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Kafeik Asit iceren Kitozan Kaph Lipozomlarin Gelistirilmesi ve Antioksidan
Etkinliginin Incelenmesi

Cigdem YUCEL “*, Gék¢e SEKER KARATOPRAK 2

oz

Amag: Bu calismada, giicli antioksidan etkisi bilinen kafeik asitin kapli olmayan ve kitozan kapli lipozom
formiilasyonlarimin gelistirilmesi, in vitro karakterize edilmesi, salim ve hiicre ge¢is calismalar yapilarak kitozan
kaplamanin, kafeik asitin deriden gegisini artirmadaki katkisinin incelenmesi ve bu sayede uzatilmig antioksidan
etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontemler: Yeni gelistirilen kitozan kapli ve kapli olmayan lipozomlarin karakterizasyon parametreleri
(partikiil biyiikligi ve dagilimi, zeta potansiyel, polidispersite indeksi ve yiikleme etkinligi) 6l¢iilmis, farkli kitozan
konsantrasyonlari ile hazirlanan kapli lipozomlardan optimum formiilasyon belirlenmistir. In vitro salim ¢aligmalari
yapilmis ve formiilasyonlarin stabiliteleri tayin edilmistir. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 kapsaminda, fare fibroblast hiicre
hatti (L929) kullanilarak sitotoksisite testi ve hiicre ge¢is caligmalari yapilmistir. Gelistirilen formiilasyonlarin
antioksidan aktivitesi, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) ve (2,2-Azino-bis3-etilbenzotiyazolin-6-silfonik asit)
(ABTS*®") radikal siipiiriicii etki ile belirlenmistir.

Bulgular: Kafeik asit yukli lipozomal formiilasyonlar basariyla gelistirilmis ve karakterize edilmigtir. Toksisite
calismasina gore, kafeik asit c¢ozeltisi (250 pg/mL ve altindaki konsantrasyonlar) ve kafeik asit yiikli gelistirilen
lipozomal formiilasyonlar toksik bulunmamustir. In vitro salim ve hiicre gegis ¢alismasi sonucu elde edilen kafeik asit
miktarlarmin, DPPH® ve ABTS®" radikallerini siipiiriicii etkisi ispatlanmustir.

Sonug: Sonug olarak, toksik etkisi bulunmayan, yeni, kafeik asit yiiklii kapli olmayan ve kitozan kapli lipozomlar
basartyla gelistirilmis, kitozan kaplamanin deriye olan yiiksek afinitesi ve uzatilmis antioksidan etkinligi kanitlanmis ve
topikal uygulama igin potansiyel olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fenolik asit; lipozom; antioksidanlar.

Development and Evaluation of Antioxidant Effectiveness of Chitosan Coated Liposomes
Containing Caffeic Acid

ABSTRACT

Aim: In this study, it was aimed to develop uncoated and chitosan-coated liposome formulations containing caffeic acid
which has a strong antioxidant effect, to characterize in vitro and to investigate of the contribution of chitosan coating to
increase the permeation of caffeic acid through by skin release and permeation studies, and to evaluate its sustained
antioxidant effect.

Material and Methods: Characterization parameters (particle size and distribution, zeta potential, polydispersity index
and ancapsulation efficiency) were measured, The optimum formulation was determined from coated liposomes
prepared with different concentrations of chitosan. In vitro release studies of newly developed chitosan coated and
uncoated liposomes were performed and stabilities of formulations were determined. Within the scope of cell culture
studies, cytotoxicity test and cell permeation study were performed with using L929 mouse fibroblast cell line.
Antioxidant activities of liposomal formulations were measured using 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH®) ve 2,2'-
azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS*®") radical scavenging effect.

Results: Caffeic acid loaded liposomes were developed successfully and characterized. According to the toxicity study,
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caffeic acid solution (250ug/mL and  below
concentrations) and liposomal formulations were not
toxic. The scavenging effects of DPPH® and ABTS®"
radicals of the amounts of caffeic acid obtained as an end
of result of the in vitro release and cell permeation studies
were proven.

Conclusion: In conclusion, novel uncoated and chitosan
coated liposomes containing caffeic acid have been
successfully developed, high affinity to the skin of
chitosan coating and the sustained antioxidant effects of
liposomes were proven and are thought to be potential for
topical application.

Keywords: Phenolic acid; liposom; antioxidants.

GIRIS

Mikro ve nanopartikiiler ila¢ sekilleri konvansiyonel ilag
sekilleriyle saglanan tedavi etkinliginin artirilmasi,
tedavide kullanilan terapotik dozun ve yan etkilerin
azaltilmast ve yasam Kkalitesinin artirilmasi amaciyla
tizerinde yogun olarak caligilan bir gruptur. Lipozomlar,
lipit ¢ift tabaka ve sulu faz olmak iizere iki kisimdan
olusan kolloidal lipit yapisinda kiiresel vezikiillerdir.
Lipozomlarin ilag¢ tasiyict sistem olarak yaygin olarak
kullanilmasinin en dnemli nedeni, yapilarinda fosfolipit
tagidiklar1 i¢in Dbiyolojik membrana benzer &zellik
gostermeleri  ve bu sayede  biyogecimli  ve
biyoparcalanabilir 6zellikte olmalaridir. Ayrica lipit ¢ift
tabaka ve sulu faz olmak iizere iki kisimdan olusan
vezikiiler yapidaki lipozomlar, hidrofilik ve lipofilik
yapidaki ilaglar i¢in tasiyict  sistemdir. Viicutta
immunojenik ve toksik etki gostermezler. Diisiik olan
biyoyararlanimi iyilestiren lipozomlar yar1 6mrii kisa
ilaglarin viicutta kalis siiresini artirarak hastanin ilagtan
yararlanmasini1 en iist diizeye ulastiran sistemlerdir. Bu
nedenlerle lipozomlar, kozmes6tik ve farmasotik alanda
genis kullanim alanina sahiptirler (1-3).

Kitozan, hidrofilik, biyouyumlu, biyopargalanir ve
polikatyonik polimer olup hidrofilik bilesiklerin topikal
uygulanmasinda, deriden gegisi artirmak igin yaygin
olarak kullanilmaktadir (4,5). Pozitif yiiklii kitozan ile
kaplama, lipozomlarin yiizeyini degistirerek deriden
gecisini, deriye uygulanabilirligini artirmaktadir (5).
Nanoteknolojinin  son yillarda kozmetik alaninda
kullanimi ve nanokozmetikte 6ncii firmalarin piyasada
var olan {irlin sayilart artmaktadir. Kozmetikte,
nemlendiriciler ve yaslanma karsit1 driinler olarak iki
temel alanda nanoteknoloji yaygin olarak kullanildigi
goriilmektedir. Yaslanma karsiti iriinlerde, antioksidan
etkili bilesikler yaygin olarak oksidatif hasar1 hafifleterek
geng goriiniiglii  cilt olusturmak i¢in  kullanilan
bilesiklerdir (6).

Dokularda meydana gelen serbest radikaller; protein,
karbonhidrat ve lipidler gibi biyolojik agidan Snemli
materyallere zarar vererek DNA hasari, zar yapilarinin ve
fonksiyonlarinin bozulmasi gibi hasarlar olustururlar.
Serbest radikalleri yakalama ve stabilize etme yetenegine
sahip antioksidanlar ile bu durum kontrol altina
alinabilmektedir (7-9).

Kafeik asit (3,4-dihidroksisinnamik asit) bitkilerde
sekonder metabolizma ile olusan ve bir¢ok bitkide yaygin
olarak bulunan fenolik bir bilesiktir. Farkli birgok
biyolojik etkilerinin yam1 sira, topikal uygulanan

formiilasyonlarda kullanilan kafeik asit, antioksidan
etkisiyle one ¢ikmaktadir (10,11).

Calismamizda, kafeik asit yiiklii, topikal uygulama
sonrast deriden gegigini artirmaya yonelik olarak kapli
olmayan ve cesitli kitozan ¢ozeltisi ile ile kapl lipozom
ilac sekilleri gelistirilmis, karakterize edilmis, stabilite
caligmalar1 yapilmistir. Ayrica formiilasyonlarin fare
fibroblast hiicre hatt1 (L929) iizerindeki hiicre canliligina
olan etkisi incelenmistir. Kitozan kapl lipozomlardan
optimum segilen formiilasyon, kapli olmayan lipozom ve
kafeik asit ¢Ozeltisi ile in vitro salim ve hiicre gegis
caligmalar1  ile  kitozan  kaplamanin  etkinligi
degerlendirilmistir. Salim ve hiicre gecis ¢aligmasinda
elde edilen kafeik asitin antioksidan aktivitesi DPPH® ve

ABTS"™ radikalleri siipuriicii  etkisi  testleri ile
degerlendirilmistir.
GEREC VE YONTEMLER

Calisma kapsaminda etkin madde olarak kafeik asit
(Sigma, Almanya), lipozomlarin hazirlanmasinda lipit
olarak, dipalmitoil fosfatidil kolin (DPPC) ve Kolesterol,
lipozomlarin kaplanmasinda kitozan (Sigma-448869,
Almanya), kullanilmistir. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda
fare fibroblast hiicre hatt1 L929 (ATCC® CCL-1™) ve
steril  hiicre  kiltiri  malzemeleri ~ (Corning®)
kullanilmistir.  Diger kimyasallarin  timii  analitik
ozelliktedir. Bu calisma, Aragtirma ve Yaym Etigine
uyularak, Erciyes Universitesi Eczacihik Fakiiltesi ve
Erciyes Universitesi Nanoteknoloji Arastirma Merkezi
(ERNAM) biinyesinde gerceklestirilmistir.

Kafeik asit’in Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi ile
Miktar Tayini

Kafeik asitin miktar tayini, dalga boyu taramasi
yapilmasinin ardindan yiiksek basingli sivi kromatografisi
(YBSK) kullanilarak gergeklestirilmistir. Caligmanin
baginda 100 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan distile
su: etanol (70:30 h/h) (12) icerisinde kafeik asit ¢ozeltisi
ile 200-550 nm arasinda UV  spektrofotometre
kullanilarak dalga boyu taramasi yapilmis ve kafeik asitin
maksimum absorbans verdigi dalga boyu belirlenmistir.
YBSK c¢alisma kosullari; C18 analitik kolon (250 x 4,6
mm, 5 pm partikiil ¢ap1), akim hiz1 1 mL/dak, enjeksiyon
miktar1 10uL olarak belirlenmistir. Hareketli faz olarak,
%?2 asetik asit iceren asetonitril:su (18:82) karisimi
kullanilmistir ~ (10).  Analitik metot validasyonu
kapsaminda kafeik asitin bir seri (10-1000 pg/mL)
etanolik sulu ¢ozeltisi kullanilarak yontem validasyonu
gerceklestirilmistir.

Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Toksisite Testi

Calismamizda, 1.929 fare fibroblast hiicre hatt1 tizerindeki
etkin maddemiz kafeik asitin bir seri ¢ozeltisi ve yeni
gelistirilen kafeik asit yiiklii lipozom formiilasyonlarinin
toksik etkisi belirlenmistir. Toksisite testleri arasinda
siklikla kullanilan MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difenil-tetrazolyum bromit) testi kullanilmustir. Kafeik
asitin 10-1000 pg/mL konsantrasyon araliginda olacak
sekilde ¢ozeltileri ve bos ve etkin madde yiikli lipozom
formiilasyonlar1 hazirlanmigtir. Hazirlanan numuneler
deney yapilincaya kadar +4°C’de saklanmig ve test igin
37+0,5°C’ye getirildikten sonra kullanilmistir.

Test igin kullanilacak 1.929 hiicreleri 96 kuyucuklu doku
kiiltiir kaplarinda iretilmistir. Test maddeleri, hiicre
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killtir ortam1 EMEM ile hazirlandiktan sonra
kuyucuklara eklenmis (100 pL) ve 24 saat 37+0,5°C’de
CO,’li  etiivde bekletilmistir. DoOrt saatin - sonunda
kaplardaki icerik bosaltilarak, tim kuyucuklara 100 pL
taze hiicre kiiltlir ortam1 ile 13 uL MTT ¢ozeltisi
eklenmistir. Kiiltiir kaplar1 hemen aliiminyum folyoyla
sikica sarilmis ve dort saat 37+0,5 °C’de CO,’li etivde
bekletilmistir. Dort saatin sonunda etiivden ¢ikarilan
kaplar bosaltilmig ve kuyucuklara 100’er pL Dimetil
siilfoksit (DMSO) ilave edilmigtir. Olusan mor rengin
absorbans1 spektrofotometrik olarak 570 nm’de tayin
edilmigtir. Farklt derisimlerdeki maddeler icin farkli
absorbans degerleri elde edilmis ve bu degerlerden
hareketle yiizde canlilik hesaplar1 asagidaki esitlik ile
hesaplanmustir. Olgiimler 6 paralel olarak yapilmistir.

Esitlik 1:
%canlilik= ([Absorbanssmekx100)/Absorbansnicrekontrol]

Kaph Olmayan Lipozomlarin Hazirlanmasi
Calismamizda, fosfolipit olarak DPPC, stabilite artirict
olarak kolesterol kullanilarak Bangham (film) ydntemi
(13) ile kapli olmayan lipozomlar hazirlanmigtir. DPPC
ve kolesterol (1:1 molar derisimde) kloroform:metanol
(3:1 h/h) kanisiminda ¢oziilmiistiir. Yaklasik 42-44°C’de
rotavapotarda organik solvan ugurulmus ve kuru lipit film
elde edilmistir. Elde edilen kuru lipit filmi hidrate etmek
icin sitotoksisite testi ile belirlenen toksik olmayan doz
250 pg/mL  konsantrasyonda kafeik asitin etanolik
cozeltisi (70:30 h/h) ilave edilmis, 10 dk vorteksle
karistirilmis ve 10 dk ultrasonik banyoda bekletilmistir.
Lipozom silispansiyonu elde edilmistir. Lipozom
stispansiyonu 4°C'de 30 dakika boyunca 15,000 rpm'de
santrifij edilerek {stteki berrak kisim ve lipozomlar
ayrilmustir.

Kitozan Kaph Lipozomlarin Hazirlanmasi

Cesitli kitozan ¢dzeltilerinin (% 0,1, 0,3 ve 0,5 a/h) asetik
asitin sulu ¢ozeltisi (%1 h/h) icinde hazirlanmasinin
ardindan lipozom siispansiyonu, kitozan ¢ozeltilerine esit
hacimde olacak sekilde damla damla ilave edilmistir.
Daha sonra, karisim 1 saat siireyle siirekli karigtirilmis ve
daha sonra 4°C'de gece boyunca bekletilmistir. Kitozan
kapli lipozomlar, 4°C'de 30 dakika boyunca 15,000
rpm'de santrifiij sonrasi elde edilmistir.

Lipozomlarin Karakterizasyonu

Gelistirilen  lipozomlarin ~ karakterizasyon c¢aligmasi
kapsaminda partikiil biiytikligii ve dagilimi, sekli, zeta
potansiyel  degerleri,  polidispersite  indeksi  ve

enkapsiilasyon (yiikleme) etkinligi 6l¢timleri yapilmuistir.

Lipozomlarin Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilimimin
Tayini

Lipozomlarin partikiil biiyiikligii ve dagilimi 6l¢imiinde
Zetasizer Nano ZS (Malvern Zetasizer, Ingiltere) cihazi
kullanilmistir.  Aletin ¢alisma prensibi; dinamik 151k
sacilimi ve foton korelasyon spektroskopisi ile Brown
hareketlerin 6l¢iilmesi ve bu 6l¢lim sonucunun damlacik
boyutu ile iliskilendirilmesine dayanmaktadir. Olgiimler 6
paralel olarak yapilmistir.

Lipozomlarin Zeta Potansiyel Degerlerinin Olciilmesi

Lipozomlarin zeta potansiyel 6l¢iimlerinde de Zetasizer
Nano ZS (Malvern Zetasizer, Ingiltere) cihazindan
yararlanilmigtir. Zeta potansiyel oOl¢iimii elektroforez
prensibine dayanmaktadir. Buna gore; ortamda bulunan

yuklu partikullerin elektriksel alandaki hareketi esas
almarak 6l¢iim yapilir. Bu ¢alismada Slgiimler 6 paralel
olarak yapilmistr.

Lipozomlara Hapsedilen
(Yiikleme Etkinligi) Tayini
Etkin madde yiiklenen kapli olmayan ve g¢esitlik
konsantrasyonlarda kitozan c¢ozeltisi ile kaplanana
lipozomlarin siispande halde elde edilmesi sonrasi
santrifuj edilip Ustteki berrak kisimdan (slipernatant)
yontem boliminde belirtilen YBSK metodu ile yiikleme

Etkin Madde Miktar

etkinligi ~ (YE)  asagidaki  esitlik  kullamilarak
hesaplanmistir.
Esitlik 2:

%YE: Toplam kafeik asit miktari-yiiklenmemis kafeik asit miktari x 100
Toplam kafeik asit miktar1

Lipozomlarin Sekli

Hazirlanan kitozan kapli lipozomlarin sekli taramali
elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscopy-
SEM) ile Erciyes Universitesi Nanoteknoloji Arastirma
Merkezi Laboratuvari’nda goriintiilenmistir.

Lipozomlarin Stabilitelerinin Degerlendirilmesi
Gelistirilen lipozomlar, 4°C ve 25°C£%60 bagil nem
ortamlarinda 3 ay silireyle muhafaza edilmistir. Bu
sicakliklarda saklanan lipozomlarmn her ay partikiil
biiyiikligi ve dagilimi ve zeta potansiyelindeki degisim
incelenmigtir. Bu c¢alismada o&lgiimler 3 paralel olarak
yapilmigtir.

In Vitro Salim Calismasi

In vitro salim g¢alismasi, diyaliz membran (12000 Da)
kullanilarak pH 7,4 fosfat tamponu ortaminda yapilmistir.
Bu pH'min secilmesinin nedeni hiicre  kiiltiirii
calismalarinda  kullanilan  kiiltir ~ ortam1  (Eagle's
Minimum Essential Medium ATCC® 30-2003™)’nin
pH’sinin 7,39 olarak 6l¢iilmesidir.

Kullanilan diyaliz membran 24 saat boyunca pH 7,4
fosfat tamponunda islatilmistir. Diyaliz membran
gecisleri Franz difiizyon hiicreleri kullanilarak yapilmus,
diyaliz  membran bu Franz hicresinin arasina
yerlestirilmigtir. Hiicrelerin alt kismimna 2 mL pH 7,4
fosfat tamponu, {ist kismina ise 2’ser mL kafeik asit
cozeltisi (250 pg/mL) ve salimi incelenecek kapl
olmayan lipozomlar ve optimum formilasyon olarak
belirlenen kitozan kapli lipozomlar konulmustur. Ortam
sicakligr 37°C’de tutulmus, sabit hizda karistirma deney
sliresince devam etmistir. Belirlenen zaman sonunda (24
saat sonunda) drnekler alinarak kafeik asit miktar tayini
YBSK ile yapilmustir. Olgiimler 3 paralel olarak
yapilmigtir

Hucre Gegis Calismasi

Hiicre gegis caligmalarinda 1929 hiicreleri 0,4 um por
capl, 6 kuyucuklu o6zel hiicre kaplar1 (Transwell®,
Corning, ABD) (izerinde tek tabaka halinde 0retildikten
sonra deney baglatilmistir. Hiicreden gegis calismalari
icin bazolateral kisma 1 mL hiicre kiiltiir ortami, apikal
kisma ise hazirlanan 1’er mL kafeik asit ¢6zeltisi (250
pg/mL) ve gegisi incelenecek kapli olmayan lipozomlar
ve optimum formiilasyon olarak belirlenen kitozan kapl
lipozomlar uygulanmistir. Daha sonra belirlenen siire (24
saat sonunda) sonunda bazolateral kisma gecen kafeik
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asit tayini YBSK metodu ile yapilmistir. Olgiimler 3
paralel olarak yapilmustir.

Antioksidan Etki Tayini

Geligtirilen kapli olmayan ve optimum formiilasyon
secilen kitozan kapli lipozom formiilasyonlarindan in
vitro salim ve hiicre gegis calismasi sonunda tayin edilen
kafeik asit miktarlart belirlenmig ve antioksidan etkisi
tayin edilmistir.

Antioksidan aktivite i¢in Braca ve ark. (14) uyguladig
metot kullamilarak DPPH® radikal sipiriici aktivitesi
spektrofotometrik olarak 6l¢lilmiistiir. 500 pL 6rnek; ve
1,5 mL 0, mM metanolde hazirlanmis ve DPPH®
¢ozeltisi ile karigtirlmistir. Oda sicakliginda ve karanlikta
30 dakika inkibe edildikten sonra absorbanslar 517
nm’de okunmustur. Inhibisyon yiizdesi asagidaki esitlik
kullanilarak hesaplanmistir. Analizler li¢ paralel yapilmis
ve ortalama degerler kullanilmustir.

Esitlik 3:
% inhibisyon= [(AbSkentrol- Abssmek) / Abs kontrol] x 100

Bir diger test modeli olan ABTS®" radikal stipdriici
aktivite tayini, Huang ve ark. (15) uyguladigi metot ile
belirlenmistir. ABTS™® radikali (7 mM) ABTS’in sulu
cozeltisi ile K,S,0g (2,45 mM, son konsantrasyon)’un
karanlikta 12-16 saat bekletilmesiyle meydana getirilmis
ve absorbansi oda sicakliginda 734 nm’de 0,700 (+0,030)
olacak sekilde ayarlanmistir. Bu sekilde hazirlanan
radikal c¢ozeltisi (3900 pL) ornek (100 L) ile
karigtirllmis ve 734 nm’de bir dakikalik araliklarla 30
dakika siiresince reaksiyon kinetigi  Ol¢iilmiistiir.
Konsantrasyona kars1 6lgiilen inhibisyon yiizdeleri
Troloks’a egdeger olarak (TEAC:Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) hesaplanmustir.

Istatistiksel Analiz

Biitiin istatistiksel analizler SPSS 12 istatistik programi
ile yapilmustir. Verilerin normal dagilima uygunlugu i¢in
Kolmogorov-Smirnov  ve Shapiro-Wilk  testleri
kullanilmistir. Varyanslarin analizi tek yonli ANOVA
prosediirine gdre uygulanmigtir. Gruplarin varyans
homojenligini  degerlendirmek icin Levene testi
kullanilmistir. Gruplarin karsilastirilmasinda tek yonli
ANOVA (post hoc Tukey testi) uygulanmustir.

BULGULAR

Kafeik asit’in Yiiksek Basingh Sivi Kromatografisi ile
Miktar Tayini

Etkin maddemiz kafeik asitin dalga boyu taramasi sonrasi
maksimum dalga boyunun (Amax) 305 nm oldugu
gOriilmistiir. Caligmamizda,  kalibrasyon  egrisi
olusturmak i¢in hazirlanan bir seri kafeik asit ¢ozeltisinin
(10-1000 pg/mL) YBSK ile olusturulan konsantrasyon-
alan kalibrasyon dogrusu Sekil 1’de verilmistir.
Kalibrasyon denklemi olarak y=50,571x-53,279 ve
yiiksek korelasyon (r?=0,9997) elde edilmistir.

60000 -
y=50,571x - 53,279
50000 + R2=0,9997
40000 -
%30000
<
20000 A
10000 -
o
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 1. Kafeik asite ait kalibrasyon dogrusu (n=6)

Lipozomlarin Karakterizasyonu

Gelistirilen lipozomal formiilasyonlarin karakterizasyon
calismalar1 kapsaminda partikiil biyiikligi ve dagilimi,
zeta potansiyel ve polidispersite indeks degerleri
Olciilmiistlir. Kapli olmayan ve (0,1-0,5 a/h) kitozan kapl
lipozomlar 200-310 nm arasinda partikiil biiyiikliigiine ve
(-13,5+1,02 mV) - (+32,5+2,32 mV) arasinda zeta

potansiyele, 0,205+0,005-0,235+0,006 arasinda
polidispersite  indeksi  degerlerine  sahip  olarak
bulunmustur.  Yikleme etkinliklerine bakildiginda,

%49,0+1,25-54,1+0,94 araliginda degisen degerler elde
edilmistir (Tablo 1). Kitozan kapli lipozomlarin sekli
taramali elektron mikroskobu ile Erciyes Universitesi
Nanoteknoloji Merkez Laboratuvar’nda goriintiilenmistir
(Sekil 2).

Tablo 1. Lipozomal formiilasyonlarin karakterizasyon
arametreleri (n=6)

Partikal
biiyiikliigii
(nm+SS)

Zeta
Potansiyel
(mV+SS)

Polidispersite

Formilasyon indeksi+SS

YE
(%2SS)

Kaph
olmayan
lipozom

188,7+4,58 | -13,5+1,02 | 0,205+0,005

49,0+1,25

%0,1 a/h
kitozan
cozeltisi ile
kaph
lipozom

202,7£3,62 | 32,4+1551 0,190+0,001

53,0+1,45

90,3 a’h
kitozan
cozeltisi ile
kaph
lipozom

264,3+3,72 | 38,4+1,63 0,212+0,002

53,2+1,02

%0,5 a/h
kitozan
cozeltisi ile
kaph
lipozom

300,3+4,50 | 45,7+2,01 0,235+0,006

54,1+0,98

*Veriler ortalama degertstandart sapma kullanilarak ifade edilmistir
(SS:standart sapma, a/h: agirlik/hacim, nm: nanometre, mV:milivolt,
YE:Yiikleme etkinligi)
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Sekil 2. Kitozan ¢ozeltisi (0,1 a/h) kapli lipozomlara ait
SEM goruntisi

Lipozomlarin Stabilitelerinin Belirlenmesi

Kafeik asit ile hazirlanan kapli olmayan ve farkli kitozan
konsantrasyonlart (%0,1-0,5) ile kapli lipozomlarin
Olcillen partikiil biyiikligi ve dagilimi ve zeta
potansiyellerinin zamanla degisimini incelemek icin
farkli iki sicaklikta bekletilen formiilasyonlarin 0., 1., 2.
ve 3. aylarda yapilan 6l¢limlerin sonuglar1 Sekil 3 ve 4’te
verilmigtir.

400 A
E 350 -
& 300 -
= Baslangi¢
2. 250 - .l
E) -ay
=
é 200 - u2 ay
=
5 150 - "3.ay
100
0 0,1 0,3 0,5
Kitozan konsantrasyonu (% a/h)
400 - B
5 350 |
& 300 -
=2 Baslangic
2 250 -
£} ul.ay
=
= , [
g 200 2.ay
F 150 - "3.ay
100 +-
0 0,1 0,3 0,5
Kitozan konsantrasyonu (% a/h)

Sekil 3. Kafeik asit yiiklii kapli olmayan ve ¢esitli kitozan
¢ozeltileri ile kapli lipozomlarin 4°C’de (A) ve

25°C+%60 bagil nem (B)’de bekletildigindeki partikiil
biiytikligi degisimi (n=3)

Uc farkhi kitozan ¢dzeltisi ile hazirlanan kaph
lipozomlarin tiim karakterizasyon parametreleri ve
stabilite verileri degerlendirildiginde, %0,1 a/h kitozan
¢ozeltisi ile kapl lipozom, optimum formiilasyon olarak
belirlenmis ve in vitro salim ve hiicre gecis
¢alismalarinda bu formiilasyon ile devam edilmistir.

50 1 A
40
>
E 30
GZJ\ 20 | Baslangi¢
[%]
g ml.ay
g 10 H2. ay
g 0 T 3. ay
’ 01 0,3 0,5
-10
20 -
Kitozan konsantrasyonu (% a/h)
50 - E
. 40
>
E 30 -
GZJ‘ 20 | Baslangi¢
E ul.ay
g 104 2. ay
g o —r ns.ay
0,1 0,3 0,5
-10
20
Kitozan konsantrasyonu (% a/h)

Sekil 4. Kafeik asit yiiklii kapli olmayan ve gesitli kitozan
cozeltileri ile kapl lipozomlarin 4°C’de (A) ve
25°C+%60 bagil nemde (B) bekletildigindeki zeta
potansiyel degisimi (B) (n=3)

In vitro Salim Calismasi

Gereg ve yontem boliimiinde anlatildigr sekilde 24 saatin
sonunda alman drneklerden kafeik asit miktarlar1 YBSK
ile tayin edilmistir. Kafeik asit ¢ozeltisi (250 pug/mL),
kapli olmayan lipozom ve %0,1 (a/h) kitozan kaplh
lipozomlara ait salim degerleri sirasiyla %42,7+1,48,
%50,1+2,05 ve %58,2+1.45 olarak belirlenmistir.

Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Toksisite Testi

Gereg ve yontem boliimiinde belirtildigi sekilde yapilan
MTT testi sonucu farkli konsantrasyondaki kafeik asit
cozeltilerinde (10-1000ug/mL) artan Kkonsantrasyona
bagl olarak azalan hiicre canliligi goriilmektedir. Uygun
doz olarak belirlenen kafeik asit ¢ozeltisi (250 pg/mL) ile
gelistirilen tim lipozomal formiilasyonlarin hiicre
canlilig1 %72,3-78,9 araliginda tespit edilmistir (Sekil 5).

Hiicre Gecis Calismasi

Kafeik asit ¢ozeltisi (250 pg/mL), kapli olmayan ve %0,1
(a/h) kitozan kapl kafeik asit yiiklii lipozomlarin deriden
gecisinin tahmin edilebilmesi amaciyla L929 hiicre hatt1
iizerinde gecis calismasi yapilmistir. Caligma sonucunda
(24 saatin sonunda), sirasiyla %35,2+1,01, %39,2+1,54
ve %42,4+1,02 kafeik asit gecisi olglilmiistiir.
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Sekil 5. Farkli konsantrasyondaki kafeik asit
cozeltilerinin ve kafeik asit yukli lipozomal
formiilasyonlarin 1929 fare fibroblast hiicre hattindaki
toksisitesi (n=6) (HK:Hiicre kontrol, a/h:agirlik/hacim,
pg/mL:mikrogram/mililitre)

Antioksidan Aktivite

Salim ve hiicre gecis Orneklerinin Tablo 2’de goriildigi
Uzere DPPH* radikalini 24 saatin sonunda %50°den
fazlasi siipiirebildigi tespit edilmistir. ABTS"™ radikali
stipliriicii  aktivite tayininde ise Troloksa esdeger
hesaplanan TEAC  degeri  2,19+0,003-2,60+0,007
mmol/L/Trolox araliginda bulunmustur. Salim ve hiicre
gecis orneklerinin DPPH® ve ABTS™ radikali stipuriicii
aktivite sonuglari arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmamigtir (p>0,05).

Tablo 2. Salim ve hiicre gegis ¢aligmalarindan elde edilen
kafeik asit drneklerinin antioksidan aktivitelerine ait
sonuglar (n=3)

TEAC DPPH
Formiilasyonlar (mmol/L/T | (%Inhibisy
rolox)+SS on)+SS
Salim
Kapli ornegi 2,600,007 | %91,15+1,2
olmayan
lipozom Hiicre gecis | 2,19+0,003 | %74,85+2,7
ornegi
Salim
%0,1 a/h Sahim
Kitozan Grnegi 2,590,008 | 990,5:2,3
l‘iozf“l'.s' ile | Hiicre gecis | 2,36£0,001 | %77,10+4,3
aplt lipozom Srnegi

*Veriler ortalama degertstandart sapma kullanilarak ifade
edilmistir (SS:standart sapma, mmol/L: milimol/litre, TEAC:
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity, DPPH: 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil)

TARTISMA VE SONUC

Lipozomal formiilasyonlar uzun yillardir deriden gecisi
artiran formiilasyonlar olarak One ¢ikmaktadir. Etkin
maddenin ¢ozelti formuna nazaran ilag gegisini,
emilimini 6nemli dlglide arttiran formiilasyonlardir (16).
Ozellikle biyoadezif ve biyopargalanir, katyonik yapidaki
polimer olan kitozan kaplama ile deriye olan artmis
afinite sayesinde topikal tedavi uygulamada umut verici
bulunmaktadir (5). Kafeik asitin bir¢ok biyolojik etkisi
yant sira Ozellikle antioksidan etkisi iyi bilinmektedir (8).
Calismamizda, antioksidan etkili kafeik asit ile hem etkin

maddenin ¢ozelti formundaki stabilite sorununu agmak
hem de uzun siireli antioksidan etkinligi saglayabilmek
icin lipozomal formiilasyonlar gelistirilmis, in vitro
karakterizasyonu, hiicre canlihig: iizerindeki etkinligi, in
vitro salim ve hiicre geg¢is calismalari ve antioksidan
aktivitesi aragtirilmistir.

Geligtirilen ~ kapli  olmayan ve farkli  kitozan
konsantrasyonlart  (%0,1-0,5) ile kapli lipozomal
formilasyonlar, 200-310 nm arasinda partikiil

bityiikliigiine ve (-13,5+1,02 mV) — (+32,5¢+2,32 mV)

arasinda zeta potansiyele, 0,205-0,235 arasinda
polidispersite  indeksi  degerlerine  sahip  olarak
bulunmugtur.  Yikleme etkinliklerine bakildiginda,

%49,0-54,1 araliginda degisen degerler elde edilmistir.
Zeta potansiyel, kolloidal sistemlerin stabilitesinin
degerlendirilmesinde ©6nemli bir parametredir. Zeta
potansiyel degeri +30 mV’tan biiyiikk ve -30 mV’tan
kiiciik olan kolloidal sistemlerin kararli oldugu
bilinmektedir (17). Karakterizasyon parametrelerine
baktigimizda, %0,1 a/h kitozan ¢6zeltisi ile kaph lipozom
formiilasyonu, kiigiik partikiil biiyiikligi, +30 mV
iizerinde zeta potansiyel degeri, daha diisiik polidispersite
indeksi ve diger kitozan kapli lipozomlara gore anlamh
farkli olmayan (p>0,05) yiikleme etkinligi ile optimum
formilasyon olarak belirlenmistir. Kafeik asit ¢ozeltisi ve
gelistirilen lipozomal formiilasyonlar ile ortam sicaklig
37+£0,5°C’ye ayarlanmig pH 7,4 fosfat tamponu icinde
diyaliz membrandan (12 kDa) in vitro salim
calismalarinda, 24 saatin sonunda kafeik asit
cozeltisinden, kapli olmayan ve optimum formiilasyon
kabul edilen 0,1 a/h kitozan ¢ozeltisi ile kaph
lipozomlardan salinan kafeik asit miktar1 sirasiyla
%42,7£1,48, %50,1+2,05 ve % 58,2+1,45 olarak tayin
edilmistir. Kafeik asit c¢ozeltisine kiyasla lipozomal
formilasyonlardan salinan kafeik asit miktar1 24 saatin
sonunda daha fazladir (p<0,05).

Literatiirde, Katuwavila ve ark. (18) yaptigi ¢alismada,
kafeik asitin lipozomal formiilasyonu gelistirilmis ve
lipozomlardan saglanan yavas salim ve hiicre membran
yapisina olan benzerligin avantajiyla deriden gecis
artirtlmak istenmistir. Karakterizasyon ¢aligmast sonucu,
ortalama partikiil biiyiikliigii ~100 nm ve zeta potansiyeli
-55 mV olarak belirlenmistir. In vitro salim galismasi
yapilmig ve 24 saatin sonunda %71 oraninda salim elde
edilmistir. Domuz kulak epidermisinden %41 oraninda
kafeik asit gecisi Olciilmiistiir. Salim ve gegis ¢alismalart
sonucunda kafeik asitin ¢ozelti formuna gore uzun sireli
artan gecisi ile DPPH radikal siipiiriicii etki (antioksidan
etki) belirlenmistir. Elde ettigimiz veriler literatiirle
ortismekte olup calismamizdaki farklilik olan kitozan
kaplanmis lipozomlarin amacimiza uygun olarak daha
basarili oldugu ve kitozanin sagladigi avantajlarin
sonuglarimiza da yansidigr goriilmektedir.

Stabilite ¢aligmalar1 kapsaminda gelistirilen lipozomal
formiilasyonlarin ii¢ ay siireyle iki farkli ortamda
bekletilerek, partikiil biyiikliigi ve zeta potansiyel
degisimi  incelenmistir.  Kitozan  kapli  lipozom
formiilasyonlarmin katyonik yapilar1 nedeniyle zeta
potansiyelleri stabilite ¢aligmalarina baslarken pozitif
olarak &l¢iilmiistiir. Ugiincii ayin sonunda da pozitif zeta
potansiyel degerlerine sahip olmalarina karsin 6zellikle
25°C+%60  bagil nem  ortaminda  bekletilen
formiilasyonlarda  belirgin  diisis  gozlenmektedir
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(p<0,05).  Partikil  blyikliiklerindeki ~ degisimine
bakildiginda ise, %0,1 a/h kitozan c¢ozeltisi ile kapli
lipozomlarda istatistiksel olarak anlamli olmayan partikiil
biiylikliigiinde artig olmustur (p>0,05). Diger kitozan
konsantrasyonlar1 (0,3 ve 0,5 a/h) ile kapli lipozomlardaki
aylik degisimler birinci aydan itibaren belirgin olarak
gorilmektedir. Hem  stabilite  verileri hem de
karakterizasyon parametrelerine gore belirlenen optimum
formiilasyon, %0,1 a/h kitozan ¢ozeltisi ile kaplh
lipozomlar olmus ve in vitro salim ve hiicre gegis
caligmalar1 bu formiilasyon ile yapilarak antioksidan
etkinlik belirlenmigtir. Literatiirde kitozan kapl kafeik

asit yikli lipozomlara rastlanmamis olup
karsilastirabilecegimiz stabilite verilerine de
ulasilamamustir.

Hiicre Kkiiltiir c¢aligmalarinda, formiilasyon gelistirme
asamasinda kullanilmasi diigiiniilen etkin ve yardimci
maddelerin  hiicreler  tizerindeki  toksik etkilerini
incelemek, deneylerde kullanilacak miktarlar1 belirlemek
amactyla toksisite testi yapilmaktadir. Toksisite testi
sonucunda hiicre canlilik oranlart %50’nin iizerinde
olmalidir  (19). Hiicrelerin  canlihik  oranlarinin
degerlendirilmesinde en yaygin kullanilan metotlardan
biri MTT testidir. MTT testi kolorimetrik bir yontem
olmakla birlikte esasi, sar1 renkli ¢oziinebilir 6zellikteki
MTT boyasinin, metabolik olarak aktif olan hiicrelerin
mitokondrilerinde bulunan siiksinat dehidrogenaz (SDH)
enzimi ile koyu mavi renkli ¢6zinmez 06zellikteki
formazan iiriiniine doniigmesidir. Olusan formazan {iriinii
¢Ozlinlir  hale getirilir ve olusan mor renk
spektrofotometrik olarak dl¢ulur.

Calismamiz kapsaminda, MTT testinde fare fibroblast
hiicre hatti L1929 hiicreleri kullanilmistir. Kafeik asit
¢ozeltisi ve yeni gelistirilen lipozomal formiilasyonlarin
hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri incelenmistir. Sekil 5’te
goriildigi gibi, degisen konsantrasyonlardaki kafeik asit
cozeltileri  (10-1000 pg/mL) ile hiicre canliligt
%102,8+0,008-26,14+0,020 araliginda tespit edilmistir.
Formiilasyonlarda ise; kapli olmayan ve ¢esitli kitozan
¢ozeltisi ile kapl lipozomlar %78,9+0,024-74,1+0,014
araliginda hiicre canliligt bulunmustur (Sekil 5). Hiicre
canliligmmin %50 ve {izerinde oldugu 250 pg/mL
konsantrasyona sahip kafeik asit ¢6zeltisi uygun doz
olarak belirlenmistir. Bu konsantrasyondaki kafeik asit
cozeltisi ile gelistirilen kapli olmayan ve kitozan kapli
lipozomlarin hiicre hattt iizerinde yiiksek canlilik
gostermesi,  formiilasyonlarm  ve  formiilasyonda
kullanilan kafeik asit miktarinin (250 pg/mL) giivenle
kullanilabilecegi sonucuna ulagtirmistir.

Viicutta olusan serbest radikaller; protein, karbonhidrat
ve lipitler gibi biyolojik agidan 6nemli materyallere zarar
vererek DNA hasari, zar yapilarinin ve fonksiyonlarinin
bozulmast gibi hasarlar olustururlar. Ayrica, yaslanma,
kalp hastaligt ve kanser gibi bircok Dbiyolojik
degisikliklere yol acan serbest radikaller viicut disindan
gelebilecegi gibi insan metabolizmasinin dogal bir
sonucu olarak da olusabilmektedirler. Hiicre membran
yapisinda var olan doymamis yag asitlerince zengin
fosfolipitler, hidroksil radikali kaynakli bozulmaya
aciktirlar. Viicutta serbest radikallerin asir1 iiretimi ile
lipit peroksitler ve serbest oksijen radikalleri artarak
hiicre membran yapisim1 bozarlar. Serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip

antioksidanlar ile bu  durum  kontrol  altina
alinabilmektedir (7,8). Bu amagla 6rneklerin antiradikal
etkilerinin 6lctlmesinde azot merkezli stabil bir radikal
olan DPPH® radikali ve mavi/yesil renkli bir bilesik olan
ABTS" radikali katyonu kullanilmustir.

Salim 6rnegi ile yapilan ¢aligmalar sonucunda fizyolojik
pH’da DPPH® radikalini siipiiriicii etki belirlenmistir.
ABTS™ radikali katyonu sipiiriicii aktivite tayini ile
flavonoitler, hidroksisinnamik asitler, karotenoitler gibi
hidrofilik ve lipofilik antioksidanlarin radikal siipiiriicii
oOzellikleri belirlenebilmektedir. Kapli olmayan ve kitozan
kapli olan lipozomlardan alinan salim drnekleri, ¢alisilan
DPPH* ve ABTS™ radikallerini giiclii siipiiriicii 6zellik
gostermislerdir. Singh ve ark. (20) yaptig1 calismada
kafeik asitin  DPPH® radikalini sUpurlict  etkisi
1C50:6,34+0,37 pg/mL, ABTS™ radikalini stipiriicii etkisi
1C50:18,04+0,68 pg/mL  bulunmustur. Caligmamizin
sonuglar1 ile kiyaslandigimizda kafeik asitin giiclii
antioksidan etkisi teyit edilmistir. Hiicre gegis
orneklerinin DPPH*® radikalini supiricii % inhibisyon
degerlerinin  %50’nin {izerinde olmasi hem yiikleme
etkinliginin hem de wuzatlmis salim gdsteren
formiilasyonlarin amacima uygun olarak gelistirildigini
gostermektedir. DPPH®* ve ABTS™ radikallerini
siiptiriicii aktivite deneylerinde SPSS veri analiz istatigi
programinda Levene istatistigi sonuglarina gore degisken
icin varsayimin (normalligin) saglandigi gozlenmistir
(swrasiyla;  p=0,150, p=0,083). Gruplarin  ¢oklu
karsilagtirildigt Tukey testi sonuglar1 degerlendirildiginde
hem salim &rneklerinin hem de hiicre geg¢is drneklerinin
radikal suplriici kapasiteleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli  farklilk bulunmamistir  (p>0.05). Anlamli
farklilik olmamasi, Singh ve ark. (20) c¢aligmasinda da
deginildigi ilizere kafeik asitin ICsy degerlerinin 6,34-
18,04 pg/mL gibi diisiik konsantrasyonlarda olmasindan
kaynaklanmaktadir.

Sonug olarak, antioksidan etkinligi yiiksek kafeik asit ile
yeni gelistirilen lipozomal formiilasyonlarin basariyla
hazirlandig1, kitozan ile kaplanan lipozomlarin daha
basarili sonuglar verdigi gozlenmistir. Kitozan ile kaplh
lipozomlarin deriden gegisi artirmada kitozanin deriye
gosterdigi afinite sonucu daha basarili oldugu, dlgiilen
uzatilmig antioksidan etkisi ile transdermal uygulamaya
yonelik potansiyel tasidigi ve bu ¢aligmanin literatiire
onemli katkida bulunacag: diisiiniilmektedir.

Yazarlarin Katkilari: Fikir/Kavram: C.Y.; Tasarim:
C.Y.; Veri Toplama ve/veya Isleme: C.Y., G.S.K.; Analiz
velveya Yorum: C.Y., G.S.K.; Literatiir Taramasi: C.Y.,
G.S.K.; Makale Yazimt: C.Y., G.S.K.
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