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PAPATYA iICEREN KOZMETIKLERDE APIGENIN MIKTAR TAYINi

OZET

Insan bitki iliskisi tarih 6ncesi dénemlerde baslamis olup insanlar bitkilerin tedavi
edici giiclinden binlerce yildir faydalanmaktadirlar. Bitkiler tarafindan iiretilen
sekonder metabolitler en az primer metabolitler kadar énemli olup bircok sektérde
hammadde olarak kullanilmaktadirlar. Sekonder metabolitler arasinda énemli bir yeri
olan flavonoidlerin flavonlar grubundan apigeninin sitotoksik, antimutajenik,
antioksidan, antiviral, antifungal, antibakteriyel ve basta antienflamatuar etki olmak
tizere cilt tizerinde gesitli etkileri oldugu bilinmektedir. Kimyasal adi 5,7-dihidroksi-
2-(4-hidroksifenil)-4H-1-benzopiren-4-on dur. Apigenin birgok bitki tlrinde
bulunmakla birlikte en yaygin olarak Matricaria chamomilla L. (Alman papatyasi)
ve diger papatya tiirlerinde bulunmaktadir. Apigenin dogada glikozitleri seklinde
karsimiza ¢ikmaktadir.

Cilt Gzerindeki olumlu etkileri nedeniyle bircok kozmetik preparatta Matricaria
tirlerine ait ekstrelere rastlanmaktadir. Bu tez ¢alismasinda papatya iceren kozmetik
tiriinlerdeki apigenin varligin1 arastirmak ve miktarini tayin edebilmek igin yeni bir
yiiksek performansl sivi kromatografisi yontemi gelistirilmistir. Yontemde durgun
faz olarak C 18 kolon (250 mm x 4,5 mm x 5,6 um), mobil faz olarak etanol: su
(70:30, h/h) 1 mL/dk akis hizinda kullanilmistir. Izokratik eliisyon uygulanmistir.
UV dedektorle 225 nm de g¢alisilmig, kolon 1s1s1 25°C de sabitlenmistir. Enjeksiyon
hacmi 50 pL’dir. Apigenine ait pik 4,15 + 0,4 dakikada gozlenmektedir. Yontem
ICH (International Conference on Harmonization) kriterlerine goére dogrusallik,
gbzlenebilme siniri, tayin siniri, secicilik, hassasiyet, saglamlik, dogruluk ve kesinlik
parametreleri ¢ercevesinde valide edilmistir. Gozlenebilme ve tayin sinir1 degerleri
strasiyla 0,060 ve 0,2 pg/mL olup dogrusal aralik 0,2-20 pg/mL’dir. Ayn1 ve farkli
giinlerde yapilan analizlere ait bagil standart sapma degerleri % 1,64 den kuguktur.
Alikonma (Retansiyon) zamani 4,15 + 0,4 dakikadir. Gelistirilen ve valide edilen
yontem 13 farkl: tip, toplamda 15 adet kozmetik iirtiniin (viicut yagi, yiiz ve viicut
nemlendirici-temizleyici kremler, dis macunu, sampuan, sa¢ kremi, makyaj
temizleyici) analizine uygulanmistir. Numune hazirlama icin kati faz ekstraksiyonu
teknigi uygulanmis ve C 18 kartuslarla calisilmistir. Kozmetik {iriinlerde geri
kazanim % 81,6 — 93,4 arasindadir.

Yontemin apigenin icerme potansiyeli olan kozmetiklerdeki analizlerde rutin olarak
kullanilabilecegi, kalite kontrol ve standardizasyon saglayabilecegi ve benzer analitik
yontemleri gelistirme agisindan da 151k tutacagi 6ngoriilmektedir.

Xi



DETERMINATION OF APIGENIN IN COSMETIC FORMULATIONS
CONTAINING CHAMOMILE

SUMMARY

The relationship between humans and plants has been started since prehistoric times
and humans benefit from the therapeutic effects of plants for thousands of years. The
secondary metabolites that are produced by plants are important almost primary
metabolites, besides they are used in various areas as raw materials. It is known that
apigenin, which is a flavonone as a member of a sub group of the important
secondary metabolite type flavonoids, has antimutagenic, antioxidant, antiviral,
antifungal, antibacterial effects and various effects on skin mainly antienflammatory
effect. Its chemical name is 5,7-dihydroxy-2-(4-hidroxyfenyl)-4H-1-benzopyren-4-
one. Apigenin is found in so many plant species most widely in Matricaria
chamomilla L. and other chamomile species. In nature we observe apigenin as
gylcoside forms.

Due to the positive effects on skin we observe Matricaria species in various cosmetic
formulations. In this thesis a new high performance liquid chromatography method
has been devepoled in order to investigate the existance and amount of apigenin in
cosmetic products. In the method C 18 column (250 mm x 4,5 mm X 5,6 um) were
used as the stationary phase, ethanol: water (70:30, v/v) mixture was used as mobile
phase with 1 mL/min flow rate. Isocratic elution was applied. The research was
conducted with UV dedection at 225 nm wavelenght and column temperature was
stabilized at 25 °C. The injection volume was 50 pL. The peak that belongs to
apigenin was observed at 4,15 + 0,4 min. The method was validated according to
ICH criteria in terms of linearity, limit of dedection, limit of quantitation, selectivity,
sensitivity, robustness, accuracy and precision. Limit of dedection and limit of
quantitation values were 0,060 ve 0,2 ug/mL respectively, linearity range was 0,2-20
pug/mL. The relative standard deviation values of intra and interdays analyses were
less than 1,64 %. The retention time was 4,15 £0,4 minutes. The developed method
was applied to the analysis of 13 different, totally 15 cosmetic products (body oil,
face and body moisturising and cleaning creams, tooth paste, shampoo, hair cream,
make up remover). Solid phase extraction technique was applied for sample
preparation with C 18 cartridges. The recovery values for cosmetic products were
between 81,6 — 93,4 %.

It is foreseen that the method will be able to be used in order to carry out routine
analysis, quality control and standardization of apigenin and will give light the way
for developing similarily new analytical methods.

xii



1. GIRIS

Tarih 6ncesi donemden bu yana bitkiler her zaman hayatimizin daimi bir {iyesi
olmustur. Irak’ta bulunan Sanidar magarasinda yapilan kazilarda 60 bin y1l 6ncesine
ait mezarda civanpercemi, kanarya otu, mor siimbiil, peygamber ¢igegi gibi bitki
tiirleri bulunmus olup insanlarin bitkilerle iliskisine ilk 6rnek teskil etmektedir [1].
19. yiizyilda Papaver somniferum L.’dan morfin alkoloidinin izole edilmesiyle
bitkilerdeki aktif maddeler iizerine arastirmalar baslamis glikozitler, saponinler gibi
bir¢ok madde kesfedilmistir [2]. Giinimiizde bitkiler tekstilden gidaya, kozmetikten

ilag sanayisine kadar bir¢ok sektorde kullanilmaktadir.

Essiz cografi yapisi, genis yiizol¢iimii, yiiksek tarim potansiyeli sebebiyle binlerce
yildir bircok uygarligin kuruldugu Tiirkiye’de 12 bin civari bitki tiirliniin iicte biri
endemiktir [3]. Compositae familyasinda olan papatya, iilkemizde basta Marmara ve
Ege bolgelerinde yetismekte olup en ¢ok bilinen iki c¢esit tarafindan temsil
edilmektedir: Matricaria chamomilla L. (Alman papatyasi) ve Chamaemelum nobile
L. (Romen papatyas1). Matricaria chamomilla igerdigi zengin etken maddeler
sebebiyle analjezik, antienflamatuar, antimikrobiyal, sedatif gibi bir¢ok aktivite
gosterir [4-7]. Tlaveten basta sa¢ rengini sarartmasi ve sagi giiclendirmesiyle sag
bakim fiiriinlerinde ve cilt tizerindeki olumlu etkileri nedeniyle de diger kozmetik

preparatlarda kullanilmaktadir [8].

Matricaria chamomilla basta olmak tizere Allium sativum L., Allium graveolens L.,
Matricaria spicuta L. ve Petroselinum crispum L. gibi diger bazi tiirlerde de bulunan
apigenin (APG) bir flavondur [9-11]. Antikanserojenik, antioksidan, antibakteriyel,
antifungal gibi bir cok aktivite gostermektedir [12-15]. Papatya iceren bircok
kozmetik preparatin antienflamatuar, antioksidan ve sa¢ uzamasini hizlandiric1 vb.

etkileri APG igermesine dayanmaktadir [16].

Bu calismada yaygin bulunan papatya iceren kozmetik iiriinlerin i¢erigindeki (viicut
yagl, yiz ve viicut nemlendirici-temizleyici kremler, dis macunu, sampuan, sag
kremi, makyaj temizleyici) APG maddesinin diger bilesenlerle girisim yapamayacak
sekilde sec¢ici ve ng/mL diizeyinde hassas analizini saglayacak bir yliksek

1



performansl sivi kromatografisi (HPLC) yontemi gelistirmek ve valide etmek
amaglanmistir. Buna bagl olarak papatya icerdigi iddia edilen kozmetik iirlinlerin

analizlerinin rutin laboratuarlarda hizli ve kolay bir sekilde yapilmasi saglanacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Papatya

Bitki familyalar1 igerisinde yaklagik bin cins igermesiyle en zengin familya
Asteraceae (Compositae)’dir ve Tiirkiye’de 130 cinsi bulunur [17]. Asteraceae
(Compositae) familyasindan olan papatya eski ¢aglardan beri kullanilan 12 sifali
ottan biri olup Anthemis nobilis L. (syn. Chamaemelum nobile) ve Matricaria
chamomilla (syn. Matricaria recutita, Chamomilla recutita) bilinen en yaygin
trlerdir [4,5].

Sekil 2.1 : Matricaria chamomilla

Tiirkiye’de Matricaria cinsinin Matricaria chamomilla, Matricaria mocrotis ve

Matricaria aurea olmak tizere 3 yabani tiiri bulunmaktadir.

Matricaria chamomilla 15-60 cm uzunlugunda, ¢ok dalli tek yillik otsu bitkidir.
Cigeginin tibbi amagla kullanilabilmesi igin sonbahar’da ekilip mayis-haziran aylari

arasinda toplanmasi gerekmektedir [18].

Matricaria chamomilla basta seskiterpenler, flavonoidler, kumarinler ve
poliasetilenler olmak iizere 120 tane sekonder metabolit bilesikleri icerir [5, 6, 19].

Matricaria chamomilla tdrinin igerdigi baslica kumarinler umbelliferon ve

3



herniarin, flavonoidler ise apigenin, apigenin-7-O-glikozit, luteolin, luteolin-7-O-
glukozit, kersetin, rutin ve naringenindir [5, 6, 20, 21].

Matricaria chamomilla ¢iceklerinden ve c¢icek baslarindan elde edilen mavi renkli
ucucu yagin ana bilesenleri poliin, B-farnesen, farnezol, a-bisabolol, a-bisabolol
oksitler A ve B, kamazulen ve a-pinen’dir [5,6]. Kamazulen (matricin genellikle
chamazulene doniisgiir) su buhar1 distilasyonu sirasinda ag¢iga c¢ikan bir bilesiktir ve
ayrica yagin mavi rengi seskiterpenlerden kaynaklidir [6]. Owlie ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada Matricaria chamomilla tdriinden elde edilen ugucu yagin

antibakteriyel ve antioksidan etkiler gosterdigi belirlenmistir [22].

Papatyanin igerdigi bilesikler sebebiyle,
e Analjezik
e Antikanser
e Antienflamatuar
e Antimikrobiyal
e Antistres
e Antispazmodik
e Sedatif
e Antioksidan

e Qastrointestinal bozuklar1 onleyici vb. bir ¢ok aktivite gosterdigi goriilmiistiir

[4-7].

APG ve glikozitleri antienflamatuar etki basta olmak iizere antikanser,
antimikrobiyal etki, a-bisabolol ise antiseptik, antillseratif, antispazmodik ve

antienflamatuar aktivite gosterir [6, 7, 23].

Papatya terapotik etkileri sebebiyle ¢ok eski c¢aglarda beri kullanmistir. Eski
Yunanlilar’in eritem tedavisinde ezilmis papatya ¢igeklerini kullandiklar
goriilmiistiir. Yiizyillardir cilt tahrislerinin ve yaralarmin tedavisinde, egzamada,
romatizmal agrilarda, oftalmolojik enfeksiyonlarda, insomniada ve cesitli

gastrointestinal rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmistir [5, 6].

Guntmuizde de hem sedatif hem analjezik olarak hem de topikal uygulama yoluyla

deri enflamasyonlarinda kullanilmaktadir [19].



Matricaria chamomilla tirinin antikanser aktivite gostermesine referans aktif
bilesenlerinden biri olan APG ile yapilan ¢alismalardir. Deri, prostat, yumurtalik gibi
kanser cesitleri {izerine yapilan c¢alismalarda kanser hiicrelerinde apoptozu

indiikleyip, gelecek vadeden antitiimor aktivite gostermistir [5].
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Sekil 2.2 Matricaria chamomilla tliriintin icerdigi sekonder metabolitler.

Papatyanin topikal uygulanmasi sonucu igerdigi flavonoidlerin, insan goniilliiler

tizerinde yapilan bir calismada derinin hipodermis katmanina kadar ulastigi

goriilmiistiir. % 0,5 hidrokortizon ile papatyadan elde edilen kremin atopik dermatit
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tedavisinde karsilastirildigi kismen ¢ift-kdr randomize bir ¢alismada 2 haftalik
tedaviden sonra papatya kreminin tedavide hafif bir iistiinlik sagladigi gozlenmistir
[5]. Yapilan diger klinik ¢alismalarda da atopik dermatit ve mukozit tedavilerinde
pozitif sonuglar goriilmistiir [24]. Dermabrazyon yontemiyle dévme silme yapilan
hastalarin yara iyilesmesinin papatya uygulamasiyla 15. glinde kontrol grubuna

kiyasla daha hizli yaralari iyilesmistir [21].

Bebeklerde Kkolik tedavisinde papatyanin rezene gibi diger sifali bitkilerle
kombinasyon halinde ¢ayinin plasebo ile karsilastirildig klinik ¢alismalarda papatya
iceren ¢ayin bebeklerin biiyiik kisminda koligi ortadan kaldirdig: bildirilmistir [24].

Hem dinlendirici ve hem de tibbi etkileri nedeniyle eski ¢aglardan beri tiiketilen
papatya c¢ay1 diinyanin en popiiler bitki ¢aylarindan birisidir. Glinlimiizde Diinya
capinda bir milyondan fazla bardak papatya cay tiiketildigi ongoriilmektedir [25].
Papatya ciceklerinin uyku bozukluklarinda ve enflamatuar hastaliklarin
giderilmesinde faydali olmasinin sebebinin Ozellikle apigeninin benzodiazepin

reseptorlerine baglanmasindan kaynakl olabilecegi diisiiniilmektedir [5, 25].

Depresif gegen menstruasyon donemlerinde tok karnina bir bardak Anthemis nobilis
L. tird papatyanin demlenerek icilmesinin faydali etkileri ortaya konmustur [23].
Papatya kozmetik iirlinlerde antienflamatuar ve yatistirict etkileri sebebiyle sikca
kullanilmaktadir. Ayrica saglara 1siltilar katmak i¢in sa¢ bakim spreylerinde de
bulunmaktadir [8].

2.2 Flavonoidler

Flavonoidler sekonder metabolitlerin en 6nemli liyelerinden olup neredeyse tiim yesil
bitkilerin tohum, yaprak, ¢icek, kabuk ve koklerinde bulunurlar. Simdiye kadar 6000

tizerinde yapist aydinlatilan flavonoidlerin temel yapilari Ce-C3-Cs seklindedir [26].

Sekil 2.3 : Flavonoidlerin genel yapisi.



Flavonoidler, fenil alaninden tiireyerek olusurlar ve flavon, antosiyanidin, flavonol,

izoflavon, flavanol ve flavanon olmak tizere alt1 ana sinifa ayrilirlar [27].
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Sekil 2.4 : Flavonoidlerin biyosentezi.

Bir¢ok c¢alismada flavonoidlerin serbest radikal siipliriicli, antioksidan, antiviral,
antibakteriyel, antifungal, antimikrobiyal, antienflamatuar, antitrombotik ve
antitiimor etkileri goriilmiistiir [28-35].

2.2.1 Flavonoller

Flavonoidlerin, 3-hidroksi flavon (IUPAC: 3-hidroksi-2-fenilkromen-4-on) temel

yapisina sahip grubudur.

OH
O

Sekil 2.5 : Flavonollerin genel yapisi.



Kersetin, rutin, mirsetin ve kamferol énemli flavonollerden olup ¢ay, kirmiz1 sarap,

elma,domates,kiraz ve soganda bulunurlar [28].

Kersetin serbest radikallerin oksidasyonunu inhibe ettigi i¢in giiclii antioksidan
olarak siniflandirilmistir [36]. Kolon kanseri hiicrelerinde apoptotik mekanizma ile
hiicre 6liimiinii uyarmaktadir [37]. Apoptozu dizenlemesindeki roli, antimutajenik
ve antiproliferatif etkileri nedeniyle kanser 6nleme i¢in cazip bir bilesik olmustur.
Ancak gilincel caligmalarin sonuglarina bakildiginda kanser onlemede kersetinin

smurli etkileri vardir ve daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir [36].

Rutin, kersetinin bir glikozitidir [40]. Yapilan ¢alismada rutinin serbest radikalleri
daha etkin temizledigi goriilmiis oldugundan dolayr daha kuvvetli antioksidan
aktivite gosterir [38]. Ayrica rutin, kersetin ve hesperidinin antienflamatuar
etkilerinin karsilastirildig1 ¢aligmada rutinin en iyi antienflamatuar etkiyi gosterdigi,
akabinde kersetin oldugu goriiliip hesperidinin antienflamatuar aktivite gostermedigi

anlasilmistir [39].
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Sekil 2.6 : Rutin-kersetinin biyosentezi.



2.2.2 Flavanoller

Flavan-3-ol (IUPAC: 2-fenil-3,4-dihidro-2H-kromen-3-ol) temel yapisinda olan
katesin, epikatesin, epigallo katesin gallati igeren yesil ¢ay, kakao ve elmada bulunan

flavonoidlerin bagka bir sinifidir [28].

OH

Sekil 2.7 : Flavanollerin genel yapisi.

Katesinlerin invitro c¢alismalarda yiiksek konsantrasyonda antioksidan aktivite
gosterdigi  goriilmiistiir [41]. Qlaveten katesinlerin antidiyabetik, antibakteriyel,
antiviral, antiaging etkileri vardir [42].

2.2.3 izoflavonlar

Fabaceae familyasimin {iyelerinin bir¢ogu onemli miktarda izoflavon igerir. Soya
fasulyesi, yesil fasulye ve diger fasulye tiirlerlerinde “Genistein ve Daidzein”

bulunmaktadir [28].

O

O

Sekil 2.8 : Izoflavonlarin genel yapisi.

Genistein, ilk olarak 1899 yilinda Genista tinctoria L. tlrlinden izole edilen
anjiyogenez inhibitorii ve fitodstrojendir. Genistein diger bircok isoflavonoid gibi

serbest radikallerin zararli etkilerini azaltip antioksidan aktivite gosterir [43].



2.2.4 Antosiyanidinler
Siyanidin bu gruba ait olup kiraz ve bogiirtlende sikga rastlanir [28].

Yapilan rat ¢alismalarinda siyanidinin, bazi artritik tiirlerinde diisiik dozlarda olsa
dahi sismeyi onemli 6l¢iide azalttigi goriilmistiir [44]. Boylelikle enflamasyon azalip
antienflamatuar etki gostermis olur. Ilavaten antioksidan etkileri olup DNA hiicre
hasarini engeller [20].

2.2.5 Flavanonlar

Hesperidin ve naringenin flavanonlarin en 6nemli bilesikleri olup greyfurt ve
portakalda sik¢a bulunurlar [28].

2.2.6 Flavonlar

Apigenin, krisin ve luteolin en énemli érnekleri olmakla beraber Thymus serpyllum

L. ve Petroselinum crispum L. tirlerinde bolca bulunurlar [28].

O

Sekil 2.9 : Flavonlarin genel yapisi.

2.3 Apigenin

C15H100s kapali formiiliine sahip molekiil agirlig1 270,24 g/mol olan sar1 renkli bir
flavondur. Kimyasal olarak 4',5,7-trihidroksiflavon veya 5,7-dihidroksi-2-(4-

hidroksifenil)-4H-1-benzopiren-4-on olarak bilinir.

OH O

Sekil 2.10 : APG’nin kimyasal formuli.
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Normal sartlarda sar1 kat1 kristaller halinde bulunur. Erime noktast 345-350°C olup
-20°C de saklanmasi oOnerilir. Suda hemen hemen hi¢ ¢oziinmemekle beraber
metanolde ¢ok az ¢dzlnulr. Etanolde, DMSO da, DMF de ve 1:8 DMF:PBS (pH=7,2)
karigimlarinda ¢oziiniirliikleri sirasiyla 0,3; 15; 25 ve 0,1 mg/mL dir. Metanolde 267,
296 ve 336 nm de, etanolde 225 ve 325 nm lerde maksimum absorpsiyon gosterir.

APG en ¢ok Asteraceae familyasindan Matricaria chamomilla (Alman papatyasi)
ciceklerinde bulunmakla beraber Apium graveolens (kereviz) yapraginda, Allium
sativum L. (sarimsak) ve Petroselinum crispum L. (maydanoz) tirlerinde de bolca
bulunmaktadir [9-11]. Bitkilerin yaprak kisminda daha yiiksek oranda bulundugu
tespit edilmistir [45].

Tablo 2.1 : APG iceren bitkiler.

Bitkilerin Latince Adlari Halk Dilinde Adlari

Achillea millefolium L. Civanpergcemi
Apium graveolens L. Kereviz
Camellia sinensis L. Cay
Chamaemelum nobile L. Romen Sari Papatya
Coriandrum sativum L. Kisnis

Digitalis purpurea L. Yiiksiik Otu
Glycyrrhiza glabra L. Meyan

Linum usitatissimum L. Keten Tohumu
Matricaria chamomilla L. Alman Papatyasi
Mentha spicata L. Nane
Petroselinum crispum L. Maydanoz

2.3.1 Antikanserojenik, antitimor ve antimutajenik etkileri

Gupta ve arkadaslarimin insan prostat kanseri hiicrelerinde farkli dozlarda APG
kullanarak yaptiklart ¢alismada apigeninin diisiik toksisite gostererek viicuttaki

anormallesmis hiicrelerin 6liimiinii uyardigi gézlemlenmistir [46].

APG akciger melanom metastazini, tiimor hiicrelerinin endotel hiicreler ile iligkisini
negatif yonde etkileyerek engeller [47]. Caltagirone ve arkadaslarinin yaptigi in vivo
calismada ise APG doza bagimli bir sekilde akciger tiimor koloni sayilarini azaltarak

antitiimor aktivite gostermistir [48].
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Gelistirilecek apigeninli tedavi yontemiyle meme kanseri riskinin azalabileceginden
Siddique ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada bahsedilmistir [49]. S6z ¢alismada oral
kontraseptif olarak kullanilan etinil Ostradiol ile farkli dozlarda APG tedavileri
karsilastirilmis olup apigeninli tedavilerde DNA replikasyon endekslerinde belirgin
bir artisla beraber kromozomal sapmalarda O6nemli Olgiide azalma olmustur.
Boylelikle etinil dstradiol tedavisinde sikga goriilen kromozomal bozukluklar gibi
yan etkilerin APG igeren tedavilerde ¢ok az goriilmesi gelistirilecek tedavi
yontemleriyle kanser olusma riskinin azalabilecegi ihtimalinin oldugu varsayilmistir

[50].

APG’nin kemoprentetif ajan olarak anlamli derece de etkinli§i oldugu insan

epidermal hiicre tahlilinden alinan 6rneklerle in vitro ¢aligmalarda gézlemlenmistir

[12].

Deri timoru gelisimini engelledigi Wei ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada
gozlenmistir. Farelerde dimetil benzantrasen ile baslatilan 12-O-Tetradekanoilforbol-
13-asetat ile uyarilan deri tiimoriinde apigeninin topik uygulanmasi sonucu tiimoriin

gelisimi inhibe edilmistir [51].

APG’nin UV B isimlart ile olusturulan fare deri kanser hiicrelerine COX-2
ekpresyonunu engellemek yoluyla 6nleyici aktivite gosterdigi goriillmektedir [52]. Bir
baska calismada ise fare keratonizitleri UV B ile uyarilmis COX-2 ekspresyonunu
inhibe ettigi ancak insan keratonizitlerinde inhibe etmedigi goriilmiis olup bu farkin

genetik farklilardan kaynaklandig diistiniilmektedir [53].

Kiraly ve arkadaslar1 apigeninin hem normal epidermisteki COX-2 diizeyini hem de
timor tagtyan farelerin nontiimor epidermisindeki profilerasyonunu azaltarak COX-2

diizeyini disiirdiigii goriilmiislerdir [54].

Jangdey ve arkadaslari tarafindan in vitro yapilan ¢aligmada APG’nin cilt kanseri

tizerinde etkili oldugu ve basariyla gelistirilebilecegi sonucuna vartlmigtir [55].

Ilaveten dogal bir APG tlrevi olan protoapigenone, in vitro ve in vivo olarak

apigenine gore 10 kat daha fazla anti-tiimor aktivitesi gostermistir [56].
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2.3.2 Antioksidan etkileri

Raskovic ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada apigeninin basarili bir hepatoprotektif
ajan olarak kullanilabilecegi belirtilmis olup s6z konusu calismada apigenin,
parasetamole bagli hepatotoksisite de siganlarda lipid peroksidasyon diizeyini inhibe

edip antioksidan savunma mekanizmalarini 6nemli 6l¢iide artirmigtir [13].

APG eritrositlerin H2O> ile olusturulan oksidatif hasarina karsit koruyucu etkilere

sahip olup eritrositlerin antioksidan aktivitesini artirir [57].

2.3.3 Antiviral, antifungal, antibakteriyel etkileri

Terbinafin ile kargilastirilmali yapilan ¢alismada apigeninin antifungal ajan olarak

yan etki gézlenmeden kullanilacabilecegi goriilmiistiir [14].

APG doza bagimhi olarak FMDV enfeksiyonunu (sap hastaligini) inhibe ederek

antiviral aktivite gostermistir [58].

Streptococcus pneumonia (pnomokok) menenjit, orta kulak iltihabi, siniizit ve
toplum kokenli pnomoniye neden olan bir bakteri tiirlidir ve vakalarin yaklasik
%350’sinde goriiliir [59]. Baslica amoksisilin, azitromisin gibi etken maddelerle tedavi
edilir. Ancak antibiyotiklere kars1 giderek artan diren¢ bilim adamlarini farkli etken
maddeler arayigina itmistir. Streptococcus pneumoniae enfekte edilen iki grup
fareyle (1. grup 80 mg/kg APG ve 2. grup DMSO kontrol grubu) yapilan galismada
APG ile tedavi edilen 1. grup farelerin akcigerlerindeki bakteri kolonizasyonu
belirgin 6l¢iide azalmistir. Yine ayni ¢aligmada apigeninin S. Pneumoniae tiriinin en
onemli viriilans faktorii olan PLY (Pneumolisin)’nin hemoliz, sitolitik aktivitesini
inhibe edebilmesiyle birlikte PLY kaynakli insan alveoler epitellerinde hiicre hasarim

hafifletebildigi goriilmistiir [15].

2.3.4 Antienflamatuar etkileri

Arsic ve arkadaglan tarafindan yapilan ¢aligmada topikal APG uygulamasi sonucu

antienflamatuar etkinlik gézlenmekle beraber yan etkiye rastlanmamustir [60].

Wang ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada ise farelerde lipopolisakkaritler ile uyarilan
akciger dokularinda APG on tedavisi ile akciger dokusu notrofillerinin azalip
koruyucu etkinlik saglanmasiyla birlikte APG’nin akut akciger hasarini azaltip

antienflamatuar etkinlik gosterdigi goriilmistiir [61].
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Yine yapilan bagka bir ¢alismada APG’nin anti enflamatuar etkinligi su sekilde
gozlenmistir: Lipopolisakkaritler ile indiiklenen fare makrofajlart COX-2 ve nitrik

oksit sentaz-2 aktivitelerini inhibe etmistir [62].

2.3.5 Cilt Uizerine etkileri

Krizantemden elde edilen APG’nin 9 glin boyunca topikal olarak normal murin
derisine uygulanmasi sonucu derinin epidermal gecirgenlik bariyeri homoestazini
iyilestirdigi goriilmekle beraber APG hem filagrin hem de lipid Uretimini artirdig:
icin atopik dermatit tedavisinde kullanilacabilecegi diistiniilmistir [63]. CUnki
atopik dermatitte filagrin ekspresyonu azalmakla beraber gecirgenlik bariyeri
bozulur. APG serum immiinoglobulin (IgE) seviyesinin yiikselmesini baskilayarak

atopik dermatit semptomlarini hafifletir [64].

Chamomile ekstratlarindan elde edilen APG’den lipozomal ve nonlipozomal iki
krem tliri olusturulup kontakt dermatiti olan hastalara uygulanilmistir.
Lipozomal tur krem daha etkin olmakla beraber her iki tir kremde iyilesme gozlenip

herhangi bir yan etkiye rastlanmamustir [60].

Antifungal etkisinin gozlendigi ¢alismanin cilt iizerine olan etkisini anlamak adina
daha detaylidirilirsa: Calismada A, B, C, D, E ve F olmak iizere her biri 5 hayvandan
(erkek Swiss albino fare) olusan alt1 deney grubu bulunmaktadir. A grubu hari¢ diger
gruplara ii¢ glin boyunca Ostradiol ile immiinsiipresyon uygulanmistir. Akabinde
farelerin belirli kismu trag edilip T. mentagrophytes kiiltiirleri ile tiras edilen bolgeye
enfeksiyon verilmistir. A ve B gruplarma kontrol gruplari olmasi i¢in tedavi
verilmemistir. C grubuna referans ila¢ olan terbinafin 5 mg g?, D ve E gruplarina
sirastyla Terminalia chebula L. tlrinden elde edilen ekstrattan 2,5 ve 5 mg/g
uygulanmistir. Test merhemi Terminalia chebula tlrinun kokinden izole edilen
APG’dir. 25 ve 50 mg test ekstrati 10 g petrol jolesinde karistirilmasiyla
hazirlanmistir. F grubuna ise 0,2 g petrol jolesi uygulanmistir (Petrol jolesinin
tedavide bir etkinliginin olup olmadigini arastirmak hedeflenmistir). A’ da 26. giinde
spontan iyilesme olurken B de 32. gilinde spontan iyilesme gozlemlenmistir. C ve E
gruplarinda tedavinin 2. giiniinden itibaren iyilesme baglamis ve 12. giinde tamamen
tyilesme olup yeni tiiyler ¢ikmistir. D grubunda ise 3. giinden itibaren iyilesme olup
16. giinde iyilesme sonlanmustir. F grubu ise placebo gruplar1 gibi iyilesme gosterdigi

i¢in petrol jolesinin tedavide bir etkinligi olmadigi gdzlemlenmistir. ilaveten

14



terbinafin de % 45 yan etki goriilirken, APG’nin her iki konsantrasyonunda da yan

etki olusmamustir [14].

Malign melanom diger kanser tiirlerine gore az goriilmekle beraber cilt kanserinin en
tehlikeli tiirtidiir. UV 151k maruziyeti ve derideki pigmentasyon orani diisiikliigii
sebebiyle beyaz tenli niifusta goriilme orani daha fazladir. Zhao ve arkadaslarinin
birden fazla etkiler (apoptoz, go¢ ve istila potansiyeli vb.) g6z Oniine alinarak yaptig
in vitro ¢alismada APG’nin melanom hiicrelerinin ¢ogalmasini etkili bir sekilde

bastirdig1 goriilmiistiir [65].

2.3.6 Analiz Yontemleri

Nielsen ve Dragsted’in yaptigt c¢alismada idrarda HPLC ile APG tayini
gerceklestirilmistir. S6z konusu calismada yiiksek miktarda APG icerdigi icin
insanlara maydanoz yedirilip 24 saat sonra idrar numuneleri toplanmistir. Numuneler
10 mL b-glukurodinaz ve 50 mL arilsiilfataz ile enzimatik hidrolize ugratilip
ardindan kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) uygulanmustir. Asetonitril mobil fazl olarak

kullanilmig UV dedektor ile (350 nm) APG tayini gerceklesmistir [66].

Cai ve arkadaglarinin yaptigi bir g¢alismada DMSO icerisinde ¢Ozundurilen
(2 mg/mL) stok c¢ozeltisinden yine DMSO ile seyreltilen % 0,2 APG ¢0zeltisi
2 hafta boyunca farelere uygulanmistir. Ardindan farelerin plazma, karaciger ve
gastrointestinal mukozalar1 toplanip UV dedektor ile 336 nm de 0,1 M amonyum
asetat icinde %55 metanol ile 0,27 mM etilen diamintetraasetik asit (EDTA) mobil
fazlari ile C 18 kolonda HPLC’de APG tayini yapilmistir [67].

Dong ve arkadaslar1 Matricaria chamomilla ekstratin1 oral yoldan farelere verip
sonra fare plazmasinda metanol ve % 0,2 fosforik asit mobil fazlarinda C 18 kolonda
350 nm fotodiod array dedektor (DAD) ile HPLC’de APG tayin etmislerdir [68].

Yapilan bagka bir ¢alismada ise Matricaria chamomilla ¢igeklerinin sulu ekstresi
poliamid kolona aktarildi. Ardindan kolon 6nce su ile yikanip ekstrat etanol karigimi
kolondan gegirildi. Toplanan fraksiyonlar toluen:metiletilketon:metanol (50:35:15)
mobil fazhiginda silika jel ile ince tabaka kromatografisi (ITK) uygulanip APG izole
edilmistir [69].

Almeida ve arkadaslart Tanacetum parthenium bitkisininden APG izole etmislerdir.

Bitki etanol:su (9:1) maserasyonuyla ekstrakte edilip vakum altinda ¢6ziiclisti

15



ucurulmustur. Ardindan hekzan:etilasetat (6:4) karisimi kullanarak silika jel {izerinde
kolon kromatagrofisi uygulanip ters faz HPLC yontemiyle DAD ile 220 nm
metanol:H20 (75:25) mobil fazi ile APG elde edilmistir [70].

Sicanlara antioksidan etkisinden dolayr uygulanmis Erigeron breviscapus L.
ekstresinde APG’nin de dahil oldugu 12 biyoaktif bilesen ultraperformansli sivi
kromatografisi / tandem kutle spektromentrisi (UHPLC-MS/MS) ile sigan
plazmasinda analiz edilmistir. Bilesenler plasma numunelerinden sivi-sivi
ekstraksiyonu ve proteinlerin ¢coktirtlmesi teknikleriyle izole edilmis ve C 18 kolon
(2,1 mm x 50 mm, 1,8 mm) ile asetonitril: % 0,1 formik asitli mobil fazla ayirma
gerceklestirilmistir. Cok fazla analit oldugundan 0,3 mL/dak. gibi yavas bir eliisyonla
1y1 bir ayirma giicline ulagilmistir. Dedeksiyon olarak da tandem MS kullanimasiyla
2,0 ng/mL gibi hassas diizeyde bir tayin smirt elde edilmistir. Bu c¢alismayla

APG’nin de dahil oldugu tiim analitlerin farmakokinetik incelemesi yapilmistir [71].

Yine bir UHPLC-MS/MS metoduyla Brezilya’nin Amazon bélgesinde yetisen 6 tibbi
bitkinin icerigindeki fenolik bilesenler analiz edilmistir. Toplamda 24 farkli bilesenin
analiz edildigi calismada analitler arasinda APG’nin de yer almaktadir. Ters faz
kromatografi kullanilmis ve C 18 kolon (2,1 x 50 mm, 1,8 mm) ile asetonitril: % 0,1
asetik asitli mobil fazla 0,8 akis hiz1 ve gradient eliisyon uygulamasiyla ayirma

gergeklestirilmistir [72].

Massimo ve arkadaslar1 tarafindan zeytin yaginin igerigindeki APG’nin de aralarinda
bulundugu polifenolik yapilar DAD dedektorlii HPLC ile analiz edilmistir. Analitler
arasinda bulunan diger flavon luteolindir. Gelistirilen yontem 20 farkli ticari {iriinde
uygulanmistir. C 18 kolon ve metanol:su karisimi mobil faz ile ters faz HPLC
kullanilmistir. Analizin tamamlanmasi 65 dakika stirmektedir. Kromatografiden 6nce
numuneler hekzanda c¢oziilmiis ve metanol: su karisimina ekstre edilmistir. Bu

yontem iginde apigenin 0,096 ng/mL diizeyinde tayin sinira sahiptir [73].

Matricaria recutita L. bitkisinin kurutulmus ¢igeklerinden olusan, piyasada satilan
papatya caylarinin igerigini arastiran bir ¢alismada yliksek performansl ince tabaka
kromatografisi (HPTLC) kullanilmis ve APG 7-O-glikozitlerinin miktarlar
belirlenmistir. Bu miktarlart ilgili ¢aym kalitesinin bir gostergesi olarak

belirtmislerdir. Yapraklarin etanol ekstresi kullanilmistir [25].
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Wu ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen bir kapiler elektroforez yonteminde DAD
dedektor kullanarak Flos chrysanthemi ve Flos chrysanthemi indici droglarinda
bulunan tibbi etkili bazi flavonlarin analizler yapilmistir. Bitkilerin metanol ekstresi
ile galisilmistir. Analitler arasinda linarin, luteolin-7-O-glikozit, epikatesin, katesin,
diosmetin, luteolin, APG ve kamferol yer almaktadir. Tampon olarak pH 9,6 da
20 mmol/L sodyum borat-50 mmol/L sodyum fosfat kullanilmistir. 15 kV gerilim
uygulanmis ve 30 dakikada analiz ger¢eklesmistir. APG icin 53 pg/mg diizeyinde bir

hassasiyet gozlenmistir [74].

Insan plazmasinda 5 flavonoidin (luteolin-7-glikozit, rutin, APG-7-glikozit, kersetin
and baicalein) analizi icin bir HPLC yontemi gelistirilmistir. Internal standart olarak
katesin kullanilmistir. C 18 kolonda gradient ellisyonla % 0,1 asetik asit + metanol:
asetonitril: asetik asit (90: 10: 1, h/h) mobil fazi1 ile ayrima gergeklestirilmistir.
Akis hizi 1 mL/dk olarak belirlenmistir. APG 7-O-glikozit i¢in tayin sinir1 5 pg/mL
dir. Numune hazirlama amaciyla plazma proteinleri ¢oktlirme ve sivi-sivi

ekstraksiyon beraber kullanilmistir. Dedeksiyon 280 nm de gergeklestirilmistir [75].

Baz1 Compositae tiirlerindeki linarin, luteolin, klorojenik asit ve APG flavonoidleri
UV dedeksiyonlu HPLC ile analiz edilmistir. Ayirma C 18 kolonda (2,1 mm x 250
mm, 1,9 um) %1 lik formik asit ve asetonitril karigimindan olusan mobil fazda
gradient eliisyon ile gerceklestirilmistir. Dedeksiyon 254 nm de yapilmistir. Bu
tirlerin ¢icek, yaprak ve kok kisimlari incelenmis ve APG’nin ortalama olarak

0,16-0,18 g/100 g diizeyinde bulundugu saptanmistir [76].

Sanli ve arkadaglar1 kirmizi1 sarap numunelerinde aralarinda APG’nin de yer aldig1 8
polifenolik  bilesigin  kapiler elektroforezle analizini gergeklestirmislerdir.
15 dakikada 55 cm lik kapilerde 26 kV geriilim uygulamasiyla 40 mM pH 8,9 borat
tamponu ile ayirma saglanmistir. Sarap numuneleri dietileterle sivi siv1 ekstraksiyona
tabii tutulduktan sonra UV dedeksiyonlu kapiler elektroforeze verilmislerdir.
APG i¢in tayin sinir 0,62 mM dir [77].

Cui ve arkadaslar1 geleneksel Cin Tibbinda yaygin kullanilan Radix scutellariae
bitkisindeki flavonlar1 ultraperformansli sivi kromatografisi (UPLC) yontemi ile
analiz etmisler. C 18 kolonu durgun faz, metanol: % 0,01 lik formik asit ¢ozeltisi
karigimini mobil faz olarak kullanmiglar ve 275 nm de aralarinda APG ve APG 7-O

glikozitin de bulundugu 10 flavonoidin analizini ger¢eklestirmisler [78].
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Misellar elektrokinetik kromatografi (MEKC) ile gesitli bitki ekstrelerinden APG
miktar tayini icin UV dedeksiyonlu yeni bir yontem gelistirilmistir. Psodo durgun faz
olarak sodyumdodesil silfat (SDS), tampon olarak pH’s1 10,2 olan 30 mmol/L borat
tamponu kullanilmistir. Yontemin dogrusal oldugu aralik 1-100 umol/L dir. LOD ve
LOQ degerleri sirastyla 0,48 ve 0,92 pumol/L dir [79].

Sicanlara oral yoldan Wikstroemia indica ekstresinin verilmesinin ardindan
plazmalarinda umbeliferon, APG, dafnoretin, genkvaninin birarada analizi i¢in bir
UPLC-MS/MS yontemi gelistirilmistir. Plazma numuneleri asetonitril ile protein
coktiiriilmesine tabii tutulmus ve ardindan etilasetatla sivi sivi ekstraksiyonu
uygulanmistir. Ekstreler C 18 kolon ile asetonitril formik asit karigimindan olusan
mobil fazla ayrilmis ve tandem MS ile dedekte edilmistir. APG i¢in tayin sinirinin 3
ng/mL oldugu goriilmektedir [80].

Cesitli bitki ekstrelerinden luteolin ve APG tayini icin yeni bir DAD dedektorli
kapiler elektroforez yontemi de Maher ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir.
pH 10, 20 mM borat tamponu kullanilmis, 23 kV gerilim uygulanmistir. APG igin
gozlenebilme sinir1 0,53 g/mL dir [81].

Matricaria recutita L. yapraklarindan demlenmis c¢aylarda APG 7-O-glikozit
miktarlart HPTLC ile analiz edilmistir. Silikajel 60 NH2 F254S plaklari ve etilasetat:
formik asit: asetik asit kullanilmistir. Bu yontem piyasadaki caylarin kalitesi igin

belirleyici olacagi 6ne siiriilmektedir [82].

Swertia mussotii Franch. ve preparatlarinda oleanolik asit, ursolik asit, kersetin ve
APG’yi tayin edebilmek icin bir kapiler zon elektroforez yontemi gelistirilmistir.
15 kV gerilimle pH 9,5 borat tamponu ve UV dedeksiyon kullanilmistir. APG igin
dedeksiyon limiti degeri 0,2538 pg/mL’dir [83].

6 erkek sicana Paulownia tomentosa Steud. gigceklerinin ekstresi oral yoldan verilmis
ve plazmalarinda APG’nin de aralarinda oldugu 6 analiti bir arada analiz etmek icin
bir LC-MS/MS yontemi gelistirilmistir.  Oncesinde plazma  numuneleri
diklorometanla sivi sivi ekstraksiyona tabii tutulmustur. Ardindan ters faz

kromatografiyle oldukga hassas tayin saglanmigtir [84].

Annona muricata L. tropikal meyvesinde i¢lerinde APG’nin de yer aldig1 antioksidan
etkili bilesiklerin tayini i¢in bir HPLC-UV yontemi gelistirilmistir. 100 gr taze
meyve numunesindede ortalama 0,0194 mg APG saptanmuistir [85].
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Papatya ve linden ¢igek ekstrelerinin igeriginde APG’nin de yer aldig1 11 flavonoidin
DAD dedektorli kapiler elektroforezle 11 dakika iginde 24 kV gerilim

uygulamasiyla 40 mM pH 8,9 borat tamponu kullanarak tayini gergeklestirilmistir
[86].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 APG icin Miktar Tayini Yonteminin Gelistirilmesinde Kullanilan Kimyasal
Maddeler, Cozuculer ve Cozeltiler, Preparatlar, Cihazlar ve Ekipman
3.1.1 Tez ¢alismasi siiresince kullanilan kimyasal maddeler ve coziiciiler
Etanol (HPLC safliginda) (Merck, Darmstadt, Almanya )

Metanol (HPLC safliginda) (Merck, Darmstadt, Almanya )

Apigenin (> 95,0 % HPLC) (Sigma, St. Louis, Missouri, ABD)
Dimetilsulfoksit (Analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Dimetilformamid (Analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Asetonitril (HPLC safliginda) (Merck, Darmstadt, Almanya)

Ortofosforik asit (% 85, ag.) (Analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Disodyumbhidrojen fosfat (Analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Potasyumdihidrojen fosfat (Analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Sodyum kloriir (Analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)

Potasyum kloriir (Analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)

Ultra saf su (HPLC safliginda)

3.1.2 Cozeltiler

Mobil faz;

HPLC grade etanol ve su karisimi (70:30, h/h) izokratik eliisyonda kullanilmistir.

Fosfat tamponlu tuz cozeltisi (PBS):

10 mM PBS; 8 g NaCl, 0,2 KCl, 1,44 g Na,HPO4 ve 0,24 g KH2PO4 800 mL ultrasaf
suda ¢ozlndi. 0,1 N HCI ile pH’s1 7,4’e getirildi ve su ile toplam hacim 1 L’ye

tamamlandi.
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APG stok cozeltisi;

APG tartilarak 200 png/mL olacak sekilde etanolde ¢oziindiiriildii.

APG kalite kontrol (0,2, 8 ve 20 pg/mL) ve standart cozeltileri (0,2-20 pg/mL);

APG stok ¢Ozeltisinden ¢esitli seyreltmelerle hazirlanmislardir.

3.1.3 Preparatlar

Dis macunu (Splat medical herbs)

Sampuan 1 (Avon)

Sampuan 2 (John Frieda)

Yz temizleme kremi (Kiehl’s)

S1v1 el sabunu (Watsons)

El kremi 1 (Cire Aseptine)

El kremi 2 (Fraternikus)

Bebek viicut yagi (Watsons)

Sa¢ rengi acici sprey (Fengo)

Sa¢ boyas1 koruyucu kremi (Wella)

Sa¢ bakim serumu (Milkshake)

Go6z makyaj temizleyici (The Body Shop)

G0z ve dudak makyaj temizleyici (The Body Shop)

Sa¢ bakim maskesi (Avon)

Dus jeli (Milkshake)

3.1.4 Aletler ve diger gerecler

1-

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi cihazi (Shimadzu Corporations-
Japonya)

C 18 kolon (150 mm x 4,6 mm x 5um) (Shim-Pack, Shimadzu Corporations-
Japonya)

UV-vizibl spektrofotometre (Hitachi- Japonya)

Teraziler (Shimadzu Corporations- Japonya)
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5- Vorteks Mikser (Velp Scientifica- Italya)

6- Ultrasonik banyo (VBR- Kanada)

7- Otomatik pipetler (Eppendorf 100 pL-1000 pL ve 10 pL-100 pL’lik)
8- Mobil Faz Stizme Unitesi (Milipor, 5 um)

9- pH metre (Hanna Instruments- Italya)

10- Enjektor (2 mL)

11- HPLC enjeksiyon oncesi filtreleri (0,44 um)

12- Balon jojeler (5 mL, 10 mL, 100 mL, 500 mL)

13- Beher (50 mL)

14- C 18 SPE kartuslar1 (Resprep 6 mL 1000 mg, Amerika Birlesik Devletleri)
15- Vakum pompasi (Teknopomp, Tiirkiye)

3.2 APG’nin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Analizi

APG’nin HPLC ile analizi i¢in gerekli olan kolon ¢esidi, kolon boyu, kolon i¢ ¢api,
kolon partikiill boyutu, mobil faz, akis tipi ve hizi, kolon firmni1 sicakligr gibi
kromatografik kosullar belirlenerek gelistirilen yontem valide edildikten sonra
calendula ekstresi ve ¢esitli papatya turlerinin ekstrelerini iceren 13 farkli tip,

toplamda 15 adet kozmetik triinde APG analizi i¢in uygulanmustir.

Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi

Oncelikle APG’nin maksimum absorbsiyon yaptig1 dalga boyu spektrofotometrede
belirlendi. Bu dalga boyunda HPLC cihazinda degisik tipte kolonlarda (Silikajel
uzerine —CN, —NO2, -NH2, —C18, oktil veya fenil gruplar1 baglanmis ¢esitli boy (10-
30 cm) ve partikil boyutuna (1-5 pwm) sahip kolonlar) ve c¢esitli mobil fazlarla
(methanol-su, etanol-su, methanol-fosfat tampon, asetonitril - 10 mM o-fosforik asit
cozeltisi karigimlart) denemeler yapildi. Ardindan degisik akis hizlart ve kolon
sicakliklart ve enjeksiyon hacimleri denendi. Uygun kromatografi kosullari
belirlendikten sonra kalibrasyon ve validasyon islemleri yapildi ve gelistirilmis bu
yontem 13 farkli ¢esit 15 adet kozmetik firiiniin analizine uygulandi ve bu
preparatlardaki APG varligi ve miktar1 belirlendi.
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3.3 Validasyon

Yontem gelistirme islemi tamamlandiktan sonra analitik yontem validasyonu ICH
kilavuzu Q2 ye gore yapildi [87].

3.3.1 Yontemin seciciligi

Yontemin segiciliginin tayini amaciyla ¢oziicliden herhangi bir girisimin olup
olmadigi incelendi. Buna ait kromatogramlar Bélim 4.2.1°de verilmistir.

3.3.2 Tayin ve gozlenebilme sinir1

Gelistirilen yontemin hassasiyetini saptamak i¢in gézlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin
smirt (LOQ) degerleri asagidaki formiiller ile hesaplandi. Hesaplanan degerler

Bolim 4.2.2° de verildi.

LOD =3 x SD/m

LOQ =10 x SD/m

SD: Kalibrasyon dogrusunun y kesigiminin standart sapmasi

m: Kalibrasyon dogrusunun egimi

3.3.3 Dogrusallik

Dogrusallik araligi, gelistirilen yontemin kabul edilebilir duyarlilik ve

tekrarlanabilirlikte sonuglar verdigi konsantrasyon araligidir.

Bu dogrusal iligkinin gosterilebilmesi icin APG’in 8 farkli konsantrasyonunu iceren
karisimlar hazirlanarak analizleri yapildi. Kromatogramlardan elde edilen pik

alanlarina karsi konsantrasyonlarin dogrusallik grafikleri ¢izildi. Sonuglar Bolim

4.2.3’ de bildirildi.

3.3.4 Giin i¢i ve giinler aras: tekrarlanabilirlik

APG stok ¢ozeltisinden uygun etanol hacmiyle hazirlanan kalite kontrol ¢ozeltileri
olarak niteledigimiz ii¢ farkli konsantrasyonda APG (0,2, 8 ve 20 pg/mL) iceren
cozeltiler ile galisildi. Analizler ayni giin (giin i¢i) ve 3 farkli giinde (giinler arasi)
yapilmistir. Her konsantrasyon icin analizler 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglar

Bolum 4.2.4°de bildirildi.
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3.3.5 Cozelti stabilitesi

Cozelti stabilitesinin saptanmasi igin standart ¢ozeltiler, oda sicakliginda karanlikta
24 saat, otomatik numune ornekleyicisinde 24 saat ve + 4°C de 1 ay bekletildi. Elde

edilen sonuclar Bolim 4.2.5’de verilmistir.

3.3.6 Dogruluk

Gelistirilen yontemin dogrulugunu saptamak i¢in standart katma yontemi uygulandi.
Bunun i¢in 8 pg/mL konsantrasyonlardaki APG c¢ozeltilerine kalite kontrol
¢oOzeltilerinin herbirinden 1’er mL ilave edildi. Elde edilen alan oranmi1 degerleri daha
once hazirlanan 6l¢ii egrisi denkleminde yerine konularak konsantrasyonlar bulundu.

Geri kazanim degerleri asagida belirtilen formiille hesaplanmigtir.

% Geri kazanim= [(Ct - Cu)]/Ca]x100 Formil 1

Ct: bulunan toplam analit konsantrasyonu

Cu: numunede standart katmadan 6nce bulunan analit konsantrasyonu
Ca: ilave edilen analit konsantrasyonu

Elde edilen sonuglar Bélim 4.2.6°da verilmistir.

3.3.7 Saglamhk

Yontemin saglamligini belirlemek i¢in temel analiz kosullarinda mobil faz oranlar,
akis hizi ve kolon sicakligi degistirilerek kalite kontrol c¢ozeltileriyle her
konsantrasyon i¢in analizler 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglar Bolim 4.2.7°de
bildirildi. Yodntemin kiiglik modifikasyonlardan ne derece etkilendigi ortaya konmus

oldu.

3.4 Papatya Tiirlerine Ait Ekstreler iceren Kozmetik Uriinlerde APG Analizi

Yontemin gelistirilip valide edilmesinin ardindan piyasada bulunan calendula ve
papatya turlerinin ekstrelerini igeren c¢esitli markalardan, c¢esitli iiriin tiplerinde
APG’yi analiz edebilmek i¢in Once laboratuvar numunesi hazirlama caligmalar
yapilmistir. Bu amacla sivi-sivi ekstraksiyon (her bir formiilasyondan APG’yi en
yiiksek verimde ekstre edebilmek icin cesitli tipte c¢oziiciiler ve ¢oziicli hacimleri
denenmistir. Sivi-sivi  ekstraksiyonu i¢in hegzan, kloroform, diklorometan,

kloroform-isopropanol karisimi, dietileter ile denemeler yapilmistir. Bu ¢oziiciilerden
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2-5 mL aras1t kullanarak ekstraksiyonlar yapilmis, tiiriin ¢ozeltileri denenen
ekstraksiyon ¢oziictileri ilave edildikten sonra, 5 dakika boyunca vorteks karistiricida
karistirilmis, akabinde organik faz alinmis ve azot akiminda ugurulmustur. Kat1 faz
ekstraksiyonu denemelerinde ise farkli partikiil boyutu, ylizey alani, gézenek boyutu
ve hacim kapasitesi olan silis, diol, CN, aliimina, C 8 ve C 18 kartuslar denenmistir.
Ellisyonu saglamak i¢in ise APG’yi iyi ¢0zlip, diger bilesenleri miimkiin oldugunca
cozmeyecek sekilde, dimetilsiilfoksit (DMSO), dimetilformamid (DMF), etanol, PBS
¢oziciileri ve bunlarin ¢esitli karisimlari denenmistir. Her bir kozmetik formilasyon

icin belirlenen en iyi numune hazirlama yontemi Bolim 4.3’de verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 APG’nin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Ile Analiz

Sonuclari

4.1.1 Dedeksiyonun belirlenmesi

Kromatografik ayirma ¢alismalarina gegmeden dnce spektrofotometre de apigeninin
etanolde maksimum absorpsiyon yaptigi dalga boylart (225 nm ve 325 nm)
belirlenmigtir. 225 nm de yapilan 6l¢iimlerle daha yiiksek segicilik elde edildigi i¢in
iki maksimum noktadan 225 nm ile ¢alisiimasi daha uygun bulunmustur. APG’nin

spektrumu Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1 : APG spektrumu.

4.1.2 Kromatografik kosullarin belirlenmesi

Yapilan denemelerde en yliksek ayirma giicii gdsteren ve en verimli ayirmayi

saglayan kosullarin agagidaki gibi oldugu belirlenmistir.

HPLC sistem parametreleri

* Durgun faz (Kolon): C 18 (250 mm x 4,5 mm x 5,6 um)
* Mobil faz: Etanol: su (70:30, h/h)

» Akis hizi: 1 mL/dk
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* Enjeksiyon hacmi: 50 pL
* Firin sicakligr: 25 °C
» Akis profili: izokratik

8 pg/mL standart APG ¢ozeltisine ait kromatogram Sekil 4.2°de belirtilmistir.
Alikonma (Retansiyon) zamani 4.15 + 0.4 dakikadir.

4.2 Yontem Validasyonu

4.2.1 Secicilik

8 nug/mL standard apigenin ¢ozeltisine, bos denemeye ve sampuan 1 ve sa¢ serumu

numunelerine ait kromatogramlar Sekil 4.2°’de belirtilmistir. Alikonma zamani

4,15+ 0,4 dakikadir.

my
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Sekil 4.2 : Bos deneme, 8 pug/mL standart APG ¢ozeltisi, sa¢ bakim serumu ve

sampuan 1’e ait kromatogramlar.
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Sekil 4.2 (devam) : Bos deneme, 8 pug/mL standart APG ¢ozeltisi, sa¢ bakim

serumu ve sampuan 1’e ait kromatogramlar.

4.2.2 Tayin smir1 (LOQ) ve gozlenebilme sinir1 (LOD)

Boliim 3.3.2°de verilen denklemlere gore apigenin icin hesaplanan LOD degeri 0,060
pg/mL ve LOQ degeri ise 0,2 pug/mL olarak bulunmustur.

4.2.3 Dogrusallik

APG igin 0,2-20 pg/mL konsantrasyon araliginda 8 farkli konsantrasyondaki standart
cozeltiler ile APG stok ¢ozeltisinden uygun etanol miktariyla seyreltilere ¢alisildi.
Her konsantrasyona kars1 elde edilen ortalama pik alan degerleri yardimi ile belirtilen

konsantrasyon degerleri arasinda ¢izilen 6l¢ii egrisi Sekil 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.3 : APG’nin 0,2-20 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi.

Tablo 4.1°de pik alanlar1 (A), SD ve RSD degerleri, en kiigiik kareler yontemi
uygulanarak hesaplanan dogru denklemi (A = mC + b [m = egim, b = kesim noktasi,

C = konsantrasyon]) ve korelasyon katsayisi (r) verilmistir.
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Tablo 4.1 : APG’nin 0,2-20 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrilerine ait pik alan1 degerleri ve istatistik veriler.

A C 0,2 0,5 1 2 4 8 16 20

1 506845,8 754698,5 1108065 2108254 3725698 6905412 13545685 18134158
2 506489,4 751235,6 1152410 2107236 3723547 6984256 13221456 17455698
3 514589,5 757321,6 1136540 2108123 3654896 6992547 13684745 17245698
4 511236,7 755124,8 1005841 2085412 3654123 7032145 13687410 17125468
5 513684,1 751125,2 1085463 2104571 3745621 6854120 13845123 17502145
6 528142,7 754305,3 1154383 2139414 3851881 6837446 13961507 17402547
Ortalama 513498 754698,5 1107117 2108835 3725961,2 6934321 13774321 17477619,17
SD 7926,9 2399.16 56352,22 17351,05 72745,02 80132,39 257641,8 17351,05
% RSD 1,54 0,32 5,10 0,82 1,95 1,55 1,90 0,10
Ortalama alan (A) degerlerinden hesaplanan dogru denklemi:

A= 850468C+303305 (r=0,9997)
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4.2.4 Giin ici ve giinler arasi tekrarlanabilirlik

Her bir kalite kontrol c¢ozeltisinde 0,2, 8 ve 20 pg/mL apigenin miktar
Boliim 3.3.4’de anlatildigi gibi ¢alisild.

Ayni giin i¢inde yapilan analizlere ait bagil standart sapma degerleri % 0,67 - 1,23
arasinda hesaplandi (Tablo 4.2).

Farkli giinlerde yapilan analizler sonucunda elde edilen bagil standart sapma
degerleri ise % 1,23 - 1,64 arasinda bulundu (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 : Aym giin i¢inde ve farkli giinlerde yapilan analizlerin tekrarlanabilirligi.

Gun ici (n=3) Giinler arast* (n=3)
Alinan Bulunan Alinan Bulunan RSD (%)
Konsantrasyon | Konsantrasyon RSD Konsantrasyon Konsantrasyon
(ug/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
(%)
0,2 0,19 0,67 0,2 0,18 1,23
8 8,24 0,90 8 7,8 1,45
20 19,96 1,23 20 19,84 1,64

*Ug¢ farkli giinde elde edilen sonuglar

4.2.5 Cozelti stabilitesi

APG’nin laboratuvar numunesi olarak etanoldeki kalite kontrol ¢ozeltilerinin, oda
sicakliginda karanlikta 24 saat, otomatik numune Ornekleyicisinde 24 saat ve +4°C

de 1 ay stabil kaldig1 saptanmustir.
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Tablo 4.3 : Oda sicakliginda, otomatik numune 6rnekleyicisi ve buzdolabinda

bekletilen apigenin standart ¢ozeltilerine ait stabilite sonuglari.

Geri kazanim 0
Uygulama (ortalamazSD) (%) RSD (%)
Oda sicakliginda, karanlikta 24 saat % 89 3,23
bekletme
Buzdolabinda +4°C de 1 ay bekletme % 95 2,45
Otomatik numune 6rnekleyicisinde 24 saat % 92 4,16
bekletme

4.2.6 Dogruluk

Gelistirilen yontemin dogrulugunu saptamak i¢in standart katma ydntemi uygulandi.

Bunun i¢in B6liim 3.3.6°da anatildig1 gibi calisildi.

Daha sonra geri kazanim yiizdeleri (Ct - Cu ) x 100 /Ca formiiliinden hesaplanda.

Burada;

Ct : Bulunan toplam APG konsantrasyonu,

Cu : Kozmetik {iriinden alinan analit konsantrasyonu,

Ca : Ilave edilen standart ¢Ozeltisinin konsantrasyonudur.

Geri kazanim degerleri % araliginda bulundu (Tablo 4.4).

Tablo 4.4 Standart katma yontemine ait analiz sonuglart.

Alman Ilave edilen Bulunan Geri RSD
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon Kazanim (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ug/mL) (%)
(Ortalama £ SD)
0,20 4,284 + 0,082 102 2,65
4 8 11,68 £ 0,096 97,4 2,34
20 24,3+0,13 101.2 1,86

n=3
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4.2.7 Saglamhk

Yontemin saglamligint belirlemek i¢in etanol:su (70:30, h/h) olan mobil faz orani
65:35 ve 75:25 olarak 1 olan akis hiz1 0,8 ve 1,2 olarak ve 25°C olan kolon sicakligi
20°C ve 30°C olarak degistirilerek kalite kontrol ¢ozeltileriyle her konsantrasyon igin
analizler 3 kez tekrarlandi. Pik alanlarinda ve APG piklerinin resolisyon
degerlerinde anlamli bir fark goriilmedi. Standart kosullarda retansiyon zamani
4,15 £ 0,4 iken, saglamlik denemelerinde 4,3 £ 0,8 resoliisyon degeri 3,78 £ 0,7 iken,

saglamlik denemelerinde 3,66 £ 0,5 bulunmustur.

4.3 Kozmetik Uriinlerden APG Analizi Oncesi Numune Hazirlama

Bolim 3.4’de belirtilen denemelerden sonra hangi Uriin i¢in hangi numune hazirlama
yonteminin en yiiksek geri kazanim sagladigi belirlenmistir. Bu belirlenen yontemler
kullanilarak her {iriiniin igerdigi APG miktar1 bulunmustur.

Yontemlerin geri kazaniminin belirlenmesi amaciyla her bir numuneden alinan
0,5 mL’lik hacimlerdeki APG miktar1 Bolim 4.2.3’de belirtilen o&lgii egrisi
denkleminden hesaplanmis ve 1’er mL’deki miktar bulunmustur. Daha sonra ayn
hacimdeki numunelere standart katma yontemi uygulanarak 0,2, 8 ve 20 pg/mL’lik
hacimlerdeki kalite kontrol ¢ozeltilerinden 1’er mL ilave yapilmigtir. Her bir deneme
3’er kez tekrarlanmis ve her bir kalite kontrol ¢ozeltisi ilavesi i¢in ilgili degerlerin
ortalamasi alinmigtir. B6lim 3.3.6°da belirtilen Formul 1°den her bir formilasyon
icin geri kazanim degerleri hesaplanmigtir. Tablo 4.5’de her bir formilasyon igin
belirlenen en uygun (en fazla geri kazanim gdsteren) numune hazirlama yontemi
Ozetlenmis, igerdigi APG miktar1 ve geri kazanim degerleri ile bunlara ait bagil
standart sapma degerleri listelenmistir.

Dis Macunu: 0,5 mL numuneye 2 mL asetonitril ilave edilmis, vorteks karistirict ile
2 dakika karistirllmistir. Olusan ¢ozelti dnceden asetonitril ile sartlandirilmis C 18
kartustan vakum yardimiyla gecirilmistir. Asetonitrilli ¢ozelti atilmis, ardindan
kartusa 2 mL DMSO ilave edilerek kartusta alikonmus olan APG’nin ¢ozeltisi eliie
edilmistir. DMSO ekstresinin 50 pL’si direkt olarak HPLC sistemine enjekte
edilmistir.

Sampuan 1: Iki farkli sampuan numunesinden 1 ile numaralandirdigimiz numunenin
0,5 mL’sine 2 mL metanol:su (1:1, h/h) karigimi ilave edilmis, vorteks karistirici ile

2 dakika karistirllmistir. Olusan ¢6zelti onceden metanol ile sartlandirilmis C 18
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kartustan vakum yardimiyla gecirilmistir. Metanol:su (1:1, h/h) ¢ozelti atilmas,
ardindan kartusa 5 mL DMF:PBS (1:4, h/h) ilave edilerek kartusta alikonmus olan
APG’nin c¢ozeltisi eliie edilmistir. DMF:PBS ekstresinin 50 pL’si direkt olarak
HPLC sistemine enjekte edilmistir.

Sampuan 2: Iki farkli sampuan numunesinden 2 ile numaralandirdigimiz numunenin
0,5 mL’sine 2 mL metanol ilave edilmis, vorteks karistirict ile 2 dakika
karistirtlmistir. Olusan ¢ozelti dnceden metanol ile sartlandirilmis C 18 kartustan
vakum yardimiyla gecirilmistir. Metanollii ¢ozelti atilmis, ardindan kartusa 2 mL
DMSO ilave edilerek kartusta alikonmus olan APG’nin ¢ozeltisi eliie edilmistir.
DMSO ekstresinin 50 pL’si direkt olarak HPLC sistemine enjekte edilmistir.

Yiz temizleme kremi: 0,5 mL numuneye 2 mL DMSO ilave edilmis, vorteks

kanistiric1 ile 2 dakika karigtirllmis ve ardindan karigim sitizilmiistiir. Siizlintii
onceden metanol ile sartlandirilmig C 18 kartustan vakum yardimiyla gegirilmistir.
DMSO’lu siiziintii atilmig, ardindan kartusa 5 mL DMF:PBS (1:2, h/h) ilave edilerek
kartusta alikonmus olan APG’nin ¢ozeltisi eliie edilmistir. DMF:PBS ekstresinin 50
uL’si direkt olarak HPLC sistemine enjekte edilmistir.

Sivi el sabunu: 0,5 mL numuneye 2 mL metanol:su (1:1, h/h) karigimi ilave edilmis,
vorteks karistiricr ile 2 dakika karistirilmistir. Olusan ¢ozelti 6nceden metanol ile
sartlandirilmis C 18 kartustan vakum yardimiyla gecirilmistir. Metanol:su (1:1, h/h)
¢oOzelti atilmis, ardindan kartusa 5 mL DMF:PBS (1:4, h/h) ilave edilerek kartusta
alikonmus olan APG’nin ¢ozeltisi eliie edilmistir. DMF:PBS ekstresinin 50 uL’si
direkt olarak HPLC sistemine enjekte edilmistir.

El kremi 1: Iki farkli el kremi numunesinden 1 ile numaralandirdigimiz numunenin
0,5 mL’sine 2 mL asetonitril ilave edilmis, vorteks karistirici ile 2 dakika
karistirilmistir. Olusan ¢6zelti onceden asetonitril ile sartlandirilmis C 18 kartustan
vakum yardimiyla gecirilmistir. Asetonitrilli ¢ozelti atilmig, ardindan kartusa 2 mL
DMSO ilave edilerek kartusta alikonmus olan APG’nin ¢ozeltisi eliie edilmistir.
DMSO ekstresinin 50 uL’si direkt olarak HPLC sistemine enjekte edilmistir.

El kremi 2: Iki farkli el kremi numunesinden 2 ile numaralandirdigimiz numunenin
0,5 mL’sine 2 mL metanol:su (1:1, h/h) karisimi ilave edilmis, vorteks karistirici ile
2 dakika karistirilmistir. Olusan ¢ozelti 6nceden metanol ile sartlandirilmig C 18
kartustan vakum yardimiyla gecirilmistir. Metanol:su (1:1, h/h) ¢ozelti atilmas,
ardindan kartusa 5 mL DMF:PBS (1:8, h/h) ilave edilerek kartusta alikonmus olan
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APG’nin c¢ozeltisi eliie edilmistir. DMF:PBS ekstresinin 50 pL’si direkt olarak
HPLC sistemine enjekte edilmistir.

Bebek viicut yagi: 0,5 mL numuneye 2 mL kloroform ilave edilmis, vorteks

karistiricr ile 2 dakika karistirilmistir. Olusan ¢o6zelti 6nceden kloroform ile
sartlandirtlmis C 18 kartustan vakum yardimiyla gegirilmistir. Kloroformlu ¢ozelti
atilmis, ardindan kartusa 2 mL DMF ilave edilerek kartusta alikonmus olan APG’nin
coOzeltisi eliie edilmistir. DMF ekstresinin 50 uL’si direkt olarak HPLC sistemine

enjekte edilmistir.

Sag rengi agici sprey: 0,5 mL numune etanolle seyreltildi (1:1, h/h), ¢6zeltinin 50

uL’si direkt olarak HPLC sistemine enjekte edilmistir.

Sac¢ boyasi koruyucu kremi: 0,5 mL numuneye 1 mL etanol ilave edilmis, vorteks

karistirict1 ile 2 dakika karistirilmistir.  Olusan ¢ozelti Onceden etanol ile
sartlandirilmis C 18 kartustan vakum yardimiyla gecirilmistir. Etanollii ¢ozelti
atilmis, ardindan kartusa 2 mL DMF ilave edilerek kartusta alikonmus olan APG’nin
cozeltisi ellie edilmistir. DMF ekstresinin 50 pL’si direkt olarak HPLC sistemine

enjekte edilmistir.

Go6z makyaj temizleyici: 0,5 mL numuneye 1 mL etanol  ilave edilmis, vorteks

karigtirict ile 2 dakika kanstirilmistir. Olusan ¢ozelti 6nceden etanol ile
sartlandirilmis C 18 kartustan vakum yardimiyla gecirilmistir. Etanollii ¢ozelti
atilmis, ardindan kartusa 2 mL DMF ilave edilerek kartusta alikonmus olan APG’nin
cozeltisi eliie edilmistir. DMF ekstresinin 50 uL’si direkt olarak HPLC sistemine

enjekte edilmistir.

G0z ve dudak makyaj temizleyici: 0,5 mL numuneye 1 mL kloroform ilave edilmis,
vorteks karistirict ile 2 dakika karistirilmistir. Olusan ¢ozelti 6nceden kloroform ile
sartlandirilmis C 18 kartustan vakum yardimiyla gecirilmistir. Kloroformlu ¢ozelti
atilmig, ardindan kartusa 2 mL DMSO ilave edilerek kartusta alikonmus olan
APG’nin ¢ozeltisi eliie edilmistir. DMSO ekstresinin 50 pL’si direkt olarak HPLC

sistemine enjekte edilmistir.

Sa¢ bakim maskesi: 0,5 mL numuneye 2 mL asetonitril ilave edilmis, vorteks

kanigtirici ile 2 dakika karistirllmistir. Olusan ¢6zelti 6nceden asetonitril ile
sartlandirilmis C 18 kartustan vakum yardimiyla gecirilmistir. Asetonitrilli ¢ozelti

atilmis, ardindan kartusa 5 mL DMF:PBS (1:8, h/h) ilave edilerek kartusta alikonmus
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olan APG’nin ¢ozeltisi eliie edilmistir. DMF:PBS ekstresinin 50 pL’si direkt olarak

HPLC sistemine enjekte edilmistir.

Dus jeli: 0,5 mL numuneye 1 mL metanol ilave edilmis, vorteks karistirici ile 2
dakika karistirtlmistir. Olusan ¢Ozelti 6nceden metanol ile sartlandirilmis C 18
kartustan vakum yardimiyla gegirilmistir. Metanollii ¢6zelti atilmig, ardindan kartusa
1 mL DMF ilave edilerek kartusta alikonmus olan APG’nin ¢6zeltisi eliie edilmistir.
DMF ekstresinin 50 pL’si direkt olarak HPLC sistemine enjekte edilmistir.

Sac¢ serumu: 0,5 mL numuneye 1 mL etanol ilave edilmis, vorteks karistirict ile 2
dakika karistiritlmistir. Olusan ¢ozelti etanol ile sartlandirilmis C 18 kartustan vakum
yardimiyla gecirilmistir. Etanollii ¢ozelti atilmis, ardindan kartusa 2 mL. DMF ilave
edilerek kartusta alikonmus olan APG’nin ¢ozeltisi eliie edilmistir. DMF ekstresinin

50 pL’si direkt olarak HPLC sistemine enjekte edilmigtir.
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Tablo 4.5 : Numune hazirlama yontemleri

] _ Apigenin
Kozmetik Geri
Numune Hazirlama Yontemi %RSD miktari
preparat kazamm
(Hg/mL)
. o SPE _ 0
Dis macunu | 05 mL numune + 2 mL asetonitrii —~ 2 mL DMSO ile % 89,3 2,34 5,78
ekstraksiyon
SPE
Sampuan 1 0,5 mL numune + 2 mL metanol:su (1:1) ——= 5 mL % 87,6 4,23 6,43
DMF:PBS (1:4) ekstraksiyon
SPE o
Sampuan2 | 05 mL numune + 2 mL metanol —~ 2 mL DMSO ile % 90,2 3,45 9,35
ekstraksiyon
0,5 mL numune + 2 mL DMSO karistirip siiziildi,
Yz temizleme SPE 0
kremi stiziintd———> 5 mL DMF:PBS (1:2) ekstraksiyon %934 3,67 13,02
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Tablo 4.5 : Numune hazirlama yontemleri (devam).

SPE
Siviel sabunu | g 5 mL numune + 2 mL metanol:su (1:1) — 5 mL DMF:PBS % 94,5 5,25 0,33
(1:4) ekstraksiyon
SPE
El kremi 1 0,5 mL numune + 2 mL asetonitrii —= 2 mL DMSO ile % 85,6 2,64 7,88
ekstraksiyon
SPE
El kremi 2 0,5 mL numune + 2 mL metanol:su (1:1) — = 5 mL DMF:PBS % 83,7 3,37 1,58
(1:8) ekstraksiyon
Bebek vicut SPE
yag 0,5 mL numune + 2 mL kloroform —= 2 mL DMF ile % 91,5 4,67 0,43
ekstraksiyon
Sag rengi agic1 | Etanolle seyreltildi (1:1) direkt enjekte edildi.
% 92,3 3,23 <LOQ

sprey
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Tablo 4.5 : Numune hazirlama yontemleri (devam).

Sa¢ boyast SPE 273 434
: itri N % 0, ’ ’
koruyucu kremi 0,5 mL numune + 2 mL etanol: asetonitril (1:1) 2 mL % 88,4
DMF ile ekstraksiyon
Sag serumu SPE % 81,6 4,84 2,36
0,5 mL numune + 1 mL etanol — 2 mL DMF ile ekstraksiyon
G0z makyaj SPE
i 0,5 mL numune + 1 mL etanol —> 2 mL DMF ile % 84,7 5,26 1,78
temizleyici
ekstraksiyon
G0z ve dudak SPE
makyaj 0,5 mL numune + 1 mL kloroform —=> 2 mL DMSO ile % 86,8 2,91 1,25
temizleyici | ekstraksiyon
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Tablo 4.5 : Numune hazirlama yontemleri (devam).

Sag¢ bakim SPE
maskesi 0,5 mL numune + 2 mL asetonitril —= 2 mL DMF:PBS % 92,5 3,52 3,45
(1:8) ile ekstraksiyon
SPE
Dus jeli 0,5 mL numune + 1 mL metanol —= 1 mL DMF ile % 89,4 4,62 8,43

ekstraksiyon
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Tablo 4.6 : Gelistirilen yonteme ait kromatografik parametreler.

Kozmetik Preparat Ifa iﬁgﬂ;i %y[;zﬁlf HETP* lf: i'(t::)itl:l
Dis Macunu 7,26 3,4 0,09 1,2
Sampuan 1 8,12 4,2 0,06 1,4
Sampuan 2 6,69 3,4 0,06 1,6
YUz Temizleme 8,34 2,21 0,07 15
S1vi El Sabunu 5,52 3,45 0,05 1,3
El Kremi 1 6,56 2,65 0,04 1,7
El Kremi 2 5,23 2,13 0,08 15
Bebek Vicut Yagi 5,76 3,42 0,06 1,4
lf;if;};‘i; 878 313 0,07 16
oruyueu Kremi 745 248 01 15
Sa¢ Bakim Serumu 6,87 2,66 0,09 1,5
Go6z Makyaj
Temizleyicisi 5,26 2,76 0,08 1,6
(Waterproof)
oo | e | am | om | 2
Sa¢ Bakim Maskesi 5,93 3,67 0,07 1,2
Dus Jeli 5,67 4,34 1 1,6

*ortalama degerler verilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bitkilerin biiyiimesi, gelismesi ve liremesi gibi temel yasamsal faaliyetlerinde bir
etkisi olmayan ancak bitkinin kendini savunmasi ve saglikli olma halini korumasi
fonksiyonlarinda onemi biiyiik olan sekonder metabolitlerin insanlar iizerindeki
olumlu etkileri uzun yillardir bilim diinyasinin ilgisini ¢ekmektedir. Ozellikle
sekonder metabolitlerin antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuar, sitotoksik,
sedatif, antidepresan, antiAlzheimer gibi daha bir¢ok etkileri aragtirilmaktadir. Bazi
ilaglarin, gida takviyelerinin, OTC {iriinlerinin ve kozmetiklerin igeriginde de

sekonder metabolitler ve tiirevlerinin bulundugunu gérmekteyiz.

Bu tez calismasinda sekonder metabolitlerin ana siniflarindan fenolik bilesikler
grubundan flavonoidler alt sinifindan bir flavon olan APG’nin kozmetik amagli
yaygin kullanilmasindan yola ¢ikilarak, ¢esitli kozmetik formiilasyonlarda bulunan

APG miktarini tayin edebilen yeni bir HPLC yontemi gelistirilmistir.

Literatirde APG’yi analiz edebilmek igin gelistirilmis ¢ok ¢esitli (HPLC,
UHPLC/MS-MS, kapiler elektroforez ve MEKC) yontemler mevcuttur ve B6lim
2.3.6’da bircogu Ozetlenmistir. Ancak bu yontemler fare plazmasi, bitkilerin ¢esitli
kisimlari, cesitli droglar ve insan biyolojik sivilarinda gelistirilmistir. Literatiirde

kozmetik iirlinlerin igerdigi APG miktarini tayin eden bir yonteme rastlanmamustir.

Varolan UHPLC/MS-MS yontemlerinde oldukca hassas analizlere rastlanmaktayken,
kapiler elektroforez, MEKC ve ¢ogu HPLC yontemi gelistirilen bu tez ¢alismasina
ait HPLC yonteminden hassas degildir. Ayrica literatiirde bulunan yontemler
kozmetik preparatlarda analiz imkani saglamamakta farkli amacglara imkan

tanimaktadir.

Gelistirilen yontem MS-MS gibi pahali, sofistike operator gerektiren, her
laboratuvarda ekipmani bulunamayan bir analiz yontemi olmayip, bulunabilecek en
basit ve ekonomik dedeksiyon sistemi olan UV-gorinir boélge absorpsiyon
spektrometrik dedektorle caligmaktadir. Kozmetik iriinler gibi komplike numune

ortamlarinda bu dedeksiyonla ve yine yaygin kullanilan C18 kolonla ve yine olduk¢a
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kolay hazirlanan etanol su karisimi mobil fazla analize imkan taniyor olmasi,
yontemin 6nemli Gstinlukleridir. APG’nin alikonma zamani 4.15 *+ 0.4 dakika gibi
kisa bir siiredir. Bu kadar kisa slirede ve gradient elisyon uygulamadan analiz
yapilabilmesi yine literatiirde nadiren karsilagilan bir durumdur. Yontemin
resoliisyonu ve diger kromatografik ayirma kalitesini gosteren tiim parametreleri

referans araliklarina uygundur.

Kozmetik 0runlerden laboratuvar numunesi hazirlama islemi olarak SPE
kullanilmasi da yontemin bir diger onemli avantajidir. Sivi s1vi ekstraksiyonu gibi
teknikler daha uzun zaman ve emek gerektiren, daha ¢ok ¢oziicii harcanmasina neden
olan ve karistirma, organik fazi ¢ekme, ugurma, kalan bilesigi ¢ozme gibi ilave
islemler gerektirmektedir. Oysa, gelistirilen yOnteme ait numune hazirlama
basamaklarinda SPE kartuglara aktarilan numune ¢ozeltileri uygun ¢oziiciilerle kisa

stirede kartustan eliie edilmistir.

Yontemin gelistirilmesi ve ICH kriterlerine gore valide edilmesinin ardindan 13

farkli tip, toplamdal5 adet numunede APG analiz edilmistir.

Kozmetik iirlinler agisindan piyasada ¢cok degisik markalara ait ¢cok cesitli iiriinler yer
almaktadir. Bunlarin birgogunun ¢esitli bitki ekstreleri icerdigini goriiyoruz.
APG’nin en yaygin oldugu papatya tiirlerindeki APG miktarin1 analiz etmek bu
urtinlerden beklenen etkileri izlemek, bilingli tiketmek ve Urlnlerin kalite kontrolii
acisindan Onemlidir. Bu yeni gelistirilen analiz yontemi 0,2 pg/mL ye kadar
urinlerdeki APG miktarini analiz edebilmekte ve 0,060 pg/mL a kadar ise dedekte
edebilmektedir. Yontemin APG igerme potansiyeli olan kozmetiklerdeki analizlerde
rutin olarak kullanilabilecegi, kalite kontrol ve standardizasyon saglayabilecegi ve

benzer analitik yontemleri gelistirme acisindan da 151k tutacagi ongoriilmektedir.
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