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SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINi

uv Ultraviyole

SC Stratum Korneum

ROS Reaktif Oksijen Tiirleri

SOD Stiperoksit Dismutaz

USP Amerikan Farmakopesi

BP Ingiliz Farmakopesi

PVA Polivinil Alkol

TPA Texture Profile Analizi

IR Infrared

YBSK Yiiksek Basincli S1vi Kromatografisi
DAD Photodiode Array Detector
DMSO Dimetil Stilfoksit

PBS Fosfat Tampon Cozeltisi
DPPH 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil
TAK Total Antioksidan Kapasite
MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromiir
ABTS 2,2’-Azino-bis(3-etilbenz-tiazoline-6-

stilfonik asit)

TEAK Troloks Esdeger Antioksidan Kapasite
AE-L Astaksantin igeren alg ekstresi lipojel
AE-K Astaksantin igeren alg ekstresi karbopol jel
AO-L Astaksantin %5 oleoresin lipojel



AO-K

SS

VK

LOD

LOQ

AE-K-S

AE-L-S

AO-K-S

AO-L-S

IPM

PG

Astaksantin %5 oleoresin karbopol jel
Aritmetik ortalama

Standart sapma

Varyasyon katsayisi

Teshis Sinir1

Tayin Sinir1

3 ay boyunca stabilite kabininde, 25°C
sicaklik- % 60 relatif rutubet kosullarinda
bekletilmis Astaksantin igeren alg ekstresi
karbopol jel

3 ay boyunca stabilite kabininde, 25°C
sicaklik- % 60 relatif rutubet kosullarinda
bekletilmis Astaksantin igeren alg ekstresi
lipojel

3 ay boyunca stabilite kabininde, 25°C
sicaklik- % 60 relatif rutubet kosullarinda
bekletilmis  Astaksantin %5 oleoresin
karbopol jel

3 ay boyunca stabilite kabininde, 25°C
sicaklik- % 60 relatif rutubet kosullarinda
bekletilmis  Astaksantin = %5 oleoresin
lipojel

Isopropil Miristat

Propilen Glikol
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GIRIS VE AMAC

Yaslilik; genetik, yasam sekli, kronik hastalik gibi degiskenleri i¢eren karisik
bir siirectir. Yaslanma, ilerleyen zamanla ortaya ¢ikan karmasik bir olaydir. I¢
etkenler ve gecen zamanla olusan yaslanmaya “takvimsel yaslanma” adi verilir.
Cevresel etkenler, 6zellikle ultraviyole 1sinlart ile ortaya ¢ikan yaslanma ise “foto
yaslanma” olarak tanimlanur.

Serbest radikaller, bir atom ya da molekiil yoriingesinde eslenmemis bir
elektron igceren yiiksek oranda reaktif kimyasal iiriinler olarak adlandirilmaktadir.
Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller oksijenden olusan radikallerdir
ve bunlara reaktif oksijen tiirleri adi da verilmektedir ve reaktif oksijen tiirleri
oksidatif stres olusumuna neden olurlar. Son yillarda yaslanma ile ilgili
arastirmalarda reaktif oksijen tiirleri lizerinde daha fazla durulmakta ve yaslanma
stirecinde bu radikallerin 6nemli rol oynadigr ileri siiriilmektedir.

Antioksidan maddeler; serbest oksijen tiirleri ile reaksiyona girip onlari
etkisiz hale getirirler. Astaksantin de ¢ok giiglii bir antioksidandir. Astaksantin bazi
eklembacaklilar, baliklar ve alglerden elde edilen kirmizi-turuncu renkli, lipofilik bir
karotenoid pigmentidir. Astaksantinin, antioksidan 6zellikleriyle bilinen E vitamini
ve B-karotenden daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir.
Yapilan literatiir arastirmalarinda astaksantin iceren topikal bir formiilasyona
rastlanmamugtir. Astaksantin igeren ve gesitli amaglarla kullanilan gida takviyeleri ve
oral formiilasyonlar bulunmaktadir.

Calismamizda serbest radikal hasarinin 6nlenmesi amaciyla astaksantin iceren
jel formiilasyonlar1 hazirlanmigtir. Hazirlanan formiilasyonlarin karakterizasyon

calismalar1 yapilmis ve bu ¢alisma sonucunda formiilasyonlarin belirlenen siirelerde
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ve kosullarda stabilite caligmalar1 yapilmistir. Formiilasyonlarin etkinlik tayinleri
icin, antioksidan aktivite tayini ve hiicre kiiltlirii calismalar1 yapilmistir.

Sonug olarak, hazirlanan astaksantin igeren jel formiilasyonlar ile giiclii
antioksidan aktivite sayesinde deri {izerinde serbest radikal hasarlarinin 6nlenmesi ve

yaslanma karsiti alanda yenilik¢i bir yaklagim Onerilmesi amaglanmistir.
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I. BOLUM
1 GENEL BILGILER

1.1 Deri Hakkinda Genel Bilgiler

1.1.1 Derinin Yapisi ve Ozellikleri
Insan derisi, kendine 6zgii gorevleri olan, organizmanin i¢ diizenini koruyan

ve dis ortamla iliskisini saglayan viicudun en biiyiik organmidir ve diger biitiin organ
ve sistemler gibi yasam i¢in vazge¢ilmez 6nemi vardir. Yetiskin bir insanda yaklasik
2m?*’lik bir alan kaplar. Viicudun c¢esitli bolgelerinde renk ve kalinlig1 degismektedir.
Deri, ciplak gozle de baz1 fonksiyonlar1 izlenebildiginden dolayi, belki de
fonksiyonunu en rahat izleyebildigimiz organdir. Ates yiikselmesinde oldugu gibi i¢
organlardaki degisiklikleri gosterebilmesinin yani sira, glines maruziyeti, toksinler ve
hatta psikolojik stimuluslara da cevap verebilmektedir (67). Viicudumuzu fiziksel,
kimyasal ve mikrobiyal dis etkenlere karsi, ultraviyole (UV) radyasyona ve serbest

radikallerin tahrip edici etkilerine karsi korur (161).

Insan derisinin tiim bilesenleri, embriyolojik olarak ektoderm ve
mezoderm’den koken almaktadir. Epidermiste; pilosebase birim, ekrin bezler ve
tirnak tinitesi ektodermden koken alirken, melanositler, sinirler, 6zellesmis duyu
organlari neroektoderm’den, Langerhans hiicreleri, makrofajlar, Mast hiicreleri,
fibroblastlar, kan damarlari, lenfatik damarlar, kaslar ve yag hiicreleri ise mezoderm

kaynaklidir (164).

Deri ii¢ tabakadan olugsmaktadir: Epidermis, Dermis ve Hipodermis (2) (Sekil

1).



Boynuzsu tabaka

o [Epidermis

Sekil 1. Derinin Yapisi

1.1.2 Epidermis
Derinin en dis tabakasidir. Kan damar1 ve lenfatik sistem igermez. Kalinlig1

bulundugu bolgeye gore 150-180 um arasinda degisir. Morfolojik goriintii ve hiicre

fonksiyonlaria gore 5 ayr1 tabaka igerir (104).

Stratum korneum (Boynuzsu Tabaka)

Stratum lusidum

Stratum granulosum (Graniiler Tabaka)

Stratum spinosum (Diken, Sivri U¢ Tabakast)

Stratum germinativum (Bazal Tabaka)’dir (Sekil 2).
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Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spincsum

Stratum basale

Sekil 2. Epidermisin Yapis1

Stratum korneum (SC); epidermisin en dis tabakasidir ve 6-15 pm
kalinligindadir. 15-20 kat Olii, yassilasmis, uzamis ve tamamen keratinize olmus
korneositleri igerir. 2 haftada bir kendini yeniler. Yapist protein ve lipitlerden
olugsmaktadir. Protein kismi1 a ve B keratinden ibarettir. Lipit kismi ise; seramitler,
serbest steroller, serbest yag asitleri ve trigliseritler gibi notral lipitlerden meydana
gelmistir (19,83). SC ilag molekiillerinin deriden gegisi i¢in ana bariyeri olusturur.
SC tabakasi, protein tuglalar1 ve lipit harcindan meydana gelen diizenli oriilmiis bir
duvar olarak tanimlanmaktadir. Hiicrelerin ve korneositler icindeki proteinlerin
etrafin1 saran lipit tabaka, ilaglarin deriden gegisi i¢in bariyer fonksiyonunu
listlenmektedir. Igerdigi lipit miktar1 ve cinsi, bulundugu viicut blgesine gore degisir
ve bu da permeabilitenin farkliliginda 6nemli bir faktordiir. Hidrofobik bir membran

gibi davranir (11).

Stratum lusidum, kalin deride daha belirgin olup, olduk¢a yassi eozinofilik

hiicrelerin olusturdugu yar1 gegirgen ince bir tabakadir. Stratum granulosum



tabakasinda keratinin biiyiik bir boliimii ve yapisal proteinlerin {iretiminin biiyiik bir
kismi yapilir. Stratum spinosum, tek sirali hiicrelerden olusmustur. Fosfolipitler,
gliserol ve serbest yag asitlerine, glikosilseramidler de seramidlere bu tabakada

pargalanirlar (34).

En i¢ tabaka olan Stratum germinativum, prizmatik hiicreler ve buna komsu
olan poligonal hiicrelerden olusur. Bu tabakadaki hiicreler metabolitik a¢idan aktiftir

ve mitozla boliinerek, mevcut olusmus hiicreleri list tabakalara itmektedirler (103).

Epidermiste 3 tip 6zel hiicre bulunmaktadir. Bunlar;

1) Melanositler; melanin isimli pigment iretimini saglarlar. Melaninler UV
radyasyonu absorplar ve serbest radikal yakalama 6zelligine sahiptirler.

2) Langerhans adaciklart; ciltte immiin sistem igin deride bir savunma
saglamaktadir.

3) Merkel hiicreleri; parmak ucu, el i¢i ve ayak tabaninda daha ¢ok
bulunmalar1 dokunma duyusu (duyu alic) ile ilgili olduklarini diistindiirtir (44,117).
1.1.3 Dermis

Dermisin biiyilik boliimiinii, su tutma kapasitesi yiiksek olan polisakkaritler ve
proteinler olusturur. Dermis, 3 6nemli protein igerigi ile olduk¢a zengindir. Bunlar,
saglamlik veren bir protein olan kollajen, retikiilin ve esneklik veren bir protein olan
elastindir. Dermisin hiicresel kismini1 da fibroblastlar, mast hiicreleri ve histiyositler
olusturur. Dermisin kalinlig1 farkli viicut bolgelerinde degiskenlik gosterir. Goz
kapaklarinda 0.3 mm iken, sirtta kalinlik 3 mm civarindadir. Dermis ¢ok sayida
0zellesmis hiicre ve yapiy1 da igerir. Sa¢ folikiilleri, ekrin ve apokrin ter bezleri de
yer alir. Dokunma ve basing duyularmi ileten 6zellesmis sinir hiicreleri de bu

tabakadadir. Dermisin ayrica ¢ok zengin bir damar igerigi vardir (2).



1.1.4 Hipodermis
Bu tabakadaki hiicreler fazla miktarda yag igerir. Yag hiicreleri arasinda

bulunan kollajen, derinin alt tabakalar1 ile epidermis ve dermis tabakalar1 arasindaki
baglantiyr saglar. Hipodermiste, daha biiyilkk kan damarlar ile sinirler bulunur.
Adipositler enerji depolar1 olarak hipodermiste goérev yaparlar ve viicut sicakliginin
diizenlenmesinde rol oynarlar (165).
1.1.5 Etkin Maddelerin Deriden Gegis Yollar:
Etkin maddelerin deriden gegisi i¢in ti¢ degisik yol saptanmistir. Bunlar:
Porlardan ya da bogluklardan gegis
Hiicrelerigi Gegis (Transseliiler Yol)

Hiicreleraras1 Gegis (Interseliiler Yol) (Sekil 3).

interseliiler yol yan gegit yolu
T

%&.{_

Plazma Yag hgc‘l: Seramid

transseliiler yol

D

Hicreler
arazi

bozluk

Yag

Su Kolezterol

Sekil 3. Etkin Maddelerin Deriden Gegis Yollar:



1.1.5.1 Porlardan ya da bosluklardan gegis
Polar yol olarak da bilinen bu yol, kil folikiilii ve ter bezi yoluyla ana bariyeri

gecen molekiil i¢in diistik direngli kisa bir yan gegittir. Bu yol, su dolu ter kanallarina
girebilen, yiiksek derecede suda c¢oOziinebilen ve polar maddeler (elektrolitler gibi)
icin daha O6nemli bir gecis yoludur. Son ¢alismalar bu yolun ilaglarin elektrik
akimiyla (iyontoforez) ge¢isi i¢in 6nemli oldugunu gostermektedir (82).

1.1.5.2 Hiicrelerigi gegis (Transseliiler yol)

Bu yolda madde, bariyer hiicrelerin iginden geger. Hiicreler biiyiik olgiide
korneositlerden olugmustur. Keratin ve keratohiyalin bu hiicreleri hemen hemen
gecirmez yapar. Bu yoldan daha ¢ok polar olmayan maddeler gegebilir (88).
1.1.5.3 Hiicrelerarasi gegis (Interseliiler yol)

SC’u transseliiler yolla gegmek i¢in; madde, membrandaki protein ve
lipitlerle etkilesir. Eger interseliiler yol baskin ise, madde ile korneositler arasindaki
lipit tabakalarin i¢inden bile gegebilir. Oktanol / su dagilim katsayisina dayali
calismalar, interseliiler yolun penetrasyonun ana yolu oldugunu desteklemektedir
(32,127).

Genel olarak, SC’dan ge¢is esas olarak gegen molekiiliin oktanol / su
partisyon katsayisindan ve molekiil agirhigindan tahmin edilebilir (3).

1.1.6 Deriden Gegisi Etkileyen Faktorler

Deriden ilag absorbsiyon hizini etkileyen faktorler, kisiye ait biyolojik ve
ilaca ait fizikokimyasal faktorler olarak iki ana gruba ayrilirlar (10).
1.1.6.1 Biyolojik Faktorler

¢ Derinin Yasi: Deri yas1 ile deri gegirgenligi arasindaki iligki ¢ok net
aciklanmasa da, yaslanmaya bagli olarak deri korneositlerindeki kalinlagsmanin
arttigl, deri yenilenme hizinin azaldigt ve deri wuzantilarinin yap1 ve

fonksiyonlarindaki farkliliklara bagli olarak deri gecirgenliginin azaldig:
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diistiniilmektedir. 40 yasin iizerinde deri nem igeriginin azalmasina bagl deri
gecirgenliginin azaldigi gosterilmistir (124).

X Derinin Durumu: Derinin bariyer fonksiyonunu siirdiirebilmesi igin
biitlinliigiinlin bozulmamis olmas1 gerekir. Asit, alkali ve degisik kimyasal
maddelerin etkisi, deri tlizerinde Kkesi, yara ve dermatit gibi durumlarda deri
biitiinliigiiniin bozulmasina bagli olarak deri gegirgenligi artar (10).

X Bolgesel Farkhiliklar: SC kalinligi, viicudun cesitli bolgeleri arasinda
farklilik gosterdiginden, gegirgenlik de bolgeden bolgeye degiskenlik gosterecektir.
Etkin maddelerin gegirgenligi, farkli bolgelerdeki SC’un kalinliina, yapisina ve kil
folikiillerinin bulunup bulunmamasina baglidir. Sigan derisi ile yapilan bir ¢alismaya
gore, karin derisinin, sirt derisine gore, gegirgenligi daha fazladir (10).

<> Derinin  Hidratasyonu: SC tabakasinin hidratasyonu, birgok
molekiiliin deriden gecis hizim1 etkileyen Onemli faktorlerden birisidir. Derinin
lizerinin Ortlilmesi veya uygulanan formiilasyondaki sivagin ortiicii etkisiyle
terlemesi ve suyun epidermisin alt tabakalarindan, iist tabakalarina dogru difiize
olmasi sonucunda, SC tabakasinin hidratasyonu artmaktadir (21,69,142).

X Sicakhik: Deride sicaklik artisi ile etkin maddelerin deriden gecis hizi
artmaktadir. Etkin maddelerin deriden penetrasyonunda sicaklik, daha ¢ok derinin
hidratasyonu ile birlikte etkili olmaktadir (140).

X2 Kan Dolagimi: In vivo kan akim hizi, etkin maddelerin deriden
emilimini etkilemektedir. Dermisteki kan akiminin artmasi, penetre olan ilacin
dermiste kalis siiresini azaltir ve lokal etkili ilaglar i¢in istenmeyen bir durumdur.

Nikotinik asit ve tiirevleri deride kan akimimi artiran maddelerin basinda gelir.

Steroitler ise vazokonstriiksiyona bagli kan akimini yavasglatir (10).



K/

> Tiir Farkhliklari: Insan ve hayvan derisi, SC’un kalinhigi, birim
ylizey alandaki kil folikiilleri ve ter bezlerinin sayisi agisindan biiyiik farklilik
gosterir. Deriden etkin madde gecisi ¢alismalarinda, genellikle tavsan, sican, domuz
ve fare derisi kullanilmaktadir. Insan derisine gore, daha fazla kil folikiilii igermeleri
ve ter bezlerinin bulunmamasina ragmen, insan derisinin temin edilmesindeki
zorluklar nedeniyle, sican derisi penetrasyon c¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunun yaninda yapilan c¢alismalar gostermistir ki, domuz kulak
derisi, insan derisine histolojik agidan en ¢ok benzeyen deridir. Bu yiizden topikal
ilag tas1yict sistemlerde, domuz kulak derisi siklikla kullanilmaktadir (15,50,73).

<> Irk Farklilhiklari: Ayni cinse ait farkl irklar arasinda da deriden etkin
madde gecisinde farkliliklar goriilmektedir. Siyah ve beyaz irkin SC’unun yapisi

incelendiginde, zencilerde melanin miktarinin yiiksek olmasi nedeni ile zenci

derisinin permeabilitesi daha diisiik bulunmustur (16).

1.1.6.2 Fizikokimyasal Faktirler

R/

<> Etkin maddenin c¢oziiniirliigii ve molekiiler ézellikleri: Etkin
maddelerin deriden diflizyon hizi, etkin madde konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Pasif diflizyon ile gerceklesen bu durum I. Fick Yasasi ile ifade edilmektedir. Etkin
maddenin konsantrasyonunun artmasi, etkin maddenin termodinamik aktivitesini de
artirmaktadir ve bdylelikle etkin maddenin deriden gecen miktarinda artis olur (131).

Etkin maddelerin molekiil biytikligii ve molekil agirligi ile deriden
penetrasyonu arasinda ters oranti vardir. Kii¢iik molekiilli bilesikler, biiytlik
molekiillere oranla daha hizli penetre olurlar. Molekiil agirliginin artmasiyla etkin
maddelerin diflizyon katsayis1 ve deriden gecisleri azalir. Yapilan caligsmalarda,

protein/peptitlerin penetrasyonu yiiksek molekiil agirligina sahip olmalarindan dolay1



cok diisiik bulunmustur. Ilacin deriden penetrasyonu igin, etkin maddenin optimal
molekiil agirligi 500 daltondan kiigiik olmalidir (86,147).

X Etkin madde-Deri etkilesimi: Ilag molekiillerinin deriden gecisini
etkileyen Onemli faktorlerden biri, etkin maddenin yag/su dagilim katsayisidir.
‘Meyer-Overton Teorisi’ ne gore, yagda ¢oziinen molekiiller hiicre zarimi kolaylikla
gecerler, suda ¢oziinen molekiiller ise, hiicre igindeki proteinlerin hidratasyonuna
bagl olarak deriden penetre olabilirler. Yiiksek permeabilite i¢in, yag/su dagilim
katsayisinin 1 ile 3 arasinda olmasi istenir (86).

X Swag-Deri etkilesimi: Topikal ila¢ formiilasyonunda kullanilan sivag,
derinin lipit tabakasi ile etkin maddenin temasini saglayarak veya SC tabakasinin
hidratasyonu i¢in oOrtiicii bir etki olusturarak deriden penetrasyonu arttirabilir.
Formiilasyonda kullanilan sivagin, toksik ve irritan olmayan, alerji yapmayan, tatsiz,
kokusuz, renksiz, kimyasal olarak inert ve ucuz olmasi istenir.

<> Etkin madde-Sivag Etkilesimi: Formiilasyonda kullanilan sivagin
etkin maddenin termodinamik aktivitesini sivag i¢inde yiiksek tutabilmesi istenir. Bir

caligmada farkli sivaglardan tiapronik asitin penetrasyonu arastirilmig ve Karbopol

940 en uygun sivag olarak bulunmustur (116).

1.2 Yaslanma Hakkinda Genel Bilgiler

1.2.1 Yaslanma
Yaglanma, insan organizmasinda tiim yagam boyunca gozlenen degisiklikleri

kapsayan karmasik bir islemdir. Yaslanma hizi, tiirler arasinda farklilik gostermekle
birlikte, genellikle, ayni tiire ait bireyler arasinda tekdiizelik gostermektedir. Bu
durum, yaslanma olaymin, genetik bir program altinda gergeklestigini
diisindirmektedir. Alternatif olarak, yaslanma islemi, genler veya proteinler

diizeyinde diizen kaybina yol agacak kiimiilatif hasar sonucu da meydana gelebilir.



Yaslanma, ilerleyen zamanla ortaya ¢ikan karmasik bir olaydir. ¢ etkenler ve gecen
zamanla olusan yaslanmaya “takvimsel yaslanma” adi verilir. Cevresel etkenler,
Ozellikle ultraviyole 1sinlari ile ortaya ¢ikan yaslanma ise, “foto yaslanma™ olarak
tanimlanir (115).

1.2.2 Serbest Radikal Teorisi

Yaslanmay1 agiklamaya calisan fizyolojik mekanizmalar genellikle teori
seviyesindedir ve bunlardan higbiri yaslanmanin mekanizmasini agiklamaya yeterli
degildir (8,35). Bu teoriler arasinda giiniimiizde en gok destek goreni serbest radikal
teorisidir. Son yillarda doga kirliligi, stres ve hazir gidalarin yaygin olarak
tiketiminin insan viicudunda serbest radikallerin olusumunu arttirdig
diistiniilmektedir (125,126). Oksidan bilesiklerin artmasi sonucu gelisen oksidatif
stres, cesitli mekanizmalarla biyomolekiillere zarar vermektedir (8,30,72). Lipit,
protein, karbonhidrat ve DNA iizerinde meydana gelen hasar ve birikim sonucunda
yaslanma belirtileri ortaya ¢ikmaktadir (29).

Serbest radikal teorisine gore yaslanma, oksijenli solunum sirasinda olusan
serbest radikallerin dokularda birikmesi sonucu olusan hasarlar nedeniyle olmaktadir.
Denham Harman’in 6ne siirdiigii bu teori kapsaminda serbest radikalleri Pandora’nin
“Felaketler kutusuna” benzeterek, biyolojik oksidasyonlar sonucu olusan serbest
radikallerin 6miir boyunca rastgele ve birikimsel hiicre hasar1 olusturarak, doku ve
organ yaslanmasina yol actigini bildirmis, radikallerin biiylik ¢apli hiicresel hasar,
mutagenez, kanser ve yaslanmanin dejeneratif siirecinden sorumlu olabilecegi

goriisiinii 6ne stirmiistiir (56).

1.2.3 Yaslanma Karsiti Alanda Topikal Olarak Kullanilan Ajanlar

Bunlar;
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1. Retinoidler

2. Antioksidanlar

3. Nemlendirici ve deri bakim {iriinleri
Okliizif yaglar
Nem cekiciler
Bitkiler, bitkisel ekstreler
Hayvansal ekstreler
Biyolojik faktorler
Deri lipitleri

4. Alfa hidroksi asitler

5. Giinesten koruyucular

6. Peptit proteinler.

1.3 Serbest Radikaller (Oksidanlar) ve Antioksidanlar Hakkinda
Genel Bilgiler

1.3.1 Serbest Radikaller (Oksidanlar)
Kimyasal bilesikler iki veya daha ¢ok elementin aralarinda kimyasal bag

olusturmast ile meydana gelir. Bu baglar negatif yiiklii elektronlarla sarilmistir ve bu
elektronlarin diizeni bilesige kararlilik saglar. Kararli bilesiklerin elektronlar
ciftlenmis halde bulunur. Eger elektron ¢iftlenmemis ise molekiil daha reaktif ve
kararsiz duruma geger. Bir ya da daha fazla sayida g¢iftlenmemis elektrona sahip
element veya bilesiklere “serbest radikaller” denir. Serbest radikallerdeki
ciftlenmemis elektronlar kararli duruma ge¢mek ister ve kararli halde bulunan bir
bilesikten elektron alarak, bu bilesigi yeni bir serbest radikal haline doniistiiriir.
Serbest radikallerin baslattigi bu zincirleme reaksiyonlar dizisi, antioksidanlar
tarafindan durduruluncaya kadar devam eder. Oksidasyon olay1 aslinda hayatin her
evresinde yasamakta oldugumuz dogal bir siirectir. Giinlilk hayatimizda, 6rnegin
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kabugu soyulan bir elmanin bir siire sonra kahverengilesmesi oksidasyon olayina bir
ornek olarak verilebilir.

Oksijen, yasam i¢in vazgecilmez bir molekiil olmasina ragmen ayni1 zamanda
viicut iginde reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina neden olur. Reaktif oksijen tiirleri
metabolizmaya zarar verebilecek bir dizi reaksiyonu baslatir ve bunlar canli i¢in ayni
zamanda bir tehdit unsuru haline gelir.

Organizmada serbest radikaller; gerek normal metabolik faaliyetlerin bir yan
irlinii olarak; gerekse radyasyon, ilaglar ve diger zararli kimyasallarin etkisi ile
olusur. Metabolizma yan frlinleri olarak; siiperoksit anyonlar1 (O2, O:), hidrojen
peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH) gibi mutajenler meydana gelir. Ayrica
NADPH oksidaz gibi baz1 enzimler kiiglik miktarlarda Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)
tiretir. Hiicre i¢i ROS’un % 90’dan fazlas1 aerobik solunum reaksiyonlar1 zincirinde
mitokondriumun i¢ membraninda tiretilir (163).

1.3.2 Oksidatif Stres

Viicudumuzda oksidanlar ile antioksidanlar arasinda bir denge vardir. Bu
dengenin bozulmas1 oksidatif stres adi verilen bir durumun meydana g¢ikmasina
neden olur (52,92). Oksidatif stres, organizmada hiicre 6limiine (apopitoz) dahi
sebebiyet verebilecek ¢ok ciddi sonuglar dogurur. iki tarafi keskin bir bigak gibi
kabul edilen reaktif oksijen tiirleri, diisiik dozlarda gesitli stres tepkilerinde arabulucu
gibi rol oynarken, yliksek dozlarda (oksidatif stres gibi) hiicresel zararlara yol acar
(98). Oksidan ve mutajen Ozellikte olan bu metabolizma yan friinleri DNA,
proteinler ve diger makromolekiillerde tahribata hatta hiicrenin 6liimiine neden

olarak kronik hastaliklari baglatir (70).
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1.3.3 Antioksidanlar
Serbest radikallerin ve oksidatif stresin zararli etkilerine karsi organizmay1

koruyan bilesiklere antioksidanlar adi verilir.

Antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlari etkisiz hale getirirler. Bunlar:

1. Siipiirme  etkisi: Oksidanlart daha zayif yeni bir molekiile

doniistiirerek etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu

yolla etki eder.

2. Sondiirme etkisi: Antioksidanlarin oksidanlara bir hidrojen aktararak

onlart inaktive etmesine denir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve

mannitol bu sekide etki eder.

3. Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi: Hemoglobin, seriiloplazmin ve

agir mineraller oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive eder.

4. Onarma etkisi: Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilii onarirlar (144).

Antioksidanlar, enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olarak iki ana gruba ayrilirlar. Polifenoller enzimatik olmayan
antioksidanlar arasinda, en genis yer kaplayan antioksidanlardir ve kaynagi
bitkilerdir (40,65,89,160). Meyve ve sebzelerde bulunan dogal antioksidanlar, insan
saghigma pek ¢ok yararli etkilerinden dolay:r bilim diinyasinin ilgisini ¢ekmektedir.
Son yillarda; meyvelerin, sebzelerin, baharatlarin, tibbi bitkilerin ve mikroalglerin
total fenolik madde icerikleri ve antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi igin yapilan

caligmalara ilgi artmaktadir (45,79).

1.3.3.1 Enzimatik Antioksidanlar

1.3.3.1.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Siiperoksit serbest radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene

dontistiiren bir enzimdir (102,157). Siiperoksit dismutaz, dogada bilinen en etkin
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antioksidanlardandir. Okaryotik ve prokaryotik organizmalarin dogasinda yaygin bir
sekilde bulunur (101).
1.3.3.1.2 Katalaz

Dogada bulunan en 6nemli antioksidanlardandir. Yapisinda Fe*® bulunduran
dort hem grubundan olusmus hemoproteindir (102).
1.3.3.1.3 Glutatyon Peroksidaz

Selenyumu kofaktor olarak kullanan bir enzimdir (45). Hidrojen peroksit ve
lipithidro peroksidi metabolize eder. Cogu insan dokusunda bulunur (102).
1.3.3.1.4 Glutatyon Rediiktaz

Metabolik faaliyetler sonucunda yiikseltgenen glutatyonu, tekrar indirgenmis
sekline dontstiiren enzimdir (139).
1.3.3.1.5 Glutatyon S — Transferaz

Toksik metabolitler ile glutatyonun konjugasyonunu saglayan enzimdir

(102,157). Boylelikle organizmayi detoksifiye eder (7).

1.3.3.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1.3.3.2.1 C Vitamini
Cok onemli ve ¢ok giiglii antioksidan 6zellige sahiptir (157). Askorbik asit

olarak da bilinir. Kollajen sentezi gibi pek ¢ok gerekli metabolik faaliyetlerde rol
alir. Hiicre membranlarin1 oksidasyondan koruyarak onlarin hasara ugramasini
engelledigi, giiniimiizde oldukga iyi anlagilmis bir gergektir. Son ¢alismalar; askorbik
asitin plazma diizeylerindeki artisin, redoks aktif demir veya bakir ve hidrojen
peroksit varliginda dahi, lipit peroksidasyonuna kars1 doza bagimli direncin arttigini
gostermektedir. Pek ¢ok in vivo galisma, C vitamini takviyesinden sonra oksidatif
DNA, protein ve lipit hasarini gosteren isaretgilerin azaldigini gostermektedir (157).

Askorbik asit; suda c¢oziinen peroksil radikallerini, singlet oksijeni, superoksit
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radikallerini ve nitroksit radikallerini siiptirerek onlarin zararli etkilerini ortadan
kaldirir. Aktif notrofiller sayesinde olusan peroksidasyondan plazma lipitlerini korur
(53).

Vitamin C, UV’ye bagli serbest radikalleri giderebildigi ve diger potent
antioksidan olan vitamin E rejenerasyonu sagladigindan kozmetik bilesik olarak ilgi
cekmektedir. Vitamin C, kollajen iiretimini uyardigi i¢in yaslanma karsiti liriin olarak
da disiiniilmektedir. Kozmetiklerde 3 formu kullanilmaktadir; askorbil palmitat,
magnezyum askorbil fosfat ve L-askorbik asit. Antioksidan olup kollajen sentezinde
rol oynar. Pigmentasyonu dnleme 6zelligi vardir. Renk agici olarak da kullanilir (96).

Uriin stabilitesindeki zorluk, deriye topikal penetrasyonundaki giicliiklere
ragmen, deri bakim iirlinlerinin ¢ogu vitamin C igerir. Kozmetik {iriinlerde en ¢ok
bulunan vitamin C formu, L-askorbik asit ve onun ester formu askorbil palmitattir.
Son yillarda, askorbik asidin stabil ve hidrofobik, diisiik pH’da noniyonize molekiiler

formlar1 gelistirilmistir (25).

1.3.3.2.2 E Vitamini
Yagda ¢oziinen bir vitamindir. Sekiz farkli ¢esidi vardir. a — tokoferol bilinen

en aktif tiridir. Vicudumuz igin giicli antioksidan Ozellige sahiptir. Yagda
¢ozlindiikleri igin selluler ve subselluler membranlar ile lipoproteinlerde bulunurlar.
Membranlarda oksijen radikallerinin en 6nemli temizleyicilerindendir. Doymamis
yag asitleri serbest radikallerin saldirilarina karst olduk¢a duyarlidir. Lipit
peroksidasyonu sirasinda, peroksil ve alkoksil radikalleri olusur. Bunlar, E vitamini
varliginda yag asitleri yerine a — tokoferol ile birlesir. Boylelikle zincir reaksiyon
kirilmis olur. Bu reaksiyon sonucunda membranlarda ve lipoproteinlerde o —

tokoferol radikalleri olusur. Bu radikallerin bagka bir yag asidiyle birlesebilme
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aktivitesi diisiiktiir. C vitamini, bu radikallerin tekrar E vitaminine dontismesinde
onemli bir rol oynar (53,102,157).

Vitamin E, yumusakligi ve cildin piirlizsiizligiini arttirdigi i¢in mitkemmel
bir nemlendiricidir. Fotokoruma ve antikarsinojenik etkileri de vardir. Topikal
vitamin E[J nin fotokoruma etkili oldugunu tespit eden bir¢ok c¢alisma
bulunmaktadir. Gergekte, vitamin E tiim insan derisinde herhangi bir fotokoruma
saglayabilmesi i¢in diger vitamin C, selenyum veya tiyoller gibi antioksidanlarla
kombinasyonu gerekir ve bunlar tokoferol degradasyonunu onler (87).

Yapilan bir ¢alismada vitamin E’ nin %2’lik lipojel (zeytinyag: icinde) ve
hidrojel formiilasyonlar1 gelistirilerek yaslanma karsiti alanda kullanilabilecekleri
belirtilmistir. Hidrojel formiilasyonunun giines banyosu sonrasi antioksidan
fonksiyonlartyla kullanigh olabilecegi, lipojel formiilasyonlarinin deride uzun siire
kalabilmesinden dolayr da fotohasarli ve normal vyasli deride antioksidan
ozellikleriyle kullanilabilecegi 6nerilmistir (46).

Topikal vitamin E uygulamasi, kontakt rtiker, ekzematéz dermatit, eritema
multiforme benzeri reaksiyon gibi uygulama yerinde reaksiyonlara yol agabilir.
Kontakt dermatit %20-33 oraninda gozlenebilmektedir (87).
1.3.3.2.3 Karotenoidler

Mikroorganizmalarda ve  bitkilerde bulunan pigment yapilaridir.
Karotenoidler bitkilere sari, kirmizi ve turuncu rengi verir. Dogada 600’iin iizerinde
karotenoid vardir. Giiclii antioksidan etkinligi olan karotenoidlerin en 6nemlileri; B-
karoten, astaksantin, lutein, likopen, zeaksantin, kantaksantindir. Cesitli ¢calismalar,
karotenoidlerin bazi kanser tiirlerini, ateroskleroz ve yaslanmaya bagli muskular
dejenerasyonu engelledigini gostermistir. Karotenoidler, konjuge ¢ift bag yapisinin

ortaklanmamis elektronlar {izerindeki yetenekleri sayesinde antioksidan ozellik
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kazanmistir (157). Yagda c¢ozintirler. Bu molekiiller bitkide sentezlenebilirken
hayvanlarda sentezlenemezler. Kloroplast ve kromoplast gibi organellerde
bulunurlar. Bitkilerin goriilebilen renkleri, karotenoidlerin yapisinda bulunan
konjuge c¢ift baglarin 15181 absorbe etmeleri sayesinde olusur (75). Yiiksek
konsantrasyonda, lipitleri peroksidatif hasardan korur. Genel olarak karotenoidlerin
serbest oksijen radikalleri ile etkilesmeleri ti¢ mekanizmayla olur (157).

a. Radikal katimu ile

b. Karotenoidlerden hidrojen ¢ikmasi ile

c. Elektron transfer reaksiyonlari ile.

En o6nemli karotenoidlerden bir tanesi p — karotendir. Vitamin A onciisii
yapilardir. Bisiklik B— karoten, yiyeceklerde en yaygin olarak bulunan karotenoiddir
(33).
1.3.3.2.4. Glutatyon

Tripeptid yapisinda, multifonksiyonel intraseluler enzim olmayan bir
antioksidandir. Hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunur. Suda
¢oziiniir. Bagta hiicrede sitozolde ve diger yasamsal sistemlerin sulu fazlarinda
bulunur. Organizmada, indirgenmis hali ve yiikseltgenmis hali olarak iki ¢esidi
bulunur. Glutatyonun indirgenmis hali; ¢ekirdekte, DNA’nin eslesmesi ve tamiri i¢in
onemli olan protein sulfidrillerin redoks halini devam ettirir (76,157).
1.3.3.2.5 Polifenoller

Enzimatik olmayan antioksidanlarin pek ¢ogu yiyecekler ile viicuda saglanir.
Bu sinif antioksidanlarin i¢inde en genis yer tutani ise polifenollerdir. Polifenoller;
flavonoidler ve fenolik asitler olmak tizere iki sinifa ayrilir (55,157). Flavonoidler,
4000’den fazla polifenolik bilesik iceren, dogal yollar ile olusan bitkisel merkezli

molekdillerdir. Ortak olarak fenilbenzopiron yapisi (C6 — C3 — C6) igerirler. Merkezi
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piran halkasinin agilimina ve doygunluk seviyelerine gore kategorize edilir. Baslica;
flavonlar, flavanoller, izoflavonlar, flavonoller, flavanonlar ve flavanonoller olarak
gruplandirilirlar. In vitro hiicre kiiltiiriinde veya hiicreden bagimsiz sistemlerde;
superoksit anyon, singlet oksijen ve lipit peroksil radikallerini siipiirme etkisi
gosterirler (133).

1.3.3.2.6 Koenzim Q10

Koenzim Q10, lipit peroksidasyonunu engeller. Mitokondride olusan
oksidatif stresi azaltir. Koenzim Q10 poliizopren zincirine sahiptir. Bu zincir on
izopren biriminden olusmustur (28).

Topikal Koenzim Q10 uygulanmasi, ekstrinsik yaslanmada UV hasarimi
antioksidan fonksiyonla azaltip, kronolojik yaslanmayla kaybolan antioksidani
azalmis olan endojen seviyelerini yerine koyarak takviye yapabilir (25). Topikal
Koenzim Q10 kullanimmin simdiye kadar yan etkisi gosterilmemistir. Bu tirtinler iyi
nemlendiriciler olarak formiile edilmektedir. Arastirmacilar kiiltiire hiicrelerde UV
isinina karst  antioksidan olup epidermis ve dermise penetre olabilecegini
gbstermistir. Bu etkisi son yillarda kozmetiklere katilmasmi hizlandirmistir. insan
derisinde topikal uygulamasinin antioksidan etkinligi konusunda yeni ¢alismalara

ihtiyag vardir (25,87).

1.3.3.2.7 Selenyum
Mineral antioksidanlardandir. insan sagligi igin temel bir 6neme sahiptir.

Selenyum toprakta bulunur ve beslenme zincirine bitkiler sayesinde girer. Glutatyon

peroksidaz enziminin yapisina girerek antioksidan etkiye katkida bulunur (18).
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1.4 Jeller Hakkinda Genel Bilgiler

1.4.1 Jel Tanim
Jel olusturan bir madde ve yiiksek oranda ¢oziicii iceren, seffaf ya da opak

goriiniislii yar1 kati preparatlardir (120). USP (Amerikan Farmakopesi)‘de jeller,
organik bliyiik molekiillerin sivi fazda tamamen ¢6ziindiigii veya inorganik kiigiik
molekiillerin stispande halde bulundugu yar1 kati preparatlar olarak tarif edilirken,
BP (Ingiliz Farmakopesi)‘de homojen, deriye veya bazi mukoz membranlara
uygulanan preparatlar olarak tanimlanmaktadirlar (17,150).

1.4.2. Jellerin Siiflandiriimasi
Jeller, genellikle tek veya iki fazli sistemler olarak siniflandirilirlar (132).

1.4.2.1 Tek fazh sistemler

Tek fazli sistemler, sivi fazda tamamen ¢Oziinmiis organik molekiiller ile
hazirlanan sistemlerdir. Sentetik makromolekiiller (karbomerler gibi) veya dogal
zamklar (kitre zamki gibi) igeren jeller tek fazli sistemlerdir. Dogal zamklar ile
hazirlanan tek fazli jellere miisilaj denir (132). Bu sistemlerde organik molekiiller
¢oziicli i¢inde diizensiz esnek zincirler seklinde bulunurlar. Uygulama, kullanim ve
temizleme kolayligindan dolayi, ilag ve kozmetiklerde ¢ok kullanilirlar (132,171).
Tek fazli sistemlerde ¢oziicii olarak ¢ogunlukla su kullanilmasia ragmen, alkol ve
mineral yag da kullanilmaktadir (132). Su kullanilarak hazirlanan jellere hidrojel;
alkol ya da mineral yag igerenlere ise organojel denir (24).
1.4.2.2 Iki fazh sistemler

Iki fazli sistemler, inorganik kiiciik molekiillerin siv1 faz icinde ii¢ boyutlu
dayaniksiz bir ag yapisi olusturdugu sistemlerdir. Inorganik molekiiller
¢oziinmedikleri igin sivi iginde dagilmis halde bulunurlar (171). Bu sistemlere

aliiminyum hidroksit jeli 6rnek verilebilir. iki fazli sistemlerde dagilan fazin partikiil
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boyutu biiyiikk ise jel kiitlesi magma olarak da adlandirilirlar ve bu sistemler
tiksotropi gosterirler (132).
1.4.3 Jel Olusma Mekanizmalari

Jel yapici maddeler uygun bir c¢oziicii ile karistirildiginda, ii¢ boyutlu
kolloidal bir ag yapi olustururlar. Meydana gelen polimerin bu ag yapisi; jelin
dayanikliligi, deformasyonu dolayisiyla viskoelastik 6zelliklerinden sorumludur.
Farmasotik endiistride kullanilan jel olusturan maddelerin ¢ogu diizensiz spiral ag
yapist gostermektedir. Diizensiz ag yapmin olusum mekanizmasi, polimer-polimer
ve polimer-¢oziicii etkilesimine dayanir. Polimer konsantrasyonunun artmasi ile
partikiiller arasindaki mesafe azalir. Boylece polimer zincirleri birbirine sarilarak
kenetlenir. Capraz baglarin sayisinin artis1 ile de polimer zincirleri birlesir,
¢Oziiclinlin hareketliligi azalir ve sonunda jel olusur. Polimer ilavesi devam ederse,
jelin ag yapis1 daha kuvvetli olur. Bu durum da jelin viskoelastik 6zelliginin artmasi

ile sonuglanir (118).

Jellerin ag yapisinin olugumunda polimer-¢oziicti etkilesimi de onemli rol
oynar. Cozilicii molekiillerinin polimere ilgisi arttiginda, polimer zincirleri ¢oziicii
molekiilleri tarafindan sarilarak diizensiz ag yapisinin genislemesine yol acar.
Coziiclinlin polimere olan ilgisi daha fazla arttiginda ise, daha ¢ok agin ¢apraz baglar
olusturarak komsu ag yapilari ile sarilmasin1 ve genislemesini saglamaktadir. Iyi bir
¢Oziicii i¢cinde, polimer zincirlerinin tamamen solvan molekiilleri tarafindan absorbe
olmasi ile ag olusumu Kkolaylasir. Coziicii zayif oldugunda ise, polimer zincirleri ile
daha az temas ettigi i¢in ¢apraz baglarin sayisi azalir ve jelin ag yapisi daha zayiflar

(112,118).
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1.4.4 Jellerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler
Jellerin hazirlanmasinda ¢ok ¢esitli polimerler kullanilmaktadir. ilag ve

kozmetik endiistrisinde kullanilan jel yapict maddelerin asagidaki 6zelliklere sahip

olmasi istenir (48,171).

> Inert ve saf olmalidur.

<> Formiilasyonda yer alan etkin madde ve yardimci maddelerle ge¢imli
olmalidir.

X Diisiik konsantrasyonda kullanilmalidir.

<> Ekonomik agidan uygun ve kolay temin edilebilir olmalidir.

X2 Kullanilist ve depolama esnasinda sicaklik ile reolojik oOzellikleri

fazla degismemelidir.

X Kozmetik ve estetik agidan kabul edilebilir olmalidir.

1.4.4.1 Dogal Polimerler

1.4.4.1.1 Proteinler
Kollajen ve jelatin, proteinik yapili jel polimerlerine 6rnektir. Kollajen, %

0,1-0,3 oranlarinda bile jel olusturma kapasitesine sahip hayvansal bir kopolimerdir
(109,138). Jelatin ise hayvansal kollajenin asit (Jelatin A) ya da alkali (Jelatin B) ile
hidroliziyle elde edilen ve % 50’ye varan oranlarda kullanilabilen bir polimerdir
(77,169).
1.4.4.1.2 Polisakkaritler

Kitozan, kabuklu hayvanlarda ve boceklerde bulunan kitinden elde edilir.
Diisiik pH’larda jel olusturur (94,114). Deniz iirlinlerinden elde edilen agar % 0,1
gibi diisiik bir oranda bile jel olusturabilen bir polimerdir (31,143). Agar gibi deniz
tiriinlerinden elde edilen aljinatlarin sodyum ile olusturdugu tuzu suda ¢oziinen jeller

olustururken, kalsiyum tuzu suda ¢oziinmeyen jeller meydana getirir (78,84,134).
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Glisirizin, arap zamki ve kitre zamki da polisakkarit yapili jel polimerlerine 6rnek
olarak verilebilirler (39).
1.4.4.2 Yarisentetik Polimerler

Sodyum karboksi metil seliiloz, hidroksi propil metil seliiloz, metil seliiloz,

hidroksi propil seliiloz, hidroksi etil seliiloz gibi seliiloz tiirevleri bu grupta yer alir
(1,66,148).
1.4.4.3 Sentetik Polimerler

Karbopol, akrilik asitin yiikksek molekiil agirlikli sentetik polimeridir.
Jellestirici ajan olarak % 0,5-2 oranlarinda kullanilir (80,121). Polivinil alkol (PVA)
% 10- 15 oranlarinda jel olustururlar (85,110,Hata! Basvuru Kkaynagi
bulunamadi.). Poloksamer % 15- 20 oraninda jel olusturur (129,Hata! Basvuru
kaynagi bulunamadu.). Poliakrilamit % 4- 10 oranlarinda jel olusturur (27,93).
1.4.4.3.1 Karbopol

Karbopol oldukca yiiksek molekiil agirlikli akrilik asit polimeridir. Karbopol
sulu ortamda siispande olabilen, inceltici ve stabil bir polimerdir. Uzun yillardir
farmasétik ve kozmetik alaninda kullanilmaktadir. Birgok ilag i¢in uygun bir
tastyicidir (37,64). Karbopol jeller kitozan gibi dogal kaynakli hidrojellere gore daha
dayanikli ve stabil olduklar1 i¢in olduk¢a sik kullanilirlar. Bunun yani sira dogal
kaynakli polimerlere gére biyolojik kabul edilebilirligi daha azdir (74).
1.4.4.3.2 Kitozan

Kitinin deasetilasyonu ile olusan sentetik bir polimerdir. Asetilasyon derecesi
ve molekiiller agirhig1 kitozanin fizikokimyasal 6zelliklerini belirlemektedir (146).
Kitozan, asetik asit gibi zayif asitlerde ¢oziiniir fakat organik ¢oziiciilerde ¢oziinmez.

Bu nedenle jel hazirlanmasi esnasinda ortama asit ilavesi yapilir (59). Kitozan,
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farmasdtik formiilasyonlarda giivenle kullanilmaktadir. Cesitli ilaglar ve farkh
uygulama yollar1 igin kullanilan kitozan jelleri mevcuttur (71).
1.4.4.3.3 Poloksamer

Poloksamer, inhalasyon, oral ¢6zeltiler, siispansiyonlar, oftalmik preparatlar
ve topikal formiilasyonlarda yer alan bir yardimci maddedir (41,136). Poloksamer
407, polioksietilen ve polioksipropilenden olusan bir kopolimerdir. Bu polimer ile
sicaklik etkisiyle geri doniisiimlii olarak jellesen sistemler olusturulabilmektedir
(12,74). Sistem uygulama oOncesinde s1vi haldeyken fizyolojik ortamda 1s1 etkisiyle
jellesmektedir. Bu durum uygulama kolaylig1 saglamaktadir.
1.4.5 Hidrojeller

Polimerik jellerin en Onemli Ozellikleri sisme ve elastisite 6zellikleridir.
Gerek sisme, gerekse elastisite Ozelligi, jellerin ¢apraz bagli yapida olmasindan
kaynaklanir ve jelin yapisina ve bulundugu ortama gore de8isim gosterir.
Hidrojellerin su absorblama igerigi, kendi kiitlesinin %100 kadar1 veya daha fazlasi
ise, bu hidrojellere siiper sisebilen hidrojeller denir. Kendilerini ¢evreleyen dis
sartlara bagli olarak bir jel, termodinamik dengeye ulasincaya kadar, c¢oziicii
absorblayarak siser veya ¢ozliciiyii iterek biiziiliir ve polimerik ag ve ¢oziiciiye bagl
olarak hacim-faz gegisi yapabilir. Jellerin diginda, baska bir kat1 bu 6zellige sahip
degildir. D1s uyaricilardan birindeki kii¢iik bir degisim, jel hacminde ¢ok biiyiik
degisimlere neden olur. Yani jel, yiikksek oranda siser veya biiziiliir. Bu olaya hacim
faz gecisi denilir. Jellerin sisebilme kabiliyeti; baslangic monomer konsantrasyonu,
capraz baglayic1 konsantrasyonu, jeldeki iyonik gruplarin sayisi ve polimer ile
¢oziicli arasindaki etkilesime baglh olarak degismektedir (57,135,172).

Jel yapilann kimyasal ve fiziksel olarak ikiye ayrilir. Kimyasal jellerde,

zincirler kuvvetli kimyasal baglarla baglanmis iken; fiziksel jellerde, zincirler arasi
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baglar fiziksel kuvvetlerle olusur. Sicaklik ya da ¢oziiciiniin degigsmesiyle kimyasal
jellerde bir yapisal degisiklik olmamasina karsin, fiziksel jeller bu etkilerle homojen
bir ¢ozelti olusturur ve baslangi¢ kosullarina doniildiigiinde, yeniden jellesir.

Hidrojellerin li¢ boyutlu yapisi; kimyasal baglar ya da iyonik etkilesim,
hidrojen bagi, fiziksel etkilesimler, Van der Waals kuvvetleri, elektrostatik
etkilesimler, hidrofobik etkilesimler gibi kohezyon kuvvetleri aracilifiyla
gerceklesir. Hidrofobik etkilesimler, fiziksel c¢apraz bag benzeri etkilesimler
oldugundan, jelin sisme davranisin1 dogrudan etkilemektedir. Iyonik yiiklerine gore;
notral (yiiksiliz), anyonik (negatif yiiklii), katyonik (pozitif yiiklii) ve amfolitik (her
iki yiike de sahip) hidrojellerden s6z edilebilir. Fiziksel yapilarina gore ise, amorf,
yar1 kristal ve hidrojen-bagli yapilar olarak smiflandirilirlar (16,90). Asidik bir
hidrojel yiiksek pH‘larda iyonize olurken, diisiik pH degerlerinde iyonize olmaz. Bu
nedenle, yliksek pH‘larda sisme derecesi artar. Ag yapidaki yiik yogunlugu, yani
iyonlasabilen monomer konsantrasyonu da, jellerin sismesini arttiran faktorlerden
biridir. Jel i¢indeki yliksek iyon konsantrasyonu, osmotik etki nedeniyle suyun jel
icine akisini, yani jelin sismesini arttirir. Hidrojeller, bunun yani sira dis ortam
kosullarina gore (pH, sicaklik, iyonik gili¢ ve elektromanyetik radyasyon) g¢evre
duyarl hidrojeller adi altinda da siiflandirilabilirler. Bu jeller, ¢evresel uyarilara
cevap verdikleri i¢in akill jeller olarak da bilinir (128).
1.4.6 Organojeller

Organojeller, organik ¢o6ziicti ile jel yapici maddeden olusmus yari kati
sistemlerdir (24,106). Organojeller, diisiik konsantrasyonlarda, jel yapici madde
molekiillerinin kendiliginden birlesmesiyle olusmakta ve bir araya gelen molekiiller
birbirine dolasan genellikle wuzun lifler halinde siiper yapilar meydana

getirmektedirler. Bu sekilde, s1vi biiyiik 6l¢lide hareketsiz hale gelmekte ve degisken
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kivamda bir jel olusmaktadir (119,149). Sivi yapilarina ragmen Kkatilarin dis
goriiniimlerini ve reolojik Ozelliklerini gosterirler. Bu sistemler kolloidal yapiya
sahiptirler (81,166). Hem hidrofilik hem de lipofilik ilaglarin hapsedilmesinde
kullanilabilirler. Etkin madde igeren organojeller etkin maddelerin sadece lokal etki
gostermesini  saglamayip ayrica, penetrasyon arttiricilarin  varliginda lipofilik
Ozellikleri ve ortiicti etkileri etkin hale getirildigi zaman transdermal absorbsiyon
yoluyla sistemik etki de gostermelerini saglayabilirler (137,166). Lesitin, sorbitan
monostearat ve polisorbatlar gibi iyonik olmayan yiizey etkin maddeler ters miseller
seklinde birlesme egilimindedirler. Organik ¢o6ziicii igindeki bu yiizey etkin
maddeler, su eklenmesi ile jel olusturmak {izere birleserek, yeniden yapilanmaya
girerler. Yeni jel yapici maddelerin sentezlenmesi ile organojellerin ¢esitli
alanlardaki uygulanabilirligi arastirtlmigtir (4).

1.4.7 Jellerin Reolojik Ve Mekanik Ozellikleri

Reoloji, dis kuvvetler etkisi ile maddelerin nasil deforme olduklarini ve akis
ozelliklerini inceleyen bir bilim dalidir. Reolojik dl¢iimler, bir iiriinlin davranisini ve
islem, formiilasyon degisimleri ve yaslanma fenomeni gibi 6zelliklerinin dnceden
saptanmasinda kullanilir (173). Bu dl¢timler, kimyasal, mekanik ve termal islemleri
ve katki maddelerinin etkisini izlemek i¢in iyi bir yoldur.

Newton‘a gore; viskozite, Newtonian sivilar, yani ideal sivilar i¢cin kayma
hizindan bagimsizdir. Viskozite ne kadar yiiksek ise, kayma i¢in gerekli kuvvet o
derece bliyiiktiir. Kayma da, bir preparatin 6zel kaplara doldurulmasi, dékme, yayma,
puskiirtme, karistirma vb gibi fiziksel hareketlerde 6nem tasir. Bazi maddelerin
viskozitesi, kayma hizindan etkilenmez, bazilarininki kayma hizi arttikca artar,
bazilarminki ise diiser. Bir¢ok kozmetik {iriiniin viskozitesi, genis kayma araliginda

olgiiliir ve viskozite profilleri elde edilir (91,108,123,170).
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1.4.7.1 Reolojik Ozellikleri (Akis ozellikleri)
Kozmetik alanda gegerli olan birgok farkli akis tipi vardir. Kayma hizindaki

degisime bagh olarak viskozitede degisim olmaz ise, bu akisa Newton akis adi
verilir. Kayma hizindaki artis ile viskozite degisimi gosteren sistemler ise Newton
olmayan olarak tanimlanir.
1.4.7.1.1 Newton AKisi

Su, cok seyreltik emiilsiyon ve siispansiyonlar ve bazi yaglar bu tip akis
gosterirler.
1.4.7.1.2 Newton Olmayan Akis Tipleri

Kayma hizina, zamana ve kayma gerilimine bagli olarak viskozitede
degisimin goriildigii akis tipleridir.
Plastik Akis

Verim degeri (akis1 baslatmak i¢in gerekli minimum kuvvet) gdsteren ve bu
degerin tlizerindeki kayma hizi degerlerinde viskozitede diisme goriilen akis tipidir.
Plastik akis, akisin kayma geriliminin belli bir degere ulasmasindan sonra basladigi
durumdur. Bu deger “esik degeri” adini alir.

Sekilde de goriildiigli gibi, plastik akis egrisi orijinden gegmez (Sekil 4). Bu

tip sivilar hemen akmazlar ve kayma gerilimi belli bir esik degerine ulasinca akis

goriiliir.
A A
M Viscosity Shear Stress
(dynes/cm?)
Y$Id
) -1 =3 o )
Y Shear Rate (sec™) Y Shear Rate (sec™)

Sekil 4. Plastik Akis Egrileri
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a. Bingham Akis

Bingham akis gosteren maddeler, kendi baslarina akmaya baslamazlar. Verim
degeri asildiktan sonra ise Newtonian akis gosterirler.
b. Casson AKisi

Bu tip akista da, akisin baglayabilmesi i¢in bir esik degeri vardir. Ancak esik
degeri asildiktan sonra Newtonian akis goriilmez. Casson modeli ideal olmayan bir
plastik akis gosterir.

Ideal veya degil, tiim plastik sistemlerde, kayma hiz1 arttikca, viskozitede

diisme goriiliir.

Psodoplastik Akis

Viskozitenin artan kayma hiz1 ile azaldigi, ancak bigimsel degisimin sifir
noktasindan basladig1 akis tipidir, egrisi orijinden baslar ve reogramla gosterilir
(Sekil 5).

Bu akis tipini gosteren maddeler, dururken bir ag yapist olustururlar. Kayma
kuvveti ile bu yap1 parcalanir ve kaymaya bagl incelme goriiliir. Emiilsiyonlar,

dispersiyonlar ve stispansiyonlar bu akist gosteren sistemlere 6rnek olarak verilebilir.

o T
M Viscosity \\_ Shear Stress
(dynes/cm?)

.
- ot

° 1 = )
7Y Shear Rate (sec™) v Shear Rate (sec”)

Sekil 5. Psodoplastik Akis Egrileri
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Dilatan Akis

Bazi derisik siispansiyonlar ve ¢ozeltilerde oldugu gibi, artan kayma hiz ile
viskozitede artisin gorildiigii akis tipidir (Sekil 6).

Kayma hiz1 arttik¢a viskozitesi artan sistemlerdir. Ps6doplastik akisin tersine
burada kaymaya bagli kalinlasma gortiliir.

Diger sistemlere gore daha az goriiliirler. Dilatan akis gdsteren sistemlere

ornek olarak; 1slak kum ve yagl boya verilebilir (62,108,123, 167,170).

T

Shear Stress
(dynes/cm?)

N Viscosity

.
-

'? Shear Rate (sec™)

.
>

Y Shear Rate (sec”)

Sekil 6. Dilatan Akis Egrileri

1.4.7.2 Tiksotropi
Kaymaya bagli incelme gosteren maddelerde, ag yap1 pargalanir ve sistemin

viskozitesi azalir. Kayma kuvveti ortadan kaldirildiginda, belli bir zaman iginde
baslangi¢ kosullarina doniiliir. Kayma hizi azaldiginda, yap1 zaman iginde tekrar
toparlanir ve viskozite baslangictaki degerine doner. Dolayisiyla, tiksotropi terimi,
kaymaya bagl olarak diisiik viskozite gosteren ve belirli siire i¢inde baslangictaki
yapisina geri donen sivi veya yari-kati sistemler i¢in kullanilir. Bu etki, karistirma
stiresine ve kayma ortadan kaldirildiginda tekrar eski durumuna donme siiresine

bagli olarak ortaya ¢ikar (23).
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1.4.7.3 Dinamik Ozellikler
Birgok maddenin akisi, tek bir model ile agiklanamaz. Viskoelastik olarak

tamimlanan bu maddeler i¢in, Sistemin elastik ve visk6z bilesenlerinin durumu
incelenmelidir.
1.4.7.3.1 Viskoelastisite

Bir¢ok maddenin akis1 yukarida s6zii edilen modellerden biri ile agiklanamaz.
Ideal elastik bir madde, uygulanan tiim enerjiyi saklar ve geri verir. Ideal viskoz
madde ise, tam tersine, uygulanan enerjiyi emer ve kaybeder. Gergek maddeler, her
iki 0zelligi birlestirerek viskoelastik davranis gosterirler (49,158,170).

Hem viskoz hem de elastik 6zellik gosteren madde davranisina “viskoelastik
Ozellik” denir. Viskoelastik sistemler, hem sivilarin viskoz o6zelliklerini hem de
katilarin elastik 6zelliklerini gosteren maddelerdir. Viskoelastik deformasyon elastik
deformasyon ile viskoz akis 6zelliklerinin kombinasyonudur.

Eczacilikta kullanilan krem, losyon, merhem, siispansiyon, supozituvar,
kolloidal dagilimlar ve emiilsiyon gibi bir¢ok sistem viskoelastik 6zellik gosterir.
Emiilsiyonlarin reolojik davranisi damlaciklarin etkilesme kuvvetlerini anlamak icin
yardimci olur. Damlaciklar arasinda kolloidal etkilesme sonucu, ii¢-boyutlu ag yapisi
s0z konusu olabilir. Bu ag yapi, enerji stoklama yetenegine sahiptir. Dolayisiyla, sivi
ozelliklerine ilaveten elastik kat1 6zellikleri de kazanur.

Emiilsiyon, siispansiyon gibi dispers sistemlerin, merhem, krem gibi yar1 kat1
sistemlerin, surup gibi ¢ozeltilerin reolojik Ozellikleri, fizikokimyasal ozellikler
iginde en 6nemlisini olusturur. Ciinkii reolojik 6zellikler hem fiziksel stabiliteyi, hem

kaliteyi, hem de kullanimi etkilemektedir (167).
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1.4.7.4 Mekanik Ozellikleri
Jellerin mekanik 6zelliklerini tayini, TA-XT Plus Texture analiz cihazi

kullanilarak Texture profile analizi (TPA) ile yapilabilmektedir (Sekil 7). TPA ile
incelenen test parametreleri jellerin sertligi, jellerin sikistirilabilirligi, jellerin

adezifligi, jellerin kohezifligi ve jellerin elastikiyetidir.

- e

Xt

Sekil 7. TA-XT Plus, Stable Micro System cihazi
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1.5 Astaksantin Hakkinda Genel Bilgiler

1.5.1 Astaksantinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
Kirmizi-turuncu renkli lipofilik 6zellikte bir karotenoid pigmentidir (Sekil 9,10).

Kimyasal Ad1: 3,3'-dihidroksi-B, B-karoten-4,4'-dion (Sekil 8).

Molekiiler Formiilii: C4oHs5204

Molekiiler Agirligt: 596.82 (95)

Coziinirlik: Dimetil siilfoksit (DMSO) (0.5 g/L), kloroform (10 g/L), diklorometan
(30 g/L) ve aseton (0.2 g/L) gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir. (60).

Log P: 13.27 (oktanol/su)

Erime Derecesi: 182.5 °C (113).

Sekil 8. Astaksantinin Kimyasal Yapisi

LT

Sekil 9. Astaksantin iceren Toz Alg Ekstresi
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Sekil 10. Astaksantin %5 Oleoresin
1.5.2 Astaksantin Kaynaklari

Astaksantin baz1 eklembacaklilar, baliklar ve alglerden elde edilen kirmizi-
turuncu renkli, lipofilik bir karotenoid pigmentidir. Astaksantin 6zellikle kabuklu
deniz iriinlerinde, somon balig1 ve alglerde bol miktarda bulunur. Astaksantin ilk
defa bir istakoz ekstresinde 1938 yilinda karakterize edilmis ve isimlendirilmistir.
Cok giiclii antioksidan etkiye sahip bir pigment olan astaksantini hiicre iginde yiiksek
miktarda  biriktirme  Ozelligine sahip olan  Haematococcus pluvialis’in
(Chlorophyceae) kapali sistemlerde (panel ya da tiibiiler fotobiyoreaktorler) yiiksek
151k siddetine (doygunluk noktasmnin {istiinde) maruz birakilarak ticari {iiretimi
yapilmaktadir. Haematococus pluvialis, uygun olmayan ortam kosullarinda (basta
yiiksek 151k siddeti olmak {izere, sicaklik ve pH degerlerindeki dalgalanmalar,
ortamda besin miktarinin azalmasi vb.) biriktirdigi sekonder karotenoid olan
astaksantin (3,3'-dihidroksi-f3,p-karoten-4,4'-dion) icermesi nedeniyle biyoteknolojik
olarak 6neme sahiptir (14,99,154).
1.5.3 Astaksantinin Endikasyonlar

Astaksantin bir karotenoiddir. Terpenler olarak bilinen genis bir fitokimyasal
grubuna dahildir. Karotenoidlerin ¢ogu gibi renkli, yagda ¢oziinilir bir pigmenttir.

Diger baz1 karotenodilerden farkli olarak insan viicudunda A vitaminine doniismez.

32



A vitamini, insanda yliksek dozlarda toksik olmasina karsin, astaksantin toksik etki
gostermez. Bununla birlikte astaksantin  gii¢lii  bir antioksidandir. Diger
karotenoidlerden 10 kat daha giiclii etki gosterir. insanda esas olarak beslenme
destegi olarak kullanilir. Dogal kaynaklardan veya sentetik olarak hazirlanir.

Yapilan literatiir arastirmalarinda astaksantin iceren topikal bir formiilasyona
rastlanmamustir. Literatiirde; oral yoldan kullanilan astaksantinin hiicre sagligi
uizerine etkisi, antikanser aktivitesi, antiinflamatuar etkisi ve immun sistem tizerine
etkileri, antidiyabetik etkisi ve géz saghgi iizerine etkileri, iskelet kas sistemi ve cilt
saghg tzerindeki etkileri, kardiyovaskiiler sistem {izerinde antihipertansif ve
noroprotektif etkileri, sempatik sinir sistemi ve mikrosirkiilasyon iizerine etkileri ve
antioksidan aktivitesi incelenmistir (22,54,97,145,168).

1.5.4 Astaksantinin Antioksidan Etkisi

Karotenoidler bitkilere sari, kirmizi ve turuncu rengi veren pigmentlerdir.
Dogada 600’lin iizerinde karotenoid vardir. Giiglii antioksidan etkinligi olan
karotenoidlerin en 6nemlileri; B-karoten, astaksantin, lutein, likopen, zeaksantin,
kantaksantindir. En iyi bilinenleri B-karoten olmasina ragmen son dénemde en ¢ok
ilgi ¢eken karotenoidlerden biri astaksantindir. Astaksantin yeni bilimsel
caligmalarda dikkat ¢ekici hale gelmistir. Astaksantinin antioksidan etki
mekanizmast 2 sekildedir; serbest radikalleri temizleyip dagitir ve serbest
radikallerin yol agabilecegi zincir reaksiyonlara karsi koruma gorevi istlenir ya da
olugsmus olan zincir reaksiyonlari sonlandirir. Serbest radikallerin verdigi zararlara
kars1, hiicre membranini, hiicre ve dokular1 korur.

Karotenoidlerin keton ailesinden olan astaksantin 6zellikle deniz canlilarinin
(karides, yengeg, istakoz ve balik yumurtalar1) kabuklarinda dogal olarak bulunan

kirmizi-turuncu renkli bir pigment olup, hiicre membran yapisinin korunmasinda
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etkili bir mekanizmaya sahip oldugu bildirilmektedir (51,152,153). Baz1 canlilar renk
pigmenti yoniinden oldukca zengindirler. Astaksantin igeren Haematococcus
pluvialis bir Chlorophyte alg tiiriinden olup, organizmasinda yiiksek diizeyde
astaksantin biriktirmektedir (154).

Astaksantin diger karotenoidlere gore 1siya karst dayanikli olup, renk
degisikligi gostermemektedir. Diger antioksidanlara kiyasla yapisinda oksijen
icermesi ve lipofilik olmast nedeniyle kan beyin bariyerini kolaylikla
gecebilmektedir ve santral sinir sistemi ile beyin hiicrelerini koruyucu etki gosterdigi
bildirilmektedir (111,151).

Mitokondrium i¢inde gerceklesen birden fazla oksidatif reaksiyon sonucunda
olusan serbest oksijen radikalleri hiicrede oksidatif hasara neden oldugu
bildirilmektedir (47). Yapilan ¢alismalarda astaksantinin si¢an karaciger hiicrelerinde
gerceklesen peroksidasyona karst Vitamin E'den 100 kat daha iyi korudugu
bildirilmistir (9,100,111).

Astaksantinin, antioksidan 6zellikleriyle bilinen E vitamini ve B-karotenden
daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir. Astaksantin,
karotenoid pigmentleri grubundan ¢ok giiglii bir antioksidandir (22,54,97,145,168).
1.5.5 Astaksantinin Ticari Preparatlar

Adrusen Mega Kapsiil 30 Kapsiil/Kutu (Teka)

Astaxanthin Complex Yumusak Jelatin Kapsiil 4 mg 30 Kapsiil/Kutu (Solgar)

Bioxelin Krill Oil Soft Jel 60 Kapsiil/Kutu (Areli Ilag)

Krilom Omega-3 & Astaksantin Soft Jel Kapsiil 60 Kapsiil/Kutu (Tab lac)

Nutramedica Omega 3 Krill Oil Kapsiil 30 Kapsiil/Kutu (Mensis Pharma)

Bioxelin Krill Oil Surup 150 ml Sise/Kutu (Areli Ilag) (155).
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Il. BOLUM
2 PRATIK CALISMALAR

2.1 Kullanilan Maddeler, Arac¢ ve Geregler

2.1.1 Kullanilan Maddeler

Astaksantin %5 Oleoresin

Astaksantin Iceren Alg Ekstresi

Metanol

Diklorometan

Asetonitril

Lesitin

Isopropil Miristat

Propilen Glikol

Etanol

Karbopol 974P

Dimetil Siilfoksit (DMSO)
ABTS

Trolox

Potasyum persiilfat
Soydum Hidrojen Fosfat
Sodyum Dihidrojen Fosfat
DPPH

Askorbik Asit

MTT

Tab ilag

Mustafa Kemal Universitesi
Su Uriinleri Fakiiltesi
Merck

Merck

Merck

AppliChem
AppliChem
AppliChem

Merck

Lubrizol

Merck

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

Merck

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

35



Serum igermeyen keratinosit besiyeri
Rekombinant epidermal biiylime faktorii
Sigir hipofiz ekstresi

% 0.05 Tripsin-EDTA

Tripan mavisi

2.1.2 Kullamlan Arac ve Gerecler
YBSK

FT-IR

Reometre

Texture Profile Analizer
Stabilite Kabini

pH-metre

Hassas Terazi

Manyetik Karistiric
Ultrasonik Su Banyosu
Manyetik Karistiricili Su Banyosu
Calkalayici

CO: inkiibatorii

Laminer hava akimli kabin
Inverted floresan mikroskop
Faz kontrast mikroskop

Neubauer Hemositometre
Fuxion FX7
Mikroplaka okuyucu

Spektrofotometre

Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Biological Industries

Biological Industries

Hewlett Packard Agilent 1100

Perkin Elmer

Haake Mars

Ta-XT-Plus

Niive TK 252

Inolab

Sartorius TE 214S

Velp Scientifica

Elma Transsonic 660/H

Variomag

FALC-WB

Thermo Scientific Model 370

Thermo Scientific Class II MSC-Advantage
Leica DM IL

Leica DM IL

Hausser Scientific

Vilber Lourmat

Molecular Devices VERSAmax Tunable

VersaMax
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2.2 Yontem ve Deneyler
2.2.1 Etkin Madde Uzerinde Yapilan Calismalar

2.2.1.1 Astaksantinin Infrared (IR) Analizi
Astaksantin %5 oleoresinin metanol ile hazirlanan ¢ozeltisinin spektrumu,

400-4000 cm™* dalga sayilar1 arasinda ¢izildi.
2.2.1.2 Astaksantinin Ultraviyole Spektroskopisi

Astaksantin %5 oleoresin ve astaksantin igeren alg ekstresinin maksimum
absorbans gosterdigi dalga boyunun (Amax) saptanmasi i¢in YBSK ile 400-800 nm

arasinda tarama yapildi.

2.2.2 Etkin Madde Miktar Tayini Calismalar:

2.2.2.1 Yiiksek Basin¢cl Stvi Kromatografisi (YBSK) Calismalari
Mobil faz olarak asetonitril:su:metanol:diklorometan (45.5:4.5:28:22)

kullanildi. Caligmada C18 kolon (25cmX4.6mm) ve DAD (photodiode array
detector) dedektor kullanildi. Kolon sicakligi 25 °C, akis hizi 1 mL/dk, enjeksiyon
hacmi 20 pl’dir. Yontemin giivenirliginin belirlenmesi igin validasyon ¢alismalari
yapildi.
2.2.3 Analitik Yontem Validasyonu
Validasyon, etkin maddenin miktar tayini i¢in yontemin, dogru ve kesin bir

sekilde siirekli olarak bekleneni gergeklestirdiginin kanitlanmasi ig¢in yapilmasi
gereken biitiin islemleri kapsar. Boylece analizi yapilacak maddenin miktar tayininde
kullanilan yontemin giivenilirligi kanitlanmis olur. Analitik validasyonun kabul
edilebilirligini saglayan validasyon parametreleri asagida belirtilmistir (156):

e Dogrusallik (Linearity)

e Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik (Accuracy and Recovery)

o Kesinlik (Precision)
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v Tekrar edilebilirlik (repeatability)
v Tekrar elde edilebilirlik (reproducibility)
e Ozgiinliik, Secicilik (Specificity)
o Stabilite (Stability)
e Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Sinir1 (LOQ)
2.2.3.1 Dogrusallik

Ormnekteki maddenin belli sinirlar icindeki derisimi ile, elde edilen yanitin
orantilt oldugunun gostergesidir. Bunun i¢in konsantrasyona karsilik gelen egri alti
alan degerlerinin dogrusal regresyon yontemi ile regresyon dogrusu hazirlanir.

Bu amagla, astaksantinin DMSO ile 31.25 pg/mL konsantrasyonunda stok
¢ozeltisi hazirlandi. Stok ¢ozeltiden PBS:etanol (3:7) karisimiyla seyreltme ile 0.1,
1, 5, 10, 15, 20, 25 pg/mL konsantrasyonlarinda bir seri ¢ozelti elde edildi. Her
konsantrasyon ve bu konsantrasyona karsilik gelen egri alt1 alan degerleri yardimiyla

standart dogrunun denklemi ve determinasyon katsayist bulundu.

2.2.3.2 Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik

Saptanan degerin gergek degere yakinligidir. Miktar tayini yOnteminin
dogrulugunu gosterir. Geri elde ile hesaplanir ve yontemin dogrulugu geri alma

yiizdesine baglidir.

Bu amagla, astaksantinin DMSO igerisindeki stok ¢6zeltisinden PBS:etanol
(3:7) karigmiyla seyreltme ile farkli konsantrasyonlarda (1, 5 ve 10 pg/mL) 6 seri
¢ozelti hazirlandi ve egri alti1 alanlar belirlenen Amax degerlerinde okundu. Okunan
egri alti alan degerleri kalibrasyon denkleminde yerine konarak elde edilen

konsantrasyonlardan % geri elde degerleri asagidaki esitlik yardimiyla bulundu:

%Geri Elde:mloo

Teorik
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C Pratik: Etkin maddelerin kalibrasyon denkleminden elde edilen konsantrasyon
degerleri
C Teorik: 1, 5ve 10 ug/mL
2.2.3.3 Kesinlik

Miktar tayininde kullanilan yontemin birbirini takip eden oOl¢limleri
arasindaki yakinlik derecesidir. Standart sapma ve varyasyon katsayist (bagil sapma)
ile ifade edilir. Kesinlik, bir yontemin tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik
derecelerinin de bir Olclistidiir. Analitik yontemin kesinligi i¢in istatistiksel agidan
yeterli degerlendirmenin yapilacagi sayida ayni konsantrasyondaki 6rnek ardi ardina
Olciilerek aritmetik ortalama (X), standart sapma (SS) ve varyasyon katsayist (VK)
hesaplanarak degerlendirildi.
2.2.3.3.1 Tekrar Edilebilirlik

Standart dogru denklemi olusturmak igin hazirlanan stok ¢ozeltiden
hazirlanarak bir konsantrasyon (10 pg/mL) secildi ve bu konsantrasyonda egri alti
degeri YBSK ile art arda 6 kez olgiildii. Egri alti alan degerlerine karsilik gelen
konsantrasyonlarin ortalamasi, standart sapmasi1 ve varyasyon katsayis1 hesaplandi.
Varyasyon katsayisinin  %2’den kiigiik olmast yontemin tekrar edilebilirligini
gostermektedir.
2.2.3.3.2 Tekrar Elde Edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik i¢in, ayni stoktan hareket edilerek seyreltmeyle
hazirlanan 6 adet ayni konsantrasyondaki (10 pg/mL) ¢ozeltinin egri alti alan
degerleri 6l¢iildii ve bunlara karsilik gelen konsantrasyon degerlerinin ortalama, SS,
VK hesaplandi. Bulunan varyasyon katsayisinin %2’den kii¢iik olmasi gegerli kosul

olarak aranmaktadir.
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2.2.3.4 Ozgiinliik, secicilik
Miktar tayini yonteminin sadece analiz edilmesi istenen yapiy1 saptayabilmesi

icin, etkin maddenin kullanildig1 formiilasyonlara giren etkin madde disindaki

bilesenler taranarak spektrumlari alindi.

2.2.3.5 Stabilite
Etkin maddenin belirli konsantrasyonda (10 pug/mL) ¢ozeltisi hazirlandi ve bu

¢ozelti hazirlandigr andan itibaren 30, 60 ve 120. dakikalarda ve 6. 24. ve 48.
saatlerde konsantrasyon ve egri alt1 alan degerleri okunarak konsantrasyonda degisim
olup olmadig1 saptandi.
2.2.3.6 Teshis Sitnirt (LOD) ve Tayin Sinir1 (LOQ)

Teshis smir1 (limit of detection: LOD) analizi yapilan maddenin kabul
edilebilir dogruluk ve tekrarlanabilirlik ile tayin edilebilecegi en disiik

konsantrasyondur. Sinyal/giiriiltii oraninin 3.3 kati olarak kabul edilmektedir.

Tayin st (limit of quantitation: LOQ) analizi yapilan maddenin
saptanabilecegi en diisiik konsantrasyondur. Sinyal/giiriiltii orant 10 ile ¢arpilarak

tayin sinir1 belirlenmistir.

Teshis sinir1 ve tayin sinir1 ¢alismalarinda 10’ar 6rnekle calisilmistir.
2.2.4 Astaksantin Iceren Alg Ekstresinin Coziiniirliikk Calismasi

Astaksantin igeren alg ekstresinin PBS:etanol (3:7) ortaminda ¢oziintirligiini
tayin etmek i¢in etkin maddenin asir1 miktart 5 mL’lik tiiplere konuldu ve 3 mL’ye
PBS:etanol (3:7) ile tamamlandi. 24 saat yatay calkalayicida calkalandi. Ustteki
¢ozelti 0.45 pm membran filtreden siiziildiikten sonra seyreltilerek YBSK sistemine
enjekte edildi. Elde edilen egri alt1 alan degeri standart dogru denkleminde yerine

konularak ¢6ziinmiis etkin madde miktar1 hesaplandi.
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2.2.5 Astaksantin iceren Alg Ekstresindeki Astaksantin Miktar1 Tayini
Astaksantin igeren alg ekstresinden 0.01 g tartildi. Balon jojede 10 mL’ye

DMSO ile tamamlandi. Cozelti 0.45 um membran filtreden siiziilerek YBSK sistemi

ile etkin madde miktar tayini yapildi. Deney 3 kez tekrarlandi.

2.2.6 Formiilasyon Calismalari

2.2.6.1 Formiilasyonlarin Hazirlanmasi
Tablo 1. Formiilasyonlarin gram cinsinden terkip tablosu

Distile .
Kod Karbopol | su Lesitin |IPM PG Etanol |AE AO
AE-L 0,96 46,6 0,24 4,8 27,6 13,5 6,3
AO-L 1 49 0,25 5 29 14,75 1
AE-K 2 91,7 6,3
AO-K 2 97 1

2.2.6.1.1 Astaksantin %5 Oleoresin Lipojel (AO-L) Hazirlanmasi
0.25 g yumurta lesitini; 5 g isopropil miristat, 29 g propilen glikol ve 14.75 g

etanol karigiminda ¢oziindiirtildii. 1 g astaksantin %35 oleoresin bu karisima ilave
edildi ve homojenlesinceye kadar manyetik karistirici ile karistirildi. 1 g karbopol, 49
g distile su igerisinde bir gece bekletildi. Ertesi giin trietanolamin ile sistemin
jellesmesi saglandi. Astaksantin %5 oleoresin karisimi, kisim kisim bu sisteme ilave
edildi (141). Formiilasyondaki astaksantin konsantrasyonu 500 pg/g’dir.

2.2.6.1.2 Astaksantin %5 Oleoresin Karbopol Jel (AO-K) Hazirlanmasi
2 g karbopol, 97 g distile su igerisinde bir gece bekletildi.

Ertesi giin
trictanolamin ile sistemin jellesmesi saglandi. 1 g astaksantin %5 oleoresin bu
karigima ilave edildi ve homojenlesinceye kadar manyetik karistirict ile karistirildi.
Formiilasyondaki astaksantin konsantrasyonu 500 pg/g’dir.
2.2.6.1.3 Astaksantin iceren Alg Ekstresi Lipojel (AE-L) Hazirlanmasi

0.24 g yumurta lesitini; 4.8 g isopropil miristat, 27.6 g propilen glikol ve 13.5

g etanol karisiminda ¢oziindiiriildii. 6.3 g astaksantin igeren alg ekstresi bu karisima
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ilave edildi ve homojenlesinceye kadar manyetik karistirici ile karistirildi. 0.96 ¢
karbopol, 46.6 g distile su igerisinde bir gece bekletildi. Ertesi giin trietanolamin ile
sistemin jellesmesi saglandi. Astaksantin igeren alg ektresi karigimi, kisim kisim bu

sisteme ilave edildi (141). Formiilasyondaki astaksantin konsantrasyonu 500
ng/g’dir.
2.2.6.1.4 Astaksantin iceren Alg Ekstresi Karbopol Jel (AE-K) Hazirlanmasi

2 g karbopol, 91.7 g distile su igerisinde bir gece bekletildi. Ertesi giin
trietanolamin ile sistemin jellesmesi saglandi. 6.3 g astaksantin igeren alg ekstresi bu
karisima ilave edildi ve homojenlesinceye kadar manyetik karistiric1 ile karistirildi.

Formiilasyondaki astaksantin konsantrasyonu 500 pg/g’dir.

2.2.6.2 Formiilasyonlarin Karakterizasyon Calismalar

2.2.6.2.1 Makroskobik incelemeler

Hazirlanan jel formiilasyonlarinin goriiniisii, rengi, yapist ve faz ayrimi olup

olmadig1 makroskobik olarak incelendi.

2.2.6.2.2 pH Olgiimleri

Formiilasyonlarin pH degerleri pH metre cihazina jel 6l¢iim probu takilarak,

belirli araliklarla yapildu.
2.2.6.2.3 Reoloji ve Viskozite Tayini

Reolojik ¢alimalar i¢in Haake reometre ile ¢aligildr (Sekil 11).
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Sekil 11. Haake osilasyon reometre

Bu calismada, 60 mm ¢apinda 1° agili plate/plate sistemi (35 mm, gap 0.3
mm, 0.1-10.0 Hz) kullanild1 ve sistemin sicaklig1 dlgiimler siiresince 25°C’de ve
32°C’de sabit tutuldu (159). Formiilasyonlar iizerinde ayrica osilasyon olgiimleri

yapildi. Formiilasyonlarin elastik (G') ve viskoz modiil (G") degerleri hesaplandi.

2.2.6.2.4 Jellerin Mekanik Ozelliklerinin Tayini

Farkl1 oranlarda hazirlanan jellerin mekanik 6zelliklerini tayin etmek i¢in TA-
XT Plus Texture analiz cihazi kullanilarak Texture profile analizi (TPA) yapildi
(132). Test igin asagida verilen parametreler kullanildi. Teste baslamadan 6nce jeller
beherlere yerlestirildi. Aletin probu jelin igine 2.0 mm/saniye hizla 15 mm batirildi
ve jelin yiizeyine geri ¢ekildi, 15 saniye beklendikten sonra prob jele ikinci defa
batiridi ve geri ¢ekilerek test bitirildi. Elde edilen gilig-zaman egrisi kullanilarak
jellerin sertligi, adezifligi, kohezifligi, elastikiyeti ve sikistirilabilirligi hesaplandi
(122). Test, her bir jel formiilasyonu i¢in 6 kez tekrarlandi ve standart sapmalar

hesaplanda.
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Test Parametreleri

Prob: Perspex (10 mm ¢ap)
Test Oncesi Probun NIZIL: ....c.ecivviiciieiece e 2.0 mm/saniye
Test esnasinda probun N1Z1:.........ccceiieiiiiciiece e 2.0 mm/saniye
Test SONrast Probun NIZIL: ......ccveveiiiiicieiic e 2.0 mm/saniye
HEef MOQU: ... Mesafe
Probun jele batma MeSafeSi:........ccccvviiieii i 15.0 mm
Probun ikinci batmadan once bekleme SUresi:........ccocevvvveiiiieeiiiieesiiee e 15.0 saniye
Teste baglamak i¢in probun hissetmesi gereken kuvvet: ..........cccoocviiiiiieniininnnne 0.05N
2.2.6.2.4.1 Jellerin Sertligi

Sertlik, jelin deformasyonunu saglamak i¢in gerekli olan kuvvet olup,
tanimlamak i¢in elde edilen gii¢c-zaman egrisinden jellerin sertligi hesaplandi. Probun
birinci batma periyodunda elde edilen maksimum gii¢ degeri jellerin deformasyonu
igin gerekli sertlik degerini vermektedir (Sekil 12). Sertlik degeri Newton (N) olarak

hesaplanmustir.

2.2.6.2.4.2 Jellerin Sikistirilabilirligi

Sikistirilabilirlik, jeli deforme etmek icin gerekli olan isi tanimlamakta olup,
elde edilen gilig-zaman egrisinden jellerin sikistirilabilirligi hesaplandi. Probun jele
birinci batma periyodu siiresince elde edilen egrinin altinda kalan alan (AUC1) jelin
sikistirilabilirlik degerini vermektedir (Sekil 12). Sikistirilabilirlik degeri Newton x

mm olarak hesaplanmustir.

2.2.6.2.4.3 Jellerin Adezifligi
Adeziflik, jelin ylizeyi ile probun yilizeyi arasindaki ¢cekme kuvvetlerini

yenmek icin gerekli isi tanimlamakta olup, elde edilen gii¢-zaman egrisinden jellerin
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adezifligi hesaplandi. Probun birinci batma periyodundan sonra ilk geri ¢ekme
periyodu siiresince elde edilen egrinin altinda kalan alan (AUC>) adeziflik degerini

vermektedir (Sekil 12). Adeziflik isinin birimi Newton x mm olarak hesaplanmuistir.

2.2.6.2.4.4 Jellerin Kohezifligi
Elde edilen kuvvet-zaman egrisinden jellerin kohezifligi hesaplandi. Ikinci

batma periyodunda elde edilen egrinin altinda kalan alanin (AUC3), birinci batma
periyodunda elde edilen egri altinda kalan alana (AUC1) orani koheziflik degerini

vermektedir. (Sekil 12).

2.2.6.2.4.5 Jellerin Elastikiyeti
Elde edilen kuvvet-zaman egrisinden jellerin elastikiyeti hesaplandi. ikinci

batma periyodunda maksimum yapisal deformasyon meydana getirmek i¢in gerekli
zamanin, birinci batma periyodundaki maksimum deformasyon meydana getirmek

icin gerekli zamana oran, jellerin elastikiyetini gostermektedir (Sekil 12).

Force (N)
0,026

— Hardness
0024
00221

0,020

00184

00164

00144

00124

00104
0.0084

AUC,
00064
0004

0.0024

1 12 10
0004 Time (sec)

-0.0044

-NNNE-

Sekil 12. Jel formiilasyonuna ait TPA grafigi
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2.2.6.2.5 Etkin Madde Miktar Tayini
0.2 g jel tartildi, balon jojede DMSO ile 10 mL’ye tamamlandi. 5 dk

calkaland1 ve formiilasyonun ¢6ziinmesi saglandi. Cozelti 0.45 pm membran
filtreden siiziilerek YBSK sistemi ile etkin madde miktar tayini yapildi. Her
formiilasyon i¢in deney 3 kez tekrarlandi. Ayni1 islemler formiilasyona giren yardimei
maddelerin etkin maddenin pikleri ile girisim yapip yapmadigini belirlemek igin, bos

jel formiilasyonlariyla da tekrarlandi.

2.2.6.3 Formiilasyonlarin Stabilite Calismalar:
Hazirlanan formiilasyonlarin stabilite kabininde (Nive TK 252) 25°C

sicaklik-% 60 relatif rutubet kosullarinda ve buzdolabinda +4 °C’de 3 aylik stabilite
calismalar1 yapildi. pH, reoloji ve viskozite tayini, etkin madde miktar1 parametreleri

ele alindi.

2.2.7 In Vitro Salim Calismalari
Salim galigmalar1 igin 1 g jel, 100 mL PBS:etanol (3:7) bulunan beherlere

yerlestirildi. Beherler parafilm ile kapatilarak 37°C’deki manyetik karistiricili su
banyosunda 600 devir/dakikada karistirildi. Tiim sistemin tizeri kapatilarak karanlik
bir ortam saglandi. 1. 2. 3. 4. 5. 6. 8. ve 24. saat araliklarinda 1 ml 6rnek alinarak,
480 nm’de YBSK ile absorbanslar1 6l¢iildii. Alinan 6rnegin yerine reseptor fazdan
esit miktar ilave yapildi (43).
2.2.8 Antioksidan Aktivite Tayini Caliymalari

Hazirlanan  formiilasyonlarin  antioksidan  aktiviteleri ~ 2,2-Difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipiirme kapasitesi ve Troloks Esdeger Antioksidan

Kapasite (TEAK) yontemleri kullanilarak incelenmistir.
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2.2.8.1 Serbest Radikal Siipiirme Kapasitesi Tayini
Formiilasyonlarin serbest radikal siipiirme kapasitesi DPPH radikalinin

stiptiriilmesine dayanan bir yontem ile test edilmistir.

Bu metot DPPH radikalinin antioksidanlar tarafindan bir redoks reaksiyonuna
bagl olarak siipiiriilmesi temeline dayanir. DPPH radikali, birka¢ kararli organik
azot radikalinden bir tanesidir (Sekil 13). DPPH radikali koyu menekse renkte olup
517 nm’de maksimum absorbsiyon gostermektedir. Radikal siipiiriicti ile muamele
olan DPPH ¢ozeltisinin koyu menekse rengi agilir ve absorbanstaki azalma
spektrofotometreyle Olgiilir. DPPH c¢ozeltisindeki daha fazla renk agilmasi,
reaksiyon karistminin absorbansinda daha fazla diisme, dolayisiyla yiiksek radikal

stiptirme kapasitesi demektir (162).

Yapilan c¢alismada standart olarak askorbik asidin dimetil siilfoksitteki
cozeltileri (2, 4, 8, 12, 16, 20 pg/ml) kullanilmistir. Ornekler ve standart, DMSO
icerisinde ¢oziindiiriilerek farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri hazirlanmistir. 96
kuyucuklu mikroplaka kuyucuklarma 100 uL 6rnek ¢ozeltisi eklendikten sonra 100
uL DPPH radikali (200 uM) ilave edilerek karigtirilmistir. Ardindan oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kore karsi mikroplaka
okuyucuda 517 nm dalga boyunda absorbanslart okunmustur. Her bir 6l¢iim {i¢ defa

tekrar edilmistir. Orneklerin % inhibisyon degerleri asagidaki sekilde hesaplanmugtir:
% Inhibisyon= [(As-Aa)/Ag] X 100,
Asg : DPPH radikalinin absorbansi

Aa :Ornegin absorbansi

Sonuglar “ortalama % inhibisyon degeri + ortalama standart sapma” olarak

ifade edilmistir.
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Sekil 13. DPPH radikalinin kimyasal formiilii

2.2.8.2 Total Antioksidan Kapasite (TAK) Tayini Yontemi
TAK tayini, troloksa esdeger total antioksidan kapasiteyi gostereren bir

yontemle saptanir.

Troloks esdeger antioksidan kapasite tayini,  6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asit’e (Troloks) esdeger total antioksidan kapasiteyi
gosteren bir yontemle saptanir (130). Suda ¢oziinen bir E vitamini tiirevi olan
Troloks, TAK tayinleri ig¢in en ¢ok kullanilan standarttir. Bu yontemde, ortamda
bulunan ABTS" (2,2’-Azino-bis(3-etilbenz-tiazoline-6-siilfonik asit)) radikalinin 734
nm dalga boyunda absorbansi sabitlendikten sonra ortama ilave edilen plazma
ornegindeki antioksidanlarin etkisiyle, absorbansta meydana gelen azalma,
kolorimetrik olarak tayin edilir. Stok ABTS ¢o6zeltisindeki ABTS’ nin potasyum
perstilfat ile oksidasyonu sonucu 734 nm’ de maksimum absorbans gosteren
mavi/yesil kromofor ABTS" radikali meydana gelir (Sekil 14). Radikalin absorbansi
30° C’ de 12- 16 saat iginde sabitlenir ve iki giin siireyle stabil kalir. Ancak ortamda
hidrojen verici antioksidanlarin bulunmasi ile radikal indirgenmeye baslar ve radikal
katyonun absorbsiyonunda zamana bagli olarak diisiis olur. Bu diisme, yiizde
inhibisyon olarak ifade edilip ayni1 kosullar altinda yapilan bir ¢aligma ile ¢izilen
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troloks standart egrisinden hareketle TAK tayini yapilir.

50y~ /, =</'©|/ ___ antioksidan
T K.8.0, S}DE
Csz
‘L?H-_-

S
| = ign
ABTS+ (=734 nm) >:

in- ABTS (renksiz)

—=
L

Sekil 14. ABTS’nin potasyum persiilfatla oksidasyonu

Bu deneyde karanlik ortamda ve oda sicakliginda 16 saat inkiibe edilen 7 mM
stok ABTS" radikal ¢ozeltisinin 734 nm” de 1 mL 5 mM fosfat tamponuna (pH: 7.4)
kars1 0.700 = 0.02 absorbans gosterdigi konsantrasyondaki, yiizde inhibisyonu ‘sifir’
olarak belirlenmistir. Bu nedenle ABTS ¢ozeltisinin absorbansi 0.700 + 0.02 olacak
sekilde 5 mM fosfat tamponu (pH: 7.4) ile seyreltildi. Bu ¢ozeltiden 6rnek kiivetine 1
mL eklenerek, 30°C sicakliga sabitlenmis spektrofotometrede, 5 mM fosfat tampon (
pH:7.4) ¢ozeltisine karsilik 734 nm dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii. Bu
deger Aasts+ olarak kaydedildikten sonra kiivet igerigine 10 uL 6rnek ¢ozeltisi ilave
edildigi anda kronometre calistirildi. Kiivet igeriginin homojen olmasi igin kiivet
kapagi kapatilarak birka¢ defa karistirildi. Ayn1 dalga boyunda (734 nm) 6. dakikaya
kadar olan absorbans degeri gozlendi ve 6. dakikadaki kore karst okunan absorbans
Agdk olarak kaydedildi. Elde edilen bu degerlerden sonra yiizde inhibisyon orani

asagidaki sekilde her 6rnek i¢in ayr1 hesap edildi.

% inhibisyon = (AaeTs+— Ae. dk) X 100 / AasTs”

Troloks standart egrisinde % inhibisyon degerlerinin karsilik geldigi troloks

esdeger konsantrasyonu belirlendi. Sonuglar, ‘mM Troloks’a esdeger antioksidan
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kapasite’ olarak verildi. Her 6rnek igin tiger 6l¢iim alindi ve sonuglar hesap edilirken

ti¢ Ol¢limiin ortalamasi kullanildi.

2.2.9 Hiicre Kiiltiirii Calismalari

2.2.9.1 Sitotoksisite Testi
Hazirlanan preparatlarin sitotoksik etkileri, enzimatik bir yontem olan MTT

(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) testi ile belirlendi. Bir
tetrazolyum tuzu olan MTT, metabolizmanin canliligina dayanarak sitoksisitenin

kantitatif ve kolorimetrik olarak dl¢iilmesine olanak saglayan bir testtir (36,58).

Yontemin esasi, MTT boyasinin tetrazolium halkasinin parcalanabilmesi
ilkesine dayanmakladir. MTT canli hiicrelere absorbe olarak hiicrelerin
mitokondrilerinde bulunan siiksinat-dehidrojenaz (krebs siklusu enzimi) enzimine
spesifik olarak baglanir. Bu baglanmanin sonunda suda ¢oziinmeyen koyu mavi
renkte kristaller olugur. Kristaller, DMSO ve izopropanol gibi organik ¢oziiciilerde
kolayca ¢oziiniir. Coziinmiis olan bu boya, konsantrasyona bagimli olarak
spektrofotometrede goriiniir dalga boyunda o6l¢iilebilen bir absorbans verir. Olusan
rengin siddeti canli hiicre sayisi ile orantili olup, okunan absorbans degeri canli

hiicre sayisi ile iliskilendirilir (36,58,105).

Yapilan caligmada sitotoksisite deneyi i¢in, Oliimsiizlestirilmis saglikli insan
bobrek proksimal tiibiiler epitelyal hiicre hatti (HK-2) kullanildi. HK-2 hiicreleri,
epidermal biiylime faktorii ve sigir hipofiz ekstresi eklenmis serum igermeyen
keratinosit besiyerinde, konvansiyonel hiicre kiiltiirii kosullar1 olan 37°C’de, % 5’lik
CO; inkiibatoriinde ¢ogaltildi. Deney giintinden bir giin 6nce hiicreler toplanarak
mikroskop altinda sayild1 ve 7.5 x10 ° hiicre /kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu

hiicre kiiltiirii kaplarina ekildi.
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Ertesi giin hiicrelere 2 nM, 4 nM, 8 nM, 16 nM ve 32 nM konsantrasyonlarda
astaksantin igeren formiilasyonlar uygulandi. Uygulama yapilan hiicreler 48 saat siire
ile inkiibe edildiler. Kontrol grubu olarak hazirlanan hiicrelere ise formiilasyonlarin

¢oziiciisii olarak kullanilan DMSO uygulandi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicrelerin besi yeri uzaklastirilarak steril PBS
ile yikandi. Ardindan her bir kuyucuga 200 pL besiyeri ve 20 uL MTT ¢ozeltisi (5
mg/mL) eklenerek hiicreler 3 saat 37°C’de inkiibe edildi. Siirenin sonunda, besi yeri-

MTT karisimi uzaklastirildi ve hiicrelerin tizerine 200 pL DMSO eklenerek oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda drneklerin absorbansi, hiicre igermeyen besiyeri
ve DMSO’lu hiicrelere karsi mikroplaka okuyucuda 570 nm’de 6l¢iildii. Kontrol
kuyucuklarinin absorbans degerlerinin ortalamasi alindi ve bu deger %100 canli
hiicre olarak kabul edildi. Formiilasyon uygulanan kuyucuklardan elde edilen
absorbans degerleri kontrol absorbans degerine oranlandi ve yiizde canlilik olarak

ifade edildi.

2.2.10 Arastirma Sonuglarinn istatistiksel Degerlendirilmesi

Formiilasyonlardan elde edilen salim verileri ve sitotoksisite testi bulgulari, T
Testi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Anlamli farklilik seviyesi %95

olarak alind1 (P<0.05).
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II1. BOLUM
3 BULGULAR

3.1 Etkin Madde Uzerinde Yapilan Calismalara Ait Bulgular

3.1.1 Astaksantinin Infrared (IR) Analizine Ait Bulgular
Astaksantin %5 oleoresin’in IR spektrumunun gosterdigi absorbsiyon

bantlar;; 606, 622, 1047, 1448 ve 2830 cm™ olarak bulunmustur. Bu degerler,

literatiirlerde verilmis IR bantlari ile uyumludur (20) (Sekil 15).

———

88 = s
¥
-

Sekil 15. Astaksantinin IR Spektrumu

3.1.2 Astaksantinin Ultraviyole (UV) Spektroskopisine Ait Bulgular
Astaksantin %5 oleoresin ve astaksantin igeren alg ekstresinin maksimum

absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax) 480 nm olarak belirlendi. Maksimum dalga
boyu olarak saptanan bu deger, literatiirde astaksantin igin belirtilen dalga boyuna

uygunluk gostermektedir (61) (Sekil 16,17).
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Sekil 17. Astaksantin iceren alg ektresinin UV spektrumu

3.2 Analitik Yontem Validasyonuna Ait Bulgular

3.2.1 Dogrusalhk

E,
F
f
F
f
F

Yontem 2.2.3.1°de anlatildigr gibi standart dogru ve determinasyon katsayisi

Sekil 18’de gosterilmistir.
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Sekil 18. Astaksantinin YBSK ile elde edilen standart dogrusu

3.2.2 Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik
Yontem 2.2.3.2°de anlatildig1 gibi calisildi. Elde edilen sonuglar Tablo 2’de

gosterilmistir.

Tablo 2. Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik Bulgulari

1. Konsantrasyon 2. Konsantrasyon 3. Konsantrasyon

Seri | (1pg/mL) (Spg/mL) (10ug/mL)
Geri
No Egri Alti | Bulunan | Geri Elde | Egri Alti | Bulunan | Geri Elde | Egri Alt1 | Bulunan | Elde
C C

Alan (ug/mL) | (%) Alan (ng/mL) | (%) Alan C(ug/mL) | (%)
1 209,9 1,074 107,4 1051,2 |5,033 100,66 |2077,8 |9,864 98,64
2 208,8 1,069 106,9 1016,3 |4,869 97,38 2110,4 |10,017 100,17
3 209,8 1,073 107,3 1040,5 |4,982 99,64 2095,3 (9,946 99,46
4 210 1.074 107,4 1010,6 |4,842 96,84 2058,7 |9,774 97,74
5 212,9 1,088 108,8 1044,2 |4,999 99,98 2049,8 |9,732 97,32
6 207,7 1,063 106,3 1043,9 4,998 99,96 2050,3 [9,734 97,34
Ort. |209,85 |1,074 107,4 1034,45 |4,954 99,08 2073,7 |9,845 98,45
SS 1,735 0,008 0,8 16,732 0,078 1,569 25,195 (0,119 1,186
VK(%) | 0,827 0,745 0,745 1,617 1,574 1,584 1,215 1,209 1,205
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3.2.3 Kesinlik

3.2.3.1 Tekrar Edilebilirlik

Astaksantinin yontem 2.2.3.3.1’de belirtilen konsantrasyonlarda hazirlanan

ornekleri YBSK ile 480 nm dalga boyunda 6 kez art arda okundu. VK % 2’den

kiiglik oldugu i¢in yontemin tekrar edilebilir oldugu saptanmigtir (Tablo 3).

Tablo 3. Tekrar Edilebilirlik Bulgulari

Ornek Egri Alti
No Alan C
1 2119,915 10,062
2 2108,015 10,006
3 2099,7275 (9,967
4 2091,015 9,926
5 2100,79 9,972
6 2095,4775 (9,947
Ort. 9,98
SS 0,048
VK (%) 0,48

3.2.3.2 Tekrar Elde Edilebilirlik
Yontem 2.2.3.3.2°de anlatildig1 gibi ¢alisildi. Ayni konsantrasyonda 6 farkli

ornegin 6l¢iim sonucu elde edilen konsantrasyon degerleri Tablo 4’de gosterilmistir.

Varyasyon katsayist % 2’den az bulunmustur.

Tablo 4. Tekrar Elde Edilebilirlik Bulgular:

Ornek
No Egri Alti Alan C
1 2077,84 9,864
2 2110,3525 |10,017
3 2095,265 9,946
4 2058,715 9,774
5 2049,79 9,732
6 2050,215 9,734
Ort. 9,845
SS 0,119
VK (%) 1,209
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3.2.4 Ozgiinliik, secicilik
Bos formiilasyondan yapilan salim ¢alismasi sonucunda etkin madde piki ile

formiilasyondaki maddelerin piklerinin ¢akismadigi goriilmistiir (Sekil 19,20).

Sekil 19. Astaksantin %5 oleoresin’in YBSK ile elde edilen pik grafigi
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Sekil 20. Astaksantin iceren alg ekstresinin YBSK ile elde edilen pik grafigi
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3.2.5 Stabilite
Yontem 2.2.3.5°de anlatildigi gibi calisildi ve elde edilen konsantrasyon

degerlerinde anlamli bir degisiklik goriilmedi (Tablo 5).

Tablo 5. Stabilite Bulgular

Zaman Egri Alti Alan C
(Saat) (10pg/mL)

0,5 2110,352 10,017

1 2103,977 9,987

2 2105,677 9,995

6 2112,265 10,026

24 2095,052 9,945

48 2101,852 9,977

ort. 9.991
ssS 0,029
VK (%) 0,29

3.2.6 Teshis Siir1 (LOD) ve Tayin Simir1 (LOQ)
Yéntem 2.2.3.6°da anlatildigr iizere yapilan ¢alismada LOD 3.3x10* pg/mL

ve LOQ 10 pg/mL oldugu tespit edilmistir.

3.3 Astaksantin iceren Alg Ekstresinin Coziiniirliik Calismasina Ait
Bulgular

Yontem 2.2.4’te anlatildign gibi calisildi.  Ug paralel drnekten elde edilen

konsantrasyonlarin ortalama degeri 56 pg/mL olarak bulunmustur.

3.4 Astaksantin Iceren Alg Ekstresindeki Astaksantin Miktar
Tayinine Ait Bulgular

Yontem 2.2.5’te anlatildigr gibi ¢alisildi. YBSK yontemi ile elde edilen egri
alt1 alan degeri standart dogru denkleminde yerine konularak konsantrasyon bulundu.
Astaksantin igeren 0.01 g alg ekstresindeki astaksantin miktar1 80 pg olarak
bulunmustur. Astaksantin igeren alg ekstresindeki yiizde astaksantin miktar1 % 0.8

olarak tespit edilmistir (Tablo 6).
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Tablo 6. Astaksantin Iceren Alg Ekstresindeki Astaksantin Miktar1 Tayinine
Ait Bulgular

Egri alti alan | Konsantrasyon | Yiizde Etkin
Madde

(Absorbans) | (ng/mL) Miktari

1681.7 8 %0.8

3.5 Formiilasyonlarin Karakterizasyon Calismalarina Ait Bulgular

3.5.1 Makroskobik incelemeler ve pH Olgiimlerine Ait Bulgular
Yontem 2.2.6.2.1 ve 2.2.6.2.2°de belirtildigi sekilde jeller incelenmistir.

Astaksantin %35 oleoresin igeren hidrojel ve lipojeller mor renkte, astaksantin igeren
alg ekstresi igeren hidrojel ve lipojeller ise kirmizi renktedir. pH degerleri 4.52-4.87

araliginda gozlenmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Jellerin Genel Ozellikleri

Formiilasyon Kodu Makroskobik Ozellikler pH
AO-L Mor renkte, homojen, akiskan 4,75
AO-K Mor renkte, homojen, viskoz 4,66
AE-L Kirmizi renkte, homojen, akiskan 4,87
AE-K Kirmizi renkte, homojen, viskoz 4,76
Bos Lipojel Beyaz renkte, homojen, akiskan 4,64
Bos Karbopol Jel | Seffaf, homojen, viskoz 4,52

3.5.2 Reoloji ve Viskozite Tayinine Ait Bulgular
Jel formiilasyonlarinin reolojik olarak incelenmesi yontem 2.2.6.2.3’de

anlatildig gibi yapildi. Sekil 21- 24°de jel formiilasyonlarina ait 25 °C ve 32 °C’deki

viskozite-kayma orani ve kayma gerilimi- kayma oran1 grafikleri gosterilmistir.
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Sekil 21. Jel Formiilasyonlarinin 25 °C’deki kayma gerilimi-kayma oram
grafigi
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Sekil 22. Jel Formiilasyonlarinin 32 °C’deki kayma gerilimi-kayma oram grafigi
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Sekil 23. Jel Formiilasyonlarimin 25 °C’deki viskozite-kayma orani grafigi
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Sekil 24. Jel Formiilasyonlarinin 32 °C’deki viskozite-kayma oram grafigi

Jel formiilasyonlari iizerinde ayrica yontem 2.2.6.2.3’de anlatildig: gibi 25 °C

ve 32 °C’de osilasyon Ol¢limleri de yapildi. Bu dl¢iimler sonucunda jellerin G* ve G”
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degerleri, tand ve 1 (viskozite) degerleri

hesaplandi.

Tablo 8-11°de jel

formiilasyonlara ait hesaplanan parametrelerin belirli osilasyon frekanslarindaki

degerleri verilmistir.

Tablo 8. Jel formiilasyonlarina ait G’ degerleri

Sicaklik
Formiilasyon (°C) 0.60Hz |2.00Hz |5.00Hz |7.00Hz |10.00Hz
AE-K 25 215,166 [229,066 |242,366 |246,766 |249,266
32 232,425 | 246,775 |259,975 |261,325 |266,025
AE-L 25 33,676 37,48 40,993 40,713 41,876
32 33,43 37,0766 |40,296 39,38 41,693
AO-K 25 363,8 380,575 |395,875 |397,575 |404,9
32 366,55 383,5 398,6 396,025 [402,325
AO-L 25 345,766 | 360,2 373,766 |376,233 |383,1
32 340,8 355,05 |368,4 367,925 |375,25
Tablo 9. Jel formiilasyonlarina ait G’ degerleri
Sicakhik
Formiilasyon (°C) 0.60Hz |2.00Hz |5.00Hz |7.00Hz |10.00 Hz
AE-K 25 17,04 22,63 30,94 34,11 39,663
32 17,175 22,46 29,87 32,342 35,837
AE-L 25 6,579 9,577 13,66 16,533 17,26
32 6,238 9,098 12,76 15,566 | 14,93
AO-K 25 24,575 28,422 35,97 37,645 145,347
32 24,695 28,127 34,827 36,09 40,125
AO-L 25 17,86 22,643 30,896 |33,416 |39,753
32 19,097 22,355 30,502 31,78 37,522
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Tablo 10. Jel formiilasyonlarina ait tand degerleri

Sicakhk
Formiilasyon (°C) 0.60Hz |2.00Hz |5.00Hz |7.00Hz |10.00 Hz

AE-K 25 0,079 0,098 0,128 0,138 0,159

32 0,073 0,091 0,115 0,123 0,134
AE-L 25 0,195 0,255 0,333 0,406 0,412

32 0,187 0,247 0,318 0,397 0,360
AO-K 25 0,067 0,074 0,090 0,094 0,111

32 0,067 0,073 0,087 0,091 0,099
AO-L 25 0,051 0,062 0,082 0,088 0,103

32 0,056 0,062 0,082 0,086 0,101

Tablo 11. Jel formiilasyonlarina ait 1 degerleri

Sicaklik
Formiilasyon (°C) 0.60Hz |2.00Hz |5.00Hz |7.00Hz |10.00 Hz

AE-K 25 4,520 1,801 0,985 0,773 0,633

32 4,555 1,787 0,950 0,735 0,571
AE-L 25 1,745 0,762 0,434 0,375 0,274

32 1,654 0,724 0,406 0,354 0,237
AO-K 25 6,518 2,262 1,144 0,855 0,721

32 6,551 2,238 1,108 0,821 0,638
AO-L 25 4,738 1,802 0,983 0,76 0,632

32 5,066 1,779 0,971 0,722 0,597

3.5.3 Jellerin Mekanik Ozelliklerinin Tayinine Ait Bulgular
Jellerin mekanik ozelliklerini tayin etmek icin TA-XT Plus Texture analiz

cihazi kullanilarak Yontem 2.2.6.2.4°de anlatildig1 gibi ¢alisildi. Formiilasyonlara ait

TPA grafikleri Sekil 25-28’de gosterilmektedir. Bu c¢aligmalara ait grafiklerin
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degerlendirilmesi ve gerekli hesaplamalarin yapilmasi sonucu elde edilen sonuglar

Tablo 12°de yer almaktadir.
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Sekil 25. AO-L Formiilasyonuna Ait TPA Grafigi
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Sekil 26. AO-K Formiilasyonuna Ait TPA Grafigi
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Sekil 27. AE-L Formiilasyonuna Ait TPA Grafigi
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Sekil 28. AE-K Formiilasyonuna Ait TPA Grafigi
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Tablo 12. Jellerin Mekanik Ozelliklerine Ait Bulgular

Formiilasyon Sertlik Adeziflik Koheaziflik Sikistinlabilirlik Elastikiyet
(mN)£SS (mN.mm)+ SS (mN.mm)%SS xSS
SS

119,923+ | 331,282+ 1,114+ 1,07+

AO-L 0.002 0.002 0.003 517,635+ 0.002 |0.001
124,632+ |488,481+ 1,072+ 0,997+

AO-K 0.003 0.001 0.005 612,693 +0.002 |0.002
23,695+ 32,753+ 1,195+ 0,956+

AE-L 0.001 0.002 0.002 93,005 + 0.004 |0.001
118,454+ |341,527+ 1,241+ 0,946+

AE-K 0.001 0.002 0.004 572,56 £ 0.003 |0.001

3.5.4 Etkin Madde Miktar Tayinine Ait Bulgular

Yontem 2.2.6.2.5°de anlatildig1 gibi calisildi. Elde

13’de gosterilmektedir.

Tablo 13. Jel Formiilasyonlarinin etkin madde miktar tayini

Formiilasyon

AE-L

AE-K

AO-L

AO-K

Etkin Madde Miktari

%99.4+0.3

%99.610.1

%99.8+0.2

%99.4+0.2

3.6 Formiilasyonlarin Stabilite Calismalarina Ait Bulgular

edilen sonuglar Tablo

Jel formiilasyonlarinin stabilite ¢aligmalar1 yontem 2.2.6.3’de belirtildigi gibi

calisildl. Jellerin stabilitesi, 25 °C sicaklik-% 60 relatif rutubet kosullarinda ve

buzdolabinda +4 °C’de 3 ay siire ile izlendi. Yapilan c¢alismalardan elde edilen

sonuglara gore, formiilasyonlarin belirtilen siireler i¢inde goriiniislerinde bir

degisikligin olmadig1 gézlenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 14-16’da verilmistir.

25 °C sicaklik- % 60 relatif rutubet kosullarinda stabilite i¢in izlenen jel

formiilasyonlarinin reoloji ve viskozite tayini 3. aymn sonunda tekrar yapildi.

Sonuglar Sekil 29-32’de grafiklerle verilmistir.
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Tablo 14. Jel formiilasyonlarinin pH sonuglari

Formiilasyon pH
1. ay 2.ay 3.ay
AE-L 4.87+0.1 |4.87+0.2|4.8710.1
AE-K 4.76+0.2 |4.761+0.3|4.7610.1
AO-L 4.75+0.2 |4.75+0.2 | 4.7510.3
AO-K 4.661+0.1 |4.66%0.1|4.6610.1

Tablo 15. Jel formiilasyonlarimin 25 °C’deki etkin madde miktarlar:

Formiilasyon % Etkin Madde (25 °C)
1. ay 2. ay 3.ay
AE-L %98.710.3 | %98.5+0.4 | %98.4+0.2
AE-K %98.5+0.6 | %98.3+0.5 | %98.1+0.5
AO-L %98.410.2 | %98.410.2 | %98.3+0.4
AO-K %98.210.6 | %98.2+0.3 | %98.1+0.2

Tablo 16. Jel formiilasyonlarimin buzdolabindaki (+4 °C) etkin madde
miktarlar:

Formiilasyon % Etkin Madde (Buzdolabi)
1. ay 2.ay 3.ay
AE-L %99.840.2 | %99.6+0.4 | %99.5+0.3
AE-K %99.710.4 | %99.4+0.1 | %99.1+0.5
AO-L %99.5+0.6 | %99.3+0.6 | %99.3+0.4
AO-K %99.710.3 | %99.610.5 | %99.4+0.2

66



600

500
s A(/
200 400 600 800

Kayma Gerilimi
w
o
o

N
o
o

100

=== AE-K-5-25
== AE-L-5-25
=== AO-K-5-25
==é=AO-L-S-25

0 1000 1200
Kayma Orani (1/S)

Sekil 29. Jel Formiilasyonlarimin 3. ayin sonunda, 25 °C’deki kayma gerilimi-
kayma oram grafigi
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Sekil 30. Jel Formiilasyonlarinin 3. ayin sonunda, 32 °C’deki kayma gerilimi-
kayma oram grafigi
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Sekil 31. Jel Formiilasyonlarimin 3. ayin sonunda, 25 °C’deki viskozite-kayma
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3.7 In Vitro Salim Calhismalarina Ait Bulgular

Yontem 2.2.7°da anlatildigr sekilde salim ¢alismasi yapildi. YBSK ile edilen
pil alt1 alan degerleri standart dogru denkleminde yerine konularak konsantrasyonlar
bulundu. 24 saatin sonunda AO-L, AO-K, AE-L, AE-K formiilasyonlarindan
sirastyla 99 pg, 883 pg, 403 pug ve 234.8 ug etkin madde salinmistir.
Formiilasyonlarin 500 ug/g konsantrasyonunda etkin madde igermesine bagl olarak
hesaplanan yiizde salim sonuglarina gore elde edilen grafikler asagidadir (Sekil 33-
36).

Astaksantin %5 Oleoresin Lipojel (AO-L)
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Sekil 33. Astaksantin %5 Oleoresin Lipojele Ait % Salim Grafigi
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Astaksantin %5 Oleoresin Karbopol Jel (AO-K)
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Sekil 34. Astaksantin %5 Oleoresin Karbopol Jele Ait % Salim Grafigi

Astaksantin Iceren Alg Ekstresi Lipojel (AE-L)
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Sekil 35. Astaksantin iceren Alg Ekstresi Lipojele Ait % Salim Grafigi
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Astaksantin Iceren Alg Ekstresi Karbopol jel (AE-K)
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Sekil 36. Astaksantin iceren Alg Ekstresi Karbopol Jele Ait % Salim Grafigi
3.8 Antioksidan Aktivite Tayini Calismalarina Ait Bulgular

3.8.1 Serbest Radikal Siipiirme Kapasitesi Tayini
Yontem 2.2.8.1°de anlatildig: gibi ¢alisildi. Elde edilen sonuclar agsagidaki

grafikte gosterilmektedir. (Sekil 37).
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Sekil 37. Serbest radikal siipiirme kapasitesi tayini bulgular



3.8.2 Total Antioksidan Kapasite (TAK) Tayini Yontemi
Yontem 2.2.8.2°de anlatildig: gibi ¢alisildi. Elde edilen sonuglar asagidaki

grafikte gosterilmektedir. (Sekil 38).

Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite
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Sekil 38. Total antioksidan kapasite tayini bulgular:
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3.9 Hiicre Kiiltiirii Calismalarina Ait Bulgular

3.9.1 Sitotoksisite Testine Ait Bulgular
Yontem 2.2.9.1°de anlatildig: gibi ¢alisildi. Elde edilen sonuclar agsagidaki

grafikte gosterilmektedir. (Sekil 39).

SITOTOKSISITE
160
140
w 120
14
8 100 =0
I
S 80 2 nM
g 60 m4 nM
* 40 m8nM
20 =16 nM
0 =32 nM
e
©
FORMULASYON

Sekil 39. Sitotoksisite Bulgulari
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Deri yaslanmas: ciltte yapisal ve molekiiler degisiklikler ile birlikte gelisen
fonksiyonel bir bozulma durumudur (115). Zamana bagli olarak viicutta gozlenen
yapisal  bozulmalar ve  degisikliklerden  (intrensek- gercek  yaslanma)
kaynaklanabildigi gibi pek ¢ok cevresel faktér de bu siirecte etkili olmaktadir
(ekstrensek- fotoyaslanma). Zamanla olusan yaslanma belirtilerinin {izerine UV
isinlarinin  etkisiyle olusan fotoyaslanma belirtileri de eklendiginde, klinik ve
kozmetik agidan bir deri problemi ortaya ¢ikmaktadir. Deride yaslanma ile kirigiklik,
lekeler (pigmentasyon), gevseklik, elastikiyet kaybi, kuruluk gibi pek c¢ok
gozlenebilir klinik degisiklikler olusur (38). Bu degisikliklerin olustuktan sonra
giderilmesi uzun siireli tedaviler gerektirmektedir. Bu nedenle yaslanma belirtilerinin
olusmasini geciktirici ve Onleyici ¢oziimlerin gelistirilmesi ¢ok uzun yillardir
kozmetolojinin en 6nemli konusu olmustur.

Deri yaslanmasina karsi kozmetik endiistrisinde vitaminler, alfa hidroksi
asitler (AHA lar), fitoterapdtikler, biyofaktorler, U.V. filtre ediciler, serbest radikal
yakalayicilar gibi pek ¢ok etkin madde kullanilmaktadir (107). Antioksidan maddeler
bu amacla kullanilan en 6nemli etkin maddeler arasinda sayilmaktadir. Bunun nedeni
yaslanma siirecini ilk kez agiklayan Harman tarafindan onerilen (1956) ve giiniimiize
kadar pek ¢ok klinik bulgu ile desteklenmis olan serbest radikal teorisi ‘dir (56). Bu
teoriye gore yaslanma viicutta oksidatif stres ile antioksidan savunma sistemi
arasindaki dengesizligin bir sonucudur. Organizma yasamsal faaliyetlerini
yiiriitiirken serbest radikaller iiretir. Viicutta bu saldirilara karsi koruma saglayan
maddeler {retilebilmekte ve besinlerden alinan bazi vitaminler ile bazi

fitokimyasallar serbest radikalleri zararsizlastirabilmektedir. Serbest radikal hasarina
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bu sekilde kars1 koyan maddelere antioksidan maddeler denir. Normalde viicut bir
Ol¢iide serbest radikal hasarina karsi koyar ama yaslanma ile antioksidan savunma
sistemlerindeki azalmaya ve serbest radikal olusumundaki artmaya bagl olarak bu
denge serbest radikallerin lehine kaymakta ve hiicrelerde kalici hasarlar meydana
gelmektedir. Antioksidan maddelerin bu hasar1 durdurabildigi ¢esitli ¢alismalarla
gosterilmistir.

Bu amacla tez ¢alismamizda deri yaslanmasina karg1 kullanilmak iizere etkin
madde olarak astaksantin secilmistir. Astaksantin bazi eklembacaklilar, baliklar ve
alglerden elde edilen kirmizi-turuncu renkli, lipofilik bir karotenoid pigmentidir.
Astaksantinin, antioksidan 6zellikleriyle bilinen E vitamini ve B-karoten’den daha
yiikksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir. Yapilan literatiir
arastirmalarinda astaksantin igeren topikal bir formiilasyona rastlanmamistir.
Astaksantin iceren ve c¢esitli amaclarla kullanilan gida takviyeleri ve oral
formiilasyonlar bulunmaktadir. Hazirlanan astaksantin iceren jel formiilasyonlar ile
giiclii antioksidan aktivite sayesinde deri lizerinde serbest radikal hasarlarinin
Onlenmesi ve yaslanma karsiti alanda yenilik¢i bir yaklasim Onerilmesi

amaglanmistir (22,54,97,145,168).

Bu calismada astaksantin %35 oleoresin ve astaksantin igeren alg ekstresi

kullanilarak lipojel ve karbopol jel formiilasyonlar1 hazirlanmistir.

Calismada once etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri incelenmis,
astaksantinin IR spektrumunda kimyasal yapiya bagli olan karakteristik piklerin

literatiirle uyumlu oldugu goriilmistiir (Sekil 15) (20).

Astaksantinin miktar tayini ¢alismalar1 i¢in YBSK yontemi kullanilmistir.

Calismalarda oncelikle Amax degeri, astaksantin %5 oleoresin ve astaksantin igeren
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alg ekstresi i¢in 480 nm olarak bulunmustur (Sekil 16 ve 17). Bulunan Amax degerinin

literatiirde belirtilen dalga boylarina uygun oldugu goriilmiistiir (61).

Miktar tayini yonteminin gegerliliginin kanitlanmasi i¢in, ICH kriterleri esas
alinarak analitik yontem validasyonu ¢alismalar1 yapildi. Validasyon i¢in yapilan
caligmalarda dogrusallik, dogruluk ve geri elde edilebilirlik, kesinlik (tekrar
edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik), 6zgiinliik (se¢icilik), stabilite, teshis ve tayin

smir1 parametreleri incelendi.

Dogrusallik ¢alismalarinda, ¢alisilan konsantrasyon araliginda konsantrasyon-
egri alt1 alan iliskisinin dogrusal oldugu gortildii. Standart dogru denklemi y=212,5x-
18,26 olarak bulundu. Bu dogrusalligin gostergesi olan determinasyon katsayisi (R?),
astaksantinin standart dogru denklemi i¢in, YBSK yo6ntemi ile 0.999 olarak bulundu

(Sekil 18).

Dogruluk ve geri elde edilebilirlik ¢aligmalar1 ii¢ farkli konsantrasyonda
gerceklestirildi. Yapilan calismanin sonucunda, elde edilen degerlerle hesaplanan %
geri elde degerlerinin ortalamast ve bu dagilimin standart sapmasi yontemin

dogrulugunu onaylamaktadir (Tablo 2).

Kesinlik tayininde, etkin maddenin standart dogru c¢izimlerinde kullanilan
ortamlarindan hazirlanan herhangi bir konsantrasyondaki ¢ozeltisi segilerek tekrar
edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik parametreleri uygulandi. Varyasyon
katsayilarinin %2’nin altinda olmasi yontemin kesinligini kanitlamaktadir (Tablo 3

ve 4).

Ozgiinliigiin saptanabilmesi icin; calismada kullanilan polimerlerin ve
yardimci maddelerin, 400-800 nm dalga boylar1 arasinda spektrumlari incelendi.

Astaksantinin maksimum absorbans verdigi dalga boyunda, yardimci maddelerin
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herhangi bir absorbans vermedikleri goriildii ve yontemin etkin maddeye 06zgii

oldugu bulundu (Sekil 19 ve 20).

Stabilite calismalarinda ise, etkin maddenin ¢0ziinme ortaminda 48 saat
boyunca stabilitesi incelendi ve elde edilen konsantrasyon degerlerinde anlamli bir
degisiklik goriilmedi. Bunun sonucu olarak, astaksantinin bu siire boyunca stabil

oldugu sonucuna varildi (Tablo 5).

Teshis sinir1, sinyal/giiriiltii oraninin 3.3 kati olarak kabul edilmektedir. Tayin
sinir1, sinyal/giiriiltii oram1 10 ile carpilarak belirlenmistir. Yapilan calismada LOD

3.3x10* pg/mL ve LOQ 10 pg/mL olarak tespit edilmistir.

Astaksantin igeren alg ekstresinin ¢Ozlniirlik ¢alismasi yontem 2.2.4°te
anlatildig1 gibi yapildi. Ug paralel drnekten elde edilen konsantrasyonlarin ortalama
degeri 56 pg/mL olarak bulunmustur. Astaksantin igceren alg ekstresindeki
astaksantin miktarini hesaplamak amaciyla yontem 2.2.5’te anlatildigi gibi ¢alisildi.
YBSK yontemi ile elde edilen egri alt1 alanlar standart dogru denkleminde yerine
konularak konsantrasyonlar bulundu. Astaksantin iceren alg ekstresindeki yiizde

astaksantin miktar1 %0.8 olarak tespit edilmistir (Tablo 6).

Formiilasyon ¢aligmalarinda Astaksantin %35 oleoresin ve Astaksantin iceren
alg ekstresi kullanilarak AO-L ve AE-L lipojelleri ile AO-K ve AE-K karbopol

jelleri hazirlanmustir.

Hazirlanan jel formiilasyonlar1 itizerinde; makroskobik incelemeler, pH,
reoloji ve viskozite Olglimleri, mekanik karakterizasyon, etkin madde miktar tayini
ve stabilite caligmalar1 yapilmistir. Hazirlanan jellerin mor ve kirmizi renkte,
homojen ve cilde uygulamak i¢in uygun pH degerlerinde oldugu bulunmustur (4.52-

4.87).
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Hazirlanan jel formiilasyonlarinin reoloji ve viskozite tayinleri yapilmistir. Jel
formiilasyonlarina ait 25 °C ve 32 °C’deki viskozite-kayma orani ve kayma gerilimi-
kayma oran1 grafikleri Sekil 21-24’de gosterilmistir. Grafiklerde goriildiigii gibi,
akisin baglayabilmesi icin bir esik degeri vardir. Esik degeri asildiktan sonra Newton
olmayan akis tipi gorilmektedir. Bu nedenle formiilasyonlarin plastik akis
tiplerinden Casson akis1 gosterdikleri bulunmustur (170).

Jel formiilasyonlarinda osilasyon 6l¢iimleri 25 °C ve 32 °C’de yapilmis ve faz
acis1 (), elastik modiil (G’) viskoz modiil (G*’) ve dinamik viskozite (1)) degerleri
hesaplanmustir.

Osilasyon calismalari, belli bir strese maruz kalan jel formiilasyonunun
viskoelastik 06zellikleri hakkinda bilgi verir (42). Yiiksek elastikiyet ozellikleri
formiilasyonun uygulama bdlgesindeki kalis siiresini arttirarak kontrollii ve uzun
siireli bir salim saglar (5,6). Elastik modiil sakli olan ve deformasyondan sonra
sistemin eski haline donmesi i¢in gerekli olan enerjiyi dlger. Boylece sistemin elastik
ozellikleri hakkinda bilgi verir. Cozeltilerde elastik modiil diisiik bir deger iken
sistem jellestikce elastik modiil degeri de artmaktadir. Osilasyon uygulamasinda iki
tane dinamik modiil degeri elde edilir. Bunlardan biri elastikligi 6lgen G, elastik
modiil, bir digeri de viskozite komponenti olan G” viskoz modiiliidiir. Jel sistemlerin
kati1 tipi mekanik ozellikler gostermesi gerektigi i¢in G' > G” olmas1 gerekmektedir
(63).

Tablo 8 ve 9°da farkl frekanslarda ol¢giilen G’ ve G” degerleri gosterilmistir.
Bu olglimlere gore AE-L, AE-K, AO-L ve AO-K formiilasyonlarinin her iki
sicakliktaki G’ ve G” degerlerinin olgiilen frekanslardan bagimsiz oldugu
goriilmiistiir. Bu formiilasyonlar jel tipi mekanik spektrumlar olusturmuslardir (G" >

GH).
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Faz ac¢is1 degeri (tan 6 = G"/G’), sistemin mekanik 6zelliklerini ifade eden bir
terimdir. Kat1 tipi 6zellik gosteren sistemlerde bu deger birden kiiciik, s1v1 tipi 6zellik
gosteren sistemlerde ise birden biiylik olmasi1 gerekmektedir. Yani tan o kiigtildiikce
sistemin elastikligi artar, viskoz Ozellikleri azalir (26,63). Hazirlanan tim jel
formiilasyonlarmin her iki sicakliktaki Olglimlerinde bu deger birden kiigiik
bulunmustur (Tablo 10).

Jellerin mekanik 6zelliklerini tayin etmek i¢in, Stable Micro System Texture
Analyser cihazi kullanilarak TPA analizleri yapilmistir. Sistemin yazilimindan elde
edilen gilic-zaman egrisi kullanilarak jellerin sertligi, adezifligi, kohezifligi,
elastikiyeti ve sikistirilabilirligi hesaplanmistir. Topikal formiilasyonlarin rahatlikla
bulundugu kaptan ¢ikarilmasi, uygulama bdlgesine siiriilebilmesi, uygulama
bolgesinde istenilen siirede kalabilmesi ve uygun viskozluk degerinde olmasi
istenmektedir (68). TPA ile sistemin bu 6zellikleri belirlenebilmektedir. TPA analizi
sonucu elde edilen sertlik, sikistirilabilirlik, adezyon, kohezyon ve elastikiyet
degerleri Tablo 12’de gosterilmistir. Sertlik, jellerin uygulama bdlgesine
stiriilebilirligini ifade etmektedir. Sikistirilabilirlik degeri, jelin bulundugu kaptan
cikartilabilme o6zelligini gostermektedir. Bu iki ozellik sistemin baski altindaki
deformasyonunu ifade etmektedir (13). Sistemin bulundugu kaptan ¢ikarilabilmesi ve
kolay uygulanabilmesi icin sertlik ve sikistirilabilirlik degerlerinin diisiik olmasi
gerekmektedir. Bu degerler sistemdeki polimer konsantrasyonu arttikca artmaktadir.
Adeziflik, biyoadezyon ile baglantilidir. Cihazin probu ile jel arasindaki adezyon
ozelligini ifade etmektedir. Kohezyon, jel molekiillerinin kendi aralarindaki baglarin
kopmasi icin gerekli olan isi ifade etmektedir. Elastikiyet ise deforme olmus sistemin

eski haline donme yetenegini gostermektedir (68).

79



Calismamizda, en yiiksek sertlik, adeziflik ve sikistirilabilirlik degeri,
astaksantin %5 oleoresin karbopol jelde bulunmustur. En yiiksek koheziflik degeri
astaksantin igeren alg ekstresi ile hazirlanan karbopol jelde, en yiiksek elastikiyet
degeri ise astaksantin %5 oleoresin lipojelde bulunmustur. En diisiik sertlik, adeziflik
ve sikistirilabilirlik degeri astaksantin igeren alg ekstresi ile hazirlanan lipojelde
bulunmustur. Sertlik ve sikistirilabilirlik degeri diisiik oldugu i¢in astaksantin i¢eren
alg ekstresi ile hazirlanan lipojel (AE-L), sistemin bulundugu kaptan kolay
cikarilabilmesi ve kolay uygulanabilmesi bakimindan on plana ¢ikmaktadir. En
diisiik koheziflik degeri astaksantin %5 oleoresin karbopol jelde bulunmustur, en
diisiik elastikiyet degeri ise astaksantin iceren alg ekstresi ile hazirlanan karbopol

jelde bulunmustur (Tablo 12).

Jel formiilasyonlarinin hazirlanmalar1 asamasinda meydana gelebilecek etkin
madde kaybini belirlemek amaciyla etkin madde miktar tayini yapilmistir. Tablo
13’de gorildigi gibi etkin madde yiiksek oranlarda formiilasyonlardan geri elde

edilmistir.

Jellerin stabilitesi, 25 °C sicaklik - % 60 relatif rutubet kosullarinda ve
buzdolabinda +4 °C’de 3 ay siire ile izlenmistir. Yapilan ¢aligmalardan elde edilen
sonuclara gore, formiilasyonlarin belirtilen siireler i¢inde goriintislerinde, pH
degerlerinde ve etkin madde miktarlarinda anlamli bir degisikligin olmadig:
gozlenmistir (Tablo 14-16). Jellerin reoloji ve viskozite tayini g¢aligmalarinin
sonuglarina bakildiginda da anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (Sekil 29-32). Bu

nedenle jellerin stabil oldugu goriilmiistiir.

Yapilan ¢alismada, astaksantin ile hazirlanan jellerden etkin maddenin salimi
in-vitro salim deneyi ile incelenmistir. Astaksantin %35 oleoresin ile hazirlanan lipojel

ve karbopol jellerin ilk 5 saatten sonra salim yiizdelerinin ayni kaldig1 goriilmiistiir.
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Astaksantin %5 oleoresin lipojel 5. Saatin sonunda %19 oraninda etkin maddeyi
aciga cikarirken, astaksantin %5 oleoresin karbopol jel ise 5. Saatin sonunda %17
oraninda etkin maddeyi acgiga c¢ikarmustir. Astaksantin igeren alg ekstresi ile
hazirlanan lipojel, 8. saatte etkin maddenin %79’unu ag¢iga ¢ikarmus, 8. ve 24. saatler
arasinda salim yiizdesinde sadece %1 lik degisim olmustur. Astaksantin iceren alg
ekstresi ile hazirlanan karbopol jel, 8. saatte etkin maddenin %45’ini agiga ¢ikarmus,
8. ve 24. saatler arasinda salim yilizdesinde sadece %1’ lik degisim olmustur (Sekil
33-36). Astaksantin %5 oleoresinle hazirlanan formiilasyonlardan astaksantin salimu,
astaksantin iceren alg ekstresi ile hazirlanan formiilasyonlara gore daha azdir. Bu
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Astaksantin %5 oleoresinle
hazirlanan formiilasyonlardan etkin madde salimmin diisik olmasina igerigindeki
reginenin sebep oldugu ve etkin maddeyi tutarak salimina engel oldugu
diistiniilmektedir. Bu sonuglara bakilarak astaksantin igeren alg ekstresi ile
hazirlanan lipojelin en yiiksek salim ylizdesine sahip oldugu ve bu bakimdan diger

formiilasyonlardan iistiin oldugu goriilmiistiir.

Antioksidan aktivite tayini calismalarinda; serbest radikal siiplirme kapasitesi
tayini ve total antioksidan kapasite tayini yapilmistir. Her iki ¢alismada da en yiiksek
antioksidan aktivite AE-K formiilasyonunda bulunmustur. Ikinci en yiiksek
antioksidan aktivite AE-L formiilasyonuna aittir. Formiilasyonlar arasinda en diisiik
antioksidan aktivite, her iki yontemde de, AO-K formiilasyonunda saptanmuistir.
Ayrica formiilasyonlarin giiglii antioksidan 0Ozelligini gostermek amaciyla jel
formiilasyonlarmin konsantrastonlar1 2 ve ' oranlarma disiiriilerek Olgiimler
tekrarlanmistir.  Diisiik  konsantrasyonlar dahil tiim sonuglara  bakilarak

formiilasyonlarin giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.
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Hazirlanan jel formiilasyonlarmin hiicrelere zarar verip vermedigini kontrol
etme amach olarak yapilan sitotoksisite testinde, jel formiilasyonlar1 canli hiicrelere
uygulanmustir. Sitotoksisite testi ¢aligmalarinin sonunda, % canli hiicre sayisinda
onemli bir azalma goriilmemistir. Formiilasyonlarin uygulandigi % canli hiicre
sayilarinda anlamli bir fark gorilmemistir (p>0.05). Hatta baz1 konsantrasyonlarda

formiilasyonlarin % canli hiicre sayisini arttirdig1 gézlenmistir (Sekil 39).
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SONUC

Calismamizda astaksantin igeren, antioksidan aktiviteye sahip topikal
formiilasyonlarin hazirlanmas1 hedeflenmistir. Astaksantin %5 oleoresin ve
astaksantin igeren alg ekstresi kullanilarak formiilasyon ¢alismalar1 yapilmaistir.

Bu dogrultuda astaksantin igeren lipojel ve karbopol jel formiilasyonlar:
caligmamizda ilk defa hazirlanmistir. Bu a¢idan calismamizin literatiire yenilik
getirecegi distliniilmektedir.

Hazirlanan astaksantin igeren jel formiilasyonlar1 ile giiglii antioksidan
aktivite sayesinde deri iizerinde serbest radikal hasarlarinin 6nlenmesi ve yaslanma
karsit1 alanda yenilik¢i bir yaklasim onerilmesi amaglanmaistir.

Sonug olarak; yaptigimiz ¢aligmalar, in vitro salim deneyi ve antioksidan
aktivite tayini ¢alismalar1 gézoniine alindiginda, agiga ¢ikan etkin madde miktari,
giiclii antioksidan aktivite gostermesi, formiilasyonun bulundugu kaptan Kkolay
cikarilabilmesi ve kolay uygulanabilmesi nedeniyle astaksantin igeren alg ekstresi ile
hazirlanan lipojel (AE-L) formiilasyonu tarafimizdan 6nerilmektedir. Formiilasyonun

piyasadaki preparatlara onemli bir alternatif olabilecegi diisliniilmektedir.
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V. BOLUM
OZET

ASTAKSANTININ ANTIOKSIDAN ETKILIi TOPIiKAL
FORMULASYONLARININ TASARLANMASI

Yashilik; genetik, yasam sekli, kronik hastalik gibi degiskenleri iceren karigik
bir siiregtir. Son yillarda yaglanma ile ilgili arastirmalarda reaktif oksijen tiirleri
tizerinde daha fazla durulmakta ve yaslanma siirecinde bu radikallerin 6énemli rol
oynadigr ileri siiriilmektedir. Serbest radikaller grubundan reaktif oksijen tiirleri
oksidatif stres olusumuna neden olurlar. Antioksidan maddeler; serbest oksijen
tirleri ile reaksiyona girip onlar etkisiz hale getirirler. Astaksantin de giiclii bir
antioksidandir. Astaksantin bazi eklembacaklilar, baliklar ve alglerden elde edilen
kirmizi-turuncu  renkli, lipofilik bir karotenoid pigmentidir. Astaksantinin,
antioksidan 0&zellikleriyle bilinen E vitamini ve B-karotenden daha yiiksek

antioksidan aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir.

Calismamizda serbest radikal hasarinin 6nlenmesi amaciyla astaksantin igeren
jel formiilasyonlar:1 hazirlandi. Hazirlanan formiilasyonlarin  karakterizasyon
calismalar1 ve 25 °C sicaklik - % 60 relatif rutubet kosullarinda ve buzdolabinda +4
°C’de 3 aylik stabilite ¢caligmalart yapildi. Formiilasyonlarin in-vitro salim deneyleri,
etkinlik tayinleri i¢in antioksidan aktivite tayini ve toksisite testi i¢in hiicre kiiltiirii

calismalar1 yapildu.

Sonu¢ olarak; bu tez calismasinda, giiclii antioksidan aktiviteye sahip
astaksantin igeren, stabil ve giivenilir, yaglanma karsit1 etkinlik gdsteren, yenilik¢i

bir topikal formiilasyon gelistirilmistir.
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ABSTRACT

DESIGN OF TOPICAL FORMULATIONS OF ASTAXANTHIN HAS
ANTIOXIDANT ACTIVITY

Ageing; is a complicated process containing variables such as genetic,
lifestyle, chronic diseases. In recent years, reactive oxygen species are more
emphasized in researches related to aging and it has been suggested that these
radicals play an important role in the aging process. Reactive oxygen species from
the free radicals group cause the formation of oxidative stress. Antioxidant agents
react with free oxygen species and inactivate them. Astaxanthin is also a powerful
antioxidant. Astaxanthin is a red-orange color, lipophilic carotenoid pigment
obtained from some arthropods, fish and algae. It has been reported that astaxanthin
has higher antioxidant activity than vitamin E and beta-carotene which is known with

antioxidant properties.

In our study, gel formulations containing astaxanthin were prepared for the
prevention of free radical damage. Characterization studies of the formulations
prepared were conducted and as a result of these studies, the formulations were kept
at 25° C - 60% relative humidity conditions in the stability cabin and 3-month
stability studies were also performed in the refrigerator. In-vitro release experiments
of the formulations, antioxidant activity assay for the determination of efficiency and

cell culture studies for toxicity test were performed.

As a result; an innovative topical formulation providing anti-aging efficacy,

containing astaxanthin that had a strong antioxidant activity was developed.
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