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OZET

Bu tez kapsaminda, tibbi bitkilerde yaygin olarak bulunan ¢esitli kimyasal gruplardan 36
adet fenolik bilesik secilerek, cilt lekesini giderici/cilt rengini agicr etkileri ile ciltte kirigiklik
giderici etkisi belirlenmistir. On taramada yer almasma karar verilen 36 adet fenolik
bilesigin, oncelikle ELISA mikrotiter in vitro enzim inhibisyon yontemleri kullanilarak,
tirozinaz (TYR), elastaz, kolajenaz ve ksantin oksidaz inhibitor etkileri tayin edilmistir.
TYR’a kars1 inhibitor etkili oldugu belirlenen bilesikler in silico ortamda molekiiler
kenetlenme deneylerine tabi tutulmustur. Bu kapsamda molekiiler modelleme ile enzim-
ligant iliskisi molekiiler diizeyde saptanmistir. Ayrica inhibitér fenolik bilesikler icin
SKMEL-3 insan malignant melanoma hiicre hattinda sitotoksisite testi de yapilmistir. /n
vitro ve in silico deneyler sonucunda en aktif bulunan bilesiklerden hareketle, cilt lekelerini
gidermeye ve cilt rengini agmaya yonelik cesitli kozmetik formiilasyon kombinasyonlari
tasarlanmis ve en uygun kombinasyon olarak fisetin: kersetin (1:1) iceren nanoemiiljel
formiilasyonu gelistirilmistir. Nanoemiiljel formiilasyonu iki boyutlu (2D) ve ii¢ boyutlu
(3D) deneysel modeller ile test edilmistir. Nanoemiiljel formiilasyonunun 2D modelleri ile
HaCaT keratinosit hiicrelerinde hiicre canliligia etkisi ile lusiferaz yontemi ile NF-xB
indiiksiyonu {izerinden anti-enflamatuvar etkisi incelenmistir. 3D cilt modelleri ile yeniden
yapilandirilmig insan epidermis hiicreleri tizerinde EpiCS® yontemi ile cilt tizerine korozyon
etkisi incelenmis ve her iki modelde de nanoemiiljel formiilasyonunun epidermise hasar
verici etkilerinin olmadigi tespit edilmistir. Ayrica nanoemiiljel formiilasyonunun cilt
rejenerasyonu lizerine etkisi ile anti-enflamatuvar etkisi ¢esitli sitokinler ve kemokinlere
karst xXMAP Luminex teknolojisi ile incelenmistir. Tezimiz kapsaminda, ilk defa 6zellikle
cilt lekelerine yonelik olarak fisetin: kersetin (1:1) iceren nanoemiiljel formiilasyonu
gelistirilmis ve ulusal patent basvurusunda bulunulmustur.
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ABSTRACT

Within the scope of this thesis, 36 phenolic compounds were selected from various chemical
groups commonly found in medicinal plants, and their skin blemish-removing/skin-
lightening effects and anti-wrinkle effects were determined. In vitro tyrosinase (TYR),
elastase, collagenase and xanthine oxidase inhibitory effects were determined by using
ELISA microtiter enzyme inhibition methods. The compounds determined to have inhibition
against TYR were subjected to molecular docking experiments in silico. In this context, the
enzyme-ligand relationship was determined at the molecular level by molecular modeling.
In addition, the cytotoxicity test was performed for inhibitory phenolic compounds in the
SKMEL-3 human malignant melanoma cell line. Based on the most active compounds found
as a result of in vitro and in silico experiments, various cosmetic formulation combinations
were designed to remove skin blemishes and lighten skin color, and a nanoemulgel
formulation containing fisetin: quercetin (1:1) was developed. The nanoemulgel formulation
was tested with two-dimensional (2D) and three-dimensional (3D) experimental models. The
effect of the nanoemulgel formulation on cell viability in HaCaT keratinocyte cells with 2D
models and its anti-inflammatory effect via NF-kB induction by luciferase method were
investigated. The corrosion effect on the skin was examined by EpiCS® method on
reconstructed human epidermis cells with 3D skin models and the nanoemulgel formulation
was determined not to have damaging effects on the epidermis in both models. In addition,
the effect of nanoemulgel formulation on skin regeneration and its anti-inflammatory effect
was examined against various cytokines and chemokines with xMAP Luminex technology.
Within the scope of our thesis, for the first time, a nanoemulgel formulation containing
fisetin: quercetin (1:1) for skin spots was developed and a national patent application was
filed.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

°C Santigrad Derece

dk Dakika

g Gram

kg Kilogram

M Molar

mg Miligram

mL Mililitre

mM Milimolar

nm Nanometre

ppm Milyonda Bir Birim

ng Mikrogram

nL Mikrolitre

pm Mikrometre

M Mikromolar

Kisaltmalar Aciklamalar

ADSI Avusturya Ilag Arastirma Enstitiisii (Austrian Drug Screening
Institute)

AGE Ileri Glikasyon Uriinleri (Advanced Glycation End Products)

AHA Alfa-Hidroksi Asit

AHR Aril Hidrokarbon Reseptor

AP Aktivator Protein

ASAP Otomatik Tarama Testi Platformu (Automated Screening Test
Platform)

ATCC Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu (American Type Culture

Collection)



BM GHS

cAMP

COX-2
CREB

CUPRAC

DCT
DEPT

DMSO
DPBS

DPPH
DS
EDTA
EGCG
EIP
ERK

FALGPA
FRAP

HLB

LDH

L-DOPA

MAPK

XVi

Birlesmis Milletler Kiiresel Uyumlastirilmig Kimyasallarin
Smiflandirilmas1 ve Etiketlenmesi Sistemi (United Nations
Globally Harmonized System of Classification and Labeling
of Chemicals)

Siklik  Adenozin  Monofosfat  (Cyclic ~ Adenosine
Monophosphate)

Siklooksijenaz-2 (Cyclooxygenase-2)

cAMP Yanit Elemanm1 Baglayici Protein (cAMP Response
Element-Binding Protein)

Bakir-Indirgeme ~ Antioksidan  Giicii  (Copper-Reducing
Antioxidant Power)

DOPAkrom Tautomeraz (DOPAchrome Tautomerase)
Polarizasyon Transferi ile Distorsiyonsuz lyilestirme
(Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)
Dimetilsiilfoksit

Dulbecco Fosfat Tamponlu Tuzlu Su (Dulbecco phosphate
buffered saline)

2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil

Damlacik Boyutu (Droplet Size)

Etilendiamin Tetraasetik Asit

Epigallokatesin Gallat (Epigallocatechin Gallate)

Emiilsiyon Inversiyon Noktas: (Emulsion Inversion Point)
Hiicre Dis1 Sinyalle Diizenlenen Kinaz (Extracellular Signal-
Regulated Kinase)

N-(3-[2-Furil]akriloil)-Leu-Gly-Pro-Ala

Demir-indirgeme  Antioksidan  Giicii  (Ferric-Reducing
Antioxidant Power)

Hidrofilik Lipofilik Denge (Hydrophilic Lipophilic Balance)
Laktat Dehidrojenaz
L-3,4-Dihidroksi-L-fenilalanin (L-3,4-Dihydroxy-L-
phenylalanine)

Mitojenle Aktiflesen Protein Kinazlar (Mitogen-Activated

Protein Kinases)



MART1

MCIR
MDA
MeOH
MITF

MIK
MMP
NADPH

NF-KB
NMN
Nrf2

OPLS

OTC
PDI
PEG
PIT
PKA
POMC
PRAP

RHE
RMSD
ROS

RPTP

RTK
SAPK

Xvil

T Hiicreleri Tarafindan Taninan Melanomla Iligkili Antijen 1
(Melanoma-Associated Antigen Recognized By T Cells 1)
Melanokortin 1 Reseptorler (Melanocortyn 1 Receptors)
Malondialdehit

Metanol

Mikroftalmi ile  Iliskili Transkripsiyon  Faktori
(Microphthalmia Associated Transcription Factor)

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

Matriks Metalloproteinaz (Matrix Metalloproteinase)
Nikotinamit-Adenin  Diniikleotit Fosfat (Nicotinamide-
Adenine Dinucleotide Phosphate)

Niikleer Faktor-xB

Nikotinamit Mononiikleotit (Nicotinamide Mononucleotide)
Niikleer Faktor E2 ile Iliskili Faktor 2 (Nuclear Factor E2
Associated Factor 2)

Sivi Simiilasyonlar1 I¢in Optimize Edilmis Potansiyel (Optimised
Potential for Liquid Simulations)

Tezgah tistii (Over the Counter)

Polidispersite indeksi (Polydipersity index)

Polietilen Glikol

Faz Inversiyon Sicaklig1 (Phase Inversion Temperature)
Protein Kinaz A

Pro-opiomelanokortin (Pro-opiomelanocortyn)
Fosfomolibdenyum-Indirgeme Antioksidan Giicii
(Phosphomolybdenum-Reducing Antioxidant Power)
Yeniden Yapilandirilmis Insan Epidermisi (Reconstructed
Human Epidermis)

Kok Ortalama Kare Sapmasi (Root Mean Square Deviation)
Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive Oxygen Species)

Reseptor Protein Tirozin Fosfatazlar (Receptor Protein
Tyrosine Phosphotases)

Reseptor Tirozin Kinaz (Receptor Tyrosine Kinase)

Stresle Aktiflesen Protein Kinaz (Stress-Activated Protein

Kinase)



SCT
SOD
T3

T4
TCA
TNF-a
TRP-1
TSH
TYR
uv
WFA
X0
YEM
YYEM
o-MSH

Xviil

Cilt Korozyon Testi (Skin Corrosion Test)

Stiperoksit Dismutaz

Triiyodotironin

Tiroksin

Trikloroasetik Asit (Trichloroacetic acid)

Tiimor Nekrozis Faktor Alfa (Tumor Necrosis Factor Alpha)
Tirozinazla Iliskili Protein-1 (Tyrosinase-Related Protein-1)
Tiroit Uyarict Hormon (Thyroid-Stimulating Hormone)
Tirozinaz

Ultraviyole

Withaferin A

Ksantin Oksidaz (Xanthine Oxidase)

Yiizey Etkin Madde

Yiizey Etkin Madde + Yardimci Yiizey Etkin Madde
a-Melanosit Uyarict Hormon (a-Melanocyte Stimulating

Hormone)



1. GIRIS

Kozmetik iiriin insan viicudunun dis kisimlarina; epiderma, tirnaklar, killar, saglar, dudaklar
ve dis genital organlarina veya disler ile agiz mukozasina uygulanmak iizere hazirlanmus,
tek veya temel amaci bu kisimlar1 temizlemek, koku vermek, goriiniimiinii degistirmek,
bunlar1 korumak, iyi bir durumda tutmak veya viicut kokularini diizeltmek olan biitiin madde

veya karisimlardir (Kozmetik Yonetmeligi, 2023).

“Kozmesotikler” veya “aktif kozmetikler” olarak adlandirilan iiriinler ise, kozmetiklerle
ilaclar arasinda genis bir yelpazede yer almaktadir. Kozmesoétikler, deri ve deri eklerinin
yap1 ve fonksiyonlarint biyofizyolojik etki yoluyla olumlu yonde degistirmek suretiyle
kozmetik etki gosteren preparatlardir. Bunlar klasik kozmetik tanimina tam olarak uymayan,
ilag ve kozmetik arasinda tanimlanan preparatlardir (Ilag <> Kozmesdtik <> Kozmetik)
(Draelos, 2011). Bir bagka tanima gore; kozmesotikler, hem kozmetik hem de ila¢ gorevi

goren ve kozmetik iirlinleri farmasétik tirlinlerle birlestiren iirtinlerdir.

Deri ve deri eklerine tatbik edilen kozmetiklerin en 6nemli amaci derinin fizyolojik
ozelliklerini degistirmeden giizellestirmek ve korumaktir. Ancak bu grupta yer almakla
birlikte tezgah {iistii (over-the-counter, OTC) olarak kabul edilen baz1 kozmetik preparatlar
vardir. Bu iirlinler farkli hedef noktalarinda degisikliklere yol acarak etkilerini gosterirler.
Bunlar lipit tabakasini etkileyen ajanlar (antiseboreik iirlinler), stratum korneuma etkili
ajanlar (nemlendiriciler), deriye renk veren hiicreler olan melanositleri hedef alan
pigmentojenik (renklendirici) {riinler, ter bezlerini hedef alan antiperspiranlar ve
hipodermisi hedef alan zayiflatic1 ve inceltici ajanlar olarak sayilabilirler. Kozmesotiklere
ornek olarak ise minoksidil i¢eren sa¢ losyonlari, alfa-hidroksi asit (AHA) i¢eren kremler ve

losyonlar, retinoik asit igeren krem, losyon ve jeller sayilabilir.

Kozmetik endiistrisinde, bilimsel calismalarla desteklenmesinden ve diinyada genelde
bitkisel veya dogal igerikli iirlinlere ve dogal bilesiklere yonelik hizla artan bir tercih trendi
gozlenmektedir. Dogal bilesikler benzersiz etkinlikleri, daha diisiik toksisiteleri ve ¢evre
dostu dogalar1 nedeniyle tercih edilmektedir (Yang ve digerleri, 2020). Bu bilesiklerin daha
giivenli oldugu bir¢cok ¢aligmada gosterilmistir ve hem kozmetik markalarinin hem de

tilketicilerin giivenlik kaygilar1 acisindan Onceligini karsilamaktadir. Ek olarak, pazar



egilimi, dogal ve siirdiiriilebilir {irtinlere yonelik artan talebe paralel olarak, eko-sertifikali
bitkisel/dogal igeriklere dogru kaymaktadir (Apone ve digerleri, 2019). Bitki hiicre
kiiltiirtinden tiiretilmis aktif kozmetik bilesenlerin kullanimi, son yillarda endiistriyel 6l¢ekte
iiretim i¢in standardize edilmis, kirletici madde igermeyen ve biyo-siirdiiriilebilir sistemler
sunarak ilgi cekmektedir (Georgiev ve digerleri, 2018). Ureticiler, gesitli cilt sorunlarini
gidermek ve cilt hastaliklarini tedavi etmek i¢in bitkilerden ve diger dogal kaynaklardan elde
edilen dogal bilesiklere giderek daha fazla odaklanmaktadir ve bitkisel kaynakli biyoaktif
bilesiklerin tedavi edici potansiyeli sayesinde dermokozmetik/kozmesdtik {irlinlerde
kullanimi1 artmaktadir (Ahmad ve digerleri, 2022). Dahasi, bitkisel kaynakli bilesenler iceren
yeni kozmetik tirlinlerin gelistirilmesi, bitkisel kaynaklarin etkili bir sekilde kullanilmasina
yonelik siirdiiriilebilir bir yaklagim olarak ilgi kazanmaktadir (Yano ve digerleri, 2018).
Sonug olarak, kozmetik iirlinlerde bitkilerden elde edilen bilesiklerin tercih edilmesinde bu
maddelerin giivenligi, etkinligi, ¢cevre dostu yapisi ve tedavi edici faydalar1 yatmaktadir.
Bitkisel hammaddelerin/bilesiklerin kullanima, tiiketicinin dogal ve siirdiiriilebilir {iriinlere
yonelik tercihleriyle uyumlu olup, bu {iriinleri kozmetik endiistrisi i¢in degerli bir se¢im

haline getirmektedir.

Dogal kozmetiklere olan tiiketici ilgisi, bir¢ok kisinin kimyasal icerikli {iriinlerin potansiyel
zararlarindan kacinma egiliminden kaynaklanmaktadir. Dogal kozmetikler, genellikle
bitkisel, mineral ve diger dogal kaynaklardan elde edilen malzemeler kullanilarak
iretilmektedir. Bu {irlinlerin dogal olmasi, kimyasal katki maddelerinden miimkiin
oldugunca armdirilmig olmalar1 ve daha az cilt tahrigi yaratmalar1 gibi avantajlara sahip
olduklar1 da bilinmektedir. Ayrica, ¢evre dostu olmalari ve hayvanlar iizerinde test
edilmemis olmalar1 gibi etik kaygilar da dogal kozmetiklere olan talebi artirmaktadir. T.C.
Ticaret Bakanlig1 verilerine gore; Tiirkiye'deki ekonomik gelismeye bagl olarak, kozmetik
ve kisisel bakim iriinleri pazar1 her yil ortalama % 10 biiyiimektedir. Pazarda dogal
kozmetik ve kisisel bakim iiriinlerinin paymin % 5 civarinda oldugu tahmin edilmektedir.
Bu durum diinya pazariyla paralellik gostermektedir. Ancak iilkemizde kozmetik sektorii
agirlikli olarak, dogal sabunlar, sampuanlar, sa¢ bakim iiriinleri, sa¢ boyalari, banyo ve dus
iirlinleri, agiz bakim {iriinleri, ter Onleyiciler, tras iirlinleri, kolonyalar, tity dokiiciiler ile
renkli makyaj malzemeleri gibi kozmetikleri iiretmekle beraber, 6zellikle
dermokozmetik/kozmesdtik kategorisinde yer alan cilt bakim {iriinlerine yapilan aragtirma-
gelistirme (Ar-Ge) yatinmimin payr oldukca diisliktiir. Ayrica iilkemizde kozmetik

arastirmalarinda endiistri-iiniversite is birlikleri de ¢ok sinirli orandadir.



Tiirkiye’de kozmetik sektorii ihracati yillar i¢inde artis trendini stirdiirmektedir. S6z konusu
ithracat, 2021 yilinda bir 6nceki yila gore % 17 artis gostererek, 1,1 milyar dolar seviyesinde
gerceklesmistir. Tiirkiye kozmetik sektorii ihracatinda en fazla pay1 2021'de % 24 ile tiras
ve deodorant lriinleri ile gilizellik/makyaj iiriinleri almistir. Diger yandan, Tiirkiye'nin
kozmetik maddef/iiriin ithalati da 2021 yilinda % 8,7 artis gostererek 1,3 milyar dolar
seviyesine ulagmistir. 2021 yilinda en fazla ithalat, sanayide kullanilan koku verici maddeler
ve karigimlarda gerceklestirilirken, bu {iriin grubunu giizellik, makyaj ve cilt bakimi i¢in
miistahzarlar ve parfiimler takip etmistir. Gegen yil kozmetik iiriinleri ithalatinda en fazla

pay1 alan iilkeler sirayla % 18,3 ile Fransa, % 14 Almanya ve % 10,4 ile Irlanda almustur.

Ulkemizin ithalat rakamlari, kozmetik iiriinlerde halen biiyiik dlgiide yurtdisina bagimli
oldugumuza isaret etmektedir. Bu nedenle, disa bagimlilig1 azaltmak ve milli ekonomiye
katkida bulunmak i¢in iilkemizde kaliteli kozmetik hammaddesi ve bitmis kozmetik {iriin
iiretilmesi ve bu alanda Ar-Ge kabiliyetimizin, yatirnmlarimizin ve iiniversite-endiistri is

birliklerinin artiritlmasi gerekmektedir.

Diger yandan diinyada, 6zellikle Ortadogu, Uzakdogu ve Afrika iilkelerinde kadin tiiketiciler
tarafindan cilt rengini agicit kozmetik {irlin pazarina hizla artan bir talep goézlenmektedir.
Avrupa iilkelerindeki kadin tiiketicilerin ise yaslanma karsit1 (anti-aging), kirisiklik giderici
anti-wrinkle) ve giines koruyucu kozmetik iiriinlere ragbet gosterdigi bilinmektedir. Buna

gore, multifonksiyonel kozmetik iiriinlere tiikketici daha fazla ilgi gostermektedir.

“Bitkisel Kokenli Bazi1 Fenolik Bilesiklerin /n Vitro ve In Silico Deney Modelleri ile Cilt
Lekesi Giderici Etkilerinin Incelenmesi ve Kozmetik Formiilasyon Tasarlanmas1” baslikli
tezimizde, bitkilerde yaygin bulundugu bilinen fenolik bilesiklerin farkli kimyasal
gruplarindan 36 adet bilesik secilmis, cilt lekelerini agici ve kirigiklik karsiti etkileri tirozinaz
(tyrosinase, TYR), elastaz, kolajenaz ve ksantin oksidaza (xanthine oxidase, XO) karsi
enzim inhibisyonu deneyleri ile in vitro olarak tayin edilmistir. Fenolik bilesikler, 3 ayr1
yontem ile antioksidan aktiviteleri agisindan da test edilmistir. TYR’1 etkili sekilde inhibe
ettigi belirlenen fenolik bilesikler in silico ortamda molekiiler kenetlenme deneylerine tabi
tutulmustur. Bu bilesiklerin sitotoksisiteleri, SKMEL-3 insan malignant melanoma hiicre
hattinda tespit edilmistir. On taramanmizda TYR 1 aktif inhibitérii oldugunu belirledigimiz
bilesikler secilerek, ikili ve ti¢lii kombinasyonlar1 hazirlanmis ve tekrar TYR’a kars test

edilmistir. Inhibitdr etki agisindan en uygun kombinasyon olduguna karar verilen fisetin:



kersetin (1:1) kombinasyonu i¢eren nanoemiiljel formiilasyonu hazirlanmistir. Nanoemiiljel
formiilasyonumuz, Avusturya ila¢ Arastirma Enstitiisiinde (Austrian Drug Screening
Institute, ADSI) bulunan kozmetik laboratuvarinda iki boyutlu (2D) ve ii¢ boyutlu (3D)
deneysel modeller ile test edilmistir. 2D modelleri ile HaCaT keratinosit hiicrelerinde hiicre
canlilifina etkisi ile lusiferaz yontemi ile NF-xB indiiksiyonu iizerinden anti-enflamatuvar
etkisi incelenen nanoemiiljel formiilasyonunun cilt tizerine korozyon etkisi 3D cilt modelleri
ile yeniden yapilandirilmis insan epidermis hiicreleri iizerinde EpiCS® yontemi ile
incelenmistir. Ilaveten nanoemiiljel formiilasyonunun cilt rejenerasyonu iizerine etkisi; anti-
enflamatuvar etkinlik acisindan cesitli sitokinler ve kemokinlere karsi xXMAP Luminex
teknolojisi ile incelenmistir. Nanoemiiljel formiilasyonumuz iizerinde kisa siireli (3 ay)
stabilite ¢alismasi da gergeklestirilmistir. Formiilasyon i¢in ulusal patent bagvurusu da

yapilmuistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Derinin Yapisi

Deri “epidermis, dermis ve hipodermis” olmak iizere 3 ana katmandan olusan kompleks bir
organdir. Epidermis derinin en dis tabakas1 olup, patojenler, UV radyasyonu ve kimyasallar
gibi gevresel faktorlere karsi bariyer gérevi goriir. Oncelikle cilde gii¢ ve su gecirmezlik
saglayan protein olan keratini iireten keratinositlerden olusur. Epidermis ayrica cilt
renginden ve UV hasarina karst korumadan sorumlu pigment olan melanin iireten
melanositleri de igerir. Ayrica epidermisteki Langerhans hiicreleri bagisiklik sisteminin bir

parcasidir ve enfeksiyonlara kars1 korunmaya yardimci olur (Proksch ve digerleri, 2008).
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Resim 2.1. Derinin katmanlari1 (MacNeil, 2008)

Cilt yenilenmesinin (rejenerasyon) gerceklestigi, kan damarlarinin bulunmadig: bakterilere
kars1 temel koruyucu 6zellik gosteren en distaki epidermis tabakasi; asagidaki tabakalardan

olugmaktadir (Resim 2.1):

o Stratum corneum: Epidermisin en dis katmani olan stratum corneum, “korneosit” adi
verilen Olii keratinositlerden olusur. Bu hiicreler, patojenler ve UV radyasyonu gibi dis
etkenlere karsi koruyucu bir bariyer olusturan lipitlerle ¢evrilidir.

o Stratum lucidum: Yalnizca avug i¢i ve ayak tabani gibi kalin deride bulunan stratum
lucidum, 6l keratinositlerden olusan ince, yar1 saydam bir tabakadir. Bu katman cilde

ek koruma ve destek saglamaktadir.



o Stratum granulosum: Keratinositlerin programlanmis bir hiicre 6liimii siireci olan
apoptoza ugramaya basladigr katmandir. Bu katman ayni zamanda cildin bariyer
fonksiyonuna katkida bulunan lipitlerin tiretiminde de rol oynamaktadir.

o Stratum spinosum: “Dikenli hiicre tabakas1” olarak da bilinen stratum spinosum, birkag
canlt keratinosit tabakasindan olusur. Bu hiicreler, cilde gii¢ ve esneklik saglayan
desmozomlarla birbirine baglanir. Stratum spinosum’da bakterileri fagosite eden
Langerhans hiicreleri de bulunur (Baroni ve digerleri, 2012).

o Stratum bazale (Stratum germinativum): Epidermisin en derin tabakasi olan stratum
bazale, siirekli boliinerek yeni keratinositler olusturan bazal hiicrelerden olusur. Bu
katman ayn1 zamanda cilt rengini ve UV korumasini saglayan melanin pigmentini

iiretmekten sorumlu melanositleri de igermektedir.

Epidermisin altinda kan damarlari, sinirler, kil folikiilleri ve ter bezleri gibi temel yapilari
iceren dermis bulunur. Dermis, kolajen ve elastik lifler gibi hiicre dis1 matris bilesenleri
acisindan zengindir ve cildin fiziksel 6zelliklerine, 6zellikle de elastikiyetine dnemli 6l¢iide
katkida bulunur. Dermisteki sinir uclari dokunma, basing, agr1 ve sicaklik gibi duyulardan

sorumludur.

Hipodermis veya deri altt dokusu esas olarak yag ve bag dokusundan olusur ve viicut i¢in
yalitim ve dolgu saglar. Hipodermis ayrica cildi ve alttaki dokular1 besleyen daha biiyiik kan

damarlarini ve sinirleri igermektedir.

Sonug olarak; derinin 3 katmani, viicudu dis tehditlerden korumak, sicakligi diizenlemek,
duyusal bilgi saglamak ve genel viicut fonksiyonlarini desteklemek i¢in birlikte calisir.
Ayrica cildimiz, glines 15181na maruz kaldiginda D vitamini sentezlemek i¢in hayati 6neme
sahiptir (Zegour ve digerleri, 2018). Cildin yapisini incelemek sadece onun fonksiyonlarini
kavramamizi gelistirmekle kalmaz, ayn1 zamanda yapist bozuldugunda ortaya ¢ikabilecek
potansiyel cilt rahatsizliklar1 ve hastaliklar1 hakkinda da fikir vermektedir. Cilt gecirgenligi
modelleri ve cilt yaslanmasi lizerine, ¢esitli bilimsel disiplinlerde yapilan arastirmalar, cildin
yapisini anlamanin 6nemini daha da vurgulamaktadir (Tsakovska ve digerleri, 2017; Flynn

ve McCormack, 2008).



2.2. Cilt ve Yaslanma Siireci

Epidermis

Yagslilik noktas1

Geng Yash
Deri alt1 yag
tabakasi

Resim 2.2. Cilt yapisinda yaslanma etkileri (Farage ve digerleri, 2007)

Cildimizin yaslanma siirecine cesitli faktorler etki etmektedir. Oncelikle giines 1sinlarina
(6zellikle UV 1simnlar1) maruz kalmak, cildin yaslanmasinda 6nemli bir rol oynar. Giinese
maruz kalma ciltte kirigikliklar, lekeler ve sarkmalar gibi belirtilere ve fotoyaslanmaya
neden olur (Arslan, 2022). Ayrica, hormonal degisiklikler de cildin yaslanmasinda etkilidir.
Ozellikle menopoz déneminde dstrojen seviyelerindeki azalma sonucunda, ciltte incelme,
kirigikliklarin artmasi ve elastikiyet kaybi gibi belirtiler ortaya ¢ikmaktadir (Bekmezei &
Altuntug, 2020). Cilt yaslanmasi ayrica genetik faktorler, ¢evresel etkenler ve yasam tarzi
aliskanliklar gibi ¢esitli faktorlerden de etkilenebilir. Bu siireg, cildin dogal olarak zamanla
azalan kolajen ve elastin iiretimi ile de iliskilidir. Kolajen ve elastin liflerinin azalmasi, cildin
sikiligin1 ve esnekligini kaybetmesine ve kirisikliklarin olusmasina neden olur (Baumann,
2007). Sonug olarak, cildimiz yaslanma siirecine ¢esitli i¢ ve dis faktorler nedeniyle maruz
kalmaktadir. Resim 2.2.de de goriildiigli lizere giines i1sinlari, hormonal degisiklikler,
genetik faktorler ve yasam tarzi aliskanliklart gibi etkenler cildin yaslanmasinda rol oynar

ve ciltte kirigikliklar, lekeler ve sarkmalar gibi belirtilere yol agabilir.

Yukarida da belirtildigi gibi, cilt yaslanmasi i¢sel ve digsal faktorlerden etkilenen ¢ok yonli
bir siirectir. I¢sel mekanizmalar arasinda oksidatif stres, DNA hasari, telomer kisalmasi,

hormonal degisiklikler ve otofaji bozuklugu yer alir. Menopoz sonrasi dstrojen eksikligi



cildin yaglanmasini hizlandirirken, dermal kolajen kayb1 ve parcalanmasi cildin ince ve zayif
olmasina neden olur. Glikasyon, ileri glikasyon son {iiriinlerinin (advanced glycation end
products, AGE) birikmesine yol agarak kirisikliklara ve elastikiyet kaybina neden olur. UV
radyasyonu, sigara ve kirleticiler gibi dis faktorler de erken cilt yaslanmasinda 6nemli bir
rol oynar. UV radyasyonuna maruz kalma, cilt yaglanmasinin birincil nedenidir ve yasl ciltte
azalan kolajen tiretimi, fibroblast yaslanmasi ve azalan mekanik uyartyla baglantihidir. Cilt
yaslanmasi sonug¢ olarak daha ince, daha sert ve daha az esnek bir cilde neden olur.
Antioksidanlar, cildin yaglanmaya kars1 korunmasindaki rolleri nedeniyle incelenmistir.
Antioksidanlar, cilt yaslanmasinin merkezi yonleri olan reaktif oksijen tiirleri ve MMP’ler
ile savasir. Cilt anjiyogenezindeki yaslanmaya baghh degisikliklerin molekiiler
mekanizmalarinin anlagilmasi, cilt yaglanmasinin 6nlenmesine yonelik bilgiler sunmaktadir
(Kohl ve digerleri, 2011). Antioksidanlar oksidatif stresi azaltabilir ve kirlilik gibi ¢evresel
faktorlerin neden oldugu cilt yagslanmasina karsi koruma saglarlar (Chung ve Eun, 2007).
Antioksidanlarin karigimlardaki sinerjistik ve antagonistik etkileri, etkilesimlerine ve
kimyasal yapilarina baglidir (Lanuti ve Kirsner, 2010). Antioksidanlarin lipit oksidasyonunu
ve hidrolizini 6nleyerek oksidatif stresi azalttig1 gosterilmistir (Maillard ve digerleri, 2003).
Antioksidanlar, oksidatif stres ve cilt yaglanmasiyla iligkili diger mekanizmalarla miicadele
ederek cildin yaslanmaya karsi korunmasinda ¢ok onemli bir rol oynar. Cilt hiicreleri,
hiicresel solunum, metabolik siire¢ler veya dis saldirilar altinda siirekli olarak genellikle
“serbest radikaller” olarak adlandirilan yiiksek derecede reaktif molekiiller oksidasyon

iirlinleri iiretir (Addor, 2017).

Cilt yaglanmasi 2 sinifta incelenebilir;

I¢sel yaslanma; genellikle cildin giinesten korunan bodlgelerinde olur.

Her iki yaslanma tipi de molekiiler mekanizma olarak benzerdir. igsel cilt yaslanmasina

iligkin ¢esitli teorilerde asagidaki hususlar 6nemlidir:

e Hiicresel yaslanma (Hayflick-Limit) ve telomerlerin kisalmasi mitokondriyal DNA
mutasyonlar1, oksidatif stres, genetik mutasyonlar ve ¢esitli hormon diizeylerinde
azalma.

e Yaglanmanin serbest radikal teorisine gore, reaktif oksijen tiirleri (reactive oxygen

species, ROS) 6nemli rol oynar.



e ROS’un hiicresel bilesenlere cok fazla zarar vermesi sonucu, antioksidatif kapasitenin

azalmasina ve son olarak hiicresel yaslanmaya yol agar.

ROS cilt yaslanmasina yonelik etkisini, mitojenle aktiflesen protein kinazlar (mitogen-
activated protein kinases, MAPK) yoluyla transkripsiyon faktorii c-Jun'u indiikleyerek
gosterir. Bu indiiksiyon, belirleyici transkripsiyon faktorii aktivator protein (AP)-1'1 aktive
eder, “interstisyel kolajenaz” olarak da bilinen matriks metalloproteinaz-1 (matrix
metalloproteinase, MMP), MMP-3 (stromelisin 1) ve MMP-9'un (jelatinaz b) ekspresyonuna
yol agar ve prokolajenin ekspresyonunu onler. Prokolajenin bu sonuglarina uygun olarak,
fotoyaglanmig cilde benzer sekilde, kronik siirecte yaslanmig ciltte yiiksek seviyelerde

parcalanmis kolajen mevcuttur.

Icsel yaslanma ise genellikle hormonal degisikliklerden etkilenir. Menopozla birlikte
dstrojen ve progesteron dengesi bozulur. Ozellikle dstrojen ve androjen eksikligi; kuruluk,
kirisiklik, epidermal atrofi, kolajen parcalanmasi ve elastikiyet kaybina neden olur (Kohl ve

digerleri, 2011).

Fotoyaslanma Dogal yaslanma

Antioksidanlar
ve glines koruyucular

Pigment
dizenleyiciler
Antioksidan Ros artisi Epidermal
: i bozunmasi giiclendirme
ve yenileme
Melanosit € inflamasyon AP-1 Hucre digi
aktivasyonu O 2 aktivasyonu matris yenileme
T
e TGFB R2 MMP
aktivasyonu Supresyonu aktivasyonu
ECM ECM O
artnleri uranleri
azalmasi bozulmasi
VO : V'
Pigment Hiicre disi matris bozulmasi
degisiklikleri

Sekil 2.1. I¢sel ve digsal yaslanmanin biyokimyasal yolagi (Makino, 2012)
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Digsal yaglanma; i¢sel yaslanmanin iizerine UV etkilerinin eklenmesiyle olur. UV
radyasyonuna maruziyet, digsal cilt yaslanmasinin birincil faktoriidiir ve yliz yaslanmasinin
yaklasik % 80'ini olusturur. Dogal olarak yaslanmis ciltteki ince epidermisin aksine, UV
1sinlarina maruz kalan epidermis ¢ok kalinlasir. Epidermisin en dis tabakasi olan stratum
corneum en c¢ok etkilenir ve korneosit desmozomlarinin pargalanamamasi nedeniyle
kalinlagir. Stratum corneumda, bir protein komponenti olan involukrinin ekpresyonu artar
ve bu da epidermal keratinositlerin farklilagma stirecinin UV 1s1nlamasi nedeniyle bozuldugu
gercegiyle uyumlu bir siirectir. Epidermal kok hiicre belirteglerinden biri olan 1-integrin
ekspresyonunun biiyiik Olgiide azalmasi, yaghi bazal keratinositlerdeki ¢ogalmanin da

bozuldugunu gostermektedir (Sekil 2.1.).

Cilt yaslanmasi, ultraviyole (UV) A, UVB ve UVC dahil olmak {izere ¢esitli radyasyon
tiirlerinden etkilenir. En uzun dalga boyuna sahip olan UVA, derinin derinliklerine niifuz
edebilir, dermis tabakasina zarar verebilir ve kirisikliklara ve diizensiz pigmentasyona neden
olarak cildin yaslanmasina neden olabilir (Han ve digerleri, 2016; Gilbert ve digerleri, 2023).
Esas olarak epidermisi etkileyen UVB'ye kronik maruz kalma, kirillganlik, gevseklik,
ptriizliliik, kuruluk, hiperpigmentasyon ve kirigiklik olusumu ile karakterize cilt
yaslanmasina yol agar (Lee ve digerleri, 2023). UVC radyasyonu ¢ogunlukla atmosfer
tarafindan engellenir ve cilt yaglanmasi acisindan 6nemli bir sorun olusturmaz (Kim ve
digerleri, 2013). UV radyasyonu, 6zellikle UVA, oksidatif stres, iltithaplanma ve hiicre dis1
matriste hasar gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla cilt yaslanmasina neden olabilir (Yim ve
digerleri, 2019; Yoshihisa ve digerleri, 2014). Hem akut hem de kronik UV radyasyonuna
maruz kalma, giines yanigi, pigmentasyon, iltihaplanma, fotoyaslanma ve cilt kanseri gibi
cilt sorunlariyla iligkilidir. UV radyasyonuna maruz kalma ayrica bagisiklik sisteminin
baskilanmasina, erken cilt yaslanmasina, iltthaplanmaya ve hiicre Sliimiine yol agabilir.
Antioksidanlar, UV kaynakli cilt hasarina ve yaglanmaya kars1 koruyucu etkileri agisindan
incelenmistir. Ornegin, B-nikotinamit mononiikleotit (B-nicotinamide mononucleotide,
NMN), farelerde UVB'nin neden oldugu cilt hasarina kars1 koruma gostermistir (Ma ve

digerleri, 2020).

Keratinositlerdeki tip VII kolajenin ekspresyonu, UV 1sinlarina maruz kalan cilt bolgelerinde
azalmaktadir. Tip VII kolajenler, dermal-epidermal kavsaktaki sabitleme fibrilleridir. Tip
VII kolajenlerin {iretimindeki azalma, dermis ve epidermis arasindaki baglantinin

zayiflamasi nedeniyle kirisikliklara sebep olur. Fotoyaslanmis ciltte “solar elastoz” adi
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verilen dermisin derinliklerinde anormal elastik doku birikmesi goriilir. UV 1g1mimu,
elastinin ekspresyonunu 4 kat artirir, daha sonra proteazlar tarafindan elastik lif
boliinmesiyle karakterize edilen ve kesik elastik liflerin ciddi sekilde birikmesiyle
sonuclanan elastoliz meydana gelir. MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-12, nétrofil
serin proteazlar katepsin G ve insan 16kosit elastazinin elastini parcaladigi bilinmektedir.
Fotoyaslanmanin sonucu olarak, tropoelastin molekiillerinin N-terminali ve merkezi
kisimlar1 enzimatik boliinmeye kars1 daha duyarli hale gelir ve dolayisiyla elastin-4'iin yasa

bagli bozulmasi hizlanir (Zhang ve Duan, 2018).

2.2.1. Oksidatif stres

ROS, hem igsel yaslanmanin hem de digsal yaslanmanin dermal hiicre dist matriks
degisikliklerinde kritik bir rol oynadig: kabul edilmektedir. ROS; mitokondriyal elektron
tastma zinciri, peroksizomal ve endoplazmik retikulum lokalize proteinleri, Fenton
reaksiyonu ve siklooksijenazlar (cyclooxygenase, COX), lipoksijenazlar (lipoxygenase,
LOX), XO’lar ve nikotinamit-adenin diniikleotit fosfat (nicotinamide-adenine dinucleotide
phosphate, NADPH) oksidazlar gibi enzimler dahil olmak iizere farkli kaynaklardan

uretilebilir.

Kolajen 1,111,V
Elastin |

Tip 1,11l prokolzjen
RTK dretimi J-

Ortak kosullar

B e
MMP

ﬁ'} ﬁs TGF-B reseptor]

Antioksidanlar ~ fosforilize RTK

Defosforilize RTK

MAPK akti u

Diisiik Sinyal
Seviyesi

Resim 2.3. ROS’un cilt yaglanmasi {izerine etki mekanizmasi (Zhang ve Duan, 2018)
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Hiicre yiizeyindeki reseptor tirozin kinazlarin (receptor tyrosine kinase, RTK) aktivitesi,
RTK'lar1 fosforile eden reseptor protein tirozin fosfatazlar (receptor protein tyrosine
phosphatase, RPTP) tarafindan inhibe edilir (Resim 2.3). Bununla birlikte, UV radyasyonu
altinda hiicresel kromoforlar enerjiyi emer ve uyarilir, oksidasyon {iriinleri ve ROS {iretilir.
ROS, RPTP'larin katalitik bolgelerindeki sisteine baglanarak RPTP'lerin aktivitesini inhibe
eder, fosforile edilmis RTK'larin seviyesini ylikseltir ve mitojenle aktive olan protein
kinazlarin (mitogen-activated protein kinases, MAPK) ve ardindan gelen niikleer faktor-
«kB'nin (nuclear factor-kappa B, NF-kB) aktivasyonunu ve transkripsiyon faktorii AP-1 dahil
olmak tizere sinyal yollarin tetikler. Aktive edilmis NF-kB ve AP-1 ise kolajen tiretimini
baskilar ve MMP gen transkripsiyonunu arttirir. Bu da fotoyaglanmuis ciltte kolajen igeriginin
azalmasina neden olur. Cilt hiicreleri, hiicresel solunum, metabolik silirecler veya dis
saldirilar altinda siirekli olarak genellikle “serbest radikaller” olarak adlandirilan yiiksek

derecede reaktif molekiiller, oksidasyon iiriinleri iiretir (Addor, 2017).

2.3. Hiperpigmentasyon

Hiperpigmentasyon, melanositlerin sayist ve yogunlugundaki artis veya deriye renk veren
diger secenekler sonucu ortaya ¢ikar. Hiperpigmentasyon, asir1 melanin iiretimi nedeniyle
cildin belirli bolgelerinin koyulasmasiyla karakterize, yaygin bir cilt rahatsizligidir.
Hiperpigmentasyon epidermis, dermis veya her iki alanda melanin miktarindaki artist

tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir (Ciire, 2016).

Melanositler, cilde ve saga renk veren pigment olan melanin iiretiminden sorumlu 6zel
hiicrelerdir. Bu hiicreler, UV 1sinlarin1 emerek ve dagitarak, cildin UV radyasyonun zararl
etkilerinden korunmasinda ¢ok Onemli bir rol oynar. Melanositler Oncelikle derinin
epidermisinde ve kil folikiillerinde bulunur (Cichorek ve digerleri, 2013). Melanositler
tarafindan melanin {iretimini i¢ceren melanogenez siireci, cilt ve sa¢ renginin belirlenmesi
icin gereklidir. Calismalar, melanositlerin embriyonik gelisim sirasinda noral kret
hiicrelerinden tiiretildigini ve cilt pigmentasyonu i¢in ¢ok 6nemli oldugunu gostermistir
(Mizoguchi, 2004). Melanositler ayrica melanosit kaybinin ciltte depigmente lekelere yol
actig1 vitiligo gibi cesitli cilt bozukluklarinda da rol oynar (Lee ve Fisher, 2014). Ek olarak
melanositler, melanositlerden kaynaklanan ve genetik mutasyonlar ve UV'ye maruz kalma

ile iligkili bir tiir cilt kanseri olan melanomada da rol oynar (Bertrand ve digerleri, 2020).
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UV 1simlarina maruz kalma, hormonal degisiklikler, iltihaplanma ve ila¢ kullanimi dahil
olmak tizere ¢esitli faktorler hiperpigmentasyona neden olur. Arastirmalar, UV 1518a maruz
kalmanin, melanositleri aktive ederek ve melanin iiretimini artirarak hiperpigmentasyonu
tetikleyebilecegini gdstermistir (Gilchrest ve digerleri, 1996). Ek olarak, hamilelik
sirasindaki hormonal degisiklikler, hamilelikle iliskili kutanéz hiperpigmentasyona yol
acabilir ve bu da hormonal dalgalanmalarin cilt pigmentasyonundaki roliinii vurgular
(Fernandez-Flores ve digerleri, 2018). Ayrica dioksinler gibi tehlikeli aril hidrokarbon
reseptor (AHR) ligantlarina maruz kalma, klorakne ve hiperpigmentasyonla
iliskilendirilmistir (Furue ve Tsuji, 2019). AHR ile melanogenez ve hiperpigmentasyonun
diizenlenmesindeki rolii de oOnemlidir (Luecke ve digerleri, 2010). AHR yolunun
aktivasyonunun benzantron kaynakli hiperpigmentasyonda rol oynadigi gdosterilmigtir
(Abbas ve digerleri, 2017). Enflamatuvar aracilar ve doku hasari, melanositleri uyarabilir ve
yaranin hiperpigmentasyonuna yol agabilir (Park ve digerleri, 2021; Lévesque ve digerleri,
2012). Partikiil maddeler cilt hiperpigmentasyonu ile iligkilendirilmistir ve bu durum
cevresel faktorlerin cilt pigmentasyonu {iizerindeki etkisini vurgulamaktadir (Yang ve
digerleri, 2022). Ek olarak COX-2 gibi spesifik molekiiler yolaklarin hedeflenmesinin
melanogenezi baskilama ve hiperpigmentasyon bozukluklarini tedavi etme potansiyeli
oldugu gosterilmistir (Kim ve digerleri, 2012). Genel olarak hiperpigmentasyon, ¢esitli i¢ ve

dis faktorlerden etkilenen ¢ok faktorli bir durumdur.

2.3.1. Melanogenez

Melanogenez; membrana bagli “melanozom” adi verilen organellerdeki melanin
pigmentinin sentezlenme siirecidir. Cildin hiperpigmentasyonu sirasinda radikal ve
enflamasyon gibi ¢esitli faktorler etkilidir. UV radyasyonu, keratinositleri kii¢iik bir peptit
hormonu olan pro-opiomelanokortinden (pro-opiomelanocortyn, POMC) tiiretilen o-
melanosit uyaricit hormonu (a-melanocyte-stimulating hormone, a-MSH) salgilamalar1 i¢in
uyarir. o-MSH, melanokortin 1 reseptorlerini (melanocortin-1 receptor, MC1R) uyararak
melanositlere baglanir. Sonucunda ¢oklu sinyal yoluyla siklik adenozin monofosfat (cyclic
adenosine monnophosphate, cAMP), protein kinaz A (protein kinase A, PKA), cAMP yanit
eleman1 baglayici protein (CAMP response element-binding, CREB) ve mikroftalmi ile
iligkili transkripsiyon faktorii (microphthalmia-associated transcription factor, MITF)

aktivitesi ile melanogenez tetiklenir (Sekil 2.2).
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Enflamatuvar

aracilar Radikaller foz
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‘ TRP, TRP-1, TRP-2

DOPAkinon [ B[] J Tirozin

Sekil 2.2. Melanogenez mekanizmasi (Kanlayavattanakul ve Lourith, 2017)

MITF, melanojenik enzimlerin TYR, TYR’la iligkili protein-1 (tyrosinase-related protein-1,
TRP-1) ve TYR’la iligkili protein-2 (tyrosinase-related protein-2, TRP-2) gibi

transkripsiyonu diizenleyen anahtar bir transkripsiyon faktoriidiir.

MAPK, stresle aktiflesen protein kinazlar (stress-activated protein kinases, SAPK)/cJun
NH2-terminal kinazlar (JNK), p38 ve hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar (extracellular
signal-regulated kinases, ERK) olmak iizere, 3 alt tipten olusur. JNK ve p38 kinazlar pro-
enflamatuvar sitokinler tarafindan ve ¢evresel olarak UV 1sinlarina maruz kalma ile 1s1 gibi

stres etmenleri tarafindan uyarilir.

Melanogenez MAPK'lar tarafindan kontrol edilir ve MITF p38 fosforilasyonu ile aktive
edilir. Buna karsilik ERK aktivasyonu MITF aktivitesini azaltarak melanin sentezini inhibe
eder. Boylece ERK sinyal yolunun baskilanmasi hiicre farklilasmasi ve tirozinaz
aktivitesinin diizenlenmesi sonucu melanogenezi uyarir. Ayrica MAPK sinyali yolu, niikleer
faktor E2 ile iligkili faktor 2'yi (Nrf2) modiile eder. Nrf2 cilt hiicrelerini, UV radyasyonu
gibi oksidatif strese karst korumak i¢in antioksidan tepkiyi kontrol eden Onemli bir

transkripsiyon faktoriidiir. (Kanlayavattanakul ve Lourith, 2017)

Melanozomlar, feomelanin ve iki tiir dmelanin olmak {izere 3 c¢esit melanin {iretir.

Feomelanin kirmizidan sariya kadar olan tonlarda olup, kizil saglardan ve cillerden
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sorumludur. Melaninin en bol bulunan formu émelanin yiiksek oranda koyu kahverengiden
siyaha kadar renklere sebep olur. Omelanin antioksidan 6zelliklere sahipken, feomelanin
fototoksik prooksidan etki sergiler. Melanin sentezi i¢in TYR, TRP1 ve “DOPAkrom
tautomeraz” (DOPAchrome tautomeraz, DCT) olarak da bilinen TRP2 olmak iizere bir dizi
spesifik enzim gereklidir. Memelilerde ©melanin birikimi i¢in gerekli olan ve
melanozomlarda ipliksi bir formda bulunan 6nemli bir yapisal melanosit proteini olarak
bilinen Pmell7 (gp100) ve T hiicreleri tarafindan taninan melanoma antijeni (melanoma

antigen recognized by T cells, MART1) bulunur.

Tiim melanin tirleri icin ortak olan ilk adim; tirozinin hidroksilasyonu ve 3,4-
dihidroksifenilalanin (L-DOPA) ve L-DOPA'nin DOPAkinona oksidasyonu seklindedir.
Ikisi de melanin biyosentetik yolagi icin énemli bir enzim olan TYR tarafindan katalize
edilir. Substratlarin uygunlugu ve melanogenetik enzimlerin yapist hangi tiir melanin
iretilecegine karar verir. Sistein varliginda 3- veya 5-sisteinil DOPA olusur ve sari-kirmizi

feomelanin tretilir.

Tirozin
“ TYR
L-DOPA
j
sistein yoklugu DOPAkinon + sistein

e i

DOPAkrom SisteinilDOPA
@/ \ Oksidasyon
polimerizasyonu
DHICA DHI
feomelanin

‘ l Sari kirmiz

DHICA-melanin DHI-melanin

\ J
f

émelanin
Kahverengi siyah

Sekil 2.3. Melanogenez sirasinda melanositlerden melanin sentezi (Cichorek ve digerleri,
2012)

Sistein yoklugunda DOPAkinon kendiliginden enzimatik olmayan reaksiyonlar ile
DOPAkroma doniisiir ve bu siire¢ ¢ok hizli ilerler (Sekil 2.3). DOPAkrom enzimatik

olmayan ve enzimatik olan TRP'ler-aracili yolak ile ©melanini verir. Ilk durumda
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DOPAkrom  kendiliginden = dekarboksilasyona  ugrayarak,  5,6-dihidroksiindol
(dihydroxyindol, DHI) haline gelir, hizla oksitlenip polimerize olup kahverengi/siyah koyu
renk olusumuna sebep olan DHI-melanin olusturur. ikinci yolakta TRP2, DHI2-karboksilik
asit (DHICA) olusturmak tizere DOPAkromu tautomerize eder. Daha sonra TRP1 DHICA
oksidasyonu ve polimerizasyonunu katalize eder ve sonucunda DHICA-melanin olusur.

(Cichorek ve digerleri, 2012)

MSH
MC1R
L-Tyrosine
Adenylate l‘— TYR
cyclese L-DOPA
l+— TYR
(eAmP) .
S DOPA-quinone «— TRP1
* «— TRP2
[ PKA l Pheomelanin Eumelanin

,L-[ MITF ]7) =

3o4Sox10000x
h ' TRP1

(gp100)

Sekil 2.4. Melanogenez sinyal yolagi (Zurina ve digerleri, 2020)

2.3.2. Hiperpigmentasyon Tedavisi

Yaygin bir dermatolojik sorun olan hiperpigmentasyon, ¢esitli tedavi yontemleriyle etkili bir
sekilde yonetilebilir. Hiperpigmentasyonun tedavisi topikal ajanlar, lazer tedavileri, dogal

ekstreler ve yenilikgi prosediirleri igeren ¢ok ¢esitli tedavi yontemlerini kapsar.

Hiperpigmentasyon tedavisi ilk olarak, traneksamik asit ve melatonin gibi oral terapdtik
ajanlarla tamamlanan hidrokinon, kojik asit ve glikolik asit gibi ajanlar igeren topikal
formiilasyonlarin kullanimin1 kapsar (Nautiyal ve Wairkar, 2021). Ilaclar ve metalik tuzlarin
neden oldugu hiperpigmentasyonu gidermek icin, 6zellikle Q-switched (QS) lazerler
kullanilmak suretiyle, lazer tedavileri Onerilmektedir (Passeron ve digerleri, 2019).
Pikosaniye lazerler de dahil olmak tizere lazerler, ¢esitli hiperpigmentasyon durumlarinin
tedavisinde umut verici sonuglar sunan etkili araclar olarak ortaya ¢ikmistir (Vachiramon ve

digerleri, 2022; Vachiramon ve digerleri, 2021). Ek olarak kimyasal soyma (peeling), yogun
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atimli 151k terapisi ve trombosit agisindan zengin plazma enjeksiyonlar1 gibi tedaviler,
melazma gibi durumlar da dahil olmak {izere hiperpigmentasyonun tedavisinde umut vaat
etmektedir (Sirithanabadeekul ve digerleri, 2019; Li ve digerleri, 2023). Ayrica, bitkisel
ekstreler ve Aloe vera jeli gibi uygulamalar, hiperpigmentasyona yonelik potansiyel dogal
secenekler sunmaktadir. (Zhu ve Gao, 2008; Chiu ve digerleri, 2023). Ayrica mikofenolat
mofetil ve azelaik asit gibi bilesiklerin, sirasiyla edinilmis dermal makiiler
hiperpigmentasyonu ve iltihap sonrasi hiperpigmentasyonu azaltici etkisi bulunmustur
(Albahlool ve digerleri, 2021; Bishnoi ve digerleri, 2021). Adipoz kdok hiicrelerle
zenginlestirilmis yag greftleri ve uzun dalga plazma radyofrekans ablasyonu gibi yeni
yaklasimlar da hiperpigmentasyonun iyilestirilmesinde potansiyel gdostererek bu
dermatolojik soruna yenilik¢i ¢oziimler sunmaktadir (Bashir ve digerleri, 2023; Baroni,

2018).

Hiperpigmentasyon tedavisinde tibbi bitkilerin 6nemi, ciltteki renk degisikligi sorunlarini
etkili bir sekilde ¢cozme potansiyellerinde yatmaktadir. Bitkiler, pigmentasyon kontroliine
yardimc1 oldugu tespit edilen ¢esitli kimyasal gruplardan biyoaktif bilesenler tasir. Bu
bilesikler, hiperpigmentasyonun tedavisinde daha hafif, daha giivenli ve uygun maliyetli
ozellikleriyle giderek daha fazla ilgi ¢cekmektedir (LF ve digerleri, 2021). Ek olarak, C ve E
vitaminleri ile ahududu yapragi gibi bitkisel ekstreler iceren topikal tedaviler, klinik
caligmalarda yaslanma karsit1 ve cilt parlaklastirici etkiler gostermistir; bu da bitkisel
formiilasyonlarin ~ hiperpigmentasyonun  tedavisindeki  terapotik  potansiyelini

vurgulamaktadir (Rattanawiwatpong ve digerleri, 2012).

Cilt rengini agic1 kozmetikler genellikle lekeleri, pigmentasyon bozukluklarini veya cilt tonu
esitsizliklerini hafifletmek veya gidermek igin kullanilir. Bunlar genellikle kremler,
losyonlar veya serumlar seklindedir. Ancak, cilt rengini agici iiriinler kullanirken dikkatli
olunmas1 énemlidir. Ciinkii bu amagla kullanilan baz1 ajanlar cilde zarar verebilir veya yan
etkilere neden olabilir. Cilt rengini agici iiriinler kullanirken giines koruyucu kullanmak
onemlidir. Ciinkii bu {tirlinler cildi daha hassas hale getirebilir ve giinese maruz kaldiginda
cilt lekeleri daha da belirgin hale gelebilir. Cilt rengini agici tirlinler genellikle bir¢ok farkli
aktif bilesen igerir. Ornegin, arbutin, C vitamini, kojik asit, azelaik asit gibi bilesenler cilt
tonunu agma Ozelligine sahiptir. Ancak, herhangi bir alerji riskine kars1 icerikleri kontrol
etmek Onemlidir. Arbutin, C vitamini, kojik asit ve azelaik asit gibi bilesenler genellikle cilt

rengini agma veya lekeleri hafifletme gibi amaglarla kullanilan kozmetik tirlinlerde bulunan
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aktif maddelerdir. Her birinin kendi yan etkileri olabilir. Nadir durumlarda, arbutin ciltte
tahrise veya kizarikliga neden olabilir. Ozellikle hassas cilde sahip kisilerde dikkatli
kullanilmalidir. C vitamini, antioksidan 6zelliklere sahiptir ve ciltte lekelerin goriiniimiinii
azaltabilir. Yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda ciltte hafif bir yanma veya kasintiya
neden olabilir. Ayrica, bazi kisilerde alerjik reaksiyonlara yol agabilir. Kojik asit, hassas
ciltlerde kizariklik, kagint1 veya tahris gibi yan etkilere neden olabilir. Ayrica, uzun siireli ve
yiiksek konsantrasyonlarda kullaniminda ciltte renk degisiklikleri goriilebilir. Azelaik asit,
ciltte kuruluk, kizariklik, yanma veya kasint1 ile nadir durumlarda alerjik reaksiyonlara yol
acabilir. Bu nedenle daha etkili ve giivenli cilt rengini agict yeni ajanlarin bulunmasina
ihtiyag vardir. Bitkilerin cilt rengini agan kozmetiklerde kullanimina iliskin klinik kanitlarin
gbzden gecirilmesi, hiperpigmentasyonu tedavi etmek icin bitkisel {iriinleri cilt bakimi
rutinlerine dahil etmenin Onemini vurgulamaktadir. Bu kolektif kanit, dermatoloji ve
kozmetik uygulamalarda bitkisel bazli formiilasyonlarin gelistirilmesine katkida bulunarak
hiperpigmentasyona yonelik alternatif ve potansiyel olarak faydali tedaviler sunmada

bitkilerin oynadig1 degerli roliin altin1 ¢izmektedir.

2.4. Fenolik Bilesikler

Bitkilerdeki en yaygin sekonder metabolit gruplarimin basinda gelen fenolik bilesikler
aromatik halkaya baglanmis karbon sayisina gore alt gruplara ayrilmaktadir. Bu bilesikler
basit fenoller (Cs), fenolik asitler (Cs-C1), fenolik alkoller, asetofenonlar ve fenil asetik
asitler (Ce-C>), fenil-propanlar (Cs-C3), naftakinonlar (Cs-C4), benzofenonlar ve ksantinler
(C6-C1-Co), stilben ve antrokinonlar (Cs-C2-Cs), flavonoitler ve izoflavonoitler (Cs-C3-Ce)
ve polimer fenolik bilesikler (tanenler, lignin ve melanin) olmak {izere alt gruplara

ayrilmaktadir (Vermerris ve Nicholson, 2006; Mammadov, 2014).

FENOLIK BILESIKLER
Fenolik Asitler Flavonoitler Tanenler Stilbenler
oHidroksibenzoik o Flavonol o Fl:anen '
asit tiirevleri o Flavon tirevleri
oHidroksisinnamik o Flavanon o Hidrolize
asit tiirevleri o Antosiyanidin tanenler
o Izoflavon

Sekil 2.5. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmast
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Yukarida da deginildigi gibi, fenolik bilesikler, bitkilerde bulunan en onemli ve genis
kimyasal gruplardan biri olup, bir¢ok alt sekonder metabolit grubunu kapsamaktadir. Bu alt
gruplar arasinda basit fenolikler, fenolik asitler, polifenoller, flavonoitler, feniletanoitler,
kumarinler, vs. yer almaktadir. Giiniimiize kadar yaklasik sayisinin 8000’in iizerinde oldugu
bildirilen ¢esitli gruplardan fenolik bilesikler ile fenoliklerce zengin bitkisel ekstrelerin
cesitli biyolojik aktiviteleri (antikanser, antioksidan, anti-enflamatuvar, antidiyabetik,
antihiperlipidemik, osteoprotektif, gastroprotektif, immiinstimiilan, kardiyoprotektif,
noroprotektif, vs) tizerinde tiim diinyada uzun yillardir yogun arastirmalar siirdiiriilmektedir.
Bu aragtirmalar deneysel ve klinik diizeyde siirdiiriilmekte olup, fizyolojik ve patofizyolojik

yolaklar tizerinden de etki mekanizmalar1 agiklanmaya c¢aligilmaktadir.

Bitki fenolikleri, saglik iizerine etkilerinden dolayr kozmetik endiistrisinde biiyiik ilgi
gormektedir. Basta polifenoller, flavonoitler ve fenolik asitler olmak iizere bu bilesikler
antioksidan, yaslanma karsit1 ve cilt koruyucu etkileriyle taninmaktadir (Shin ve digerleri,
2019). Bitki ekstrelerinde bulunan fenoller ve polifenolik bilesikler, antioksidan 6zellikleri

nedeniyle kozmetik iiriinlerde kullanilmaktadir (Nizioi Lukaszewska ve digerleri, 2020).

Arastirmalar, fenolik bilesikler ac¢isindan zengin bitki ekstrelerinin, antioksidan
potansiyellerini artirmak i¢in kozmetik krem formiilasyonlarina entegre edilebilecegini
gostermistir. Ek olarak, bitki fenoliklerinin cilt bakim {irlinlerinde kullanimi, yaslanma
karsit1 (anti-wrinkle) 6zelliklerinden dolay1 6nemlidir (Nascimento ve digerleri, 2021). Bitki
fenoliklerinin kozmetik formiilasyonlara dahil edilmesi, bunlarin serbest radikalleri
temizleme, UV hasarina karsi koruma ve cilt saghigimi gelistirme kapasiteleriyle

iligkilendirilmistir (Marijan ve digerleri, 2023; Malarz ve digerleri, 2023).

Antioksidanlar temel olarak dogal ve sentetik antioksidanlar olmak iizere iki grupta
smiflandirilir. Dogal antioksidanlar temel olarak sebzeler, kabuklu yemislerin yani sira,
bitkilerin tohumlar, kokler, yapraklar, gévde ve gdvde kabugu gibi hemen hemen her
kisminda bulunabilen fenoliklerdir. Fenolik bilesiklerin temel yapisi en azindan bir veya
daha fazla hidroksil grubuna bagli bir fenol halkasindan olusur. Polifenoller dogada yaygin

olarak bulunur ve bitkilerde en ¢ok bulunan sekonder metabolitler olarak kabul edilmektedir.

Bitkisel fenolikler ile hiperpigmentasyonun tedavisine yonelik {imit verici sonuglar elde

edilmistir. Fenolik bilesikler iceren bitkisel ekstreler, melanin iiretiminde rol oynayan bir
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enzim olan TYR’1 inhibe etme yeteneklerinden dolay1 cilt rengini agan kozmetiklerde
kullanilmaktadir (Parvez ve digerleri, 2007; Gonzales-Castafieda ve digerleri, 2011). Bu
bilesikler, UV radyasyonunun neden oldugu hiperpigmentasyonun azaltilmasinda etki
gostermistir (Jeong ve digerleri, 2017). Ek olarak, bitki kaynakli fenolik bilesiklerin
melanogenezi inhibe ettigi ve cilt hiperpigmentasyonunun tedavisinde potansiyel faydalar
sagladigi bulunmustur. Bu bilesikler yalnizca antioksidan ozelliklere sahip olmakla
kalmamakta, ayn1 zamanda anti-enflamatuvar etki de gostermektedir. Bitki fenoliklerinin
cilt bakim1 formiilasyonlarina dahil edilmesi, hiperpigmentasyonun yonetilmesinde giivenli
ve etkili bir yaklasim ile potansiyel yan etkileri olan mevcut tedavilere alternatif olarak
goriilmektedir. Bitki fenoliklerinin TYR inhibe edici ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle
iceriginde yer aldigr cilt bakim iriinleri, genel cilt sagligin1 desteklerken

hiperpigmentasyonu da hedeflemektedir.

Calismalarimizda test edilen 36 adet fenolik bilesik ve kimyasal gruplar1 Cizelge 2.1.’de

gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. Tez calismalarimizda test edilen fenolik bilesikler ve kimyasal gruplari

No. Bilesik Ismi Kimyasal Grup

1 Gallik asit Hidroksibenzoik asit

2 Sirinjik asit Hidroksibenzoik asit

3 Vanilik asit Hidroksibenzoik asit

4 Klorojenik asit Kafeik asit ve (-)-kinik asitin esteri
5 Elajik asit Gallik asidin dimerik tiirevi
6 Trans-Ferulik asit Hidroksisinnamik asit

7 p-Kumarik asit Hidroksisinnamik asit

8 Kafeik asit Hidroksisinnamik asit

9 Rozmarinik asit Kafeik asit esteri

10 D-(-)-Kinik asit Siklohekzankarboksilik asit
11 Oleuropein Sekoiridoit glikozit

12 p-Tirozol Fenetil alkol

13 Hidroksitirozol Fenetil alkol

14 Pelargonidin Antosiyanidin

15 Resveratrol Stilben

16 Katesin Flavan-3-ol

17 EGCG Flavan-3-ol

18 Kersetin Flavonol

19 Kemferol Flavonol

20 Mirisetin Flavonol

21 Fisetin Flavonol

22 Hiperosit Flavonol glikozit

23 Luteolin Flavon

24 Apigenin Flavon
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Cizelge 2.1. (devam) Tez ¢alismalarimizda test edilen fenolik bilesikler ve kimyasal gruplari

25 Taksifolin Flavononol
26 Trisin Metoksiflavon
27 Tangeretin Metoksiflavon
28 Diosmetin Metoksiflavon
29 Hesperetin Flavanon
30 Naringin Flavanon 7-O-glikozit
31 [zokersitrin Flavanon 3-O-glikozit
32 Orientin Flavon 8-C-glikozit
33 Viteksin Flavon 8-C-glikozit
34 Daidzein Izoflavon
35 Glisitein Izoflavon
36 Amentoflavon Biflavonoit

2.5. Tirozinaz (TYR)

TYR (EC 1.14.18.1), monofenollerin O-difenollere (monofenolaz) O-hidroksilasyonunu ve
O-difenollerin O-kinonlara (difenolaz) oksidasyonunu katalize eden bakir igeren bir
monooksijenazdir. TYR iki farkli reaksiyonu katalize eder; fenolleri katesollere doniistiiriir
ve ayrica melanin biyosentezi sirasinda katekolleri kinonlara oksitler. TYR, tirozinin L-
DOPA’ya O- hidroksilasyonu ve L-DOPA'min dopakinona oksidasyonu yoluyla melanin
sentezinde rol oynar ve bu da ¢oklu enzimatik islemlerle melanine dontismektedir. TYR,
melanin biyosentezinde yer alan ve iiretilen melanin miktarinin diizenlenmesinde merkezi
bir rol oynayan onemli bir enzimdir (Ando ve digerleri, 2007). Melanin pigmentinin
biyosentetik yolundaki hiz sinirlayicit adimi katalize eder (Kim ve digerleri, 2002). TYR,
farkli mikroorganizmalardan insana kadar organizmalarda bulunur ve molekiiler yapr ile
katalitik 6zellikler agisindan benzerlikler gdsterir (Maamoun ve digerleri, 2021). TYR daha
yaygin olarak bitkilerde bulunmasina ragmen, mikroorganizmalarda genellikle
mikrofunguslarda, hayvanlarda ve insanlarda bulunur (Cooksey ve digerleri, 1997; Parvez

ve digerleri, 2007; Khan, 2006).

TYR inhibitorleri, melanin {iretimini diizenleyen enzim olan TYR’in aktivitesini inhibe
ederek melanin iiretiminin diizenlenmesinde etkili olurlar. Hayvanlarda melanizasyondan,
bitkilerde ise kahverengilesmeden sorumlu, bakir igeren ¢cok fonksiyonlu bir enzimdir (Kim
ve digerleri, 2018). TYR genis bir substrat spesifikligine sahiptir ve D-izomerlere kiyasla L-
izomerler i¢in daha yiiksek bir afinite gosterir. Enzim, tirozinden melanin {iretimine yol agan
reaksiyon kademesindeki baslangic ve hiz sinirlayici adimi katalize eder (Tsukamoto ve

digerleri, 1992). TYR inhibitorleri, farmasétikler ve kozmetikler, gida biyoprosesleri ile
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cevre sektorleri dahil olmak {izere ¢esitli endiistrilerdeki potansiyel uygulamalar1 nedeniyle
ilgi cekmektedir (Zaidi ve digerleri, 2014). Gida endiistrisinde TYR inhibitorleri, meyve ve
sebzelerin kalitesinin ve ekonomisinin kontroliinde énemli bir rol oynamaktadir (Kim ve
Uyama, 2005). Cesitli c¢alismalar, dogal ve sentetik kokenli TYR inhibitorlerinin
tanimlanmasina odaklanmistir (Masum ve digerleri, 2019). Bu inhibitorler, TYR aktivitesini
ve melanojenik proteinlerin ekspresyonunu negatif yone dogru diizenleyerek melanogenezi
diizenleme etkisine sahiptir (Uto ve digerleri, 2022; Kwon ve digerleri, 2014). Sonug olarak

TYR, melanin biyosentezinde ¢esitli endiistrilerde etkileri olan anahtar bir enzimdir.

Sekil 2.6. Melanin biyosentezi (Agarval ve digerleri, 2019)

2.5.1. TYR inhibitorleri

TYR inhibitorleri ile ilgili tip, eczacilik, kozmetik ve gida gibi ¢esitli alanlardaki potansiyel
uygulamalar1 nedeniyle yogun aragtirmalar siirdiiriilmektedir. Daha etkili ve giivenli TYR
inhibitorlerinin kesfedilmesine yonelik ilgi, bitkiler, mantarlar, mikroorganizmalar ve diger
biyolojik iiriinler de dahil olmak {izere ¢esitli dogal kaynaklarin arastirilmasina yol agmistir
(Chang, 2009; Kim ve Uyama, 2005; Ashooriha ve digerleri, 2022; Ubeid ve digerleri,
2009). Hidrokinon, kojik asit, azelaik asit, elektron agisindan zengin fenoller ve arbutin gibi
birgok TYR inhibitérii, melaninin asir1 tiretimini 6nleyici etkileri nedeniyle kozmesotiklerde
kullanilmaktadir. Bu inhibitorler, Anacardiaceae, Araceae, Asteraceae, Cannabinaceae,
Celastraceae, Convolvulaceae, Ephedraceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Lamiaceae,

Orchidaceae ve Solanaceae gibi familyalara mensup bitki tiirlerinden izole edilirken enzimin
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asir1 aktivitesi, meyve ve mantarlarda enzimatik kahverengilesmenin yan sira, insanlarda
hiperpigmentasyon ve melanomadan sorumludur. Benzaldehit ve benzoat tiirevleri,
flavonoitler, rezorsinoller, kojik asit ve oligopeptitler gibi dogal bilesiklerin TYR
inhibitorleri olarak potansiyeli arastirilmistir (Okombi ve digerleri, 2005; Zhu ve digerleri,
2014; Kubo ve Kinst-Hori, 1999). Ayrica bu dogal bilesiklerin inhibisyon mekanizmalari
aragtirilmigtir. Ornegin, TYR inhibitorlerinin inhibisyon kapasitesinin, TYR’m aktif
merkezinde bulunan bakir atomlar1 ile inhibitor bilesik (ligant) arasindaki selasyonun
derecesi ile iligkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Zhu ve digerleri, 2014). Ayrica, dogal
bilesiklerden tiiretilen tripeptitlerin anahtar amino asitlerinin yapisal ve fonksiyonel rolleri
arastirtlmis ve TYR inhibitorlerinin gelistirilmesine yonelik bilgiler saglanmistir (Hsiao ve
digerleri, 2014). Dogal olarak tiiretilmis TYR inhibitorlerinin potansiyel uygulamalar
cesitlidir. Cilt pigmentasyonunu diizenlemede, melanogenez bozukluklarini tedavi etmede
ve cilt hiperpigmentasyonlarint gidermede kullanimlar1 arastirilmistir (Stankovi¢ ve
digerleri, 2019; Lin ve digerleri, 2015). Sonug olarak, dogal kaynakli TYR inhibitdrlerinin
arastirtlmasi, ¢esitli alanlarda potansiyel uygulamalara sahip timit verici bilesikler ortaya

cikarmaktadir.

Flavonoitler dogal TYR inhibitorleri arasinda en biiylik grubu teskil etmektedir. Bazi
flavonoitler TYR’a kars1 inhibitor aktivite gosterirken (No,1999 Xie ve digerleri 2003),
katesin ve ramnetin gibi baz1 flavonoitler de substrat olarak davranir ve bir kofaktdr olarak
TYR aktivitesini baskilar veya ramnetin gibi bazi flavonoitler serbest radikal siipiiriicii
olarak hareket eder (Kim, 2013). “Cin dutu” olarak bilinen Cudrania
tricuspidata (Carriere)Bur. ex Lav. (Moraceae) dallarindan bir dizi flavonoit tilirevi izole
edilmistir ve bir flavanon tiirevi olan steppogenin, referans inhibitdr olan kojik asitten 10 kat

daha yiiksek diizeyde TYR inhibitor aktivitesi gostermistir (Zehng ve digerleri, 2013).

Hidrokinon, hidroksifenol yapisinda kinonik bir bilesiktir (Sekil 2.7.) ve TYR enzimini
baskilayarak DOPA’nin melanine doniisiimiinii onlemektedir. Ayrica melanozomlarin
olusum ve ayrismasi ile melanositlerde DNA ve RNA sentezini engelleyerek islev
gormektedir. Hidrokinon uzun siire, hiperpigmentasyonun tedavisinde standart tedavi olarak
kabul edilmistir. Ancak enzimatik reaksiyon sirasinda olusan semikinon igermeyen
radikaller melanozom ve melanositlerde kalic1 hasara neden olmaktadir. Ayrica bu maddenin
epidermisten damar sistemine hizla tagindigi ve karacigerde detoksifiye edildigi fark

edilmigtir (Wester, 1998). Uzun siireli kullanimdan kaynaklanan kalic1 depigmentasyon ve
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ekzojen okronozis gibi yan etkileri nedeniyle hidrokinonun ¢ogu iilke tarafindan kozmetikte

kullanim1 yasaklanmuigtir.

OH

HO
Sekil 2.7. Hidrokinon

Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) recetesiz olarak % 2’ye kadar olan
konsantrasyonlarda ve regeteli olarak daha yliksek konsantrasyonlarda kullanilmaktadir.
Avrupa’da ise en fazla % 2 oraninda giivenli ve etkili kabul edilmektedir. Hidrokinon ile
tretinoin ve glikolik asit olmak iizere diger maddeleri iceren kombine preparatlarin
kullanilmasinin etkiyi arttirdig1 goriilmektedir. Hidrokinonun cilt rengini agici etkisi, gilinliik
uygulamalarda genellikle birkag hafta ile birkag ay arasinda ortaya ¢ikmaktadir (Resim 2.4.).
Etkisi konsantrasyona, tasiyiciya ve formiilasyonun stabilitesi gibi ¢esitli parametrelere
baglhidir. Genel olarak konsantrasyon arttikca etkisi de artmakta fakat daha irritan hale
gelmektedir. Yan etkileri nedeniyle % 5 {izerindeki konsantrasyonlari1 6nerilmemektedir. En
stk goriilen yan etkiler irritasyon, kuruluk, kasinti, alerjik reaksiyonlar ve tirnak
hiperpigmentasyonudur. Ayrica uygulama alaninin disindaki bolgelerde hipopigmentasyon
veya vitiligo benzeri depigmentasyon gibi siddetli yan etkiler de goriilebilmektedir. Yiiksek
konsantrasyonlarla yapilan uzun siireli tedaviler sirasinda kalic1 depigmentasyon olusabilir.
Kullanim1 doktor kontroliinde, geceleri bir doz olacak sekilde ve giin boyunca yliksek
koruma faktorlii bir gilines filtresi kullanarak olmalidir. Etkisini 3-4 ayda gdstermesi
beklenir. Hidrokinon son derece reaktif olup, melanositler i¢in giiclii bir sitotoksik ve
mutajenik bilesiktir. Hidrokinon iceren kremlerin rengi 3-4 ay sonunda beyazdan
kahverengiye doniismektedir. Bu nedenle ABD disinda hidrokinonun sadece ila¢ olarak
kullanilmasina, kozmetik iiriinlerde ise kullanilmamasina karar verilmistir (Liu ve digerleri,

2022).
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Resim 2.4. Hidrokinon igeren iiriin 6rnegi

Arbutin (Sekil 2.8.), dnemli inhibitor aktivite sergileyen dnemli bir TYR inhibitorii olarak
tanimlanmistir. Hiperpigmentasyon bozukluklarinin tedavisinde ve kozmetik tiriinlerde cilt
rengini agict madde olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Masum ve digerleri, 2019).
Arbutinin ana etki sekli, bir TYR inhibitorii gibi davranarak melanin sentezini inhibe
etmektir (Tangau ve digerleri, 2022). Hidrokinonun glikozile edilmis bir tiirevi olan arbutin,
ozellikle cilt sagligi ve hiperpigmentasyon baglaminda terapotik potansiyeli nedeniyle
biiytik ilgi gérmiistiir. Calismalar, arbutinin TYR aktivitesinin inhibisyonu yoluyla melanin
biyosentezi iizerindeki inhibitor etkilerini vurgulamistir. Arbutinin, melanin sentezinde
anahtar bir enzim olan TYR’1 kompetitif bir sekilde inhibe ettigi ve bu 6zelligi ile kozmetik
iirlinler i¢in cilt rengini agic1 ajanlar icinde degerli bir bilesen haline geldigi gdsterilmistir
(Tai ve digerleri, 2016). Ilaveten, arbutinin cilt pigmentasyonunun diizenlenmesi igin ¢ok
onemli olan TYR aktivitesini inhibe ederek melanin biyosentezini azaltti§i da rapor
edilmistir (Lim ve digerleri, 2009). Ayrica, arbutinin depigmentasyon mekanizmasina iliskin
yapisal kriterler arastirilmis ve mantar TYR’1 tarafindan katalize edilen L-DOPA'nin
oksidasyonu iizerinde doza bagli bir inhibitor etki ortaya konmustur (Hori ve digerleri,
2004). Ayrica arbutin, giiclii antioksidan &zellikleri ve cilt saghiginin Gtesinde ¢esitli
uygulamalardaki potansiyeli agisindan arastirilmistir. Caligmalar, arbutinin oksidatif stresin
neden oldugu hiicre hasariyla miicadele edebilen antioksidan etkiye sahip oldugunu

gostermistir (Bonifacio ve digerleri, 2020).
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Sekil 2.8. Arbutinin kimyasal yapisi

Ancak son bulgular arbutinin hem giivenligi hem de yan etkileri konusunda kaygilari
artirmustir. Inhibitér etkilerine ek olarak, arbutinin transdermal iletimi ve cilt beyazlatma
etkisi saglama potansiyeli aragtirilmistir. Arbutinin asetillenmis tlirevi, arbutin ile
karsilagtirildiginda TYR aktivitesinin inhibisyonu ve melanin iiretiminin azaltilmasi
acisindan daha yiiksek etkinlik gostermistir. Ayrica a-arbutinin insan TYR’1 iizerindeki
inhibitor aktivitesi hala bilinmemektedir. Arbutin undesilenik asit esterinin enzimatik
sentezi, mantar TYR’1 iizerindeki inhibitdr etkisi agisindan da aragtirilmigtir. Bu, arbutinin
cilt beyazlatma amaciyla yaygin sekilde kullanildigini vurgulamaktadir. Yapilan ¢aligmalar,
arbutinin glivenlik endiselerini ve yan etkilerini ele almak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyac
oldugunu vurgulamistir (Cheng ve digerleri, 2006). Ek olarak, arbutinin insan derisi
bakterileri tarafindan hidrokinona hidrolizinin rapor edilmesi, bunun potansiyel toksisitesi
ve gilivenlik etkileriyle ilgili endiseleri artirmaktadir (Bang ve digerleri, 2008). Ancak
giivenli kullanimi i¢in gilivenlik profilinin ve potansiyel olumsuz etkilerinin kapsamli

degerlendirmesi esastir.

Aloesin ve arbutinin beraber kullanimi {izerinde calisilmis ve her ikisinin de TYR
aktivitesini farkli mekanizmalarla hareket ederek sinerjik bir bi¢cimde inhibe ettigi
bulunmustur; aloesin yarismasiz olarak inhibe ederken arbutin yarismali olarak inhibe
etmektedir. ikisi birlikte ele alindiginda yarismali ve yarigmasiz inhibisyon mekanizmalari
ile melanin iiretimini sinerjik olarak inhibe edilmektedir. Dolayistyla, aloesin ve arbutin

karigtmimin depigmentasyon etkisi i¢in kullanimi daha faydalidir (Wiley, 1942).
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Bu bulgular toplu olarak arbutinin cilt rengini agic1 ve kozmetik tirlinlerdeki uygulamalarda
etkili bir TYR inhibitdrii olma potansiyelini vurgulamaktadir (Resim 2.5.). Ancak giivenligi
ve yan etkileri ile ilgili endigeler, daha fazla arastirma yapilmasini ve hiperpigmentasyon

bozukluklarinin tedavisi i¢in alternatif bilesiklerin gelistirilmesini gerektirmektedir.
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Resim 2.5. Arbutin igeren cilt rengini agici ve cilt lekesi giderici bazi kozmetik tirtinler

“5-Hidroksi-2-(hidroksimetil)-4H-piran-4-on” olarak da bilinen a-kojik asit (Sekil 2.9.),
Aspergillus oryzae ve Penicillium spp. gibi ¢esitli mikrofungus tiirlerinden elde edilen dogal
bir bilesiktir (Ciire, 2016). Depigmentasyon 0Ozellikleri nedeniyle kozmetik
formiilasyonlarda yaygin olarak kullanilmaktadir ve melazma gibi durumlarin tedavisinde
etkili oldugu gosterilmistir (Tezel ve digerleri, 2022). a-kojik asit, bir¢cok ¢calismada referans
TYR inhibitorii olarak kullanilmistir (Aliyazicioglu ve digerleri, 2018; Yirtict, 2019; Zengin
ve digerleri, 2021). Ayrica a-kojik asidin Salmonella typhimurium gibi cilt patojen
mikroorganizmalarina karsi etkili oldugu tespit edildiginden antimikrobiyal ozellikler
gosterdigi de rapor edilmistir (Kirci, 2023). a-kojik asit, hepatit hiicreleri iizerinde sitotoksik
aktivite gostermektedir ve antioksidan 6zelliklere sahiptir (EI-Metwally ve digerleri, 2020).
Ayrica, o-kojik asitin biyolojik aktiviteleri arasinda antibakteriyel, antifungal,

antiproliferatif ve anti-enflamatuvar etkiler de bulunmaktadir (Brtko, 2022).
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Sekil 2.9. a-Kojik asit

Kozmetik uygulamalarina ek olarak o-kojik asit, antioksidan ozellikleri acisindan da
incelenmistir. o-Kojik asit iceren ekstreler antioksidan potansiyelleri acisindan
degerlendirilmis ve sonuc¢lar 6nemli antioksidan aktiviteye igaret etmistir (Zengin ve
digerleri, 2021). Ayrica a-kojik asidin amilaz ve glukozidaz gibi diger enzim hedefleri i¢in
de inhibitér olma potansiyeline sahip olabilecegi one siiriilmektedir (Uysal ve digerleri,
2016). a-Kojik asit siklikla kozmetik formiilasyonlarda hidrokinon, azelaik asit, niasinamit,
retinoitler, C vitamini, glikolik asit, arbutin, mekinol, alosein ve N-asetil glukozamin gibi
diger depigmentasyon ajanlariyla kombinasyon halinde kullanilir (Kosar ve digerleri, 2022).

Bu husus, ¢ok yonliiliigiinii ve diger cilt bakimi bilesenleriyle uyumlulugunu géstermektedir

(Resim 2.6).

Ancak yiliksek dozda a-kojik asidin olumsuz etkileri bulunmaktadir. Toksikogenomik
caligmalar, yiiksek dozda o-kojik asidin tiroit fonksiyonunu etkileyebilecegini,
trityodotironin (T3) ve tiroksinde (T4) azalmaya ve tiroit uyarict hormonda (tyroid-
stimulating hormone, TSH) artisa yol acabilecegini gostermistir (Cheng ve digerleri, 2006).
Ek olarak, a-kojik asitin cilt tahrisi ve kizarikliga neden olmasi, olumsuz cilt reaksiyonlarina
yol agma potansiyelini vurgulamaktadir (Zilles ve digerleri, 2022). Ayrica, ¢caligmalar o-
kojik asidin dezavantajlar olarak sitotoksisite ve depolamadaki dengesizligi de bildirmistir
(Singh ve digerleri, 2016). a-kojik asidin karaciger tiimoriinii tesvik edici etkilerle iliskili
oldugunu da belirtilmektedir (Burnett ve digerleri, 2010). Ancak a-kojik asidin kozmetik ve
dermatolojik uygulamalarda kullanilmasiyla iligkili potansiyel yan etkilerin ve giivenlik
endiselerinin dikkate alinmas1 dnemlidir. Sonug olarak, a-kojik asit ve tiirevleri melanin
olusumunu ve TYR aktivitesini engellemede umut verici etkiler gosterse de 6zellikle yiiksek
dozlarda potansiyel yan etkilerin ve giivenlik profilinin dikkatle degerlendirilmesi ¢ok

Onemlidir.
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Resim 2.6. a-Kojik asit iceren bazi kozmetik tiriinler

Dogal olarak olusan bir dikarboksilik asit olan azelaik asitin (Sekil 2.10.), anti-enflamatuvar
ve antioksidatif etkilerin yani sira antibiyotige direngli bakteri tiirleri de dahil olmak {izere
bir dizi Gram-negatif ve Gram-pozitif mikroorganizmaya kars1 bakterisidal 6zelliklere sahip
oldugu rapor edilmistir (Sieber ve Hegel, 2013). ilaveten azelaik asidin melazma ve akne
gibi durumlarin tedavisindeki etkinligi arastirilmistir. Calismalar, azelaik asit kullaniminda
pigment yogunlugunda oOnemli bir diisiis oldugunu gostermistir ki, bu da melazma
tedavisindeki potansiyeline isaret etmektedir (Farshi, 2011). Ayrica, azelaik asidin anti-
enflamatuvar, antibakteriyel ve antikeratinizasyon etkilerine sahip oldugu bulunmustur

(Faghihi ve digerleri, 2017).
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Sekil 2.10. Azelaik asit

Ancak azelaik asitle iliskili potansiyel olumsuz etkilerin dikkate alinmasi gerekmektedir.
Yaygin olumsuz kutanoz etkiler arasinda yanma, batma, karincalanma ve kasint1 yer
almaktadir (Buonomo ve digerleri, 2021). Ayrica azelaik asidin topikal uygulamasi, tolere
edilebilirligini ve etkinligini etkileyebilecek tahris ve diisiik gegirgenlik gibi problemlerle
iligkilendirilmistir (Salimi ve digerleri, 2020). Bu da etkinligini ve tolere edilebilirligini
arttirmak i¢in dagitim sistemlerinin daha fazla arastirllmasi ve gelistirilmesi ihtiyacini
vurgulamaktadir (Gomes ve digerleri, 2013). Sonug olarak, azelaik asitin melazma ve akne

vulgaris dahil olmak iizere ¢esitli dermatolojik durumlarin tedavisinde potansiyel terapdtik
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etkiler gosterdigi gosterilmistir. Bununla birlikte, olumsuz kutanéz etkileri ve formiilasyon
zorluklari, klinik pratikte kullanimin1 optimize etmek i¢in daha fazla aragtirma yapilmasini

gerektirmektedir.

Azelaik Asit

Niacinamide
Moan Kok [==

the
purest

solutions

07% A; Acid

£
Resim 2.7. Azelaik asit igeren bazi kozmetik iiriinler

2.6. Elastaz

Elastin, cildin mekanik Ozelliklerinin korunmasindan sorumlu olan O6nemli bir matris
proteinidir. Elastinin bozulmasi, dogrudan cilt yaglanmasi ve oksidatif stresle iligkili bir
siire¢ olan elastaz enziminin aktivitesi sonucu olusmaktadir. Elastaz, artan aktivitesi sedef
hastalig1 ve uzun siireli yara iyilesmesi gibi ¢esitli rahatsizliklar ve cilt problemleriyle iliskili
olan bir proteaz tipi bir enzimdir. Artan elastaz aktivitesi ve buna bagli olarak elastin
bozulmasi cilt elastikiyeti kaybinin, erken cilt yaslanmasinin ve kirisiklik olusumunun en

Onemli nedenleri arasindadir.

Elastaz inhibitorleri iltithaplanma, doku onarimi ve cilt sagligir dahil olmak {izere gesitli
biyolojik siireglerde 6nemli bir rol oynar. Flavonoitlerin, insan nétrofil elastazinin etkili
inhibitorleri olarak tanimlanmis olmasi, bunlarin elastaz aktivitesini modiile etme
potansiyelini ortaya koymaktadir (Jakimiuk ve digerleri, 2021). Ek olarak, p-kumarik asit
gibi dogal bilesikler ve Astilbe chinensis (Maxim.)Franch.&Sav. gibi bitki ekstreleri dikkate
deger oranda anti-melanojenik ve anti-elastaz aktivite gostermistir. Bu Ornekler dogal
kaynaklarin cilt rengini agma ve yaglanma karsiti formiilasyonlardaki potansiyellerini
gostermektedir (Lee ve digerleri, 2009). Caligsmalar ayn1 zamanda terapotik uygulamalar igin

yeni inhibitorler gelistirmeyi amaglayan sentetik peptitlerin ve elastazlar igin yeni ligantlarin
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tasarimi ve sentezi iizerine de odaklanmistir (Vasconcelos ve digerleri, 2010; Filippusson ve

digerleri, 2000).

2.7. Kolajenaz

Kolajen, dermisin yaklasik % 80-90'in1 olusturan baskin bir proteindir. Elastin lifleri cildin
uzayabilirligine katkida bulunurken, kolajen cilt dokusunun gerilme mukavemetine ve
stabilitesine katkida bulunur. Kolajenazlar, hiicre dis1 matrikste aktif olan ve kolajenin
bozulmasma katkida bulunan enzimlerdir. Ornegin, interstisyel kollajenaz (MMP-1),
dermisin ana bileseni olan tip I kolajeni hidrolize edebilir ve dolayisiyla dermal hiicre dis1
matrisin diizensizligi ve ilerleyici dejenerasyonunda ¢ok dnemli bir rol oynar. Yaslanma ve
cesitli dig etkiler (UV radyasyonu) ile birlikte aktivitesi artar ve kirigiklik olusumuna ve cilt

tonunun kaybina yol agar (Marijan ve digerleri, 2023).

Hiperpigmentasyon tedavisinde kullanilan 6nemli bir enzim klostridial kolajenazdir. Bu
enzim, ¢esitli fibro-proliferatif bozukluklarin tedavisinde kullanilan 6nemli proteolitik
enzimlerden biri olarak kabul edilmektedir (Krishnamoorthy ve digerleri, 2018). Ayrica,
mikrobiyal kolajenaz igeren iiriinlerin doku debridmani tedavisinde kullanildigi ve
graniilasyon ve epitelizasyon siireclerine destek oldugu belirtilmektedir (Slovakova ve

digerleri, 2022)

2.8. Ksantin Oksidaz (XO)

XO, gut gibi durumlarda Onemli bir siire¢ olan hipoksantin ve ksantinin iirik asite
oksidasyonunda ¢ok 6nemli bir rol oynayan bir enzimdir. XO, dehidrojenaz formunda
mevcut olmasia ragmen, kolaylikla bir oksidaz formuna donistiiriilebilir (Masuoka ve
digerleri, 2006; Pauff ve digerleri, 2008). Enzim, piirin niikleotit metabolizmasinda yer alan
kompleks bir molibdo-flavo enzimdir (Sharma ve digerleri, 2015). Calismalar, XO’1in
likuiritigenin, izolikuiritigenin ve kersetin gibi flavonoit tiirevleri (Kong ve digerleri, 2000;
Hendriani ve digerleri, 2017; Jeyabalan ve digerleri, 2017), alkil gallatlar (Chekol, 2019)
gibi ¢esitli dogal bilesikler tarafindan inhibe edilebilecegini géstermistir. Enzimin molibden
bolgesindeki substrat spesifikligi, katalitik aktivitesi icin ¢ok Onemlidir (Malikhah ve
Herdyastuti, 2023).
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Hipoksantin ve ksantinin {irik asite doniisiimiinde rol oynayan bir enzim olan XO’1n oksidan
etkisi de kapsamli bir sekilde incelenmistir. Arastirmalar, XO’1n egzersiz sirasinda serbest
radikallerin tiretimi yoluyla oksidatif strese katkida bulunabilecegini gostermistir. XO’mn
allopurinol ile inhibisyonunun, oksidatif stresi ve yorucu egzersizle iliskili kas hasarini
azalttigi bulunmustur (Vinna ve digerleri, 2000). Ayrica, XO inhibitorlerinin metabolik
sendrom gibi durumlarda oksidatif stresi azaltma potansiyelleri arastirilmistir (Feoli ve
digerleri,2014). Ek olarak Averrhoa bilimbi L. yapraklarindan izole edilen bilesikler,
antioksidan ve XO inhibitor aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir (Ahmed ve digerleri,
2018). XO hem iirik asit metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamakta olup, hem de oksidatif
stres ve antioksidan mekanizmalar {iizerinde de etkileri mevcuttur. Ayrica, XO’in
kardiyovaskiiler risk faktorleriyle iligkilendirilmesi, onun oksidatif stresle iliskili
durumlardaki roliinii vurgulamaktadir (Tam ve digerleri, 2014). Enzimin aktivitesi
yetiskinlerde endotel disfonksiyonu ve kardiyovaskiiler hastaliklarla baglantilidir (White ve
digerleri, 1996).

XO’1n inhibisyonu, hiperpigmentasyon tedavisiyle ilgilidir; hiperpigmentasyona katkida
bulunan faktorler olan oksidatif stresi ve enflamasyonu potansiyel olarak azaltabilir. XO’1
hedef alan bilesikler, hiperpigmentasyonla iligkili durumlarin yonetilmesine yardimeci
olabilir (Cos ve digerleri, 1998). Oksidatif stres, XO ve TYR’n sinerjik inhibisyonu,
alternatif etkili molekiillerin kesfine yonelik potansiyel bir yaklagim olarak gdriinmektedir

(Viet ve digerleri, 2021).

2.9. Cilt Rengini Acic1 ve Cilt Lekesini Giderici Etkiye Sahip Kozmetik Uriinlerde

Kullamlan Formiilasyonlar ve Nanoemiilsiyonlar

Cilt rengini agma veya cilt beyazlatma, cilt tonunu agmak veya cildi iyilestirmek amaciyla
kimyasallarin veya pigment giderme potansiyeli olan bagka herhangi bir iirlintin kullanilmasi
uygulamasi olarak tanimlanmaktadir. Cildin fizyolojik pigmentasyonunda bir azalma
saglamak i¢in melanin konsantrasyonunun azaltilmasiyla bu hedeflere ulasilir. Cilt rengini
acicl bilesiklerin ve formiilasyonlarmin terapotik endikasyonlari genellikle hormonal
degisikliklere bagl renk degisikligi, melazma, yashlik lekeleri, yashilik/solar lentigo, iltihap
sonras1 hiperpigmentasyon ve pigmentli akne izleri gibi pigmentasyon bozukluklarmin
tedavisini amaglamaktadir. Cilt beyazlaticilar viicudun belirli bolgelerinde daha homojen bir

cilt rengi saglar (Claudia ve Juliano, 2022). Etkili cilt beyazlatic1 ve cilt lekesini giderici
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iiriinlerin potent, hizli etkili, kisa ve uzun vadede kullanimlar1 giivenli, segici olarak
istenmeyen pigmentasyonun kalic1 ortadan kaldirilmasini saglayan sekilde formiile edilmesi

istenmektedir. Bu amagla cilt beyazlatici ajanlar topikal wuygulama amaciyla

formiilasyonlarin igerisinde kendi baslarina veya kombine kullanim seklinde yer almaktadir
(Randon ve Gaviria, 2016; Boonme ve digerleri, 2009; Randon ve Gaviria, 2005) (Cizelge
2.2).

Cizelge 2.2. Kozmesotiklerde kullanilan cilt beyazlatici ajanlar, kullanim oranlari,
formiilasyonlar1 ve etki mekanizmalar

Bilesik Kullanim Etki Mekanizmasi Formiilasyon tipi
Orani
Hidrokinon %2-4 TYR inhibitorii Krem, merhem, losyon, jel, ¢ozelti
Glikolik asit %30-70 Diger bilesiklerin etkisini artirir ~ Hidrokinon ile kombine kullanim
o-Kojik asit %1-4 TYR inhibitori Krem, ¢ozelti
[B-Arbutin %2-5 TYR inhibitori Lipozom
o-Arbutin %2-5 TYR inhibitori Lipozom
Glabridin %10-40 TYR inhibitori Topikal {irtinler
Nikotinamit %2-5 Melanozom transfer inhibisyonu Losyon, krem, jel
L-Askorbik %2-3 ROS siipiirticii etki Krem, jel, lipozom, mikroemiilsiyon
asit
Sodyum %5 Melanin olusumunun Losyon, krem, lipozom,
Askorbil inhibisyonu mikroemiilsiyon
fosfat
Azeleik asit %15-20 TYR inhibitori Krem, jel
Glutatyon %0,2-%1  TYR inhibitori Jel, topikal emiilsiyon, enjeksiyon,
kapsiil

Cilt beyazlatic1 bilesiklerin sitotoksik etkilerinin gozlenebilmesi, tiiketicilerin sentetik
bilesikler ve bunlarin insan sagligi agisindan temsil edebilecegi riskler konusundaki
endiseleri nedeniyle giiniimiizde kozmetik formiilasyonlarin ileri formiilasyon yaklagimlar
ve dogal bilesikler/hammaddeler ile {iretilmesine ilgiyi artirmaktadir. Bilesenlerin
sitotoksisitesi, sudaki diisiik ¢oziiniirliigii ve diisiik stabilite gostermeleri ile gelistirme
maliyetleri, formiilasyon gelistirmede karsilasilan temel zorluklar1 olusturmaktadir (Burger
ve digerleri, 2016). Cilt beyazlaticilarin hazirlanmasinda karsilagilan zorluklarin {istesinden
gelmek lizere nanoemiilsiyon yaklasimlari ile topikal iirlinlerin gelistirilmesi son yillarda
dikkat cekmektedir. Nanoemiilsiyonlar, son yillarda farmasotik ve kozmetik endiistrilerinde
biiyiik bir ilgi gérmiis olup, bircok uygulama alaninda kullanilmaktadir. Nanoemiilsiyonlar,
tipik olarak 20-200 nm boyutunda kiiresel su damlaciklarinin yag icinde veya yag
damlaciklarinin su icerisinde homojen olarak dagilmasi ile elde edilen kolloidal sistemlerdir

(Sekil 2.11). Nanoemiilsiyon sistemleri su, yag ve yiizey etkin maddelerden olusur.
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Sekil 2.11. Yag i¢inde su ve su i¢inde yag tiplerinde nanoemiilsiyonlar (Marzuki ve digerleri
2019)

Nanoemiilsiyonlar yiiksek hizli karigtirma, yiiksek basingli homojenizator, ultrasonikator,
mikroakinlastirici gibi yiiksek enerjili emiilsifikasyon yontemleri veya emiilsiyon inversiyon
noktasi, faz inversiyon sicaklifi ve kendiliginden emiilsifikasyon gibi diisiik enerjili
emiilsifikasyon yontemleri ile hazirlanirlar (Al-Edresi ve Baie, 2009; Boonme ve digerleri,
2009) (Sekil 2.12). Yiiksek basingli homojenizatdr yonteminde 50-100 MPa basing
kullanilarak kiiclik ¢aptaki bir delikten gecirilen kaba emiilsiyonlarda kayma, ¢arpisma ve
kavitasyon kuvvetleri olusur. Kaba emiilsiyonlar yogun tiirbiilans ve hidrolik kayma
sayesinde nanoemiilsiyonlara doniisiir. Homojenizasyon dongii sayisi, basinct ve sicaklik
nanoemiilsiyonlarin fiziksel karakteristiklerini belirler. Mikrokanallar ve 2000 psi basing
altinda ¢alisan mikroakinlagtirma yonteminde yag fazi ve su fazi birlikte sistem igerisine
ilave edilir. Dongii sayist ve basinca bagli olarak olusan kavitasyon kuvvetleri

nanoemiilsiyonlarin interaktif kazan igerisinde olusmasini saglar.

Ultrasonikasyon yontemi daha kiigiik seriler i¢in uygun olan bir yontemdir. Ultrasonikasyon
stiresi ve farkli amlitiit degerlerine gore optimize edilen yontem, biiyiik damlaciklarin nano
boyuttaki damlaciklara doniismesi ic¢in ultrason enerjisi uygulamaktadir. Diisiik enerjili
emiilsifikasyon yontemlerinden faz inversiyon sicakligi (phase inversion temperature, PIT)
yonteminde, sistemin Hidrofilik lipofilik dengesini (hydrophilic lipophilic balance, HLB)
etkileyen degisen sicakligin kaba emiilsiyonlar1 nanoemiilsiyonlara doniistiirme prensibine

dayanir (Maali ve Hamed Mosavian, 2013). Emiilsiyon inversiyon noktasi (emulsion
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inversion point, EIP), emiilsiyon tiretiminde kritik bir parametredir ¢iinkii bir emiilsiyon
tiirlinden digerine, 6rnegin yag icinde sudan, su i¢inde yag emiilsiyonlarina gecisi isaret eder.
Bu gecis, ylizey etkin madde bilesimi, sicaklik ve dagilan fazin ilave orani dahil olmak {izere
cesitli faktorlerden etkilenir (Ma ve digerleri, 2014). EIP, emiilsiyonun stabilitesini ve

reolojik 6zelliklerini belirlemede ¢ok 6nemlidir (Liu ve digerleri, 2020).

Kendiliginden emiilsifikasyon yontemi, emiilsiyon olusturmak i¢in digsaridan enerji girisi
veya ¢alkalama gerektirmeyen bir islemdir. Bu yontem, ilag, kozmetik ve gida endiistrileri
de dahil olmak {iizere cesitli alanlardaki potansiyel uygulamalari nedeniyle kapsamli bir
sekilde arastirilmaktadir. Kendiliginden emiilsifikasyon mekanizmasi, emiilsiyon
formiilasyonunu olusturmak i¢in yiizey etkin maddelerin kullanilmasinin yani sira, misel
olusumu, gibi ara yiizey gerilimi sayesinde nanoemiilsiyon olusumu saglar (Schmidt ve
digerleri, 2023; Zheng ve digerleri, 2022). Kendiliginden emiilsifikasyon yoluyla
nanoemiilsiyonlarin olusumu, kullanilan yiizey etkin maddelerin tiirii, HLB ve fazlar
arasindaki ara ylizey gerilimi dahil olmak tizere ¢esitli faktorlere baghdir (Davis ve digerleri,
2021; Wu ve Firoozabadi, 2021). Hazirlanan nanoemiilsiyonlardan sprey, jel, krem, kopiik,

ince film, losyon ve merhem gibi farkli sekillerde ilag sekilleri gelistirilebilmektedir.

i

/ Yiiksek enerjili yontemler

power density=108-1010 W/kg

Tl

o @
)
° 9
o 9

Su iginde yag makro

»00 I

° \)l-

Yiiksek basingli
homojenizasyon

\ o

Nanoemulswon

emulsiyon Fj

Ultrasonikasyon

/Di’@ﬂk enerjili ydntemler \

power density=103-105w/kg

Suile water
seyreltme dilution Yiizey etkin madde
) |nver5|yon \I
i Emulswon inversiyon
noktasi (EIP)
T>THLB PIT
sogutma :
Ya i |nde Nanoemu15| on
gig inversiyon Y ‘%P B
su makro Yag

Faz inversiyon swakllgl

emdiilsiyon
(PIT)

Sekil 2.12. Nanoemiilsiyonlarin hazirlama yontemleri (Gupta ve digerleri, 2016)

Kozmetik endiistrisinde son zamanlarda nanoemiilsiyonlarin kullanimi, bir¢ok avantaj

sunmaktadir. Bunlar arasinda stratum korneumdan daha iyi cilt penetrasyonu, artan
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biyoyararlanim, etkinlik ve 6zellikle formiilasyonda kremalasma ve sedimentasyona karst
stabilite artis1, etkin maddenin kimyasal stabilitesinin korunmasi ve formiilasyonlarin daha
iyi bir goriiniime sahip olmasi ve kullaniciya daha iyi bir kullanim hissi sunmasi seklindedir.
Cilt bakim {irlinlerinde nanoemiilsiyonlarin kullanimi, nano boyuttaki etkin maddenin cilt
tarafindan daha iyi emilmesini saglar. Cilt beyazlaticilarin nanoemiilsiyon formiilasyonlari
halinde hazirlanmas1 nanoemiilsiyonlarin istiinliikleri nedeniyle tercih edilmektedir (Kaul
ve digerleri, 2018). Nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin ¢esitli hidrofilik ve lipofilik
bilesiklerin cilt gecirgenligini artirarak ve cilt beyazlatici bilesiklerin etkinligini

yiikseltebilecegi bildirilmistir (Abd ve digerleri, 2018).

Nanoemiilsiyon seklinde formiile edilen etkin maddeler cilde hizli niifuz ederek cildin farkli
katmanlarina etkin maddenin aktif tasinmasina olanak tanirlar. Cildin nemlenmesini saglar
ve cilt bakimi uygulamalarini etkin hale getirirler (Marzuki ve digerleri, 2019).
Nanoemiilsiyonlar yiiksek ylizey alanina sahiptirler ve bu sayede cilt beyazlatici bilesikleri
hedef bolgeye etkili bir sekilde tasir ve iletirler. Nanoteknolojik formiilasyonlara sahip bazi

kozmetik tirtiin 0rnekleri Resim 2.8.’de verilmektedir:

Collage

PURE

nanocollagen

Resim 2.8. Nanoteknolojik formiilasyonlara sahip baz1 kozmetik iiriinler

Nanoemiilsiyonlarin kullanimlari ile ilgi sakincalar ise, {iretim siirecinin pahali ve daha zor
olmasi, fiziksel stabilitesinin saglanmasindaki problemler ve giivenlik ile ilgili aragtirmalarin

yapilmasi gerekliligi seklinde sayilabilir (Davids ve digerleri, 2016). Nanoemiilsiyonlarda
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goriilen baglica stabilite problemleri yag fazinin oksidasyonu, “polimer varliginda sistemin
jel formuna doniismesi ve kristal biiyiimesi” olarak da bilinen Ostwald olgunlasmasidir.
Uretim yontemi, kullanilan yiizey etkin madde ve yag fazinn tipi ve formiilasyondaki
kullanim oranlari fiziksel stabilite sorunlarinin tistesinden gelmek i¢in optimize edilmelidir.
Nanoemiilsiyonlarin kozmetik endiistrisinde kullanim1 ile ilgili ¢esitli formiilasyon

denemeleri yapilmaktadir (Cizelge 2.3.).

Cizelge 2.3. Nanoemiilsiyon-bazli kozmetik formiilasyonlar (Pandey ve digerleri, 2020)

Etkin Madde Nano%muISIyon Yardimc1 Madde Uretim Y&ntemi
Formiilasyonu
Skualen Nanokrem Tween 80, span 80, nonilfenol Faz inversiyon sicaklig1
etoksilat
Kolza yag1 Topikal krem Ksantan zamki ve karboksi
metil seliiloz
Centella asiatica Losyon Tween 80 ve isopropil Yiiksek basingh
ekstresi miristat homojenizasyon
Kurkumin Tastyict Karanfil yagi, Tween 80 ve Mikrotitrasyon ve
nanoemiilsiyon PEG-400 ultrasonifikasyon
B-Karoten Tastyict Soya lesitin ve distile su Yiiksek hizli
nanoemiilsiyon homojenizator
Norkantridin Tastyict Triasetin, Kremofor EL ve Kendiliginden
nanoemiilsiyon butanol emiilsifikasyon
Fluvastatin Hidrojel Karbopol 940 Sulu faz titrasyon
Istya duyarl Hidrojel [zopropil miristat, Tween 80,  Jelasyon
nanoemiilsiyon Span 80 ve Pluronik
Hidrokortizon Nanoemiiljel Palm yag1, Tween 80, Kendiliginden
propilen glikol emiilsifikasyon
Glycyrrhiza glabra Jel Tween, izopropil alkol ve
ekstresi izopropil miristat

Azhar ve Salim’in (2018) yapmis oldugu bir calismada, cilt beyazlatict amagla kullanim i¢in
kojik monooleat bilesiginin su i¢inde yag formunda nanoemiilsiyonlar1 hazirlanmis ve in
vitro degerlendirmesi yapilmistir. Hint yagi, limon esansiyel yagi, Tween 80 ve ksantan
zamki kullanilarak, ultrasonikasyon yontemi ile hazirlanan kojik monooleat
nanoemiilsiyonlarmin 110 nm damlacik biiyiikliigiinde elde edildigi belirtilmistir. Calismada
topikal tirliniin sitotoksisite degerlendirmeleri ve fiziksel stabilitesi uygun bulunmustur. Yag
icinde su tipinde nanoemiilsiyonlarin cilt beyazlatici etkinliginin nano boyuttaki
damlaciklarin cilde daha iyi penetrasyon gostermesinden dolay: artabilecegi sonucuna
ulagilmistir. Kojik monooleatin nanoemiilsiyonlarinin hazirlandig: bir baska ¢alismada ise,
yiiksek hizl1 karistiricr kullanilarak nanoemiilsiyonlar 103,97 nm damlacik biiyiikliigiinde
elde edilmistir (Roselan ve digerleri, 2020). Yag i¢inde su tipi nanoemiilsiyonlarin sitotoksik
etki gostermedigi ve in vitro TYR aktivitesinin nano boyutun getirdigi Ustlinliikler ile

artirlldigi bulunmustur.
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a-Mangostin ve a-kojik asitin kombine kullaniminda su i¢inde yag i¢inde su nanoemiilsiyon
formiilasyonlar1 yiliksek enerjili yontem kullanilarak hazirlanmistir. Span 80 ve ksantan
zamki ile stabilize edilen nanoemiilsiyonlar 195,9 nm boyutunda ve uzun dénem fiziksel
olarak stabil krem formiilasyonlar1 olarak elde edilebilmistir (Yin ve digerleri, 2024). Silva
ve arkadaslar1 (2023) kersetin-yiiklenmis zeytinyagi nanoemiilsiyonlarini, kersetinin diigiik
sudaki c¢ozlinlirliglinden kaynaklanan diigiik deri penetrasyonu sorunlarini ortadan
kaldirmak icin gelistirmiglerdir. Yiksek enerjili nanoemiilsifikasyon ile hazirlanan
formiilasyonlar 183,43 nm damlacik biiytikliiglinde elde edilebilmistir. Kersetin-zeytinyagi
nanoemiilsiyonlarin yliksek diizeyde antioksidan aktivite ve TYR inhibisyonu gosterdigi
in vitro caligmalar ile rapor edilmistir. Nanoemiilsiyonlarin hipermelanoz i¢in ve deri

hiperpigmentasyonunu azaltmak {izere potansiyel olusturdugu sonucuna varilmistir.

Etkili bir cilt rengi agict serum gelistirmek icin zeaksantin gibi bitkisel kaynakli
antioksidanlar iceren nanoemiilsiyonlarin kullanilmasi ile ilgili literatiirde arastirmalar
bulunmaktadir (Setiawan ve digerleri, 2022). Bu nanoemiilsiyonlar, karotenoit
antioksidanlarin topikal kullanimdaki etkinligini ve cilt beyazlatma etkinligini artirmak
tizere tasarlanmustir. 7amarindus indica meyve ekstresinden elde edilen fenolik asitler gibi
biyoaktif fitobilesen-yiiklii nanoemiilsiyonlarin cilt rengini agic1 ve antioksidan 6zelliklere
sahip oldugu ve bu ozelliklerin cildin gdriiniimiinii iyilestirmek ilizere umut vaad ettigi

belirtilmektedir (Romes ve digerleri, 2021).

Topikal nanoemiilsiyonlar ile ilgili calismalar, oOzellikle su i¢inde yag tipindeki
nanoemiilsiyonlarin in vitro ve in vivo degerlendirmelerine dayanarak cilt beyazlatici ajanlar
icin formiile edilerek topikal uygulamasi i¢in potansiyel araclar olarak tanimlandigin

gostermistir (Rocha-Filho ve digerleri, 2017).

Cilt beyazlatici iiriinlerde kullanilan bilesikler ve nanoemiilsiyon formiilasyonlari ile iligkili
potansiyel advers etki riskleri de gdz 6niine alinmalidir. Ornegin, civa, hidrokinon ve topikal
kortikosteroit igeren cilt rengi agici iiriinler sistemik ve kutandz komplikasyonlarla iligkilidir
ve bunun gibi toksik etki gosterebilecek bilesiklerin seviyelerinin diizenlenmesini ve
kullanilan bilesiklerin sitotoksisitesi, nefrotoksisitesi ve genotoksisitesi goz Oniine alarak
kapsamli giivenlik degerlendirmelerinin yapilmasini gerekli kilmaktadir (Sommerlad, 2021;

Mah¢ ve digerleri 2003; Zota & Shamasunder, 2017; Ricketts ve digerleri, 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

Tez calismamizda, bitkilerde yaygin olarak bulundugu tespit edilen farkli kimyasal
gruplardan 36 adet fenolik bilesik ile referans maddeler Sigma-Aldrich firmasinin (St. Louis,

Missouri, ABD) Tiirkiye temsilcisi firmalardan temin edilmistir.

Tez gereclerimizi olusturan fenolik bilesiklerin isimleri, kimyasal yapilar1 ve kimyasal

smiflan Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez caligmasi icin segilen bitkisel kaynakli fenolik bilesiklerin kimyasal yap1
ve siniflari

Fenolik . .
Bilesikler Kimyasal Yap1 Kimyasal Simif
0
H() ~ NN N\
NN SOH
Gallik asit
HO N\
OH
~ N N/
Sirinjik Asit > . . .
TR AST )\ ’ N/ Hidroksibenzoik
¢ T asit
Vanilik asit
\ o
(;)H
5 HO,, /: ~
Klorojenik asit Ho //\T/&\//JL\ O)\ )\H o Kafeik asit esteri
| OH
HO'/ i\/r °
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Cizelge 3.1. (devami) Tez c¢alismasi icin segilen bitkisel kaynakli

kimyasal yap1 ve siiflari

fenolik bilesiklerin

Rozmarinik asit

Elajik asit

Gallik asitin
dimerik tirevi

Trans-Ferulik L N on
asit
HO

p-Kumarik asit Hidroksisinnamik
asit
Kafeik asit
S Siklohekzan
D-()-Kinik asit karboksilik asit
uo\’/, z\_\J/on o”/'\"-‘\ 77,):\,}\0 . ) om
Oleuropein L. LO - \K H . ﬂ Sekoiridoit glikozit
| ¢




Cizelge 3.1. (devami) Tez c¢alismasi icin segilen bitkisel kaynakli

kimyasal yap1 ve siiflari
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fenolik bilesiklerin

p-Tirozol
oM Fenetil alkol
H” O F
Hidroksitirozol
¢
H
Pelargonidin Antosiyanidin
Resveratrol Stilben
OH
Katesin ,
™ Flavan-3-ol
OH
HO o \\\\@
OH
EGCG
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Cizelge 3.1. (devami) Tez c¢alismast icin segilen bitkisel kaynakli fenolik bilesiklerin
kimyasal yap1 ve siiflari

Kersetin
Kemferol

Flavonol
Mirisetin
Fisetin
Hiperozit Flavonol Glikozit
Luteolin Flavon
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Cizelge 3.1. (devami) Tez c¢alismast icin segilen bitkisel kaynakli fenolik bilesiklerin
kimyasal yap1 ve siiflari

Apigenin

Trisin

Tangeretin

Diosmetin

Taksifolin Flavanonol
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Cizelge 3.1. (devami) Tez g¢alismasi igin
kimyasal yap1 ve siiflari

secilen bitkisel kaynakli

fenolik bilesiklerin

HO.

0
\
R
OH

Hesperetin Flavanon
Naringin Flavanon 7-O-
& glikozit
Izokersitrin Flavanon 3-O-
glikozit
Orientin

Viteksin

Flavon-8-C-glikozit
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Cizelge 3.1. (devami) Tez c¢alismast icin segilen bitkisel kaynakli fenolik bilesiklerin
kimyasal yap1 ve siiflari

Daidzein

izoflavon
Glisitein
Amentoflavon Biflavonoit

3.2. Yontemler

3.2.1. TYR inhibisyonu tayini

TYR inhibisyonu Lee ve digerleri (2019) ile Senol (2016) tarafindan modifiye edilen
spektrofotometrik bir yontemle tayin edilmistir. L-DOPA’nin (Sigma, ABD) substrat olarak
kullanildig1 yontemin esasi, substratin enzim ile reaksiyonu sonucu olusan dopakromun
absorbansinin 492 nm dalga boyunda 6lgiilmesine dayanmaktadir. Oncelikle, 96 kuyucuklu
mikroplaga 10 pL 6rnek ¢ozeltisi veya dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenmistir, ardindan 80
uL 67 mM fosfat tamponu (pH 6,8) ve 30 uL 5 mM L-DOPA ilave edilmistir. Mikroplak
37°C’de 10 dk inkiibe edilerek, 30 uL mantar kaynakli TYR (EC 1.14.18.1, Sigma) enzim
soliisyonu kuyucuklara eklenmistir. Akabinde 20 dk daha inkiibasyondan sonra, absorbans
492 nm’de ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax tunable microplate reader, ABD)
dlciilmiistiir. Referans madde olarak a-kojik asit (Sigma, ABD) kullanilmistir. Orneklerin %
TYR inhibisyonlar1 asagidaki formiile gore hesaplanmistir. Her 6rnek 3 paralel olarak
calisilmis ve sonuglar 3 paralel deneyden elde edilen % inhibisyonlarin ortalamas1 + standart

sapma (S.S.) olarak verilmistir.
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% Inhibitér etki asagidaki formiile gore hesaplanmistir:
% Inhibisyon= 100 - [(A1 / A2) x 100]
A= Ornek ¢ozeltilerinin 492 nm dalga boyundaki absorbansi

Ar= Kontrol ¢ozeltilerinin 492 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

3.2.2. Elastaz inhibisyonu tayini

Tez gereclerini olusturan fenolik bilesiklerin elastaz inhibisyonu Kraunsoe ve digerlerinin,
Lee ve digerleri tarafindan modifiye edilmis spektrofotometrik yontemi kullanilarak test
edilmistir (Kraunsoe, Claridge ve Lowe, 1996; S. H. Lee ve digerleri, 2009; Senol, 2016).
Enzim kaynagi olarak domuz pankreatik elastazi (Tip IV, Sigma, EC 3.4.21.36), substrat
olarak ise N-Suc-(Ala)3-p-nitroanilit (Sigma, ABD) kullanilmistir. Yontemin esas,
substrattan salinan nitroanilinin 410 nm dalga boyunda 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Substrat
(1,015 mM), Tris-Cl (0,1 M, pH 8,0) tamponunda hazirlanmis ve bu ¢ozelti (130 pL)
DMSO’da ¢oziilen rnekler (10 pL) ile 96 kuyucuklu mikroplakta karigtirtlmistir. Mikroplak
25 C°’de 5 dk on-inkiibasyona birakildiktan sonra 0,5 {inite/mL (15 pL) enzim soliisyonu
eklenmistir. Enzim eklendikten sonra mikroplak 25°C’de 30 dk inkiibe edilmis ve
substrattan salinan p-nitroanilin miktar1 410 nm’de ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax
tunable microplate reader, ABD) okutulmustur. Referans olarak N-Methoxysuccinyl-Ala-
Ala-Pro-Val-chloromethyl ketone (PVC) , kontrol olarak ise DMSO kullanilmistir
Orneklerin % elastaz inhibisyonlari asagida verilen formiile gére hesaplanmustir. Her drnek
3 paralel olarak ¢alisilmis ve sonuglar 3 deneyden elde edilen % inhibisyonlarin ortalamasi

+ S.S. olarak verilmistir.

% Inhibisyon= 100 - [(A1 / A2) x 100]
A= Ornek ¢ozeltilerinin 410 nm dalga boyundaki absorbansi

Ar= Kontrol ¢ozeltilerinin 410 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi
3.2.3. Kolajenaz inhibisyonu tayini
Kolajenaz inhibisyonu Wart ve Steinbrink tarafindan gelistirilen, modifiye edilmis

spektrofotometrik yontem kullanilarak 6l¢iilmiistiir (Barrantes ve Guinea, 2003; Van Wart

ve Steinbrink, 1981; Senol, 2016). Enzim kaynag1 olarak Clostridium histolyticum



47

kolajenaz1 (Sigma, EC 3.4.23.3) kullanilirken, substrat olarak N-(3-[2-furil]akriloil)-Leu-
Gly-Pro-Ala (FALGPA) (Sigma, ABD) kullanilmistir. 0,8 iinite/mL enzim 50 mM trisin
tamponunda (10 mM CaCl, ve 400 mM NaCl ile pH 7,5) ¢oziilmiistiir. Substrat FALGPA 2
mM olacak sekilde ayni1 tamponda ¢oziilmiistiir. 25 pL. tampon, 25 pL DMSO veya 6rnek
ve 25 pL enzim 96 kuyucuklu mikroplak kuyucugunda karigtirtlmistir. 15 dk on-
inkiibasyondan sonra 50 pL substrat eklenmistir. Absorbans 340 nm’de 20 dk boyunca 2 dk
aralikla ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax tunable microplate reader, ABD)
okutulmustur. Referans olarak 1,10 fenantrolin, kontrol olarak ise DMSO kullanilmistir.
Orneklerin % kolajenaz inhibisyonlar1 asagida verilen formiile gére hesaplanmustir. Her
ornek 3 paralel olarak calisilmis ve sonuglar 3 deneyden elde edilen % inhibisyonlarin

ortalamasi £ S.S. olarak verilmistir.

% Inhibisyon= 100 - [(A1 / A2) x 100]
A= Ornek ¢ozeltilerinin 340 nm dalga boyundaki absorbansi

Ar= Kontrol ¢ozeltilerinin 340 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi

3.2.4. XO inhibisyonu tayini

XO inhibisyonu yontemi, enzim reaksiyonu sonucunda olusan {irik asitin absorbansinin 295
nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Khan ve digerleri, 2006;
Senol, 2016). 0,1 M fosfat tamponu (pH 7,5), 10 uL dimetilsiilfoksit (DMSO) veya fenolik
bilesikler ve 20 pL enzim (0,003 iinite/kuyucuk) 96 kuyucuklu mikroplak kuyucugunda
karistirilmistir. 10 dk 6n-inkiibasyondan sonra substrat olarak 20 pL ksantin (0,1 mM)
eklenerek reaksiyon baglatilmig ve absorbans degisimi 10 dk boyunca ELISA mikroplak
okuyucuda (Spectramax tunable microplate reader, ABD) 295 nm’de 6l¢iilmiistiir. Referans
olarak allopurinol, kontrol olarak ise DMSO kullanilmistir. Orneklerin % XO inhibisyonlari
asagidaki esitlige gore hesaplanmistir. Her 6rnek 3 paralel olarak calisilmis ve sonuglar 3

deneyden elde edilen % inhibisyonlarin ortalamasi + S.S. olarak verilmistir.

% Inhibisyon= 100 - [(A1 / A2) x 100]
A= Ornek ¢dzeltilerinin 492 nm dalga boyundaki absorbansi

Ax= Kontrol ¢ozeltilerinin 492 nm dalga boyundaki ortalama absorbansi
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3.2.5. Antioksidan aktivite testleri

Bakir-indirgeme antioksidan giicii (CUPRAC) tayini

Tez gereglerini olusturan fenolik bilesiklerin CUPRAC tayin etmek amaciyla, esasi bakir-
neokuproin kompleksinin (Cu(Il)-Nc) antioksidan etkili maddeler ile Cu(I)-Nc’e
rediiksiyonuna dayanan Apak ve digerleri (2004) ile Senol (2016) yoOntemi esas alinarak
uygulanmigtir. Bunun i¢in 25 pL. 10 mM bakar (IT) kloriir, 25 pL 7,5 mM neokuproin, 25 uL
1 M amonyum asetat (pH 7), 25 uL 6rnek ve 100 pL distile su 96 kuyucuklu mikroplak
kuyucugunda karistirilmigtir. Daha sonra mikroplak 30 dk inkiibe edilerek, siire sonunda
absorbanslar 450 nm dalga boyunda ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax tunable
microplate reader, ABD) okutulmustur. Her 6rnek 3 paralel olarak caligilmis, sonuglar 3
paralel deneyden elde edilen absorbanslarin ortalamasi + S.S. olarak verilmistir. Referans
madde olarak gallik asit kullanilmistir. Sonuglar, artan absorbans degerlerinin indirgeme

giiclinilin arttigina isaret etmesi seklinde degerlendirilmistir.

DPPH vyontemi ile radikal siipiiriict etki tayini

Orneklerin DPPH radikaline kars1 siipiiriicii etkileri, koyu-viyole renkten agik-sar1 renge
doniisimiin  UV/goriinlir bolgede 515 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmesiyle tayin edilmistir. Yonteme gore (Nenadis ve Tsimidou, 2002), 0,138 mg/mL
DPPH soliisyonu oOl¢limlerden hemen oOnce taze olarak hazirlanmistir ve Ornek
cozeltilerinden 10 pL alinarak 96 kuyucuklu mikroplaga konulmustur, iizerlerine 90’ar pL
DPPH soliisyonu ilave edilmistir. Daha sonra 6rnek ve DPPH soliisyonlari, karanlikta, oda
sicakliginda 30 dk bekletilerek inkiibe edilmistir. Kontrol olarak etanol kullanilmig ve tim
soliisyonlarin absorbanslart 515 nm’de ELISA mikroplak okuyucuda (Versamax tunable
microplate reader, ABD) okutulmustur. Tiim 6rnekler i¢in deney 3 paralel olarak uygulanmis
ve sonuglar 3 deneyden elde edilen % inhibisyonlarin ortalamasi + S.S. olarak verilmistir.
Referans bilesik olarak kersetin kullanilmistir. % Siipiiriicii etki ise su formiile gore

hesaplanmuisgtir:

% Siipitiriicti etki= [(A1-A2) / A1] x 100
A= DPPH stok soliisyonunun 515 nm dalga boyundaki absorbansi

Ar= Ornek soliisyonunun 515 nm dalga boyundaki absorbansi
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Demir-indirgeme Antioksidan Giicii Tayini (FRAP)

Orneklerin demir-indirgeme antioksidan giicii (ferric-reducing antioxidant power, FRAP),
bazi modifikasyonlar ile Oyaizu (1986) ile Senol (2016) yontemi esas alinarak Ferreira,
Baptista, Vilas-Boas ve Barros’un (2007) yontemine gore tayin edilmistir. Yonteme gore;
ornek ¢ozeltilerinden 10 pL alinarak, 0,2 M pH degeri 6,6 olan 25 pL fosfat tamponu ve 25
uL potasyum ferrisiyaniir ilave edilmis, elde edilen karigim 50°C’de 20 dk 6n-inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda 25 pL % 10 trikloroasetik asit (TCA, Sigma) eklenmistir. Daha
sonra lizerine 85 pL distile su ve 17 pL demir-III-kloriir eklenmistir. Oda sicakliginda 30 dk
daha inkiibasyona birakildiktan sonra, absorbanslar 700 nm dalga boyunda ELISA
mikroplak okuyucuda (Versamax tunable microplate reader, ABD) okutulmustur. Her 6rnek
3 paralel olarak calisilmis ve sonuclar 3 deneyden elde edilen absorbanslarin ortalamasi +
S.S. olarak verilmistir. Referans bilesik olarak kersetin kullanilmigtir. Sonuglar, artan
absorbans degerlerinin  indirgeme giiciiniin  arttigma isaret etmesi seklinde

yorumlanmaktadir.

3.2.6. Molekiiler kenetlenme deneyleri

Molekiiler kenetlenme calismalari, tez materyallerini teskil eden fenolik bilesiklerden
TYR’a kars1 en etkili inhibitorler {izerinde Schrodinger Small-Molecule Drug Discovery
Suite 2018-1 (Schrodinger, LLC, New York, NY, 2019) gerceklestirilmistir. Oksipurinol
bagli bovin ksantin dehidrogenaz (XDH; PDB kodu: 3BDJ) yapist RCSB Protein Data Bank
(PDB) veri tabanindan indirilmis, Schrédinger programinin Protein Preparation Wizard
modiili kullanilarak hazirlanmistir (Okamoto, Eger, Nishino, Pai ve Nishino, 2008).
Hazirlik asamasinda aktif bolgedeki kristal su molekiilleri silinmis, hidrojen atomlar:
eklenmis, eksik veya yanlis atom tipleri diizeltilmistir. Siv1 simiilasyonlar1 i¢in optimize
edilmis potansiyel (optimized potential for liquid simulations, OPLS-3) kuvvet alani
uygulanarak kok-ortalama-kare sapmasi (root-mean-square deviation, RMSD) degeri en
fazla 0,3 A olacak sekilde enerji minimizasyonu yapilmistir. Enzim X-1smn1 kristal yapisina
bagli inhibitér molekiil segilerek, inhibitoriin c¢evresinde aktif bolgeyi koordinatlariyla
tanimlayan 20 A’luk bir kutu (grid), “receptor grid generation” paneli ile olusturulmustur.
Bu asamada kuvvet alani olarak yine OPLS-3 kullanilmis, Van der Waals dlgeklendirme
faktorii 1,00 ve yiik parcali kesme noktasi 0,25 olarak tanimlanmistir. Elde edilen reseptor

grid dosyalar1 molekiiler doklama ¢aligmasinda kullanilmak tizere kaydedilmistir. Molekiiler
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kenetlenme ¢alismasi icin segilen bilesikler, Schrodinger programinin Maestro ara yiiziinde
cizilmis ve LigPrep (Schrodinger Release 2018-1: LigPrep, Schrodinger, LLC, New York,
NY, 2018) modiilii ile varsayilan degerler kullanilarak 3 boyutlu yapilar1 hazirlanmistir.
Molekiiller 6nceden kaydedilen grid dosyasi iizerinden Schodinger programinin Glide
modiilii ile enzim aktif boélgesine Extra Precision (XP) algoritmas1 kullanilarak
yerlestirilmistir. Elde edilen sonuclar GlideScore degerleri temel alinarak incelenip,

molekiillere ait uygun baglanti modlar1 belirlenmistir.

3.2.7. Sitotoksisite testi

Hiicre kiltiirii

Hiicre hatti Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan (American Type Culture Collection,
ATCC) temin edilmistir. Antimelanojenik etki i¢in SKMEL-3 insan malignant melanoma
hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicreler, tipine 6zgii zenginlestirilmis besi yerlerinde 37°C’de %
5 CO; igeren inkiibatorde T25 veya T75 erlenlerde kiiltiire edilmistir. Biitiin deneylerde
biiyime fazindaki hiicreler kullanilmistir. Hiicreler yeterli konfluent diizeyine ulastiginda,

hiicreler deneye alinmadan 6nce tripan mavisi metodu ile canli hiicre sayimi1 yapilmistir.

Sitotoksisite deneyi

Sitotoksisitenin  degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan enzimatik  test
yontemlerinden biri olan 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)
yontemi kullanilmigtir. Bu yontemde, MTT canli hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve
reaksiyon mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-mor
renkli, suda ¢oOziinmeyen formazana indirgenir. Formazan olusumu, yalnizca aktif
mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir. Bu da hiicre canliliginin bir

belirteci olarak kabul edilmektedir.

MTT yonteminde 96 kuyucuklu plakalarda her bir kuyucuga 5000 hiicre ekilmistir. Hiicre
yogunlugu %70-80 olduktan sonra hiicrelerin besi yeri fenol kirmizisi icermeyen besi yeri
ile degistirilmis deney tasarimima gore artan konsantrasyonlarda madde uygulamalar
yapilmmuistir. Sadece besi yeri ve ¢oziicli iceren kontrol gruplari da deney tasarimina

eklenmistir. Bu hiicreler %5 CO; igeren inkiibatorde 37°C’de 72 saat inkiibe edilmistir. 72
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saatin sonunda hiicrelerin iizerindeki besi yeri uzaklastirilak hiicreler PBS ile yikanmigtir.
Her bir ¢ukura 200 pl fenol kirmizi igermeyen taze besiyeri ve 50 ul 1g/L konsantrasyondaki
MTT ¢bzeltisi eklenmistir. Ardindan hiicreler 3 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
cukurlardaki karigim uzaklastirllmis ve her ¢ukura DMSO ilave edilmistir. Formazan
kristallerinin ¢6ziilmesi i¢in ¢alkalayicida 10 dk bekletilmistir. Plak okuyucuda 570 nm’de
absorbans degerleri dlgiilmiistiir. Sitotoksik aktivite deneyi her 6rnek icin en az 2 kez, her

seferinde 3°1ii tekrarlar olarak calisilmig ve bilesiklerin ICso degerleri hesaplanmustir.

3.2.8. Kozmetik formiilasyon gelistirme calismalar:

Formiilasyon Gelistirilmesi

En etkili kombinasyon olarak belirledigimiz kersetin ve fisetin (1:1) kombinasyonu iceren
nanoemiilsiyonun hazirlanmasinda spontan emiilsifikasyon yontemi kullanilmigtir. Once
yag fazi (hint yag1) ve su faz1 (Tween 80, PEG 400 ve distile su) karigtirilarak 60 — 65 °C'ye
kadar 1sitilmistir. Yiiksek hizli homojenizator (Silent Crusher M, Heidolph, Almanya) ile 25
000 rpm'de 1 dk homojenize edilmistir. Kaba emiilsiyon, %75 amplitude (genlik) degerinde
5 dk boyunca ultrasonike (Bandelin, Sonopuls 2070, Almanya) edilmistir. Oda sicakligina
gelen nanoemiilsiyonlar vidali kapakli viallere alinarak karakterizasyon c¢aligmalart igin

saklanmistir.

Nanoemiilsiyonlarin olusumunda kritik kontrol parametreleri olarak damlacik boyutu
(droplet size, DS) ve polidispersite indeksi (polydispersity index, PDI) degerleri dikkate
alinarak formiilasyon parametrelerinin etkileri aragtirilmistir. Bu kapsamda formiilasyon
parametreleri olarak farkli oranlarda yag fazi ve su fazi tasarim alani olarak belirlenmis ve
23 faktorlii tasarim kullanilmigtir (Design Expert® v12). Hint yag1 (%5, %10), Tween 80
(%2,5, %5) ve polietilen glikol 400 (PEG 400, %2,5, %5) bagimsiz degiskenlerinin bagimli
degiskenler iizerindeki etkileri arastirillmistir. Faktorler aras1 etkilesimlerin analizi igin full
faktoriyel desen kullanilarak, her deney 3 kez tekrarlanmis ve toplam 24 adet deney
gerceklestirilmigtir. Optimizasyon parametrelerine gore belirlenen oranlarda degiskenler
kullanilarak sonug¢ preparat hazirlanmistir. Fisetin ve kersetin (%3, a/a) kombinasyonu 1:1
oraninda yag fazinda eritilmis ve diger prosediirler aynen takip edilmistir. Metil seliiloz

(%2,5) igeren jel igerisinde emiilsiyonlar dispersiyon haline getirilmistir.
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3.2.9. Nanoemiiljel formiilasyonunun cilt iizerine etkilerinin test edilmesi

Laboratuvarimizda prototip formiilasyonlar1 test etme imkanimiz olmadigindan, fisetin ve
kersetin kombinasyonunu (%3, a/a) 1:1 oraninda i¢eren nanoemiiljel formiilasyonumuzun
cilt lizerine etkileri 2 boyutlu (two dimentional, 2D) ve 3 boyutlu (three dimentional, 3D)
deney modellerinde, Avusturya Ilag Arastirma Enstitiisii (Austrian Drug Screening Institute,
ADSI) kozmetik laboratuvarlarinda test edilmistir. Bu amagla 6rnek taramasi i¢in ADSI
tarafindan gelistirilen hiicre-bazli deneylerin gerceklestirilmesine yonelik otomize edilmis

test platformu (automated screening assay platform, ASAP) uygulanmaktadir.

2D hiicre testleri

Hiicre canlilik testi

Nanoemiiljel formiilasyonumuz HaCaT keratinosit modeli ile canlilik testine tabi
tutulmustur. Bu amacla, HaCaT Luc4-NF-«B raportor hiicre hatti enflamasyon ve canlilik
deneyleri i¢in kullanilmigtir. Uygulamadan 2 giin 6nce, tedavi i¢in konfluent bir hiicre
tabakasi elde etmek iizere kuyucuk basina 17.000 hiicre ekilmistir. Ertesi giin, kiiltiir ortam1
deney ortamu ile degistirilmistir. Ugiincii giin NF-kB aktivasyonu 4 saat boyunca 6rneklerin
varliginda 0,75 ng/ml TNF-a kullanilarak saglanmistir. Hiicreler parcalanmadan 2 saat 6nce
resazurin eklenmis ve deney gergeklestirilmistir. TNF-a indiiksiyonundan 6 saat sonra,
hiicreler 1x PBS ile yikanmis, 40 pl soguk lizis tamponu (250 mM Tris-HCI, pH: 7.5, %2
Triton X-100) ile 3 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra her bir kuyucuga 150 pl deney tamponu
(25 mm glisilglisin, pH: 7.8, 5 mM ATP ve 15 mM MgS0Os) eklenmistir. Luminesans sinyali
enjektorlii bir plaka okuyucu (Tecan Spark) ile Olcililmiistiir. Her bir kuyucuga 50 pl
enjeksiyon tamponu (25 mM glisilglisin, pH: 7.8, 50 uM lusiferin) enjekte edimis ve plak

okuyucuda luminesans sinyali 3 saniye boyunca 6l¢lilmiistiir.

Resazurin/ canlilik testi

Nanoemiiljel formiilasyonumuzun sitotoksik potansiyelini bagka bir test modelinde
aragtirmak tlizere resazurin deneyi de uygulanmustir. Resazurin, canli hiicreler tarafindan
resorufine indirgenir ve bu indirgenme floresan Ol¢limleriyle tayin edilmektedir (Ext. 560

nm, Em. 590 nm). Sitotoksik maddeler hiicrelerin metabolik aktivitesini azaltarak resazurin
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dongsiinlin yavaslamasina ve dolayisiyla kiiltiiriin metabolik aktivitesiyle orantili olan
floresan sinyalinin azalmasina neden olur. Canlilik testleri i¢in HaCaT hiicrelerinin NF-xB
metabolik aktivitesi, nanoemiiljel formiilasyonumuzun uygulanmasindan 4 saat sonra
belirlenmistir. Anti-enflamatuvar test i¢in, TNF-a ile indiiksiyondan 4 saat sonra resazurin
deneyi yapilmistir. Her bir deney i¢in, hiicreler numune ile ayn1 zamanda dlgiimden 2 saat
once 0,015 mg/ml resazurin ile muamele edilmistir. Tiim deneyler teknik 3 paralel olarak

gerceklestirilmistir.

Anti-enflamatuvar etki testi

Sitotoksik potansiyelin arastirilmasi i¢in tamamlayici bir yontem olarak lusiferaz deneyi
gerceklestirilmistir. Lusiferaz, bunlar1 ifade eden organizmalarin 151k yaymasini saglayan bir
oksidatif enzim smifidir. Lusiferaz raportdr geni, ATP, oksijen ve Mg"™" varliginda D-
lusiferini oksitleyen 61-kDa'lik bir enzimi kodlamakta ve agiga ¢ikan 1518in olgiilmesiyle
miktar1 tayin edilebilen floresan bir iiriin vermektedir (Smale ve digerleri, 2010).
Nanoemiiljel formiilasyonumuzun lusiferaz aktivitesi, ADSI kozmetik laboratuvarinda

luminometre (Tecan Group Ltd., Mannedorf, isvicre) ile dl¢iilmiistiir.

3D Hiicre testleri

ADSI kozmetik laboratuvarinda melanosit tasiyan yeniden yapilandirilmis insan epidermisi
(reconstructed human epidermis, RHE) elde edilmistir. Yeniden yapilandirilmis insan
epidermis (RhE) modelleri, dermal akut toksisite icin in vitro test yoOntemlerinde

kullanilmaktadir (OECD, 2013b; OECD, 2014b).

MTT testi

Hiicre canliligi, canli hiicrelerin laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitesine dayanan MTT
indirgeme testi kullanilarak Ol¢iilmiistir (Mosmann, 1983). Sar1 renkli MTT halkasi
dehidrogenazlar tarafindan parcalanarak kiiltiir ortaminda ¢ézlinmeyen mavi/mor formazan
kristalleri olugturur. Doku saglikli oldugunda yogun bir mor renk goézlenirken, nekroz
meydana geldiginde kiiltlir beyaz renkte kalmaktadir. Tiim test kosullarinin her maruz kalma
stiresi i¢in (3 dk ve 60 = 5 dk), kontrol veya kimyasal basina 3 RHE doku Ornegi
kullanilmustir. 40 pl (40 IL + 3 IL; 80 IL/cm?) sivi veya viskoz kimyasal uygulanmustir.
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Homojen bir yayilma elde etmek i¢in tiim yiizeye bir naylon ag uygulanmistir. Kat1 veya
yapiskan kimyasal durumunda, RHE doku Orneginin tiim yiizeyine 20 IL + 2 1L su
yayilmistir. Ardindan 20 + 3 mg (40 mg/cm?) kat1 kimyasal uygulanmustir. Test bilesikleri
EpiCS® TNF-a (25 ng/ml) igeren ortama konmus ve 6 saat boyunca listten (hava arayiizii)
muamele edilmistir. Béylece 6 saat sonra numune Dulbecco fosfat tamponlu tuzlu su
(Dulbecco's phosphate-buffered saline, DPBS) ile yikanmis ve hiicreler TNF ortamu ile yeni
bir kuyucuga aktarilmistir. Uygulamadan 24 saat sonra, hiicrelerin saklandigi ortamdan
alikot alinmistir. Daha sonra taze besiyeri (TNF igermeyen) igeren yeni bir kuyu plakasi
yapilmig ve hiicreler aktarilmistir. 24 saat sonra sitokin analizleri i¢in ortamdan bir alikot

daha alinmistir. Daha sonra metabolik aktiviteyi tayin etmek i¢in hala yasayan epiklerden

bir MTT yapilmustir.
* Yeniden yapilandirilmiginsan epidermisi (RHE)
Epidermis: .
Stratum corneum - * Melanositli RHE
Stratum lucidum B
Stratum granulosxm,\
Stratum spinosum —_ :-,- —

e S S
o oo 2

Stratum basale

Papillary ‘.2':'-.9‘ S e S T s e
Dermis
Reticular

* Yeniden Olusturulan Tam dis goriinim modeli (FT
Modell)

Subcutaneous
fatty tissue

“EpiRQermFT

Hava/Sivi Ara Asamasinda * Deri eksplantlar

Sekil 3.1. In vitro 3D cilt modelleri

Korozyon testi

SkinEthic™ RHE test yontemi, agindirici ve asindirict olmayan kimyasallar1 ayirt etmek i¢in
OECD TG 431 kapsaminda kabul edilmistir. Bu modeller insan kaynakli epidermal
keratinositlerle olusturulur ve epidermisin tipik c¢ok katmanli hiicre organizasyonunu
yeniden lireten 3D bir yapr olusturur ve farkli uygulamalar i¢in kullanilmaktadirlar.
Bunlardan biri, OECD Test Kilavuzu (TG) No. 431'de (OECD, 2014b) aciklandig1 gibi

potansiyel cilt agindirici kimyasallarin degerlendirilmesi icin cilt korozyon testidir (skin
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corrosion test, SCT). Deri korozyonu, “bir test kimyasalinin uygulanmasini takiben deride
geri doniisii olmayan hasar” olarak tanimlanmaktadir (UN, 2013). Klinik olarak, kimyasala
maruz kalmay1 takiben epidermis ve dermis boyunca nekroz goézlenir. OECD Cilt
Korozyonu ve Tahrisi Uzman Paneli tarafindan, RHE modellerinin (OECD TG 431) cildi
asindirict alt kategorileri belirlemek ve 6zellikle AB CLP ve BM GHS smiflandirma
sisteminde tanimlandig1 tizere alt kategori 1A ile alt kategori 1B ve 1C arasinda ayrim
yapmak icin kullanigliligint degerlendirmek tizere 82 maddeden olugan bir set belirlenmistir.
Madde seti, ECVAM cilt dogrulama ¢alismalarinda orijinal olarak kullanilan maddeleri, 12
orijinal OECD referans maddesini (OECD TG 431, 2004) ve OECD uzman paneli tarafindan
tanimlanan yeni maddeleri igermektedir. Secim, in vivo BM GHS/AB CLP
siiflandirmalarina dayandirilmis ve net smiflandirmalari olmayan maddeler dikkate
alinmamustir. Tez kapsaminda gelistirilen nanoemiiljel formiilasyonumuz KOH ile muamele

edilmisgtir.

Sitokin testi

Nanoemiiljel formiilasyonumuzun cilt rejenerasyonu saglayici ve ciltteki enflamasyona karsi
etkisi bir dizi sitokin ve kemokine karsi test edilmistir (Tablo 1). Bu amagla xMAP
Technology Luminex kullanilmistir. Luminex xMap teknolojisi, mikroplak formatinda
boncuk tabanli ¢oklanmig bir immiinoassay sistemidir. Sistem, sistem tasarimina bagl
olarak tek bir numunede 500'e kadar bircok hedefi ayn1 anda tespit edebilir. Luminex
sisteminde kullanilan mikrokiireler farkli spektral adreslere (renk kodlari) sahiptir. Bu
benzersiz spektral adresler, xMAP teknolojisinde boncuklarin biri kirmizi dalga boyunda,
digeri uzak kirmizida olmak {izere farkli oranlarda iki floroforla dahili olarak
etiketlenmesiyle olusturulur. Istenen hedeflere 6zgii antikorlar, ligantlar ve niikleik asitler
dahil olmak tizere proteinler boncuklara baglanabilir. Luminex teknolojisine sahip Bio-Plex
sistemleri, ¢coklu biyobelirteglerin yukar1 ve asagi regiilasyonunun ger¢cek zamanli olarak
hizli, dogru ve esnek bir sekilde Olgiilmesini saglar. Bio-Plex Pro™ testleri, hiicre
sinyalizasyonu, sitokinler, kanser, diyabet ve anjiyogenez dahil olmak iizere ¢ok cesitli
caligmalar i¢in kitler mevcuttur. Testler 6nceden karigtirilmis paneller, 6zel karisimlar (Bio-

Plex Assay Builder tarafindan tasarlanmig) veya singleplex setler olarak sunulmaktadir.

Luminex sisteminin kullanildigir bir tahlilde, boncuklar formiilasyonumuz ile inkiibe

edilmistir. Yikamadan sonra, boncuklar tiim hedeflere karsi biyotinlenmis antikorlarin bir
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karigimu ile inkiibe edilmistir. Akabindeki yikamadan sonra, boncuklar raportér streptavidin-
PE ile inkiibe edilmistir. Numunede bulunan hedefler i¢in, bagli hedefe 6zgii antikor + hedef
+ biyotinlenmis hedefe 6zgli antikor + streptavidin raportorii ile boncuktan olusan bir
kombinasyon olusturulmustur. Cift lazer sistemi kullanilarak her bir boncugun imzasi
tanimlanmistir ve boncukla iligkili raportdriin varligi ve yogunlugu es zamanli olarak tespit

edilmistir. Bu, hedef sitokin/kemtokinlerin teshisi ve miktar1 hakkinda bilgi vermektedir.
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4. BULGULAR

4.1. TYR Inhibisyonuna Ait Bulgular

Tez calismalarimizda kullanilan 36 adet fenolik bilesigin TYR inhibitdr aktivitesi test
edilmistir. Bilesiklerin tamami referans bilesik olan a-kojik asitten (% 83,39 + 0,88) daha
diisiik inhibisyon gdstermistir. Cizelge 4.1.’de verilen 6n tarama sonuc¢larimizda; TYR’a
karst 10 mM konsantrasyonda kersetin, fisetin, EGCG ve pelargonidin adli fenolik
bilesiklerin %50’nin {izerinde inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir. En yiiksek etki
kersetinde (% 77,82 + 2,14) gozlenmistir. Ayrica fisetin, EGCG ve pelargonidin sirasiyla %
71,36 £0,77, % 67,12 + 1,18 ve % 52,01 + 1,78 inhibisyon gostermistir.

Cizelge 4.1. Tez gereglerini teskil eden fenolik bilesiklerin TYR inhibitor etkileri

No. S Tttt TYR Inhibisyonu
Fenolik Bilesikler (% Inhibisyon + S.5.%) (10 mM)

1. Gallik asit b

2. Sirinjik asit 5,31+£0,35

3. Vanilik asit b

4, Klorojenik asit 45,15 £ 1,32

5. Elajik asit b

6. Trans-Ferulik asit 10,16 = 4,05

7. p-Kumarik asit 18,93 + 1,66

8. Kafeik asit 20,85 + 3,56

9. Rozmarinik asit 6,54 £3,14

10. D-(-)-Kinik asit 8,08 +2,38

11. Oleuropein b

12. p-Tirozol 6,69 + 3,60

13. Hidroksitirozol 16 £1,2

14. Pelargonidin 52,01 £1,78

15. Resveratrol 43,46 £ 0,97

16. Katesin -

17. EGCG 67,12+1,18

18. Kersetin 77,82 +£2,14

19. Kemferol b

20. Mirisetin 7,4+0,87

21. Fisetin 71,36 £ 0,77

22. Hiperosit b

23. Luteolin 31,02+2,3

24, Apigenin b

25. Taksifolin 32,04 +2,8

26. Trisin 9,10+ 1,53

27. Tangeretin b

28. Diosmetin 14,53 £ 0,81

29. Hesperetin 35,66 + 3,76

30. Naringin 3,45+ 1,75

31. Izokersitrin 11,74+ 1,9

32. Orientin 15,46 +£5,24

33. Viteksin b

34, Daidzein b
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Cizelge 4.1. (devami) Tez gereglerini teskil eden fenolik bilesiklerin TYR inhibitor etkileri

35. Glisitein b
36. Amentoflavon b
Referans o-Kojik asit 83,39 £ 0,88

aStandart sapma (n: 3), *Inhibisyon gézlenmedi

Cizelge 4.1.’de verilen ilk tarama sonuglarimizda; TYR’a karst 10 mM konsantrasyonda
%350’nin lizerinde inhibisyon gosterdigi tespit edilen kersetin, fisetin, EGCG ve

pelargonidinin ICso degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Etkili bilesiklerin TYR’a kars1 ICso degerleri

o TYR inhibisyonu ICso (mM)
Fenolik Bilesikler (% inhibisyon % S.8.%) (10 mM) (Ort+S.S.)
Kersetin 77,81+ 1,13 5,89 £0,01
Fisetin 71,36 £ 0,77 426 + 0,70
EGCG 67,12 +1,17 6,41 027
Pelargonidin 52,80+ 1,78 9,34 £ 0,05
a-Kojik asit” 85,25 £2,25 0,23 0,03

aStandart sapma (n: 3), "Referans bilesik

4.1.1. Etkili bilesik kombinasyonlarinin TYR inhibisyonuna ait bulgular

[1k tarama sonuclarimizda; TYR’a kars1 10 mM konsantrasyonda kersetin, fisetin, (-)-EGCG
ve pelargonidin adli fenolik bilesiklerin %350’nin {izerinde inhibisyon gosterdigi
bulunmustur. Ikili kombinasyonlarinin TYR aktivitesi iizerinde inhibitdr etkisi olup
olmadigint saptamak i¢in molekiillerin her biri 10 mM’da hazirlanmis ve bunlardan 1:1
oraninda ikili kombinasyonlar hazirlanarak deney prosediirii uygulanmig ve %50’ nin
iizerinde inhibisyon gdsterdikleri tespit edilmistir. Cizelge 4.3.’te verilen sonuglar elde

edilmistir.
Kersetin ve fisetin tek baslarina kullanildiginda sirasiyla % 77,81 = 1,13 ve % 71,36 + 0,77
inhibisyon gosterirken, 1:1 oraninda hazirlanan kombinasyonlar1 daha yiiksek inhibisyon (%

83,59 + 0,63) gostermistir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Hazirlanan ikili kombinasyonlarin (1:1) TYR inhibitor etkileri

. . . TYR inhibisyonu
Ikili Kombinasyonlar (1:1) (% inhibisyon % S.5.%) (10 mM)
Fisetin:Kersetin 83,59 £ 0,63
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Cizelge 4.3. (devam) Hazirlanan ikili kombinasyonlarin (1:1) TYR inhibitor etkileri

Fisetin:EGCG 72,46 + 2,88
Fisetin:Pelargonidin 63,91+ 1,37
Kersetin:EGCG 46,60 + 3,49
Kersetin:Pelargonidin 64,88 + 0,81
EGCG:Pelargonidin 70,97 + 1,86
a-Kojik asit’ 91,33 £0,25

aStandart sapma (n: 3), "Referans bilesik

Daha sonra, TYR’a kars1 etkili inhibitdr bilesiklerden hareketle 1:1:1 oraninda tiglii
kombinasyonlar1 hazirlanarak 10 mM’da TYR inhibisyon deneyleri yapilmistir. Hazirlanan
tiim kombinasyonlarin % 50’nin iizerinde inhibisyon gosterdikleri tespit edilmistir (Cizelge
4.4). Sirastyla ticlii kombinasyonlardan fisetin:kersetin:EGCG (1:1:1) kombinasyonu i¢in
% 77,85 + 2,18, fisetin:kersetin:pelargonidin (1:1:1) kombinasyonu i¢in %75,30 £+ 3,07,
EGCG:kersetin:pelargonidin =~ (1:1:1) kombinasyonu i¢in %76,32 + 3,18 ve
EGCG:fisetin:pelargonidin (1:1:1) kombinasyonu i¢in %70,80 + 2,59 inhibisyon degerleri

elde edilmistir.

Cizelge 4.4. Hazirlanan ti¢lii kombinasyonlarin (1:1:1) TYR inhibitor etkileri

P . . TYR inhibisyonu

Uclii Kombinasyonlar (1:1:1) (% inhibisyon £ S.8.") (10 mM)
Fisetin:Kersetin:EGCG 77,85 +2,18
Fisetin:Kersetin:Pelargonidin 75,30 + 3,07
EGCG:Kersetin:Pelargonidin 76,32 £ 3,18
EGCG:Fisetin:Pelargonidin 70,80 + 2,59

a-Kojik asit” 85,25+ 2,25

aStandart sapma (n: 3), "Referans bilesik

4.2. Elastaz Inhibisyonuna Ait Bulgular

TYR’a kars1 inhibitdr aktivite gosteren fisetin ve kersetin tek olarak, ayrica
fisetin:kersetin:EGCG/pelargonidin igerecek sekilde 1:1:1 oraninda hazirlanan igli
kombinasyonlarin elastaz {izerinde inhibitér etkisi olup olmadigin1 saptamak ig¢in
molekiillerin her biri 10 mM’da hazirlanmis ve ayni deney prosediirii uygulanmaigtir.
Sonuglar Cizelge 4.5.te verilmistir. Elastaz enzimine karst kersetin % 80,69 + 1,72
inhibisyon (ICso. 6,59 + 0,18 mM), fisetin ise % 60,23 £ 2,36 inhibisyon (ICso. 8,65 = 0,18

mM) gostermistir.
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Cizelge 4.5. Secilen fenolik bilesiklere ait elastaz inhibisyonu sonuglari

o . Elastaz Inhibisyonu ICs0 (mM)
Bilesikler ve kombinasyonlar (% inhibisyon £ §.8.%) (10 mM) (Ort.%S.S.)
Fisetin 60,23 2,36 8,65+0,18
Kersetin 80,69 £ 1,72 6,59 +£0,18
Fisetin:Kersetin.EGCG 48,27 +£2.21 b
Fisetin:Kersetin:Pelargonidin 53,80 + 1,04 8,97 £0,21
PVC* 99,65 + 0,08

aStandart sapma (n: 3), *Inhibisyon gozlenmedi, ‘Referans bilesik

4.3. Kolajenaz Inhibisyonuna Ait Bulgular

Uclii kombinasyonlar 10 mM konsantrasyonda test edilmis ve EGCG disinda hepsi %50’nin
altinda inhibisyon gostermistir. EGCG ise % 58,1 £ 2,78 inhibisyona yol agmistir (Cizelge

4.6).

Cizelge 4.6. Fenolik bilesiklere ait kolajenaz inhibisyonu sonuglari

Bilesik ismi Kolajenaz Inhibisyonu ICs0 (mM)

(% Inhibisyon £ S.S.") (10 mM) (Ort.=S.S.)
EGCG 58,1 £2,78 3,40 +£ 0,41
Fenantrolin® 87,83 £ 1,56

aStandart sapma (n: 3), "Referans bilesik

4.4. XO Inhibisyonuna Ait Bulgular

Tez gereglerimizi olusturan 36 adet fenolik bilesik XO’a kars1 test edilmistir. Allopirunol
(% 99,31 £ 0,27) referans bilesik olarak kullanilmistir. Sirastyla rozmarinik asit % 65,21 +
2,88, kafeik asit % 60,83 + 3,87, p-kumarik asit % 85,70 + 2,61, resveratrol % 53,13 £ 2,26,
amentoflavon % 52,26 + 0,85, viteksin % 55,23 + 3,51, kemferol % 79,07 + 0,17, fisetin %
77,12 + 1,89, (-)-EGCG % 92,18 £ 2,65, pelargonidin % 62,53 + 1,57, kersetin 3-B-D-
galaktoz % 81,28 £ 7,71, mirisetin % 76,07 £ 0,67, izokersitrin % 73,49 + 0,23, luteolin %
77,41+ 3,77 ve taksifolin % 68,21 + 3,45 oraninda inhibisyon gostermistir (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. Fenolik bilesiklere ait XO inhibisyonu sonuglari

Bilesik ismi XO inhibisyonu ICso (mM)
(% Inhibisyon £ S.S.") (10 mM) (Ort.=S.S.)

Gallik asit 25,53 +2,85

Sirinjik Asit 7,90 £2,20

Vanilik asit 17,15+ 2,28
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Klorojenik asit 8,77 £3,12

Elajik asit 40,49 + 1,20

Trans-Ferulik asit 34,45+ 1,30

p-Kumarik asit 85,70+ 2,61 5,54 £0,08
Kafeik asit 60,83 £ 3,87 8,31 +0,52
Rozmarinik asit 65,21 +2,88 8,26 + 0,08
D-(-)-Kinik asit 11,57+ 1,90

Oleuropein 18,75 +0,71

p-Tirozol 15,84 + 3,61

Hidroksitirozol 15,42 +£2.27

Pelargonidin 62,53 + 1,57 6,80 £0,15
Resveratrol 53,13 +£2,26 9,49 £0,13
Katesin 6,33 +£ 0,45

EGCG 92,18 £2,65 4,32 £0,02
Kersetin 28,15+ 1,09

Kemferol 79,07 £0,17 4,70 £ 0,09
Mirisetin 76,07 £ 0,67 4,55+0,07
Fisetin 77,12 £ 1,89 5,25+0,10
Hiperosit 81,28+ 7,71 6,26 £0,31
Luteolin 77,41 £3,77 5,43 £0,06
Apigenin 10,39+ 1,34

Taksifolin 68,21 +3,45 5,70+ 0,13
Trisin 11,45 +0,87

Tangeretin 24,85+ 1,24

Diosmetin 2,07 +£0,68

Hesperetin 24,53 £2,47

Naringin 40,98 + 1,05

Izokersitrin 73,49 £ 0,23 5,13 +£0,15
Orientin 47,03 £2,08

Viteksin 55,23 £3,51 9,35+0,31
Daidzein 18,30 + 2,83

Glisitein 5,75 £ 1,29

Amentoflavon 52,26 + 0,85 9,74 £ 0,08
Allopirunol” 99,31 £0,27 3,12+ 0,03

aStandart sapma (n: 3), ®Referans bilesik

4.5. Antioksidan Aktivite Tayinine Ait Bulgular

Tez calismamizda, 36 adet bitki fenoliginin antioksidan potansiyeli in vitro yontemlerle
taranmistir. Bilesikler, 10 mM'da DPPH radikal siipiiriicti aktivite, CUPRAC ve FRAP
deneyleri kullanilarak test edilmistir. Kapsamli taramamiz sonucunda, oleuropein, gallik
asit, kafeik asit, rosmarinik asit, katesin, kersetin, kemferol, luteolin, izokersitrin, fisetin,

EGCG ve viteksin en etkili fenolik antioksidanlar olarak tespit edilmistir.
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4.5.1. DPPH radikal siipiiriicii aktivite yontemi
Test edilen fenolik bilesikler arasinda en aktif olanlar gallik asit, klorojenik asit, rozmarinik
asit, oleuropein, hidroksitirozol, EGCG, kersetin, kemferol, fisetin, taksifolin olarak

saptanmistir. Sonuglar Cizelge 4.8.’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Fenolik bilesiklere ait DPPH radikal siiptiriicii etki sonuglari

DPPH radikal siipiiriicii etki (10 mM)

Bilesik ismi (% Siipiiriicii Etki + S.S.%)
Gallik asit 90,50 £ 0,39
Sirinjik Asit 89,96 + 0,89
Vanilik asit 50,29 + 1,03
Klorojenik asit 91,59+ 0,08
Elajik asit 87,98 +2,34
Trans-Ferulik asit 89,22 £ 0,69
p-Kumarik asit 28,59+ 1,24
Kafeik asit 89,66 + 0,09
Rozmarinik asit 90,41 + 0,31
D-(-)-Kinik asit 18,69 £ 0,42
Oleuropein 90,95 + 0,21
p-Tirozol 30,51+ 0,82
Hidroksitirozol 91,09 + 0,89
Pelargonidin 38.74+0.25
Resveratrol 87,14+ 1,71
Katesin 81.37+0.07
EGCG 91,09 £0,35
Kersetin 92,14+ 0,25
Kemferol 92,08 + 0,85
Mirisetin 86,69 £ 0,08
Fisetin 91,09 £0,12
Hiperosit 86,65 £ 0,25
Luteolin 88,13 £ 0,81
Apigenin 20,99 + 2,40
Taksifolin 91,09 £ 1,40
Trisin 25,82 +0,84
Tangeretin 25,76 £ 0,57
Diosmetin 47,08+0,13
Hesperetin 68,94 + 4,01
Naringin 14,99 + 0,74
Izokersitrin 87,14 £ 1,05
Orientin 80,05 + 3,39
Viteksin 22,77 +2,62
Daidzein 25,82 +0,87
Glisitein 24,12 +0.31
Amentoflavon 24,83 +4,76
Kersetin® 92,14+ 0,25

aStandart sapma (n: 3), "Referans bilesik
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4.5.2. FRAP yontemi

Test edilen tiim bilesiklerin referansa (kersetin) yakin veya daha iyi FRAP degerlerine sahip
oldugu ve taksifolinin en yiiksek FRAP degerine sahip oldugu bulunmustur. Sonuglar

Cizelge 4.9.da verilmektedir.

Cizelge 4.9. Fenolik bilesiklere ait FRAP yontemi antioksidan etki tayini sonuglari

Bilesik Ismi FRAP* +S.8." (10 mM)
Gallik asit 1,61 £0,02
Sirinjik asit 0,76 + 0,05
Vanilik asit 1,17+ 0,01
Klorojenik asit 1,57+0,11
Elajik asit 1,59+ 0,43
Trans-Ferulik asit 1,53+ 0,07
p-Kumarik asit 0,92 £0,02
Kafeik asit 1,40+ 0,12
Rozmarinik asit 1,83+ 0,05
D-(-)-Kinik asit 0,94 +£0,24
Oleuropein 0,83 +£0,01
p-Tirozol 1,04 £ 0,12
Hidroksitirozol 1,86 +0.05
Pelargonidin 1,25+ 0,02
Resveratrol 1,10+ 0,26
Katesin 1,51 +0,03
EGCG 1,31 +£0,05
Kersetin 1,84 + 0,03
Kemferol 0,99 £0,07
Mirisetin 1,78 +0.23
Fisetin 1,16+ 0,19
Hiperosit 1,17+ 0,08
Luteolin 1,70+ 0,22
Apigenin 1,46 £0,16
Taksifolin 2,00+£0,10
Trisin 0,98 + 0,08
Tangeretin 0,98 +£0,27
Diosmetin 1,40+ 0,10
Hesperetin 0,94 +£0,13
Naringin 0,99 £ 0,09
Izokersitrin 1,76 = 0,06
Orientin 1,49 + 0,38
Viteksin 1,13+0,16
Daidzein 1,46 + 0,29
Glisitein 1,09 + 0,02
Amentoflavon 1,75+ 0,69
Kersetin® 1,84+ 0,03

*Yiiksek absorbans degeri yiiksek FRAP anlamina gelmektedir, "Standart sapma (n: 3), “Referans bilegik
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4.5.3. CUPRAC yontemi

CUPRAC deneylerinde referansa (gallik asit) kiyasla en aktif olan fenolikler olarak kersetin,
izokersitrin, luteolin, kemferol, katesin ve oleuropein bulunmus olup, sonuglar Cizelge
4.10.”da verilmektedir.

Cizelge 4.10. Fenolik bilesiklere ait CUPRAC yOntemi antioksidan etki tayini sonuglari

s CUPRAC (10 mM)
Bilesik Ismi (450 nm £ S.S.%)
Gallik asit 3,40+ 0,01
Sirinjik asit 1,57+ 0,03
Vanilik asit 1,61 +0,07
Klorojenik asit 2,37+0,08
Elajik asit 0,52+ 0,08
Trans-Ferulik asit 1,58+ 0,01
p-Kumarik asit 1,07 + 0,09
Kafeik asit 2,23+0,16
Rozmarinik asit 2,71+£0,12
D-(-)-Kinik asit 0,31 £0,01
Oleuropein 3,11 +0,50
p-Tirozol 0,67 +£0,01
Hidroksitirozol 1,80 + 0,04
Pelargonidin 1,30+ 0,10
Resveratrol 1,69 + 0,04
Katesin 3,33+0,28
EGCG 1,96 = 0,20
Kersetin 3,99+ 0,01
Kemferol 3,60 +0,28
Mirisetin b
Fisetin 2,66 + 0,36
Hiperosit -

Luteolin 3,96 + 0,05
Apigenin 0,98 +£0,30
Taksifolin 1,46 £ 0,11
Trisin 0,07 +0,01
Tangeretin 0,26 £0,01
Diosmetin 0,43 £0,04
Hesperetin 1,79+ 0,17
Naringin 0,19 +0,01
Izokersitrin 3,99+ 0,01
Orientin 1,74 £ 0,24
Viteksin 0,17+0,01
Daidzein 0,47 £0,06
Glisitein 0,27+ 0,01
Amentoflavon 1,69 + 0,04
Gallik asite 3,40+ 0,01

Yiiksek absorbans degeri yiiksek CUPRAC anlamina gelmektedir, YAbsorbans yok “Referans bilesik
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4.6. Molekiiler Kenetlenme Deneylerine ait Bulgular

En yiiksek TYR inhibitor etkiye sahip oldugu tespit edilen fenolik bilesikler olan kersetin,
fisetin, EGCG ve pelargonidinin TYR ile etkilesimlerinin in silico ortamda incelenmesi
amactyla molekiiler kenetlenme c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Calismalarda reseptor
olarak inhibitor olarak tropolon bagl Agaricus bisporus mantarindan elde edilen TYR (PDB
kodu: 2Y9X) secilmistir. TYR1n enzimatik yapis1 392 amino asitten olusan iki H alt birimi
ve 150 aminoasitten olusan iki L alt birimi igerir. TYR’1n H alt birimi, His61, His85 ve His94
olmak tizere 3 adet histidinin birinci bakir iyonu ve His259, His263 ve His296 ile koordine
edilmis ikinci bakir iyonu ile etkilesime girdigi 2 cekirdekli bakir bdlgesi igerir. TYR
inhibisyonunda rol oynayan en 6nemli faktor, aktivitede onemli bir rol oynayan bakir iyonu
ile koordine edilmis histidin amino asitleriyle etkilesimin meydana gelmesidir. Molekiiler
kenetlenme ¢aligmasinin sonuglarina goére, TYR’1 yaklasik % 78 oranda inhibe eden kersetin,
kromon halkasi ile aktif bolgedeki bakir iyonlarina yakin bir bdlgeye yerlesmis, halka
izerinde 3. konumda yer alan hidroksil grubu His244 ile 7. konumdaki hidroksil grubu ise
Met280 ile hidrojen bag meydana getirmistir. Bu etkilesimlere ek olarak kromon halkasi ile
Phe264 ve kromon halkasinin 2. konumuna bagh fenil halkasiyla His244 arasinda m-mt
etkilesimleri gozlenmistir. Kersetin i¢in baglanma enerjisi -8.169 kkal/mol olarak
hesaplanmistir. Kersetine yapisal olarak ¢ok benzeyen ve TYR inhibitor etkisi % 71 olarak
bulunan fisetin, aktif bolgede kersetine gore ters bir baglantt modu gostermistir. Fisetin
yapisindaki kromon halkasinin 2. konumunda yer alan fenil halkasi bakir baglanma
bolgesine dogru yonelse de o bolgedeki aminoasitleriyle etkilesim gdstermemistir. Kromon
halkas1 ise Phe264 ile n-rt etkilesimleri gosterirken, Arg268 ile m-katyon etkilesimlerine
girmistir. Fisetin i¢in baglanma enerjisi -7.198 kkal/mol olarak hesaplanmistir. TYR’1 % 67
oraninda inhibe eden EGCG i¢in belirlenen baglant1 konformasyonu incelendiginde, kromon
halkasinin 2. konumunda yer alan fenil halkasi tizerindeki hidroksil gruplarinin Arg268 ve
Gly281 ile hidrojen baglari olusturdugu goézlenmistir. Bunun yaninda, gallik asit kalintisinin
bakir baglanma bolgesine yonelerek His259 ve His263 ile m-n etkilesimleri gdsterdigi,
Met280 ile de hidrojen bag1 olusturdugu tespit edilmistir. His244 ile de kromon halkasinin
5. konumunda yer alan hidroksil grubu arasinda hidrojen bag1 meydana gelmistir. EGCG
icin baglanma enerjisi -7.893 kkal/mol olarak hesaplanmistir. Molekiiler kenetlenme
caligmalar1 icin segilen bilesikler arasinda TYR inhibitor etkisi en diisiik olan (% 52)
pelargonidin, enzim aktif bolgesine Phe264 ve His244 ile meydana getirdigi =n-m

etkilesimleri ve kromon halkasinin 3. ve 7. konumlarinda yer alan hidroksil gruplarmin
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sirastyla His244 ve Gly281 ile olusturdugu hidrojen baglar1 sayesinde yerlesmistir.

Pelargonidin i¢in baglanma enerjisi -5.853 kkal/mol olarak hesaplanmistir.

Secilen fenolik bilesikler i¢in molekiiler kenetlenme deneylerinin sonuglar1 in vitro TYR

inhibisyon testinde bulunan degerler ile uyumlu bulunmus olup, Sekil 4.1.’de gosterilmistir:

Sekil 4.1. TYR enzim bolgesinde (PDB kodu: 2Y9X) kersetin (A), fisetin (B), EGCG (C)
ve pelargonidin (D) i¢in belirlenen baglant1 konformasyonlar1 (Hidrojen baglari
sar1, -1 etkilesimleri turkuaz, m-katyon etkilesimleri ise kirmiz1 kesikli ¢izgilerle
gosterilmistir).

4.7. Sitotoksisite Analizine Ait Bulgular

SKMEL 30 hiicrelerine 72 saat maruz birakilan fisetin (F), kersetin (Q), EGCG (E),
pelargonidin (P) bilesikleri ile fisetin:kersetin:EGCG ve pelargonidin:kersetin:EGC
kombinasyonlarinin (1:1:1) sitotoksisite degerlendirmesi yapilmistir, referans ilag olarak
doksorubisin kullanilmistir. Fenolik bilesikler ve kombinasyonlarinin sitotoksisite

degerlendirmesi ile hesaplanan 1Cso degerleri Cizelge 4.11.’de, sitotoksisite grafikleri ise

Sekil 4.2.”de verilmektedir.

Cizelge 4.11. SKMEL 30 hiicrelerine 72 saat maruz birakilan fenolik bilesikler ve
kombinasyonlarinin sitotoksisite degerlendirmesi ile hesaplanan ICso

degerleri
Fenolik bilesikler ve kombinasyonlari ICs (Ortalama + S.S.”) (ug/ml)
Fisetin 8,96 + 0,15
Kersetin 7,15+0,16
EGCG 10,07 £ 0,29
Pelargonidin 18,79 +£ 1,01
Fisetin:kersetin:EGCG (1:1:1) 8,45+ 0,28
Pelargonidin:kersetin:EGCG (1:1:1) 12,86 £ 0,36
Doksorubisin® 0,17£0,01 uM

aStandart sapma (n: 3), "Referans bilesik
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Sekil 4.2. TYR inhibitorii olan fenolik bilesiklere ait sitotoksisite grafikleri (F: Fisetin, Q:
Kersetin, E: EGCG, P: Pelargonidin)

4.8. Kozmetik Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular
4.8.1. Nanoemiilsiyonlarin kisa siireli fiziksel stabilite calismalar:

Kersetin ve fisetin igeren nanoemiilsiyonun kisa siireli fiziksel stabilite ¢alismalar1 25 °C £+
2 °C, %60 RN + %5 kosullarinda baglangig, 1. ay ve 3. aylarda yapilan damlacik biiytikliigi
ve dagilimi, zeta potansiyeli, viskozite 6l¢lim degerleri, pH degerleri, goriiniis, renk ve faz
ayrismasi degerlendirmeleriyle gerceklestirilmistir. Tiim viskozite 6l¢iimleri i¢in 64 no’lu
spindle, %20 tork degerinde ve 30 rpm’de kullanilmistir (Brookfield LVDPlus).
Nanoemiilsiyonun pH o6l¢iimleri (Milwaukee PH56) oda sicakliginda manyetik karistirict
altinda siirekli karigtirma saglanarak yapilmistir. Goriliniis, renk ve faz ayrigmasi
degerlendirilmesi gozleme dayali olarak tayin edilmistir. DS, DS dagilimi1 ve zeta potansiyel
degerleri Malvern Zetasizer cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. Ol¢iim islemleri 3’er kez

tekrarlanarak elde edilen degerlerin Xort ve S.S. degerleri hesaplanmigtir.
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Kersetin ve fisetin (1:1) kombinasyonu i¢eren nanoemiilsiyon iizerindeki kisa siireli fiziksel
stabilite caligmalar1 bulgular1 Cizelge 4.12.’de sunulmaktadir. Elde edilen bulgulara gore
nanoemiilsiyonlarin 3 ay siiresince fiziksel stabilitelerini korudugu ve reolojik 6zelliklerinin
degismedigi gdzlenmistir. DS ve zeta potansiyellerinde anlamli bir degisme gézlenmemesi,

fiziksel stabilitenin korundugu anlamina gelmektedir.

Cizelge 4.12. Kersetin ve fisetin (1:1) kombinasyonu iceren nanoemiilsiyona ait fiziksel
stabilite sonuclar1 (25 °C £ 2 °C, %60 RN £ %5)

Degerlendirme Kriterleri i1k Olciim 1. Ay 3. Ay
Gorliniis Homojen Homojen Homojen
Renk Acik sart Agik sart Agik sart
Faz Ayrismast Gozlenmedi Gozlenmedi Gozlenmedi
DS (nm, Ort. +S.S.9) 228,14 £23,1 259,05+ 10,3 245,40 £51,2
PDI

(Ort. + S.8.) 0,177 £ 0,001 0,201 £0,014 0,195 £ 0,025
Zeta Potansiyel (mV, Ort. £S.S.) -34,7+0,8 -30,7+2,5 -31,8+4,9
Viskozite (cP, Ort. £S.S.) 1270 £ 56 1238 £48 1214 £23
pH (Ort. £S.S.) 6,7£0,02 6,6 £0,04 6,8 £0,01

sStandart sapma (n: 3), "Damlacik Biiyiikligii

Yag faz1 (Hint yag1) ve su fazi (Tween 80, PEG400 ve distile su) 60—65 °C’ye getirilmis ve
homojenizator (Highshear Silent Crusher M, Heidolph, Germany) ile 25 000 rpm’de 1 dk
siire ile homojenize edilmistir. Kaba emiilsiyon, %75 genlik (amplitude) degerinde 5 dk siire
ile ultrasonikasyona (Bandelin, Sonopuls 2070 Germany) tabi tutulmustur. Oda sicakligina

gelen nanoemiilsiyonlar vida kapakli viallere alinarak, muhafaza edilmistir.

Nanoemiilsiyonlarin olusumunda kritik kontrol parametreleri olarak DB ve PDI degerleri
gdz Oniine almarak, formiilasyon parametrelerinin etkileri arastirilmistir. Formiilasyon
parametreleri olarak yag fazi ve su fazinin farkli oranlari tasarim alani olarak belirlenerek 2°
faktoriyel tasarimdan faydalanilmistir. Bagimsiz degiskenlerin hint yagi (% 5, % 10), Tween
80 (% 2,5 ve % 5) ve PEG 400 (% 2,5 ve %5) bagimli degiskenler iizerine olan etkileri ve
etkilesim analizi i¢in her deney 3 kere tekrarlanmis ve toplam 24 deney yapilmistir (Cizelge

4.13.-4.14).
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Cizelge 4.13. Nanoemiilsiyonlarin hazirlanmasinda deney diizeni ve bagli parametre

sonuglari
Sira  A:Hint Yagt B:PEG* C: Tween 80 DB PDI*
% % % nm
1 10 2,5 5 203,5 0,267
2 10 2,5 5 201,5 0,273
3 5 2,5 5 183,7 0,293
4 10 5 5 208,7 0,249
5 10 5 2,5 264,2 0,244
6 5 2,5 5 174,4 0,283
7 10 2,5 2,5 263,7 0,335
8 10 2,5 5 195,7 0,263
9 10 5 2,5 253,2 0,243
10 5 2,5 5 169,1 0,421
11 5 5 167,5 0,283
12 5 2,5 182,4 0,256
13 10 5 5 200,2 0,272
14 5 2,5 177,3 0,258
15 2,5 2,5 197,0 0,270
16 10 2,5 2,5 254,1 0,176
17 5 5 5 160,0 0,284
18 2,5 2,5 188,6 0,261
19 10 2,5 2,5 2524 0,145
20 10 5 2,5 246,7 0,207
21 10 5 5 199,1 0,254
22 5 2,5 2,5 184,5 0,259
23 5 5 5 149,7 0,352
24 5 5 2,5 170,9 0,245

Polietilen glikol, "Damlacik biiyiikliigii, “Polidispersite indeksi

Cizelge 4.14. Nanoemiiljellerin DB ve DB dagilimi i¢in tanimlayic istatistikleri

Yamt Degisken Birim Deney  Analiz Minimum Maksimum  Ort. S.S.?
R1 DRB® nm 24 Faktoriyel 149,7 264,2 202,00 34,88
R2 PDI* 24 Faktoriyel 0,145 0,421 0,2664 0,0537

aStandart sapma (n: 3), "Damlacik biiyiikliigii, ‘Polidispersite indeksi
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Cizelge 4.15. DS i¢in bagimsiz degiskenlerin etkilesimleri

F-degeri p-degeri
Model 101,63 <0.0001
A-Hint Yagi 379,67 <0.0001
B-PEG 7,27 0,0153
C-Tween 80 166,08 <0.0001
AB 7,68 0,0131
AC 49,06 <0.0001
BC 0,0078 0,9304

Yapilan 23 faktoriyel analize gore damlacik biiyiikliigiiniin kullanilan hint yagi, PEG ve
Tween 80 oranlarina gore anlamh sekilde degistigi, ayn1 zamanda hint yagi — PEG ve hint
yagt — Tween 80 arasinda etkilesim meydana geldigi Cizelge 4.15.’te goriilmektedir
(»<0,05). Bahsedilen etkilesimlere ait etkilesim grafikleri Sekil 4.3. ile 4.4.’te; etkilesimlere

ait 3D ylizey grafikleri Sekil 4.5. —4.7.’de verilmektedir.

Factor Coding: Actual
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280 _ B: PEG (%)
PS (nm)

. 260
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X2 = B: PEG
240 _|
Actual Factor E
C: Tween 80 = 3,75 220 | -~
E —
- B-25 8 200 - // 4
AsB+s .

180

|
»\1\—1

160

140

Sekil 4.3. Hint yag1 — PEG etkilesim grafigi

Formiilasyonda PEG’in diisiik miktarda kullanilmasinin yani sira hint yagmin da diisiik
miktarmin kullanilmasi ile daha diisiik damlacik biiyiikliigii elde edilebilmektedir. Buna
ragmen PEG’in yiiksek orani kullanilip hint yagmin diisiik miktarmin kullanilmas: ile
damlacik biiyiikligi en diisiik seviyesinde elde edilmektedir. PEG’in yiiksek veya diisiik

oranin kullanilmasi farketmeksizin hint yaginin yiliksek oranda kullanilmasi ise damlacik

boyutunu benzer seviyede yiikseltmektedir.
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Factor Coding: Actual )
Interaction

280 C: Tween 80 (%)
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. 260
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A: Castor Oil (%)

Sekil 4.4. Hint yag1 — Tween 80 etkilesim grafigi

Benzer sekilde hint yagi diisik miktar kullanildiginda Tween 80’in yiiksek miktarinin
kullanilmas: damlacik biiyiikliigiinii diisiik seviyelere getirmektedir. Formiilasyonda hint
yag1 yiiksek oranda kullanilirsa, DS’nin en diisiik seviyelerde kalmasi i¢in Tween 80’in

yiiksek oraninin kullanilmasi gerekmektedir (Sekil 4.4.).

Factst toding: Actual
s
@ Design Points

1407 [N 2642
PS.(om)
X2."Ebesign Points

5557 I 2542

X1 = A: Castor Oil
X2 = B: PEG

3D Surface

Actual Factor
C: Tween 80 = 3,75

05 nm)

B:PEG () . A Castor Ol (%)

Sekil 4.5. Hint yag1 — PEG 3D yiizey grafigi (DS)
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Sekil 4.6. Hint yag1 — Tween 80 3D yiizey grafigi (DS)

PaetoPCBding: Actual
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Actual Factor
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Sekil 4.7. PEG — Tween 80 3D yiizey grafigi (DS)

Cizelge 4.16. DS dagilimi igin bagimsiz degiskenlerin etkilesimleri

F-degeri p-degeri
Model 2,22 0,0918
A-Hint Yagi 5,50 0,0315
B-PEG 0,1868 0,6710
C-Tween 80 6,75 0,0188
AB 0,2699 0,6101
AC 0,3682 0,5520

BC 0,2434 0,6281
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23 faktorlii analize gore PDI'nin kullanilan hint yagi ve Tween 80 oranlarina gore anlamli
olarak degistigi goriilmektedir (p<0,05). PEG 400'n diisiik veya yiliksek diizeyde
kullanilmast PDI iizerinde anlamli bir etkiye sahip degildir (p>0,05). Formiilasyon
bilesenleri arasinda etkilesim gozlenmemistir (Cizelge 4.16). Damlacik biiyilikligii dagilima

ait 3D yiizey grafikleri Sekil 4.8. — 4.10.’da gosterilmektedir.

Paetorcediig: Actual

3D Surface

PDI
Pypesion points
015 o4zt

@ Design Points

B4 N o421

12K Tastor Ol
X2 = B: PEG

Actual Factor
C: Tween 80 = 3,75

Sekil 4.8. Hint yag1 — PEG 3D yiizey grafigi (Damlacik biiytikligt dagilimi)

PactoriCBditg: Actual

- 3D Surface

Ppesion Points

0145 0421
esign Points

[ J
o o
A astor Ol
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Sekil 4.9. Hint yag1 — Tween 80 3D yiizey grafigi (PDI)
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PACETBAiY: Actual
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Sekil 4.10. PEG — Tween 80 3D yiizey grafigi (PDI)

Sonug olarak, formiilasyon bilesenlerinin miktarlarinin DS ve PDI degerlerine etkisi dikkate
alindiginda, hint yag1 orani diisiik (%5), Tween 80 (%5) ve PEG 400 (%5) orami yiiksek
oldugunda optimize edilmis bir formiilasyon hazirlanacagi dngoriilmiistiir. Bu formiilasyon

ayni zamanda tasarim yaziliminin optimizasyon onerilerinden biridir (Resim 4.1.).

Resim 4.1. Hazirlanan nanoemiiljel formiilasyonu
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4.9. Nanoemiiljel Formiilasyonunun Cilt Uzerine Etkilerinin Test Edilmesine ait

Sonuclar

Tez dahilinde hazirladigimiz nanoemiiljel formiilasyonu, Cizelge 4.17.’de verilen ¢esitli
sitokinler ve kemokinlere etkileri acisindan da keratinositlerde test edilmistir.
Formiilasyonun GM-CSF, IL-18, IL-1RA, IL-2R, IL-5, -6, -7, -8, -10, -12, -13, -15, -17, 18,
TNF-a, CCL5, CCL11 CXCL10 ve CXCL9 ekspresyonuna neden oldugu saptanmuistir.

Cizelge 4.17. Sitokin ve kemokine kars1 nanoemiiljel formiilasyonumuzun cilt rejenerasyonu
saglayici ve ciltteki enflamasyona kars: etkisi

Isim Tip Keratinosit Fonksiyon
ekspresyonu
GM-CSF Sitokin + Ten rengi/yara iyilesmesi
IFN-a Sitokin - Dogustan bagisiklik
IFN-y Sitokin - Dogustan ve adaptif bagisiklik
IL-18B Sitokin + Pro-enflamatuvar
IL-1RA Sitokin + Pro-enflamatuvar
IL-2 Sitokin - Immiinomodiilator
IL-2R Sitokin + Immiinomodiilator
IL-4 Sitokin - Immiinomodiilator
IL-5 Sitokin + Immiinomodiilatér
IL-6 Sitokin + Pro-enflamatuvar
IL-7 Sitokin + Immiinomodiilatér
IL-8 Sitokin + Pro-enflamatuvar
IL-10 Sitokin + Immiinomodiilator
IL-12 (p40/p70) Sitokin + Immiinomodiilator
IL-13 Sitokin + Immiinomodiilatér
IL-15 Sitokin + Immiinomodiilator
IL-17 Sitokin + Pro-enflamatuvar
TNF-a Sitokin + Pro-enflamatuvar
Eotaksin (CCL11) Kemokin + Yara iyilesmesi
IP-10 (CXCL10) Kemokin + Immiinomodiilator
MCP-1 (CCL2) Kemokin + Pro-enflamatuvar/yara iyilesmesi
MIG (CXCL9) Kemokin + Enflamatuvar
MIP-1a (CCL3) Kemokin - Enflamatuvar
MIP-18 (CCL4) Kemokin - Enflamatuvar
RANTES (CCLS) Kemokin + Enflamatuvar
IL-18 Sitokin + Hassasiyet
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4.11. Nanoemiiljel formiilasyonumuzun 2D modelinde canlilik testi sonuglari (WFA:
Withaferin A, ILK: Nanoemiiljel formiilasyonu)
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4.12. Nanoemiiljel formiilasyonumuzun anti-enflamatuvar potansiyeli (WFA:
Withaferin A, ILK: Nanoemiiljel formiilasyonu)
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Sekil 4.13. Nanoemiiljel formiilasyonumuzun EpiC'lerle 3D modelde canlilik (Epidermis
Modeli, 6 saatlik tedaviden sonra) testi sonu¢lart (WFA: Withaferin A, ILK:
Nanoemiiljel formiilasyonu)

Sekil 4.11°de gosterildigi gibi %]1'lik bir konsantrasyonda (ortamdaki ¢ézliinme sorunlari
nedeniyle test edilen en yiiksek konsantrasyon) HaCaT canliliginda bir azalma oldugu
goriilmiistiir. Lusiferaz tahlilinde, nanoemiiljelin yiiksek anti-enflamatuvar etkisi, NF-kB'nin
azaltilmast yoluyla, %0,1 nihai hacimdeki numune konsantrasyonunda neredeyse %350
oraninda goriilmistiir. (Sekil 4.12.). Nanoemiiljelin canlilik iizerindeki etkisi EpiC'lerle 3D
Modelde test edilmistir. 6 saatlik tedavi sonras1 metabolik aktivite {izerinde herhangi bir etki
gozlenmemistir ve numune herhangi bir zarar verici etkiye neden olmamistir (Sekil 4.13.).

Sonug olarak nanoemiiljel formiilasyonumuzun zarar verici bir etki gostermedigi tespit

edilmistir.
MTT n=2
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Sekil 4.14. Korozyon testi (OECD kilavuzu) (KOH: Potasyum hidroksit, ILK: Nanoemiiljel
formiilasyonu)
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OECD kilavuzuna gore (3 dk ve 1 saat) ciltte geri doniigii olmayan bir hasar yaratmadig:

tespit edilmistir (Sekil 4.14).
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5. TARTISMA

Son yillarda, tiiketicilerin dogal kaynaklardan elde edilen kozmetik iiriinlere olan talebi
dolayistyla alternatif etken madde arayislarina yonelik calismalar artmistir. Fenolik
bilesikler, genis bir biyoaktivite yelpazesine sahiptir ve bu durum onlari bu kozmetik

iirlinlerin gelistirilmesi icin ideal adaylar haline getirmistir.

Melanin pigmenti, cildi UV i1smlarmin zararli etkilerinden korusa da asir1 liretimi ve
birikmesi; hiperpigmentasyon, post-enflamatuvar pigmentasyon, melazma ve cilt
yaslanmas1 gibi durumlara neden olmaktadir. Bunlarin yani sira gidalarin renklerinin
koyulasarak kalitelerinin diismesine de yol agmaktadir. Melanin, cilt renginden sorumlu ana
pigmenttir. Bununla birlikte, melanin iiretiminden sorumlu olan TYR’nin asir1 {iretimi
oldugunda, cilt hiperpigmentasyonuna neden olur ve bu da agik ila koyu kahverengi lekeler,
yiiz, boyun ve govdede diizensiz gri lekeler ve solgunluk gibi daha koyu bir cilt gériiniimiine

yol agar.

Funguslar, bitkiler ve hayvanlar olmak {izere birgok organizmada bulunan ve deriye rengini
veren melanin pigmentinin biyosentezinde anahtar enzim olarak TYR yer almaktadir.
Melanin olusumunu azaltabilen veya engelleyebilen TYR inhibitor ajanlari tip, kozmetik ve
gida endiistrilerinde yogun ilgi gérmektedir. TYR inhibitorleri arasinda en yaygin olarak
kullanilanlarin basinda o-kojik asit gelmektedir. Fakat a-kojik asitin stabilite problemleri ile
ciltte irritasyon, hassasiyet, dermatit gibi yan etkileri ve karsinojen etkilerinden dolay1
kullanimi1 sinirlidir. Bu nedenle stabilite problemi olmayan, daha giivenli ve daha etkili yeni

TYR inhibitorlerine halen ihtiyag vardir.

Elastin; aort, akciger, kikirdak, elastik baglar ve cilt gibi bag dokularina esneklik saglayan
hiicre dis1 bir matris proteinidir. Elastin, kolajenden kabaca 1000 kat daha esnektir; bu
nedenle elastinin ana islevi tam olarak dokularin esnekligidir. Elastin; vaskiiler diiz kas
hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan sentezlenir ve salgilanir. Bu siire¢ normalde viicut
olgunluga eristiginde ergenlikten hemen sonra durur. Kolajene ek olarak, cildin elastikiyetini
ve sikiligini korumak igin elastin tiretilir. Bununla birlikte, elastin liflerindeki azalma, elastaz
enziminin agir1 Uretilmesinden kaynaklanir ve ardindan mekanik doku 6zelliklerini azaltir.

Kolajen, insanlarda bulunan en bol proteindir ve dermisin birincil yapisal bileseni olarak,
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insan cildine gli¢ ve destek vermenin yanmi sira cilt elastikiyetini ve esnekligini geri
kazandirmaktan sorumludur. Normal ciltte, cildin elastikiyetini ve sikiligint korumak i¢in
kolajen tekrar tekrar iiretilir ve pargalanir. Bununla birlikte, genel olarak, kolajendeki
azalma, matris-metaloproteazlarin ve kolajenaz enzimlerinin asir1 iretilmesinden

kaynaklanir (Gokce, 2023).

Cilt yaslanmasi karsit1 ve cilt rengini agic1 kozmetik iiriinlere olan talep nedeniyle bu pazara
ilgi artig gostermektedir. Bu nedenle, cilt yaslanmasini ve lekelenmesini giderici maddeler
izerine yapilan aragtirmalar, popliler arastirma alanlarindandir. Cildin belirli bir bolgesinde
anormal melanin birikmesi estetik soruna neden olmaktadir. Dogal kaynaklar olarak
bitkilerden, mantar tiirlerinden ve deniz alglerinden elde edilen TYR inhibitorleri, kozmetik
talep nedeniyle genellikle kimyasal olarak sentezlenmis bilesiklerden daha fazla ilgi
gormektedir. Bununla birlikte, sitotoksisite, ¢oziiniirliik, etkili kutanéz absorpsiyon vb. gibi
diger parametreler nedeniyle pratikte yalnizca birka¢ dogal inhibitdr kozmetik olarak
kullanima girmistir. Bu nedenle bircok dogal inhibitor, yari sentetik analoglara
donitistiriilmekte ve bircok sentetik yeni yapisal iskelete sahip TYR inhibitorleri
tasarlanmaktadir. Pek c¢ok sentetik inhibitér miikemmel mantar TYR inhibitor aktivitesi
sergilemesine ragmen, bunlardan c¢ok azi hiicresel sistemlerde veya deri modellerinde
melanogenez inhibisyon aktivitesi gdstermektedir. Bu nedenle yakin zamanda kesfedilen
sentetik TYR inhibitorlerinin birincil hedefi, hiicre-bazli analizde uygun inhibitor aktiviteye

ulagmaktir.

Hem sentetik hem de dogal kokenli yeni TYR inhibitér bilesiklerinin kesfine yonelik
kapsamli aragtirmalar olmasina ragmen, mevcut TYR inhibitorlerinin sayis1 olduk¢a sinirli
olup, ozellikle kozmetik sektdriinde yeni inhibitorlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Orhan ve
digerleri 2015). Hidrokinon, kojik asit ve arbutin gibi en yaygin olarak kullanilan TYR
enzim inhibitdr ajanlarindan bazilari tatmin edici sonuglar vermemekte ve ciddi yan etkilere
neden olabilmektedir (Muchtaridi ve Dewi, 2020; Shim ve digerleri, 2017). Arbutin cilt
rengini agici bir ajan olarak ve hiperpigmentasyon bozukluklarinin tedavisi i¢in umut vaat
etse de kullanimiyla iliskili giivenlik endiseleri ve olas1 yan etkiler, giivenli ve etkili bir
sekilde uygulanmasini saglamak i¢in daha fazla arastirma ve kapsamli degerlendirmeyi

gerektirmektedir.
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Kozmetik pazarinda halihazirda kullanilmakta olan TYR inhibitorleri ile ilgili yan etki
bildirimleri olduk¢a fazladir. Yakin zamanda bildirilen en ¢arpici vakalardan biri, Acer
nikoense (Miq.) Maxim. bitkisinden izole edilmis dogal bir bilesik olan 4-(4-hidroksifenil)-
2-butanoldiir. 2008'den beri kozmetikte cilt beyazlatic1 bir bilesen olarak tanimlanmistir.
Bununla birlikte, bu bilesigi igeren kozmetik {irlinleri kullanan 6nemli sayida tiiketici,
ciltlerinde 16koderma problemi yasadigindan, 2013 yilinda bu bilesigi tasiyan cilt rengini
acict kozmetik {iriinler geri c¢ekilmistir (Lee ve digerleri, 2016). Bu nedenle
hiperpigmentasyon bozukluklarinin tedavisi i¢in yeni bilesiklerin gelistirilmesine ihtiyag

vardir (Cela-Lopez ve digerleri, 2021).

“Bitkisel Kokenli Bazi Fenolik Bilesiklerin /n Vitro ve In Silico Deney Modelleri ile Cilt
Lekesi Giderici Etkilerinin Incelenmesi ve Kozmetik Formiilasyon Tasarlanmas1” baslikli
tezimizde, bitkilerde yaygin bulundugu bilinen ve kozmetik {iriinlerde de yer alan fenolik
bilesiklerin farkli kimyasal gruplarindan 36 adet fenolik bilesik secilmis, cilt lekelerini agici
ve kirigiklik karsiti etkileri TYR, elastaz, kolajenaz ve XO’a karsi enzim inhibisyonu
deneyleri ile in vitro olarak tayin edilmistir. Fenolik bilesikler, 3 ayr1 yontem ile antioksidan
aktiviteleri agisindan da test edilmistir. Zira bircok dogal kaynakli fenolik bilesik, giiclii
antioksidan etkileri nedeniyle kozmetik {riin formiilasyonlarinda yer almaktadir.
Nanoemiiljel formiilasyonumuzun etken maddelerini olusturan kersetin ve fisetin,
antioksidan aktivite testlerimizde de yiiksek etkinlik gdstermistir (Cizelge 4.8, Cizelge 4.9
ve Cizelge 4.10). Oksidan bir enzim olan XO’a karsi, 10 mM konsantrasyonda fisetin
inhibitor etki (%77,12 + 1,89, ICso: 5,25 + 0,10 mM) gosterirken, kersetinin inhibitdr etkisi
(%28,15 += 1,09) diisik bulunmustur. Ancak daha oOnceki calismamizda, 25 mg/mL
konsantrasyonda test edildiginde kersetin XO’1 % 98, 03 £ 2,34 oraninda inhibe etmistir
(Baki Kekilli ve digerleri, 2021). Bu tez calismasinda kersetinin daha diisiik etki

gostermesinin sebebi, konsantrasyonun ¢ok daha diisiik olmasi ile agiklanabilir.

Daha sonra TYR’1 etkili sekilde inhibe ettigi belirlenen fenolik bilesiklerin in silico ortamda
TYR ile molekiiler kenetlenme modellemeleri simiile edilmis ve 6zellikle enzimin aktif
bolgesinde bulunan bakir atomlariyla etkilestikleri saptanmistir. Secilen fenolik bilesikler,
SKMEL-3 insan malignant melanoma hiicre hattinda ¢ok diisiik sitotoksisite gOstermistir.
Tezimizin ana amacinin cilt rengini agici kozmetik formiilasyon hazirlanmasi oldugundan,
on taramamizda TYR’n aktif inhibitorii oldugunu belirledigimiz 4 adet fenolik bilesikten

hareketle, ikili ve li¢lii kombinasyonlar olusturulmus ve TYR’a karsi tekrar test edilmistir.
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TYR ve elastaz inhibitorii etkileri ac¢isindan en yiiksek etkiyi gostermeleri nedeniyle, en
uygun kombinasyon olduguna karar verilen fisetin: kersetin (1:1) igeren nanoemiiljel
formiilasyonu hazirlanmistir. Nanoemiiljel formiilasyonu, Avusturya Ilag Arastirma
Enstitiisiinde (Austrian Drug Screening Institute, ADSI) bulunan kozmetik laboratuvarinda
iki boyutlu (2D) ve ii¢ boyutlu (3D) deneysel modeller ile test edilmistir. 2D modelleri ile
HaCaT keratinosit hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi ile lusiferaz yontemi ile NF-xB
indiiksiyonu lizerinden anti-enflamatuvar etkisi incelenen nanoemiiljel formiilasyonunun cilt
iizerine korozyon etkisi 3D cilt modelleri ile yeniden yapilandirilmis insan epidermis
hiicreleri tizerinde EpiCS® yontemi ile incelenmistir. Anti-enflamatuvar aktivite
potansiyelinin saptanmasi i¢in nanoemiiljel formiilasyonunun cilt rejenerasyonu iizerine
etkisi, xMAP Luminex teknolojisi ile ¢esitli sitokinler ve kemokinlere karsi incelenmistir.
Nanoemiiljel formiilasyonumuz {izerinde kisa siireli (3 ay) stabilite calismasi da

gerceklestirilmistir. Tezimiz kapsaminda yapilan tim deneysel ¢alismalar, Sekil 5.1°de

sunulmustur.
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Sekil 5.1. Tezimiz kapsaminda yapilan deneysel caligmalarin sematik gosterimi

Tezimizin hedefi olan cilt rengini agict kozmetik formiilasyonu, nanoemiiljel olarak
gelistirilmis, kisa siireli stabilite calismamizda, 3 ay boyunca formiilasyonun stabil oldugu
gbzlenmistir. Naoemiiljel formiilasyonumuz, deri biyolojisi ve farklilagsma calismalarinda

yaygin olarak kullanilan bir insan keratinosit hiicre hatt1 olan HaCat hiicre hatt1 kullanilarak
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2D canlilik (viability) modelinde, Withania somniferamin (L.) Dunal yapraklarindan izole
edilen steroidal bir lakton ve sitotoksik bir molekiil olan withaferin A (WFA) ile mukayese
edildiginde, 6zellikle % 0,001; % 0,01 ve % 0,1 arasinda test edilen oranlarda keratinosit
canliligint bozmadigi; %1 oraninda formiilasyona maruz birakilan keratinositlerin de %65
civarinda canliliklarint korudugu tespit edilmistir (Sekil 4.11). 2D modeli lusiferaz
enzimatik testi ile yine HaCat hiicre hattinda nanoemiiljel formiilasyonumuzun anti-
enflamatuvar etkinligi NF-kB indiiksiyonu iizerinden, WFA ile mukayese edilmistir. Zira
WFA'nin farkli hiicre tiplerinde, cesitli pro-enflamatuvar ve stres yanit aracilarinin
ekspresyonunu kontrol eden ¢ok yonlii bir transkripsiyon faktorii olarak bilinen NF-xB
aktivitesini inhibe ettigi tanimlanmistir. Lusiferaz enzimatik deneyi ise, lusiferaz enziminin
aktivitesini 6lgmek i¢in molekiiler biyoloji ve biyokimyada kullanilan yaygin bir yontemdir.
Lusiferaz, lusiferinin oksidasyonunu katalize ederek 151k yayilmasina neden olur. Bu testte,
yayilan 1s1k miktart numunede bulunan lusiferaz aktivitesi ile dogru orantilidir ve raportdr
gen tahlilleri, ATP tespiti ve gen ekspresyon seviyelerinin izlenmesi dahil olmak {izere ¢esitli
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Hassas ve ¢ok yonlii bir teknik olmast bu
testi aragtirma ve teshis alanlarinda degerli kilmaktadir. Nanoemiiljel formiilasyonumuzun,
bu deneyde HaCat hiicrelerine % 1 oraninda maruz birakildiginda, NF-kB aktivitesini
WFA'ya gore daha yiiksek oranda inhibe ettigi saptanmistir (Sekil 4.12). Ayrica % 0,1
oranindaki 6rnek konsantrasyonunda da NF-«kB aktivitesi yaklasik % 50 azalmistir. Bu da
nanoemiiljel formiilasyonumuzun anti-enflamatuvar etkinlige sahip olduguna isaret

etmektedir.

Tek tabakali deri hiicre kiiltiirleri (keratinositler, fibroblastlar, melanositler, vb.) cesitli
bilesiklerin terapotik veya dermo-kozmetik hedefe yonelik olarak degerlendirilmesi i¢in
ozellikle biiyiik 6l¢ekli tarama ¢aligmalarinda ¢ok fayda saglamaktadir. Bunlarin kullanim
maliyeti diisiik ve yoOntemsel olarak daha basit olmalarina ragmen, bazi smirlamalar
mevcuttur. Ornegin, tek tabakada farklilasmis keratinosit kiiltiirii, aktif keratinositlerin
etkisini degerlendirmek i¢in uygun degildir. Bilesikler, stratum corneum'a ihtiya¢ duyan
epidermisin bariyer islevi lizerinde etkilidir. Ayrica, bitmis tirlinlerle veya yagda ¢oziiniir
bilesiklerle topikal temas i¢in uygun degillerdir. Bu nedenle, cilt fizyolojisine daha yakin,
epidermal farklilasma ve tabakalagsmay1 temsil eden ve pre-klinik agamadaki aktif bilesenler
icin kozmetik nesnellestirme veya toksikolojik degerlendirme amaciyla daha dngoriicii olan
modellere gercek bir ihtiya¢ vardir. Bugiin bildigimiz sekliyle 3D yeniden yapilandirilmig

cilt modellerinin baglangici James Rheinwald ve 1970'lerin sonunda Howard Green, 3T3
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murin fibroblast destegi ilizerinde bir keratinosit tabakasi iiretmeyi ilk kez basarmistir.
Bununla birlikte, model o zamanda deriyi pek temsil etmemektedir. Islevsel bir stratum
korneuma sahip ilk epidermal model Michel Prunieras ve ekibi tarafindan 1979 yilinda
aselliler bir dermal matriks {izerinde bir emersiyon keratinosit kiiltiirii temelinde
yaymlanmistir. Bugiline kadar, endistriyel Olcekli testlerle uyumlu olan; yeniden
yapilandirilmis insan epidermisi (re-structured human epidermis, RHE), insan derisi
esdegeri (huma skin equivalent, HSE) ve ameliyat sirasinda insan derisinden alinan insan
derisi eksplanti olmak iizere 3 tip 3D cilt modeli bulunmaktadir. RHE'ler
(EpiSkin/SkinEthic, EpiDerm/MatTek, epiCS/CellSystems, EPIO01/StratiCELL, EPI-
model/LabCyte, vb.) cogunlukla polikarbonat membranlar iizerine yerlestirilmis farkll
boyutlardaki kiiltlir eklerinde, yliksek oranda standardize edilmis protokoller kullanilarak
iiretilmektedir. Makul bir birim maliyet avantajina sahiptirler ve ¢ok sayida tedarikei
firmadan ticari olarak temin edilebilmeleri miimkiindiir. Nanoemiiljel formiilasyonumuz,
RHE-temelli EpiCS® 3D epidermal deri modelinde test edilmis olup, canlilik testi
sonuclarina gore; 6 saatlik maruziyetten sonra nanoemiiljel formiilasyonumuzun epidermiste

metabolik aktiviteyi uyarmadig1 yani herhangi bir zarar vermedigi gozlenmistir.

Cilt korozyonu, bir test kimyasalinin uygulanmasini takiben epidermis ve dermis boyunca
gozle goriiliir nekroz olarak ortaya ¢ikan ciltte geri doniisii olmayan hasar olusumunu ifade
eder. In vitro cilt korozyon testi, hayvanlarin ac1 ve 1stirabini 6nleyen cilt korozyon testi i¢in
hayvan kullanimina alternatif olarak kabul edilmektedir. Bu test, ayn1 zamanda insan
sagligim ilgilendiren cilt korozyonuna yoneliktir. Ekonomik Is Birligi ve Kalkinma Teskilat:
(The Organisation for Economic Co-operation and Development, OECD) korozyon testinde
OECD431), insan derisinin st kisimlarinin, yani epidermisin histolojik, morfolojik,
biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerini yakindan taklit eden yeniden yapilandirilmig insan
epidermisi, insan kaynakli doniistiiriilmemis epidermal keratinositlerden elde edilerek
kullanilir. In vitro deri korozyonu calismasi, Birlesmis Milletler Kiiresel Uyumlastirilmisg
Kimyasallarin Siniflandirilmasi ve Etiketlenmesi Sistemine (BM GHS) uygun olarak RHE
dokusu kullanilarak kimyasallarin korozif olmayan ve korozif potansiyelini belirlemek icin
gerceklestirilir. Bu test yontemi hem maddeler hem de karigimlar i¢in ¢ok ¢esitli kimyasal
smiflarina ve fiziksel durumlara uygulanabilir. Calismalarda OECD 431'e uygun olarak
dogrulamak i¢in bilinen cilt asindiric1 6zelliklerine sahip 15 farkli asindiric1 (korozif) ve
asindirict  olmayan non-korozif) kimyasal kullanarak cesitli dogrulama deneyleri

gerceklestirilmektedir. Her bir kimyasal, 3 dk ve 60 dk’lik siire boyunca 3 doku Ornegi
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tizerine topikal olarak uygulanir. Tedavi siiresinin sonunda, sitotoksisite MTT Testi
kullanilarak belirlenir. MTT indirgeyici kimyasallar i¢in uyarlanmis kontroller kullanilir.
Nanojel formiilasyonumuz korozif ajan olarak KOH kullanilmak suretiyle, RHE-temelli
OECD 431 testine tabi tutulmus, 3 dk ve 60 dk’lik silire boyunca herhangi bir geri

doniislimsiiz korozyon saptanmamistir.

Nanoemiiljel formiilasyonumuz, keratinositlerde c¢esitli sitokinler ve kemokinlere etkileri
acisindan da incelenmistir. IL’ler ve kemokinler, keratinositler gibi hiicrelerde ifade
edildiginde, bu durum, s6z konusu hiicrelerin ¢evresel kosullara yanit olarak bu sitokinleri
drettigi anlamina gelir. IL’ler, bagisiklik sistemi hiicrelerinin etkilesimini diizenleyen
proteinlerdir ve enflamasyon, enfeksiyon ve doku onarimi gibi bir¢ok biyolojik siirecte
onemli rol oynarlar. Kemokinler ise hiicreler arasi sinyal iletiminde 6nemli olan kiiciik
proteinlerdir ve bagisiklik hiicrelerini enfeksiyon odaklarina ¢gekerler. Bu siirecler, hiicreler

arasi iletisimi ve bagisiklik tepkilerini diizenlemede kritik 6neme sahiptir.

Graniilosit makrofaj koloni uyaric1 faktdr (granulocyte macrophage colony stimulating
factor, GM-CSF), 2 potansiyel N-bagl glikozilasyon bolgesine sahip 127 amino asitten
olusan bir glikoprotein olup, genellikle enflamatuvar bir sitokin olarak kabul edilmektedir
(Bhattacharya ve digerleri, 2015). Enflamatuvar aktivitesi, dncelikle graniilosit ve makrofaj
popiilasyonlar1 i¢in bir biiyiime ve farklilasma faktorii olarak rol oynamasindan
kaynaklanmaktadir (Ponomarev ve digerleri, 2007). GM-CSF makrofajlar, endotel hiicreleri,
alveolar epitel hiicreleri ve T hiicreleri dahil olmak {izere farkl: hiicreler tarafindan iiretilen
immiinmodiilator bir sitokin olarak da bilinmektedir. IL-1, IL-2, TNF-a ve interferon-gama
(IFN-v) gibi enflamatuvar sitokinler, GM-CSF iiretimini ve salgilanmasin tetikleyebilirken,
IL-10 ve doniistiiriicii bliylime faktorii-beta (transforming growth factor-beta, TGFp) gibi
bagisiklik diizenleyici sitokinler iiretimini baskilayabilir. GM-CSF, immiinoregiilator bir
sitokin olarak hareket ederek immiinolojik toleranst tesvik eder. Nanoemiiljel
formiilasyonumuz tarafindan, GM-CSF’in keratoinositlerde ifade edildigi gosterilmistir
(Cizelge 4.17). Nanoemiiljel formiilasyonumuz GM-CSF’in yanisira, IL-18, IL-1RA, IL-2R,
IL-5-, IL-10, IL-12 (p40/p70), IL-13, IL-15, IL-17, IL-18 ve TNF-o gibi sitokinler ile
eotaksin (CCL11), IP-10 (CXCL10), MCP-1 (CCL2), MIG (CXCL9) ve RANTES (CCLY5)
adli kemokinlerin keratoinositlerde ifade edilmesine yol agmistir. “Eozinofil kemotaktik
protein” veya “eotaksin-1" olarak da bilinen C-C motifli kemokin 11, insanlarda CCLI11

geni tarafindan kodlanan bir proteindir.
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Bu deneyde, s6z konusu sitokinler ile kemokinlerin keratinositlerde ifade edilmesi,
nanoemiiljel formiilasyonumuzun keratinositlerde IL’ler ve kemokinler gibi bagisiklik
sistemi sinyal molekiillerinin {iretimini arttirdig1 anlamina gelmektedir. Bu, keratinositlerin
bagisiklik tepkisine daha aktif bir sekilde katildig1 ve bu sitokinler aracilifiyla bagisiklik
sistemi hiicrelerini hedef alan enfeksiyonlara ve enflamasyonlara kars1 bir yanit gosterdigine
isaret etmektedir. Dolayisiyla nanoemiiljel formiilasyonumuzun anti-enflamatuvar etkinligi

bu mekanizma tizerinden de gosterilmistir.

Sonug olarak; “Bitkisel Kokenli Baz1 Fenolik Bilesiklerin /n Vitro ve In Silico Deney
Modelleri ile Cilt Lekesi Giderici Etkilerinin Incelenmesi ve Kozmetik Formiilasyon
Tasarlanmas1” baglikli doktora tez ¢calismamizda secilen fenolik bilesiklerden hareketle, in
vitro, in silico ve hiicresel modeller kullanilarak formiilasyonda yer alan kersetin ve fisetinin
cilt rengini agict etkinligi kanitlanmig, nanoemiiljel formunda bitmis tirlin prototipi
hazirlanmis ve stabilite calismasi yapilmistir. Tezimizin hedefi olan kozmetik iiriin
formiilasyonu gelistirilmis ve ulusal patent bagvurusu da yapilmistir. Zira bu prototip,
diinyada fisetin ve kersetinin 1:1 oraninda kombinasyonundan olusan cilt rengini agici ilk
formiilasyon olup, aragtirmalarimiza gore heniiz diinyada ve iilkemizde bir muadili
bulunmamaktadir. Nanoemiiljel formiilasyonumuzun antienflamatuvar etkiye sahip,
sitotoksisite ve kozrozyon testlerine gore de giivenli olmasi bir avantaj olarak
diisiiniilmektedir. Ayrica tez ¢alismamiz, Farmakognozi alaninda kozmetik konusunda
arastirma yaparak prototip iiriin ¢iktisi elde edilen ve patent basvurusunda bulunulan

Anabilim Dalimizda tamamlanan 3. doktora tezi olmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Cilt rengini acic1 ve hiperpigmentasyon ile ilgili cilt hastaliklarinin tedavisinde kullanilan,
dogal veya sentetik kaynakli TYR inhibitorleri mevcut olmasina ragmen, bazilarmin
istenmeyen etkileri ve toksisite riskleri nedeniyle yeni, etkili ve daha giivenli TYR
inhibitorleri bulunmasina yonelik aragtirmalar  siirdiiriilmektedir.  Ayrica bazi
hiperpigmentasyon durumlarinda, zamanla direng gelisebilir ve mevcut tedavilere yanit
azalabilir. Yeni molekiiller, direng gelisimini engellemek veya mevcut direngli durumlari
tedavi etmek i¢in de gerekebilir. Farkli molekiiller, degisik pigmentasyon mekanizmalarini
hedefleyebilir veya mevcut tedavilerin etkili olmadig1 belirli pigmentasyon tiplerini
hedefleyebilir. Bu nedenlerle hem dermatolojik hem de kozmetik/estetik sebeplerle cilt

rengini agan ve leke gideren iirlinlere ve etken maddelere ihtiya¢ halen mevcuttur.

Ulkemizde kozmetik sektorii gelisen ve ticaret hacmi artan bir trend gdstermesine ragmen,
kozmetik alaninda Ar-Ge ve iiretme-gelistirme (Ur-Ge) c¢alismalar1 istenen seviyede
degildir. Ozellikle dermokozmetik veya kozmesotik olarak bilinen iiriin grubunda iilkemiz
agirlikli olarak ithalata dayalidir. Bu nedenle doktora tez ¢alismamiz kapsaminda taahhiit
edilen, bilimsel olarak etkinligi gosterilmis ve hazirlanmis olan nanoemiiljel formiilasyonu
hazirlanmis ve prototip {iriin elde edilmistir. Su anda diinyada muadili bulunmamast
nedeniyle 6zgiin bir bir formiilasyon olan prototip iiriiniimiiz i¢in ulusal patent basvurusunda

da bulunulmustur.

Ayrica tez ¢alismasinin sonrasinda, formiilasyonunun fotoprotektif etkisinin in vivo deney
modelinde ¢alisiimasi planlanmis ve bu amagla Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri BAP) birimi tarafindan proje destegi alinmistir. Adigecen proje sonunda da
nanoemiiljel formiilasyonumuzun fotoprotektif etkinliginin kanitlanmasi durumunda, yine

patent bagvurusunda bulunulacaktir.

Bu doktora ¢aligmasindan elde edilen ¢iktilar ve cilt rengini agic1 6zellikteki prototip iiriin
ile Tiirk kozmetik sektoriiniin ihtiyact olan Ar-Ge calismalarina ve iiniversite-sanayi is

birligine daha fazla katkida bulunulabilecektir.



88



&9

KAYNAKLAR

Abbas, S., Alam, S., Singh, K. P., Kumar, M., Gupta, S., Ansari, K. M. (2017). Aryl
hydrocarbon  receptor  activation  contributes to  benzanthrone-induced
hyperpigmentation via modulation of melanogenic signaling pathways. Chemical
Research in Toxicology, 30(2), 625-634. https://doi.org/10.1021/
acs.chemrestox.6b00364

Abd, E., Benson, H. A. E., Roberts, M. S., Grice, J. E. (2018). Follicular penetration of
caffeine from topically applied nanoemulsion formulations containing penetration

enhancers: in vitro human skin studies. Skin Pharmacology and Physiology, 31(5),
252-260. https://doi.org/10.1159/000489857

Addor, F. A. S. (2017). Antioxidants in dermatology. Anais Brasileiros De Dermatologia,
92(3), 356-362. https://doi.org/10.1590/abd 1806-4841.20175697

Ahmad, S., Shabbir, A., Tareen, N., Ahmad, S., Chohan, M. A. (2022). Plant-derived
bioactive compounds as skin photoprotection agents. International Journal of Natural
Medicine and Health Sciences, 1(2), 46-55. https://doi.org/10.52461/ijnms.v1i2.866

Ahmed, Q. U., Alhassan, A. M., Khatib, A., Hasan, M. M., Sarian, M. N. (2018). Antiradical
and xanthine oxidase inhibitory activity evaluations of Averrhoa bilimbi L. leaves and
tentative identification of bioactive constituents through LC-QTOF-MS/MS and
molecular docking approach. Antioxidants, 7(10), 137. https://doi.org/
10.3390/antiox7100137

Alara, O. R., Abdurahman, N. H., Ukaegbu, C. I. (2021). Extraction of phenolic compounds:
A review. Current  Research in Food  Science, 4, 200-214.
https://doi.org/10.1016/j.crfs.2021.03.011

Al-Edresi, S., Baie, S. (2009). Formulation and stability of whitening VCO-in-water nano-
cream. International  Journal of  Pharmaceutics, 373, 174-217.
https://doi.org/0.1016/j.ijpharm.2009.02.011

Aliyazicioglu, R., Sener, S., Korkmaz, N., Akkaya, S., Ozgen, U., Karaoglu, S. A. (2018).
Clinopodium vulgare L. subsp. vulgare ekstresinin antioksidan, antimikrobial,
tirozinaz inhibitor aktiviteleri ve RP-HPLC ile fenolik bilesiklerinin arastirilmasi.
Giimiishane Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti Dergisi.
https://doi.org/10.17714/gumusfenbil.306925

Ando, H., Kondoh, H., Ichihashi, M., Hearing, V. J. (2007). Approaches to identify
inhibitors of melanin biosynthesis via the quality control of tyrosinase. Journal of
Investigative Dermatology, 127(4), 751-761. https://doi.org/10.1038/sj.jid.5700683

Ankur Gupta, H., Burak Eral, T., Hatton, A., Doyle, P. S. (2016). Nanoemulsions: formation,
properties and applications. Soft Matter, 12, 2826-2841.
https://doi.org/10.1039/C5SM02958 A


https://doi.org/10.52461/ijnms.v1i2.866
https://doi.org/10.1016/j.crfs.2021.03.011

90

Apone, F., Barbulova, A., Colucci, M. G. (2019). Plant and microalgae derived peptides are
advantageously employed as bioactive compounds in cosmetics. Frontiers in Plant
Science, 10. https://doi.org/10.3389/fpls.2019.00756

Arslan, Y. T. (2022). Gilines ismlarinin cilt {izerindeki etkileri ve fotoyaslanma. Tipta
Yenilik¢i ~ Yaklasimlar ~ Dergisi,  3(1),  20-27.  https://doi.org/10.29329/
jiam.2022.455.2

Ashooriha, M., Ahmadi, R., Ahadi, H., Emami, S. (2022). Application of kojic acid scaffold
in the design of non-tyrosinase enzyme inhibitors. Chemical Biology &Amp; Drug
Design, 100(2), 290-303. https://doi.org/10.1111/cbdd.14065

Baki Kekilli, E., Orhan, I. E., Deniz, F. S. S., Eren, G., Emerce, E., Kahraman, A., Aysal, L.
A. (2021). Erodium birandianum llarslan & Yurdak. shows anti-gout effect through
xanthine oxidase inhibition: Combination of in vitro and in silico techniques and
profiling of main components by LC-Q-ToF-MS. Phytochemistry Letters, 43, 80-87.
https://doi.org/10.1016/j.phytol.2021.03.010

Bang, S., Han, S., Kim, D. (2008). Hydrolysis of arbutin to hydroquinone by human skin
bacteria and its effect on antioxidant activity. Journal of Cosmetic Dermatology, 7(3),
189-193. https://doi.org/10.1111/j.1473-2165.2008.00387.x

Baroni, A. (2018). Long-wave plasma radiofrequency ablation for treatment of xanthelasma
palpebrarum. Journal of Cosmetic Dermatology, 18(1), 121-123. https://doi.org/
10.1111/jocd.12509

Baroni, A., Buommino, E., De Gregorio, V., Ruocco, E., Ruocco, V., Wolf, R. (2012).
Structure and function of the epidermis related to barrier properties. Clinics in
Dermatology, 30(3), 257-262. https://doi.org/10.1016/j.clindermatol.2011.08.007

Baumann, L. (2007). Less-known botanical cosmeceuticals. Dermatologic Therapy, 20(5),
330-342. https://doi.org/10.1111/5.1529-8019.2007.00147.x

Baumann, L. (2007). Skin ageing and its treatment. The Journal of Pathology, 211(2), 241-
251. https://doi.org/10.1002/path.2098

Bekmezci, E., Altuntug, K. (2020). Menopoz ile iliskili semptomlara yonelik kanita dayali
uygulamalarin incelenmesi. Journal of General Health Sciences (JGEHES), Necmettin
Erbakan University, 2(3), 167-174. https://doi.org/10.51123/
jeehes.2020.7

Bektas, N. Y., Giirer, C. (2022). Argan oil and evaluation of its biological activities. Mersin
Universitesi Tip Fakiiltesi Lokman Hekim Tip Tarihi ve Folklorik Tip Dergisi, 12(2),
238-246. https://doi.org/10.31020/mutftd. 1027569

Bertrand, J. U., Steingrimsson, E., Jouenne, F., Paillerets, B. B., Larue, L. (2020). Melanoma
risk and melanocyte biology. Acta Dermato Venereologica, 100(11), adv00139.
https://doi.org/10.2340/00015555-3494

Bhattacharya, P., Budnick, 1., Singh, M., Thiruppathi, M., Alharshawi, K., Elshabrawy, H.,
Holterman, M. J., Prabhakar, B. S. (2015). Dual role of GM-CSF as a pro-



91

inflammatory and a regulatory cytokine: Implications for immune therapy. J Interferon
Cytokine Res, 35(8), 585-599. https://doi.org/10.1089/jir.2014.0149

Bishnoi, A., Vinay, K., Parsad, D., Kumar, S., Chatterjee, D., Saikia, U. N. (2021). Oral
mycophenolate mofetil in the treatment of acquired dermal macular
hyperpigmentation: an open-label pilot study. Australasian Journal of Dermatology,
62(3), 278-285. https://doi.org/10.1111/ajd.13567

Bonifacio, M. A., Cerqueni, G., Cometa, S., Licini, C., Sabbatini, L., Mattioli-Belmonte, M.,
Giglio, E. D. (2020). Insights into arbutin effects on bone cells: Towards the
development of antioxidant titanium implants. Antioxidants, 9(7), 579.
https://doi.org/10.3390/antiox9070579

Boonme, P., Junyaprasert, V. B., Suksawad, N., Songkro, S. (2009). Microemulsions and
nanoemulsions: Novel vehicles for whitening cosmeceuticals. Journal of Biomedical
Nanotechnology, 5(4), 373-383. https://doi.org/10.1166/jbn.2009.1046

Brtko, J. (2022). Biological functions of kojic acid and its derivatives in medicine, cosmetics,
and food industry: Insights into health aspects. Archiv Der Pharmazie, 355(10).
https://doi.org/10.1002/ardp.202200215

Burger, P., Landreau, A., Azoulay, S., Michel, T., Fernandez, X. (2016). Skin whitening
cosmetics: feedback and challenges in the development of natural skin lighteners.
Cosmetics, 3, 36. https://doi.org/10.3390/cosmetics3040036

Burnett, C. L., Bergfeld, W. F., Belsito, D., Hill, R. A., Klaassen, C. D., Liebler, D. C.,
Andersen, F. A. (2010). Final report of the safety assessment of kojic acid as used in
cosmetics.  International  Journal of  Toxicology, 29(6), 244S-273S.
https://doi.org/10.1177/1091581810385956

Cela-Lopez, J. M., Roldan, C., Gomez-Lizarraga, G., Martinez, V. (2021). A natural
alternative treatment for urinary tract infections: Itxasol®, the importance of the
formulation. Molecules, 26(15), 4564. https://doi.org/10.3390/molecules26154564

Che Marzuki, N. H., Wahab, R. A., Abdul Hamid, M. (2019). An overview of nanoemulsion:
concepts of development and cosmeceutical applications. Biotechnology &
Biotechnological =~ Equipment, 33(1), 779-797. https://doi.org/10.1080/
13102818.2019.1620124

Chekol, T. N. (2019). Substrate specificity at the molybdenum site in xanthine oxidase
enzyme. International Journal of Biochemistry Research & Review, 1-25.
https://doi.org/10.9734/ijbcrr/2019/v26i430102

Cheng, S., Liu, R. H., Sheu, J. N., Chen, S. T., Sinchaikul, S., Tsay, G. J. (20006).
Toxicogenomics of kojic acid on gene expression profiling of A375 human malignant
melanoma cells. Biological and Pharmaceutical Bulletin, 29(4), 655-669.
https://doi.org/10.1248/bpb.29.655

Cheng, S., Liu, R. H., Sheu, J., Chen, S., Sinchaikul, S., Tsay, G. J. (2006). Toxicogenomics
of A375 human malignant melanoma cells treated with arbutin. Journal of Biomedical
Science, 14(1), 87-105. https://doi.org/10.1007/s11373-006-9130-6



92

Chiu, A., Kimball, A. B. (2003). Topical vitamins, minerals and botanical ingredients as
modulators of environmental and chronological skin damage. British Journal of
Dermatology, 149(4), 681-691. https://doi.org/10.1046/j.1365-2133.2003.05540.x

Chung, J. H., Eun, H. C. (2007). Angiogenesis in skin aging and photoaging. The Journal of
Dermatology, 34(9), 593-600. https://doi.org/10.1111/j.1346-8138.
2007.00341.x

Cichorek, M., Wachulska, M., Stasiewicz, A. (2012). Heterogeneity of neural crest-derived
melanocytes. Central European Journal of Biology, 8, 315-330, 2013.
https://doi.org/10.2478/s11535-013-0141-1

Cichorek, M., Wachulska, M., Stasiewicz, A., Tyminska, A. (2013). Skin melanocytes:
Biology and development. Advances in Dermatology and Allergology, 1, 30-41.
https://doi.org/10.5114/pdia.2013.33376

Claudia C., Juliano, A. (2022). Spreading of dangerous skin-lightening products as a result
of  colourism: A  review. Applied  Sciences, 12 (6), 3177.
https://doi.org/10.3390/app 12063177

Cooksey, C. J., Garratt P, J., Land, E. J., Pavel, S., Ramsden, C. A., Riley, P. A. (1997).
Evidence of the indirect formation of the catecholic intermediate substrate responsible

for the autoactivation kinetics of tyrosinase. Journal of Biological Chemistry, 272,
26226-26235. https://doi.org/10.1074/jbc.272.42.26226

Cos, P., Li, Y., Calomme, M., Hu, J., Cimanga, K., Poel, B. V., Berghe, D. V. (1998).
Structure—activity relationship and classification of flavonoids as inhibitors of
xanthine oxidase and superoxide scavengers. Journal of Natural Products, 61(1), 71-
76. https://doi.org/10.1021/np970237h

Ciire, K. (2016). Facial hyperpigmentations and their management. The Medical Journal of
Okmeydani ~ Training  and  Research  Hospital.  https://doi.org/10.5222
/0td.2016.1069

Davids, L. M., Wyk, J. C. V., Khumalo, N. P., Jablonski, N. G. (2016). Phenomenon of skin
lightening: Is it right to be light? South African Journal of Science, 112(11/12), 5.
https://doi.org/10.17159/sajs.2016/20160056

Davis, C. R., Martinez, C., Howarter, J. A., Erk, K. A. (2021). Predicting spontaneous
emulsification in saltwater environments using the HLD model. Langmuir, 37(29),
8866-8875. https://doi.org/10.1021/acs.langmuir.1c01277

Dias, R., Oliveira, H., Fernandes, 1., Simal-Gandara, J., Perez-Gregorio, R. (2021). Recent
advances in extracting phenolic compounds from food and their use in disease
prevention and as cosmetics. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 61(7),
1130-1151. https://doi.org/10.1080/10408398.2020.1754162

Draelos, Z. D. (2011). The art and science of new advances in cosmeceuticals. Clinical
Plastic Surgery, 38, 397-407. https://doi.org/10.1016/j.cps.2011.02.002.

El-Metwally, M. M., ElBealy, E. R., Beltagy, D. M., Shaaban, M., El-kott, A. F. (2020).
Suppressive efficiency of kojic acid from Aspergillus tamarii MM11 against HEPG-2



93

cell line derived from human liver cancer. Tropical Journal of Pharmaceutical
Research, 19(8), 1661-1668. https://doi.org/10.4314/tjpr.v19i8.14

Erarslan, Z. B., Geng, G. E. (2018). Plants in hair cosmetics. Turkiye Klinikleri Journal of
Dermatology, 28(3), 93-106. https://doi.org/10.5336/dermato.2018-63672

Erdogan Orhan, 1., Senol, F. S., Aslan Erdem, S., Tatli, I. I., Kartal, M., Alp, S. (2015).
Tyrosinase and cholinesterase inhibitory potential and flavonoid characterization of
Viola odorata L. (sweet violet). Phytotherapy Research, 29(9), 1304-1310.
https://doi.org/10.1002/ptr.5378

Ezure, T., Amano, S., Matsuzaki, K. (2022). Infiltration of subcutaneous adipose layer into
the dermal layer with aging. Skin Research and Technology, 28(2), 311-316.
https://doi.org/10.1111/srt.13133

Farage, Miranda A., Miller, Kenneth W., Elsner, P., Maibach, H. 1. (2007). Structural
characteristics of the aging skin: A review. Cutaneous and Ocular Toxicology, 26(4),
343-357. https://doi.org/10.0.1080/15569520701622951

Feoli, A. M. P., Macagnan, F. E., Piovesan, C. H., Bodanese, L. C., Siqueira, I. R. (2014).
Xanthine oxidase activity is associated with risk factors for cardiovascular disease and
inflammatory and oxidative status markers in metabolic syndrome: effects of a single

exercise  session.  Oxidative  Medicine and  Cellular  Longevity, 1-8.
https://doi.org/10.1155/2014/587083

Fernandez-Flores, A., Barja, J., Vilas-Sueiro, A., Alija, A. (2018). Histopathological
findings in pregnancy associated cutaneous hyperpigmentation. Journal of Cutaneous
Pathology, 45(4), 286-289. https://doi.org/10.1111/cup.13108

Findlay, G. H. (1982). Ochronosis following skin bleaching with hydroquinone. Journal of
American Academy of Dermatology, 6, 1092—1093. https://doi.org/10.1016/s0190-
9622(82)80104-7

Flurkey, A., Cooksey, J., Reddy, A. R., Spoonmore, K., Rescigno, A., Inlow, J. K., Flurkey,
W. H. (2008). Enzyme, protein, carbohydrate, and phenolic contaminants in
commercial tyrosinase preparations: potential problems affecting tyrosinase activity
and inhibition studies. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 56(12), 4760-
4768. https://doi.org/10.1021/j£800109a

Gamage, D. G. N. D., Dharmadasa, R., Abeysinghe, D. C., Wijesekara, R., Prathapasinghe,
G. A., Someya, T. (2022). Global perspective of plant-based cosmetic industry and
possible contribution of Sri Lanka to the development of herbal cosmetics. Evidence-
Based Complementary and Alternative Medicine, 1-26. https://doi.org/10.1155/
2022/9940548

Georgiev, V., Slavov, A., Vasileva, ., Pavlov, A. (2018). Plant cell culture as emerging
technology for production of active cosmetic ingredients. Engineering in Life Sciences,
18(11), 779-798. https://doi.org/10.1002/elsc.201800066

Gilchrest, B. A., Park, H., Eller, M. S., Yaar, M. (1996). Mechanisms of ultraviolet light-
induced pigmentation.  Photochemistry —and  Photobiology, 63(1), 1-10.
https://doi.org/10.1111/5.1751-1097.1996.tb02988.x



94

Gokce, B. (2023). Yeni nesil kozmetik peptid argireline (asetil heksapeptid-8) molekiiliiniin
in vitro anti-tirozinaz, anti-kollajenaz, anti-elastaz ve anti hyaliironidaz etkilerinin
arastirilmasi. Siileyman Demirel Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi, 14(2), 227-234.
https://doi.org/10.22312/sdusbed. 1330756

Han, A. R., Nam, M. H., Lee, K. W. (2016). Plantamajoside inhibits UVB and advanced
glycation end products-induced MMP-1 expression by suppressing the MAPK and
NF-kB pathways in HACAT cells. Photochemistry and Photobiology, 92(5), 708-719.
https://doi.org/10.1111/php.12615

Hendriani, R., Nursamsiar, N., Tjitraresmi, A. (2017). In vitro and in silico evaluation of
xanthine oxidase inhibitory activity of quercetin contained in Sonchus arvensis leaf
extract. Asian Journal of Pharmaceutical and Clinical Research, 10(14), 50.
https://doi.org/10.22159/ajpcr.2017.v10s2.19486

Hori, 1., Nihei, K., Kubo, I. (2004). Structural criteria for depigmenting mechanism of
arbutin. Phytotherapy Research, 18(6), 475-479. https://doi.org/10.1002/ptr.1456

Hsiao, N., Tseng, T., Lee, Y., Chen, W., Lin, H., Chen, Y., Tsai, K. (2014). Serendipitous
discovery of short peptides from natural products as tyrosinase inhibitors. Journal of
Chemical Information and Modeling, 54(11), 3099-3111.
https://doi.org/10.1021/ci1500370x

Jakimiuk, K., Gesek, J., Atanasov, A. G. (2021). Flavonoids as inhibitors of human
neutrophil elastase. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 36(1),
1016-1028. https://doi.org/10.1080/14756366.2021.1927006

Jeyabalan, S., Subramanian, K., Cheekala, U. M. R., Krishnan, C. (2017). Hypouricemic
activity of Morinda citrifolia (noni) by inhibition of xanthine oxidase for treatment of
gout. International Journal of Research in Ayurveda & Pharmacy, 8(2), 213-219.
https://doi.org/10.7897/2277-4343.082115

Kanlayavattanakul, M., Lourith, N. (2017). Skin hyperpigmentation treatment using herbs:
A review of clinical evidences. Journal of Cosmetic and Laser Therapy, 20(2), 123-
131. https://doi.org/10.1080/14764172.2017.1368666

Kaul, S., Gulati, N., Verma, D., Mukherjee, S., Nagaich, U. (2018). Role of nanotechnology
in cosmeceuticals: A review of recent advances. Journal of Pharmaceutics, 2018, 1-
19. https://doi.org/10.1155/2018/3420204.

Kim, C. S., Noh, S. G., Park, Y., Kang, D., Chun, P., Chung, H. Y., Moon, H. R. (2018). A
potent tyrosinase inhibitor, (E)-3-(2,4-dihydroxyphenyl)-1-(thiophen-2-yl)prop-2-en-
I-one, with anti-melanogenesis properties in a-MSH and IBMX-induced B16F10
melanoma  cells. Molecules, 23(10), 2725. https://doi.org/10.3390/
molecules23102725

Kim, J. Y., Shin, J. Y., Kim, M. R., Hann, S. K. (2012). Sirna-mediated knock-down of
COX-2 in melanocytes suppresses melanogenesis. Experimental Dermatology, 21(6),
420-425. https://doi.org/10.1111/j.1600-0625.2012.01483.x



95

Kim, Y. J. (2013). Rhamnetin attenuates melanogenesis by suppressing oxidative stress and
pro-inflammatory mediators. Biological and Pharmaceutical Bulletin, 36(8), 1341-
1347. https://doi.org/10.1248/bpb.b13-00276

Kim, Y., Uyama, H. (2005). Tyrosinase inhibitors from natural and synthetic sources:
structure, inhibition mechanism and perspective for the future. Cellular and Molecular
Life Sciences, 62(15), 1707-1723. https://doi.org/10.1007/s00018-005-5054-y

Kirci, D., Ozsen Batur, O., Demirci, B. (2023). Kojik asit“ile Lavandula angustifolia L.
ucucu yaginin antimikrobiyal kombinasyonu. Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Dergisi, 48(1). https://doi.org/10.33483/jfpau.1399176

Kohl, E., Steinbauer, J., Landthaler, M., Szeimies, R. (2011). Skin ageing. Journal of the
European Academy of Dermatology and Venereology, 25(8), 873-884.
https://doi.org/10.1111/j.1468-3083.2010.03963.x

Kong, L., Zhang, Y., Pan, X., Tan, R., Chen, C. (2000). Inhibition of xanthine oxidase by
liquiritigenin and isoliquiritigenin isolated from Sinofranchetia chinensis. Cellular
and Molecular Life Sciences, 57(3), 500-505. https://doi.org/10.1007/pl00000710

Kosar, S., Ekinci, M., Oztiitk, A. A. (2022). The role of pharmacist in consulting
dermacosmetic products according to skin types and needs and nanocosmetics:

Traditional review. Journal of Literature Pharmacy Sciences, 11(2), 119-135.
https://doi.org/10.5336/pharmsci.2022-88399

Krishnamoorthy, K., Landge, A. V. (2018). Statistical optimisation of fermentation media
for novel Clostridium novyi-nt using response surface methodology. Brazilian
Archives of Biology and Technology, 61. https://doi.org/10.1590/1678-4324-
2018180026

Kubo, I., Kinst-Hori, I. (1999). 2-Hydroxy-4-methoxybenzaldehyde: A potent tyrosinase
inhibitor from African medicinal plants. Planta Medica, 65(1), 019-022.
https://doi.org/10.1055/5-1999-13955

Kwon, K. J., Bae, S., Kim, K., An, I. S., Ahn, K. J., An, S., Jun, H. (2014). Asiaticoside, a
component of Centella asiatica, inhibits melanogenesis in B16F10 mouse melanoma.
Molecular ~ Medicine  Reports,  10(1), 503-507.  https://doi.org/10.3892/
mmr.2014.2159

Lanuti, E., Kirsner, R. S. (2010). Effects of pollution on skin aging. Journal of Investigative
Dermatology, 130(12), 2696. https://doi.org/10.1038/jid.2010.323

Lee, H. R,, Yang, J. H,, Lee, J. H., Kim, K. M., Cho, S. S., Baek, J. S., Ki, S. H. (2023).
Protective effect of Castanopsis sieboldii extract against UVB-induced photodamage.
Molecules, 28(6), 2842. https://doi.org/10.3390/molecules28062842

Lee, J. H,, Fisher, D. E. (2014). Melanocyte stem cells as potential therapeutics in skin
disorders. Expert Opinion on Biological Therapy, 14(11), 1569-1579.
https://doi.org/10.1517/14712598.2014.935331



96

Lee, S. Y., Baek, N., Nam, T. (2016). Natural, semisynthetic and synthetic tyrosinase
inhibitors. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 31(1), 1-13.
https://doi.org/10.3109/14756366.2015.1004058

Lee, S., Sancheti, S., Seo, S. (2009). Potent antielastase and antityrosinase activities of
Astilbe chinensis. American Journal of Pharmacology and Toxicology, 4(4), 127-129.
https://doi.org/10.3844/ajptsp.2009.127.129

Lf, T., Rajagopal, M., Chinnappan, S., Venkatalakshmi, R., V1, Y. (2021). Various plants
and bioactive constituents for pigmentation control: A review. Research Journal of
Pharmacy  and  Technology,  6106-6112.  https://doi.org/10.52711/0974-
360x.2021.01061.

Li, Y., Zhen, X., Yao, X., Lu, J. (2023). Successful treatment of minocycline-induced facial
hyperpigmentation with a combination of chemical peels and intense pulsed light.
Clinical,  Cosmetic ~ and  Investigational =~ Dermatology, 16,  253-256.
https://doi.org/10.2147/ccid.s394754

Lim, Y., Lee, E. H., Kang, T. H., Ha, S. K., Oh, M. S., Kim, S. W., Kim, S. Y. (2009).
Inhibitory effects of arbutin on melanin biosynthesis of a-melanocyte stimulating
hormone-induced hyperpigmentation in cultured brownish guinea pig skin tissues.
Archives of Pharmacal Research, 32(3), 367-373. https://doi.org/10.1007/s12272-
009-1309-8

Lin, R. D., Chen, M. C.,, Liu, Y. L., Lin, Y., Lu, M., Hsu, F., Lee, M. H. (2015). New
whitening constituents from Taiwan-native Pyracantha koidzumii: Structures and
tyrosinase inhibitory analysis in human epidermal melanocytes. International Journal
of  Molecular  Sciences, 16(12), 28598-28613.  https://doi.org/10.3390/
jms161226115

Liu, L., Pu, X., Zhou, Y., Wu, X., Luo, D., Ren, Z. (2020). Phase inversion of pickering
emulsions by electrolyte for potential reversible water-in-oil drilling fluids. Energy
&Amp Fuels, 34(2), 1317-1328. https://doi.org/10.1021/acs.energyfuels.9b03117

Liu, Y., Shao, W., Fang, Q., Zhao, W., Wang, S., Wu, L., Tan, W. (2022). A combination
treatment of drug-laser-photon for melasma: a retrospective study of clinical cases.
Journal of Cosmetic Dermatology, 22(3), 822-830. https://doi.org/10.1111/jocd.15488

Ma, J., Chen, S., Li, Y., Wu, X., Song, Z. (2022). Arbutin improves gut development and
serum lipids via Lactobacillus intestinalis. Frontiers in  Nutrition, 9.
https://doi.org/10.3389/fnut.2022.948573

Ma, X., Qiao, Z., Huang, Z., Jing, X., Li, Z., Tang, H. (2014). Influence of temperature on
the phase inversion of chlorinated polypropylene. Journal of Applied Polymer Science,
131(11). https://doi.org/10.1002/app.40325.

Maali, A., Hamed Mosavian, M. T. (2013). Preparation and application of nanoemulsions in
the last decade (2000-2010). Journal of Dispersion Science and Technology, 34(1),
92-105. https://doi.org/10.1080/01932691.2011.648498

Maamoun, H. S., Rabie, G. H., Shaker, 1., Alaidaroos, B. A., El-Sayed, A. S. A. (2021).
Biochemical properties of tyrosinase from Aspergillus terreus and Penicillium


https://doi.org/10.1021/acs.energyfuels.9b03117

97

copticola; undecanoic acid from Aspergillus flavus, an endophyte of Moringa oleifera,
is a novel potent tyrosinase inhibitor.  Molecules, 26(5), 1309.
https://doi.org/10.3390/molecules26051309

MacNeil, S. (2008). Biomaterials for tissue engineering of skin. Materials Today, 11(5), 26-
35. https://doi.org/10.1016/S1369-7021(08)70087-7

Mahé, A., Ly, F., Aymard, G., Dangou, J. M. (2003). Skin diseases associated with the
cosmetic use of bleaching products in women from Dakar, Senegal. British Journal of
Dermatology, 148(3),  493-500.  https://doi.org/10.1046/j.1365-2133.2003.
05161.x

Maillard, M., Cuvelier, M., Berset, C. (2003). Antioxidant activity of phenolic compounds
in  2,2'-azobis(2-amidinopropane)dihydrochloride =~ (AAPH)-induced oxidation:
synergistic and antagonistic effects. Journal of the American Oil Chemists' Society,
80(10). https://doi.org/10.1007/s11746-003-0812-z

Malarz, J., Yudina, Y. V., Stojakowska, A. (2023). Hairy root cultures as a source of
phenolic antioxidants: simple phenolics, phenolic acids, phenylethanoids, and
hydroxycinnamates. International Journal of Molecular Sciences, 24(8), 6920.
https://doi.org/10.3390/ijms24086920

Malikhah, H., Herdyastuti, N. (2023). Effect of kaffir lime (Cytrus hystrix) leaf extract on
xanthine oxidase inhibition. World Journal of Advanced Research and Reviews, 17(1),
1069-1078. https://doi.org/10.30574/wjarr.2023.17.1.0100

Marijan, M., Tomi¢, D., Strawa, J. W., Jakupovi¢, L., Ini¢, S., Jug, M., Konci¢, M. Z. (2023).
Optimization of cyclodextrin-assisted extraction of phenolics from Helichrysum
italicum for preparation of extracts with anti-elastase and anti-collagenase properties.
Metabolites, 13(2), 257. https://doi.org/10.3390/metabo13020257

Masum, M. N., Yamauchi, K., Mitsunaga, T. (2019). Tyrosinase inhibitors from natural and
synthetic sources as skin-lightening agents. Reviews in Agricultural Science, 7, 41-58.
https://doi.org/10.7831/ras.7.41

Masuoka, N., Nihei, K., Kubo, I. (2006). Xanthine oxidase inhibitory activity of alkyl
gallates.  Molecular ~ Nutrition &  Food  Research, 50(8), 725-731.
https://doi.org/10.1002/mnfr.200500250

Mizoguchi, M. (2004). Melanocyte development: with a message of encouragement to
young women scientists. Pigment Cell  Research, 17(5), 533-544.
https://doi.org/10.1111/j.1600-0749.2004.00163.x

Mosmann, T. (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application
to proliferation and cytotoxic assays. Journal of Immunological Methods, 65, 55-63.
https://doi.org/10.1016/0022-1759(86)90368-6

Muchtaridi, M., Dewi, M. L. (2020). The recent update of deoxyarbutin: a skin
depigmentation agent with tyrosinase inhibition targeting. International Journal of
Applied Pharmaceutics, 1-7. https://doi.org/10.22159/ijap.2020v12i3.36957



98

Nascimento, L. B. d. S., Gori, A., Raffaelli, A., Ferrini, F., Brunetti, C. (2021). Phenolic
compounds from leaves and flowers of Hibiscus roseus: potential skin cosmetic
applications of an  under-investigated species. Plants, 10(3), 522.
https://doi.org/10.3390/plants 10030522

Nascimento, L. D. d., Moraes, A. A. B. d., Costa, K. S. d., Galtcio, J. M. P., Taube, P. S.,
Costa, C. M. L., Faria, L. J. G. d. (2020). Bioactive natural compounds and antioxidant
activity of essential oils from spice plants: New findings and potential applications.
Biomolecules, 10(7), 988. https://doi.org/10.3390/biom10070988

Nautiyal, A., Wairkar, S. (2021). Management of hyperpigmentation: current treatments and
emerging therapies. Pigment Cell & Melanoma Research, 34(6), 1000-1014.
https://doi.org/10.1111/pcmr.12986

Naz, S., Holloway, P., Ata, A., Sener, B. (2022). Exploring medicinal plants for the
development of natural enzyme inhibitors. P. K. Mukherjee (Ed.), Evidence-Based
Validation of Herbal Medicine. Elsevier, s. 671-690. https://doi.org/ 10.1016/B978-0-
323-85542-6.00005-6

Nenadis, N., Tsimidou, M. (2002). Observations on the estimation of scavenging activity of
phenolic compounds using rapid 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH") tests.
Journal of the American Oil Chemists' Society, 79, 1191-1195.

Ng, Z. X., Samsuri, S. N., Yong, P. H. (2020). The antioxidant index and chemometric
analysis of tannin, flavonoid, and total phenolic extracted from medicinal plant foods
with the solvents of different polarities. Journal of Food Processing and Preservation,

44(9). https://doi.org/10.1111/jfpp.14680

Nizioltukaszewska, Z., Zagorska-Dziok, M., Ziemlewska, A., Bujak, T. (2020).
Comparison of the antiaging and protective properties of plants from the Apiaceae
family. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2020, 2020, 1-16.
https://doi.org/10.1155/2020/5307614

No, J. K., Soung, D. Y., Kim, Y. J. (1999). Inhibition of tyrosinase by green tea components.
Life Science, 65, PL241-246. https://doi.org/10.1016/s0024-3205(99)00492-0

Nosheen, S., Kaleem, M. (2023). Recovery optimization of plant waste derived antioxidants
and their incorporation in cosmetic creams to enhance antioxidant potential: A cost-
effective approach. Preprint, 2023. https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-2876735/v1

Nunes, J. A., Araujo, R. S. A., Silva, F. N., Cytarska, J., Laczkowski, K. Z., Cardoso, S. H.,
Silva-Janior, E. F. (2023). Coumarin-based compounds as inhibitors of
tyrosinase/tyrosine hydroxylase: Synthesis, kinetic studies, and in silico approaches.
International Journal of Molecular Sciences, 24(6), 5216. https://doi.org/
10.3390/ijms24065216

Okombi, S., Rival, D., Bonnet, S., Mariotte, A., Perrier, E., Boumendjel, A. (2005).
Discovery of benzylidenebenzofuran-3(2H)-one (aurones) as inhibitors of tyrosinase
derived from human melanocytes. Journal of Medicinal Chemistry, 49(1), 329-333.
https://doi.org/10.1021/jm0507151



99

Onel, G. T., Akbay, H. G. Y. (2022). Esser!.tial and fixed oils: Evaluation of chemical
structure-activity relationship. Bayburt Universitesi Fen Bilimleri Dergisi, 5(1), 104-
114. https://doi.org/10.55117/bufbd.1021436

Pacheco-Palencia, L. A., Noratto, G., Hingorani, L., Talcott, S. T., Mertens-Talcott, S. U.
(2008). Protective effects of standardized pomegranate (Punica granatum L.)
polyphenolic extract in ultraviolet-irradiated human skin fibroblasts. Journal of
Agricultural and Food  Chemistry, 56(18), 8434-8441. https://doi.org/
10.1021/3£8005307

Pandey, V., Shukla, R., Garg, A., Kori, M. L., Rai, G. (2020). Nanoemulsion in cosmetic:
from laboratory to market. A. Nanda, S. Nanda, T. A. Nguyen, S. Rajendran, Y.
Slimani, Nanocosmetics Fundamentals, Applications and Toxicity (pp. 327-347).
Elsevier, s. 327-347.

Parvez, S., Kang, M., Chung, H-S., Bae, H. (2007). Naturally occurring tyrosinase inhibitors:
Mechanism and applications in skin health, cosmetic and agriculture industries.
Phytotherapy Research, 21, 805-816. https://doi.org/10.1002/ptr.2184

Passeron, T., Genedy, R. M., Salah, L. A., Fusade, T., Kositratna, G., Laubach, H., Badawi,
A. (2019). Laser treatment of hyperpigmented lesions: Position statement of the

European society of laser in dermatology. Journal of the European Academy of
Dermatology and Venereology, 33(6), 987-1005. https://doi.org/10.1111/jdv.15497

Pauff, J. M., Zhang, J., Bell, C. E., Hille, R. (2008). Substrate orientation in xanthine oxidase.
Journal of Biological Chemistry, 283(8), 4818-4824. https://doi.org/10.1074/
jbc.m707918200

Pillaiyar, T., Manickam, M., Namasivayam, V. (2017). Skin whitening agents: medicinal
chemistry perspective of tyrosinase inhibitors. Journal of Enzyme Inhibition and
Medicinal Chemistry, 32(1), 403-425.
https://doi.org/10.1080/14756366.2016.1256889

Ponomarev, E. D., Shriver, L. P., Maresz, K., Pedras-Vasconcelos, J., Verthelyi, D., Dittel,
B. N. (2007). GM-CSF production by autoreactive T cells is required for the activation
of microglial cells and the onset of experimental autoimmune encephalomyelitis. 7he
Journal of Immunology, 178(1), 39-48. https://doi.org/10.4049/jimmunol.178.1.39

Proksch. E., Brandner, J. M., Jensen, J. M. (2008). The skin: An indispensable barrier.
Experimental Dermatology, 17(12), 1063-1072. https://doi.org/10.1111/j.1600-
0625.2008.00786.x

Randon, M. 1., Gaviria, J. 1. (2005). Review of skin-lightening agents. Dermatologic
Surgery, 31(7), 886-889. https://doi.org/10.1111/j.1524-4725.2005.31736

Randon, M. 1., Gaviria, J. I. (2016). Medical and surgical approaches to skin lightening. Ed.
Z.D. Draelos, A. L. Thaman (Editorler), Cosmetic Formulation of Skin Care Products.
New York: Taylor and Francis. https://doi.org/10.3109/9781420020854

Rattanawiwatpong, P., Wanitphakdeedecha, R., Bumrungpert, A., Maiprasert, M. (2020).
Anti-aging and brightening effects of a topical treatment containing vitamin C, vitamin
E, and raspberry leaf cell culture extract: A split-face, randomized controlled trial.



100

Journal of Cosmetic Dermatology, 19(3), 671-676.
https://doi.org/10.1111/jocd.13305.

Ricketts, P., Knight, C. E., Gordon, A. R., Boischio, A., Voutchkov, M. (2020). Mercury
exposure associated with use of skin lightening products in Jamaica. Journal of Health
and Pollution, 10(26). https://doi.org/10.5696/2156-9614-10.26.200601.

Rocha-Filho, P. A., Ferrari, M., Maruno, M., Souza, O. B., Gumiero, V. C. (2017). In vitro
and in vivo evaluation of nanoemulsion containing vegetable extracts. Cosmetics, 4(3),
32. https://doi.org/10.3390/cosmetics4030032.

Romes, N. B., Wahab, R. A., Hamid, M. A. (2021). The role of bioactive phytoconstituents-
loaded nanoemulsions for skin improvement: A review. Biotechnology &
Biotechnological =~ Equipment, 35(1), 711-730. https://doi.org/10.1080/
13102818.2021.1915869.

Roselan, M. A., Ashari, S. E., Faujan, N. H., Mohd Faudzi, S. M., Mohamad, R. (2020). An
improved nanoemulsion formulation containing kojic monooleate: Optimization,
characterization and in  vitro  studies.  Molecules, 25(11), 2616.
https://doi.org/10.3390/molecules25112616

Sarkar, R., Arora, P., Garg, K. V. (2013). Cosmeceuticals for hyperpigmentation: What is
available? Journal of Cutaneous and Aesthetic Surgery, 6(1), 4-11. https://doi.org/
10.4103/0974-2077.110089

Schmidt, S., Nguyen, A. T., Vu, H. Q., Tran, N. N., Sareela, M., Fisk, I. D., Hessel, V.
(2023). Microfluidic spontaneous emulsification for generation of o/w nanoemulsions-
opportunity for in-space manufacturing. Advanced Healthcare Materials, 12(23).
https://doi.org/10.1002/adhm.202203363

Senol, F.S., (2016). Bitkisel Kaynakli Kozmetik Uriin Gelistirilmesi Uzerine Farmakognozik
Arastirmalar, Doktora Tezi, Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ankara, 63-
68.

Sharma, N. K., Thakur, S., Thakur, N., Savitri, Bhalla, T. C. (2015). Thermostable xanthine
oxidase activity from Bacillus pumilus RL-2d isolated from Manikaran thermal spring:
production and characterization. Indian Journal of Microbiology, 56(1), 88-98.
https://doi.org/10.1007/s12088-015-0547-3

Shim, E., Song, E., Choi, K., Choi, H. J., Hwang, J. R. (2017). Inhibitory effect of Gastrodia
elata Blume extract on alpha-melanocyte stimulating hormone-induced melanogenesis
in murine B16F10 melanoma. Nutrition Research and Practice, 11(3), 173.
https://doi.org/10.4162/nrp.2017.11.3.173

Shin, S., Cho, S. H., Park, D., Jung, E. (2019). Anti-skin aging properties of protocatechuic
acid in vitro and in vivo. Journal of Cosmetic Dermatology, 19(4), 977-984.
https://doi.org/10.1111/jocd.13086

Silva, C. C., Benati, R. B., Massaro, T. N. C., Pereira, K. C., Gaspar, L. R., Marcato, P. D.
(2023). Antioxidant and anti-tyrosinase activities of quercetin-loaded olive oil
nanoemulsion as potential formulation for skin hyperpigmentation. Journal of


https://doi.org/10.1002/adhm.202203363

101

Dispersion Science and Technology, 44(14), 2628-2638.
https://doi.org/10.1080/01932691.2022.2116715.

Singh, B. K., Park, S. H., Lee, H., Goo, Y. A., Kim, H. S., Cho, S. H., Kim, E. K. (2016).
Kojic acid peptide: A new compound with anti-tyrosinase potential. Annals of
Dermatology, 28(5), 555. https://doi.org/10.5021/ad.2016.28.5.555

Slovakova, M., Kohlerova, R., Dvorakova, P., Vanova, V., gpaékové, M., Munzarova, M.
(2022). Clostridial collagenase immobilized on chitosan nanofibers for burn healing.
Military  Medical  Science  Letters, 91(4), 324-334.  https://doi.org/
10.31482/mmsl.2022.012

Sommerlad, M. (2021). Skin lightening: Causes and complications. Clinical and
Experimental Dermatology, 47(2), 264-270. https://doi.org/10.1111/ced.14972.

Stankovi¢, M., Savic, V., Zivkovié, J., Stanojevi¢, L. P., Tadi¢, V., Arsi¢, 1. (2019).
Tyrosinase inhibitory and antioxidant activity of wild Rosa canina L. and Sorbus

aucuparia L. fruit extracts. Acta Poloniae Pharmaceutica - Drug Research, 76(3),
523-533. https://doi.org/10.32383/appdr/103431

Sturm, R. A., Box, N. F., Ramsay, M. (1998). Human pigmentation genetics: The difference
is only skin deep. Bioessays, 20(9), 712-721. https://doi.org/10.1002/(SICI)1521-
1878(199809)20:9<712:AID-BIES4>3.0.CO;2-1

Suwarjo, I. D., Azzahra, A. F., Suryadi, H. (2018). Isolation of kojic acid producing mold
using complex carbon sources. Pharmacognosy Journal, 10(6), 1089-1092.
https://doi.org/10.5530/pj.2018.6.184

Syed Azhar, S. N. A., Ashari, S. E., Salim, N. (2018). Development of a kojic monooleate-
enriched oil-in-water nanoemulsion as a potential carrier for hyperpigmentation
treatment. International Journal of Nanomedicine, 13, 6465-6479. https://doi.org/
10.2147/IIN.S171532

Tahir, K. A., Miskad, U. A., Djawad, K., Sartini, S., Djide, N., Indrisari, M., Lalo, A. (2021).
Tyrosinase enzymes activities and sun protection factor of ethanol extract, water
fraction, and n-butanol fraction of Chromolaena odorata L. leaves. Macedonian
Journal of Medical Sciences, 9(A), 493-498.
https://doi.org/10.3889/0amjms.2021.6226

Tai, A., Ohno, A., Ito, H. (2016). Isolation and characterization of the 2,2'-azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical cation-scavenging reaction
products of arbutin. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 64(38), 7285-7290.
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.6b02847

Tam, H. K., Kelly, A. S., Metzig, A. M., Steinberger, J., Johnson, L. M. (2014). Xanthine
oxidase and cardiovascular risk in obese children. Childhood Obesity, 10(2), 175-180.
https://doi.org/10.1089/chi.2013.0098

Tangau, M. J., Chong, Y. K., Yoon, Y. K. (2022). Advances in cosmeceutical
nanotechnology for hyperpigmentation treatment. Journal of Nanoparticle Research,
24(8). https://doi.org/10.1007/s11051-022-05534-z



102

Tezel, H., Balci, A., Erkekoglu, P. (2022). Melazma tedavisinde giincel yaklagimlar ve olasi
toksik etkileri. Hacettepe University Journal of the Faculty of Pharmacy,
https://doi.org/10.52794/hujpharm.1005810

Tsakovska, 1., Pajeva, 1., Sharif, M. A., Alov, P., Fioravanzo, E., Kovarich, S., Cronin, M.
T. (2017). Quantitative structure-skin permeability relationships. Toxicology, 387, 27-
42. https://doi.org/10.1016/j.tox.2017.06.008

Tsukamoto, K., Jackson, I. J., Urabe, K., Montague, P., Hearing, V. J. (1992). A second
tyrosinase-related protein, TRP-2, is a melanogenic enzyme termed dopachrome
tautomerase. The EMBO Journal, 11(2), 519-526. https://doi.org/10.1002/j.1460-
2075.1992.tb05082.x

Ubeid, A. A., Zhao, L., Wang, Y., Hantash, B. M. (2009). Short-sequence oligopeptides with
inhibitory activity against mushroom and human tyrosinase. Journal of Investigative
Dermatology, 129(9), 2242-2249. https://doi.org/
10.1038/jid.2009.124

Uysal, A., Zengin, G., Durak, Y., Aktimsek, A. (2016). Centaurea pterocaula 6ziitlerinin
antioksidan ve antimutajenik Ozellikleri ile enzim inhibitdr potansiyellerinin
incelenmesi. Marmara Pharmaceutcal Journal, 20(3), 232.
https://doi.org/10.12991/mpj.20162094922

Vachiramon, V., Namasondhi, A., Anuntrangsee, T., Jurairattanaporn, N. (2021). A single-
blinded, randomized, controlled trial comparing efficacy between low-fluence
alexandrite 755-nm picosecond laser and low-fluence neodymium-doped yttrium
aluminum garnet (nd:yag) 1064-nm picosecond laser for the treatment of ultraviolet
B-induced hyperpigmentation. Journal of Cosmetic Dermatology, 21(3), 1036-1044.
https://doi.org/10.1111/jocd.14591

Vasconcelos, A., Pégo, A. P., Henriques, L., Lamghari, M., Cavaco-Paulo, A. (2010).
Protein matrices for improved wound healing: elastase inhibition by a synthetic
peptide  model.  Biomacromolecules, 11(9), 2213-2220.  https://doi.org/
10.1021/bm100537b

Viet, T. D., Xuan, T. D., Anh, L. H. (2021). a-Amyrin and f-amyrin isolated from Celastrus
hindsii leaves and their antioxidant, anti-xanthine oxidase, and anti-tyrosinase
potentials. Molecules, 26(23), 7248. https://doi.org/10.3390/molecules26237248

VinNa, J., Gomez-Cabrera, M. C., Lloret, A., Marquez, R., Mifana, J. B., Pallardo, F. V.,
Sastre, J. (2000). Free radicals in exhaustive physical exercise: mechanism of
production, and protection by antioxidants. [UBMB Life, 50(4-5), 271-277.
https://doi.org/10.1080/713803729

Wang, R. and Mu, J. (2021). Arbutin attenuates ethanol-induced acute hepatic injury by the
modulation of oxidative stress and NRF-2/ho-1 signaling pathway. Journal of
Biochemical and Molecular Toxicology, 35(10). https://doi.org/10.1002/jbt.22872

Wester, R. C., Melendres, J., Hui, X. (1998). Human in vivo and in vitro hydroquinone
topical bioavailability, metabolism, and disposition. Journal of Toxicology and
Environmental Health A, 54, 301-317. https://doi.org/10.1080/009841098158863



103

White, C. R., Darley-Usmar, V., Berrington, W. R., McAdams, M., Gore, J., Thompson, J.
A., Freeman, B. A. (1996). Circulating plasma xanthine oxidase contributes to vascular
dysfunction in hypercholesterolemic rabbits. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 93(16), 8745-8749. https://doi.org/10.1073/pnas.93.16.8745

Wu, T., Firoozabadi, A. (2021). Surfactant-enhanced spontaneous emulsification near the
crude oil-water interface. Langmuir, 37(15), 4736-4743. https://doi.org/
10.1021/acs.langmuir.1c00725

Xie, L. P., Chen, Q. X., Huang, H. (2003). Inhibitory effects of some flavonoids on the
activity of  mushroom tyrosinase. Biochemistry, 68, 487-491.
https://doi.org/10.1023/a:1023620501702

Yang, S., Liu, L., Han, J., Tang, Y. (2020). Encapsulating plant ingredients for
dermocosmetic application: an updated review of delivery systems and
characterization techniques. International Journal of Cosmetic Science, 42(1), 16-28.
https://doi.org/10.1111/ics.12592

Yano, Y., Kato, E., Ohe, Y., Blandford, D. (2018). Examining the opinions of potential
consumers about plant-derived cosmetics: An approach combining word association,
co-occurrence network, and multivariate probit analysis. Journal of Sensory Studies,
34(2), e12484. https://doi.org/10.1111/joss.12484

Yin, H. A., Wahab, R. A., Rehman, G. U. vd. (2024). A novel water-in-oil-in-water double
nanoemulsion of a-mangostin and kojic acid for topical applications. Arabian Journal
of Science and Engineering, https://doi.org/10.1007/s13369-023-08659-y.

Yirtics, U. (2019). Centaurea fenzlii Reichardt Oziitiniin antioksidan ozellikleri ve enzim
inhibisyon etkisinin belirlenmesi. Bitlis Eren Universitesi Fen Bilimleri Dergisi, 8(1),
66-73. https://doi.org/10.17798/bitlisfen.484336

Yoshihisa, Y., Rehman, M. U., Shimizu, T. (2014). Astaxanthin, a xanthophyll carotenoid,
inhibits ultraviolet-induced apoptosis in keratinocytes. Experimental Dermatology,
23(3), 178-183. https://doi.org/10.1111/exd.12347

Yuan, Y., Jin, W., Nazir, Y., Fercher, C., Blaskovich, M. A. T., Cooper, M. A., Ziora, Z. M.
(2020). Tyrosinase inhibitors as potential antibacterial agents. European Journal of
Medicinal Chemistry, 187, 111892. https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2019.111892

Zaidi, K. U., Ali, A., Ali, S. A., Naaz, 1. (2014). Microbial tyrosinases: promising enzymes
for pharmaceutical, food bioprocessing, and environmental industry. Biochemistry
Research International, 2014, 1-16. https://doi.org/10.1155/2014/854687

Zehng, Z. P., Tan, H. Y., Chen, J., Wang, M. (2013). Characterization of tyrosinase
inhibitors in the twigs of Cudrania tricuspidata and their structure-activity relationship
study. Fitoterapia, 84, 242-247. https://doi.org/10.1016/].fitote.2012.12.006

Zengin, G., Ak, G., Aktiimsek, A. (2021). A study on antioxidant and enzyme inhibitory
properties of extracts from different parts of Asphodeline baytopae
(Xanthorhoeaceae). Tiirk Doga ve Fen Dergisi, 10(2), 174-181. https://doi.org/
10.46810/tdfd.882790



104

Zhang, S., Duan, E. (2018). Fighting against skin aging: The way from bench to bedside.
Cell Transplant, 27(5), 729-738. https://doi.org/10.1177/0963689717725755

Zheng, Y., Davis, C. R., Howarter, J. A., Erk, K. A., Martinez, C. (2022). Spontaneous
emulsions: Adjusting spontaneity and phase behavior by hydrophilic—lipophilic
difference-guided surfactant, salt, and oil selection. Langmuir, 38(14), 4276-4286.
https://doi.org/10.1021/acs.langmuir.1c03444

Zhou, H., Zhao, J., Li, A., Reetz, M. T. (2019). Chemical and biocatalytic routes to arbutin.
Molecules, 24(18), 3303. https://doi.org/10.3390/molecules24183303

Zhu, W., Gao, J. (2008). The use of botanical extracts as topical skin-lightening agents for
the improvement of skin pigmentation disorders. Journal of Investigative Dermatology
Symposium Proceedings, 13(1), 20-24. https://doi.org/
10.1038/jidsymp.2008.8

Zhu, Y., Chen, C., Zhao, S. J,, Yang, J. T., Song, H., Ge, F., Liu, D. (2014). Inhibitory
mechanism of salidroside on tyrosinase. Journal of Food and Nutrition Research,
2(10), 698-703. https://doi.org/10.12691/jfnr-2-10-8

Zilles, J. C., Santos, F. L. d., Kiilkamp-Guerreiro, I. C., Contri, R. V. (2022). Biological
activities and safety data of kojic acid and its derivatives: A review. Experimental
Dermatology, 31(10), 1500-1521. https://doi.org/10.1111/exd.14662

Zota, A. R., Shamasunder, B. (2017). The environmental injustice of beauty: Framing
chemical exposures from beauty products as a health disparities concern. American
Journal of Obstetrics and Gynecology, 217(4), 418.e1-418.e6. https://doi.org/
10.1016/j.aj0g.2017.07.020

Zurina, 1. M., Gorkun, A. A., Dzhussoeva, E. V., Kolokoltsova, T. D., Markov, D. D.,
Kosheleva, N. V., Morozov, S. G., Saburina, I. N. (2020). Human melanocyte-derived
spheroids: A precise test system for drug screening and a multicellular unit for tissue

engineering. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, 8, 540.
https://doi.org/10.3389/fbioe.2020.00540.



Kisisel Bilgiler
Soyadi, adi
Uyrugu

Egitim Derecesi

Doktora
Lisans

Lise

Is Deneyimi, Y1l
2018- Devam ediyor

2017- 2018

Yabanc Dil
Ingilizce

Fransizca

OZGECMIS

: KARAKUCUK Meltem
: T.C.

Okul/Program

Gazi Universitesi
Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Sami Yangin Anadolu Lisesi

Cahstig1 Yer

Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz
Kurumu Farmakovijilans ve
Kontrole Tabi Maddeler
Dairesi  Uyusturucu  ve
Psikotrop Maddeler Kontrol
Birimi

Gazi Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmakognozi
Anabilim Dali, 100/2000
Oncelikli  Alanlar YOK
Bursiyeri (Dogal ve Bitkisel
Uriinler, Kozmetik
Uriinler), Danisman: Prof.
Dr. ilkay ERDOGAN
ORHAN

Mezuniyet y1ih

Devam ediyor
2017
2012

Gorev

Eczaci

Eczaci

105



106

Yayinlar

1. Hoti, B., Bakar, F., Karakiiciik, M., Giinbatan, T., Kilig, C. S., Giirbiiz, 1., Duman, H.
“Ferulago sylvativa (Besser) Reichb. ve Ferulago humilis Boiss. Koklerinin SW480 ve
PC-3 Kanser Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Aktivitesi”, XXIII. Bitkisel Ilag
Hammaddeleri Toplantis1 (BIHAT) 2018, 09-12 Nisan 2018, Antalya.

2. Karakiigiik, M., Senol Deniz, F. S., Dénmez, A. A., Erdogan Orhan, 1. “Neurobiological
Effect of Thirty-Five Crataegus Taxa (Hawthorn) Growing in Turkey and Iran through
Cholinesterase and Tyrosinase Inhibition and Antioxidant Assays”, Proceedings Book

of 5" International Eurasian Congress on Natural Nutrition, Healthy Life & Sport,
Ankara, 2019.

Hobiler

Yizme, Doga ylruytst



() 6 () ) (52

GAZILI OLMAK AYRICALIKTIR, ..





