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OZET

Bitkisel Icerikli Yaslanma Karsit1
Nanoformiilasyon Gelistirilmesi

Gigdem CETIN ALUC

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danigsman: Do¢. Dr. Yasemin BUDAMA KILINC

Ultraviyole (UV) 1sinlar, cilt yaslanmasinda 6nemli rol oynayan harici yaslanmanin
en onemli nedenidir ve fotoyaslanma olarak tanimlanmaktadir. Fotoyaslanma,

ciltte elastikiyet kaybina ve kirisik olusumuna sebep olmaktadir.

Kozmetik pazarinda, her gecen giin artan {iriin sayisi ile anti aging kremler; cilde
toparlayici etkide bulunarak ciltteki kirisiklik ve ¢izgi gortintimlerinin azalmasina

ve plriizsiiz bir cilt yiizeyi olusmasina destek saglamaktadir.

Kozmetik uygulamalarda aktif maddelerin tasiniminin ve penetrasyonunun
iyilestirilmesi, oksidasyona karsi korunmasi amaciyla nano boyutlarda formiilize
edilerek kullanilmasi stratejisi glintimiizde bircok ticari marka i¢in yatirim konusu

olmustur.

Glisirizik asit (GA), meyan kokiiniin (Glycyrrhiza glabra L.) ana bilesenlerinden
biridir ve cesitli terapotik 6zellikleri ile tibbi bir bitki olarak kullanilmaktadir. GA
tuzlar1 ve esterleri, cesitli cilt bakim iirtinlerinde kullanimi olan kozmetik
bilesenlerdir. GA ayrica insan dermal fibroblastlarinda UV kaynakl

fotoyaslanmaya karsi inhibe edici etkisi bulunmaktadir.



Bu tez calismasinin amaci, topikal uygulama icin GA iceren anti aging bir
nanoformiilasyon gelistirmektir. Bu kapsamda, GA yiiklii Poli(laktik-ko-glikolik
asit) (PLGA) nanoformiilasyonu cift emiilsiyon yontemi kullanilarak hazirlanmas,

cesitli spektroskopik ve goriintiileme yontemleri ile karakterize edilmistir.

GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonunun enkapsiilasyon verimi, yiikleme kapasitesi,
in vitro salim profili belirlenmis, genotoksisitesi Ames testi ile, sitotoksisitesi ise 3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir =~ (MTT) testi ile
degerlendirilmistir. Ayrica, GA'in HaCaT hiicrelerinde UVB kaynakli foto
yaglanmayr onlemedeki etkinligi ve GA'in Matriks metalloproteinazlara
(MMP'lara) baglanmasinin molekiiler mekanizmasinin netlestirilmesi icin in silico

analizleri gerceklestirilmistir.

Elde edilen GA yiikli PLGA nanoformiilasyonu ile krem formiilasyonlari
hazirlanmis, organoleptik kontroller ve fiziksel testler yapilmistir. Ardindan krem
formiilasyonlan1 5 = 3 °C, 25 = 2 °C % 60 RH, 40 += 2 ° C % 75 RH olmak iizere
tic farkli ortam kosulunda stabilite kabinlerine alinarak 15.giin, 1.ay ve 3.ay
periyotlarinda ayni kontroller ve testler tekrarlanarak, formiilasyonlarin baslangic

durumlar ile karsilastirilarak tamamlanmastir.

Elde edilen in vitro ve in silico sonuclar degerlendirilmis ve GA yiikli PLGA
nanoformiilasyonun anti aging oOzellikli cilt bakim {riin aday1 olarak

kullanilabilecegi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glisirizik asit, kontrollii salim sistemi, 7.2 vitro hiicre kiiltiirii,

molekiiler docking, yaslanma karsiti.
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ABSTRACT

Development of Herbal Nanoformulation for Anti-aging
Application

Cigdem CETIN ALUGC
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Ultraviolet (UV) rays are the most important cause of extrinsic aging that plays an
important role in skin aging and is defined as photoaging. Photoaging causes loss

of elasticity and wrinkle formation in the skin.

In the cosmetics market, with the increasing number of products, anti aging
creams; it helps to reduce the appearance of wrinkles and lines on the skin and to

form a smooth skin surface by having a regenerative effect on the skin.

The strategy of using nano-sized formulations to improve the transport and
penetration of active substances in cosmetic applications and to protect them

against oxidation has been the subject of investment for many trademarks today.

Glycyrrhizic acid (GA) is one of the main components of licorice root (Glycyrrhiza
glabra L.) and is used as a medicinal plant with various therapeutic properties. GA
salts and esters are cosmetic ingredients that have uses in a variety of skin care
products. GA also has an inhibitory effect against UV-induced photoaging in

human dermal fibroblasts.

Xviii



The aim of this thesis study is to develop an anti-aging nanoformulation
containing GA for topical application. In this context, GA-loaded Poly(lactic-co-
glycolic acid) (PLGA) nanoformulation was prepared using the double emulsion

method and characterized by various spectroscopic and imaging methods.

The encapsulation efficiency, loading capacity and in vitro release profile of the
GA-loaded PLGA nanoformulation were determined, its genotoxicity was
evaluated with the Ames test, and its cytotoxicity was evaluated with the 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) test.

In addition, in silico analyzes were performed to clarify the efficacy of GA in
preventing UVB-induced photoaging in HaCaT cells and the molecular mechanism

of GA binding to Matrix metalloproteinases (MMPs).

Cream formulations were prepared with the obtained GA-loaded PLGA
nanoformulation, organoleptic controls and physical tests were performed. Then,
the cream formulations were taken into stability cabinets at three different
ambient conditions, 5 = 3 °C, 25 = 2 °C 60% RH, 40 = 2 °C 75% RH, and the
same controls and tests were performed at the 15th day, 1st month and 3rd month
periods. The tests were completed by repeating and comparing the initial

conditions of the formulations.

The obtained in vitro and in silico results were evaluated and it was concluded
that GA-loaded PLGA nanoformulation could be used as a skin care product

candidate with anti-aging properties.

Keywords: Glycyrrhizic acid, controlled release system, in vitro cell culture,

molecular docking, anti aging.
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Glinlimiizde, kisisel bakim sektOriiniin 6nemli bir parcasini olusturan kozmetik
Urinler; cilt ve sa¢c bakim {iriinleri, makyaj malzemeleri ve anti aging etkili
iirtinleri iceren genis bir iiriin yelpazesine sahiptir. Kozmetik iiriinler, cildi ve sac1
koruma, nemlendirme, besleme ve hos bir koku verme amaclariyla tiiketiciye

sunulmaktadir (istanbulluoglu, Timur et al., 2019).

Kozmetik {rlinlerde aktif bilesen, siirekli etki ve gecimsiz bilesenlerin
formiilasyonuna olanak saglama, stabilite ve derinin penetrasyonunu arttirma
amaclariyla ¢ozelti, jel, emiilsiyon, siispansiyon, toz preparatlar, aerosol gibi
tastyici bir sistem icerisinde formiile edilebilmektedir. Bitkisel kokenli bilesenler,
antioksidanlar, peptitler ve biiylime faktorleri tasiyici sistemler icinde

uygulanabilmektedir (Yapar and Tanriverdi, 2016).

Son yillarda giizellik ve estetik alaninda artan tiiketici taleplerine paralel olarak,
kozmetik {irlinlerde nanoteknolojinin performans arttirma amaclh kullanimi artig
gostermektedir. Nanoteknolojik yoOntemler ile gelistirilen formiilasyonlar,
boyutlarinin oldukca kiiclik olmasindan dolay1 deriye derinlemesine niifuz
edebilmektedirler. Bu ozellikleri kullanim amaclarina ve kullanilan etkin
maddenin tiiriine gore avantaj saglamaktadir. Kati polimerik nanopartikiiller, lipit
nanopartikiiller ve nanoyapili lipit tasiyicilar kozmetik {tirtinlerde kullanilabilen

gelismis tasiyici sistemlerdir (Zhang, Gao et al., 2010).

Polimerler, nispeten kiiciik boyut ve stabilite avantajina sahiptirler. Aktif
bilesiklerin deri icine tasinmasinda kullaniminin arastirildign calismalar
mevcuttur. Polimerik nanopartikiiller optimize edilebilmelerinden dolay: ilag
dagitim icin optimal tasiyicilardir. /n vitro ve in vivo uygulamalara uygun hale
getirmek icin polimerlerin boyut, yiizey dogasi1 ve tirleri gibi fiziksel ve
biyokimyasal 6zelliklerinin incelendigi sentetik yontemler mevcuttur (Mir, Ahmed

et al., 2017).



Nanoteknoloji, 1980'lerin basindan beri immiin sistemle iliskili cilt hastaliklarinin
topikal tedavisinde kullanilmaktadir. Deri bariyerlerine yiiksek afinite ve lipofilik
ilaclarin ytiklenmesindeki iyi uyumluluk nedeniyle, ila¢ penetrasyonunu ve
terapotik etkinligi iyilestirmek veya aktif ajanlarin toksisitesini azaltmak igin lipit

bazli ve polimerik nanopartikiiller gelistirilmistir (Sun, Liu et al., 2017).

Cilt yaslanmasi, cesitli faktorler sonucu olusan biyolojik bir siirectir. Bu
faktorlerden UV 1s1gina bagh olan fotoyaslanmanin ciltteki kirisikligin ana
sebeplerinden biri oldugu diisiiniilmektedir. Fotoyaslanma sonucu ciltte, diizensiz
pigmentasyon, elastikiyet kaybi, artan piiriizliiliik, kirisiklik ve kuruluk meydana
gelmektedir (Yapar, Tannverdi, 2016). Cilt bakimi, cildin yenilenmesini,
elastikiyetini, pliriizsiizliigiinii artirabilir ve boylece cilt durumunu gegici olarak
degistirebilir. Bununla birlikte, kirisiklik olusumunu 6nlemek icin kolajen, elastin

gibi cildin birincil yapisal bilesenlerinin bozulmasini durdurmak gerekmektedir.

Fotoyaslanmanin ve kronolojik yaslanmanin dermal ve epidermal belirtilerini
tersine cevirmeye calisan cilt yaslanma karsit1 stratejiler mevcuttur. Cildin kronik
olarak fotoyaslanmasi, kendisini dissal cilt yaslanmasi (fotoyaslanma) olarak
gostermektedir. Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) fotohasar1 ve UV kaynakli reaktif
oksijen tiirleri (ROS), cildin kronik fotohasarinin tipik histolojik ve Kklinik
belirtilerinin coguna yol acan ilk molekiiler olaylardir. Kirisiklik ve pigment
degisiklikleri dogrudan erken yaslanma ile iligkilidir ve en 6nemli belirtiler olarak
kabul edilmektedir. Foto yaslanmay: onlemeyi amaclayan stratejiler arasinda
glinesten kacinma, kolajenaz sentezini engellemek ve kolajen iiretimini tesvik
etmek icin cildin UV radyasyon retinoidlerine maruz kalmasini engellemek veya
azaltmak icin giines kremleri kullanarak giinesten korunmak, antioksidanlar, anti-

aging formiilasyonlar yer almaktadir (Ganceviciene, Liakou et al., 2012).
1.2 Tezin Amaci

Bu doktora tez calismasinda GA yiikli PLGA nanoformiilasyon hazirlanmasi,
hazirlanan nanoformiilasyonun disperse edildigi anti-aging 6zellik gosteren krem

formiilasyonunun gelistirilmesi amaclanmaistir.



1.3 Hipotez

Bitkisel icerikli kozmetik tirtinler, sentetik kozmetik iirtinlere gore daha az yan
etkiye sahip olmalar1 sebebiyle tiiketiciler tarafindan tercih edilmektedir. Bitkiler;
antibakteriyel, antifungal ve antiviral aktivitelerine ek olarak giiclii antioksidan
ozellik gostererek; kozmetikte esas olarak tirtin kalitesini artirmak ve islevselligi
iyilestirmek icin kullanilmaktadirlar. Bitkilerin diisiik biyoyararlanimini ise

nanoteknolojik uygulamalar vasitasiyla arttirmak miimkiindiir.

Kozmetik formiilasyonlarin gelistirilmesinde konvansiyonel iiretim yontemlerine
kiyasla nanoteknolojik iiretim yontemleri; aktif maddenin tasinim kolayligi, cilt
penetrasyonunun iyilestirilmesi ve aktif bilesiklerin oksidasyona karsi korunmasi

gibi avantajlari ile yaygin olarak tercih edilmektedir.

Eski caglardan beri kullanilan, cesitli aktiviteleri raporlanmis olan GA cilt bakim
tiriinlerinde kullanimi olan kozmetik bir bilesendir. Literatiirde raporlanan bir
onemli aktivitesi ise insan dermal fibroblastlarinda UVB kaynakl fotoyaslanmaya

karsi inhibe edici etki gostermesidir.

Literatiirde yer alan calismalar incelendiginde, anti aging 6zellige sahip GA yiikli
PLGA nanoformiilasyonu ihtiva eden bir formiilasyon gelistirilmedigi

gorilmistir.

Bu doktora tez calismasi kapsaminda gelistirilen, anti aging 6zellige sahip GA
kullanilarak hazirlanan GA yiikli PLGA nanoformiilasyonunu igeren krem
formiilasyonun fotoyaslanmaya karsi alternatif bir giinliik bakim iiriinii olacagi 6n

goriilmektedir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Deri ve Gorevleri

Deri, viicut kiitlesinin %15-20'sini olusturmaktadir. Yetigkinlerde 2 m* yiizey alan
ve 3.6 kg agirlig1 ile insan viicudunun en genis organidir ve hayati 6nem tasiyan

cesitli gorevlere sahiptir (Gilaberte, Prieto-Torres et al., 2016; Woo, 2019).

Deri, viicut ve cevre arasinda bir araytiiz gorevi gorerek; altta yer alan dokular: ve
ic organlan korur, dis uyaranlara tepki vererek tehlike ve yaralanmalardan
kacinmayi saglar. Fiziksel bir bariyer gorevi gorerek, viicudumuzu UV hasarindan,

kimyasal ve mekanik saldirilardan korur.

Deri, terleme ve izolasyon yoluyla elde edilen viicut 1sisinin diizenlenmesine
katkida bulunur, su ve elektrolit dengesinin korunmasina yardimci olur (Niehues,

Bouwstra et al., 2018; Woo, 2019).

Deri, viicudu enfeksiyonlardan koruyan sitokinler de dahil olmak iizere, bagisiklig
yeterli hiicreler ve ¢6ziiniir biyolojik yanit diizenleyiciler ile bol miktarda bulunan
aktif bir bagisiklik organidir (Hwa, Bauer et al., 2011; Eyerich, Eyerich et al.,
2018).

Ayni zamanda deri; dokunma, termal ve agri sensorleri ile beyni yakin cevredeki
degisikliklerden haberdar eden bir duyu organidir (Silvera-Tawil, Rye et al., 2015;
Fenner and Clark, 2016).

2.2 Derinin Yapisi

Deri, ylizeyden iceriye dogru; epidermis, dermis ve hipodermis olarak adlandirilan
li¢ katmandan olugsmaktadir (Sahle, Gebre-Mariam et al., 2015). Bu katmanlara
ek olarak, deri boyunca birkag pilosebase iinite ve ter bezleri de yer almaktadir.
Epidermisin hemen altinda epidermisi destekleyen bazal membran

bulunmaktadar.

Dermiste sa¢ kokleri, sinir uclari, kilcal damarlar ve lenf damarlari ile yag bezleri

ve ter bezleri gibi cilt ekleri bulunmaktadir.
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Kil folikiilleri ve ter kanallar1 dogrudan cilt ylizeyinde cevreye acilir ve topikal ilag

dagitimi icin ¢cok onemli olan ek deri gecirgenligi yolunu saglar.

Dermisin altinda, yalitim, koruyucu dolgu ve enerji depolamasi saglayan deri alt1

tabakas1 bulunmaktadir (Voshavar, Kumar Vemula et al., 2019).
2.2.1 Epidermis

Epidermis, derinin en dis tabakasidir ve kalinligi 0.5 mm-1.5 mm arasinda
degiskenlik gostermektedir. Tabakali bir skuamoéz epitel tabakasindan, temel
olarak keratinositler ve melanositlerden olusmaktadir. Bunlarin yanisira,
Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleri gibi bir dizi bagka hiicre popiilasyonunu

da barindirmaktadar.

Keratinosit, epidermisin mekanik ve su bariyeri islevinden sorumluyken,
melanositler, Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleri sirasiyla cilt
pigmentasyonu, bagisiklik korumasi ve duyusal (dokunma) islevlerinden
sorumludur. Epidermis, bazal membran ile dermisten ayrilir (Fenner and Clark,

2016; Lai-Cheong and McGrath, 2017).

Ince derilerde epidermis dort kat epitel katmandan olusurken, kalin derilerde bes
kat epitel katman bulunmaktadir (Sekil 2.1). Ince deride, asagidan yukariya veya
derinden ylizeye dogru, epidermal katmanlar stratum basale (bazal katman),
stratum spinosum (spindz katman veya suprabazal katman), stratum granulosum
(graniiler katman) ve stratum corneum (boynuzsu katman) olarak

siralanmaktadir.

Kalin deride, stratum granulosum ve stratum corneum arasinda ek bir katman olan
stratum lucidum (lusidum katmani) bulunmaktadir (Freeman and Sonthalia,

2019; Woo, 2019).



Stratum comeum

Stratum lucidum |
Stratum granulosum |

Stratum spinosurm

Stratum basale

Bazal membran

Sekil 2.1 Epidermisin yapis1 (Woo, 2019)
2.2.1.1 Stratum Basale (Bazal Katman)

Bazal tabaka, tek bir bazal epidermal hiicreler tabakasindan olusmaktadir. Bu
hiicreler, bazal hiicreler veya bazal keratinositler olarak da bilinmektedir.
Keratinositlere ek olarak, melanositler ve Merkel hiicreleri de bazal tabakada

bulunmaktadir.

Bazal tabakada, melanositler hiicre popiilasyonunun yaklastk % 3' {ini
olusturmaktadir. Melanositlerde, melanin iretilir ve melanozomlarda
paketlenirek, melanosit hiicre govdesinden stratum spinosumdaki keratinositlere

uzatilmis dendritler yoluyla tasinmaktadir.

Melanozomlar, keratinositlerin c¢ekirdegini sararak onlar1 UV 1sinlarindan

korumaktadir (Woo, 2019; Castellano-Pellicena, Morrison et al., 2021).
2.2.1.2 Stratum Spinosum (Dikenli Katman)

Ayni zamanda suprabazal tabaka olarak da bilinen dikenli tabaka adini lekeli
orneklerdeki  dikenli  goriiniimiinden  almaktadir. Dikenli  gOriiniim,
keratinositlerini birbirine baglayan dezmozomlar tarafindan {retilen cikinti

yapilarindan gelmektedir.

Dikenli keratinositler, su itici glikolipidleri iiretmektedir. Genel olarak, dikenli

katman cildin giiciine ve esnekligine katkida bulunmaktadar.
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Dikenli katman, poligonal sekilli keratinositlerin 8-10 alt katmanindan
olusmaktadir. Keratinositlere ek olarak, bu tabakada bulunan Langerhans
hiicreleri; epidermiste yatay bir diizlem boyunca uzanan yassi dendritlere sahip

dendritik hiicrelerdir.

Langerhans hiicrelerinin hiicre govdesi ve uzatilmis dendritleri, cilt yiizeyinin %
25'ini kaplamaktadir. Langerhans hiicreleri, epidermisteki antijenleri ve diger
yabanci maddeleri tanimada ve yakalamada etkilidir (Woo, 2019; Moreci and

Lechler, 2020).
2.2.1.3 Stratum Granulosum (Graniiler Katman)

Keratinizasyon graniiler katmanda baslar; grenli goriiniim, keratinositlerdeki
keratinler ve keratohyalin (lameller graniiller) tarafindan iiretilmektedir. Bu
keratohyalin graniilleri, ~26-48 kDa filaggrinlere (filament toplayici proteinler)
boliinecek olan ~400-500 kDalik bir protein olan profilaggrin'den
olusmaktadirlar. Profilaggrin boliinmesi, keratinositlerin stratum granulosumdan

stratum corneum'a hareket etmesiyle olusmaktadir.

Eniikleasyon, graniiler hiicreler, stratum corneum'un 6zel keratinositleri olan
korneositlere farklilastikca gerceklesmektedir. Graniiler hiicrelerde, bariyer
islevine de katkida bulunan siki baglantilar olusmaktadir (Freeman and Sonthalia,

2019; Woo, 2019).
2.2.1.4 Stratum Lucidum (Lusidum Katmani)

Lusidum katmani sadece kalin derinin epidermisinde, 6zellikle avuc ici ve ayak
tabanlarinda bulunmaktadir. Mikroskopik olarak, piiriizsiiz ve gorliniiste yari
saydam bir gortiniime sahiptir. Keratohyalinden tiiretilen ve su bariyeri islevine
katkida bulunan lipid acgisindan zengin bir protein olan eleiden yapisini

icermektedirler (Yousef, Alhajj et al., 2017; Woo, 2019).
2.2.1.5 Stratum Corneum (Korneum Katmani)

Korneum katmani (SC), hiicre disi ¢ok katmanli lipid matrisine gomdiili,
korneositler olarak da bilinen cekirdeksiz ©6lii epidermal hiicrelerden

olusmaktadr.



SC lipid bilesimi, neredeyse hic fosfolipit icermemesi ve lipidlerin biiyiik bir
boliimiiniin doymus olmasi bakimindan diger biyolojik membranlarin ¢ogundan
farkhidir.

SC'nin ana gorevi, viicudu dis materyallerin cilde girisinden korumaktir. Lipofilik
bir tabaka oldugu icin hidrofilik molekiillerin tabaka boyunca tasinmasina izin
vermemektedir. SC'un ayrica kurumay: onlemek, fiziksel zorlama ve stresten
kaynaklanan deformasyonu tolere etmek gibi gorevleri de vardir (Gunnarsson,

Mojumdar et al., 2021; Darvin, Schleusener et al., 2022).
2.2.2 Dermis

Dermis; epidermisin altinda, kolajen, elastik lifler ve ekstrafibriler matriks ile kan
kilcal damarlari, lenfatik damarlar ve sinir uglarindan olusan bir agdan ve ince ve
ylzeysel papiller dermis ve retikiiler dermis olmak iizere iki katmandan

olusmaktadir.

Papiller dermis, dermoepidermal bileskenin altinda yer almaktadir ve gevsek
sekilde diizenlenmis kollajen lifleri icermektedir. Retikiiler dermis ise cilt yiizeyine

paralel uzanan daha kalin kollajen demetlerinden olusmaktadir.

Dermis, fibroblastlar, fibrositler ve kan ve lenf damarlarinin yapisal hiicreleri gibi
stromal hiicreleri, bircok farkli miyeloid ve lenfoid bagisiklik hiicresi
popiilasyonunu icermektedir (Fenner and Clark, 2016; Gilaberte, Prieto-Torres et

al., 2016).
2.2.3 Hipodermis

Hipodermis, esas olarak, fibr6z bag dokusu (septa) tarafindan tanimlanan lobiiller
halinde organize edilen adipositler tarafindan olusturulmaktadir. Septa icinde
sinirler, kan ve lenf damarlar1 bulunmaktadir. Hipodermis, yedek bir enerji
kaynag: gorevi gormektedir (Fenner and Clark, 2016; Gilaberte, Prieto-Torres et
al., 2016).



2.3 Cilt Yaslanmasi

Cildimiz, viicudumuzu dis ortamdan ayiran, gesitli biyolojik fonksiyonlara sahip
karmasik yapil bir bariyerdir (Niehues, Bouwstra et al., 2018; Li, Bai et al., 2020).
Viicudumuzu patojenik, kimyasal ve fiziksel saldirilara kars1 korumasinin yani sira

kozmetik acidan da 6nemli bir role sahiptir.

Geng ve gilizel goriiniim, kisinin sosyal hayati tizerinde olumlu etkiler saglarken,
ylzdeki cilt yaslanmasi, kirisiklik, sarkma, donuk ve kuru cilt gibi belirtileri ile
ozellikle kadinlarin en yaygin kozmetik endiselerinden biridir (Zhang, Duan,

2018; Rattanawiwatpong, Wanitphakdeedecha et al., 2020).

Cilt yaslanmasi, elastikiyet ve pigmentasyonun azalmasi, epidermal kok hiicre
kayb1 dahil olmak iizere genc ciltte bulunan belirli 6zelliklerin siirekli kayb1 olarak
tanimlanmaktadir (Panich, Sittithumcharee et al., 2016; Bolke, Schlippe et al.,
2019).

Cilt yaslanmasi, i¢ ve dis faktorlerin neden oldugu karmasik bir biyolojik stirectir.
Dahili yaslanma, zamanin dogal bir sonucudur ve ince, kuru cilt ve ince
kirisikliklar ile sonuclanan fizyolojik bir stirectir. Dis yaslanma, hava kirliligi,
sigara icme, kotii beslenme ve glinese maruz kalma gibi dis ¢evre faktorlerine bagh
olarak; kaba kirisikliklar, elastikiyet kaybi, gevseklik ve kaba goriinim ile

sonuglanir ve 6nlenebilir (Keaney, 2016; Bielach-Bazyluk, Zbroch et al., 2021).

Ultraviyole radyasyon (UVR) giinesten ve yapay kaynaklardan yayilarak, cilde
ciddi zararlar verebilmektedir. UVR'nin baslica yapay kaynaklari; teshis ve tedavi
amach kullanilan civa buharli lambalar, su sogutmali lambalar ve hava sogutmali

lambalardir.

UVR'ye daha az dozla kronik olarak maruz kalmak fotoyaslanma denilen cilt
yaglanmasini hizlandirir. Sekil 2.2’de sunuldugu iizere, gilines 1s1gindan gelen
UVR, dalga boylarina gore {ic tipte siniflandirilmaktadir; UVA (320-400 nm), UVB
(280-320 nm) ve UVC (100-280 nm) (Sample and He, 2017; Lephart, 2018;
Strzatka, Zgtobicki et al., 2020; Ke and Wang, 2021; O’Connor, Courtney et al.,
2021).



Sekil 2.2’de sunuldugu iizere, UVC 1sinlarinin tamamui ve bir miktar UVB 1sinlari

ozon tabakasi tarafindan emilmektedir ve cilt {izerinde herhangi bir etkisi yoktur.

UVB sinlarinin geri kalani cilt epidermisine niifuz edebilmekteyken; UVA 1sinlar1
ise dermisi istila ederek, cilt yaslanmasinin yaklasik % 98den sorumludur
(Napagoda, Malkanthi et al., 2016; Mesa-Arango, Flérez-Mufioz et al., 2017;
Lephart, 2018; Ansary, Hossain et al., 2021).

UVA UVB UvcC

Ozon
Tabakasi

—— Dermis o B

Sekil 2.2 UVR 1sinlan ve izledikleri yol (Ansary et al., 2021)

2.3.1 Fotoyaslanma

UV 1sinlan cilt yaglanmasinda 6nemli rol oynayan digsal yaslanmanin en 6énemli
nedenidir. UVB i1sinlarina asir1 maruz kalan cilt hiicreleri, oksidatif strese neden

olan ROS’ ni tiretmek iizere uyarilir (Chen, Gong et al., 2019).

Oksidatif stres ortaminda redoks dengesi bozulur ve viicuttaki proteinler, DNA ve
lipidler zarar goriir ve bu durum fotoyaslanmayi tetikler (Averilla, Oh et al., 2019).
Fotoyaslanan ciltte bag dokusu hasar goriir ve hiicre disi matrisin (ECM’ in)

yapisal biitiinliigliniin bozuldugu gozlemlenebilir (Yang, Ngo et al., 2019).
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ECM, kolajen ve elastin gibi yapisal proteinleri, cildin elastikiyetini ve
nemlendirme kabiliyetini korumaktan sorumludur (Park, Hwang et al., 2018).
Bununla birlikte, matriks metalloproteinazlarin  (MMP'larin)  yiiksek
ekspresyonuna atfedilen fotoyaslanan ciltte ECM kompozisyonunda degisiklikler

meydana gelmektedir (Hwang, 2010).

MMP' lar c¢inko iceren endopeptidazlardir ve hiicre dis1 matrisin farkl
bilesenlerinin bozulmasina aracilik ederler. MMP' lar cildin foto yaslanma
siirecinde 6nemli bir rol oynar ve kolajenazlar (MMP-1, -8, -13 ve -18), jelatinazlar
(MMP-2 ve MMP-9) ve stromelisinler (MMP-3, -10, -11 ve -19) olmak iizere ii¢
baskin ana gruba ayrilirlar (Krusinska, Hawrysz et al., 2018).

UVB, asir1 ROS {iretimini indiikleyerek MMP' larin seviyesi iizerinde bir etkiye yol
acmaktadir (Krusinska, Hawrysz et al., 2018). MMP' lar cilt foto yaslanma
siirecinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Fotoyaslanan ciltte MMP' larin yiiksek
ekspresyonu, MMP' lar1 UVB radyasyonunun neden oldugu cilt fotoyaslanmasinin
ana hedefi haline getiren cilt elastikiyet kaybinin ve kirisik olusumunun baslica

nedenlerinden biridir (Gentile and Garcovich, 2021; Kim, Jang et al., 2022).

MMP' lar UV tarafindan uyarilir, yliksek diizeyde ekspresyona neden olarak,
kollajenin bozulmasina ve prokollajen sentezinin inhibisyonuna sebep olurlar

(Xiao, Yang et al., 2020).
2.4 Kozmetikler ve Kozmetik Sanayii

Kozmetik kullanimina dair ilk kanitlar eski Misir donemine dayanmaktadir
(Gonzdlez-Minero and Bravo-Diaz, 2018; Amberg and Fogarassy, 2019;
Mohiuddin, 2019).

Kozmetikler, Birlesik Devletler Gida ve ilac Dairesi (FDA) tarafindan “insan
viicuduna veya herhangi bir kismina temizlik, giizellestirme, cekiciligi tesvik etme
veya goOriinimiinii degistirme amachh uygulanacak {riinler” olarak

tanimlanmaktadirlar (FDA, 2018).

Kozmetik iiriinler, insanlarin goriiniislerini iyilestirmeye yoOnelik ilgilerinin
artmasiyla birlikte, genis iiriin yelpazesi ile tiiketicilere hitap ederek, 6nemli bir

pazar payina sahip olan kozmetik sanayii kolunu olusturmaktadairlar.
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Kiiresel kozmetik pazar biyiikliigi, 2021 yilinda 287.94 milyar dolardir ve bu
pazarin % 5.0' lik bir Yillik Bilesik Biiytime Orami1 (YBBO) ile 2028 yilina kadar

415.29 milyar dolara ulagsmasi beklenmektedir.

Diinya capinda saglik bilincine sahip tiiketicilerin artmasiyla birlikte, cilt bakimi
tirtinleri, kiiresel organik giizellik pazarinda en yiiksek paya sahip tirtin grubunu
olusturmaktadir. Bu grubun global pazar biiyiikligii 2020 yili i¢in 10.53 milyar
dolar olup 2027 yilina kadar % 5’ lik bir YBBO ile biiyiiyecegi tahmin edilmektedir
(XSIGHT, 2021).

2021 yilinda Tiirkiye’de, pandemi siirecinde kadinlarin tiiketim aliskanliklarindaki
degisiklikleri gozlemlemek icin yapilan bir arastirmaya gore, Sekil 2.3'de
sunuldugu tizere yiiz bakim kremleri % 62 orani ile en cok harcama yapilan iirtin
iken ayni zamanda Sekil 2.4’ de sunuldugu tizere en sik harcama yapilan triinler

arasinda da % 21 ile ilk sirada yer almaktadir (Twentify, 2021).

= Yiz
kremleri

= Sac bakim
iirlinleri

= Yiiz temizleme
jelleri/tonikleri

El bakim
urtinleri

= Parfiim
deodorant

= Yiiz maskeleri

» Viicut kremleri
losyonlari

= Y{iz serumlari

= Makyaj
malzemeleri

= Tirnak bakim
urinleri

Sekil 2.3 Pandemi siirecinde kadinlarin kisisel bakim tiriinlerine ait
harcamalarinin karsilastirilmasi
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Sekil 2.4 Pandemi siirecinde kadinlarin kisisel bakim tirtinlerine ait en stk
yaptiklar1 harcamalarin karsilastirilmasi

Glintimiizde tiiketiciler, aktif islevlere sahip dogal iceriklerden yapilan kozmetik
tirtinleri tercih ederek kozmetik sanayiinde inovasyona yon vermektedirler (Faria-

Silva, Ascenso et al., 2020).

Dogal kozmetik ve kisisel bakim icin kiiresel pazar degeri, 2021 yilinda 29.2 milyar
dolardir ve bu rakamin 2027 yilinda 50.46 milyar dolara ulasmasi beklenmektedir.
Sekil 2.5” de 2021-2027 yillar1 arasinda sunulmus olan pazar biyiikligii trendleri,
tliketicilerin dogal ve organik kozmetik pazarina artan talebini gozler oniine

sermektedir (Statisca, 2022).
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Sekil 2.5 2021-2027 yillar1 arasinda beklenen dogal kozmetik ve kisisel bakim
icin kiiresel pazar degeri trendleri

2021 yilinda 32.029,282 milyon ABD Dolar1 degerinde olan dermatolojik
terapotik pazarinin ise 2027 yilina kadar 53.241,12 milyon ABD Dolarina ulagsmasi
ve bu siirecte % 8.55'lik bir YBBO ile biiyiimesi beklenmektedir.

Dermatoloji hastaliklarin ilerlemesi, hastalik etiyolojilerine iliskin farkindalik
diizeylerinin ve yasl niifusun artmasi pazar biiytimesini yonlendiren faktorlerden

baslicalaridir.

Dermatolojik terapotik pazarinin biiytimesi ile kiiresel ortakliklar, sirket satin
almalar: ve yeni iiriin lansmanlar1 gibi faaliyetler de 6nem kazanmaktadir. 2019
yilinda LEO Pharma’nin, Bayer'in receteli dermatoloji isletmesini satin almasi,
2020 yilinda Bayer ve Azitranin olumsuz cilt kosullarinin ve hastaliklarinin
tedavisinde potansiyel adaylari belirlemek amaciyla Azitranin tescilli
Staphylococcus epidermidis suslar1 panelinden yararlanmak icin ortak bir

gelistirme anlagsmasi yapmasi bu faaliyetlerden bazilaridir (Mordor, 2022).
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2.5 Kozmetik Uriinlerde Nanoteknolojinin Kullanimi

Nanopartikiiller, stabil olmayan ilaclar1 denatiirasyondan etkili bir sekilde
koruyabilmelerinin yani sira, etken maddenin kontrolli bir sekilde salinima
olanak vererek; uygulanacak dozajin azaltilmasini saglayarak, yan etkilerin

azaltilmasina olanak vermektedirler.

Ayrica, nanopartikiiller stirekli/kontrollii salim ve farkli simif ilaclar1 ayni anda
iletme ve yiiklenen terapotik bileseni daha derin dermal katmanlara iletme
yeteneklerine sahiptirler. Bu ozellikleri nanopartikiillerin tasiyici sistemler olarak

kullanilmasinda tercih sebepleridir (Voshavar, Kumar Vemula et al., 2019).

Kozmetik iireticileri nanoteknolojiyi kullanarak, iiriin niteliklerini gelistirmis,
deriye yeterli niifuz etme yetenegine sahip ve kan dolasimina ulasimi sinirlanmas,
sistemik etkisi olmayan yeni tasiyici sistemler gelistirmislerdir (Arora, Agarwal et

al., 2012, Kaptanoglu, 2013).

Aktif maddenin tasinmanin kolaylastirilmasi, daha iyi penetrasyona ve aktif
bilesiklerin oksidasyona karsi korunmasina yardimci olmak amaci ile bircok
kozmetik icerik nanopartikiiller icerisine yerlestirilmektedir. Metal veya metal
oksit nanopartikiiller, antibakteriyel, antifungal, fotoprotektif ve hiicre
rejenerasyonunu arttirmak amacli kozmetik tiirtinlerde sikca kullamilmaktadir

(Hayta and Akyol, 2018).

Nanoteknolojinin, kozmetik {irtinlerin performansina cesitli katkilar1 mevcuttur.

Bu katkilar siralanacak olursa;

1.Formiilasyondaki etken maddenin kontrolli salimi saglanabilir,

2.Etken maddenin sebep oldugu keskin veya koti koku kolaylikla

maskelenebilir,
3.Kisa stireli etki yerine daha uzun siire etki saglanabilir,

4.Etken maddenin irritan Ozelligi azaltilabilir ve boylece deri toleransi

rahatlikla arttirilabilir.
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Nanopartikiiller, terapotik molekilleri iletmek icin yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Kimyasal bilesimlerine gore genel olarak iki tipe ayrilir. Birinci
tip nanopartikiiller, organik malzemelerden (lipitler, proteinler, polimerler)
yapilan ve ylizeylerle temas stresiyle sekillerini gecici olarak degistirebilen

lipozomlar, polimer nanopartikiiller ve miseller gibi yumusak partikiillerdir.

ikinci tip nanopartikiiller ise, inorganik malzemelerden yapilmis ve deforme

olmayan kat1 parcaciklardir (Voshavar, Kumar Vemula et al., 2019).

2.5.1 Polimerik Nanopartikiiller

Nanopartikiillerin kii¢iik partikiil boyutlar1 ve yiiksek yiizey alanlari, diger
hiicrelerle etkilesime girmeden, belirli bir hedef dokuyu secici olarak baglayabilme
ozellikleri, nanopartikiillerin ila¢ dagitim sistemlerinin gelistirilmesi icin
kullanimlarinin tercih edilmesini saglamistir (Locatelli, Comes Franchini, 2012;

Khezri, Saeedi et al., 2018).

Biyolojik olarak parcalanabilen polimerik nanopartikiiller, yiiksek yiizey-hacim
oranina  sahiptir ve ilaclarin  biyoaktivitesini = degistirme  yetenegi
gostermektedirler. Polimerik nanopartikiiller, daha iyi ila¢ stabilitesi, spesifik
hedefleme ve kontrollii salim saglamaktadirlar (Mota, Sousa et al., 2020).
Polimerik nanopartikiiller, ilacin polimerik matris icinde kapsiillenmesiyle
biyouyumlu ve biyobozunur polimerlerden {iretilmektedirler. Polimerik
nanopartikiillere yiiklenecek etken maddenin tiiriine ve uygulama yolu icin
gereksinimlerine bagli olarak, nanopartikiil tiretimi icin kullanilan cesitli

yontemler mevcuttur (Zielinska, Carreir6 et al., 2020).
2.5.2 (Cift Emiilsiyon Yontemi

Emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma yontemi, polimerik nanopartikiil sentezinde
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontem, polimerin bir yiizey aktif
madde ile suda emiilsiyonlastirilmadan 6nce ucucu, suyla karismayan bir ¢oziict
icinde c¢oziilmesi ve ardindan coziiciiniin buharlastirilmas1  prensibine
dayanmaktadir. Hidrofobik ilaclar icin genellikle (yag/su) tek bir emiilsiyon islemi
kullanilirken, hidrofilik ilaclar icin c¢ift emiilsiyon (su/yag/su) yOntemi

kullanilmaktadir (Roberts, Smyth et al., 2020).
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Gift emdiilsiyon yontemi kozmetik, gida ve diger alanlarda kullanilan hidrofilik
ilaclarin kapsiillenmesi icin en uygun yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir.
Bu teknik, i¢ sulu fazda ¢6ziinmiis aktif bilesenlerin kontrollii salinimina izin veren
polimerik partikiiller hazirlamak icin kullamilmaktadir. Bu teknikle gelistirilen
partikiillerin en onemli islevi, enkapsiile edilen aktif maddeyi 1s18a, enzimatik

bozulmaya ve oksidasyona karsi korumasidir (Igbal, Zafar et al., 2015).

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

PLGA, Birlesik Devletler Gida ve Ilac Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis iyi
bilinen bir kopolimerdir. Islevselligindeki cok yonliiliigii, biyouyumlu ve
biyobozunur olmasi PLGAnin ilac¢ tastyici sistemlerde tercih edilmesini saglayan
baslica ozellikleridir (Roointan, Kianpour et al., 2018; Ghitman, Biru et al., 2020;
Paul, Cho et al., 2022).

Sun ve arkadaslari, kurkumin yiikli PLGA nanopartikiilleri hazirlamis ve bu
nanopartikiilleri Imiquimod ile indiiklenen sedef hastalig1 fare modelinde topikal
yolla uygulamiglardir. Calisma kapsaminda yapilan morfolojik degerlendirme,
kurkumin yiikli PLGA nanopartikiilleri iceren hidrojelin kurkumin hidrojeline
gore mRNA'daki biyobelirtecler ve protein seviyeleri acisindan dstiin bir
performansa sahip oldugu; in vitro psoriatik deri penetrasyon calismalarinda ise,
ilac stispansiyonu yiikli hidrojele kiyasla nanopartikiil yiikli hidrojel
uygulamasinda deriye daha fazla ilacin niifuz ettigi/ deride daha fazla ilag biriktigi
belirtilmiglerdir. Lipofilik kurkuminin PLGA ile kapsiillenerek, kurkuminin
coziuniirliigliintin, kimyasal stabilitesinin ve ila¢ penetrasyonunun iyilestirildigi

sonucuna varilmistir (Sun, Liu et al., 2017).

Topikal mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
Ketokonazoliin diistik ¢Oziiniirliigli nedeniyle biyoyararlanimi sinirhidir. Bu
nedenle, istenen antifungal aktiviteye ulagsmak icin daha yiiksek miktarda ilag
gerekmektedir. Sadozai ve arkadaslari, emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemi
ile Ketokonazol yiikli PLGA nanopartikiilleri hazirlamislardir. Calisma
kapsaminda, daha yiiksek oranda PLGA'nin Ketokonazol salinimini uzatmasiyla
birlikte, ilacin fiziksel yapisini kristalden amorf forma degistirdigini ve boylece

ilacin coziiniirliigiinii arttirmada etkili olabilecegini belirlemislerdir.
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Ayrica, PLGA yiikli Ketokonazol nanopartikiilleri ile giimiis nanopartikiillerinin
kombinasyonunun ise antimikrobiyal aktiviteyi arttirdigin1 ve bu kombinasyonun
hastaya uygulama sikligin1 azaltabilecegini, direncli C. albicans suslarina karsi
etkili olabilecek siirekli salim etkisi elde etmek icin topikal dozaj formunda ideal

bir formiilasyon olabilecegini raporlamislardir (Sadozai, Khan et al., 2020).

Dave ve arkadaslari, emiilsifikasyon ¢oziicii buharlastirma yontemi ile
Norfloksasin yiiklii PLGA nanopartikiilleri hazirlamis ve nanopartikiillerden ilacin
salim profilini belirlemek i¢in 7in vitro deri gecirgenlik calismalar1 yapilmislardir.
Norfloksasin yiiklii nanopartikiillerin, Staphylococcus aureus ve Pseudomonas
aeruginosa'yva karsi antimikrobiyal etkinligi korudugunu, Norfloksasin
formiilasyonunun yaniga bagli bakteriyel enfeksiyonlarin topikal tedavisi icin

giivenli bir yaklasim oldugunu belirtmislerdir (Dave, Kushwaha et al., 2017).

PLGA nanopartikiillerinin, kozmetik fiiriinlerin performansini artirmak icin
nanokozmetik formiilasyon olarak da kullamildig1 bilinmektedir. Aktif madde
ylkli PLGA nanopartikiillerinin cilt beyazlatma ve yaslanma karsit1 aktivitelerini

gosteren calismalar bulunmaktadir (Ito, Takahashi et al., 2013).

Viera ve arkadaslar1 gelistirdikleri dermatolojik formiilasyonda PLGA ile nano-
enkapsiilasyonda karotenoid bakimindan =zengin Haematococcus pluvialis
ekstraktinin antioksidan potansiyelinin askorbik aside kiyasla arttigini

gozlemlemislerdir (Vieira, Derner et al., 2021).
Zhu ve arkadaslari, kuersetin ytiklii PLGA-Tokoferil polietilen glikol 1000 siiksinat
nanopartikiillerinin kuersetin diisiik hidrofilikligini degistirdigini ve anti-UVB

etkisini arttirdigini gozlemlemislerdir (Zhu, Zeng et al., 2016).
2.6 Kozmetik Sanayiinde Kullanilan Nanotasiyici Sistemler
2.6.1 Vezikiiler Tasiyic1 Sistemler

Vezikiiler tasiyici sistemler; dista bir zar ile kapli, icleri siv1 ile dolu tasiyici
sistemlerdir. Hidrofilik ve lipofilik etken maddeleri tasima 6zelligine sahiptirler.
Goziinirliigi az olan ilaglarin biyoyararlanimini arttirirken, hizla metabolize olan
ilaclarin eliminasyonunu geciktirir ve ilaclarin sistemik dolasimdaki varligini

uzatirlar.
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Lipozomlar, niozomlar, etozomlar, transferozomlar bu grupta yer almaktadir
(Suryawanshi, Patil et al., 2021; Chaudhari and Gaikwad, 2020; Kandil, Soliman
et al., 2022).

2.6.2 Nanoemiilsiyonlar

Cilt tarafindan kolayca emilebilen nanoemiilsiyonlar, 20-200 nm araliginda
degisen damlacik capina sahip, su icinde yag (O/W) veya yag icinde su (W/0O)
olan koloidal dispersiyonlardir (Kim, Cho et al. 2020). Nanoemiilsiyonlarin yiizey
alanlar1 ve kii¢iik boyutlu damlaciklari, daha diisiik viskoziteye sahip olmalarini
saglamaktadir. Boylece aktif maddeler cilde daha verimli bir sekilde iletilmektedir

(Ashaolu, 2021).

Bulaniklik, kremlesme ve c¢Okelme kararsizlik belirtileri oldugu icin
nanoemiilsiyonlar yar1 kararli sistemler olarak da bilinmektedirler.
Nanoemiilsiyonlar, ila¢ aktif madde coziiniirliigiini iyilestirmek ve ilac aktif
maddesini hidroliz ve enzimatik bozulmadan korumak icin kullanilmaktadirlar

(Sarheed, Dibi et al., 2021).

Nanoemiilsiyonlarin cilt {izerinde topikal olarak uygulanmasi, ince bir lipid filmin
homojen bir sekilde olusmasini saglayarak daha yiiksek performans ve

biyoyararlanima imkan vermektedir (Sonneville-Aubrun, Yukuyama et al., 2018).

2.6.3 Kat Lipid Nanopartikiiller

Kat1 lipid nanopartikiiller, oda ve viicut sicakliginda kat1 halde bulunan lipidler ile
hazirlanip emiilgatorler ile stabilize edilen, parcacik boyutlar1 10-1000 nm
arasinda olan kolloidal tasiyicilardir. Etkin maddenin kontrollii salimina ve ilag
hedeflemesine olanak saglamaktadirlar. Azaltilmis toksisite, biiyiik 6lcekli tiretim
olasiligi, daha yiiksek yiikleme kapasitesi, kimyasal ¢ok yonliiliik ve lipitlerin
biyolojik olarak parcalanabilirligi gibi avantajlara sahiptirler. Ayrica, UV tutucu

ozellikleri de olup kimyasal giinesten koruyucular icin iyi bir bilesendirler.

Topikal olarak uygulandiklarinda, cildin yiizeyinde ince bir lipit filmi olusturarak,
cildi nemli tutan su buharlasmasina karsi bariyer gorevi gormektedirler.
Nanometrik boyutlar1 daha derin deri penetrasyonu saglarken, yiikiin daha

homojen dagilimina destek vermektedir.
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Ucucu yaglarin; yara iyilesmesi ve yara izi tedavisi, gencglestirme, hidrasyon ve
elastikiyet icin yaygin olarak kullanilan topikal uygulamalar mevcuttur
(KAPTANOGLU, 2013; Jose and Netto, 2019; Souto, Baldim et al., 2020; Souto,
Zielinska et al., 2020).

2.6.4 Nanoyapih Lipid Tasiyicilar

Nano yapili lipid tastyicilar; bir kati lipid ve siv1 lipid karisimi kullanilarak, sulu
dispersiyon icinde stabilize edilirek hazirlanmaktadirlar. Elde edilen karisim,
viicut sicakliginda kati olan amorf bir kati1 olusturmaktadir. Parcacik boyutlar1 10
ila 1000 nm arasinda degiskenlik gostermektedir. Fizyolojik ve biyouyumlu
lipidler formiile etmek icin kullamilmaktadirlar. Bilesiminde yag bulunmasi,
ozellikle lipofilik bilesikler icin yiikleme kapasitesinin artmasina katk: saglamakta;
kat1 lipidlerin ise depolama sirasinda tekrar kristallesmesini engellemektedir. Yag
ilavesi kati lipidlerin tekrar kristallesmesini engelledigi icin termodinamik olarak
daha kararli bir sistem elde edilir. Deri yiizeyinde ince bir film tabaka olusturarak
hidrasyonun saglanmasinda da oldukca etkilidirler (Bisso and Leroux, 2020;

Dhawan, Sharma et al., 2020).

Transdermal olarak wuygulandiklarinda, yiiklenen ilacin terapotik etkisini
arttirarak, ayni terapotik etkinin daha diisiik dozda saglanmasina olanak verirler.
Goziinirligi ve gecirgenligi diisiik olan ilaglar icin biyoyararlanimlarini
arttirdiklar icin bu siniftaki ilaclarda kullanimlarn tercih edilmektedir (Brito Raj,

Chandrasekhar et al., 2019).

Nanotastyici sistemler iceren ticari iiriinlere 6rnekler Tablo 2.1’de sunulmustur
(Kushwaha, Minocha et al., 2020; Souto, Baldim et al., 2020; Zhou, Luo et al.,
2021).
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Tablo 2.1 Nanotasiyici sistemler iceren kozmetik {irtinlere 6rnekler

Nanotasiyici Uriin Kategorisi Uriin Ismi Uretici
Anti-aging C-Vit Liposamal Serum Sesderma
Capture Christian Dior
Lipozom Kirisiklik 6nleyici
Eye Defense Eye Cream L’Oreal Paris
Nemlendirici Moisture Liposome Cream Decorte
Anti-aging Niosome Plus Lancome
Niozom Nemlendirici Absolute White Cream Lancome
Sac dokiilmesi Identik Floral Repair Identik
Anti-aging Phyto-Endorphin Hand Cream Rhonda Allison
Nanoemiilsiyon Precision Chanel
Nemlendirici
Vital nanoemulsion A-VC Maria Lousie
Kirisiklik 6nleyici Soosion Facial Lifing Cream Soosion
N Kati qu(l.c.lu Allure Chanel
anopartikuller Nemlendirici
Phyto NLC Sireh Emas
o Anti-aging / Cutanova-Cream Nanorepair Dr. Rimpler
Nanoyapili Lipid | Kirigiklik 6nleyici Q10 ’ P
Tagiyicilar
Nemlendirici Regeneration cream Scholl

2.7 Topikal Formiilasyonlar

Genel olarak, sistemik veya lokal etkiye yonelik topikal formiilasyonlar; katilar,

yar1 katilar ve sivilar olarak siniflandirilmaktadir.

Yar kat1 formiilasyonlar, diger formiilasyonlara gore uygulama yiizeyine yapisma

ozellikleri ile ciltte daha uzun siire kalabilmektedirler. Yar1 kati formiilasyonlar

sinifinda en yaygin kullanilan formlar merhemler, losyonlar, jeller ve kremlerdir
(DJIOBIE TCHIENOU, TSATSOP TSAGUE et al., 2018; Mayba and Gooderham,
2018; Annunziata, Cacciapuoti et al., 2020).

2.7.1 Merhemler

Merhemler, cilt iizerinde olusturduklar1 tikayici tabaka ile 1s1 ve su kaybini

onleyen, genellikle beyaz yumusak parafin olan hidrofilik yagh bir baz iceren yar1

kat1 preparasyonlardir.
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Merhemler, kremler ve losyonlara gore cilde daha az yayilmakta, govde ve
ekstremiteler gibi viicudun daha kuru bolgelerinde ¢ok iyi tolere edilmektedirler.
Stratum corneum'un rehidrasyonu ile sonuglanan kuru, hiperkeratotik pullu
psoriazis plaklar1 ideal merhem uygulamasi icin prototip bir 6rnektir (Mayba and

Gooderham, 2018).

2.7.2 Jeller

Jeller, coziicti olarak islev goren bir siv1 bilesen ve jellestirici madde olarak islev
goren bir kat1 bilesenden olusan yar1 kati formiilasyonlardir. Genellikle, cilt ile
temas ettiklerinde sivilasan, yagsiz, tikayici olmayan bir film olusturmaktadirlar.
Jeller, 6nemli miktarda su tutarak cildi nemlendirmekte; boylece aktif maddelerin
daha fazla c¢oOzlinmesine olanak saglayarak, transepidermal goclerini

kolaylastirmaktadirlar (Annunziata, Cacciapuoti et al., 2020).
2.7.3 Hidrojeller

Hidrojeller, ayn1 veya farkli tipte sentetik polimerlerin ve/veya yiliksek su emme
kapasitesi sunan biyopolimerlerin ¢apraz bagh aglaridir (Mitura, Sionkowska et

al., 2020)

Hidrojeller, biiyiik miktarlarda su veya biyolojik sivilar1 emme kabiliyetine sahip
tic boyutlu hidrofilik polimerik aglardir. Uygun bir hidrofilik ajanla jel haline

getirilmis sulu bir dispersiyon ortamindan olusmaktadirlar.

Dogal ve sentetik biyopolimerlerden olusturulan hibrit matrisler, hidrojellerin
niteliklerinin basarili bir sekilde dengelenmesiyle sonuc¢lanmaktadir. Etkili yara
iyilesmesi amaciyla bircok terapoétik ajan hidrojellere yiiklenmektedir (Esposito,

Barbosa et al., 2020).

2.7.4 Emiiljeller

Su fazinda bir jellestirici maddenin varligi, klasik bir emiilsiyonu bir emiiljele
dontistiirmektedir. Son zamanlarda, nanosiispansiyon bazli jeller, cilde iletimi
artirma yetenekleri nedeniyle topikal uygulamalarin gelistirilmesinde biiyiik ilgi

gormistlir (Sharma, Nayak et al., 2018).
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Emiiljellerin gelistirilmesi ile birlikte hidrofobik ilaclar jel dozaj formlarina dahil
edilebilmistir. Dermatolojik kullanima yonelik emdiiljeller; seffaf, yagsiz, kolay
siiriilebilir ve ¢ikarilabilir, leke birakmayan 6zelliklere sahiptirler (Yadav, Wairkar

et al., 2017).

Lipofilik ilaclarin ¢ogu coziiniirliik problemi sebebiyle dogrudan hidrojel olarak
formiile edilemezken, emiiljeller olarak kolayca formiile edilebilmektedirler. Bu
sebeple emdiljel, hidrojele kiyasla lipofilik ilacin daha iyi stabilitesini ve salinimini

saglamaktadir (Daood, Jassim et al., 2019).

2.7.5 Losyonlar
Losyonlar, ince boliinmiis ¢oziinmeyen bir ilacin siispansiyon haline getirildigi
veya dagitildig1 sivi preparatlardir. Cilde harici uygulama icin kullanilan bir

emdiilsiyon sivi1 dozaj formu olarak tanimlanmaktadirlar (Garg, Rath et al., 2015).

2.7.6 Kremler

Kremler, yag icinde su (yagh kremler) veya su icinde yag (kaybolan kremler)
emiilsiyonlaridir ve aktif madde, bélme katsayisina gore yag ve su fazlari arasinda

dagilir.

Suda yag emiilsiyonlari, suda ¢oziinen etken maddeler icin uygunken; yagda su

emdiilsiyonlari, yagda ¢ozilinen etken maddeler icin uygundur.

Merhemlerle karsilastirildiginda, kremler 6nemli 6lciide daha az yagli, daha az

viskoz ve daha iyi siiriilebilirdirler.

Krem formiilasyonlarinin ana bilesenlerini nemlendiriciler, yumusaticilar,
emiilgatorler, ve coziiciiler olusturmaktadir (Ansari, McGuiness et al., 2020;

Thatai and Khan, 2020; Khare, Abhyankar et al., 2021).

2.7.6.1 Nemlendiriciler (Humektanlar)

Humektanlar, SC’' a kolayca niifuz edebilen hidrofilik bilesiklerdir. Biyolojik
siinger gorevi goren humektanlar; suyu dermisten epidermise cekerek, ciltte suyu
tutarak hidrasyonun siirdiirtilmesine ve su kaybinin azaltilmasina olanak
saglarlar. Baz1 humektanlar ayrica yumusatici 6zelliklere de sahiptirler (Barnes,

Mijaljica et al., 2021; Ali, Skedung et al., 2022).
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2.7.6.2 Yumusaticilar

Yumusaticilar, korneositler arasindaki bosluklar1 doldurarak SC'un hiicre igi cift
katmanlarin1 simiile ederler. Cilde, su kaybini 6nlemek icin bir yag tabakasi
saglayarak; cildin su tutma yetenegini artirirlar. Cildi yumusatmaya ve kuruyan
cildi tedavi etmeye yardimei1 olurlar (Chauhan and Gupta, 2020; Barnes, Mijaljica

et al., 2021)
2.7.6.3 Emiilgatorler

Emiilgatorler, kozmetik emiilsiyonlarin reolojik 6zelliklerini ve aktif bilesenlerin
deri gecirgenligini belirlemede; krem formiilasyonlarinin stabilitesinde, fazlar
arasi gerilimi azaltmak ve tek tip bilesimler olusturmak icin énemli rol oynarlar

(Montenegro, Rapisarda et al., 2015; Wojciechowska, Walczak et al., 2021).

Tez calismasi kapsaminda krem formiilasyonlarinda kullanilan hammaddeler ve

ozellikleri Tablo 2.2’de verilmistir (Sheskey et al., 2017; FDA, 2018).

Tablo 2.2 Formiilasyon ¢alismalarinda kullanilan hammaddeler ve 6zellikleri

Hammadde Fonksiyon Onerllert /i(ullamm
Topikal farmasotik formiilasyonlarda ve Yumusatici ve
Gliserin kozmetiklerde; nemlendirici, yumusatici ve yardimer | nemlendirici olarak
¢oziicli olarak kullanilir. kullanim; < %30
Topikal
Gliseril monostearatin bircok cesidi, farmasoétik ve merhemlerde
Gliserol kozmetik uygulamalarda emiilgator, stabilizator ve kullanim;
Monostearat | YWmusatict olarak kullanilir. Etkili bir stabilizator olup < %5
polar ve polar olmayan bilesikler i¢in ortak bir ¢oziicii | Topikal losyonlarda
olarak islev gortir. kullanim;
=< %9
. Cilt tarafindan kolayca emilen, yagsiz bir Topikal krem ve
Izopropil .. . losyonlarda
. yumusaticidir, transdermal formiilasyonlar icin
miristat enetrasyon arttirici ve ¢oziicli olarak kullanilir kullanim;
P 4 ¢ ' %1.0-%10
- . Cilt iizerinde iyi yayilma ve iyi penetrasyon
Kap,rl;lihll(i/;:;l:nk ozelliklerine sahiptir. Kozmetik ve topikal farmasotik < %8
& preparasyonlarda kullanilan polar yumusaticidir.
Polisorbatlar, farmasotik emiilsiyonlarinin .
O Topikal
hazirlanmasinda emiilgator olarak kullanilan .
. - RS . . formiilasyonlarda
. hidrofilik noniyonik yiizey aktif maddelerdir. oy
Polisorbat 60 . y 9 . emiilgator olarak
Polisorbatlar, ucucu yaglar ve yagda ¢oziinen
. ) ] .. - .. kullanim;
vitaminler dahil olmak {izere cesitli maddeler icin % 1-%15
¢oziicii olarak da kullanilmaktadir. 050
Setostearil Setostearil alkol, topikal farmasoétik formiilasyonlarda Krem
Alkol viskozite arttiric1 ve emiilgator olarak kullanilir. Aym1 | formiilasyonlarinda
zamanda emiilsiyonu stabilize eder. < %8
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2.7.7 Anti Aging Kremler

Kimyasal iiriinler, kirlilik, stres, kizilotesi ve UV 1sinlari cilt yaslanmasinda énemli
rol oynar. Anti aging kremler; cildin elastikiyetini arttirmaya ve cilde siki bir
goriinim kazandirmaya yardimci olur. Cildi toparlayici etkide bulunarak ciltteki
kirisiklik, ¢izgi goriiniimlerinin azalmasina, piiriizsiiz bir cilt yiizeyi ve belirgin cilt

hatlarinin olusmasina destek olurlar.

Nanoteknoloji kullanilarak iiretilen anti aging kremlerde ise, nanopartikilller
cildin derinliklerine niifuz edebilecegi icin E vitamini, retinol gibi ilaclarin
yaslanma karsit1 bilesenler olarak daha iyi performans gostermesi beklenmektedir
(Nanda, Khurana et al., 2015; Nanda, Nanda et al., 2015; Nanda, Nanda et al.,
2016).

Anti aging triinler i¢cin kiiresel pazar biiyiikliigii 2021 yilinda 62.6 Milyar Amerika
Birlesik Devletleri (ABD) Dolar1 degerindeyken, pazarin 2027 yilina kadar 93.1
Milyar ABD Dolarina ulagsmasi ve 2022-2027 déneminde % 6.74' liikk bir biiytime

orani kaydetmesi beklenmektedir.

Anti aging tiriinler icin kiiresel pazar biiyiikliigii, Tablo 2.3’ de sunuldugu tizere
yas grubu, cinsiyet, gelir diizeyi ve iilke kategorilerde incelendiginde 35-55 yas
grubundaki tiiketicilerin, kadinlarin, yiiksek gelir grubuna sahip tiiketicilerin,

tilkeler kategorisinde ise Fransa’nin pazara yon verdigi goriilmektedir.

Tablo 2.3 Anti aging iirlinlere ait pazar arastirmasi

Kategori Aragtirma Grubu ve Bulgular
25-35 yas, 35-55 yas, 55 ve {izeri yas gruplari incelendiginde; 35-55 yas
Yas Yo .. . .
grubundaki tiiketiciler, toplam kiiresel pazarin yarisindan fazla bir pay ile pazara
Grubu
hakimdir.
L Pazar, erkek ve kadin tiiketici gruplari olarak incelendiginde kadinlar pazara
Cinsiyet hakimdir.
Gelir Yiiksek, orta ve diisiik gelir diizeyleri incelendiginde; yiiksek gelir grubu
Diizeyi segmentindeki tiiketiciler pazara hakimdir.
Ulke bazinda Fransa, yiiksek yasam standartlar1 ve tiiketiciler tarafindan birinci
sinif anti aging triinlerin tiiketimi nedeniyle pazara hakimdir. Diger biiytik tilkeler
Bolge arasinda Almanya, Italya, Birlesik Krallik, Rusya, Ispanya, Amerika Birlesik
Devletleri, Brezilya, Japonya, Giiney Kore, Cin, Tayland ve Hindistan
bulunmaktadir.
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Son yillarda, tiiketici taleplerinin artis gostermesi ile paralel olarak cesitli firmalar
tarafindan kullanima sunulan anti aging kremlerin sayis1 giderek artis
gostermistir. Tablo 2.4’ de piyasada bulunan anti aging kremlere o6rnekler
verilmistir (Nguyen and Rajendran, 2020; Salvioni, Morelli et al., 2021; Samdavid

Thanapaul, Paulraj et al., 2022).

Tablo 2.4 Piyasada bulunan anti aging kremlere 6rnekler

Ticari Isim

Marka

Active Anti-Aging Face Cream

Perris Swiss Laboratory

Ageless

Facelift cream I-Wen
Naturals

Antiage Response Cream

Nouvelle—-HSA Cosmetics

Bepanthol Protect Facial Cream Ultra

Bayer HealthCare

Chantecaille Nano Gold Energizing Cream

Chantecaille

Cream Nanorepair Q10

Dr. Rimpler GmbH

Cutanova Cream Nanovital Q10 Dr. Rimpler
Dragon's Blood Hyaluronic Night Cream Rodial
Lancome Soleil Soft-Touch Anti-Wrinkle Sun Cream SPF 15 Lancoéme
Lancome Renergie Microlift Lancome
LR Nano Gold Day & Silk Day Cream LR Zeitgard
Renewal Jelly Aquarysta Astalift
Resveraderm ANTIOX Sesderma
RevitaLift Anti-Wrinkle and Firming Face and Neck Contour ,
L’Oreal
Cream
RevitaLift Double Lifting L’Oreal

Sircuit Addict Firming Antioxidant Serum

Sircuit Skin Cosmeceuticals

Skin Caviar

La Prairie

Zelens Fullerene C-60 Night Cream

Zelens
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2.8 Bitkisel Kozmetikler

Dogal antioksidanlar, cilt hastaliklartyla yakindan iliskili fotoyaslanma ve oksidatif
stresin Oonlenmesini saglayan yararli bir strateji olarak diistintilmektedir. Dogal
antioksidanlarin zengin kaynaklarindan bir grubu bitkiler olusturmaktadir. Bitki
ozleri, ilac ve kozmetik endiistrilerinde kullanilan en biiyiik ve en degerli icerik

gruplarindan biridir (Mota, Silva et al., 2018).

Bitki Ozleri, giiclii antibakteriyel, antifungal ve antiviral aktivitelerine ek olarak
glclii antioksidan oOzellik gosterirler, kozmetikte esas olarak tirtin kalitesini
artirmak ve islevselligi iyilestirmek icin kullanilmaktadir (Zagodrska-Dziok,

Ziemlewska et al., 2020; Akhtar, Rafiullah et al., 2022).

Bitkisel kozmetikler genellikle kuru cildi nemlendirme, yaslanmay1 geciktirme,
kirisikliklar azaltma, cilt rengini agma, sa¢ bakimi ve anti oksidatif kirlilik 6nleyici

etki saglama gibi amaclar i¢in gelistirilmektedirler (Yapar, 2017).

Sentetik kozmetiklere gore daha az yan etkiye sahip oldugu icin bitkisel
kozmetiklerin kullanimi onerilmektedir (Joshi, Pawar, 2015; Kaur, Singh et al.,

2020; Fernando, 2021).

Tablo 2.5 de piyasada yer alan anti aging iirtinlerin yapisinda bulunan yaygin

bitkisel icerikler ve cilde yararlari sunulmustur (Ferreira, Magalhées et al., 2021).
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Tablo 2.5 Anti aging iirlinlerin yapisinda bulunan yaygin bitkisel icerikler ve

cilde yararlari

Bitkisel icerik

Cilde yararlan

Butyrospermum parKkii
yagi

Antioksidan, kolajen sentezi aktivasyonu, MMP inhibisyonu, UV
kaynakli cilt hasar1 6nleme

Calendula cicek 6zii

Antioksidan, hiicre 6mrii uzatici

Glycyrrhiza glabra
yapragi ekstresi

Antikanser, antioksidan, anti-inflamatuar ve 6strojenik etkiler, UV
kaynakli cilt hasar1 6nleme

Helianthus annuus
tohumu yagi

Antioksidan, anti-inflamatuar, anti-tirozinaz, MMP inhibisyonu,
UV kaynakl: cilt hasar1 6nleme

Simmondsia chinensis
tohumu yagi

Antioksidan, yara iyilestirici

Simmondsia chinensis
yagi

Antioksidan, yara iyilestirici

Soya izoflavonlari

Antioksidan, anti-inflamatuar ve 6strojenik etkiler, UV kaynakli
cilt hasar1 6nleme

Theobroma kakao
cekirdegi yagi

Antioksidan, anti-inflamatuar, kolajen sentezi aktivasyonu, MMP
inhibisyonu, UV kaynakl cilt hasar1 6énleme

Antioksidan, anti-inflamatuar, kolajen sentezi aktivasyonu, MMP

Vitis vinifera meyve 6zii o ; B, L
v inhibisyonu, UV kaynakli cilt hasar1 6nleme, yara iyilestirici

Antioksidan, anti-inflamatuar, anti-tirozinaz, kolajen sentezi

Vitis vinifera fimu 624 aktivasyonu, MMP inhibisyonu, UV kaynakl cilt hasar1 6nleme

2.8.1 Glycyrrhiza glabra L.

Fabaceae (Baklagiller) familyasindan olan Glycyrrhiza glabra L. (meyan koki),
tibbi olarak genis kullanim alanina sahip olan cok yillik kiiciik bir bitkidir.
Glycyrrhiza glabra L., gecmisten giiniimiize ates, felg, mide lseri, hiperdipsi,
epilepsi, romatizma, solunum bozukluklari, cilt hastaliklari, hemorajik hastaliklar
gibi bircok hastali§1 tedavi etmek icin kullanilmaktadir (Tewari, Mocan et al.,
2017, El-Saber Batiha, Magdy Beshbishy et al., 2020). Glycyrrhiza glabra’nin
bildirilen farmakolojik aktiviteleri Tablo 2.6’ da sunulmustur (Kaur, Kaur et al.,

2021).
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Tablo 2.6 Glycyrrhiza glabra L’nin bildirilen farmakolojik aktiviteleri

Aktivite

Ekstrakt

Antidislipidemik aktivite

Etanol ekstrakti

Antienflamatuvar aktivite

Hidroalkolik ekstrakt

Antikanser aktivite

Meyan ekstrakti

Antikonviilsan aktivite

Heksan, etanol, metanol, yaprak ekstrakti

Antimalaryal aktivite

Alkollii ekstrakt1

Antimikrobiyal aktivite

Eter, kloroform, aseton

Antimikobakteriyel aktivite

Metanolik ekstrakti

Antinosiseptif aktivite

Etanol ekstrakti

Antioksidan aktivite

Metanol ekstrakti

Antistres aktivite

Alkollii ve sulu ekstrakti

Antitusif aktivite

Etanol ekstrakti

Antiiilser aktivite

Yapraklarin suly, aseton, etanolik ekstrakt

Antiviral aktivite

Sulu ekstrakt

Enzim inhibe edici aktivite

Metanol ekstrakti

Hafiza Gelistirme aktivitesi

Sulu kok ekstrakti

Hepatoprotektif aktivite

Sulu kok ekstrakti

Immiinomodiilatér aktivite

Sulu ekstrakt

Kronik yorgunluk stresi

Hidroalkolik ekstrakt

Ostrojenik aktivite

Alcoholic extract

Sitotoksik aktivite

CHCl;, metanol ve sulu ekstrakt

Testikiiler toksisite

Sulu ekstrakt

ozellikleri mevcuttur (Hooda, 2015).

Bunun yanisira, Glycyrrhiza glabra L’nin cilt beyazlatma, cilt depigmenti, cilt

elastikiyetini koruma ve kirisikliklar1 6nleme, yumusatici, antiakne aktivite

Glycyrrhiza glabra L., flavonlar, izoflavonlar, kalkonlar ve genellikle glikozitler
olarak bulunan cesitli bilesiklerle birlikte glisirizin ve glisirretik asit gibi cesitli
triterpenleri icermektedir (Siracusa, Saija et al., 2011; Arora, Wani et al., 2019;
El-Saber Batiha, Magdy Beshbishy et al., 2020). Glycyrrhiza glabra L. iceren
farmasotik miistahzarlara ait 6rnekler Tablo 2.7 de sunulmustur (Kaur, Kaur et

al. 2021).
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Tablo 2.7 Glycyrrhiza glabra L. iceren farmasotik miistahzarlar

Ilag ismi Uretici Firma Terapotik Kullanim
Dogal balgam soktiiriicli ve yatistirici, kuru 6kstirik,
Banyan botanicals iireme sistemi, dengeli adrenalleri ve bobreklerin

licorice root powder

Banyan botanicals

diizgiin calismasini destekleyici

Brefus Glycyrrhiza
glabra L.

Brefus

Farenjit, akut ve kronik bronsit, yogun oksiiriik veya
sekresyon durumlarinda balgam soktiiriicii

Chewable DGL
Liquorice tablets

Nature’s Garden

Saglik takviyesi

Glycyrrhiza glabra 1X

Dr. Willimar
Schwabe

Oksiiriik, bogaz agris1

Gut Gard

Natural remedies

Mide bagirsak yoluna destek, mide eksimesini
yatistirici, antioksidan destekleyici

Licorice root

Pure Science

Sindirim ve solunum fonksiyonlarini destekleyici,
balgam soktiiriicli ve yatistirici

Supplements
Healgéléls%gl:)o g Health aid Kuru oksiiriik giderici, rahat nefes almay: destekleyici
Himalaya clear
complextion Himalaya Karanlik noktalar1 giderir, Kirleri temizler ve arindirir
whitening face wash
Himalava oure herb. | Himalaya herbal Mide destegi, mukoz zarlar1 yatistirir, mide zarindaki
l?colsice healthcare fazla asidi dengeler ve rahat sindirimi destekler.
Iluminate clean face o T s
cleanser Younique Yagl ciltler icin yiiz temizleyici olarak kullanilir
Ligorice extract-resist Kirisikliklar giderir ve yaslanma karsiti 6zelliklere
barrier repair Seattle

moisturizer with retinol

sahiptir.

Nature’s sunshine
licorice roots

Nature’s sunshine

Basta karaciger ve bobrek {istii bezleri olmak iizere
glandiiler sistemi destekler

Solaray Licorice 450 mg

Nutraceutical

Saglik takviyesi

The Nature Republic
Cotton Armpit Cream

Nature Republic

Sakinlestirici, pudramsi kokusuyla koltuk alt1
bolgelerini beyazlatma, aydinlatma ve kokuyu giderme
iddias1
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2.8.2 Glisirizik Asit (GA)

Glycyrrhiza glabra L. koklerinin ana bilesiklerinden biri olarak bilinen GA, bir
triterpen glikozittir. Sekil 2.6’da yapist sunulan GA molekiilleri, bir molekiil
hidrofobik glisiretinik asit ve iki molekil hidrofilik glukuronik asitten
olusmaktadir. Belirli kosullar altinda, bir ila¢ dagitim sistemi potansiyeline ve
hidrofobik bir i¢ bosluga sahip nanomiselleri veya jelleri olusturmak icin sulu
¢ozelti icinde kendi kendine bir araya gelebilmektedir (Su, Wu et al., 2017; Zhao,
Zhang et al., 2019).

Sekil 2.6 GA molekiil yapist (N. C. f. B. Information, 2022)

GA, eski caglardan beri geleneksel Cin ve Japon tibbinda kullanilan aktif bir
bilesendir (Li, Cao et al., 2014). GA, anti-enflamatuar, anti-iilser, anti-alerjik,
antioksidan, anti-tiimor, anti-diyabetik ve hepatoprotektif gibi bircok terapotik
etkiye sahip olmasinin yani sira diger ila¢c molekiillerinin terapotik etkisini de

arttirmaktadir (Selyutina, Polyakov, 2019).

GA, tuzlan ve esterleri meyan kokii bitkilerinden izole edilebilen; cesitli cilt bakim
tiriinlerinde kullanimi olan kozmetik bilesenlerdir. GA ayrica insan dermal
fibroblastlarinda UVB kaynakli fotoyaslanmaya karsi inhibe edici etki
gostermektedir (Afnan, Adil et al., 2012; Nascimento, de Aratjo, 2022).
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2.9 In Silico Yontemler

Bilgisayar teknolojisindeki son gelismeler ve terapotik o6zellikli hedef sayisinin
artisina paralel olarak yapisal, kimyasal ve biyolojik verilerin hizla ¢cogalmasi in
silico analizlerinin son yillarda kullaninmini 6nemli 6l¢iide yayginlastirmistir

(Macalino, Gosu et al., 2015).

In silico analiz yontemleri kullanilarak uygun bir siirede milyonlarca bilesigin
sanal olarak taranmasi saglanabilir. Boylece uygun hedefin tespitinde ilk
maliyetleri azaltilmasi ve istenen ila¢ adaylarini bulma sansi arttirilmasi miimkiin

olmaktadir (McNutt, Francoeur et al., 2021).

Yapiya dayali yontemler, ilgilenilen hedefin ii¢ boyutlu yapisinin bilgisinden elde
edilen bilgilere dayanmakta ve belirli bir hedefe yonelik ligandlarin yapisal ve
elektronik tamamlayiciligina gore molekiillerin veri tabanlarinin siralanmasina

izin vermektedirler (Pinzi and Rastelli, 2019).

2.9.1 Molekiiler Kenetlenme

Molekiiler kenetlenme; molekiiller ve biyolojik hedefler arasinda meydana gelen
etkilesimleri tahmin etmeye yardimci olan, molekiillerin bir makromolekiiler
hedefin baglanma boélgesindeki konformasyonunu ve oryantasyonunu analiz
eden, sik kullanilan yap: tabanl in silico yontemlerden biridir (Torres, Sodero et

al., 2019).

Molekiiler kenetlenme hesaplamasindaki ilk adim, genellikle biiyiik bir biyolojik
molekiilden (protein, DNA veya RNA) olusan hedef yapiy1 elde etmektir. Bu
makromolekiillerin yapilari, deneysel yontemlerle elde edilen ii¢ boyutlu atomik
koordinatlara erisim saglayan Protein Veri Bankasindan saglanabilmektedir.
Hedefin deneysel iic boyutlu yapisinin mevcut olmamasi durumunda ise,
proteinlerin ii¢ boyutlu yapisin1 elde etmek icin karsilastirmali ve ab initio

modelleme gibi hesaplamali tahmin yontemleri kullanilabilmektedir.

Daha sonra protonasyon durumlari ve kismi yiikler atanmaktadir. Daha 6nce
bilinmiyorsa, hedef baglanma yeri saptanir ya da bir kor kenetlenme simiilasyonu

gerceklestirilebilir.

32



Molekiiler kenetlenme hesaplamalari poz verme ve puanlama olarak iki ana
adimda gerceklestirilir, boylece hedef ve ligandlar arasindaki olast komplekslerin
sirali bir listesini olusturulur (Torres, Sodero et al., 2019; McNutt, Francoeur et

al., 2021).

L | 0, 7
v . Lx0
Protonasyon \j:‘?\ﬁ

Durumlarinin Atanmasi

v

Kismi Yiik
Atanmasi

v

Baglanma Yeri
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Arama Puan Poz 2
Algoritmalart Fonksiyonlar §FoZ 3

Sekil 2.7 Molekiiler kenetlenme hesaplamalarinin genel akist
(Torres, Sodero, et al., 2019)

Molekiiler kenetlenme calismalarinin kullanim alanlar1 ve uygulamalar1 zamanla
degisiklik gostererek cesitlenmistir. Molekiiler kenetlenme, ilk olarak biiyiik ve
kiiciik molekiiller arasindaki molekiiler tanimay1 arastirmak icin gelistirilmisken,
daha sonra optimizasyon, ila¢ yeniden konumlandirma, ters hedef tanimlama, ¢ok
hedefli ligand tasarimi ve yeniden konumlandirma gibi ila¢ kesif programlarinin
cesitli boliimlerinde yaygin kullanim alanina sahip olmustur (Lee, Lee et al.,

2016).

2.9.2 Molekiiler Dinamik (MD) Simiilasyon Analizleri

Molekiiler kenetlenme bir vakum ortaminda anlik protein-ligand kenetlenmesini,
bu kenetlenmenin enerjisini, dolayisiyla kararliligini ve kenetlenme icin etkili

etkilesim mekanizmalarini1 vermektedir.
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Ancak reseptor sistemlerinin dogal esnekligi ve viicut benzeri bir yapiya sahip olan
su sistemi icinde kenetlenme dogasi hakkinda ayrintili bilgi saglayamaz. Bu

durumlar MD analizi ile agikliga kavusturulabilir.

MD yapisal biyokimya, molekiiler biyoloji, farmasotik bilim ve biyoteknoloji
alanindaki dinamik o6zelliklerin ve siireclerin arastirilmasi icin yaygin olarak

uygulanan yontemlerden biridir (Singh, Vanga et al., 2018).

Simiilasyonun uzunlugu, her bir zaman adiminda degerlendirilmesi gereken
etkilesimlerin sayis1 ve liretilmesi gereken zaman adimlari ve serbestlik dereceleri
de dahil olmak {izere cesitli faktorler tarafindan belirlenir. Bu nedenle, simiilasyon

ve hesaplama verimliligini artirmak icin cesitli algoritmalar kullanilmaktadar.
2.9.3 Emilim, Dagilim, Metabolizma, Bosaltim ve Toksisite (ADMET)

Ilac adaylar icin klinik deneylere baslanmadan énce ADMET profili calismasi
yapilmasi, klinik denemelerin belirli bir asamasinda basarisizlig1 ve geri cekilmeyi
onlemede son derece 6nemlidir. Bu nedenle, ADMET profili olusturma tasarlanmis
ve aday ilaclarin giivenligini ve stabilitesini saglarken ayni zamanda maliyet ve
zaman acisindan tasarruf saglamaktadir (Yang, Sun et al., 2018; Kar and

Leszczynski, 2020).

SwissADME,  kiiciik molekiillerin ADME o6zelliklerinin  hesaplanmasi,
farmakokinetik ve fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi icin gelistirilen son
teknoloji web tabanl araglardan biridir (Yang, Sun et al., 2018; Sravika, Priya et

al., 2021).

SwissADME, bir kimyasal icin P-gp substrat1 ya da en 6énemli sitokrom P450 (CYP)
izoenzimlerinin inhibit6éri oldugu tahminini saglar. Molekiillerin CYP izoenzimleri
ile etkilesim bilgileri Onemlidir. Bu izoenzim siiper ailesi, metabolik

biyotransformasyon yoluyla ila¢ eliminasyonunda kilit bir oyuncudur.

CYP ve P-gp'nin dokularin ve organizmalarin korunmasini iyilestirmek icin kii¢iik
molekiilleri sinerjik olarak isleyebilecegi one siiriilmiistiir. Terapotik molekiillerin
% 50 ila % 90'min bes ana izoformun (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6,
CYP3A4) substrati oldugu tahmin edilmektedir.
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Bu izoenzimlerin inhibisyonu, ilacin veya metabolitlerinin daha diisiik klirensi ve
birikimi nedeniyle toksik veya diger istenmeyen yan etkilere yol acan
farmakokinetikle iliskili ilag-ilac etkilesimlerinin kesinlikle 6nemli bir nedenidir

(Daina, Michielin et al., 2017).

ProTox-II, kiiciik molekiillerin toksisitesinin tahmini icin kullanilan bir web
sunucusudur (Banerjee, Eckert et al., 2018). 33 ML modeline dayali olarak; cesitli
toksisite son noktalari, akut toksisitesi, hepatotoksisite, sitotoksisite,
karsinojenisite, mutajenite, immiinotoksisite, olumsuz sonu¢ yollar1 ve toksisite

hedefleri gibi olasiliklar1 tahmin edilebilmektedir.

Akut toksisite modelleri, bilinen toksik etkileri olan bilesikler arasindaki kimyasal
benzerliklere dayali olarak olusturulmaktadir. Toksisite hedeflerini tahmin etmek
icin Novartis in vitro giivenlik panellerinden advers ila¢ reaksiyonlariyla ilgili
protein hedeflerinden 15 farkh hedef kullanilmaktadur. ilaca baglh hepatotoksisite,
akut karaciger yetmezliginin 6nemli bir nedenidir ve ilacin piyasadan cekilmesinin
ana nedenleri arasindadir. Ilaca bagh karaciger hasar1 (DILI) kronik bir siirec ve
nadir goriilmesine ragmen, DILI' nin 6ngoriilmesi ila¢ gelistiriciler, diizenleyiciler
ve Kklinisyenler icin esastir. ProTox-II hepatotoksisite tahmin modeli, capraz

dogrulamada % 82 ve harici dogrulamada % 86 dogruluga sahiptir.

Hiicre DNA'sindaki degisiklikler gibi anormal genetik mutasyonlara neden olan
kimyasallara mutajenler denir. Bu tiir degisiklikler hiicrelere zarar verebilir ve
kanser gibi hastaliklara neden olabilir. Tiimorleri indiikleyebilen veya tiimor
insidansini artirabilen kimyasallara karsinojenler denir. ProTox-II kanserojenlik
tahmin modeli, capraz dogrulamada % 81.24 ve harici dogrulamada % 83.30

dogruluga sahiptir.

ProTox-II, Ames testi ile mutajenite tahminine ve CEBS veri tabanindan alinan
verilere dayali olarak capraz dogrulamada % 84.00 ve harici dogrulamada %

85.00 dogruluga sahiptir.

Sitotoksisite tahmini, istenmeyen veya istenen hiicre hasarina neden olabilen
bilesiklerin taranmasi icin de ¢ok 6nemlidir. ProTox-II sitotoksisite tahmin modeli,

capraz dogrulamada %85.00 ve harici dogrulamada % 83.60 dogruluga sahiptir.
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Ksenobiyotiklerin bagisiklik sistemi iizerindeki olumsuz etkisine immiinotoksisite
ad1 verilir ve ProTox-II immiinotoksisite tahmin modeli capraz dogrulamada
% 74.00 ve harici dogrulamada % 70.00 dogruluga sahiptir (Banerjee et al.,
2018).

ProTox-II, bilinen akut toksisiteye sahip en benzer {i¢ bilesikle birlikte genel bir
toksisite radar grafigi de gostermektedir. Boylece, diger sunucularla
karsilastirildiginda, ProTox-II, kimyasal toksisitenin kapsamli bir sekilde tahmin

edilmesini saglamaktadir (Jia, Li et al., 2020).
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3

MATERYAL VE METOT

3.1 Deneysel Calismalarda Kullamilan Malzemeler ve Cihazlar

3.1.1 Malzemeler

Deneysel calismalarda kullanilan malzemeler Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1 Deneyler kapsaminda kullanilan malzemeler

Kimyasal Malzeme Marka
Agar Difco
D-biotin Sigma Aldrich
Diklorometan (DCM) Sigma Aldrich
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na,HPO4.2H,0) Sigma Aldrich
Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM) Sigma Aldrich
Fetal Bovine Serum (FBS) Biological Industries
Gliserin Merck
Gliserol Monostearat BASF
Glisiriza kokiinden (meyan kokii) glisirizik asit amonyum tuzu Sigma Aldrich
izopropil Miristat BASF
Kaprilik/Kaprik Trigliserit BASF
L-histidin Sigma Aldrich
Magnezyum kloriir heksahidrat (MgCl,.6H>0) Sigma Aldrich
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO..7H>0) Sigma Aldrich
MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromdtir) Biomatik
Nutrient broth Oxoid
Penisilin-Streptomisin Biological Industries
Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) Sigma Aldrich
Polisorbat 60 BASF
Polivinil alkol (PVA) Sigma Aldrich
Potasyum fosfat (K;HPO.,) Sigma Aldrich
Potasyum kloriir (KCI) Sigma Aldrich
Setostearil Alkol BASF
Sitrik asit monohidrat (C6H807.H20) Sigma Aldrich
Sodyum amonyum fosfat tetrahidrat (NaHNH4(PO4.4H-0)) Sigma Aldrich
Sodyum dihidrojen fosfat monohidrat (NaH,PO4.H,0) Sigma Aldrich
Sodyum hidroksit (NaOH) Sigma Aldrich
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma Aldrich
Tripsin- Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ¢ozeltisi Wisent INC
3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolyum Bromiir (MTT) Biomatik
4-nitro-o-fenilendiamin (NPD) Sigma Aldrich
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3.1.2 Cihazlar

Deneysel calismalarda kullanilan malzemeler Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2 Deneyler kapsaminda kullanilan cihazlar

Kullanilan Cihazlar

Marka/Model

CO, Inkiibatorii

Nuve/ EC 160

Calkalamali Su Banyosu

Witeg/WITEG_ 20004

Hiicre Giivenlik Kabini

Faguslab

Hassas Terazi-1

Ohaus/ PA214C

Hassas Terazi-2

Mettler Toledo/XP5003SDR

Homojenizator

IKA-Ultra Turrax T25

Liyofilizator

Biobase/BK-FD10S

Manyetik Karistirici-1

Dlab/MS-M-S10

Manyetik Karistirici-2

Heidolph MR/ Hei-Standard

pH-metre

Mettler Toledo/Seven Compact

Santrifiij

Hettich GmbH/ Universal 320

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

EVO LS 10/ ZEISS

Ultrasonik Sonikator

Bandelin Sonopuls HD2070

UV Isik Spektrofotometre Cihazi

Shimadzu UV-1280

Viskozimetre Brookfield DV2T
Vorteks BioCote
Zeta-Sizer Malvern Zeta Sizer Nano ZS

3.2 Yontem

3.2.1 GA Analitik Metot Gelistirme Galigmasi
Etken madde olarak secilen GA icin analitik metot gelistirme calismalari
yuritilmistir. Calisma kapsaminda, 190-500 nm araliginda GA’ in maksimum

absorbans verdigi dalga boyu tespit edilmistir.

3.2.2 GA Analitik Validasyon Caligmasi

Gelistirilen metot icin analitik validasyon calismalar yiiriitiilmistiir. Analitik
validasyon calismalar1 kapsaminda secicilik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik ve
saglamlik analitik metot validasyon parametreleri ICH kilavuzlarina gore
Ultraviyole- Goriiniir Bolge (UV-Vis) spektrofotometre kullanilarak analiz

edilmistir (Guideline, 2005).
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Secicilik parametresi icin gelistirilen metodun GA igin secici bir yontem oldugunu
kanitlamak icin, ¢ozelti olarak hazirlanan bos PLGA ve coziicii olarak kullanilan
fosfat tamponu (PBS) pH=5.5’in UV-Vis spektrofotometre kullanarak 190-500 nm

dalgaboyu spektrumlar:1 alinmistir.

Dogrusallik parametresi icin GA’ in bes farkli konsantrasyonda stok cozeltileri
(20.00 pg/mL, 30.00 pg/mL, 50.00 pg/mL, 55.00 pg/mL, 60.00 pg/mlL)
hazirlanmistir. Hazirlanan c¢ozeltilerin UV-Vis spektrofotometre kullanilarak
258.2 nm dalgaboyunda absorbanslar1 oOlciilmiis, konsantrasyonlara karsi

absorbans grafigi (kalibrasyon egrisi) cizilmistir.

Kesinlik parametresi icin gelistirilen yontem kullanilarak, giin ici kesinlik ve giinler

arasi kesinlik olmak tizere iki farkli kategoride incelenmistir.

Glin ici kesinlik calismalarn igin {i¢ farkli konsantrasyonda (20.00 pg/mlL,
55.00 pg/mL ve 60.00 pg/ml) GA cozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan bu
cozeltilerin ardisik {ic kez absorbanslari 6lciilmiistiir. Her bir ¢ozelti icin % 95

giiven aralig1 (CF) ve % relatif standart sapma (% RSD) degerleri hesaplanmistir.

Glinler arasi (ara kesinlik) calismalari icin farkl giinlerde, farkli analist tarafindan
20.00 pg/mL, 55.00 pg/mL ve 60.00 pg/mL konsantrasyonlarinda GA cozeltileri
hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin ardisik iic kez absorbanslari

Olciilmiistiir. Her bir ¢ozelti icin % 95 CF ve % RSD degerleri hesaplanmstir.

Dogruluk parametresi icin standart ekleme yontemi kullanilmistir.
Konsantrasyonu bilinen GA c¢ozeltilerine, konsantrasyonlar1 50.00 pg/mL, 55.00
ng/mL ve 60.00 pg/mL olacak sekilde farkli miktarlarda GA ilave edilmis,
cozeltilerin  absorbans degerleri UV-Vis spektrofotometre kullanilarak
Olciilmiistiir. Numune konsantrasyonlari kalibrasyon egrisi kullanilarak,

hazirlanan her ¢ozelti icin hesaplanmuistir.

Saglamlik parametresi icin c¢ozelti stabilitesi calismasi yapilmistir. 60 pg/mL
konsantrasyonunda hazirlanan ¢ozelti 258.2 nm dalga boyunda 0., 24. ve 48.

saatlerde analiz edilerek absorbanslari 6l¢iilmiistiir.
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3.2.3 Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
3.2.3.1 GA Yiiklii Nanoformiilasyonunun Hazirlanmas:

GA vyikli PLGA nanoformiilasyonu cift emiilsiyon yontemi kullanilarak
hazirlanmistir (Gutiérrez-Valenzuela, Esquivel et al., 2018; Budama-Kilinc, 2019).
Bu baglamda, 5 mg GA 1 mL suda ¢6ziindiiriilmiis ve ardindan 20 mg PLGA iceren
2 mL DCM cozeltisine ilave edilmistir. Daha sonra karisim, bir buz banyosunda

ultrasonik sonikator ile 3 dakika boyunca % 25 genlikte emiilsifiye edilmistir.

1 mg PVA, 20 mL distile su icerisinde c¢oziindiiriilerek karisima ilave edilmistir.
ikinci bir emiilsifikasyon, buz banyosunda % 75 genlikte 3 dakika boyunca

sonikasyon ile gerceklestirilmistir.

Emiilsifikasyondan sonra, DCM’nin soliisyondan uzaklastirilmasi i¢in flakonlar

agizlar1 acik olarak manyetik karistirici tizerinde gece boyu karistirilmistir.

Ertesi giin, GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonunu igeren soliisyon, 8000 rpm'de 30
dk ii¢ kez santrifiijlenmistir. Ardindan nanopartikiil soliisyonu 0.45 um seliiloz
membran filtreden gecirilmis ve liyafilizatore alinarak liyofilize edilmistir
(Gutiérrez-Valenzuela, Esquivel et al., 2018). Tiim deneyler ii¢ kez tekrarli olarak

yapilmistir.
3.2.3.2 Bos PLGA Nanoformiilasyonunun Hazirlanmasi

Bos PLGA nanoformiilasyonu cift emiilsiyon yontemi kullanilarak hazirlanmistir
(Gutiérrez-Valenzuela, Esquivel et al., 2018; Budama-Kilinc, 2019). 20 mg PLGA
iceren 2 mL DCM cozeltisine GA yerine 1 mL saf su eklenmis, daha sonra karisim
buz banyosunda ultrasonik sonikator ile 3 dakika boyunca %25 genlikte emiilsifiye

edilmistir.

1 mg PVA, 20 mL distile su icerisinde ¢oziindiiriilerek, karisima ilave edilmistir.
ikinci bir emiilsifikasyon, buz banyosunda %75 genlikte 3 dk boyunca sonikasyon
ile gerceklestirilmistir. Emiilsifikasyondan sonra, DCM'nin soliisyondan
uzaklastirilmas icin flakonlar agizlar1 acik olarak manyetik karistirici izerinde

gece boyu karistirilmastir.

Ertesi giin, GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonunu igeren soliisyon, 8000 rpm'de 30

dk boyunca ii¢ kez santrifiij edilmistir.
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Ardindan nanopartikiil soliisyonu 0.45 um seliiloz membran filtreden gecirilmis
ve liyafilizatore alinarak liyofilize edilmistir. Tiim deneyler ii¢ kez tekrarli olarak

yapilmistir.

3.2.4 GA Yiiklii PLGA Nanoformiilasyonunun Karakterizasyonu

3.2.4.1 Dinamik Isik Sacilimi (DLS) Analizi

Dinamik 151k sacilim calisma prensibi ile bos ve GA yikli PLGA
nanoformiilasyonunuN ortalama partikiil boyutu (Z-Ave), polidispersite indeksi
(PdI), zeta potansiyeli (ZP), 4.0 MV He-Ne lazer ile donatilmis Zeta Sizer Nano ZS
cihazi kullanilarak (633 nm, 25°C) belirlenmistir. Ol¢iimler her bir érnek icin {ic

kez tekrarlanarak gerceklestirilmistir.

3.2.4.2 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

GA yiikli PLGA nanoformiilasyonunun morfolojisi SEM cihazi kullanilarak
belirlenmistir. GA yiikli PLGA nanoformiilasyon numunesi distile suda
dagitildiktan sonra 45 dakika sonikasyon icin ultrasonik banyoya yerlestirilmistir.
Ardindan, 100 wplL nanoformiilasyon numunesi cama damlatilmis ve oda
sicakliginda 6 saat kurutulmustur. SEM goriintiileri 10.00 kV, 20.00 KX biiytitme,

15.0 mm calisma mesafesinde lens ici dedektor ile elde edilmistir.

3.2.4.3 Enkapsiilasyon Verimliligi ve Yiikleme Kapasitesinin Hesaplanmasi

GA vyikli PLGA nanoformiilasyonunun icerisinde bulunan GA miktan
enkapsiilasyon verimi degeri Denklem 3.1 kullanilarak, nanoformiilasyonun
icerisinde enkapsiile halde olan GA’in agirlikca orani ise yiikleme kapasitesi degeri

Denklem 3.2 kullanilarak hesaplanmastir.

Toplam GA—Serbest GA

% Enkapsiilasyon Verimi = Topiam GA x 100
(3.1)
. . . Enkapsiile olmus GA miktari
% Yiikleme Kapasitesi = x1
o Yu p GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonun Agirhigi 00
(3.2)
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3.2.4.4 GA Yiiklii PLGA Nanoformiilasyonunun /nn Vitro Salim Analizi

GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonunun 7z vitro salim profilini belirlemek icin
membran difiizyon teknigi kullamlmstir (Ercin, Kecel-Gunduz et al., 2022). Insan
derisinin pH degeri 4.1-5.8 arasinda olmasi sebebiyle salim ortami icin PBS
pH=5.5 kullanilmistir (Proksch, Soeberdt et al., 2019; Mehlich, Doberenz et al.,
2021).

1 mg GA yiikli PLGA nanoformiilasyonu 1 mL distile su icinde siispanse edilerek,
diyaliz kapsiillerine konulmus ve sonrasinda 50 mL PBS pH=5.5 salim ortamina
yerlestirilmistir (Proksch, 2018). Hazirlanan ornekler 120 rpm’de yatay
calkalamali su banyosunda 32 °C’ de inkiibe edilmistir. GA in vitro salim profili 1.,
2., 3., 4., 5., 24. ve 48. saat zaman araliklar ile UV-Vis spektrometre kullanilarak
analiz edilmistir. Salim ortamindan 1’er mL 6rnek alinmis, yerine ayni hacimde
taze salim ortami eklenmistir. Deneyler ii¢ tekrarli olarak yiriitilmistiir.
Analizler sonrasi cihazdan okunan absorbans degerleri ve kalibrasyon egrisi
kullanilarak salim profili olusturulmus, Denklem 3.3 kullanilarak salim yiizdesi

hesaplanmigstir.

Sekil 3.1 GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu in vitro salim caligmasi

Ortamdaki GA Miktar
% Salim = _ x 100
Toplam GA Miktari

(3.3)
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3.2.5 Genotoksik Aktivitenin Degerlendirilmesi

GA ve GA yiikli PLGA nanoformiilasyonunun genotoksisiteleri, Sal/monella
typhimuriumun TA98 ve TA100 mutant suslari kullanilarak Ames testi ile
degerlendirilmistir (Maron and Ames 1983). GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu
konsantrasyonlar1 0.125, 0.25, 0.5, 1 mg/mlL olarak, GA konsantrasyonlari ise
ylkleme kapasitesi degerine gore belirlenmistir. Deneylerde, negatif kontrol
olarak ultra saf su kullamilmistir. 0.1 mL bakteri kiiltiirii (1-2 x10°) ve test
numunesi lst agara ilave edilip vorteksleme isleminden sonra minimal glukoz
agar (MGA) plakasinin yiizeyine dokiilmiis, plakalar 37 °C' de 48 saat inkiibe
edilmistir. Test orneklerine paralel olarak negatif kontrol, spontan kontrol ve
pozitif kontrol TA98 (4-nitro-o-fenilendiamin) ve TA100 (sodyum azid) icin
plakalar hazirlanmistir. Inkiibasyon sonrasinda GA ve GA vyiikli PLGA
nanoformiilasyonunun genotoksisiteleri, GA ve nanoformiilasyonun olusturdugu
geri donen kolonilerin sayisi ile negatif plaklarda olusan kolonilerin sayisi
karsilastirilarak Mortelman and Zeiger'e gore ve SPSS 22 for Windows paket
programinda Tukey testi ile p < 0,05 diizeyinde degerlendirilmistir. Deneyler, her

bir ornek icin ti¢ kez tekrarh olarak yapilmistir.
3.2.6 Hiicre Kiiltiirii Calismalarn

3.2.6.1 Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Siv1 azot tankindan cikartilan dondurulmus kriyotiipler, HaCaT hiicre hattinin
cozdiiriilmesi icin 37 °C’ de sicak su banyosunda ¢ézdiiriilmiistiir. Su banyosundan
alinan kriyotiipler kurulanip alkolle silindikten sonra laminar akim kabininde 5
mL besiyeri bulunan santrifiij tiipiiniin icerisine aktarilmistir. 1500 rpm’de 5 dk

santrifiij sonrasi siipernatant atilmstir.

Hiicre peleti lizerine 2 mL besiyeri konulduktan sonra pipetleme yapilarak
homojenizasyon saglanmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu T25 flaska
aktarilmis, tizerine 3 mL daha besiyeri eklenmistir. Ardindan, hiicreler CO,

inkiibatortinde 37 °C inkiibasyona birakilmistir.

43



3.2.6.2 Hiicrelerin Pasaj Islemi

T25 flaskta bulunan HaCaT hiicrelerinin flask yiizeyini kaplama miktari, 1-2 giin
araliklarla ters mikroskop ile kontrol edilmistir. Hiicrelerin flask yiizeyini en az

% 80-90 yogunlukta kapladig1 gozlemlendiginde pasajlama islemi yapilmistir.

Hiicreler % 80-90 yogunluga geldiginde inkiibatérden alinmis ve tizerindeki sivi
dokiildiikten sonra PBS pH=7.4 ile yikanmustir. Hiicreleri flasktan kaldirmak icin
1 mL Tripsin-EDTA c¢ozeltisi eklenmis ve 5 dk siireyle % 5’ lik CO, inkiibatoriinde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda HaCaT hiicrelerine 5 mL besiyeri
(%89 DMEM, %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin) eklenerek tripsin aktivitesi
durdurulmustur. Elde edilen hiicre siispansiyonu 15 mL'lik falkon tiipe aktarilmis
ve 1500 rpm’ de 5 dk santrifiij edilmistir. Satrifiij sonunda pellete besiyeri
eklenmis ve pipetleme yapilarak homojenizasyon saglanmustir. Hiicreler 1-2 x 10°
hiicre/mL olacak sekilde 25 cm® lik ve 75 cm? lik flasklara ekilerek 37 °C’ de

% 5’ lik CO, inkiibatoriinde cogalmaya birakilmistir.

3.2.6.3 Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi

HaCaT hiicreleri 1 mL’lik Tripsin-EDTA ile kaldirilarak toplanmistir. Ardindan 5
mL besiyeri eklenmis ve 15 mL’ lik falkonlara alinmistir. 1500 rpm’de 5 dk santrifiij
edildikten sonra pellet tizerindeki siv1 atilarak yeni besiyeri eklenmis ve pipetleme
yapilmustir. Kriyotiiplere 1x10° hiicre olacak sekilde, 900 uL. FBS ve 100 pL. DMSO
eklendikten sonra kriyotiipler hizlica -20 °C’ ye kaldirilmistir. Kriyotiipler -20 °C’
de 1 saat bekletildikten sonra -80 °C’ ye alinmus, yaklasik olarak 24 saat

bekletildikten sonra siv1 azot tankinin igerisine konulmustur.

3.2.6.4 GA Yiiklii PLGA Nanoformiilasyonunun Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

HaCaT hiicre hatti 1 mL besiyerinde (% 89 DMEM, % 10 FBS, % 1 Penisilin-
Streptomisin) 10° hiicre olacak sekilde hazirlanmistir. Daha sonra her bir kuyucuk
icin nihai yogunlugu 1 x 10* olan 100 uL hiicre c¢ozeltisi, 96 kuyucuklu
mikroplakaya ekilmistir. Plakalar, hiicre biiytimesi i¢cin 37 °C' de % 5 CO, iceren
inkiibatorde yiizey kaplamasi icin 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra,

kuyucuklardan kiiltiir ortami ¢ikartilmistir.
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GA yiikli PLGA nanoformiilasyonunun Kkonsantrasyonlari 0.0625 mg/mL,
0.125 mg/mlL, 0.25 mg/mlL, 0.5 mg/mL, 1.0 mg/mL, 2.0 mg/mL, 3.0 mg/mL ve
4.0 mg/mL olacak sekilde, GA konsantrasyonu ise yilikleme kapasitesine gore
belirlenerek, her kuyuya esit hacimlerde (100 pL) eklenmistir. Kontrol
kuyucuklarina 100 pL besiyeri eklenmis ve kuyucuklar 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. 24 saat inkiibasyon sonunda ortam, 5 mg/mL MTT ile degistirilip 4
saat inkiibe edilmistir. Ardindan 100 pL. DMSO ilave edilmistir. Bir mikroplaka
okuyucu ile absorbans dalgaboyu 570 nm' ye ayarlanip ol¢iimler yapilmistir.

Hiicre canliliginin yiizdesi Denklem 3.4 kullanilarak hesaplanmustir.

Numune optik yogunlugu

Hiicre Canlilig1 % = x 100

Kontroliin optik yogunlugu

3.4)

3.2.7 In Silico Analizleri

In silico calismalar GA’in anti-aging etkisini belirlemek amaciyla bilgisayar
hesaplama yontemlerinden faydalanilarak gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, GA ve
MMP' lar arasindaki dogrudan etkilesimler ve baglayici afineteler molekiiler
kenetlenme calismasi ile belirlenmis, MD calismasi ile GA-MMP komplekslerinin
inhibisyon profilleri ve yapi stabiliteleri acisindan karsilastirmali olarak incelenmis,

son olarak da GA’ in ADMET o6zellikleri belirlenmistir.

3.2.7.1 Molekiiler Kenetlenme Caligmalan

GA'in molekiiler yapis1i PubChem veri tabanindan (CID:14982) alinmistir (Kim et
al., 2021). Kollajenaz-1 matris metalloproteinaz-1 (MMP-1) (pdb:966C) (Lovejoy,
Welch et al. 1999), matris metalloproteinaz-3 (MMP-3) (pdb:2JT6) (Alcaraz, Banci
et al. 2007), ve matris metalloproteinaz-9 (MMP-9) (pdb:5CUH) (Camodeca, Nuti
et al. 2016), RCSB protein veri bankasindan ti¢ boyutlu kristal yap1 alinarak bir dizi
MMP hazirlanmistir (RCSB, 2022; Burley, Bhikadiya et al., 2021). Ligand ve
reseptor yapilarinin minimizasyonu, ligand ve reseptor hazirhigi kullanilarak

molekiiler kenetlenme analizi yapilmadan 6nce uygulanmistir.
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Molekiiler kenetlenme analizi, GA ve MMP' lar arasindaki dogrudan etkilesimleri ve
baglayici afinetelerini arastirmak icin Schrodinger Software Maestro siiriim 11.4'lin
(Friesner et al., 2004; Halgren et al., 2004; Friesner et al., 2006) Glide SP modiilii

kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2.7.2 Molekiiler Dinamik Analizleri

GA-MMP kompleksleri MD calismasi icin kenetlenme sonuclarindan alinmustir.
Kompleksler, inhibisyon profilleri ve yapi stabiliteleri acisindan karsilastirmali
olarak incelenmistir. MD simiilasyonlari, Schrédinger programinin Desmond
simiilasyon paketi kullanilarak yapilmistir (Bowers, Chow et al. 2006; Release,
2017).

Ttm sistemler, bir TIP3P su molekiilii modeli iceren kiibik bir kutu kullanilarak
¢oziilmiis ve sistemin net yiikiinii noétralize etmek icin Na® ve Cl™ iyonlar
eklenmistir. 1 bar basinci ve 300 K sicakligi korumak icin NPT toplulugu uygulanmais
ve tiim sistemler 50 ns icin son MD simiilasyonlarina tabi tutulmustur.

Farkli MD yoriingelerini analiz etmek icin Schrodinger programinin Desmond
simiilasyon paketi tarafindan saglanan araclar kullanilmistir. MMP' larin yapilari ve
tic GA-MMP kompleksi, kok-ortalama-kare sapma (RMSD) analizi kullanilarak

karsilastirilmistir.

Simiilasyonlar i¢indeki kalint1 hareketliligi ve stabilitesindeki farkliliklarin ayrintili
resmi, ortalama yapiya gore Ca atomlarinin ve yan zincirin ortalama kare
dalgalanmalarinin (RMSF) grafiklerinden elde edilmistir. Protein-Ligand temaslar1

ve etkilesimleri analiz edilmis, temas siireleri ve temas bolgeleri ile verilmistir.
3.2.7.3 Emilim, Dagihm, Metabolizma, Bosaltim ve Toksisite (ADMET) Calismasi

GA'in fizikokimyasal ve farmakokinetik 6zellikleri, lipofiliklik, suda ¢oziiniirliik ve
ila¢ benzerligi ozellikleri Molinspiration (Molinspiration, 2022) ve SwissADME
sunucusu (Daina, Michielin et al., 2017) ile tahmin edilmistir. ADMET o6zellikleri
ise pkCSM (Pires, Blundell et al., 2015) ve ProTox-II (Banerjee, Eckert et al., 2018)

sunucular kullanilarak detayl olarak analiz edilmistir.
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3.2.8 Nihai Formiilasyon Calismalarn
3.2.8.1 Nanoformiilasyon icermeyen Kremlerin Hazirlanmas:

Uygun krem formiilasyonunun segilmesi amaciyla formiilasyon c¢alismalarinin ilk
adiminda GA yiikli PLGA nanoformiilasyonu icermeyen (plasebo) kremler

hazirlanmistir.

Bu kapsamda, 100’er g lik plasebo kremler hazirlanmis, formiilasyonlarda

kullanilan hammadde miktarlar1 Tablo 3.3’ de verilmistir.

Tablo 3.3 Formiilasyonda kullanilan hammaddeler ve fonksiyonlari

Hammadde F1 F2 F3 F4 F5

Kaprilik/Kaprik Trigliserit (g) 11.5 | 11.3 | 11.3 | 10.5 | 10.5
izopropil Miristat 1.3 1.5 1.5 1.5 1.5
Gliserin (g) 3.3 4.5 7.5 7.5 8.3
Gliserol Monostearat (g) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Polisorbat 60 (g) 4.2 4.2 4.2 5.0 5.0
Setostearil Alkol (g) 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0
Saf su (g) 70.2 69.0 66.0 66.0 65.2
Toplam (g) 100

Her bir formiilasyon icin asagida verilen adimlar sira ile uygulanmistir.

1. Faz A (Yag) - Kaprilik/Kaprik Trigliserit, Izopropil Miristat, Gliserol
Monostearat, Polisorbat 60, Setostearil Alkol uygun boyutta bir cam beher icine
karistirma ve 1sitma islemleri devam ederken eklenmis, karisim 70-80°C' ye

1sitilmastir.

2. Faz B (Su) - Saf su ve gliserin, uygun boyutta bir cam beher icine karistirma ve

1sitma islemleri devam ederken eklenmis, karisim 70-80°C' ye 1sitilmistir.

3. Faz B, Faz A'nin iizerine homojenizator calistirilirken eklenmistir. Karisim
sicaklig1 30°C' ye diisene kadar karistirma islemine devam edilmis, daha sonra

krem sogumaya birakilmistir.
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Sekil 3.1 Faz A ve Faz B'nin homojenizasyon iglemi

Uretilen kremlerin, goriiniis, siiriilebilirlik, pH ve faz ayrmmi o6zellikleri
incelenmistir. En uygun Ozellik gosteren F-5 formiilasyonu, GA yiikli PLGA
nanoformiilasyonu iceren kremlerin hazirlanmasi icin referans formiilasyon olarak
secilmistir.

3.2.8.2 GA Yiiklii PLGA Nanoformiilasyonu iceren Krem Formiilasyonlarin
Hazirlanmasi

Plasebo olarak kullanilmak tizere F-5 formiilasyonu tekrar hazirlanmistir. Paralel
olarak 0.25 mg/mL ve 0.50 mg/mL GA ytiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem
formiilasyonlart hazirlanmistir. Hazirlanan kremler stabilite kabinlerine alinacagi
icin bu kez 200 g’ lik kremler hazirlanmistir. Bu kapsamda hazirlanan kremlerin

bilesenleri Tablo 3.4’ de verilmistir.
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Tablo 3.4 Nihai formiilasyonlara ait seri formiiller

Hammadde Plasebo A B

Kaprilik/Kaprik Trigliserit (g) 21.0 21.0 21.0
izopropil Miristat (g) 3.0 3.0 3.0
Gliserin (g) 16.6 16.6 16.6
Gliserol Monostearat (g) 5.0 5.0 5.0
Polisorbat 60 (g) 10.0 10.0 10.0
Setostearil Alkol (g) 14.0 14.0 14.0
GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu (mg) - 49.0 98.0
Saf su (g) k.m. k.m. k.m.
HCl k.m. k.m. k.m.
NaOH k.m. k.m. k.m.
Toplam 200 gr

A: 0.25 mg/mL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu

B: 0.50 mg/mlL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu

1. Faz A (Yag) - Kaprilik/Kaprik Trigliserit, Izopropil Miristat, Gliserol
Monostearat, Polisorbat 60, Setostearil Alkol uygun boyutta bir cam beher icine
karistirma ve 1sitma islemleri devam ederken eklenmis, karisim 70-80 °C' ye

1sitilmastir.

2. Faz B (Su) — Uygun boyutta bir beher icine su ve gliserin karistirma ve 1sitma

islemleri devam ederken eklenmis, karisim 70-80 °C'ye 1sitilmistir.

3. Faz C- GA-PLGA NP bir miktar suda karistirilarak disperse edilmis, sicaklig
45-50 °C olacak sekilde 1sitilmistir.
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4. Faz B, Faz A'nin ilizerine homojenizator calistirilirken eklenmistir. Karigim

sicaklig1 45-50 °C' ye diisene kadar karistirma iglemine devam edilmistir.

5. Ardindan Faz C, 4 numarada belirtilen karisima homojenizator calistirilirken

eklenmistir.

6. Olusan krem oda sicakliginda sogumaya birakilmis ardindan aliiminyum

tliplere kremlerin dolum islemi yapilmistir.

3.2.9 Stabilite Caligmalan

Hazirlanan kremlerin aliiminyum tiipler icerisine 30’ ar g lik dolumlan
yapimistir. Ardindan aliiminyum tiipler, karton kutular icerisinde 5 = 3 °C, 25 =
2 °C % 60 RH, 40 = 2 °C % 75 RH kosullarina 15.giin, 1.ay, 3.ay zaman

periyotlarina baslangic analizlerinin tekrarlanmasi i¢in kaldirilmistir.

Sekil 3.3 Numunelerin stabiliteye alinma sekilleri
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4

DENEY SONUCLARI

4.1 GA Analitik Validasyon Caligmalar

GA’ in maksimim absorbans verdigi dalga boyu UV-Vis spektrofotometre ile

Tablo 4.1’ de sunuldugu iizere 258.2 nm olarak belirlenmistir.

Tablo 4.1 GA'in 190-500 nm araliginda UV spektrumu

No. Dalgaboyu nm (1) Absorbans
1 450.40 0.010
2 258.20 0.811
3 195.60 2.721
4 467.80 0.006
S 219.80 0.274

GA stok standart ¢ozeltisi 258.2 nm dalgaboyunda absorbans verirken, Tablo 4.2
ve Tablo 4.3 de sunuldugu tizere bos PLGA c¢0zeltisinin ve PBS pH=5.5" un ayni
dalgaboyunda absorbans vermedigi goézlemlenmistir. Boylece, GA icin secilen

dalgaboyu 258.2 nm icin metodun secici oldugu kanitlanmistir.

Tablo 4.2 Bos PLGA ¢6zeltisinin 190-500 nm araliginda UV spektrumu

No. Dalgaboyu (A) (nm) Absorbans

1 196.80 3.893
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Tablo 4.3 PBS 'in 190-500 nm araliginda UV spektrumu

No. Dalgaboyu (A) (nm) Absorbans
1 476.20 -0.026
2 195.60 2.441
3 468.60 -0.027
4 338.60 -0.021

Dogrusallik calismasi kapsaminda, hazirlanan GA stok c¢ozeltilerinin 258.2 nm
dalgaboyunda olciilen absorbans degerleri kullanilarak Sekil 4.1’de sunulan
olarak belirlenmigtir. Korelasyon katsayis1 (R*) = 0.998 olarak hesaplanmis ve

R? > 0.99 kosulunu saglandigindan metodun dogrusalligi kanitlanmigtir.

y =0.015x °
0,9 2=10.998

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

Absorbans

0,3
0,2
0,1

0 o
0 10 20 30 40 50 60 70

GA konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 4.1 GA kalibrasyon egrisi
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Kesinlik calismasi kapsaminda, yapilan 6l¢ciim sonuglari icin % RSD degerleri
hesaplanmistir. Tablo 4.4’ de verildigi iizere, giin ici ve gilinler arasi analizlerine
ait 6 o6lciim arasindaki % RSD < % 2.0 olarak hesaplanmistir. Ayrica Tablo 4.5’ de
sunuldugu iizere giin ici ve gilinler arasi kesinlik parametresi icin yapilan dl¢timler

icin % RSD < % 2.0 olarak hesaplanmis ve metodun kesinligi kanitlanmustir.

Tablo 4.4 Giin ici ve giinler arasi kesinlik sonuglarinin karsilastirilmasi

Ornek Sayist 20.00 pg/mL 55.00 pg/mL 60.00 pg/mL
1 0.275 0.840 0.935
2 0.273 0.839 0.933
3 0.275 0.844 0.932
4 0.274 0.840 0.931
5 0.273 0.840 0.926
6 0.274 0.841 0.931
Ortalama 0.274 0.841 0.931
SD 0.001 0.002 0.003
% RSD 0.326 0.208 0.361
% 95 CF 0.001 0.001 0.003

Tablo 4.5 Giin ici ve giinler arasi kesinlik sonuclari

Parametre 20.00 pg/mL 55.00 pg/mL 60.00 ug/mL
N . 1. 0.274x0.001 0.841+0.002 0.933+0.001
Giin ici kesinlik
.. . 1. 0.274x0.001 0.841+0.002 0.933+0.001
Giinler aras1 kesinlik
%RSD 0.326 0.208 0.361
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Dogruluk ¢alismasi icin hazirlanan ¢ozeltilerin geri kazanim sonuclari Tablo 4.6’da
sunuldugu tizere % 90.0-% 110.0 araliginda ve % RSD < % 2.0 olarak

hesaplanmis, metodun dogrulugu kanitlanmistir.

Tablo 4.6 Geri kazanim calismasi sonuglari

Eklenen Konsantrasyon Geri Kazamim
% RSD
(u8) %)
30.01 100.0 = 0.29 0.26
34.99 100.1 = 0.27 0.24
40.00 100.0 = 0.12 0.11

Saglamlik parametresi kapsaminda hazirlanmis olan 60.00 pg/mL cozeltinin
258.2 nm dalga boyunda, Tablo 4.7’ de sunulan, O.saat, 24.saat ve 48. saatte

oOlciilen absorbanslar ile ¢ozeltinin 48 saat boyunca stabil oldugu kanitlanmaistir.

Tablo 4.7 Zamana bagli absorbans degisimi

Zaman (Saat) Absorbans % Degisim
0 0.940 = 0.002 -
24 0.932 = 0.001 99.1
48 0.935 = 0.002 99.5

4.2 GA Yikli PLGA Nanoformiilasyonunun Karakterizasyon

Sonuclari

4.2.1 DLS Analizi

Dinamik 151k sacilmasi teknigi, nanoformiilasyonlarinin boyut dagilim profilini
belirlemek icin kullanish bir yontemdir. Bu yontemle kolloidal sistemin
kararliligim1 tahmin etmek miimkiindiir (Maguire ve digerleri, 2018, Wilson,
Prud'homme, 2021). Z-Ave ve PdI sonuclari bos PLGA ve GA yikli PLGA

nanoformiilasyonlari icin Tablo 4.8 ve Sekil 4.2’ de verilmistir.

54



Tablo 4.8 Z-Ave ve PdI 6l¢liim sonuclari

Z-Ave (nm) PdI
Bog PLGA nanoformiilasyonu 191.0 + 2.41 0.031 = 0.017
GA yiikli PLGA 212.6 + 2.892 0.070 = 0.042
nanoformiilasyonu
Size [d.amk s Inbensity:
(@) Z-hweragejdami 1810 Peak f: 1989 1000
Pt 0031 Peak2 0000 0.0
Intercopt 0950 Peak 3  0.000 0.0
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1
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i 1ot
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Poak 0.000 0.0
Paak X 0.0D0 0.0
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i
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Size (d.nm)

10000

Sekil 4.2 a) Bos PLGA ve b) GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonuna ait Z-Ave ve Pdl

ZP degerlerinin sonuclar1 bos PLGA ve GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonlari i¢in

sonugclari

Tablo 4.9 ve Sekil 4.3’ de verilmistir.
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Tablo 4.9 ZP 6l¢tim sonuclari

ZP (mV)
Bos PLGA nanoformiilasyonu -12.10 = 0.208
GA yiikli PLGA
yoen -8.44 + 0.525
nanoformiilasyonu
-I.'In-|rr|'.|'| Aden fw)
{a]..'-q Potenngl jmyT -7 1 Paak = -1Z1i 100
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Sekil 4.3 a) Bos PLGA ve b) GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonuna ait ZP sonuglar1
4.2.2 SEM Analiz Sonuclan

GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonunun morfolojisi ve partikiil boyutu SEM cihaz1

kullanilarak belirlenmistir.
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Elde edilen goriintiiler, GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonunun homojen olarak
dagildigini ve Sekil 4.4' de gosterildigi gibi, GA yiiklii PLGA nanoformiilasyon
boyutlarinin 104 ila 150 nm arasinda degistigini ve tek bicimli kiiresel oldugu

gostermistir.

Sekil 4.4 GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonunun SEM goriintiisii
(a) GA ytiklii PLGA nanoformiilasyonuna genel bakis
(b) Isaretli GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonunun boyutlari

4.2.3 Enkapsiilasyon Verimi ve Yiikleme Kapasitesinin Hesaplanmasi
GA vyikli PLGA nanoformiilasyonunun enkapsiilasyon verimi Denklem 1
kullanilarak % 81.0, yiikleme kapasitesi Denklem 2 kullanilarak % 26.6 olarak

hesaplanmaigstir.

4.2.4 GA Yiiklii PLGA Nanoformiilasyonunun /n Vitro Salim Analizi Sonuclar

Salim ortamindan belirlenmis olan zaman araliklarinda sirasiyla alinan 6rnekler
UV-Vis spektrofotometrede analiz edilmistir. Cihazdan okunan absorbans
sonuclar ile salim yiizdeleri bulunmus ve zamana bagh bir grafik olusturularak

GA yiikli PLGA nanoformiilasyonunun salim profilleri incelenmistir.

Sekil 4.5' de gosterilen GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonunun in vitro salim
calismasi sonuglarina gore GA'in % 21.4' iiniin ilk 5 saat icinde, % 67.1' inin 24

saat icinde ve % 96.4' iiniin 48 saat icinde salindig1 gortilmiistiir.
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Sekil 4.5 GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonunun in vitro salim grafigi

4.3 Genotoksik Aktivitenin Degerlendirilmesi

GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonunun genotoksik 6zelliklerini belirlemek i¢in
S.typhimurium TA98 ve TA100 suslar1 kullanilarak nanoformiilasyonun
0.125 mg/mlL, 0.25 mg/mlL, 0.5 mg/mL, 1 mg/mL konsantrasyonlarina ve GA’in
0.219 mg/mlL, 0.438 mg/mL, 0.875 mg/mlL, 1.750 mg/mL konsantrasyonlarina
Ames testi uygulanmistir. Tablo 4.10” da sunulan sonuclarla birlikte, Mortelman
ve Zeiger (Mortelmans ve Zeiger, 2000) tarafindan belirlenen yonteme ve
istatistiksel analize gore GA yikli PLGA nanoformiilasyonunun bu

konsantrasyonlari icin genotoksik etkileri olmadigi belirlenmistir (p > 0.05).

58



Tablo 4.10 GA ve GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonunun S.typhimurium
TA98 ve TA100 mutant suslari iizerindeki genotoksik etkileri

Geri Donen Koloni Sayisi/Plak
Uygulama Konsantrasyonlar TA98 TA100
(mg/mL) Ortalama=+SD Ortalama=+SD
0.219 30.33+ 2.51 114.00 =28.21
0.438 27.33x 2.45 97.00+£19.67
GA 0.875 27.66* 2.31 105.33+13.31
1.750 25.66 = 2.08 95.66*+6.42
0.125 30.00=x 2.00 104.66+13.31
GA Yiiklii PLGA 0.25 32.66 = 1.52 110.00 =21.93
Nanoformiilasyonu 0.50 26.00% 3.00 103.33+20.81
1.00 32.00x1.00 125.33+4.50
Pozitif Kontrol (NPD) 0.005 897.66+ 5.87*
Pozitif Kontrol (SA) 0.0005 990.66+9.71*
Negatif Kontrol 27.00+2.64 100.66+10.06
Spontan Kontrol 22.66% 3.05 102.66+2.51

*Negatif kontrol ve uygulama gruplari arasindaki ortalama geri donen koloni
sayisi farki, p < 0.05 diizeyinde anlamlidir.

4.4 Sitotoksitenin Belirlenmesi

GA ve GA yiikli PLGA nanoformiilasyonun sitotoksisiteleri HaCaT hiicre hatti
tizerinde incelenmistir. GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonunu i¢in hiicre canliligi
degerinin, konsantrasyon arttikca kontrol grubuna gore azalmaya basladigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.6). Ayn1 durum, konsantrasyonlar1 ylikleme verimliligi

ile belirlenen GA' de gozlenmistir (Sekil 4.7).

Uluslararasi Standartlar Organizasyonu (ISO) 10993-5 degerlendirmesine gore,
GA yiikli PLGA nanoformiilasyonunu 0.5 mg/mL konsantrasyonunun sitotoksik
olmadigi, 0.5 mg/mL iizerindeki konsantrasyonlarinin (1.0 mg/mL, 2.0 mg/mL,
3.0 mg/mL ve 4.0 mg/mL) diisiik toksisiteye neden oldugu belirlenmistir
(p < 0.05).
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Sekil 4.6 HaCaT hiicre hattinda GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonunun
hiicre canlilig1 analizi

(*Kontrol ve tedavi gruplar1 arasinda 6nemli fark anlamina gelir)
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Sekil 4.7 HaCaT hiicre hattinda GA’in hiicre canlili§1 analizi

(*Kontrol ve tedavi gruplar arasinda 6nemli fark anlamina gelir)
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4.5 In silico Galismalar

4.5.1 Molekiiler Kenetlenme Caligmalan

UVB kaynakli asir1 ROS iiretiminin tetiklenmesi ve HaCaT hiicrelerinde
prokollajen bozulmasina neden olan MMP' larin (MMP-1, -3 ve -9) sayilarinin
arttirilmasi, molekiiler kenetlenme c¢alismalarinda MMP'larin hedef olarak kabul

edilmesini saglamistir.

GA ve MMP-1, -3 ve -9 arasinda hesaplanan kenetlenme enerji degerleri sirasiyla
-8.26, -4.57 ve -8.64 kcal/mol olarak bulunmus; GA ve MMP-1, -3 ve -9 arasindaki
tim olas1 hidrojen (H) bagi etkilesimleri, tuz kopriisii etkilesimleri, metal
koordinasyon etkilesimleri ve aromatik H bagi etkilesimleri Tablo 4.11' de

sunulmustur.

MMP-1'deki H bag1 etkilesimindeki kalintilar1 ASN180 (2.04 A), LEU181 (2.08 A),
GLU219 (1.62 A) ve TYR240 (2.41 A)’dlr. GA'deki hidroksi grubu ile karboksil
grubundaki O atomu ve MMP-1'deki Zn atomu arasinda hem tuz koprisi
etkilesimi (2.06 A) hem de metal koordinasyon etkilesimleri (2.06 A ve 2.27 A)

meydana gelmistir.

Tablo 4.11. GA ve MMP hedefleri arasindaki molekiiler kenetlenme enerjileri

ve olasi etkilesimler

MMP-1 MMP-3 MMP-9
PDB ID:966c | PDBID:2JT6 | PDB ID:5CUH
Kenetlenme Enerji Degeri (Kcal/mol) -8.26 -4.57 -8.64

H Bag Etkilegimleri (&)

TYR240(2.41)
ASN180(2.04)
LEU181(2.08)
GLU219(1.62)

HIS201(2.33)

TYR248(1.68)
HIS236(1.74)
HIS236(2.72)
ASP235(1.79)
ALA191(1.75)

Tuz Kopriisii Etkilegimleri (&)

Zn265(2.06)

Zn301(4.19)

Metal koordinasyon etkilegimi A

Zn265(2.06)
Zn265(2.27)

Zn256(2.26)

Zn301(1.98)

Aromatik H Bag1 Etkilesimleri (&)

HIS211(2.58)
PHE154(2.54)
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TRE ile MMP-1' in aktif baglanma bolgesinde yer alan benzer kalintilar ASN180
ve LEU181 arasinda H bag: etkilesimleri oldugu gosterilmistir (Krusinska ve

digerleri, 2018).

Baska bir calismada Abalone peptidinin, MMP-1'in baglanma bolgesinde ASN180,
TYR237, THR241 ve TYR240 gibi amino asit kalintilar1 ile hidrojen bagi

etkilesimleri gerceklestirdigi raporlanmistir (Chen, Liang et al. 2019).

S1' ve S3' cepleri, MMP-1 inhibisyonu icin olduk¢a onemlidir (Yuan, Lu et al.
2013). MMP-1' in inhibisyonu, GA'y1, Tyr240 dahil olmak {izere MMP-1'in S1
'cebine, Asn180 kalintilar1 dahil olmak tizere MMP-1' in S3' cebine yerlestirilerek
elde edilebilir.

Sekil 4.8 MMP' larin aktif baglanma bolgelerinde GA'in kenetlenmis pozunu, mor
ok H baglanmayi, gri cizgiler metal koordinasyonlarini ve kirmizi ¢izgiler tuz

kopriisii etkilesimlerini temsil etmektedir.
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Sekil 4.8 GA'in molekiiler kenetlenme sonuclari
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MMP-3 icin, GA yalnizca HIS201 kalintis1 ile H bag1 (2.33 A) ile etkilesime girmis
ve ayrica Zn256 ve O atomu arasinda bir metal koordinasyon etkilesimi (2.26 A)
meydana gelmistir. Bu etkilesimlere ek olarak, HIS211 ve PHE154 kalintilar

arasinda, iki aromatik H bag etkilesimi (2.58 A, 2.54 A) kurulmustur.

Sekil 4.9’ da GA’in sirasiyla MMP-1, MMP-3 ve MMP-9 ile arasindaki etkilesimler
gosterilmistir. Sar1 daireler H bag etkilesimli kalintilari, mavi daireler aromatik H
bag: etkilesimli kalintilari, gri daireler sirastyla MMP-1, MMP-3 ve MMP-9' un

metal koordinasyon etkilesimini temsil etmektedir.

Sekil 4.9 GA'in etkilesimleri

GA ve MMP-9, TYR248 (1.68 A), HIS236 (1.74 A), HIS236 (2.72 A), ASP235 (1.79
A) ve ALA191 (1.75 A) arasindaki bes H bag: etkilesimi, en diisiik baglanma
enerjisinin (-8,64 kcal/mol) olmasina neden olmustur. Bu etkilesimlere ek olarak,
Zn301 atomu ile tuz kopriisii etkilesimi (4.19 A) ve metal koordinasyon etkilesimi

(1.98 A) de bu kararh baglanmaya katkida bulunmustur.

64



Ayrica, bu calisma GA'in Ala191 kalintisi iizerinde etkilesime sahip olarak yesil cay
ekstresi inhibisyonuna benzer sekilde MMP-9' u inhibe etme yetenegine sahip

oldugunu ileri siirmektedir (Sarkar, Nandy et al. 2016).

Kenetlenme calismasi, GA' in MMP' lar ile baglanma etkilesimlerinin
anlasilmasinin yani sira, MMP 'larin inhibisyonuna dayali olarak cildin

fotoyaslanmasi {izerindeki aktivite profilinin tanimlanmasina izin vermektedir.

4.5.2 Molekiiler Dinamik Analizleri

50 ns MD simiilasyonlari, sirasiyla MMP-1 icin -8,26 kcal/mol (PDB ID: 966C),
MMP-3 icin -4,57 kcal/mol (PDB ID: 2JT6) ve MMP-9 (PDB ID: 5CUH) proteini
icin -8.64 kcal/mol olan kenetlenme enerji degerlerine dayali olarak GA {izerinde
gerceklestirilmistir. RMSD, RMSF ve protein-ligand etkilesimleri, 50 ns MD analizi
sonucunda olusturulan MD yoriingeleri kullanilarak hesaplanmistir. RMSD, ilk
durum (referans) cercevesine kiyasla protein-ligand kompleksindeki atomlarin yer
degistirmelerindeki ortalama sapmay: ifade etmektedir ve daha az RMSD
varyasyonu, protein-ligand kompleksinin daha kararli oldugu anlamina

gelmektedir.

Sekil 4.10.a' da sunulan, 5.821 su molekiilii sisteminde 20 Na* ve 16 CI™ iyonu ile
notralize edilen GA-MMP-1 kompleksinin sabit pozu ilk kez olusturulmustur.
MMP-1' in Ca atomlarina baglh olarak protein RMSD degeri 1.2 A civarinda, yan
zincir icin hesaplanan RMSD degeri ise 50 ns MD analizi sonucunda maksimum

2.4 A olarak bulunmustur.

Sekil 4.10.b' de de sunulan GA-MMP-3 sistemi icinde 50 ns MD analizi, toplam
yiikiin 23 Na* ve 17 CI” iyonu ve 6,006 su molekiilii eklenerek noétralize
edilmesiyle,  geceklestirilmistir. = GA-MMP3  kompleksinin =~ kenetlenmis
konformasyonunun MD analizi, protein Ca atomlarinin RMSD'sinin 1.5 ila 2.5 A
arasinda degistigini, GA'in RMSD'sinin ise O ns ile 20 ns arasinda 1.5 ve 2 A

arasinda dalgalandigi, 50 ns'ye kadar 1.5 A’ da kararli oldugu gorilmiistiir.

65



Sekil 4.10 a) MMP-1(PDB ID: 966C), b) MMP-3(PDB ID: 2JT6), ¢c) MMP-9(PDB
ID: 5CUH) ile GA komplekslerinin MD sistem yapilari

Gozlenen 'Lig fit Prot' degeri, proteinin RMSD'sinden 6nemli 6l¢iide daha biiyiik
olarak hesaplanirsa, ligandin ilk baglanma bolgesinden uzaga dagilacagi;
hesaplanan RMSD degerleri, proteinin RMSD degerini asmiyorsa, ligandin ilk

baglanma bolgesi cevresinde yer alacagi anlamina gelmektedir.

Gozlenen 'Lig fit Prot' degeri proteinin RMSD'sini asmadig1 icin GA'in ilk baglanma
bolgesi civarinda kaldigini, Sekil 4.11.a 'da goriilen baglanma bolgesinin disinda
baska bir baglanma gerceklesmedigi diistintilmektedir. GA-966C kompleksinin
Protein Ca-atomlar1 RMSD’si yesil renkle, GA'in proteine gore RMSD'si mor renkle

gosterilmistir.

'Lig fit Lig', GA atomlarinin i¢ dalgalanmalarini, yani bir ligandin RMSD'sini, GA-
MMP-1 kompleksi icin GA'daki dalgalanmalarin 50 ns sirasinda 0.4 A'de

goriildiigii referans konformasyonda hizalanmis ve Olciilmiistiir.

Hesaplanan RMSF parametresi, simiilasyon sirasinda protein zincirindeki lokal
konformasyonel degisiklikleri vermektedir ve grafikteki protein ligand temaslari

da gozlemlenebilmektedir.

Sekil 4.11.b’ de sunuldugu tizere, N- ve C-terminal kuyruklarinin proteinin diger

herhangi bir parcasindan daha fazla dalgalandig1 gozlemlenmistir.
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Beta ipliklerinin ve alfa sarmallarinin yapisindaki degisikliklerden kaynaklanan 80
ve 140 kalint1 indekslerinde gozle goriiliir dalgalanmalar gozlemlenmistir. 50 ns
simiilasyonunun protein-ligand temas diyagramina gore, TYR240, SER239,
GLU219, ALA182, LEU181 ve ASN180 kalintilar1 GA ile H bag: etkilesimleri
yapmistir. HIS228, HIS222, GLU219 ve HIS218 kalintilar1 iyonik etkilesimler

gostermistir.

Sekil 4.11.c' de sunuldugu iizere, HIS218, HIS222 ve HIS228 kalintilar
simiilasyon siiresinin % 100' iinde iyonik etkilesimler gostermistir. Sekil 4.11.d' de
etkilesimlerin ve temaslarin zaman cizelgesi temsili sunulmustur. GA'in karbonil
grubu, simiilasyon yoriingesinin % 80' inde GLU219 ile belirgin bir H bag:

etkilesimi yapmuistir.

HIS218, HIS222 ve HIS228, simiilasyon siiresinin % 100 ile iyonik etkilesimlerle
etkilesime giren polar kalintilardir. Sekil 4.11.e' de sunuldugu tizere, halka
tizerindeki OH grubu ve O atomu sirasiyla % 27, % 35, % 39 ve % 20 olarak
ASN180, LEU181, ALA182 ve TYR240 kalintilar1 ile su aracili bir H bag

olusturmuslardir.
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Sekil 4.11 MMP-1 (PDB ID: 966C) ile kompleks halinde GA'in MD simiilasyon
analizi
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Ayrica Lig fit Prot degeri protein RMSD degerini asmayip Sekil 4.12.a' da goriilen
ligand baglama bolgesinin disina ¢ikmamistir. GA-2JT6 kompleksinin Protein Ca-
atomlar1 RMSD’si yesil renkle, GA'in proteine goére RMSD'si mor renkle

gosterilmistir.

Sekil 4.12.b' de goriilebilecegi gibi, MMP-3 protein zinciri boyunca lokal
degisiklikleri karakterize etmek icin RMSF kullanilmistir. En fazla dalgalanma N
ve C terminalinde, 90. ve 100. kalint1 indeksi arasinda biiyiik bir dalgalanma
gozlenmistir. Alfa sarmallar ve beta plakalar1 gibi protein ikincil yap1 elemanlari
simiilasyon boyunca izlendiginde, bu dalgalanmalarin beta plakalarindan

kaynaklandig1 goriilmektedir.

Simiilasyon sirasinda, Sekil 4.12.c' deki PHE154, HIS201, HIS211, TYR223 ve
ARG231 kalintilar1 arasinda MMP-3 ve GA arasinda H baglari olusturulmustur.

Etkilesimin simiilasyon boyunca devam ettigi en uzun siireli H bag1 etkilesimi HIS
201 ile saglanmistir. MMP3' iin baglanma bolgesindeki kalintilar ve simiilasyon

sirasindaki etkilesim siireleri Sekil 4.12.d' de gosterilmistir.

Sekil 4.12.e’ de gosterilen GA'in 2D etkilesim histogrami incelendiginde, polar HIS
211, HIS205 ve HIS201'in O atomu ile iyonik etkilesimlerle birlikte H bagiyla
% 100 etkilesime girdigi goriilmektedir. PHE154 ise ligandla H bag, hidrofobik

ve su kopriisii gibi belirli bir temas tizerinden yapilmistir.
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Sekil 4.12 MMP-3 (PDB ID: 2JT6) ile kompleks halinde GA’in MD simiilasyon

analizi

Sekil 4.10.c 'de sunulan, 22 Na™ ve 16 Cl~ eklenerek notralize edilen GA-MMP-9

sistemi 5.848 su molekiilii ile MD hesaplamast icin olusturulmustur.

Ca olarak hesaplanan protein RMSD degeri 1 ile 1,6 A arasinda degismektedir.
Ligand icin 50 ns’de hesaplanan RMSD degeri 1 A ' iin altinda olup Lig fit prot
degeri Caa icin hesaplanan RMSD degerini asmadigindan GA'in MMP-9' un ligand
baglama bolgesi icinde kaldig1 ve kararl bir yap1 olusturdugu diistiniilmektedir.
Ligand ve protein RMSD'lerindeki dalgalanmalar, Sekil 4.13.a' da sunuldugu

tizere, 10 ile 40 ns arasinda gozlenmistir.

MMP-9' un hesaplanan RMSF degerine gore, RMSF degerleri Sekil 4.13.b' de 60
ve 80 ve 100 ve 120 kalint1 indeksleri arasinda artmistir. 60 ile 80 arasindaki
degisiklikler beta plakalarindaki degisikliklerden kaynaklanirken, 100 ile 120
arasindaki artis hem beta plakalarinin hem de alfa sarmallarinin yapisindan
kaynaklanmaktadir. Protein-ligand temaslar1 ortaya ciktiginda ALA191 ve

GLU227 kalintilari ile olusan hidrojen baglarinin etkili oldugu goriilmiistiir.
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ALA191 ve GLU227'nin GA baglanmas: tizerindeki etkisi hemen hemen tiim
simiilasyon boyunca goriilmiistiir. Sekil 4.13.c ve 4.13.d’ de sunuldugu {izere,
HIS226, HIS230 ve HIS236 kalintilari ile GA arasinda 50 ns i¢in iyonik etkilesimler

meydana gelmistir.

TYR248'in H baglama etkisi simiilasyonun ilk 20 ns' sinde gozlemlenmis, daha

sonra su kopriisii etkilesimi nedeniyle bu etkilesim gozlemlenememistir.

GLU227, belirtilen zaman cercevesinde GA'in OH grubu ile %99 H bagi temasi
gostermistir; ALA191, GA'in OH grubu ile sirasiyla %92 ve %56 ile iki H bagi
temasi gerceklestirmistir. Polar HIS226, HIS230 ve HIS236'nin O atomu ile iyonik
etkilesimi %100 gerceklesmis; ALA189 Sekil 4.13.e 'deki GA'nin 2B entegrasyon
grafiginde %79 ile GA'in O atomu ile su aracith H bagi temasi oldugunu

gostermistir.
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Sekil 4.13 MMP-9 (PDB ID: 5CUH) ile kompleks halinde GA'nin MD simiilasyon

analizi
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4.5.3 Emilim, Dagilim, Metabolizma, Bosaltim ve Toksisite (ADMET) Caligsmasi

GA icin ADMET degerlerine sahip farmakokinetik 6zellikler Tablo 4.12-4.14'de

degerlendirilmistir. Lipinski'nin bes kurali icin 6nerilen degerden daha biiyiik olan

822.94 g/mol molekiiler agirhiga sahip C4,Hs,016 molekiil formiiliine sahip GA'in,

alic1 sayisinin yine 10'dan ve verici sayisinin besten biiyiik oldugu goriilmiistiir.

GA g Lipinski kurali ihlaline ve diisiik biyoyararlanim puani degerine sahiptir.

Tablo 4.12 Molinspiration ve SwissADME sunuculari tarafindan ilaca
benzerligini gosteren GA sanal taramasi

gecirgenligi cm/s)

Molinspiration
Molinspiration 6zellik motoru Molinspirasyon biyoaktivite skoru
miLogl? 1.97 GPCR ligand -1.78
ECI:ISa ? é;zgogﬂgl)k 267.04 fyon kanali modiilatérii -3.09
Agir atom sayisi 58 Kinase inhibitorii -3.09
Molekiil Agirlig 822.94 Niikleer reseptor ligandi -2.36
nON 16 Proteaz inhibitorii -1.26
nOHNH 8 Enzim inhibitorii -1.93
nviolations 3
nrotb 7
Volume 741.93
SwissADME
Fizikokimyasal Ozellikler Lipofilisite
Formil C42H62016 LOgPo/w (ILO GP) 2.15
Molekiil Agirhigi 8gz/?n?,:13 LogPo,w(XLOGP3) 2.80
TPSA A2 267.04 A2 | LogPo,w(WLOGP) 2.25
H-bag1
Ahcﬂirmm Sayisi 16 LogPow(MLOGP) 0.02
H-bag1 Donorii Sayisi 8 LogPo,w(SILICOS-IT) 0.52
Molar Kirilma 202.84 Consensus LogPo,w 1.55
Donebilen bag sayisi 7
Agir atom sayisi 58 Suda Coziiniirlik
Aromatik agir atom 0 Log S (ESOL) -6.24
sayisl
Log S (Ali) -8.06
Log S (SILICOS-IT) -1.39
Farmakokinetik Ilac Benzerligi
Gastrointestinal No; 3 violations: Mw>500,
Absorpsiyon Diisiik Lipinski N or O >10,
NH or OH >5
Kan Beyin Bariyeri No; 3 violations: Mw>480,
Gegirgeynli{;i ’ Hayur Ghose Mr>130
No; 1 violation:
P-gp Substrati Evet Veber TPSA> 140
. No; 4 violations: Mw>600,
Log Kp (Deri -9.33 cm/s | Muegge TPSA>150, H-acc>10, H-

don>5

Biyoyararlanim Puani

0.11
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Tablo 4.13 pkCSM sunucusu tarafindan ADME ve toksisiteyi gosteren GA'in

farmakokinetik ozellikleri

Tanimlayici Birim
Suda Coziiniirliikk -2.892 Niimerik (log mol/L)
Caco2 Permeabilitesi -0.812 Niimerik (log Papp 10 cm/s)
o Bagirsak Emilimi (insan) 0 Niimerik (%)
EMILIM Deri gecirgenligi -2.735 Niimerik (log Kp)
P-glycoprotein Substrati Evet Kategorik (Evet/Hayir)
P-glycoprotein I Inhibitérii Hayir Kategorik (Evet/Hayir)
P-glycoprotein II Inhibitorii Hayir Kategorik (Evet/Hayir)
VDss (insan) -0.615 Niimerik (log L/kg)
DAGILIM Baglanmamus kesir (insan) 0.421 Niimerik (Fu)
BBB Permeabilitesi -1.494 Niimerik (log BB)
CNS Permeabilitesi -4.206 Niimerik (log PS)
CYP2D6 Substrat1 Hayir Kategorik (Evet/Hayir)
CYP3A4 Substrati Evet Kategorik (Evet/Hayir)
CYP1A2 Inhibitdrii Hayir Kategorik (Evet/Hayir)
METABOLIZMA CYP2C19 Inhibitérii Hayir Kategorik (Evet/Hayr)
CYP2C9 Inhibitdrii Hayir Kategorik (Evet/Hayir)
CYP2D6 inhibitérii Hayir Kategorik (Evet/Hayir)
CYP3A4 Inhibitorii Hayir Kategorik (Evet/Hayir)
BOSALTIM Total Clearance -0.304 Niimerik (log ml/min/kg)
Renal OCT2 Substrati Hayir Kategorik (Evet/Hayir)
AMES toksititesi Hayir Kategorik (Evet/Hayir)
Maksirg:;n(itz:zll‘s edilen 0.389 Niimerik (log mg/kg/giin)
hERG 1 Inhibitorii No Kategorik (Evet/Hayir)
hERG 1I Inhibit6rii No Kategorik (Evet/Hayir)
OKSISITE Oral Slgan( f];(;;c) )Toksisitesi 2.48 Niimerik (mol/kg)
T(ggis?;;};n(féﬁlf‘) 5.889 Niimerik (log mg/kg bw/giin)
Hepatotoksisite No Kategorik (Evet/Hayir)
Cilt Hassasiyeti No Kategorik (Evet/Hayir)
T. Pyriformis Toksisitesi 0.285 Niimerik (log ug/L)
Minnow Toksisitesi 5.591 Niimerik (log mM)
Molekiil Ozellikleri
Tanimlayici Deger Deger
Molekiil Agirhg 822.942 Dénebilen 7
baglar
LogP 2.2456 Alcilar 13
Yiizey Alani 337.426 Donorler 8
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ProTox-I web sunucusu, oral toksisite, hepatotoksisite, karsinojenite,
immiinotoksisite, mutajenisite, sitotoksisite gibi toksik yanitlarin arkasindaki olasi

molekiiler mekanizma hakkinda bilgi saglamaktadir.

GA'in hepatotoksisitesi, karsinojenitesi, immiinotoksisitesi, mutajenitesi ve
sitotoksisitesi ve ProTox-II web sunucusu kullanilarak degerlendirilmistir
(Tablo 4.14). ProTox-II mutajenite tahmini, Ames testi ve CEBS veri tabanindan
alinan verilere gore hesaplanmistir. GA icin bu degerin, bu web sunucusu
kullanilarak etkin olmadig1 bulunmustur. /n vitro AMES test sonuclarina gore,
GA'in disiik konsantrasyonlarda genotoksik etkisinin olmadigi, GA yiiklii PLGA
nanoformiilasyonuntiim konsantrasyonlarinin ise genotoksik etkisinin olmadigi

bulunmustur.

Tablo 4.14 ProTox-II- GA icin oral toksisite tahmin sonuglari

Simiflandirma Hedef Tahmin | Olasiik
Hepatotoksisite Pasif 0.88
Karsinojenite Pasif 0.61
Toksisite immiinotoksisite Aktif 0.99
Mutajenisite Pasif 0.96
Sitotoksisite Pasif 0.73
Aril hidrokarbon Reseptorii Pasif 0.99
Androgen Reseptorii Pasif 0.89
Androjen Reseptor Ligand Baglama Alani Pasif 0.96
TO).KZLN.H clear receptor Aromataz Pasif 0.87
signalling pathways
Ostrojen Reseptorii Alfa Pasif 0.74
Ostrojen Reseptor Ligand Baglama Alani Pasif 0.98
Peroksizom Proliferatér Aktive Reseptor Gama Pasif 0.99
Niikleer faktor (eritroitten tiiretilen 2) benzeri Pasif 0.95
2/antioksidan duyarl element
Is1 sok faktorii tepki elemani Pasif 0.95
Tox21-Stress response
pathways Mitokondriyal Membran Potansiyeli Pasif 0.83
Fosfoprotein (Tiimor Baskilayict) p53 Pasif 0.98
ATPase ailesi AAA alani iceren protein 5 Pasif 0.97
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4.6 Nihai Formiilasyon Calismalar:

4.6.1 Plasebo Kremlerin Fiziksel Analiz Sonugclan
Hazirlanan plasebo kremlerin organoleptik, pH ve faz ayrimi analiz sonuclari

Tablo 4.15’ de, goriintiileri Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’ de verilmistir.

Tablo 4.15 Plasebo kremlerin fizikokimyasal karakterizasyon analiz sonuglari

Formiilasyon No Goriiniig Siiriilebilirlik pH Aiﬁfm
F-1 Beyaz, homojen krem Orta 4.10 Yok
) Beyaz, homojen krem Orta 4.28 Yok
F3 Beyaz, homojen krem Orta 4.05 Yok
F-4 Beyaz, homojen krem iyi 4.40 Yok
F.5 Beyaz, homojen krem Cok iyi 4.90 Yok

Sekil 4.14 Plasebo kremlerin stirtilebilirlik testi
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Sekil 4.15 Plasebo kremlerin faz ayrimi kontrolii

Organoleptik ve pH analiz sonuclari incelendiginde en uygun formiilasyonun F-5
olduguna ve gelistirilmesi planlanan nihai formiilasyonlarda bu formiilasyonun

referans alinmasina karar verilmistir.

4.6.2 GA Yiiklii PLGA Nanoformiilasyonu iceren Formiilasyonlarin Fiziksel
Analiz Sonuclan

GA yiikli PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonlarinin plasebo krem

formiilasyonu ile karsilastirmali olarak organoleptik, pH ve faz ayrimi analiz

sonuclar1  Tablo 4.16’ da verilmistir. Sekil 4.16’ da sunuldugu {izere kremlerde

santrifiij islemi sonrasi faz ayrimi olmadig1 gozlemlenmistir.

Tablo 4.16 Nihai formiilasyonlarin fiziksel analiz sonuclari

pH
Formiilasyon Goriinii - Faz Ayrimi
4 3 Alt Orta Ust i
Plasebo Beyaz, homojen krem 4.89 4.86 4.93 Yok
A Beyaz, homojen krem 5.20 5.21 5.25 Yok
B Beyaz, homojen krem 5.21 5.22 5.17 Yok

A: 0.25 mg/mL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu

B: 0.50 mg/mL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu igeren krem formiilasyonu
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Sekil 4.16 Nihai formiilasyonlarin faz ayrimi kontrolii

Nanoformiilasyon iceren kremlerin viskozite Olc¢timleri icin metot gelistirme

calismalari yapilmistir. Bu kapsamda, yapilan calismalara ait kosullar ve sonuglar

Tablo 4.17’ de verilmistir.

Tablo 4.17 Viskozite 6l¢lim sonuglari

Spindle S64 T95
rpm 3 6 10 0.3
Tork | Viskozite Tork | Viskozite | Tork | Viskozite | Tork | Viskozite
% cP % cP % cP % cP
Plasebo 37.5 75.000 54.0 54.200 73.1 44.340 | 35.5 | 553.100
A 54.7 | 108.000 63.6 63.100 73.0 44.220 | 55.0 | 862.100
B 46.1 92.000 63.6 64.400 73.2 43.900 | 56.2 | 882.800

A: 0.25 mg/mL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu

B: 0.50 mg/mlL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu

Olciim sonuglar1 incelenerek S-64 Spindle 10 rpm uygun

belirlenmistir.
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4.7 Stabilite Calismalan

5+3°, 25 = 2° %60 RH ve 40 = 2 °C % 75 RH kosullarinda stabiliteye
kaldirilan 15.giin, 1.ay, 3.ay krem numuneleri, baslangi¢c krem numuneleri ile
karsilastirildiginda goriintislerinde degisiklik olmamus, Sekil 4.17, 4.18, 4.19’ da

gosterildigi gibi beyaz, homojen krem seklinde gézlemlenmistir.

HE O B e g BE B

Sekil 4.19 3.ay numunelerinin goriintsleri
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5+3°C, 25 %= 2°C% 60 RH, 40 = 2 °C %75 RH kosullarinda stabiliteye kaldirilan
15.giin, l.ay, 3.ay krem numunelerine 4000 rpm’de 30 dk santrifiij islemi
uygulanmis, Sekil 4.20, 4.21, 4.22'de goriildiigli lizere numunelerde faz ayrimi

gozlemlenmemistir.

Sekil 4.22 3.Ay numunelerinin faz ayrimi kontroli

5+=3°C, 25+ 2°C %60 RH, 40 = 2 °C % 75 RH kosullarinda stabiliteye kaldirilan

15.glin, 1.ay, 3.ay krem numunelerinin viskozite dl¢timleri yapilmstir.
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Olciim sonuclar1 baglangic 6lciim sonuclari ile karsilastirmali olarak Tablo 4.18,

4.19, 4.20’ de verilmistir.

Sonuclarda goriilecegi lizere kremlerin baslangic viskozite degerleri birbirine
yakin olup stabilite siirecinde benzer sekilde devam etmis, sonuclarda kayda deger

bir degisiklik gozlemlenmemistir.

Tablo 4.18 15.giin viskozite dlciim sonuclari

Baglangic 15.giin-5 °C 15.giin-25 °C 15.giin-40 °C
S64 Spindle
10 rpm
Tork | Viskozite | Tork | Viskozite | Tork | Viskozite | Tork | Viskozite
% cP % cP % cP % cP
Plasebo 72.0 43.740 75.0 45.000 77.1 46.500 75.2 44.500
A 73.0 44.220 74.0 44.310 75.2 45.000 76.1 45.900
B 73.2 43.900 75.1 45.500 74.1 45.470 78.5 47.000

A: 0.25 mg/mL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu

B: 0.50 mg/mL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu

Tablo 4.19 1.ay viskozite 6l¢ciim sonuclari

Baglangic 1.ay-5 °C 1.ay-25 °C 1.ay-40 °C
S64 Spindle
10 rpm
Tork | Viskozite | Tork | Viskozite | Tork | Viskozite | Tork | Viskozite

% cpP % cP % cP % cP
Plasebo 72.0 43.740 75.5 45.360 75.1 44,920 74.2 44.460
A 73.0 44.220 76.3 45.790 74.6 44.820 76.4 46.200
B 73.2 43.900 75.3 45.140 74.5 44.580 78.6 47.160

A: 0.25 mg/mL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu

B: 0.50 mg/mlL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu

79



Tablo 4.20 3.ay viskozite 6l¢ciim sonuclari
S64 Spindle Baglangic 3.ay-5 °C 3.ay-25°C 3.ay-40 °C

Tork | Viskozite | Tork | Viskozite | Tork | Viskozite | Tork | Viskozite
10 rpm
% cP % cP % cP % cP

Plasebo 72.0 | 43.740 76.2 | 46.080 76.3 45.858 76.8 | 46.020

A 73.0 | 44.220 76.1 46.100 76.2 | 46.120 76.0 45.720

B 73.2 | 43.900 76.7 | 46.180 76.5 | 45.783 76.7 | 46.000

A: 0.25 mg/mL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu

B: 0.50 mg/mlL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu

5+3°C,25 £ 2°C% 60 RH, 40 = 2° C %75 RH kosullarinda stabiliteye kaldirilan
15.glin, l.ay, 3.ay numuneleri, cam tiiplere alinarak tiiplerin alt, orta, fist
noktalarinda pH dlciimleri yapilmustir. Olciim sonuclari baslangic 6lciim sonuclar

ile karsilastirmali olarak Tablo 4.21, 4.22, 4.23’ de verilmistir.

Tablo 4.21 15.giin pH 0Olciim sonuclari

pH Ol¢iim Yeri Plasebo A B

Alt 4.89 5.20 5.21

Baglangic Orta 4.86 5.21 5.22

Ust 4.93 5.25 5.17

Alt 5.07 5.09 5.12

5+ 3°C Orta 4.98 5.09 5.20

Ust 5.02 5.10 5.14

Alt 4.87 5.01 5.03

25 + 2°C %60 RH Orta 4.84 5.00 5.02
Ust 4.92 4.99 5.07

Alt 4.18 4.35 4.38

40 + 2°C %75 RH Orta 4.20 4.31 4.32
Ust 4.27 4.32 4.31

A: 0.25 mg/mL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu

B: 0.50 mg/mlL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu
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Tablo 4.22 1.ay pH 6l¢iim sonuclari

pH Olciim Yeri Plasebo A B

Alt 4.89 5.20 5.21

Baslangig Orta 4.86 5.21 5.22

Ust 4.93 5.25 5.17

Alt 4.84 5.03 5.18

5+3°C Orta 4.71 4.98 5.16

Ust 4.68 4.97 5.19

Alt 4.65 4.92 4.99

25 + 2°C %60 RH Orta 4.66 4.89 5.03
Ust 4.69 4.88 5.01

Alt 3.76 3.83 3.76

40 = 2°C%75 RH Orta 3.75 3.81 3.75
Ust 3.73 3.89 3.74

A: 0.25 mg/mL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu
B: 0.50 mg/mL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu
Tablo 4.23 3.ay pH 6l¢iim sonuclari
pH Olciim Yeri Plasebo A B

Alt 4.89 5.20 5.21

Baslangic Orta 4.86 5.21 5.22

Ust 4.93 5.25 5.17

Alt 4.62 5.05 5.12

5+3°C Orta 4.62 5.03 5.14

Ust 4.61 5.01 5.15

Alt 4.31 4.61 4.85

25 £ 2°C %60 RH Orta 4.35 4.58 4.89
Ust 4.34 4.59 4.88

Alt 3.37 3.60 3.52

40 = 2° C %75 RH Orta 3.35 3.58 3.51
Ust 3.36 3.57 3.54

A: 0.25 mg/mL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu
B: 0.50 mg/mL GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonu

Olciilen pH degerleri incelendiginde, 3 ay sonunda krem formiilasyonlarinin pH
degerlerinin benzer sekilde azaldig1 gozlemlenmistir. 40 = 2 ° C % 75 RH zorlayici
stabilite kosulundaki azalmanin diger sicaklik degerlerine gore daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Bu kosuldaki pH degerlerinin, insan deri pH degerleri araliginda

(4.1-5.8) olmamasi sebebiyle, 40 = 2 ° C % 75 RH kosulunun uygun saklama

kosulu olmadig: tespit edilmistir.
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S

SONUGC VE ONERILER

Epidermisin baskin hiicreleri olan keratinositler, giines yanig:1 ve fotoyaslanmaya
sebep olan UVB isinlar icin 6nemli hiicresel hedeflerdir. Asir1 UVB maruziyeti,
keratinositlerde morfolojik ve biyokimyasal degisiklikleri iceren cesitli sinyal

yanitlarina yol acarak plazma membrani ve DNA hasarlarina sebep olmaktadir.

UVB, asir1 ROS iiretimini indiikleyerek MMP'larin seviyesi iizerinde bir etkiye yol
acmaktadir (Krusinska, Hawrysz et al., 2018). MMP'lar cilt foto yaslanma
siirecinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Fotoyaslanan ciltte MMP'larin yiiksek
ekspresyonu, MMP'lar1 UVB radyasyonunun neden oldugu cilt fotoyaslanmasinin
ana hedefi haline getiren cilt elastikiyet kaybinin ve kirisik olusumunun baslica

nedenlerinden biridir (Gentile and Garcovich 2021; Kim, Jang et al., 2022)

Fotoyaslanmanin 6nlenmesi icin cesitli topikal uygulamalar mevcuttur. Bu amacla
kullanilan kozmetik iiriinler arasinda antioksidanlar, vitaminler, hidroksi asitler
ve bitki ekstreleri yer almaktadir. Bu iriinler, ciltteki kirisikliklarin azaltmasi ve

cildin yeniden yapilanmasina katkida bulunmaktadirlar.

Nanoformiilasyonlar, etkin maddelerin kontrollii salimini, yiiksek yiikleme
verimliligi ve iyilestirilmis cilt penetrasyonu gibi etkileri sayesinde son yillarda
artan tiiketici taleplerine karsilik olarak, kozmetik tirtinlerin tretiminde yaygin
olarak kullanilmakta ve anti aging iiriinler icin gelistirilen formiilasyonlarin biiyiik

bir cogunlugunu olusturmaktadir.

Birlesmis Milletler 2019 yili raporuna gore, diinyada yaklasik 703 milyon kisi 65
yas ve iizerinde iken yash niifusun 2050'de ikiye katlanarak 1.5 milyara ulasacagi
tahmin edilmektedir. Yasl niifustaki artisla birlikte dermatolojik bakima
gosterilen ilginin ve duyulan ihtiyacin artis gostermesi muhtemeldir. Artan yasla
birlikte, bag dokusundaki degisiklikler, cildin giicinde ve elastikiyetinde azalma
ve yag bezlerindeki salgilarda azalma gibi faktorler nedeniyle ciltle ilgili

rahatsizliklarin gelisme riski artmaktadar.
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Tirkiye'de, kozmetik ve kisisel bakim tirtinleri pazar1 her yil ortalama % 10
oraninda biiytime gosterirken, dogal kozmetik ve kisisel bakim tirtinlerinin ise,
diinya pazariyla paralel olarak, % 5’ lik bir pazar payina sahip oldugu tahmin
edilmektedir. Tiirkiye pazarindaki tirtinlerin ise sadece % 10’unu Tiirkiye menseli
tirtinler olusturmaktadir. Gelistirilecek yeni {iriinler ile pazarda disa bagimliligin
azaltilmasi ve pazardaki yerli iirtin sayilarinin arttirilmasi icin arge calismalarina

gereksinim duyulmaktadir.

Detayli yapilan literatiir arastirmalarinda, GA’in anti aging Ozellik gosteren bir

nanoformiilasyonunun hazirlandig: bir calisma bulunamamastir.

Bu doktora tezi calismasinda gelistirilen anti aging oOzellik gosteren GA
nanoformiilasyonunun kozmetik pazari icin alternatif bir giinliik bakim {iriini

olarak degerlendirilebilecegi 6n goriilmektedir.
Bu doktora tezi kapsaminda gerceklestirilen calismalar asagida siralanmistir.

1. GA icin analitik metot gelistirimis ardindan analitik validasyon calismalari
yapilmistir.

2. GA yiikkli PLGA nanoformiilasyonu cift emiilsiyon yontemi ile
hazirlanmistir.

3. Hazirlanan nanoformiilasyona DLS ve SEM analizleri yapilmis,
enkapsiilasyon verimini ve yiikleme kapasitesi hesaplanmis, salim profili
incelenerek karakterizasyon calismalar1 gerceklestirilmistir.

4. GA vyikli PLGA nanoformiilasyonun ve GA’in genotoksisitelerinin
degerlendirmeleri amaciyla Ames deneyleri gerceklestirilmistir.

5. GA yiikli PLGA nanoformiilasyonun ve GA’in sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla MTT deneyleri gerceklestirilmistir.

6. GA ve MMP'lar arasindaki dogrudan etkilesimi molekiiler bazda ortaya
¢ikarmak icin molekiiler kenetlenme ve molekiiler dinamik simiilasyon
calismalar1 yapilmis, GA icin ADMET degerlerine sahip farmakokinetik
ozellikler degerlendirilmistir.

7. Nanoformiilasyon iceren kremler hazirlanmis; kremlere organoleptik, pH,

faz ayrimi ve viskozite analizleri yapilmistir.
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8. Hazirlanan kremler 5 = 3 °C, 25 + 2 °C % 60 RH, 40 = 2 ° C %75 RH
kosullarinda 3 ay stireyle stabilite kabinlerine kaldirilmis; 15.giin, 1.ay ve
3.ay zaman periyotlarinda kremlere organoleptik, pH, faz ayrimi ve

viskozite analizleri yapilmistir.

Bu doktora tezi calismasi kapsaminda, ilk olarak GA icin analitik metot
gelistirilmis; analitik validasyon calismalar1 yapilarak gelistirilen bu yontemin,
secicilik, dogrusallik, kesinlik, dogruluk ve saglamlik kriterlerini karsiladigi

ispatlanmastir.

Validasyon c¢alismalarini takiben, bos PLGA ve GA yiiklii PLGA nanoformiilasyon
cift emiilsiyon yontemi ile hazirlanmistir. Bos ve GA yikli PLGA
nanoformiilasyonlara es zamanl olarak DLS analizleri yapilarak, etkin madde
yliklemesi ile nanoformiilasyonlarin 6zelliklerinin literatiirle uyumlu olarak

degisimleri belirlenmistir.

Pdl degeri, kolloidal sistem icindeki partikiillerin boyut popiilasyonlarinin
dagilimini ifade etmektedir. Bu deger 0.0 ile 1.0 arasinda degismekte, deger
arttikca partikiillerin boyut dagilimi farkliliklar gostermekte ve dolayisiyla
heterojen bir boyut dagilimi gozlemlenmektedir (Anwer, Mohammad et al.,
2019). Genellikle polimer bazli nanoparcacik malzemeler icin 0.2 ve altindaki
degerler monodispers durumu gostermektedir (Clarke, 2013; Danaei,

Dehghankhold et al., 2018).

Tablo 4.8 ve Sekil 4.2’de sunuldugu iizere, bos PLGA nanoformiilasyonunda ve
GA yiikli PLGA nanoformiilasyonunda PdI sirasiyla 0.031 = 0.017 ve 0.070 =
0.042 olarak olciilmiistiir. Bu PdI degerleri, nanoformiilasyonun monodispers

halde oldugunu ve yiiksek kaliteli bir dagilima sahip oldugunu kanitlamistir.

Literatiirde etken madde ilavesinden sonra Z-Ave degerinin arttigini gosteren
bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Partikiil boyutundaki bu artisin, kapstiilleme islemi
sirasinda aktif maddenin fonksiyonel gruplarinin polimer zincirleri ile

etkilesiminden dolay1 meydana geldigi diistintilmektedir.
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Senel ve arkadaslari, flurbiprofen nanopartikiilleri hazirlamis, bos
nanopartikiillerin Z-Ave degerinin 176.9 * 3.7 ile 217.3 = 9.0 nm arasinda
degistigini, aktif madde yiiklemesi ile flurbiprofen nanopartikiillerinin Z-Ave

degerinin arttig1 bildirilmistir (Senel and Oztiirk 2019).

Baska bir calismada, bos PLGA nanopartikiillerinin Z-Ave degeri 142.0 = 2.6 nm
ile 1544 =+ 54 nm arasinda degisirken, klaritromisin yiikli PLGA
nanopartikiillerinin Z-Ave degeri 178.7 = 1.6 nm ile 198.9 * 1.5 nm arasinda

degistigi belirlenmistir (Oztiirk, Yenilmez et al., 2019).

Ercin ve arakadaslari, Laurus nobilis L. bitki 6zii ytiklii PLGA nanopartikiillerinin
211.4 = 4.031 nm oldugunu, bos PLGA nanopartikiillerinde Z-Ave degerlerinin
ise 182.4 = 0.499 nm oldugunu bildirmistir (Ercin, Kecel-Gunduz et al., 2022).

Tablo 4.8 ve Sekil 4.2’ de sunuldugu iizere, Bog PLGA nanoformiilasyonunda ve
GA yiikli PLGA nanoformiilasyonunda Z-Ave degerleri sirasiyla 191.0 = 2.41 nm
ve 212.6 * 2.892 nm aralhiginda oOl¢iilmistiir. GA yiiklemesi ile ortalama

nanoparcacik boyutunda yaklasik 10 nm'lik bir artis oldugu belirlenmistir.

Bir s1v1 icinde kolloidal olarak dagilmis bir sistemin kararli bir formiilasyon olarak
kabul edilebilmesi icin ZP' nin + 30 mV araliginda olmasi gerekmektedir (Emami,

Mohiti et al., 2015; Rigon, Fachinetti et al., 2016; Oztiirk, Yenilmez et al., 2020).

Quercetin yiiklii PLGA-TPGS nanopartikiillerinin UVB kaynakli proinflamatuar
yanitlara ve oksidatif hasara kars1 koruyucu etkilerinin arastirildigi bir calismada,
Quercetin yiikli nanopartikiillerin ZP degeri -17.00 = 0.04 mV olarak
belirlenmistir (Zhu, Zeng et al., 2016).

ikbal ve arkadaslari, topikal formiilasyonlar icin hazirlamis olduklar kersetin ve
kurkumin yiiklii PLGA nanopartikiillerinin ZP degerlerini -1.83 mV ile -3.2 mV
arasinda oldugunu belirtmislerdir (Igbal, Sharif et al., 2021).

Bagka bir calismada akne tedavisi icin hazirlanan timol yiikli PLGA
nanopartikiillerinin ZP degerleri - 22 ile - 31 mV arasinda ol¢tilmiistiir (Folle et al.,

2021).
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PLGA nanoformiilasyonununa ve GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonununa ait ZP
degerleri, Tablo 4.9 ve Sekil 4.3’de sunuldugu iizere, sirasiyla -12.10 = 0.208 ve
-8.44 = 0.525 mV olarak olciilmiistiir. Literatiir bilgileri ile karsilastirildiginda,
hazirlanan nanoformiilasyonlar kararli birer formiilasyon olarak kabul

edilebilmektedir.

GA yiikli PLGA nanoformiilasyonunun morfolojisi ve partikiil boyutu SEM cihaz1
ile olciildiigiinde, Sekil 4.4’ de sunuldugu iizere, 104 ila 150 nm arasinda degisken
ve tek tip kiiresel olarak bulunmustur. Elde edilen goriintiilerden GA ytiikli PLGA

nanoformiilasyonunun homojen olarak dagildig: belirlenmistir.

SEM ve DLS partikiil boyutu analiz sonuclarindaki farkliligin sebebi ise 6l¢iim
metotlarindaki farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. DLS tekniginde, o6lciilen
nanopartikiil capi, parcaciklarin difiizyon hiziyla hesaplanmaktadir ve bu da genel
olarak daha biiyiik bir parcacik boyutunun gézlemlenmesiyle sonuclanmaktadir.
SEM tekniginde partikiil boyutu 6l¢iimiinde ise kuru numunede elektron demeti-
numune etkilesiminden sonra numunenin istenilen ¢oziiniirliikte mikrografi elde
edilmektedir (Eaton, Quaresma et al., 2017; Ghanei-Motlagh, Taher, 2017; Egil,
Ozdemir et al., 2020).

Enkapsiilasyon verimi ve yiikleme kapasitesi, nanoparcaciklarin karakterizasyonu

icin onemli parametrelerdir.

Zeeshan ve arkadaslan cift emiilsiyon yontemiyle hazirladiklar1 GA yiikli PLGA
nanopartikiillerinin kapsiilleme verimini %67,7 * %2,5 olarak belirlemislerdir

(Zeeshan, Atiq et al., 2021).

Baska bir calismada, iki farkli anyonik yiizey aktif madde kullanilarak hazirlanan
PLGA nanopartikiillerinin enkapsiilasyon verimi % 67=*2 ile % 26=+1 arasinda,
ylkleme kapasiteleri ise % 0.1 ile % 0.7 arasinda hesaplanmistir (Dos Santos,

Rescignano et al., 2017).

Emiilsiyon ¢Oziicti buharlastirma teknigi ile hazirlanan Karotenoid yiiklii PLGA
nanoparcaciklarinin kapstilleme verimliligi % 96.42 = % 0.73, ylikleme kapasitesi

ise % 7.19 * 0.12 olarak hesaplanmistir (Hu, Liu et al., 2019).
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Bu calismada, GA molekiilii PLGA polimeri ile basarili bir sekilde kapsiillenmis,

enkapsiilasyon verimi % 81.0 ve yiikleme kapasitesi % 26.6 olarak hesaplanmustir.

Salim profili, etken maddenin ciltte biyolojik olarak kullanilabilir hale gelmeden
once serbest birakilmasi gerektiginden, nanoteknoloji tabanli formiilasyonlar
dahil olmak {izere topikal iiriinlerin farmasotik performans 6zellikleri hakkinda

faydali bilgiler saglamaktadir.

Cilt kanseri tedavisine alternatif olarak hazirlanan Kuersetin PLGA
nanopartikiillerinin kiimiilatif salinimi1 24 saat sonunda pH 5.6 ve 5.5 icin sirasiyla
% 77.87 * 1.85, % 79.23 *= 1.32 ve % 69.23 * 1.54, % 72.3 += 1.72 olarak
Olciilmiistiir (Gupta, Kaur et al., 2016).

Baska bir calismada, kansere karsi potansiyel kullanimlari i¢in hedeflenen ilag
dagitimi icin uzmanlasmis piperin yiiklii PLGA nanokompozitleri, ila¢ salinimi1 pH
5.5'te 312 saat sonunda yaklasik % 91 oraninda meydana gelmistir (Kaur, Singh
et al., 2021).

Akne tedavisine alternatif olarak hazirlanan azelaik asit PLGA nanopartikiillerinin
kiimiilatif salinimi pH 5.5 icin 75 saatte % 100 olarak 6l¢iilmiistiir (Reis, Gomes

et al., 2013).

Tez calismasinin sonraki adiminda, enkapsiile edilen GA’ in salim profilini
incelemek icin insan derisinin pH ortami simiile edilerek PBS pH=5.5" de in vitro

salim calismasi gerceklestirilmistir.

Sekil 4.5’ de sunuldugu tizere, enkapsiile edilen GA ilk 5 saat icinde % 21.4, 24
saat icinde % 67.1 ve 48 saat icinde % 96.4 oraninda olmak {izere zamanla
kontrollii salinim gostermistir. Hazirlanan GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonunun
salim profili, literatiirde yer alan calismalar incelendiginde topikal uygulama icin

uygun olarak degerlendirilmistir.

Bir maddenin genotoksisitesinin degerlendirmesi, potansiyel karsinojenez ve
genetik anormalliklerin indiiklenmesi acisindan insan giivenligi ile ilgili
oldugundan, tasiyici sistemlerin gelistiriimesinde 6nemli ve gerekli bir adimdir

(Ahmadi, Gandomi et al., 2021).
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Ames testi olarak bilinen, Salmonella bakteri susu kullanilarak gerceklestirilen
bakteriyel ters mutasyon testi, genotoksik maddeleri tanimlamak i¢in kimya,
kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde kullanilan hizli ve basit bir prosediirdiir (Levy,
Zeiger et al., 2019; Zeiger, 2019). Bu kapsamda formiilasyon calismalarindan
once, GA ve hazirlanan GA yikli PLGA nanoformiilasyonunun

genotoksisitelerinin degerlendirmeleri icin Ames testi uygulanmistir.

Errico ve arkadaslari topikal uygulama icin hazirladiklar retinil palmitat yiikli
PLGA nanopartikiillerinin Ames testi ile genotoksisitelerini degerlendirmis,
nanopartikiillerin genotoksik olmadigini bildirmislerdir (Errico, Gofii-de-Cerio et

al., 2012).

PLGA nanopartikiillerinin hazirlandig1 baska bir calismada ise nanopartikiillerin
genotoksisitesi degerlendirilmis ve nanopartikiillerin genotoksik olmadig1 tespit

edilmistir (Pandey, Kumar et al., 2021).

Huang ve arkadaslari, poli(e-kaprolakton)-poli(etilen glikol)-poli(e-kaprolakton
nanomalzemeleri hazirlamis ve bu nanomalzemelerin S. typhimuriumdaki
genotoksik potansiyellerini TA97, TA98, TA100, TA102 ve TA1535 suslar
kullanarak incelemistir. Sonuclar, S. typhimurium suslarinin hicbirinin genotoksik

olmadigini gostermistir (Huang, Gao et al. 2010).

PLGA nanokompozitlerinin gelistirildigi baska bir calismada, gelistirilen
nanomalzemenin S. typhimurium TA 98, TA 100, TA 1535, TA 1537 suslarina
kars1 genotoksik etkisinin olmadig bildirilmistir (Krucinska, Zywicka et al., 2017).

Tablo 4.9° da sunulan Ames testi sonuclar1 degerlendirildiginde, yiikleme
kapasitesi degerine gore belirlenen konsantrasyonlarda (0.219, 0.438, 0.875,
1.750 mg/mL) GA ve 0.125 mg/ml, 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mlL, 1 mg/mL
konsantrasyonlarinda GA yiiklii PLGA nanoformiilasyonunun genotoksik olmadigi

bulunmustur.

GA yiikli PLGA nanoformiilasyonunun genotoksisitesinin degerlendirmesinin
ardindan GA ve GA yiikli PLGA nanoformiilasyonunun sitotoksitesi HaCaT

hiicreleri kullanilarak, MTT testi ile degerlendirilmistir.
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Mosmann tarafindan 1983’te gelistirilen MTT testi, yaygin kullanilan hiicre
canlilig1 ve sitotoksisite belirleme yontemlerinin basinda gelmektedir. MTT testi
in vitro olarak hiicrenin yansira doku kiiltiirlerinde de kullanilmaktadir (Skehan,

Storeng et al., 1990; Erkekoglu, Baydar, 2020).

Literatiir calismalari incelendiginde, bos PLGA nanopartikiillerinin MTT testi ile
HaCaT hiicrelerinde degerlendirildigi ve sitotoksik etkilerinin olmadig cesitli

calismalar mevcuttur.

Chereddy ve arkadaslari, yara iyilesmesi icin gelistirmis olduklar1 bos PLGA
nanopartikiillerinin ve LL37 yiikli PLGA nanopartikiilerinin sitotoksitelerini
HaCaT hiicreleri iizerinde MTT testi kullanarak degerlendirmistir. 500 pg/mL
PLGA nanopartikiillerinde ve 500 pg/mL PLGA yiikli LL37 nanopartikiil
konsantrasyonlarinda sitotoksik etki gozlenmedigini raporlamislardir (Chereddy,

Her et al., 2014).

Julio ve arkadaslar1 benzer sekilde bos PLGA nanopartikiilleri ile iyonik siv1 yiiklii
PLGA nanopartikiilerini HaCaT hiicrelerinde MTT testi ile degerlendirmistir.
Hiicre canliliginda azalma olmadigini, sonuclarin bos ve yiiklii nanopartikiiller icin

benzer oldugunu raporlamiglardir (Julio, Caparica et al., 2019).

Mota ve arkadaslari, cilt uygulamasi icin S.nigra ekstrakt yiikli PLGA ve PCL
nanopartikiillerinde ve serbest ekstraktin potansiyel sitoksisitesini, HaCaT
hiicrelerinde MTT testi ile degerlendirmistir. Tim numuneler i¢in 2.11-33.75 ug
rutin/mL konsantrasyon araliginda HaCaT hiicrelerinin canlilik calismalar
yapilmis ve hiicre canlihiginda herhangi bir degisiklik gozlenmedigini

raporlanmistir (Mota, Duarte et al., 2020).

Sekil 4.6 ve Sekil 4.7’de sunulan, GA ve GA yiikli PLGA nanoformiilasyonunun
MTT test sonuclar incelendiginde, hiicre canlilik degerlerinin konsantrasyon

arttikca azalmaya basladig1 gozlenmistir.

GA yikli PLGA nanoformiilasyonunun 0.5 mg/ml' nin iizerindeki
konsantrasyonlarinin (1.0 mg/mlL, 2.0 mg/mL, 3.0 mg/mL ve 4.0 mg/mL) diisiik

toksisiteye neden oldugu bulunmustur (p<0.05).
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Bu sebeple, calisma kapsaminda hazirlanacak kremlerdeki en yiiksek GA

konsantrasyonun 0.5 mg/mL olmasina karar verilmistir.

UVB, asir1 ROS iiretimini indiikleyerek, yiiksek diizeyde MMP ekspresyonuna
neden olarak, kollajenin bozulmasina ve prokollajen sentezinin inhibisyonuna

neden olmaktadir (Krusinska, Hawrysz et al., 2018; Xiao, Yang et al., 2020).

Bu tez calismasi kapsaminda, molekiiler kenetlenme analizi icin, MMP' larin
kollajenaz grubu baskin olan MMP-1, stromelisin grubu icin MMP-3 ve jelatinaz
grubu icin MMP-9 gibi ti¢ grubun her birinden bir MMP secilmistir (Gentile and
Garcovich, 2021; Kim, Jang et al., 2022). GA ve MMP' lar arasindaki dogrudan
etkilesimi molekiiler bazda ortaya cikarmak icin in silico molekiiler kenetlenme
analizi yapilmistir. GA 'in MMP-1 {izerinde inhibisyonu, Tyr240 ile MMP-1' in S1'
cebine H baglama etkilesimleri ve MMP-1' in S3' cebine Asn180 kalintis1 ile H

baglama etkilesimleri elde edilerek gosterilmistir.

S1' ve S3' cepleri, MMP-1 inhibisyonu icin 6nemli baglanma bdélgeleridir ve
literatiirde bulunan TRE ve Abalone peptitleri de bu ceplere baglanarak MMP-1
inhibisyonu saglamaktadir. GA ve MMP' lar arasindaki en fazla H bagi, en diisiik
baglanma enerjisine (-8.64 kcal/mol) karsiik gelen MMP-9' un bes H bagi

etkilesimidir.

Yesil cay 0Ozl inhibisyonuna benzer sekilde GA, Alal91 kalintis1 iizerine
baglanarak MMP-9' u inhibe etme yetenegine de sahiptir. Kenetlenme calismasi,
GA’ in MMP' lar ile baglanma etkilesimlerinin anlasilmasini saglayarak, MMP' larin
inhibisyonuna dayali olarak cildin foto yaslanmasi iizerindeki etkilerin profilini

tanimlamaya yardimci olmustur.

GA'in MMP hedef proteinleri ile molekiiller arasi etkilesimleri ve 6nemli baglanma
etkilesim puanlar1 molekiiler kenetlenme analizi ile ortaya cikarilmigs ve bu
etkilesimlerin stabilitesi 50 ns dinamik simiilasyon analizi kullanilarak
degerlendirilmistir. GA-MMP komplekslerinin dinamik kosullar altinda kararliligi,

MD simiilasyonu sonucunda elde edilen parametrelerle degerlendirilmistir.
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GA'in Lipinski kurallarina uymadig1 goz 6ntine alindiginda, diisiik biyoyararlanimi
ile biiylik molekiiler agirlig1 ve uygun olmayan donoér ve alici sayilar1 GA'i tek

basina bir ila¢ aday: olarak degerlendirmek icin zayif goriinmektedir.

Bu nedenle GA, biyoyararlanimini ve verimliligini artiran bir nanoformiilasyonda

PLGA ile kapsiillenmistir.

Cildin, hepatik ilk gecis etkisinin onlenmesi, ilac-plazma seviyelerindeki
dalgalanmalarin en aza indirilmesi, secici hedefleme potansiyeli, uzun siireli salim
profilleri gibi geleneksel oral formiilasyonlara gore ¢ok sayida avantaj sagladigi,
ilaclarin hem lokalize hem de sistemik dagitimi icin faydasi kanitlanmistir

(Chaturvedi and Garg, 2021).

Ciltte ilag/etken madde tasimminin oral formiilasyonlara gore daha avantajh
olmasi sebebiyle bu tez calismasinda gelistirilecek iiriintin topikal uygulama icin

secilmesine karar verilmistir.

Diisiik ¢oziiniirliige ve biyoyararlanim sorunlarina sahip ilaclarda istenen etkiye
ulasmak icin daha yiiksek miktarda ila¢ gerekmektedir. Topikal uygulanan
ilaclarda, kullanim siklig1 ve gerekli dozun artmasiyla birlikte ciltte alerjik
reaksiyonlar meydana gelebilmektedir. Ila¢ etken maddeleri PLGA ile enkapsiile

edilerek bu durumun 6ntine gecilebilmektedir.

Tez calismasinda, nihai krem formiilasyonu gelistirme calismalari icin literatiir
arastirmalar1 yapilarak formiilasyonda kullanilacak yardimci hammaddeler
secilmistir. Oncelikle bes farkli formiilasyon kullamlarak plasebo kremler
hazirlanmistir. Plasebo kremlere organoleptik, pH ve faz ayrimi analizleri
yapildiktan sonra sonuclar degerlendirilerek en uygun formiilasyon nanopartikiil

iceren formiilasyonlar icin referans olarak secilmistir.

Nanoformiilasyon iceren kremlerin hazirlanmasi asamasinda, oncelikle secilen
plasebo formiilasyonu nanoformiilasyon iceren krem formiilasyonlari ile birlikte

stabilite kabinlerine alinmak tizere tekrar hazirlanmistir.

0.25 mg/mL ve 0.50 mg/mL GA yikli nanoformiilasyon iceren krem
formiilasyonlar1 hazirlandiktan sonra plasebo formiilasyonu ile birlikte her ii¢

formiilasyon i¢in organoleptik, pH, faz ayrimi ve viskozite analizleri yapilmistir.
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Tez calismasinin son asamasinda ise, plasebo ve nanoformiilasyon igeren
kremlerin altiminyum tiipler icerisine 30’ar gramlik dolumlar:1 yapilmis ve tiipler
5+3°C,25 = 2°C%60RH, 40 = 2 °C %75 RH kosullarinda stabilite kabinlerine
kaldirilmistir. 15.giin. l.ay. 3.ay zaman periyotlarinda baslangic analizleri

tekrarlanmastir.

5+3°, 25 *=2° %60 RH ve 40 = 2 °C % 75 RH kosullarinda stabiliteye
kaldirilan kremlerin 15.giin. 1.ay ve 3.ay zaman periyotlarinda analiz sonuclari
incelendiginde, kremlerin goriintislerinde herhangi bir degisiklik olmadigi, bu
siire¢ icerisinde kararliliklarin1 koruyarak faz ayrimina ugramadiklari ve viskozite

degerlerinde kayda deger bir degisiklik olmadig1 gozlemlenmistir.

Olgiilen pH degerleri incelendiginde ise 3 ay sonunda krem formiilasyonlarinin
pH degerlerinin benzer sekilde azaldigi gozlemlenmistir. 40 = 2 °C % 75 RH
zorlayici stabilite kosulundaki azalmanin diger sicaklik degerlerine gore daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Bu kosuldaki pH degerlerinin insan deri pH degerleri
araliginda (4.1-5.8) olmamasi sebebiyle, 40 = 2 °C % 75 RH kosulunun uygun

saklama kosulu olmadig: tespit edilmistir.

Sonug olarak, bu tez calismasinda anti aging 6zellikli topikal uygulamaya uygun
GA yiikli PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonunun gelistirilmesi,
stabilitelerinin degerlendirilmesi, in vitro giivenliginin, in vitro ve in silico
etkinliginin belirlenmesi amaclanmistir. Elde edilen sonuclar degerlendirildiginde,
bu tez calismasi kapsaminda gelistirilmis olan farkli konsantrasyonlarda GA ytiklii
PLGA nanoformiilasyonu iceren krem formiilasyonlarinin hem fizikokimyasal
kararliliklar1 hem de biyolojik aktiviteleri ile anti aging cilt bakim iriinii adayi

olarak kullanilabileceklerinin kanaatine varilmistir.
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