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OZET

Tiirkiye Piyasasindaki Anti-Aging Preparatlarin Deri Fibroblast Hiicre Kiiltiirii
Kullanilarak Antioksidan Etkilerinin incelenmesi

Deri yaslanmasi, derinin fonksiyon ve goriintiisiinii etkileyen, sinsi ve
progresif seyreden dejeneretif bir siirectir. Deride olusan yaslanma belirtilerini
azaltmak icin cesitli topikal anti-aging preparatlar formule edilmistir. Bu
preparatlarin etkinlik ve toksisite calismalari, genellikle in vivo ortamda
gerceklestirilmekte olup, bu durum pek ¢ok etik tartismalari da beraberinde
getirmektedir. Bu nedenle ozellikle son yillarda kozmesétik iiriinlerin etkinlik ve
toksisite calismalarinda in vitro ve ex vivo yontemlere yonelis vardir. Bu
calismada, Tiirkiye piyasasinda yer alan anti-aging preparatlarin etkinliginin fare
embriyonal fibroblast hiicreleri kullanilarak incelenmesi amaclanmistir.

Bu c¢ahsmada, sektorde lider olan kozmetik firmalarinin iiriinii olan 4 adet
anti-aging krem kullanmis olup bu kremlere randomize olarak 1’den 4’e kadar
(N1-N4) numaralar verilmistir. Yaptigimz cahsmada oncelikle bu kremlerin
viskozite, pH ve emiilsiyon tipi gibi fiziksel ozelliklerine bakilmistir. Daha sonra bu
kremler fibroblast hiicrelerine uygulanmms ve 24. ve 48. saatin sonunda
antioksidan diizeyin belirlenmesi amaciyla siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz
aktivitelerine, lipid peroksidasyonunun belirlenmesi icin ise MDA diizeylerine
bakilmistir. Ayrica hiicreler tripan mavisi ile boyanarak yiizde canhlik oranlarina
bakilmistir.

Yapilan fiziksel incelemeler sonucunda tiim Kkremlerin y/s tipi emiilsiyon
oldugu, pH’larinin derinin fizyolojik pH’s1 olan 5,5-6,5 arasinda yer aldig1 ve
viskozitelerinin gece kremlerinde yiiksek, giindiiz kremlerinde ise diisiik oldugu
sonucuna varilmistir. Hiicre Kiiltiirii uygulamasindan sonra krem uygulanan tiim
gruplarda MDA diizeylerinin azaldigini, katalaz diizeylerinin ise arttigimi tespit
etmemize ragmen, iceriginde A, C ve E vitaminleriyle antioksidan ozellikteki bitki
ekstrelerini bulunduran N4 kodlu anti-aging kremin uygulandigi hiicrelerde MDA
diizeyindeki diisiisiin ve katalaz aktivitesindeki artisin en fazla oldugunu
belirledik. SOD aktivitesinde ise hicbir grupta anlamh bir degisiklik
gozlenmemistir. Antioksidan vitaminleri icermeyen N1 ve N2 kodlu kremlerde ise
MDA diizeyindeki azalma ve katalaz diizeyindeki artis en azdi. Katalaz
aktivitesindeki artis ile MDA diizeyindeki diisiis, inkiibasyon siiresine bagh olarak
artmaktaydi. Krem uygulanan tiim gruplarda, hiicre canhhk oranlan
azalmaktaydi ancak bu azalmanin en fazla oldugu grubun, en fazla koruyucu
iceren N4 kodlu kremin uygulandig: grup oldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak, fibroblast hiicre Kkiiltiiri teknigi, anti-aging kozmeitk
iiriinlerin etkinlik ve giivenlik testleri icin onerilebilir. Bu da etik problemleri
ortadan kaldirdig1 gibi deney hayvanlarindan kaynaklanan problemlerin oniine
gecilmesini saglamaktadir. Ayrica, bu sekilde elde edilen sonug¢larin dogrudan
insanlara yansitilmasi agisindan da oldukga faydah olabilir.

Anahtar Kelimeler: Hiicre Kkiiltiirii, fibroblast, deri yaslanmasi, kozmesotik,
oksidatif stres
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ABSTRACT

Investigations On Antioxidant Effects of Anti-aging Cosmetic Products In Turkish
Market Using Skin Fibroblast Cell Culture

Skin aging is an insidious, progressive and degenerative process, influencing
the function and apperance of skin. In order to minimize symptoms of aging,
various topical anti-aging preparations have been formulated over the years.
Efficacy and toxicity studies of these preparations are usually carried out under in
vivo conditions. However, it raises ethical discussions. Therefore, recently, a
significant trend has appeared in using in vitro and ex vivo methods for testing
efficacy and safety of cosmeceutic products. In this study, it was aimed to
investigate the efficacy of anti-aging products in Turkish market, employing mouse
embrional fibroblast cell culture technique.

In this study, four anti-aging creams of leading companies were selected
from Turkish market to be tested for efficacy. They were randomly numbered
from 1 to 4 (N1-N4). Initially, some physical properties such as viscosity, pH, and
emulsion type of these samples were investigated. Afterwards, they were applied to
the fibroblast cells. In the end of 24. and 48. h incubation periods, superoxide
dismutase (SOD) and catalase activities were investigated to determine antioxidant
levels as well as MDA levels were found to determine lipid peroxidation.
Furthermore, percent viability rate of fibroblast cells were measured following
trypan blue dye exclusion test.

As a result of physical characterizations, it was determined that all creams
undergone investigation were oil-in-water type of emulsions with pH values falling
into the range of physiological pH of skin (5.5-6.5) and viscosity values higher for
night creams, lower for day creams. Following the cell culture application, in all
groups treated with creams, MDA levels decreased whereas catalase activities
increased. In the cells treated with the product encoded as N4, which contains
vitamins A, C, and E as well as plant extracts with significant antioxidant
properties, MDA levels showed the highest decrease and the greatest increase was
obtained in catalase levels. On the contrary, SOD activity didn’t show any
significant change at all in any of the groups tested. In the products (N1 and N2)
without antioxidant vitamins, decrease in MDA and increase in catalase were at
minimum level. Increase in catalase activity and decrease in MDA level were
enhanced with increasing incubation period. In all groups treated with creams, cell
viability rates seemed to be decreased. However, this decrease was its most
significant level in N4 encoded group, which contains the highest amount of
preservatives.

In conclusion, fibroblast cell culture tecnique can be suggested for testing
efficacy and safety of anti-aging cosmetic products. This has seemed to overcome
ethical problems and avoid animal use for testing. Also, it may be useful in
correlating the results to human data.

Keywords: Cell culture, fibroblast, skin aging, cosmeceutics, oxidative stress
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1. GIRIS

Yaslanma, genel anlamiyla fizyolojik ve ruhsal fonksiyonlarin zamanla
etkinliginin giderek azalmasi sonucu ortaya ¢ikar. Bilimsel olarak insan 6mriiniin 120
yil dolayinda oldugu saptanmistir (1). 20 yasma kadar viicudumuz geligir ve en st
seviyeye ulasir. Bu yastan sonra, DNA her y1l liretim yeteneginin yiizde 1’ini kaybeder.
Ancak, bu yasam siiresi ¢esitli etkenlere bagli olarak 75-80 yila kadar diismektedir. Bu
etkenlerden bazilari; ¢evresel, genetik, hormonal, bagisiklik sistemi, kardiyovaskiiler
sistem, serbest radikaller ve yasam bi¢imi olarak siralanabilir (1).

Cildin yaslanmasi, zamanla ortaya ¢ikan, i¢ ve dis pek cok etkenin yol actigi
degisiklikler sonucunda derinin kuru, kirisik ve elastikiyetsiz bir sekil almasiyla
gerceklesir (2). Cildin en dis tabakasi epidermistir. Bu tabakanin en altindaki bazal
hiicreler yeni hiicreleri iiretir. Yeni hiicreler, zamanla yiizeye dogru ¢ikarak olir. Geng
insanlarda hiicre yenileme kapasitesi hizlidir. Hiicre {iretimi genglerde her 28-30 giinde
bir gerceklesir. Yaslandigimizda ise, onarim yetenegi azaldigindan bu degisim siireci
yavaglar ve 50 giinii bulur. Yas etkisiyle ortaya ¢ikan bu olumsuz durum kronolojik
yaslanma olarak adlandirilir (3).

Derinin kirismasi ve saglarin beyazlamasinda genetik faktorlerin yami sira,
yasam bi¢imi, beslenme bozukluklari, sigara tiryakiligi, sigara dumanma maruz kalma
(pasif i¢icilik), uyku diizensizlikleri ve stres de 6nemli rol oynamaktadir. Cinsiyet
hormonlari1 da cildimizin yaslanmasinda rol oynar (4). Ostrojen hormonu azliginda, deri
hiicrelerinin bdliinme hiz1 yavaslar. Ostrojen diizeyinin artmasi, hiicre yenilenmesini
hizlandirir. Derinin kollajen liflerinin yogunlugu 6strojen ve progesteron hormonlarma
bagimhdir (5,6).

Kollajen; viicudun &nemli proteinlerinden biridir (7). Ug protein zincirinden
olusmaktadir. Bunlar birbirine {i¢lii heliks seklinde baglanmaktadir. Kollajen cildimizin
dayanikliligini, yasam siiresini ve piliriizsiizliiglinii saglayan 6nemli bir proteindir (7).
Ayrica, hiicrenin sekli, degisimi ve yapismin berlilenmesinde etkin rol oynar. Kollajen
derinin %75’ini olusturur (8). Bunun sonucu olarak; cildimiz piiriizsiiz, esnek ve geng
goriiniir. Yiiksek kollajen seviyesi, saglikli bir cildin olusmasmi saglar. Ostrojen
hormonundaki azalma, derideki kollajen sentezini de azaltir. Progesteron hormonu ise,

kollajeni yikan biyokimyasal mekanizmalar1 durdurur (5,6,9).



Cilt, yaslanmasin1 ii¢ safhada gercgeklestirir (10). Birinci evrede; dermal
doldurucu (kollajen 1 ve 3) baglar1 zayif bir sekilde yenilenmeye baslar. Dermisin,
kendine destek veren bu yapiyr kaybetmesi sonucu cilt sarkmaya baglar ve kirigikliklar
daha da derinlere iner. Ikinci evrede dermisi olusturan destek baglar1 (kollajen 4 ve7)
kotiilesir ve kopar. Bu yiizden cildin kiitan yapist saglamligint ve destegini kaybeder.
Son evrede ise; cilt, artik, gerekli olan ylizey nemini koruyamaz, kurur, kirigikliklar
belirginlesir ve cilt kendi yasmni gostermeye baslar (10).

Cilt yaslanmasi, iki sekilde gergeklesir (11);

a. kronolojik yaslanma
b. ekstrensek yaslanma

Ekstrensek yaslanmada etkili faktorlerden en Onemlisi, glinesin zararh
isilaridir. Ozellikle “Ultra Violet Aging” (UVA) 1smlari ile ortaya cikan ve ciltte
meydana gelen tiim siliregleri olumsuz etkileyen bu durum “foto yaslanma” olarak
tanimlanir (11). UVA, diisiik enerji seviyesine sahip cilt yaslanmasimdan sorumlu olan
mor Otesi 1gmlardir. D vitamini viicutta tiretilemedigi i¢in, glines 1smnlar1 yardimiyla deri
tarafindan sentezlenir. Fakat, bunun icin ¢ok kisa bir siire yeterli olmasina ragmen uzun
stire giines 1sinlarina maruz kalmak, cilt i¢in 6nemli risk olusturur (12). Ciinkii; bu
zararl 1sinlar kollajen iiretimini olumsuz yonde etkileyerek yenilenmeyi yavaslatirlar ve
kollajen yikimina sebep olan enzimleri aktive ederler. Bunun neticesinde; ciltte ince
cizgiler olusmaya baslar (12). Diinya capmda yilda {ic milyondan fazla 6liimden
sorumlu olan sigara; sa¢ kaybi, psoriyazis, akne olusumu, melanoma, pullu hiicre
kanseri, yaralarin ge¢ iyilesmesi, erken cilt yaslanmasi gibi dermatolojik problemlerin
temelindeki sebeplerden biridir (9,13).

Epidemiyolojik caligmalar, sigara kullaniminin erken cilt yaslanmasmda 6nemli
bir ¢evresel faktdr oldugunu gostermistir (14). Yine bu calismalarda sigaranin kollajen
iretimini zayiflattigi, matriks metalloproteinaz enzimini (MMP) ve tropoelastinin
iretimini arttirdigl, matriks proteinlerini kiigiilttiigli ve elastinin anormal iiretimine
sebep oldugu goézlemlenmistir (15). Sigarann MMP seviyesini arttirmasi,
proteoglikanlarin  ve kollajenin yikimma yol agarak dermal baglant1 doku
metabolizmasindaki yikim ve biyosentez arasindaki dengeyi bozmasina sebep olur (16).

Kronolojik yaslanma ise; genetik degisikliklere baghdir (12). Dolayisiyla,

bireylerarasi farkliliklar arz eder. Kollajen ve elastindeki biyokimyasal degisikliklerden



kaynaklanir. Yaglanmayla birlikte normal elastin fibrilleri azalir ve kirisikliklar olusur.
Kollajen fibrilleri kalinlagir. Halat benzeri demetler halinde dizilir. Fibroblastlarin
biyosentetik kapasitesinde ve sayisinda azalma olur. Yetigkin bir kiside, fibroblastlarin
membran lipit igerikleri degisir; fosfatidil kolin ve fosfatidil etanolamin oranlar1 artar.
Bunun sonucunda derinin hidrasyonunda azalma ve yaslanma goriiliir (12).

Kronik yaslanmay1 agiklayan mekanizmalardan biri serbest radikal teorisidir
(17). Radikal, bir veya daha fazla sayida paylasilmamis elektron igeren bir grup atom
veya molekiildiir. Bu teoriye gore, intraseliiler metabolik yollarda ortaya ¢ikan serbest
radikaller progresif ve kiimiilatif olarak hiicrelerin ve organizmalarin fonksiyonunu
etkiler. Derinin bag dokusunda yer alan serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri, lipid
peroksidasyonu, DNA proteinlerinde ¢apraz baglar, bazi antioksidan enzimlerin
inaktivasyonu, polisakkaritlerin polimerizasyonu, proteaz, kollajenaz, elastazlarin
serbestlenmesine sebep olarak deri yaslanmasini hizlandirir (17).

Hiicrelerde bulunan antioksidanlar; yliksek (enzimatik) ve diisiik (nonenzimatik)
molekiil agirlikli olarak smiflandirilir (18). Diisiik molekiil agirligina sahip olan
antioksidanlar, organizmada sentezi gerceklesmeyen askorbik asit ve tokoferol ile
organizma tarafindan sentezlenen koenzim Q10, glutatyon, polipeptid tioredoksin ve
lipoik asittir. Yagda ¢6zlinen tokoferol ile koenzim Q10 membranlarda bulunurken suda
¢Oziinen askorbik asit ve glutatyon sitoplazmada yer alir. Yiiksek molekiil agirlikli
antioksidanlar ise, stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidazdir. Yaslanmada
yiiksek molekiil agirlikli ve diisiik molekiil agirlikli antioksidanlarda azalma goriiliir
(18).

Cilt yaslanmasina sebep olan bu etkileri azaltmak, diizeltmek veya onlemek icin
cesitli uygulamalar denenmistir (18). Cesitli kozmetik ve kozmesotik preparatlar anti-
aging yani cilt yaslanmasini Onleyici amagclarla formiile edilmistir. Son yillarda,
lipozomlar gibi modern terapotik sistemler ile hazirlanan anti-aging preparatlarin sayisi
olduk¢a fazla artmustir. Bu preparatlar, kontrollii salim, uzun etki, hedeflendirme ve
daha iyi biyoyararlanim saglamalar1 sebebiyle tercih edilmektedir. Askorbik asit, E
vitamini, beta karotenler ve biyoflavanoidler gibi antioksidan maddeler anti-aging
preparatlarda 6nemli yer tutmaktadir (18).

Tiirkiye piyasasinda, anti-aging amacli kullanilmak {izere formiile edilmis, oral,

topikal ve parenteral pek cok preparat bulunmaktadir. Bunlar, genellikle, kozmetik



preparatlar kapsaminda yer aldiklarindan piyasaya sadece “Saglik Bakanligi”na bildirim
yapilarak girmektedirler (19). Etkinlik ve giivenlik caligmalari, in vivo kosullarda
gerceklestirilmektedir. Bu calismalarin dizayn1 ve gergeklestirilmesinde etik unsurlar
onem kazanmaktadir. Son yillarda, bilim adamlari, kozmetik iriinlerin etkinlik ve
giivenlik caligmalarinda  kullanilmak iizere alternatif ex vivo yOntemlerin
gelistirilmesine yonelmistir. Hiicre kiiltlirli calismalari bu alternatiflerin  basinda
gelmektedir (19).

Hiicre kiiltlirii ¢calismalari, hizli, spesifik ve etkin sonuglar vermektedir (20).
Gilintimiizde, klinik caligmalarda uygulanmaya baslanan bu metotlarin 6zellikle
kozmetik tiriinlerde kullanilmasi heniiz ¢ok yenidir ve iilkemizde bu sektorlerde heniiz
kullanilmamaktadir (20).

Tiim bunlar goz 6niine alinarak tez calismamizda, Tiirkiye piyasasinda yer alan
baz1 anti-aging preparatlarin etkinliginin test edilmesi hususunda in vivo testlere
alternatif olusturmak {iizere, deri fibroblast hiicre kiiltlirii teknigi kullanilarak

incelenmesine karar verilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Deri

Deri, insan ve hayvan organizmalarinin dig ylizeyini kaplayan en iist katman
olup, altinda barindirdig: kas ve organlar1 koruyan ve doku tabakalarindan olusan bir
ortii sistemidir (21). Deri dokusunun histolojik yapisi Sekil 2.1°de gosterilmistir. Deri,
iki bilesenden olusur (21);

a. Deri

b. Tirnak, kil ve bez (ter ve yag bezleri ile meme bezleri) gibi epidermal

tiirevler.
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Derinin ¢esitli gorevleri vardir (21);

a. Koruma (mekanik gorevi),

b. Su bariyeri gorevi,

c. Viicut 1s1sinim diizenlenmesi (1s1 muhafazasi ve 1s1 kaybi),

d. Ozgiin olmayan savunma (mikroorganizmalara kars1 bariyer gorevi),

Tuz atilim,

o

=h

D vitamini sentezi,

g. Duyu algilama.

2.1.1. Derinin Yapisi ve Genel Diizenlenmesi

Deri, birbirine sikica bagli li¢ tabakadan meydana gelir (21,22);

a. En dista, ektoderm kokenli epidermis,
b. Epidermisin altinda mezoderm kdkenli dermis,

c. Enaltta hipodermis veya subkiitandz tabaka.

Genel olarak, kalin deri ve ince deri olmak iizere iki tip deri vardir (21,22);

Kalin deri, 5 mm’den daha kalindir El ayasi ve ayak tabaninda bulunur (21,22).
Kalm bir epidermis ve dermise sahiptir. Ince deri (1-2 mm kalmligindadir) viicudun geri
kalan boliimlerini orter; burada epidermis incedir.

Deri yiizeyinde oyuklarla ayrilmis dar epidermal ¢ikintilar bulunur (21). Parmak
uclarinda bu cikintilar 6zel bir sekil olustururlar. Bunlara ait izler, her bireye 6zgii
parmak izlerini meydana getirir.

Epidermal c¢ikinti, epidermisin dermal tarafta yaptig1 uzantilardir (21). Burada
primer dermal papillalar bulunur. Interpapiller bir uzanti, primer dermal papillay: iki
adet sekonder dermal papillaya ayirir. Dermal papilla, primer ve sekonder dermal
papillalari igine alir. Dermal papillalar sayica ¢coktur ve dallanmis halde bulunurlar. ince

deride, papillanin derinligi ve sayis1 daha azdir (21,22).



2.1.1.1. Epidermis

Epidermisin ¢ok katl yassi epitel tabakasinda dort ayr1 hiicre tipi bulunur (23);

a. Hakim hiicre tipi keratinosittir. Bu hiicreler, baslica iiriinleri olan ara
filaman proteini keratin nedeniyle bu ismi almislardir.

b. Melanositler, melanin Uretiminden sorumlu nodral krista kokenli
hiicrelerdir.

c. Langerhans hiicreleri, kemik iligi kokenli dendritik hiicrelerdir. T
lenfositlere antijen sunan hiicreler olarak gdrev yaparlar.

d. Merkel hiicreleri, dokunma duyusunda rol alan noral krista kokenli

hiicrelerdir.

2.1.1.1.1. Keratinositler

Keratinositler, bes tabaka seklinde diizenlenmiglerdir (24);

Stratum bazale

ISR

Stratum spinozum

e

Stratum graniilozum

o

Stratum lusidum

e. Stratum korneum

Stratum spinozum ve stratum bazale birlikte Malpighi tabakasini olustururlar
(25). Stratum bazale veya stratum germinativum bir bazal membran {izerine dizilmis tek
sirali  prizmatik veya yliksek kiibik keratinositlerden meydana gelir. Hiicre
sitoplazmalarinda  dezmozomlarla  baglantili ara filamentler bulunur. Isik
mikroskobunda incelenebilen ara filament demetlerine tonofilaman adi verilir.
Hemidezmozomlar ve bunlarla baglantili ara filamanlar, bazal hiicrelerin bazal
yiizeylerini bazal membrana baglarlar (25).

Stratum bazale hiicreleri mitozla ¢cogalirlar (25). Boliinen hiicrelerin bir boliimii

stratum bazale*nin kok hiicre toplulugunu olustururken, geri kalanlar1 stratum



spinozuma go¢ ederler ve stratum korneum olusumuna kadar giden farklilagma siirecine

girerler (25).

2.1.1.1.1.1. Bir keratinositin farkhilagsmasi

Stratum spinozumdaki keratinositler, yass1 poligonal sekilli ve belirgin oval bir
cekirdege sahip hiicrelerdir (26). Sitoplazma i¢inde lamelli bir yap1 bulunduran kiigiik
graniiller goriiliir. Bu grantillere “membran kapli graniil” veya “lamelli cisimcikler” adi
verilir. Ara filaman demetleri olan tonofilamentler dikensi goriiniimlii sitoplazmik
¢ikintilar i¢inde ilerleyerek bir dezmozomun yogun plagina tutunurlar (26).

Stratum graniilozum, birka¢ sirali yass1 c¢ekirdekli keratinositlerden meydana
gelir (25). Sitoplazmada bir zarla ¢evrili olmayan diizensiz sekilli tipik keratohiyalin
graniilleri ve bunlara eslik eden tonofilamanlar izlenir. ilk olarak stratum spinozumdaki
keratinositlerde goriilen lamelli cisimcikler, stratum graniilozumda sayica artarlar ve
graniil icerigi olan glikolipit acilglikozilseramit hiicreler arasi bosluga salinirlar.
Hiicreleraras1 aralikta bu lamelli materyal, cok tabakali genis bir kilif halinde
diizenlenir. Bu yapi, bir list tabaka olan stratum lusidumda keratinositlerin yiizeyini
kaplayacaktir. Glikolipit kilif sayesinde, epidermis su bariyeri 6zelligi kazanir (25-27).

Stratum lusidum ve stratum korneum, birka¢ sira halinde dizilmis ve ¢ekirdek
icermeyen keratinositlerden meydana gelir (26). Sitoplazmada, transglutaminazlarca
katalizlenen bir reaksiyonla filaggrinle birbirlerine capraz baglanan keratin ara
filamanlarina ait yiginlar bulunur. Keratin-filaggrin kompleksi, hiicre zarmnin hemen
altinda birikerek, hiicre kapsiilii olarak adlandirilan boynuzsu bir yap1 olusturur. Hiicre
disinda, lamelli cisimciklerden salman lipidler hiicre kapsiillerini birbirine baglayarak
birlesik hiicre kapsiiliini meydana getirir. Birlesik hiicre kapsiilii, sivilarin hiicre
zarindan geg¢isini bir s1v1 bariyeri olusturarak engeller (26).

Farklilasmanin en son noktasinda bulunan stratum korneumdaki keratinositler,
olduk¢a direncli birlesik hiicre kapsiilii ile ¢cevrelenmis yassi yapilar seklindedir (26).
Bunlar, epidermis ylizeyinden dokiiliirler ve alt tabakalardan gelen keratinositler
tarafindan siirekli olarak yenilenirler. Hiicre tabakalarina 6zgiin olarak degisen keratin

ekspresyonu, keratinositlerin farklilagmasi sirasinda gozlenebilir (25,26).



2.1.1.1.2. Melanositler

Melanosit, melanin pigmenti yapmakla gorevli, dendritik uzantilar1 olan,
keratinize olmayan bir hiicredir (28). Epidermisin stratum bazale tabakasina yerlesmis
hiicrelerdir. Melanositler, ndral kristadan go¢ eden Oncli hiicreler olan
melanoblastlardan kdken alirlar (28).

Melanoblastin, melanositlere doniismesi, membrana bagl bir tirozin kinaz olan
c-kit reseptoriiyle etkilesime giren kok hiicre faktoriiniin kontrolii altinda gergeklesir
(28). Mast hiicreleri, primordiyal germ hiicreleri ve kan yapici kok hiicrelerinin gelisimi
de kok hiicre faktoriiniin c-kit reseptoriiyle olan etkilesimine baghdir (28).

Melanositler, gelismekte olan epidermis icine girerler ve farklilasmakta olan
keratinositlerle herhangi bir dezmozom baglantis1 kurmadan bagimsiz hiicreler olarak
kalirlar (28). Melanositlerin hayat dongiisii, keratinositlerinkinden daha yavastir.
Melanositler, melanin graniilleri i¢cinde paketlenmis olarak melanin iretirler. Bu
graniiller de, dallanan hiicre wuzantilar1 aracilifiyla, sitokrin salimimla komsu
keratinositlere aktarilir (22,28).

Melanin, Oncelikle Golgi organelinden kdken alan membranla ¢evrili bir
premelanozom i¢inde depolanir (22). Melanin, tirozinaz enzimi etkisiyle tirozinin, 3,4-
dihidroksifenilalanine (DOPA) oksidasyonu sonucunda iiretilir. DOPA daha sonra
melanine doniistiiriiliir. Melanin boylece, melanositlerin sitoplazmik uzantilar1 boyunca
bulunan olgun melanin graniilleri olan melanozomlar iginde birikir. Ortama salman ve
¢oziinmeyen koyu melanin graniillerini keratinositler alir. Melanositlere ilave olarak,
koroid pleksus, retina ve goziin siliyer cisimciginde de melanin iireten hiicreler bulunur.

Albinizm, hiicrelerin melanin iiretememesinden kaynaklanir (22,28).

2.1.1.1.3. Langerhans hiicreleri (dendritik hiicreler)

Mezensimal orjinlidir (29,30). Epidermisin tiim tabakalar1 olmakla beraber,
ozellikle “spinosum™un iist boliimiinde 1868’den beri tanimlanmistir. Dendritik
hiicreler, primer immiin yanitta antijen sunucu hiicreler arasinda en etkili olanlardir.

Oldukga heterojen bir grup olup, antijenlerin sunumu ve T hiicrelerinin uyarilmasinda



rol alirlar. Langerhans hiicreleri, epidermisten lenf diiglimlerine go¢ ederek burada
MHC I ve MHC II (major histokompatibilite kompleksi) ile B7 hiicre yiizey
antijenlerini tastyan aktif dendritik hiicrelere doniistirler. Aktif dendritik hiicreler de, T
lenfositleri uyararak onlar1 aktif hale getirirler (29,30).

Melanositler gibi, Langerhans hiicrelerinin de stratum spinozumdaki
keratinositler arasinda uzanan sitoplazmik uzantilar1 (dendritik hiicreler) vardir. Bu
uzantilarla keratinositler arasinda dezmozomal baglant1 yerine E-kadherin araciligiyla
temas saglanir. Langerhans hiicre ¢ekirdegi centiklidir ve sitoplazmada tipik ¢ubuk

seklinde graniiller (Birbeck veya vermiform graniilleri) bulunur (31).

2.1.1.1.4. Merkel hiicreleri

Merkel hiicreleri, stratum bazalede bulunan ve modifiye keratinositlere benzeyen
hiicrelerdir (32). Komsu keratinositlere dezmozomlarla bagli bulunan ve dermisten
epidermise uzanan miyelinli afferent sinir lifleriyle irtibathh mekanoreseptor hiicrelerdir.
Sinir lifi, epidermisin bazal laminasmi gectikten sonra miyelin kilifin1 kaybeder ve plak
benzeri bir duyusal sonlanma sekline doniiserek, Merkel hiicreleriyle temas eden bir
sinir plag1 olusturur. Cekirdegin sekli diizensizdir ve sitoplazmada norotransmitter

iceren ¢ok sayida graniiller bulunur (32).

2.1.1.2. Dermis

Dermis, sinirlar1 belirgin olmayan iki tabakadan meydana gelir (33);
a. Papillali tabaka: Epidermisle temasta olan gevsek bag dokusu
(fibroblastlar, kollajen lifler ve ince elastik lifler) yapisindadir
b. Retikiiler tabaka: Kalin kollajen lif demetleri ve kaba elastik lifler icerir.
Kil folikiilleri, ter ve yag bezleri, dermisin cesitli seviyelerinde bulunan
epidermal tiirevleridir. Stratum bazaledeki keratinositlerin bazal yiizlerinde bulunan
hemidezmozomlar, epidermisi bazal membrana baglayici filamanlarla; dermisin

papillali tabakasma ise baglayici liflerle baglarlar. Hemidezmozomlarin molekiiler ve
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yapisal bilesenleri, kabarcikli deri hastaliklarinin nedenlerini anlamak agisindan oldukga

onemlidir (33).

2.1.1.2.1. Damarlanma

Deride birbiriyle baglantili ii¢ sebeke bulunur (34);

Subpapiller pleksus: Dermisin papillali tabakasinda seyreder.

b. Kiitandz pleksus: Dermisin papillali ve retikiiler tabakalar1 arasindaki
smirda gozlenir.

c. Hipodermik veya subkiitanoz pleksus: Hipodermiste veya subkiitandz
yag dokusunda bulunur.

Subpapiller pleksus, her bir dermal papilla i¢ine kapiller yumak birimleri
gonderir. Subpapiller pleksustaki venéz kan, kiitandz pleksustaki venlere bosalir.
Hipodermik ve kiitandz pleksuslarin dallari, hipodermisin yag dokusunu, ter bezlerini
ve kil folikiillerinin derin kisimlarini1 besler. Arteriyel ve vendz dolasimlar arasinda
bulunan arteriyovendz anastomozlar, retikiiler ve hipodermik bolgelerde yaygin olarak

bulunur ve viicut 1s1smin diizenlenmesinde rol oynarlar (16,23,33).
2.1.1.2.2. Duyu reseptorleri
Deride ve diger organlarda ii¢ tip duyu reseptorii vardir (16);
a. Eksteroseptor
b. Proprioseptorler

c. Interoseptodrler

Eksteroseptorler, dig cevreyle ilgili bilgi saglarlar. Proprioseptorler, kaslarda

(kas igcikleri), tendonlarda ve eklem kapsiillerinde yerlesmislerdir; viicudun pozisyonu
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ve hareketi hakkinda bilgi saglarlar. interoseptdrler ise viicudun i¢ organlarindan gelen
duyusal bilgileri alirlar (16,34).
Duyusal reseptorlerle ile ilgili diger bir siniflama, reseptoriin cevap verdigi uyari

tipine dayanir (16,34);

a. Mekanoreseptorler
b. Termoreseptorler

c. Nosiseptorler.

Mekanoreseptorler, dokuda veya reseptoriin kendisinde meydana gelen mekanik
deformasyona cevap verirler. Ornegin, gerilme, titresim, basing ve dokunma.
Mekanoreseptorler, hem eksteroseptorleri hem de proprioseptorleri igerirler (34,35).

Termoreseptorler, sicak veya soguga duyarlidir. Nosiseptorler (agr1 reseptorleri),
agrili uyarilara cevap verirler (34). Deri ve subkiitan6z doku, dokunma, basing, sicak,
soguk ve agr1 gibi uyarilara cevap veren reseptorler igerir (34,35).

En basit mekanoreseptor, miyelin kilif icermeyen ¢iplak sinir sonlanmalaridir.
Ciplak sinir sonlanmalari, derinin epidermisinde ve goziin korneasinda bulunur; bunlar
hafif basin¢ ve dokunma uyarilarina cevap verirler (34,35).

Ikinci mekanoreseptor tipi Merkel diskidir. Dokunma duyusunu ayirt edici olan
bu resptoriin sinir sonlanmasi, epidermisin stratum bazalesinde yerlesik Merkel

hiicresine bagli olan yassi, disk seklinde bir yap1 meydana getirir (34,35).

Ucgiincii mekanoreseptor tipi, iki adet kapsiillii cisimcik igerir (34,35);

a. Meissner cisimcigi

b. Pacinian cisimcigi.

Meissner cisimcigi dermal papillalarda bulunur ve parmak uglar1 ile eldeki
dokunma reseptorlerinin yarisini olusturur. Bu reseptor, aktif dokunma sirasinda
cisimlerin sekil ve kivammin algilanmasinda Onemlidir. Pacinian cisimcigi,
hipodermiste veya derin dermiste bulunur. Gegici titresim uyarilarina cevap verir ve

derin duyu reseptdrii olarak gérev yapar (16,34,35).
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Dordiincii reseptor tipi, kil folikiiliiniin kokii ve govdesi etrafina sarilmis olan ve
cok hassas olan kildaki sinir sonlanmalaridir. Kilin hareketi, bu reseptdriin uyarilmasi

icin yeterlidir (34,35).

2.1.1.3. Hipodermis

Hipodermis veya derinin subkiitandz tabakasi dermisin derindeki devamidir
(33). Viicuttaki lokalizasyonuna bagli olarak degisen kalinliklarda bir tabaka olusturan,
gevsek bag dokusu ve yag hiicrelerinden meydana gelir. Goz kapaklari, klitoris ve

penisteki subkiitandz boliimde yag dokusu bulunmaz (33).

2.1.4. Deri Ekleri

2.1.4.1. Killar

Geligim sirasinda, epidermis ve dermis, ter bezleri ve kil gibi eklerin olusumu
icin birbirleriyle etkilesirler (36). Dermal mezodermdeki fibroblastlardan kaynaklanan
sinyal molekiilleri etkisiyle epidermisin bazal tabakasinda hiicre toplulugu seklinde bir
kil folikiil taslagi meydana gelir (36).

Bazal epidermal hiicre toplulugu, dermise dogru uzanirken dermal fibroblastlar
kil folikiil taslaginin altinda dermal papilla ad1 verilen bir kii¢iik nodiil olustururlar (37).
Dermal papilla kil folikiil taslagmmin igine dogru ilerler. Buradaki hiicreler béliiniip
farklilasarak keratinize kil gdvdesini meydana getirirler. Taslaktaki melanositler de,
iirettikleri melanini kil gévdesine aktarirlar (36,37).

Kil folikiil taslaginda folikiiller bulbus olarak adlandirilan bir siskinlik, kok
hiicreler (klonojenik keratinositler) igerir. Bu hiicreler, morfogenetik sinyallere cevap
olarak go¢ edip, kil govdesinin, epidermisin ve yag bezlerinin rejenere olmasini
saglarlar (36).

Insan embriyosundaki ilk kil, “lanugo” olarak adlandirilan ince, pigmentsiz

killardir (38). Lanugo dogumdan 6nce dokiilir ve “vellus” adi verilen kisa renksiz
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killarla yer degistirir. Vellus, daha sonra derinin almn gibi kilsiz béliimleri disinda,
terminal killarla yer degistirir (38).

Kil folikiilleri siirekli olarak yenilenirler (36). Folikiiliin biiyiime donemleri
anajen, gerileme donemi katajen, dinlenme donemi telojen olarak adlandirilir. Killar,
hemen hemen tiim viicut yiizeylerinde bulunan uzun keratinize yapilardir. Sadece el
ayasl, ayak tabani, el ve ayak parmaklarinin yan taraflari, meme uglari, glans penis ve

klitoriste bulunmazlar (36,38).

Her bir kil, iki boliimden olusur (36);

a. Kl folikiili
b. Kil gbvdesi

Kil folikiilii, epidermisin tiibiiler bir invajinasyonudur ve kilin biiylimesinden
sorumludur (36). Kil bulbusu, invajine olmus kil folikiiliiniin en alttaki bdlimiidiir.
Damardan zengin bir bag dokusu boliimii (dermal papilla), kil bulbusuna dogru uzanir

(36,37).

Kl folikiilii iki kilifla ¢evrilidir (36);

a. Epidermisin bir uzantisi olan dis kok kilift

b. Ug tabaka yumusak keratinden olusan i¢ kok kilifi.

Kalin kil govdesinin enine kesitinde i¢ ige gegmis ve keratinize hiicrelerden

olusan ti¢ tabaka izlenir (36);
a. Kiitikiil
b. Korteks

c. Medulla (medulla ince kilda bulunmaz).

Kil govdesi, sert keratinden meydana gelir (36). Kil folikiilii, bir bag dokusu
tabakas1 ile g¢evrilidir. Erektor pili kasi, folikiiler bulbusa baghdir. Kilin ve i¢ kok
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kilifinin keratinizasyonu, keratojen bdlge adi verilen ve olgunlasan epidermal hiicrelerle
sert keratin arasinda bulunan geg¢is bdlgesinde meydana gelir. Kilin rengi, kil
govdesinde bulunan melanin miktarina ve dagilimma baghdir. Sar1 kilda, ¢ok az
melanozom bulunur. Gri kilda, melanosit ve melanin miktar1 birlikte az sayidadir.
Kirmiz1 kilda ise melanin kimyasal olarak farklidir ve melanozomlar elips seklinden

ziyade daha yuvarlaktir (36,37).

2.1.4.2. Bezler

Deride 3 tip bez bulunur (39):

a. Yag bezleri
b. Ter bezleri (ekrin ve apokrin yag bezleri)

c. Meme bezleri’dir.

Yag bezi, el ayas1 ve ayak tabani diginda tiim viicut yiizeyinde yaygin olarak
bulunan, basit holokrin alveoler bir bezdir (39). Yag bezinin salgi boliimii dermiste
bulunur, bosaltim kanali ise kil folikiiliinlin boynuna acilir. Dudaklarda, agiz
koselerinde, glans peniste, labia minorda ve meme ucunda yag bezleri, killardan
bagimsiz olarak dogrudan deri yiizeyine agilirlar (39,40).

Yag bezlerinin salg1 boliimii, kii¢iik kanalciklarla bosaltim kanalina baglanmis
olan asinus gruplarindan olusur (39). Her bir asinus, sayisiz kiigiik lipid damlaciklar1
iceren multiokiiler adipositlere benzeyen hiicreleri biinyesinde bulundurur. Bosaltim
kanali, epidermisin Malpighi tabakas1 ve kilin dis kok kilifiyla devam eden ¢ok kath
yass1 epitelle doselidir. Bezin yagh salgis1 (sebum) kil ve epidermis ylizeyine salinir

(39,40).

2.1.4.2.1. Ter bezleri

Iki tip ter bezi vardir (34);
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a. Ekrin (merokrin) ter bezleri

b. Apokrin ter bezleri

Ekrin ter bezi, viicut 1sisinin kontroliinde rol oynayan, basit kivrimli tiibiiler
bezdir (34). Ekrin ter bezleri, kolinerjik sinirlerle innerve edilir. Ekrin ter bezinin salg1
boliimii {i¢ hiicre tipi iceren kivrimli bir tiiptiir. Bunlar; agik hiicreler, koyu hiicreler ve
miyoepitelyal hiicrelerdir (34,35).

Acik hiicreler, birbirlerinden interselliiler kanalciklarla ayrilmis, bol miktarda
mitokondri igeren katlantili bir bazal bolgeye sahip, bir bazal lamina {izerine oturan ve
terdeki su ve elektrolitlerin (baslica Na™ ve CI') ¢ogunu salgilayan hiicrelerdir (34).
Koyu hiicreler, agik hiicrelerin iizerine otururlar. Bu hiicreler, glikoprotein salgilarlar.
Miyoepitelyal hiicreler, bazal lamina ile acik hiicreler arasinda yer alirlar (34,35).

Ekrin ter bezinin bosaltim kanali, iki sirali kiibik hiicrelerle ortiiliidiir (34). Bu
hiicreler aldosteron etkisi altinda, NaCl ve su geri emilimi yaparlar. Kistik fibrozisli
hastalarda bosaltim kanalinda NaCl geri emilimi bozuktur. Kanal, epidermise
yaklastiginda sarmal bir yol izler ve deri yiizeyine bir delikle acilir. Epidermis iginde,
bosaltim kanali keratinositlerle ¢evrilidir (34,35).

Apokrin ter bezleri, kivrimli bezlerdir (34). Aksilla, mons pubis ve anal bolgede
bulunurlar. Apokrin ter bezleri, ekrin ter bezlerine gére daha biiyiik salgi asiniisleri
icerirler. Salg1 boliimleri, dermiste ve hipodermiste lokalizedir. Bosaltim kanali kil
folikiiliine acilir. Ekrin ter bezinde ise epidermise agilir. Apokrin ter bezleri puberteden
sonra fonksiyon kazanirlar ve adrenerjik sinirlerle inerve edilirler. Apokrin ter
bezlerinin 6zel iki 6rnegi, dis kulak yolundaki sertimindz bezler ile goz kapaklarinin
kenarindaki Moll bezleridir. Seriimindz bezler, pigmentli bir lipid olan seriimeni
iiretirler. Bu bezlerin bosaltim kanallar1, dis kulak yolunda yag bezlerinin kanallariyla
birlikte kil folikiillerine agilir. Moll bezlerinin bosaltim kanallari, géz kapaklarmin

serbest yiizeyine veya kirpiklere acilir (34,35).
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2.1.4.2.2. Sebase bezleri

Sebase bezleri, kil folikiiliiyle erektor pili arasina yerlesen ¢ok katlh kiibik epitel
hiicrelerinden kurulmus keseciklerdir (35). Keseciklerin duvarini olusturan ¢ok kath
kiibik epitelin kese igine en yakin bulunan hiicreleri 6zel bir bigimde yagdan
zenginlesirler ve hiicre olmaktan cikip kiicik yag figiciklar1 haline gelirler. Bu
degismeye “hiicrenin yaglh dejenarasyonu” denir. Yagl dejenarasyona ugrayan hiicreler
daha sonra keseciklerin bosluguna diiserler ve boylece sebase bezlerinin salgisi olan yag
salgist hazirlanmis olur (39). Hiicrenin tiimii yaglanip hiicrenin kendisi salgi maddesi
halini alir. Bu tip salgi yapan bezlere “Holokrin bezleri” denir. Kese bosluguna diisen
yaglanmig hiicrelerin yerine ¢ok kath epitel dokunun daha derinindeki hiicreler gelir.
Onlar da bir siire sonra yaglanip salgi olarak atilirlar. Sebase bezini olusturan
kesecikler, kisa bir kanalcigin yardimiyla kil folikiiliine acilirlar. Erektor pili kasi
kasildig1 zaman sebase bezi sikisir ve igindeki yagi kil folikiiliine, oradan da deri
ylizeyine bosaltir (34,39). Sebase bezleri en ¢ok kafa derisinde, ylizde, dis kulak
yolunda, burun kenarlarinda bulunur. Avug¢ i¢i ve ayak tabaninda sebase bezlerine
rastlanmaz. Sebase bezleri tarafindan salgilanan yaga “Sebum” denir. Sebum deriyi ve
saclar1 nemlendirir, baz1 bakterileri 6ldiiriir ve deriyi bir 6l¢iide mekanik etkilere karsi

direngli kilar (34,35,39).

2.1.4.3. Tirnaklar

Tirnaklar, el ve ayak parmaklarinin terminal falankslarinin dorsal yiiziinde
bulunan sert keratin plaklaridir (40). Tirnak plagi, yalnizca stratum bazale ve stratum
spinozumdan olusmus deri ylizeyi olan tirnak yatagmi oOrter (41,42). Twnak plag,
yapica komsu deri epidermisine benzeyen lateral tirnak katlantilari ile ¢evrilidir. Lateral
tirnak kalintilar1 zedelendiginde, inflamatuvar bir olay gelisir. Bu olaya “onikokriptoz”
ad1 verilir ve siklikla ayak bagparmagi tirnaginda, tirnak batmasi seklinde izlenir. Tirnak
plagmin proksimal kenari, tirnak kokii veya matrikstir. Burada hilal sekilli beyaz lunula
bulunur. Trrnak matriksine ¢ok yakin bir bolgede, tirnak maddesinin olusumundan

sorumlu bir epidermis boliimii yer alir. Plagin distal boliimii tirnagin serbest kenaridir.
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Tirnak plagi, kornifiye epitel hiicrelere karsilik gelen sert yapilardan olusur. Tirnak
plagmin proksimal kenar1 eponikium (eponychium) ile ortiiliidiir. Bu, derinin stratum
korneum tabakasindan uzanan bir katlantidir ve “kiitikiil” olarak adlandirilir. Kiitikiil
kaybi, tirnak plag: distrofilerine kadar giden tirnak matriksinin inflamatuvar ve enfektif
olaylarin1 kolaylastirir. Tirnak plagmin distaldeki serbest kenari altinda, epidermisin
stratum korneumu hiponikium (hiponychium) adi verilen kalin bir yap1 meydana getirir.

Hiponikium, tirnagin matriks yatagini bakteri ve mantarlara kars1 korur (34,41,42).

2.2. Deri Yaslanmasi

Deri yaslanmasi, derinin fonksiyon ve goriintiisiinii etkileyen, sinsi ve progresif
seyreden dejeneratif bir siirectir (43). Deri, yaslanmaya bagh degisikliklerin goriiniir
oldugu en temel organdir. insan derisi diger tiim organlar gibi kronolojik olarak
yaslanir. Dogal yaslanma kisinin genetik alt yapisinin belirtecidir; zamana bagimli
kronolojik bir siire¢ olup kac¢milmazdir ve engellenemez. Diger organlardan farkli
olarak deri, dogrudan dis diinya ile karsi karsiyadir ve ¢evresel hasardan da direkt
olarak etkilenir. Cevresel etkiler yaslanmay1 hizlandirir, arttirir ya da erken baglatir
(43,44). Ekstrensek yaslanma; sigara, asir1 alkol kullanimi, yetersiz beslenme ve
olumsuz c¢evresel faktorlere bagh olarak gelisir. Deride goriilen degisikliklerin
%90'indan fazlas1 kronik giines hasarmin yol ac¢tig1 (foto yaslanma) cevresel etkilere
baghdir. Foto yaslanma da kronolojik yaslanma gibi kiimiilatif bir siiregtir. Foto
yaslanmanin derecesi derinin ne kadar ve ne kadar siiredir giinese maruz kaldigiyla,
kisinin deri tipine baghdir A¢ik havada ¢alisanlar, sicak iklimlerde yasayanlar ve agik
tenli kisiler foto yasanmadan daha fazla etkilenirler (44).

Deri yaslanmasi oldukca kompleks bir siirectir (43). Patojenezi tam olarak
anlagilamamustir. Son yillarda, kronolojik yaslanma ve foto yaslanma ile ilgili hiicresel
ve molekiiler mekanizmalar daha iyi agiklanmaya baslamistir. Bu bilgiler géstermistir ki
foto yaslanma ve kronolojik yaslanmada temel olaylar benzerdir. Bu yeni molekiiler

bilgiler anti-aging tedavi yaklasimlarinda da gelismelere 151k tutmustur (43,45).
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2.2.1. Deri Yaslanmasinin Cesitleri

2.2.1.1. Kronolojik Yaslanma

Kronolojik deri yaslanmasi, diger bir deyisle intrinsik yaglanma, deride belirgin
morfolojik degisikliklerden ¢ok fonksiyonel degisiklikler ile karakterizedir (46). Klinik
ve histolojik goriintiide belirgin bir degisiklik olmasa da derinin maksimum fonksiyon
ve kapasitesinde yasla birlikte belirgin azalma goriiliir. Intrinsik yaslanma ile
sonuclanan fonksiyonel azalmalar, keratinosit ve fibroblast proliferasyonu ile sitokin
salmim kapasitesindeki diisiise ve c¢evresel uyarana hiicreler arasi cevabin azalmasina
baghdir. Bunlar swrasiyla; kiiclik hasarlarin  iyilesmesinde yavaslama, cerrahi
sikatrislerin dayaniksizligi, iyilesmeyen iilserlere egilim, ileri yasta karakteristik olan
kuru ve siklikla kasintili deriye neden olur (46). Yara iyilesmesi geng erigkinde yash
eriskinden % 50 daha hizlidir. Ayrica, bariyer fonksiyonu azaldigi i¢in yash bireylerde
su kaybi, geng eriskinden ¢ok daha kolay ve fazladir. Keratinositler bariyer olusturma
fonksiyonlar1 diginda yiiksek metabolik aktiviteye de sahiptir (47). Sitokin ve biiyiime
faktorleri salgilayarak derideki diger hiicrelerin farklilagsmasi ve proliferasyonunu
diizenlerler. Bu anlamda dengeyi saglamak ve dokudaki hasar1 en aza indirmek i¢in, ¢ok
sayida cevresel uyariya cevap verirler. Epidermal keratinosit kaynakli deri eklerinde de
hiicre proliferasyonunda azalmanin neden oldugu, sa¢ ve tirnaklarda incelme, yavas
biiyilime, holokrin bezlerin sekresyonunda azalma gibi degisiklikler meydana gelir (47).
Yaglanma ile dermisteki fibroblast sayisinda azalma goriiliir. Bu azalma 80'li yaslarda
yeni dogan doneminin yarist kadardir. Yaslanmis fibroblastlarda kollajen sentezindeki
azalmaya ek olarak kollajenaz aktivitesi de belirgin olarak artmistir. Sonu¢ olarak
yaslanmig hiicreler yasla birlikte daha proteolitik hale gelir. Reaktif oksijen
radikallerinin deride oksidatif hasara neden olarak yaslanmayr hizlandirdig:
bilinmektedir. Serbest radikaller ciftlesmemis elektron iceren oksijen molekiillerinden
olusur. Serbest radikallerin kollajen yikimma ve elastin birikimine yol agan gen
ekspresyonlarini indiikledigini gosteren deliller vardir. Antioksidanlar reaktif oksijen
radikallerine kars1 koruyucu mekanizmalardir (46,47).

Hayat boyunca mitokondrial DNA'da meydana gelen mutasyonlarin yaglanmaya

yol actig1 varsayillmaktadir (48). Yaslhlarda DNA tamir kapasitesi azalmistir. Bu da
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mutasyon riskini arttirarak deri kanserlerin olusumuna yol agabilir. Menopoz sirasinda
over kaynakli dstrojenle birlikte progesteron, ayn1 zamanda FSH ve LH seviyelerinde
artig vardir. Menopoz sonrasinda ¢ogu kadin, derisinin inceldiginden, kurudugundan,
kiristigindan ve elastikiyetini yitirdiginden sikayet eder. Her ne kadar bu degisiklikler
hormonal sebeplere baglansa da Gstrojen eksikliginin deri kalmligmin azalmasinda ve
kurumasmdaki rolii ve mekanizmas: tam olarak aciklanamamistir. Gilinlimiizde
yaslanma ile birlikte goriilen bu deri kalinhigindaki degisiklikler 6zellikle Ostrojenin
kollajen sentez ve yikiminda rol aldigini diisiindiirmektedir. Calismalar oral hormon
replasman tedavisinde oldugu gibi topikal Ostrojenin de deri kalinligmi korudugunu;

derinin kollajen ve glikozaminoglikan igerigini artirdigimi gostermistir (46,48).

2.2.1.2. Foto yaslanma

Foto yaslanma, tekrarlayan gilines hasarma bagli olarak deride ortaya ¢ikan
fiziksel ve fonksiyonel degisikliklerdir (46). Ultraviyole (UV) 1simnlari, derinin erken
yaslanmasma sebep olur. Foto yaslanmanin derecesi derinin ne kadar ve ne siiredir
giinese maruz kaldigiyla, kisinin deri tipine baghdir. Kronik giines hasarina bagh
yaslanmanin mekanizmasi tam olarak anlasilmamakla birlikte son 10 yildir foto
yaslanmanin molekiiler mekanizmasmin aydinlatilmasina yonelik ¢aligmalar artmistir
(46,47,49).

Ultraviyole 1smlarmin, insan derisindeki molekiiler cevabi reaktif oksijen
radikallerinin foto kronolojik iiretimi ile baslar (49). UV 1smlar1 hiicre ylizey biiyiime
faktoriinii ve sitokin reseptorlerini aktive eder. NADPH oksidazi aktive eder. NADPH
oksidaz keratinositlerdeki UV 1smnlarina bagli hidrojen peroksit iiretiminde 6énemli bir
enzimdir. UV 1sinlarina maruz kalma, reaktif oksijen tiirevleri olusumu aracilig: ile
kiimiilatif hasara yol agar. Foto yaslanmanin goriildiigii deride godzlenen dermal
degisiklikler temel olarak matriks metalloproteinazlart (MMP) ve MMP doku
inhibitorleri (TIMMP) ile regiile edilir. MMP ve TIMMP'ler fibroblast ve makrofajlarda
sentezlenir. UV 1gmlarmin indiikledigi MMP, kollajen tip I ve III’iin par¢alanmasina yol
acar ve dermisin yapisal biitlinliigli bozulur Tamir mekanizmalar1 ¢aligmazsa birbirini

izleyen UV 151 dozlar ile birlikte kollajen hasar1 artacaktir. Bu biriken kollajen hasar1
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da tipik foto hasarli deri fenotipini olusturacaktir. Matiir dermal kollajenin azalmasinin
yaninda UV, tip I ve III prokollajen tiretimini de inhibe ederek devam eden kollajen
sentezini de bozar (49-54).

Derideki pigmentlerin aktinik hasara karsi deriyi korudugu iyi bilinir (51,52).
Acik tenli kisiler esmer tenli kigilere géore UV'den sonra daha ¢ok kizarir ve daha az
bronzlasirlar. In vivo ¢aligmalarla da gosterilmis ki esmer tenli kisilerde foto hasar agik
tenli kisilere gore daha az olmaktadir. Deri kanserleri de esmer tenli kisilerde daha az
siklikta goriilmektedir (51). Ag¢ik ve koyu tenli kisilerde DNA'nin foto iirlinlerinin
bulunduklar1 derinlikler de farkhidir (51,52). Agik tenli kisilerde DNA'mm iiriinleri
epidermisin tiim katlarinda ve iist dermiste gdzlenmektedir. Koyu tenli kisilerde ise
bunlar iist epidermiste post mitotik hiicrelerde sinirlanmiglardir. Derideki pigment
yogunlugunun yani sira maruz kaliman UV iginlarmnin dalga boyu da onemlidir (52).
Yaslanmayla iligkili ultraviyole etki spektrumuna tam olarak ayirt edilememistir. Genel
olarak UVB'nin daha ¢ok epidermal hasara, UVA’nin ise dermal degisikliklere neden

oldugu distiniilmektedir (51-53). Derideki kronolojik yaslanma ve foto yaslanma

arasindaki farkliliklar Cizelge 2.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Derideki kronolojik yaslanma ve foto yaslanma arasindaki farkliliklar  (10-12,44-
47,50,51,56)

Kronolojik yaslanma Foto yaslanma
Klinik Diizgiin, lekesiz, elastiklik kayb1 Nodiiler, sert, lekeli, ince ve derin

kirisikliklar

Deri cizgileri

Normal geometrik diizende

Belirgin olarak degismis, silinmig

Epidermis kalinligi

Azalmis

Erken dénemde artmis, ge¢ dénemde
atrofi

Proliferasyon hizi

Normalden azalmig

Normalden artmis

Bazal keratinosit

Selliiler diizensizlik

Heterojenite, diskeratoz

Keratinasyon

Degismemis

Degismemis

Stratum Korneum

Normal, basket filesi goriiniimiinde

Heterojenite: basket filesi ve kompakt
patern

DEB Rete kaybi, diizlesmesi, densa | Rete kaybi, diizlesmesi, densa
reduplikasyonunda azalma reduplikayonunda artma
Dermis Yok Belirgin
Grenz zonu Elastojenezi elastoliz izler (giive | Belirgin elastojenezi masif
yenigi fibriller) dejenerasyon izler
Elastin Fibrilde iliml1 birikim Elastik fibrilde yogun birikim
Lizozom elastik Fibril demeti biyiikliigiinde ve | Fibril demeti biyiikliigiinde orta
Kollajen organizasyonunda ilimli degisim diizeyde degisim
Mikrovaskiilarite Normal yap1 Bazal membrana benzer materyal
birikimi
Inflamatuar hiicre Inflamasyon bulgusu yok Periveniiler, histiyositik, lenfositik
birikim

21




2.2.2. Yaslanmus Derinin Histolojik Ozellikleri

2.2.2.1. Epidermis

Yaslanmaya bagh goriilen degisiklikler dermiste daha belirgin olmakla birlikte
epidermiste de degisiklikler goriilmektedir (57). Yasla birlikte stratum korneumun
degismedigini gosteren calismalarm yani sira yaslanmayla epidermis kalinliginin
azaldigin1 bildiren yaymlar da vardir (57). Yaslanmis deride bazal tabaka hiicrelerinin
biiyiikliiklerinde, morfolojik gorintiilerinde degisiklikler gosterilmistir. Benzer
degisiklikler aktinik yaslanmanin bulundugu deride daha belirgindir. Kronolojik
yaslanmada stratum corneum nispeten normal goriliir. Ancak; korneositlerin yiizey
alanlarinin artis gosterdigi ve bu nedenle kimyasal maddelerin atilimlarinda gecikme
oldugu bildirilmektedir (57).

Dermoepidermal bileskenin (DEB) girintili ¢ikintili olmasi1 deriyi mekanik
etkilerden korur (57,58). Histolojik olarak deri yaslanmasinda Dermoepidermal
bileskede diizlesme ve dermal papillalar ile epidermal rete ¢izgilerinde silinmeye bagl
olarak iki bdlge arasinda kalan yilizey alaninda azalma olur. DEB'deki bu alan kayb1 da
deri frajilitesinde ve dermis ile epidermis arasindaki besin ge¢isinde azalmaya sebep
olur. Melanin iiretimi klasik olarak UV 1s1gindan sonra artar. Melanin karsinojenik UV
isinlarm1 absorbe eder. Yirmi bes-otuz yasindan sonra her 10 yilda bir dopa-pozitif
melanositlerde %20 azalma goriiliir. Yaslanmis deride melanositler daha biiyiik,
morfolojik olarak daha heterojendir. Melanositlerin yasla birlikte azalmasina bagl
olarak yasl bireyler, UV'nin yol a¢tig1 epidermal DNA hasarma kars1 daha hassastirlar
(23,33,57,58).

Dendritik hiicreler dogal ve edinilmis immiin sistem arasinda koprii gorevi
goriirler (59,60). Antijenin alinmasi, islenmesi ve T hiicrelerine sunulmasinda
gorevlidirler. Derideki dendritik hiicreler; Langerhans hiicreleri olarak bilinir. Yasla
birlikte Langerhans hiicrelerinin hem sayis1 hem de UV ismlara kars1 verdikleri yanit
azalir. T hiicrelerinin sayis1 ve sitokin iiretme kapasiteleri de azalmaktadir. Langerhans
hiicre yogunlugu giines goren alanlarda UV 1sinlarindan korunmus, deri alanlarinin
yarist kadardir. Bu durum; yasin ilerlemesiyle UV 1smlariyla iliskili deri hastaliklarinin,

ozellikle de deri kanserinin gelismesine yol acar (29-31,59,60).
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2.2.2.2. Dermis

Deri yaglandik¢a dermis kalinligi azalir (50,51). Dermiste yaslanma ile ilgili en
dikkat c¢ekici degisiklikler; kollajen, elastin ve glikozaminoglikanlarda goriiliir.
Yaslanmis deride kollajen fibrilleri kalinlasmis ve halat benzeri demetler halinde
dizilmiglerdir. Histolojik olarak kronik giines hasarina bagli yaslanmig deri olgun
dermal kollajenin kaybi ve kollajende farkli bir bazofilik goriiniim (bazofilik
dejenerasyon) ile karakterizedir. Gene deride % 80 tip I ile % 15 oraninda tip III
kollajen bulunurken yasla birlikte tip I kollajende azalma goriiliir. UV 1sinlara maruz
kalmis deride de tip I kollajen miktar1 azalir. Bu azalamanin derecesi; foto hasarin
siddetiyle uyum gosterir. Tip IV kollajen, dermoepidermal bileskedeki temel kollajen
olup mekanik etkilesim i¢in biiylik onem tasimaktadir. Kirisiklik bdlgelerinde bu
kollajende azalma tespit edilmistir. Dermoepidermal bileskenin stabilizasyonunu
saglayan tip VII kollajen igeren “anchoring fibriller” azalmistir. Buna bagh olarak da
foto-hasarlanmis derinin mekanik hasarlara karsi hassas olabilecegi diisliniilmiistiir
(33,50,51).

Yaglanma neticesinde dermiste kollajen liflerinde diizensizlesme ile anormal
elastin iceren madde birikimi goriilmektedir (46). Intrinsik yaslanma, elastin lif
yapisinin 30'lu yaglarda baslayip 70'li yaslarda derinlesen progresif destriiksiyonudur.

9

Foto-yaglanmanim histolojik temel bulgusu ise, “solar elastoz” olarak adlandirilan,
dermisin tist ve orta tabakalarinda yogun elastotik madde birikimidir. Bu solar elastotik
materyal; elastin, fibrillin ve diger ekstraselliiler matriks komponentlerinden olusur
(46,47). Glikozaminoglikanlar kendi hacimlerinin 1000 kat1 kadar suyu baglayabilme
Ozellikleri olan  molekiillerdir. Yasin ilerlemesi ile birlikte dermisteki
glikozaminoglikanlarda, o6zellikle hiyaluronik asitte azalma goriiliir. Ayrica,
proteoglikan kaybina bagli olarak kollajen lifler daha kompakt hale gelir (46,47,50,51).

Yasla birlikte papiller dermis vaskiilaritesinde azalma goriiliir (50). Dermal
damarlanmanin azalmasi, deride solukluga ve 1smnin azalmasina yol agar. Dermal
damarlardaki destek dokusunun progresif kaybi1 yasla birlikte ekimozlarin artigina neden

olur. Ayrica, bazal membrana benzer maddenin perivaskiiler birikim sonucunda duvar

yapisinda meydana gelen degisiklikler vaskiiler frajilitede artisa yol agar. Dermal
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vaskiiler yatakta olusan degisiklikler sonucunda, termoregiilayonda yetersizlik olusur

(50,51,61).

2.3. Anti-aging Tedavi Yontemleri

Son yillarda, yaslanma ve bunun ortaya c¢ikardig1r sorunlarin giderilmesi,
insanlarda ¢ok fazla merak uyandirmaya baslamstir. Insanlar, geng goriiniimii miimkiin
oldugunca uzun siire devam ettirmek amaci ile bircok alanda tedavi arayisi igine
girmektedirler. Hem yash niifusun giderek artmasi, hem de kadmnlarin ve erkeklerin
kozmetik konulara olan yaklasimlarindaki degisiklikler nedeni ile dermatologlara bu
konuda bagvuran hasta sayisi giderek artmaktadir. Son yillarda, kullanilan farkl
yontemlerle, invaziv cerrahi girisimlere gerek kalmadan yaslanmanin etkilerinin
geciktirilmesi miimkiin olmaktadir (56). Deri yaslanmasinda farkh faktorlere baglh
olarak farkli klinik bulgular ortaya cikmaktadir. Optimal sonucu elde etmek icin
hastalan dermatologlar tarafindan dikkatli bir sekilde degerlendirilmesi, giivenli ve
etkili kozmetik girisimin secilmesi ve uygulanmasi gerekmektedir (56,62,63).

Yaglanmay1 geciktirmek ve/veya ortaya ¢ikardigi sorunlar1 gidermek amaciyla
bazi farmakolojik ajanlar1 igeren kozmesotik preparatlarin kullaniminin yani sira cilt
soyma, lazer uygulamasi, dolgu maddeleri ve botoks enjeksiyonlar1 ile cerrahi

yontemler kullanilmaktadir (64-71).

2.3.1. Farmakolojik Ajanlar

2.3.1.1. Giinesten koruyucular

Ultraviyole (UV) 1smlar1 ekzojen yaslanmanin, diizensiz pigmentasyonun ve
kirigikliklarm  en  Onemli nedenidir (65). Giinesten koruyucular piyasaya ilk
stirildiiklerinde daha ¢ok gilines 1simlarma baglh eritem olusumunu engelleyici etkileri
iizerinde durulmaktaydi. Ama, son zamanlarda, foto-yaslanma ve deri kanseri gibi UV
1sinlarmin uzun donemdeki etkilerini dnleyici etkileri de glindeme gelmistir. Naylor ve

arkadaslar1 Amerika’da gerceklestirdikleri aktinik keratoz calismasi siiresince diizenli
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olarak giinesten koruyucu kullananlarda dermal elastozisde belirgin azalma oldugunu
bildirmiglerdir (64). Kisa donem yapilan bir ¢alismada da UVA 1smlarmi da iceren
genis spektrumlu giinesten koruyucu kullanmanin giines hasarinin bir¢ok biyokimyasal
etkilerini onledigi gosterilmistir (65). Bununla birlikte, glinesten koruyucularin ince
kirigikliklarin olusumu iizerindeki etkilerini inceleyen iyi planlanmig prospektif bir
calisma bulunmamaktadir (65,66).

Glinesten koruyucular, deriyi giines igmnlarinin olusturdugu hasardan koruma
acisindan en etkili yontem olmakla birlikte, koruma etkileri igerdikleri koruma faktorleri
ile paralellik gostermektedir (65,66). Giinesten koruyucular, sahip olduklar1 faktoriin
1/3"i kadar koruma saglar ve yeterli etkinlige ulasabilmek i¢in en az 2 mg/cm? seklinde
uygulanmas1 gerekmektedir. Bununla birlikte, yapilan calismalarda sub-eritematojenik
dozlarda bile DNA hasarinin olabilecegi gosterilmistir. Diger bir deyisle, giinesten
koruyucular yalanci bir korunma hissine neden olmaktadirlar. Piyasadaki iiriinlerin
hicbiri tim UV 1sm spektrumunu kaplayan bir koruma saglamadigi i¢in, bunlarin
kullannmi1 daha uzun sure giineste kalinabilecegi anlamina gelmemelidir. Ayrica,
giinesten koruyucularm igindeki maddeler UV 1sm1 ile etkilestiklerinde kendileri de
serbest radikal halini alip, deriden emilerek zararli etkiler olusturabilmektedirler
(63,65,60).

Piyasada ¢ok fazla sayida giinesten koruyucu {iriin secenegi bulunmaktadir.
Bunlar arasindan foto-yaslanmanin 6nlenmesi amaci ile hastalarin ihtiyaclarma en

uygun olan1 se¢ilmeli ve mutlaka diizenli olarak kullanilmasi saglanmalidir (63,66).

2.3.1.2. Hidrokinon

Hidrokinon igeren {iriinler, deri yaslanmasima ya da foto-yaslanmaya bagli olarak
ortaya c¢ikan pigmentasyon bozukluklarinin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir (63).
Renk acict etkisi iki mekanizma ile aciklanmaktadir. Bu da tirozinin oksidasyonunda
kompetisyona girerek tirozinaz enzimi igin alternatif bir substrat olusturmasi ve
melanositlerin selektif destruksiyonuna neden olmasidir. Etkileri genellikle 1-6 ay sonra
ortaya ¢cikmaktadir. Hidrokinon igeren iiriinler, irritan ve allerjik kontak dermatite, post-

inflamatuar  hiperpigmentasyona ve nadiren de eksojen okronozis benzeri
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pigmentasyona neden olabilirler. Hastalar, tedavi siiresince ve sonrasinda gilinesten
koruyucular1 kullanmalar1 konusunda bilgilendirilmelidirler. Ciinkii; minimal bir giines

15181 bile melanosit aktivasyonuna neden olabilmektedir (63,67).

2.3.1.3. Retinoidler

Retinoidler; A vitamininin fonksiyonel ve yapisal anologudur (67). Hiicre
diferansiasyonunda, proliferasyonunda, immun sistem {izerinde ve embriyonik
gelismede, intraselliiler niikleer reseptorleri etkileyerek cok sayida farkli etkiler
olusturmaktadirlar (67,72).

Deri yaslanmasmin retinoidler tarafindan iyilestirildigine ait ilk veriler akne
tedavisi alan bayanlarda tedavi sonrasinda ciltlerinin daha piriizsiiz ve diizgiin
olmasiyla anlasilmigtir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda, tretinoinin, melaninin daha
diizenli dagilmasini sagladigi, lentigolarda ve hiperpigmente lekelerde iyilesmeye neden
oldugu gosterilmistir (67,72,73).

Tretinoin kullanimi ile epidermal atipi normale donmekte ve iist dermiste yeni
kollajen olusumu izlenmektedir (67). Tretinoin epidermal hiicrelerin proliferasyonunu
gecici olarak stimiile ederek korneositlerin dokiilmesini hizlandirmaktadir. Bu etkilerin
sonucunda ince kirisikliklar diizelip deri gerginligi artmaktadir. Ayrica; tretinoinin
angiogenesisi indiiklemesi de derinin daha parlak kirmizi-pembe goériinmesine neden
olmaktadir (67,72).

Tretinoinin anti-aging etkisi, dokuda hasara neden olan metalloproteinazlar
iizerine inhibitor etki gostererek ortaya c¢ikar (67). UVB 1smn1 ile temas sonucunda
matriks metalloproteinazlar1 (MMP) aktive olarak derideki kollajenin tamamen
yikilmasina neden olurlar (67,72).

Fisher ve arkadaslari tretinoin uygulanmasinin MMP'nin inhibisyonuna neden
oldugunu gostermislerdir (74). Kollajenaz gibi enzimlerin artigina ek olarak UV 1sinlari
temas1 ile kollajen iiretimi de azalmaktadir. Derinin all-trans retinoik asit ile UV
isinlarmin temasi1 oncesi tedavi edilmesinin prokollajen sentezi kaybini inhibe ettigi
gosterilmistir. UV 1smlar1 temas1 6ncesi derinin topikal retinoidlerle proflaktik olarak

tedavi edilmesinin, foto-hasarlanma tedavisindeki kadar etkili olabilecegi One
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stiriilmiistiir. Topikal retinoidlerin 1s1kta stabilitelerinin bozulmasi nedeni ile bu tiriinler
gece kullanilmaktadir. Bilinenin aksine fototoksik dzellikleri yoktur. Retinoid kullanim1
sirasinda; mutlaka kuru cilde uygulanmasina, baslangicta aralikli olarak kullanilmasina,
beraberinde asit ve C vitamini igeren triinlerin kullanilmamasma dikkat edilmelidir
(75,76).

Tretinoin kullanacak hastalarin se¢imi konusunda oldukg¢a dikkatli olunmasi
gerekmektedir. Hastalarm bu ilact diizenli kullanmalar1 ve 6miir boyu giinesten koruma
saglamalar1 gerekmektedir. Ayrica, hastalar, tedavi etkinliginin ortaya ¢ikmasinin uzun
zaman alacagi ve bu tedavi ile bazen hafif irritasyon ortaya cikabilecegi konusunda

bilgilendirilmelidirler (67,72,76).

2.3.1.4. Antioksidanlar

2.3.1.4.1. E Vitamini (a-tokoferol)

E Vitamini, Stratum corneumun lipid yapilarinin ve proteinlerinin
oksidasyondan korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir (17). E vitamininin lipofilik
yapis1 deriye uygulanmasi ve absorbsiyonu i¢in oldukc¢a uygundur. Birgok calismada E
vitamininin hayvan derisine topikal olarak uygulanmasi ile fotoprotektif etkisi oldugu
da gosterilmistir (17,67). Topikal a-tokoferol uygulanan tavsan derisini UV isinlarinin
olusturdugu eritemden, fare derisinde ise UV smlar1 ile indiikklenen lipid
peroksidasyondan, foto-yaslanmadan, uv 1sinlarmimn neden oldugu
immunosupresyondan ve fotokarsinojenezisden korudugu gosterilmistir (17,67). o
tokoferol, fotokarsinogenesisi fare derisinde epidermal p53 geninde UV isinlarinin
indiikledigi  sikloprimidine dimer olusumunu inhibe ederek gostermektedir.
Fotoprotektif etkilerine ek olarak, a-tokoferol melanojenezisi de inhibe etmektedir.
Ayrica, topikal a-tokoferolun 290 nm dalga boyunda bir miktar fotoprotektif etkisi de
vardir. Simdiye kadar topikal uygulanan E vitamininin net faydalan konusunda yeterli
sayida kontrollii calisma yapilmamistir. Topikal uygulanan saf a-tokoferol (oral formu)

potansiyel bir sensitizandir, direk olarak deriye bu formda uygulanmamalidir (17,67).
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2.3.1.4.2. C Vitamini (Askorbik asit)

C vitamini yani L-askorbik asit, aktif formda yaslanmanin etkilerini serbest
radikallerle etkileserek azaltmaktadir (17). Antioksidan etkilerinin yani sira L-askorbik
asit, kollajen sentezinde propil ve lizil hidroksilazlar i¢in kofaktor olmasi nedeni ile
onemli rol oynamaktadir. Ayrica, kollajen sentezinin transkripsiyonal regiilasyonunda
da onemlidir. L-askorbik asit elastin sentezini de inhibe ederek, fotoyaslanmada ortaya
cikan elastik doku akiimiilasyonunu azaltmakta, tirozinazi da inhibe ederek pigment
sentezini 6nlemektedir (17,67).

Topikal uygulanan L-askorbik asidin UVB ve UVA ismlarinin olusturdugu
fototoksik hasara karst koruma sagladigi, farelerde UVB 1sininm olusturdugu
immunosupresyona karsi koruma ve kontak allerjenlere karsi tolerans sagladigi
gosterilmistir. Topikal uygulanan L-askorbik asit, insan derisinde prokollajen I ve III
icin mRNA seviyelerini ve prokollajen sentezinde Onemli rol oynayan enzimleri
arttirmistir (10,67).

Insanlar, viicutlarinda askorbik asidi sentezleyemedikleri i¢in mutlaka disaridan
almmalidirlar. Oral alindiginda, emilimi kontrol altinda oldugu i¢in deriye ulagan miktar
da az olmaktadir. Bu nedenle derideki konsantrasyonu arttirmak i¢in en etkili ¢6ziim

topikal olarak uygulanmasidir (15,41,53).

2.3.1.4.3. Selenyum

Selenyum; memelilerde oksidatif strese kars1 savunmada gerekli olan glutatyon
peroksidaz ve tiyoredoksin rediiktaz enzimlerinin fonksiyonu icin gerekli bir eser
elementtir, bu enzimlerin fonksiyonlar1 selenyum destegi ile arttirilabilir (67). Cesitli
calismalarda selenyumun sitotoksisite, DNA oksidasyonu, DNA hasari, IL-10
ekspresyonu, lipid peroksidasyonu gibi UV 15in hasarma karsi koruyucu oldugu
gosterilmistir. Oral yolla verilen sodyum selenitin tiiysiiz farelerde UV 1gmlarmin neden
oldugu eritemi, ardisik pigmentasyonu ve deri kanseri olusumunu 6nledigi gosterilmistir
(67). Ama, insanlarda oral selenyum verilmesi ile bazal hiicreli ve skuamoz hiicreli

karsinom gelisimi &nlenememistir. Insanlarda topikal selenyum minimal eritem dozunu,
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doz bagimli olarak artrmustir. Selenyum I1L-6,8,10 ve TNF-a'nin UVB 15 ile
indiiksiyonunu doz bagimli olarak inhibe etmektedir. Ayrica, selenyum hiicresel ve
humoral immuniteyi de uyarmaktadir (75). Tim bunlarin yanisira selenyumun anti-
kanserojen etkileri vardir. Selenyum ve diger antioksidanlar daima dengeli beslenmenin
bir pargasi olarak almmalidirlar. Aksi takdirde, pro-oksidan gibi davranarak DNA
hasarina yol agabilirler (67,75).

2.3.1.4.4. Cinko

Cinko, insanlar icin esansiyel bir elementtir (67). Deri ve ekleri, ¢inkodan
zengindir. Toplam viicut ¢inkosunun %20 sini i¢cermektedir. Cinko, viicutta bircok
molekiile baglanarak aktivitelerini etkilemektedir. Dokularda 6nemli antioksidan
etkileri vardir. Hiicre g¢aligmalarinda UV iginlarinin indiikledigi sitotoksisite, DNA
hasar1 ve lipid peroksidasyonuna karsi korudugu gosterilmistir. Cinko tuzlarinin topikal

kullaniminda giines yamig1 hiicrelerinin olusumunu azalttig1 gosterilmistir (67,75).

2.3.1.4.5. Melatonin

Melatonin; serbest radikalleri, reaktif oksijeni ve nitrojen tiirlerini direkt olarak
notralize etme yetene§inin yam sira, dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon
reduktaz gibi ¢esitli antioksidan enzimleri de uyarmaktadir (28). Melatonin membran
lipidlerini ve c¢ekirdek DNA'sin1 oksidatif hasara karsi belirgin 6lgiide korumakta ve

farelerde cilt kanserini olusma riskini azaltmaktadir (28,67).

2.3.1.4.6. Yesil cay
Uzun yillardir, Asya iilkelerinde yaygm olarak kullanilan yesil caym,

antioksidan ve anti-kanserojen etkileri vardwr (67). Antioksidan etkisi icerdigi

polifenollere baglidir. Bu polifenollerin oral veya topikal alimimim hayvan deneylerinde

29



anti kanserojen etkisi oldugu, foto-yaslanmay1 da onlendigi ve anti-inflamatuar yaniti
arttirdig1 gosterilmistir (77). Insan cildi {izerinde UV 1sinlarma kars1 koruyucu etkisi

kanitlanmis olsa da bunun uzun donem etkilerinin arastirilmasi gerekmektedir (67,77).

2.3.1.4.7. N-Furfuriladenin e (Kineraz)

Kineraz bitkisel bir sitokinindir ve hiperpigmentasyon, kabalasma, ince ¢izgiler
ve sarkmay1 azaltici etkisi bulunmaktadir (67). Topikal tretinoin ve AHA’lardan daha az
etkili olmasina ragmen, daha az irritan oldugu i¢in bu ajanlar1 tolere edemeyenlerde
uygun bir tedavi gibi goriinmekle birlikte uzun donem giivenilirligi ile ilgili 6nemli

sayida kapsamli caligma mevcut degildir (67).

2.3.2. Cilt Soyma (Peeling)

Tim ablatif cilt yenileme islemlerinde deri kontrollii olarak belirli bir derinlige
kadar soyulup yiizeyi daha diizgiin olan yeni deri olusumu indiiklenmektedir (12). Bu
kontrollii hasarlama islemi kimyasal ve mekanik yontemlerle veya lazer kullanilarak
yapilabilir. Soyma islemi, olusturulan hasarin derinligine gore; ylizeyel, orta ve derin
olarak siniflanmaktadir. Yiizeyel uygulamalarda epidermisin tamaminda ya da bazal
hiicre tabakasina kadar olan kisimlarda, orta derecede soyma isleminde epidermis ve
papiller dermiste, derin soymada ise retikiiler dermise kadar nekroz olusturulur
(12,43,45,63).

Fotoyaslanmaya bagli olarak ortaya c¢ikan degisiklikler cilt yenilemenin sik
olarak kullanildig1 durumlardir. Fotohasarm belirlenmesi, uygulanacak tedavinin se¢imi

acisindan oldukc¢a kullanishdir. Hasarin derinligine gore farkli yontemler tek basina ya

da kombine olarak kullanilabilmektedir (63).

Kimyasal ve mekanik cilt yenileme endikasyonlar1 (45,63);

e Foto yaslanma ve ince kirigikliklar
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e Skar olusumu

e Preneoplastik ve neoplastik hastaliklar
e Akne vulgaris

e Pigment degisiklikleri

e Diger cilt yenileme yontemlerinde ortaya ¢ikan demarkasyon hatlari

2.3.3. Lazer Uygulamalan

Otuz yildan fazla siiredir karbondioksit lazer (10600 nm) cilt yenilenmesi i¢in
kullanilmaktadir (68,70). Bu dalga boyu, intra ve ekstraselliiler su tarafindan giiclii bir
sekilde absorbe edilmektedir. Fakat, ¢evre dokulara verdigi hasar nedeni ile cilt
yenilenmesi i¢in ¢ok uygun degildir. Bu nedenle, teknolojik ilerlemelerle kisa pulse,
yiiksek pik giicii olan ve hizli tarama sistemli karbondioksit lazerler kullanilmaya
baslanmistir. Bu sistemler, foto-hasara ugramis deri tabakalarinda daha hassas kontrol
ile cilt yenilemesi yapmaktadirlar. karbondioksit lazer, fotoyaslanmada yiizey yenileme
(resurfacing foto-aging) i¢in oldukga etkili olmakla beraber post operatif viral ve
bakteriyel enfeksiyon, skar olusumu ve kalici hipopigmentasyon gibi riskleri vardir

(68,70,71).

2.3.4. Dolgu Maddeleri

Dolgu maddeleri, yaklasik bir asirdir kirigikliklar1 ve skarlar1 diizeltmek, konturu
iyilestirmek ve dudaklar1 biiyiitmek icin kullanilmaktadir (56). Kullanilan ajanlar;
otolog yag, kadavradan elde edilen kollajen allograftlari, sigir kollajeninden elde edilen
kollajen xenograftlari, hyaluronik asit ve sentetik materyallerdir. S13ir ve insan kaynakl

kollajenler glinlimiizde en sik kullanilan dolgu maddeleridir (56,63).
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2.3.5. Botoks

Botilinum ekzotoksini (BTX) ylizde estetik goriinimi iyilestirmek amaci ile
siklikla kullanilmaktadirlar (63). Yaslanma ile ortaya ¢ikan glabellar ¢izgiler, horizontal
alin ¢izgileri, kaz ayaklar1 gibi hiperdinamik ¢izgilerin tedavisinde oldukca basarilidir.
Son yillarda, yiliziin orta ve alt kismi ile boyundaki estetik endikasyonlar i¢in de
kullanilmaya baslanmistir. Bu tedavi ile sonuglar uygulamadan sonra giinler iginde
ortaya c¢ikmakta, uygulamanin kendisi kisa slirmekte ve yan etkileri az olmaktadir

(63,66).

2.4. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Oksidatif stres genel olarak prooksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin
prooksidanlar lehine bozuldugu patolojik bir tablodur (78). Canli organizmadaki serbest
radikallerin baslica kaynag1 oksijendir. Serbest oksijen radikalleri (SOR) normal hiicre
metabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan yan iiriinlerdir ve baslica hedef molekiilleri ¢oklu
doymamis yag asitleri, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitleridir (78).

Oksidatif stres ve buna bagli biyolojik etkilerin birgok hastalikla iliskisi
oldugunu gosteren caligmalar yapilmis ve halen yapilmaktadir (79). Bu hastaliklar
arasinda kalp damar hastaliklari, diyabet, kronik bobrek yetmezligi, bazi kanser tiirleri,
norodejeneratif hastaliklar, katarakt, respiratuvar distres sendromu, romatoid artrit gibi
bazi otoimmiin hastaliklar ve enfeksiyon hastaliklar1 bulunmaktadir (79,80). Ancak,
serbest radikal ve antioksidan sistemlere ait enzimlerin referans degerleri hakkinda
literatlirde bazi caligmalar olmasina ragmen halen ¢ok fazla veri bulunmamaktadir (81-

83).
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2.4.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller i¢in bircok tanim yapilmasma ragmen en ¢ok kabul goren
tanim; bir serbest radikalin molekiiler ya da atomik yoriingesinde bulunan ve genelde
cok reaktif olan ¢iftlesmemis elektron bulunduran bir kimyasal iirlin oldugu seklindedir
(84). Atomlardaki elektronlar yoriinge olarak bilinen bosluklarda hareket ederler. Her

yoriingede bir birine zit yonde hareket eden en fazla iki elektron bulunur (84).

Bir serbest radikal ii¢ yolla ortaya ¢ikabilir (85):

a. Kovalent bag tasiyan bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu olusurlar.

Boliinme sonrasi her bir pargada ortak elektronlardan biri kalir.

X:Y — X +Y-

b. Bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin heterolitik
olarak boliinmesiyle olusurlar. Heterolitik boliinmede kovalent bag

olusturan her iki elektron atomlardan birisinde kalir.

X: Y — > X+Y"' X — > X +¢

c. Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

X+e X"

Serbest radikaller pozitif ytliklii, negatif yiiklii ya da ndtral olabilirler. Biyolojik
sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar (84). Serbest oksijen radikalleri
yapilarindaki dengesizlik nedeni ile ¢ok aktif olduklarindan tiim hiicre bilesenleri ile

kolayca etkilesebilme 0zelligi gosterirler ve yapilariin bozulmalarma neden olurlar

(86).
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2.4.1.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Molekiiler oksijen (02), birgok metabolik olayda terminal elektron akseptorii
olarak gorev yaptigindan, aerobik canlilar icin hayati oneme sahiptir. Fizyolojik
sartlarda gerceklesen pek cok hiicresel aktivite, SOR olusumuna yol acabilmektedir
(Sekil 2.2) (87,88).

indirgenmemis metabolitlerin
birikmesi

Ksandin oksidaz \ i

Mitokondri———»  Serbest radikaller ——» Lipid peroksidasyonu

25

Aktive olmus nitrofiller

Arasidonik asit Katekolamin oksidasyonu
metabolizmasi

Sekil 2.2. Serbest oksijen radikallerinin kaynaklar1 (87,88)

Oksijen, diinyada en ¢ok bulunan molekiildiir (89). Travma, 6dem, okliizyon
gibi dokuda beslenme ve dolasim bozuklugu meydana getirebilen durumlarda doku
tarafindan iiretilen bazi1 metabolitlerle reaksiyona girerek serbest oksijen radikallerini
olusturmaktadir. Organizmadaki serbest radikal olugsma yollar1 Cizelge 2.2°de
gosterilmistir. Bu serbest oksijen radikalleri dokuda daha fazla hasar meydana
getirebilmektedir (89). Patolojik olarak 6nemli oksijen tiirevleri ise, Cizelge 2.3’de

gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Organizmada serbest radikal olugsma yollar1 (87-89)

Organizmada Serbest Radikal Olusma Yollar1

A. Eksojen Faktorler:

1. Diyetsel

a. Coklu doymamis yag asitlerince

b. Alkol alimi

c. Fazla kalorili beslenme

d. Hayvansal proteinlerce zengin beslenme

e. Asir1 demir ve bakir alinmasi

f. Yiyeceklerin pigirme yontemlerindeki hatalar

2. Cevresel

a. Sigara dumanit

b. Hava kirliligi (O,, NO,, SO,, hidrokarbonlar)

c. Diger kirleticiler (asbest, pestisitler vs.)

d. Radyasyon

3. Tlaglar

a. Antikanser ilaglar (adriamisin, vs.)

b. Glutatyon tiiketen ilaclar (asetaminofen, kokain, vs. )

B. Eksojen Faktorler:

Fiziksel egzersiz / sedanter yasam

Stres

Yaslilik

Doku hasar1 ve kronik hastaliklar (ateroskleroz, kanser, kronik inflamasyon, vs. )

Rl Bl Rl ISl

Diyetsel antioksidanlarin saglanmasi etkileyen kosullar (istahsizlik, kolestaz, malabsorbsiyon, vs.)

Cizelge 2.3. Patolojik olarak dnemli oksijen tiirevleri (87-89)

Patolojik olarak onemli oksijen radikalleri:

Adi Molekiiler Formiilii
Siiperoksit radikali (0%
Hidroksil radikali ‘OH
Nitrik oksit NO
Ferril iyonu FeO ™
Perferril iyonu FeO,
Allil R
Aloksil RO
Peroksil ROO
Radikal olmayan oksijen tiirevi bilesikler:

Hidrojen peroksit H,0,
Singlet Oksijen '0,
Ozon O3
Hipoklorit asit HOCI
Lipit hidroperoksit LOOH
Peroksinitrit ONOO
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2.4.1.2. Lipit Peroksidasyonu

Giliniimiizde serbest radikaller nedeniyle, biyomolekiiller, membranlar ve
dokularda meydana gelen oksidasyonun pek ¢ok patolojik olayda onemli rol oynadigi
kabul edilmektedir (86). Organizmada herhangi bir nedenle asir1 miktarda tretilen
SOR’nin niikleik asitler, lipitler, c¢esitli proteinler ve polisakkaritler gibi
biyomolekiillerle etkilesmesi, hiicre ve doku hasarlarma yol a¢gmaktadir. Bunlarin
icerisinde oksidatif hiicre hasar1 bakimindan en 6nemli olani, membran lipitlerinin
oksidasyonudur (90).

Lipid peroksidasyonu, fosfolipit, glikolipit, gliserid ve sterollerin yapisinda
bulunan poliansature yag asitlerinin SOR etkisiyle alkol, aldehit, hidroksiasit, etan ve
pentan gibi ¢esitli tirlinlere yikilmasini kapsayan reaksiyonlar dizisidir. Yiiksek oranda
fosfolipit igeren biyomembranlar ve subselliiler organeller, organizmada

peroksidasyonun gergeklestigi baslica yerlerdir (91).

2.4.1.2.1. Lipit Peroksidasyonunun Mekanizmasi

Lipid peroksidasyonunun olusumu baslama, yayilma ve sonlanma seklinde 3
asamada gerceklesir (91):

Baslama: Redoks katalisti olarak gorev yapan Fe™ veya Cu'" gibi ge¢is metal
iyonlarmin varhiginda, serbest radikallerin hepsi, lipid peroksidasyonunu baglatabilir.
Peroksidasyon, serbest radikallerin, poliansature yag asidinin metilenik yan zincirinden
bir hidrojen atomu ¢ikarmak i¢in yaptiklar1 atakla baglar. Boylece, yag asidi zinciri
iizerinde karbon merkezli bir lipit radikali olusur. Radikal olusumunu takiben yag asidi
zincirindeki ¢ift baglar, konjuge dien seklinde yeniden diizenlendikten sonra, O, ile

reaksiyona girerek peroksi radikalini olustururlar (91).

Yayillma: Peroksi radikali diger bir peroksi radikaliyle birlesebilir ya da
membran proteinleriyle etkilesebilir. Fakat en 6nemlisi, bu radikallerin kendilerine
komsu yag asidi zincirlerinden hidrojen atomlarin1 ¢ikartabilmeleri ve peroksidatif

zincir reaksiyonunu yaymalaridir. Peroksidasyon bir kere bagladiktan sonra otokatalitik
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olarak yayilabilmekte ve yiizlerce yag asidi zinciri, lipit hidroperoksitlerine

cevrilebilmektedir (91).

Sonlanma: Lipit hidroperoksitleri, hem proteinleri veya bazi metal kompleksleri
varliginda, siklik peroksitler ya da endoperoksitler {iizerinden g¢esitli {driinlere
yikilmaktadir. Cogu, biyolojik olarak aktif olan bu iiriinler -OH, -OOH, -COOH veya -

CHO gruplar1 iceren kisa zincirli yag asitleri ile etan ve pentan gibi gazlardir (91).

2.4.1.2.2. Lipit Peroksidasyonunun Sonuclar

Peroksidasyon sirasinda olusan peroksi radikalleri, lipit hidroperoksitler ve
bunlarin yikim {iriinleri, biyomembranlar, subselliiler organeller ve enzimler lizerinde
toksik etkilerini gosterirler (87). Membran permeabilitesini ve mikroviskositesini
degistirirler. Boylece, membranm H" ve Ca™" gibi diger iyonlara kars1 gegirgenligi artar
ve transmembran iyon gradiyenti bozuldugundan membran potansiyelinde diisme
gozlenir. Sonugta membran akigkanligi azalir. Membrana bagli reseptorlerin ve
enzimlerin inaktivasyonuna yol acgarlar. Ciinkii; enzimler dahil bir¢ok protein yapisinda
bulunan serbest tiyol (-SH) gruplarmi, disiilfitlere (S-S) oksitleyerek, bu bilesiklerin
aktivite ya da fonksiyonlariin degismesine neden olurlar (87,91).

Subselliiler organellerin  yapisint  ve  fonksiyonlarmi  bozarlar  (87).
Mitokondrilerde oksidatif fosforilasyonu ¢o6zerler, mikrozomal enzim aktivitelerini
degistirirler. Hatta, lizozomal hidrolitik enzimler gibi organel iceriklerinin de salinimima
yol acarlar (87,91). Serbest radikallerin olusma yollar1 ve yapmis oldugu DNA hasar1
Sekil 2.3’de sematize edilmistir.
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Sekil 2.3. Serbest radikallerin olusma yollar1 ve yapmis oldugu DNA hasar1 (91)

2.4.1.3. Oksidatif Stres ve Serbest Radikal Hasarinin Dokular Uzerine
Etkileri

Serbest oksijen radikalleri ile makromolekiiller (proteinler, DNA/RNA, lipitler,
karbonhidratlar) arasindaki etkilesimler geri doniistimlii ve geri doniisiimsiiz oksidatif
hasara yol agabilir (92).

DNA/RNA iizerine olan etki; deoksiriboz halkasinin ayrilmasi, baz hasari, zincir
kirilmalar1 sonucunda mutasyonlar, translasyonel hatalar ve protein sentezi inhibisyonu
seklindedir (92).

Proteinler {izerine olan etki sonucu agregasyon ve capraz baglanma, pargalanma
ve kirilma, tiyol gruplar1 modifikasyonu meydana gelir. Sonugta enzim aktivitelerinde
degisimler, iyon transportu degisimleri, hiicre i¢ine Ca*™ giriginde artis olur (92).

Coklu doymamis yag asitlerine etki; lipit peroksidasyon iiriinlerinin olusumu,
hiicre membran akiskanliginda azalma, permeabilite degisiklikleri ve membrana bagl
enzimlerin aktivitelerinde degisikliklere yol acar (92).

Karbonhidratlar {izerine olan etki sonucu o6zellikle monosakkaritlerin

otooksidasyonu sonucu H,0,, peroksitler ve oksoaldehitler (glioksal vs.) olusur.

38



Antimitotik 6zellik gdsteren oksoaldehitler karsinogenez ve yaslanmada rol oynarlar

(92). Serbest radikallerin neden oldugu baslica hastaliklar Cizelge 2.4’de gosterilmistir.

Cizelge 2.4. Serbest radikallerin neden oldugu baslica hastaliklar (92)

Serbest Radikallerin Neden Oldugu Hastaliklar

. Ateroskleroz

. Kanser

. Alzheimer

. Parkinson

. Esansiyel hipertansiyon

. Katarakt

. Fankoni anemisi

. Bloom sendromu

O (0| J[N|[N|R[W[N|—

. Amiloidoz

10. Diabetes mellitus

11. Lanek sirozu

12. Amiyotrofik lateral skleroz

2.4.2. Antioksidanlar

Organizmada tiim anabolik ve katabolik reaksiyonlar sirasinda siirekli olarak
oksidanlar iiretilmektedir (93). Bu reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin
meydana getirdigi hasar1 onlemek i¢in viicutta, antioksidan savunma sistemleri olarak
bilinen bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Boylece, saglikli bir organizmada
oksidan diizeyi ve antioksidanlarin bunlar1 etkisizlestirme giicii bir denge halinde
bulunur. Bu radikallerin olusma hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir
diisme dengenin bozulmasina neden olur. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum
sonugta doku hasarina yol agmaktadir (94).

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan
oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i, hem de hiicre dis1 savunma
mekanizmalariyla etkisiz hale getirirler (95). Hiicre dis1 savunma albiimin, bilirubin,
transferrin, seriiloplazmin, iirik asit, vitaminler gibi cesitli molekiilleri igermektedir.
Hiicre ici serbest radikal toplayict enzimler asil antioksidan savunmay1
saglamaktadirlar. Bu enzimler siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz
(GST), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), katalaz ve sitokrom
oksidazdir. Bakir, c¢inko ve selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin

fonksiyonlar1 i¢in gereklidir (95).
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(93).

Antioksidanlar etkilerini baslica su yollarla gosterirler (95):

Serbest radikal olusumunun Onlenmesi veya serbest radikallerin ortamdan
uzaklagtirilmasi

Katalitik metal iyonlariin uzaklastirilmasi

Copeii (scavenger) etki; serbest oksijen radikalleri ile etkileserek onlar1
yakalama ve daha az reaktif bagka bir molekiile ¢evirerek etkisiz hale getirme
(antioksidan enzimler)

Sondiiriicii (quencher) etki; serbest oksijen radikalleri ile etkilesime girip onlara
bir proton aktararak aktivitelerinin azaltilmasi veya inhibe edilmesi
(flavanoidler, vitaminler)

Onarici (repair) etki

Zincir kiric1 (chain breaking) etki; serbest oksijen radikallerini ve zincirleme
reaksiyonlar1 baglatacak diger maddeleri baglayarak zincir reaksiyonlarmin

yavaglatilmasi veya sonlandirilmasi (transferrin, ferritin, seriiloplazmin).

Bir¢ok antioksidan bu etkilerden birkac tanesini bir arada gosterebilmektedir

2.4.2.1. Enzim Yapisindaki Antioksidanlar

2.4.2.1.1. Siiperoksit Dismutaz

Bu enzim, siiperoksidin, hidrojen peroksid ve molekiiler oksijene doniisiimiinii

katalizler (96). Hiicresel diizeydeki siiperoksidin en énemli diizenleyicisidir. insanlarda

iki tipi bulunmaktadir (96). Bunlardan biri sitozolde bulunan dimerik, bakir ve ¢inko

iceren izomeri (Cu-Zn SOD), digeri ise, mitokondride bulanan tetramerik yapidaki

mangan ihitiva eden izomeridir (MnSOD) (97). SOD’ler metalloproteinler olup

dismutasyon reaksiyonunu katalizleyerek, yani bir siliperoksid molekiiliinii oksijen

molekiiliine yiikseltgeyip, diger siliperoksid molekiilini H,0,’ye indirgeyerek

caligmaktadirlar. Dismutasyon olay1 normalde pH 4.8’de en hizli olacak sekilde cereyan
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etmektedir. Fizyolojik sartlar altinda bu reaksiyon oldukca yavastir. Fizyolojik pH’da
SOD varliginda bu tepkime dort kat daha hizli ¢alismaktadir. SOD tarafindan meydana
getirilen H,O,’nin katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan metabolize edilmesi
nedeniyle SOD, katalaz ve GPx ile birlikte ¢alismaktadir. Insanlarda SOD’nin dogustan
yoklugu tespit edilememistir. Bunun nedeni, bu tarz mutasyonlarin fetal oluslaridir (98).
Romatoid artrit, diabetes mellitus, Behget hastaliginda siiperoksid iiretimi ile temizleyici
sistem arasinda negatif bir iliski oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira, Down
sendromlularin eritrositlerinde Zn SOD’nin yliksek oldugu, prematiirelerin ve psoriasis

hastalarinin 16kositlerinde ise diisiik oldugu gosterilmistir (98).

2.4.2.1.2. Glutatyon Peroksidaz

Hiperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu bir enzimdir (98). Her biri selenyum
icermekte olan dort alt tipi bildirilmistir. Hidrojen peroksid ve lipit hidroperoksidlerin
yikimini1 katalizleyerek membran lipitlerini ve hemoglobini oksidatif strese karsi
korumaktadir. Hidroperoksidler enzim aktivitesi ile indirgenmekte iken glutatyon ise
yiikseltgenmektedir. GPx’in  hidrojen peroksid ve hidroperoksidleri indirgemesi
glutatyon rediiktaz ve NADPH mevcudiyetine baghdir (98,99). Glutatyon rediiktaz,
glutatyonun okside formunun rediiksiyonundan sorumludur. GPx aktivitesindeki azalma
siddetli hiicre hasarma yol agmaktadir. Bu durum 6zellikle selenyum eksikligi halinde
karsimiza ¢ikmaktadir. Ciinkii; selenyum, bu enzimin integral bir parcasidir. E vitamini

yetersizligi durumlarinda membranlar1 oksidatif strese kars1 GPx korumaktadir (100).

2.4.2.1.3. Glutatyon Rediiktaz

GPx’in reaksiyonu sirasinda olusan okside glutatyonu (GSSG), rediikte
glutatyona (GSH) doniistiirerek dolayli olarak antioksidan etki gdsteren bir enzimdir
(101). Bu kataliz gergeklestirilirken koenzim olarak NADPH kullanilir (101). GR
enziminin hiicresel fonksiyonu GSH:GSSG oraninin 20:1 olarak kalmasini saglamaktir

(Sekil 2.4).
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Rediikte Glutatyon

{2 GSH)
Hidrojen Peroksit
NADP"-\ H, 0,
Glutatyon rediiktaz Glutatyon peroksidaz
[ Riboflavin i

Selenyum T-

L

(FAD) |/

NADPH+H*

Okside
Glutatyon

(GSSG)

Sekil 2.4. Glutatyon dongiisii (101)

Normal sartlarda, GR ile GSSG’nin rediiksiyonu oldukc¢a hizhidir. Ancak,
oksidatif stres s6z konusu oldugunda, GSSG birikimi olabilir. Bu durumda GSSG, ya
hiicrelerden tasinir ya da protein siilthidrilleri ile etkileserek protein-disiilfidlenmis

glutatyon iirlinleri olusumuna yol acar (102).

2.4.2.1.4. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Glutatyon-S-transferazlar, hiicresel detoksifikasyon ve transporttan sorumlu iki
protein alt birimden olusan multifonksiyonel protein ailesidir (103). Genel olarak ii¢
sitozolik ve bir de mikrozomal olmak iizere dort ana gruba ayrilir. GST ailesi
hepatositlerdeki baslica detoksifiye edici sistemdir (103). Ksenobiyotiklerin
biyotransformasyonunda dnemli rol oynamaktadirlar. Basta arasidonik asit ve linoleat
hidroperoksitleri olmak {iizere lipit hidroperoksitlere karsi GST’ler, selenyumdan

bagimsiz GSH-Px aktivitesi gosterirler (103).

GST
ROOH + 2GSH » GSSG +ROH + H,O
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GST’ler, glutatyonun reaktif metabolitlerle konjugasyonunu saglayarak

organizmadan uzaklagmasini saglamaktadir (104).

2.4.2.1.5. Katalaz

Bir hemoproteindir (97). Dokularda farkli diizeyde bulunur. En fazla karaciger
ve bobrekte, en az ise bag dokusunda bulunmaktadir. Dokularda baslica mitokondri ve
peroksizomlarda bulunmakla beraber, nadiren sitozolde de bulunabilmektedir. SOD ve
katalaz beraber caligmaktadir; birinin yaptig1 hidrojen peroksidi digeri su ve oksijene
doniistiirmektedir. Insan eritrositleri katalazdan zengindir ve kandaki katalaz aktivitesi

eritrositlerden kaynaklanmaktadir (97).

2.4.2.2. Enzim Yapisinda Olmayan Antioksidanlar

2.4.2.2.1. Antioksidan Vitaminler

Vitaminlerin yeterli miktarda alinimlar1 normal biiylime gelisme ve sagligin
stirdiiriilebilmesi i¢in gereklidir. Giinlimiizde vitaminlerin nutrisyonel durumu kandaki
konsantrasyonlarinin 6l¢iimii ile ortaya ¢ikmaktadir (105).

Vitaminlerin giinliik alinmas1 gereken miktarlar1 (The Recommended Dietary
Allowance; RDA) Amerikali ve Kanadali toplumlarin serum veya kan referans
degerlerinin alt smir konsantrasyonunu saglayacak vitamin alinimi temel almarak
yapilmistir (106).

Vitamin eksikligi yaygm olmamasma karsin dogumsal metabolizma
bozukluklarmda veya diyet ile alimmin ciddi sekilde kisitlanmasi sonucunda eksiklik
goriilebilir  (107). Siklikla karsilasilan vitamin eksikligi nedenleri beslenme

bozukluklari, besinlerin emilimini etkileyen bazi hastaliklar, asmr1 kan kayiplary,
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hemodiyaliz, metabolik nedenler ve bazi ilaglarin kullanilmasidir. Vitamin diizeylerinin
artt1ig1 durumlar RDA diizeylerinin asildig1 zamanlarda goriilmektedir (107).

Vitamin diizeylerinin referans araliklarmm disina ¢ikmasina neden olabilecek
durumlarda kisilerin vitamin diizeylerinin laboratuvar testleri ile belirlenmesi gerekliligi
onem kazanir. Bu gereksinim yeni yontemlerin kullanilmasi ile elde edilen sonuglarin
gelistirilmesini ve degerlendirilme konusunu giindeme getirir (107).

Giliniimiizde laboratuvarlarda plazma, tam kan veya eritrositlerde vitaminlerin
konsantrasyonlarini, vitamin durumunu kesin olarak degerlendirecek objektif metodlar
ve veriler halen bulunmamaktadir (105). Kullanilan RDA degerlerinin 6lgiim
metodlarindan bagimsiz referans degerler olmadik¢a kesin olamayacagi bildirilmistir
(1006).

C vitamini, diyetle alinmasi zorunlu bir vitamindir. Biyolojik sivilarda ¢6ziinen
C vitamininin antioksidan etkileri (108);

e Giglii bir elektron donoriidiir ve rediikleyici ajandir. Serbest radikallere karsi
slipiiriicii gorevi yapar

e O, radikalini, OH radikalini ve hipoklordz asidi indirger

e Aktif notrofil ve monositlerden kaynaklanan oksidanlar1 nétralize eder

e Demir ve bakir iceren reaksiyonlara etki eder

e Lipit peroksidasyonu baglamadan once sulu ortamdaki peroksil radikalleri ile
direkt olarak reaksiyona girerek membranlar1 peroksidatif hasardan korur

e LDL oksidasyonunu onler ve elektronlar1 membrandaki E vitaminine transfer
eder

e Olusan E vitamini radikalini rediikte ederek E vitaminini yeniden olusturur.
Boylece E vitamininin yeniden kullanilmasini saglar. Ayrica, antiproteazlarin

oksidan maddelerle inaktive olmasini engeller (109).

E Vitamini; yagda ¢oziinen esansiyel bir vitamindir (110). E vitamininin, insan
dokusunda en fazla bulunan ve en yiiksek biyolojik aktiviteye sahip olan alfa tokoferol
formu antioksidan aktivitesi de en yiiksek olan formudur (110,111). Alfa tokoferoliin
yapisinda bulunan fenolik hidroksil gruplu aromatik halka antioksidan aktiviteden

sorumludur (112). Alfa tokoferoliin antioksidan fonksiyonlar1 (111-113);
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e Alfa tokoferol olusan reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerine karsi ¢ok giiclii
bir stipiiriictidiir (111).

e E vitamini, peroksidler lizerindeki notralize edici etkisini kendisinin bir fenolik
hidrojen atomunu peroksil radikaline transfer etmek suretiyle yapar (111,112).

e Tokoferol hiicre membran fosfolipitlerinde bulunan c¢oklu doymamis yag
asitlerini lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirarak serbest radikal
etkilerinden korur ve bu nedenle zincir kiric1 antioksidan olarak bilinmektedir

(113).

A vitamini siklohekzenil halkas1 tasiyan bir poliizopren bilesigidir (107).
Dogadaki en potent ve en iyi bilinen provitamin A, B-karotendir (114). A vitamininin
metabolik 6n maddesi olan B-karoten antioksidan Ozelliklerini sondiiriicti etki ile
gostermektedir. Karotenoidlerin yapisindaki konjuge c¢ift baglar, antioksidan aktiviteden
sorumludur. Son derece gii¢lii bir singlet O, temizleyicisi olan B-karoten ayrica
hidroksil, peroksil ve alkoksil radikalleri ile de dogrudan reaksiyon vererek lipit
peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu dnleyebilir. Bu reaksiyon esnasinda [-karoten
membran i¢ yliziinde antioksidan rol oynarken vitamin E dis yiizde gorev yapar (115).
Her B-karoten molekiilii iki peroksil radikalini baglayarak ortamdan uzaklastirir.
Ortamdaki oksijen konsantrasyonunun yiiksek olmasi halinde ise reaktif bir peroksil
radikali olusur (115).

Ayrica, B vitaminlerinden olan B, B, ve Bg da antioksidan etki gosterirler. B
ve B, vitaminleri etkilerini gosterirken diger vitaminler veya enzimler ile etkilesirken,

B vitamini direkt etki gosterir (116,117).

2.4.2.2.2. Albiimin

Albiimin proteinik yapidadir. Kuvvetli sekilde bakir ve zayif olarak da demiri
baglar (94). Yiiksek konsantrasyonlarda (40-60 mg/ml) bulunur. Albiimine bagl bakir,
Fenton reaksiyonuna katilabilir. Fakat, albiimin yiizeyinde olusacak olan OH radikali

alblimin tarafindan temizlenir ve radikalin serbest soliisyona kagmasina izin vermez. Bu
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biyolojik olarak dnemli olmayan, albiimine ait bir reaksiyon ornegidir. Ayn1 zamanda,

miyeloperoksidaz tiirevi bir oksidan olan HOCI’1 hizli bir sekilde temizler (94,95).

2.4.2.2.3. Bilirubin

Hem katabolizmasi ile meydana gelen ve albumine bagli olarak taginan bir safra

pigmentidir (94). Yag asitlerini peroksidasyona kars1 koruma gorevine sahiptir (94,95).

2.4.2.2.4. Transferin ve Laktoferrin

Demiri baglayarak lipit peroksidasyonu ve demir katalizli Haber-Weiss

reaksiyonlarma katilimini durdurur veya yavaslatir (94,95).

2.4.2.2.5. Seriiloplazmin

Plazma antioksidan aktivitesinin 6nemli bir kismi akut faz proteini olan

seriiloplazminden kaynaklanir. Seriiloplazmin oksijen radikal ara {iriinleri salinmaksizin

Fe(Il)’yi Fe(IlI)’e oksitler. Seriiloplazmin demir ve bakir bagimli lipit peroksidasyonu

inhibe eder. Daha az 6nemli olmakla birlikte sliperoksit radikali ile reaksiyona da girer

(94,95).

2.4.2.2.6. Urik Asit

Kuvvetli olarak demir ve bakir baglama yetenegi, antioksidatif roliiniin 6nemli

bir parcasidir. Lipit peroksidasyonunu inhibe etme ve radikalleri temizleme goérevine

sahiptir (94,95).
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2.5. Hiicre Kiiltiiri

Bir doku veya organdan hiicrelerin izole edilerek in vitro ortamda ¢ogaltilarak
iiretilmesi ve bu {lretilen hiicrelerin devamliliginin saglanmasi “hiicre kiiltiirii” olarak
adlandirilir (118). Hiicreler, sise ylizeyine yapistirilan doku pargasindan sponton
migrasyon ile sise ylizeyine yayilarak iiretilebilecegi gibi, dokudan mekanik ya da
enzimatik yollarla ayrigtirilarak da iretilebilir. Hiicreler, hiicre kiiltiiriinde doku
organizasyonu gostermezler. Hiicreler doku organizasyonunu gostermediginden dolay1
da 6zellikle histiotipik yapilarmi ve gogunlukla bu yapilarla iligkili olarak biyokimyasal
ozelliklerini de kaybederler. Genellikle, hiicreler hiicre kiiltliriinde 6zel sartlarin
saglanmas1 kosuluyla ¢ogalmadan canliliklarin1 koruyabilirler. Ayni zamanda bunun
tam tersine hiicreler istenilen miktarlarda ¢ogaltilarak da elde edilebilirler. Hiicreler
secici besiyerinde {iretilerek, fiziksel hiicre seperasyonu yapilarak veya klonlama ile
fenotipik ya da genotipik olarak ayrilarak karakterize edilebilir. Bunun sonucunda da

belirlenmis bir hiicre popiilasyonu dondurularak uzun yillar saklanabilir (118).

2.5.1. Primer Hiicre Kiiltiirii

Primer hiicre kiiltiirli; organizmadaki yeni alinan organ ve dokulardan ilk
iiretilen hiicre kiltliriidiir (118). Primer eksplant teknigi, mekanik yontemler ya da
enzimatik yontemler kullanilarak organ veya dokulardan primer hiicre kiiltiirti
hazirlanabilir. igerisinde besiyeri bulunan kiiltiir siselerine inokiile edilen canli hiicreler,
sise ylizeyine yapisarak c¢ogalmaya baslar. Birbirine degen hiicrelerde kontakt
inhibisyon nedeniyle ¢ogalma durur ve bunun sonucunda tek tabakali hiicre kiiltiirii
geligir. Transforme olmayan hiicrelerin hiicre kiiltiirleri i¢in diiz bir zemine yapismasi
s6z konusudur. Bu nedenle; hem primer, hem de diploid hiicrelerin siispansiyon
kiiltiirleri yapilamamistir (118,119).

Metabolik aktivitenin diisiik oldugu primer kiiltiirlerinin besiyerlerinde buna
paralel olarak asit birikimi de yavastir (119). Primer hiicre kiiltiirlerinde primer hiicreler
en fazla 8-10 pasaja kadar kiiltiir devam ettirilebilir. Primer hiicre kiiltiirlerindeki bu
primer hiicreler genellikle, orijinal hiicrelere 6zgili karakteristik diploid kromozomuna

sahiptir. Primer hiicre kiiltiirii genellikle epitelyal, fibroblast ya da epitelyal ve fibroblast

47



hiicrelerinin bir arada bulundugu heterojen yap1 gosterir. Primer hiicre kiiltiir teknikleri
ozellikle ekoviriisler veya ortomiksovirilislerin izolasyonu i¢in faydali olsa da, bu
tekniklerin bazi dezavantajlar1 vardir. Bu dezavantajlardan biri; primer hiicre kiiltiirleri
taze doku Orneklerinden hazirlanmalidir. Bir diger dezavantaj 6zel ihtimam gerektiren
primer hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasinin zor olugsudur. Ayrica; konak hiicrede endojen
virislerin latent halde bulunmasi ya da kiiltirde meydana gelen kontaminasyon

hiicrenin iiremesi ve virlis izolasyonu a¢isindan zorluklar olusturabilir (118,119).

2.5.2. Diploid Hiicre Kiiltiirii

Primer hiicre kiiltliriiniin subkiiltiirii sonucunda meydana gelen hiicre kiiltiirleri;
histolojik olarak tek tip hiicreden olusan ve az sayida pasaji yapilabilen sonlu hiicre
kiiltiirleri ve smirsiz boliinme kapasitesine sahip devamli hiicre kiiltiirleri olmak tizere
iki sekilde smiflandirilir (118). Sonlu hiicre kiiltiirleri, az sayida pasajmin
yapilabilmesinden dolayr smirli sayida subkiiltiirden sonra iireme yeteneklerini
kaybederler. Sinirsiz béliinme kapasitesine sahip devamli hiicre kiiltiirlerinin ise, sonsuz
sayida subkiiltiirleri yapilabilir. Az sayida pasaj1 yapilan ve sinirli sayida subkiiltiirden
sonra iireme yeteneklerini kaybeden sonlu hiicre kiiltiirleri “diploid hiicre kiiltiiri”
olarak da adlandirilir. Genellikle, diploid hiicre kiiltiirleri, ig seklindeki fibroblastoid
hiicrelerden olusur (119). Memeli embriyonik dokularindan ya da yeni doganin siinnet
derisinden elde edilen fibroblastoid hiicre kiiltlirlerinden 50-100 pasaj yapilabilir (118-
120). Embriyonal fare fibroblast hiicrelerinin mikroskobik goriintlisii Sekil 2.5’de
gosterilmistir (120).
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Sekil 2.5, Farc cmbiyonik fibroblast icrelerin mikroskobit gs

Diploid hiicre kiiltiirlerinin ilk pasajlarina ait hiicre kiiltlirleri sivi nitrojende
saklanabilir. Bu hiicreler, 8-10 pasaja kadar viral duyarlhilikta degisme meydana
gelmeden kullanilabilir (119). Diploid hiicre kiiltiiriindeki bu hiicrelerin en az %75’
primer hiicrelerde oldugu gibi orijinal olarak elde edilen normal hiicre tiirii ile ayni
karyotipe sahiptir. Baz1 viriisler i¢in diploid hiicre kiiltiirleri primer kiiltiirler kadar
duyarli degildir. Bunun yani swra, ¢ok sayida pasaj yapilmis kiiltiirlerde viriis
replikasyonu yeterli olmayabilir. MRC-5 ve WI-38 insan akciger fibroblast kiiltiirleri

diploid hiicre kiiltiirlerine 6rnek olarak verilebilir (118,119).

2.5.3. Devamh Hiicre Kiiltiirleri
Devamli hiicre kiiltiirleri, sonsuz iireme 6zelligine sahip Oliimsiiz hiicrelerden

olusur (118). In vitro olarak tiimdrlerden alinan hiicrelerden ya da hiicrelerin spontan

veya kimyasal ajanlarla transformasyonunun sonucunda devamli hiicre kiiltiirleri elde
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edilir. Normal bir hiicre kiiltiiriiniin devamli hiicre kiiltiirii olabilmesi i¢in 50 ya da daha
fazla subkiiltiiriiniin yapilmis olmasi gerekir (121). Devamli hiicre kiiltiiriinde genellikle
hiicreler in vitro da uzun siireli yasamlar1 boyunca gegirdikleri mutasyonlar sonucunda
morfolojik ve biyokimyasal 06zellikleri bakimindan orijinal hiicrelerden farklilik
gosterirler. Devamli hiicrelerde poligonal veya bal petegi formunda epitelyal hiicre
morfolojisi goriiliir. Bunlar, genellikle, kromozom sayilar1 bakimindan aneuploidlerdir
(118,121).

Primer veya diploid hiicre kiiltiirii ile kiyaslama yapildiginda, devamli hiicre
kiiltliriinde bir cam veya plastik yiizeyde kiiltiiriin baslatilmas1 i¢in gerekli olan hiicre
sayist daha azken, hiicrelerin lreme hizlar1 daha fazladir ve kontakt inhibisyon
kaybolmustur (181,121). Biitiin bunlarin sonucunda devamli hiicre kiiltiirtindeki
hiicreler asir1 iiremeye egilim gosterirler. Tan1 amacl laboratuvarlarda devamli hiicre
kiiltiirleri HeLa (insan servikal epitelyal karsinoma), Hep-2 (insan larinks epitelyal
karsinoma), BHK 21 (bebek hamster bobregi; Baby Hamster Kidney), MDCK (kdpek
bobregi; Canin Kidney), RK 13 (tavsan bobregi; Rabbit Kidney), Vero (Afrika yesil
maymun bobregi) ve RD (insan rabdomiyosarkom) i¢in ¢ok sik kullanilir. HSV,
adenoviriis, poliovius, coxsackieviriis gibi viriislarin iiretilmesi i¢in HeLa ve Hep-2

devamli hiicre kiiltiirleri kullanilir (118,119,121,122).

2.5.4. Hiicre Kiiltiirlerinin Yapilmasi

2.5.4.1. Kiiltiirdeki Hiicrelerin Gelisme Fazlari

In vitro kiiltiirii yapilan hiicrenin morfolojisi in vivo ortamdakine gére oldukca

farklidir. In vitro olarak ¢ogaltilmak istenen hiicre bu esnada 4 fazdan geger (123,124).

2.5.4.1.1. Aynlma Faz (Dispersiyon)

Direkt olarak insan, hayvan veya kiiltiirden alinan hiicreler, normal sekilleri nasil

olursa olsun siispansiyon halinde iken tek tek ya da ¢ok sayida biraraya toplamis
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kiimeler halinde ve 15181 fazla kiran yiizeyler seklinde goriiniirler (123). Bu hiicreler sivi
icersinde tek tek ya da kiimeler halinde serbest durumdadir. Hiicreler
protoplazmalarinin kontraksiyonu sonucu orijinal sekillerinden farkli olarak yuvarlak

hale gelirler. Bu asama dispersiyon veya ayrilma fazi olarak adlandirilir (123,124).

2.5.4.1.2. Yapisma Faz

Stispande halde serbest olan yuvarlak hiicreler bir kati ylizey ile temas
ettiklerinde bu kat1 ylizeye yapisirlar (123). Hiicreler bu yapigsma sonucunda yapilarina
gore poligonal veya fusiform sekline doniisiirler. Hiicrenin ylizeye yapisma enasinda
hiicrede herhangi bir cogalma meydana gelmez. Fakat, oldukca yiiksek metobolik
aktivite gosteren hiicre mitoz i¢in hazirlanmaya baslar. Siispande halde olan hiicreler,
kat1 ylizeye 37 °C’de 2 saat igersinde yapisirlar. 24 saat i¢erisinde hiicreler artik yiizeye
tamamen yapismig ve yapisal sekillerini olusturmuslardir. Embriyonal dokulardan
hazirlanan hiicreler 24 saat igersinde yiizeye yapisarak karekteristik sekillerini
gosterirlerken, yetiskin insan kokenli hiicreler bu asamayir daha uzun siirede
tamamlarlar. Ornegin; maymun bdbrek hiicresi ve epitel hiicresinin yiizeye yapisma
siiresi kisa iken, dana ve tavsan bobrek hiicresinde ise, bu siire, biraz daha uzundur
(123,124).

2.5.4.1.3. Cogalma Faz

Hiicreler, kat1 bir yiizeye yapistiktan birkac saat sonra ¢ogalma fazina girerler
(123). Cogalma fazinda istisnai durumlar disinda her hiicreden iki hiicre meydana gelir.
Kromozom formasyonu olmadan nukleusun ve bunun hemen ardindan sitoplazmanin
ikiye boliinmesi “amitoz ¢ogalma” olarak adlandirilir. Bu tip ¢ogalma, genellikle, az
olmakla beraber in vitro ¢cogalan hiicrelerde oldukca sik goriiliir (123,124).

Mitoz c¢ogalma, en sik goriilen replikasyon seklidir (122). Kromozomlar
boliinme olmadan dnce ikiye ayrilir ve yavru hiicreler diploid sayida kromozom tasirlar.
Normal hiicrelerde bulunan iki ¢ift kromozom diploid, eger ii¢ ¢ift ise triploid, dort
ciftse tetraploid, dort ciftten daha fazla ise heteroploid olarak isimlendirilir. Bazen

hiicrelerde bipolar bdliinmeler yerine kanser hiicrelerinde oldugu gibi multipolar
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boliinmeler meydana gelebilir. Hiicreler bazen de normal diploid kromozom sayis1
yerine, anomali olarak nitelendirilen aneuploid seklinde cogalir (122-124).

Ormegin; Hela hiicrelerinde tesadiifi kromozom sayilar1 aneuploidi olarak
nitelendirilir (123). Aneuploid predominanttir ve bu tip hiicrelerin nesilden nesile
meydana gelme olasilig1 kiiltiirli yapilan hiicrelerde yiiksektir. Burada, stabilite, biiyiik
bir olasilikla genetik faktor tarafindan etkilenmistir. Normal yetiskin dokularindan
alinip iretilen hiicrelere gore tiimorli dokulardan alinip iiretilen hiicreler daha az

stabildir. Ama yinede bu kesin bir kural degildir (123,124).

2.5.4.1.4. Dejenerasyon Fazi

In vitro kiiltiirii yapilan ve g¢ogaltilan hiicreler, besiyeri icersinde ki gerekli
maddelerin kullanilmasi sonucunda azalmasi ya da ortamda asir1 toksik katobolitlerin

birikmesi sonucunda bir siire sonra dejenere olurlar (123,124).

2.5.5. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

2.5.5.1. Eksplant Metodu

Eksplant metodu ile primer hiicre kiiltiirii hazirlanirken 6nce dokular kiiciik
kiigiik parcalara ayrilir ve kiiltiir sisesine yerlestirilir. Bu metot, Harrison tarafindan ilk
kez 1907 yilinda tanitilmistir. Harrison, burada normal kurbaga embriyosunun sinir
dokularini kullanmagtir (125).

1951 yilinda Gey ve arkadaslar1 insan servikal kanserinde hiicre kiiltiirii
baslatmig ve HelLa dizisini iiretmislerdir (126). Kiiclik doku ornekleri i¢cin Ozellikle
eksplant metodu uygundur. Disa go¢ eden ilk hiicreler fibroblast hiicreler olup ondan
sonra epitelyal hiicreler gelmektedir. Disartya alman doku pargasmin kenarmda
olusacak hiicre proliferasyonunu uyarmak bu metodun temel amacidir. Bu metodu
fibroblast benzeri hiicre kiiltiirleri ve ayrigtirilamayan dokulardan hazirlanacak hiicre

kiiltiirleri i¢in kullanmak oldukca elverislidir. Eksplant metodu ile gen¢ dondrlerden
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alinarak yapilan primer hiicre kiiltiirlerinde basar1 oram oldukga yiiksektir. Ik 24 saat
icersinde pek ¢ok eksplant kiiltiiriinde hiicreler cogaldig1 halde, bazi kiiltiirlerde 10 giine
kadar higbir degisiklik gézlenmeyebilir (122,125,126).

Eksplant kiiltirti yapilirken oOzellikle; doku parcalarmi boyutsal olarak
biiyiikliigii ile birlikte hazirlanis asamalarma, ¢ogaldiklar1 ylizeye yapismalarma ve
uygun kiiltiir besiyerinin se¢imine dikkat edilmelidir (122). Doku parg¢alarini biiytikligi
1-3 mm’ arasinda olmalidir. Ciinkii; kiigiik doku pargalarinin sahip oldugu hiicre say1si
azdir. Buna karsilik, biiyiik doku pargalarinda ise, hem besiyerindeki besleyici
maddelerin dokuya diflizyonunda meydana gelebilecek zorluklar, hem de toksik
metobolitlerin dokudan atilmasi sirasinda dogabilecek sorunlar sebebiyle nekrotik
alanlar geligebilir. Biitiin bu nedenlerden dolayi, kiiciik ya da biiylik doku pargalariyla
basarili sonuclar elde edilemez. Dokularin kesilmesi sirasinda dokunun ezilmemesine
ve yirtilmamasina dikkat edilmelidir. Diizglin kenarl kesilmis dokular elde edebilmek
icin kiiciik, keskin makas vb. aletlerin kullanilmas1 gerekir. Burada organ kiiltiirleri i¢in
her zaman muntazam kenarli dokularin ¢ikartilmas1 6nemli olacaktir diye bir sey soz
konusu degildir. Ciinkii; hiicre ¢ogalmasini muntazam olmayan kenarlar uyarirlar. Bu
nedenle de hazirlama safhasinda kesinlikle ezilme ve olusabilecek zedelenmelerden
kacmilmalidir. Bunun nedenikii bu ezilme ve zedelenmelerin hiicre gelisimini ve
canliligini engellemesidir (127,128).

Dokularin bir plazma pihtis1 {izerine yerlestirilebilmesi ile sikica ylizeye
baglanmas1 saglanabilir (127). Baz1 metotlarda ise dokunun kapiller hareketle yiizeye
tutunmasini saglamak amaciyla kullanilan besiyerinin hacmi kisitlanir. Kiiltiirlerin
basarili sonuclar verebilmesi i¢in besiyerlerine serum eklenmesi gerekir. %10 veya %20
fetal serumlu besiyerleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Eksplant metoduna nazaran
primer kiiltiirlerin yapiminda tek veya kiigiik hiicre gruplar1 elde edildiginde genellikle
daha hizli hiicre ¢ogalmasi elde edilir. Fiziksel veya enzimatik metotlar dokulardan tek
tek veya grup olarak hiicreler elde edebilmek i¢in kullanilir. Kullanilacak hiicrenin

ozelligine bagl olarak uygulanacak yontem segilir (127,129).
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2.5.5.2. Fiziksel Ayristirma

Fiziksel yontemlerin kullanimi, hiicrelerin birbirine veya stromaya gevsek
baglandig1r dokular icin olduk¢a uygundur (127). Fiziksel ayristrmaya 1958 yilinda
Lasforgues ve Ozzelo’nun, 1975 yilinda ise, Lasforgues’un kullandiklart meme kanser
dokularinda hiicre ayristirmasi 6rnek olarak gosterilebilir (127,128). Fiziksel ayristirma
yontemine gore, once kiiltlir besiyerinde dondr dokusu pargalara ayrilir. Daha sonra,
dokiilen hiicreler sedimantasyon yontemiyle filtre edilerek toplanir. Lechner tarafindan
insan neonatal prostatik epitelinden tek sirali hiicre kiiltiirlerinin elde edilmesi i¢in
benzer bir yontem kullanilmistir (127). Baz1 organlarda primer kiiltiirler i¢in gerekli
sayida hiicrenin elde edilmesi perflizyon yontemi ile saglanir. Bu yontemle primer
hepatosit  kiiltiirleri ve siganlarin pankreas adaciklarinin  hiicre  kiiltiirleri
hazirlanmaktadir (127,128).

Perfiizyonla ayristrmaya verilen bu iki 6rnek buna paralel olarak fizyolojik
tuzlu su ile perfiizyon asamasinda ya da bunu takiben enzimatik ayrigma asamasini da
kapsar (127). Kisa siireli kiiltiir gerektiren durumlarda ve karyolojik ¢aligmalarda
sedimantasyon i¢in birakilan ve kisa zamanda 16kosit agisindan zengin ¢okiintiiler ile
sonu¢lanan vendz kan rutin olarak kullanilir. Burada bahsedilen orneklerden de
anlasilabilecegi gibi fiziksel hiicre ayristirma yontemleri bir veya birden fazla agamadan
olusur. Doku kesilir ya da pargalar ayrilir, perfiize edilir veya mekanik olarak

parcalanir. Hiicreler filtrasyon, sedimantasyon ya da santrifiij ile toplanir (127,128).

2.5.5.3. Enzimatik Ayristirma

Donér dokusundan hiicreleri ayristirmak i¢cin kullanilan yontemlerin temel
prensibi hiicrelere zarar vermemesidir (123). Enzimatik ya da diger kimyasal metotlar
cok degisik tiirdeki dondr dokularindan hiicrelerin ayristirilabilmesi icin kullanilir.
Ozellikle enzimatik aktivite ayristirma tekniginin 6nemli bir parcasidir. Ayristirma
isleminin ilk basamagi dondr dokusunun 1-3 mm’’liik parcalara ayrilmasi ile baslar. Bu
islem uygulanirken hem enzimatik aktivasyonun etkileyebilecegi maksimum yiizey

alani elde edilebilmeli, hem de miimkiin olabildigince hiicreler zarar gormeden dokunun
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parcalanmasi saglanir. Parcalanmis dokular kan ve hiicre kalintilarinin temizlenmesi
icin dengeli tuz soliisyonlar1 ile yikanir ve uygun konsantrasyondaki enzim soliisyonuna
aktarilarak karistirilir. Her sistem i¢in enzim konsantrasyonu ve karistirma hizi deneysel
yollarla belirlenmelidir (123,130).

Enzimlerin hiicrelere verdigi zararin azaltilmasini saglamak amaciyla tek bir
enzim periyodu yerine kisa ve fazla sayida enzimle karistrma periyodu tercih
edilmelidir. Bu agamadan sonra primer kiiltiiri baglatmak i¢in toplanan hiicreler uygun
hiicre liretme besiyeri ilavesi ile inkiibasyona birakilir (123,130).

Tripsin, kollagenaz, hiyaluronidaz, DNaz, pronaz, dispaz ya da bu enzimlerin
degisik kombinasyonlar1 primer hiicre kiiltiirinlin hazirlanmasinda en sik kullanilan
enzimlerdir. Dokularin ayristirilmast i¢in ¢ok saf olmayan enzim preparatlar1 tercih
edillir. Memeli pankreasindan elde edilen bir preparat olan tripsin igerisinde tripsin ve
tripsinojenin yani sira 0nemli miktarlarda kemotripsin, kemotripsinojen, elastaz, amilaz,
DNaz ve RNaz bulunur (123,130).

Hiicreler en 1iyi sekilde tripsin ve pronaz ile ayristirilabilir (123). Ancak bu
enzimler hiicrelere zarar verebilir. Clostridium histolyticum’un kollajenaz preparati
belirli tip dokularm ayristirilmasinda yaygm olarak kullanilir. Hiicreler i¢cin daha az
zararli olan kollejenaz ve dispaz tam olmayan bir ayrisma saglar. Hiyaluronidaz ve
kollajenaz hiicreler arast1 bag dokusunu sindirmek amaciyla birlikte kullanilir.
Kollejenazin ¢alismast i¢in Ca™ iyonu gereklidir. Bu nedenle Ca™ ve Mg™ iyonlari ya
tek basina ya da etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)’e bagl olarak ortama eklenir.
Doku ayrigmasinda ¢alisilacak hiicrelerin birbirlerine veya dondr dokusuna nasil
baglandiklarmin bilinmesi kullanilacak uygun enzimin segilebilmesi agisindan
onemlidir. En uygun ayristirma kosullarmi belirlemek i¢in miimkiin oldugu kadar ¢ok

kontrollii deneylerin yapilmasi gerekir (123,130).

2.5.6. Kiiltiirleri Yapilan Hiicrelerin Uretilmesi
Hiicre kiiltiirleri, genellikle, embriyonik dokulardan hazirlanir (118). Ciinkii,

erigkin dokuya gore embriyonik doku daha uzun siire yasatilir ve c¢ogaltilir. Bunun

nedeni de biiyilk bir olasilikla prekiirsor ya da kok hiicrelerinin  varligma,
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diferensiyasyonun ise daha diisiik diizeyde olmasina baglidir. Embriyonik hiicre dizileri
MRC-5 ve bir diger insan embriyonik akciger fibroblast en yaygm kullanilan hiicre
kiiltiirleridir. Epitelyuma (noronlar ve endokrin doku) gore mezodermal hiicrelerin
(fibroblast, endotelyum ve miyoblast) kiiltiiriinii yapmak daha kolaydir (118-120).

Cogalmayan diferensiye hiicrelerinin yiiksek oranda olmasi, genellikle eriskin
dokularinin daha diisiik ireme oranina sahip olmasi ile sonuglanir. Eriskin dokular daha
organize yap1 gosterir ve bunun sonucunda zor ayrisir. Baslangi¢ asamasinda kiiltiiriin
gelismesi ve ¢ogalmasi daha uzun zaman alirken, kiiltiiriin hayat siiresi daha kisadur.
Ayrica erigkin dokularinda endojen virlislerin olma ihtimalinin yiiksek olmasi bu
dokulardan yapilacak hiicre kiiltiirleri i¢in bir dezavantaj saglar (118-120).

Hiicrelerin igersinde ya da iizerinde tretildigi ortamlar; tek tabakali hiicre
kiiltiirlintin tiretildigi plastik veya cam sise seklinde kati bir yiizey olabilecegi gibi, yar1
kat1 veya siispansiyon hiicre kiiltiiriiniin iiretildigi kollajen veya agar jel icerisinde sivi
bir ortamda olabilir (118). Hiicrelerin ¢ogu, proliferasyon i¢in bir yiizey iizerinde
yayilir. Hiicrelerin ylizeyde fazla iiremesi, yiizeyde yetersiz yayilmasi ya da yiizeye
zayif yapismasina bagli olarak hiicre proliferasyonu inhibe olur. Hiicrelerin liremesi i¢in
gerek duyduklar1 yilizey yapigmasma “tutunma bagimlilig1” (anchorage dependent)
denir. Transformasyona ugrayan hiicreler ¢ogunlukla yilizeyden ayrilip bulunduklari
ortamda serbest hale gegerler. Bu hiicreler; slispansiyon halindeki besiyerinde, agar gibi
yarikat1 olan bir besiyerinde ya da siispansiyon ve agar gibi yarikati besiyerlerinin
birlikte kullanildig1 sistemlerde iiretilirler (118-120).

Kiiltiirii yapilan hiicreler igerisinde bulunduklar1 kap ya da sise gibi kat1 bir
ylizeye yapisarak veya besiyeri igersinde hiicre slispansiyonu olacak sekilde iki tiirki
iiretilebilir. Bunlardan yiizeye yapisarak iireyen hiicrelerin kiiltiirline “stasyoner
kiiltiirler”, slispansiyon halinde {ireyen hiicrelerin kiiltiiriine de “‘siispansiyon kiiltiirler”
denir (118-120).

Stasyoner kiiltiirlere tek tabakali hiicre kiiltiirii anlamina gelen “monolayer hiicre
kiiltiirti” de denir (120). Uygun bir ylizeye yapismis ve bu yiizeyde ¢ogalmis olan tiim
hiicre kiiltiirleri i¢in bu terim kullanilir. Stasyoner kiiltiirler sabit kiiltlir ve doner kiiltiir
olmak ftizere iki sekilde yapilir. Sise ya da tiipiin sadece bir yiizeyinde liretilen hiicre
kiiltiiri stasyoner kiiltiirdiir. Doner kiiltiirler ise kendi ekseni etrafinda donen silindir

seklindeki sise ya da tiiplerde hazirlanir. Bu teknik ile sise ya da tiipiin biitiin yiizeyinde
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hiicre kiiltiirii gelismektedir. Genellikle fazla miktarda hiicrenin gerekli oldugu
durumlarda doner kiiltiirler kullanilir (118-120).

Transforme olmayan normal hiicreler bir ylizeye yapisarak c¢ogalirlar ve
stispansiyon seklinde tiremezler (118). Bu hiicrelerin iiremeleri hiicre yogunlugunu
artirarak tek tabaka haline gelmeleri halinde durur. Trasnforme olmayan normal
hiicreler kontakt inhibisyon denen fenomene karsi hassastir. Buna karsilik transforme
hiicrelerin kontakt inhibisyon fenomeni yoktur ve bu hiicreler daha farkli bir ¢ogalma
yolu izlerler. Bu transforme hiicreler tek tabakali durumdan c¢ok tabakali (multilayer)
duruma gecerler ve teorik olarak devamli c¢ogalabilirler. Transforme hiicreleri
stispansiyon kiiltlirler halinde fazla miktarlarda iiretmek miimkiindiir (118-120).

Siispansiyon kiiltlirleri tripsinizasyona ihtiya¢ duymadan hiicrelerin devaml
yenilenebilmelerini ve ekonomik olarak cok miktarda hiicre ve virlis liretimini saglar
(118). Primer kiiltiirler hiicrelerin direk organizmadan alinan taze organ ve dokulardan
izole edilerek iiretilmesi ile elde edilir. Subkiiltiir veya pasaj ise hiicrelerin bir kaptan
diger bir kaba aktarilarak tretilmeleri anlamia gelir. Primer hiicreler orjin aldiklar
hiicrenin karyotipini en ¢ok 9-10 subkiiltiire kadar korurlar. Oysa ki devamli hiicre
kiiltlirii siirekli pasajlanarak stirdiiriilebilir ve bu nedenle de viriis izolasyonu ve

identifikasyonu i¢in viroloji laboratuvarlarinda en sik kullanilan hiicre dizileridir (118-

120,122).

2.5.7. Kiiltiirde Hiicrelerin Gelisimini Etkileyen Faktorler

Kiiltiir ortaminda ki hiicrelerin gelisimi birgok temel faktore baghdir (118-120).

2.5.7.1. Sicakhk
Hiicre kiiltiiri i¢in optimal sicakligin saglanmasinda hiicrelerin izole edildigi

kaynagin sicakligi g6z onilinde bulundurulmalidir. Hiicreler 45 °C sicaklikta birkag saat

igersinde oliirlerken, 42 °C sicaklikta 12-24 saat yasayabilirler. Insan deri hiicrelerinden
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hazirlanan kiiltiirler ise 37 °C’den daha az bir sicakliga ihtiya¢ duyarlar. Bunun yaninda
balik hiicrelerinden hazirlanan kiiltiirler 20 °C sicaklikta tirerler (118-120,131).

Bir¢ok hiicrenin ¢ogalabilmesi i¢in gerekli olan sicaklik 36,5-38 °C’dir.
Hiicrelerin 20-25 °C sicakliklarda liremeleri yavaglar. +4 °C ise hiicreler boliinmeleri
gecikmis ama yapilar1 zarar gérmemis olarak muhafaza edilebilir. Eger hiicreler donma
noktasina kadar sogutulursa olusan buz kristallerinden dolay1 pargalanir. Diisiik 1silarda
olusan bu buz kristallerini 6nlemek icin besiyerine gliserol veya dimetil siilfoksit
(DMSO) gibi koruyucu maddeler ilave edilir ve hiicreler kademeli olarak dondurularak

-70 °C ‘de ya da daha diisiik sicakliklarda aylarca saklanabilir (118-120,131).

2.5.7.2. Osmatik Basin¢

Memeli hiicrelerinde osmotik basing 7.6 atm (300 mosm)’ dir. Bu deger 300
mosm+%10 oldugunda hiicrelerde herhangi bir hasar meydana gelmez. Osmatik soklara
stispansiyon kiiltlirler daha dayaniksizdir. Besiyerlerinin osmololitesinin 6l¢liimii igin

osmometre kullanilir (118-120,131).

2.5.7.3. Hidrojen Iyonu Konsantrasyonu (pH)

Kiiltiire edilen hiicrelerin iiremesi; kiiltiir pH’smin tampon ilavesi ile yaklasik
olarak 7.00 dolaylarinda tutulmasina, besiyerinin degistirilmesine ya da her iki etkene
de baghdir. Bu iki etken goz oniinde bulundurulmazsa hiicreler birbirinden ayrilir ya da
oliir. Sonugcta hiicreler metabolik bir dejenarasyona ugrarlar. Memeli hiicreleri pH: 6.8-
7.6 arasinda yasayabilmelerine ragmen optimum pH: 7.1-7.5 arasmdadir. Kiiltiirlerin
pH’st HEPES (N-2-hidroksi etilpiperazin N-2 etansulfonik asit) ve sodyum hidroksit
ilavesi ile ya da bikarbonat tamponunun CO, ile desteklenmesi ile ayarlanir. Kiiltiir
besiyerlerinin ¢ogunda pH’nin devamli sabit kalabilmesi i¢in bikarbonat tampon
sistemleri (CO,/HCOs) kullanilir. Bu besiyerlerinde NaHCOs; ve CO; bulunur.

Besiyerinde bulunan bu CO; hiicrelerin metabolik iirlinii olarak agiga ¢ikabilir ki bu
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durumda kiiltiir sisesinin kapagi sikica kapatilmalidir veya CO;’li atmosferi saglamak
amacityla kullanilan CO;’li etliivden kaynaklanabilir (118-120,131).

Sodyum fosfat ve potasyum fosfat gibi fosfat soliisyonlar1 kiiltiir ortamindaki
pH’nin kontrolii i¢in kullanilan diger tampon soliisyonlaridir (118). Fakat, bu fosfat
tampon soliisyonlarmin fizyolojik pH’y1 tamponlama kapasiteleri olduk¢a azdir. Bu
nedenle de sentetik bir tampon olan HEPES’in 10-25 mM konsantrasyonlarinda
besiyerine ilavesi pH dengesi i¢in oldukca basarili bulunmustur. HEPES’in kullanilan
bu konsantrasyonlar1 hiicre ve viriisler i¢in toksik degildir. HEPES kullaniminda
ortamda CO; ile zenginlestirilmis atmosfer gerekmemektedir. HEPES’in bu 6zelligi
basta petri kutular1 i¢cinde yapilan hiicre kiiltiirleri olmak iizere tiim acik hiicre
kiiltlirlerinin nemlendirilmis ortamda inkiibasyonunu saglar. Biitiin bunlarm sonucun da
pH stabilitesi i¢in HEPES haricinde ki tiim tamponlar 6nemini yitirmistir. Bir organik
tampon olan Tris (hidroksimetil) amino metanin etkisi zayif bulunmustur (118-

120,131).

2.5.7.4. Diger Organik iyonlar

Hiicre kiltiiriinde hiicrelerin gelismeleri a¢isindan Na®, K, Mg™, Ca™, Fe,
HCO;, PO4 ve SO4 6nemli iyonlar1 olustururlar. Bu iyonlarimn hiicre i¢i ve hiicreler arasi
stvida cesitli fonksiyonlar: vardir. Ca™ iyonu hiicrenin stoplazmasinin gelisiminde rol
alirken, K+ iyonu hiicre zarmnin potansiyeli i¢in 6nemlidir (118,119).

Plazma membranmin énemli bir kismini kalsiyum olusturur. Ca™ iyonu hiicre
zarmda proteinler ve diger anyonlarla birlikte bulunmustur. Ca™ iyonunun biiyiik bir
kism1 glikokaliks olarak adlandirilan ve eksternal bir kilif olan ekstraseliiler

glikoprotein tabakasi iginde bulunmaktadir. Ca™’

un % 90’mndan fazlasi plazma
membranimin biitliinliigli bozulmadan HeLa hiicrelerinden EDTA ve Tripsin karisimiyla
uzaklastirilabilir. Ca™ ve Mg iyonlar1 hiicrelerin cam ve plastik gibi kat1 bir yiizeye
yapismasinda dnemli rol oynarlar. Clinkii bu iyonlar eksternal matriks ile negatif ylizey
arasinda koOprii gorevi yaparlar. Magnezyum, kofaktdr olarak hiicreler icersinde

enzimatik reaksiyonlarda gorev yapar. Bunun yani swra ribozomlarm biitiinliigliniin

devami i¢inde magnezyum ¢ok énemlidir (118,119).
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2.5.7.5. Temel Metabolitler

2.5.7.5.1. Karbonhidratlar

Glukoz enerji kaynagi olarak kiiltiir ortaminda mutlaka bulunmasi gereken bir
metabolittir. Fruktoz, mannoz, galaktoz ve bunlarin fosfatlar1 glukoz yerine konulabilir

(118,119,131).

2.5.7.5.2. Gazlar

Kiiltiirler i¢cin gerekli olan gazlar O, ve CO,’dir. CO, kiiltiirde tampon gorevi
yapar. Bu nedenle de CO, bulunmadigi zaman hiicre tiremesi durur. Hiicre kiiltiirii i¢in

CO; cok 6nemli bir faktordiir ve CO;’siz yasayabilen kiiltiir yoktur (118,119,131).

2.5.7.5.3. Aminoasitler

Kiiltiir ortaminda mutlaka bulunmasi gereken esansiyel metabolitler sistin,
tirozin, metiyonin ve fenil alanin gibi temel aminoasitlerdir. Bunun yani sira hiicrelerin
enerji ve karbon kaynagi olarak kullanilan ve niikleik asit sentezinde de rolii olan

glutamine ihtiyaci vardmr (118,119,131).

2.5.7.5.4. Vitaminler

Hiicrelerin c¢ogalmalar1 i¢in paraaminobenzoik asit, folik asit, piridoksin
(piridoksal), Bg, B,, B; (thiamin) olmak iizere B grubu vitaminleri gereklidir. Bu
vitaminlerin ¢ogu metabolizma i¢in gerekli olan koenzimlerinin temel yapisim
olusturur. Kiiltiirde gerekli olan diger vitaminlerin ise besiyeri icersine konulan

serumdan karsilanabilecegi diisliniiliir. Ancak diisiik hiicre yogunluklarmin kullanildig:
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klonlama ¢aligmalarinda besiyerinde serum bulunsa da vitamin ilavesi gerekli olabilir

(118,119,131).

2.5.7.5.5. Proteinler ve Peptidler

Protein ve peptidlerin hiicre i¢in in vitro fonksiyonlar1 tam olarak belli
olmamakla birlikte o Fetiun, fibronektin, LETS (Large External Transformation
Substrate) ve CSP (Cell Surface Protein-Hiicre Protein Yiizeyi) gibi bazi proteinlerin
hiicrelerin cam gibi kat1 bir ylizeye yapismasini saglamasi, hiicrelerin ¢cogalmasini
hizlandirmas1 ve bazi tampon gorevleri oldugu bilinmektedir. Bazi proteinlerin
mineraller, yag asitleri ve hormonlar icin tastyict gorevleri vardir. Bir protein olan
transferin demiri baglayarak daha az toksik olmasmi saglarken, a2-makro globulin

tripsini inhibe eder (118,119,131).

2.5.7.6. Destekleyici Proteinler

Hiicreler destekleyici metabolitler olmadan da canliligini siirdiirebilirler. Ancak

destekleyici metabolitler varliginda hiicre kiiltiiriiniin potansiyeli tam olarak aciga ¢ikar

(118,119,131).

2.5.7.6.1. Aminoasitler

Ekim ortamina glisin eklenmesi biiyilik fayda saglar. Eger ekim i¢in gerekli olan

hiicre sayis1 ¢ok az ise ortama serin ve prolin aminoasitleri eklenmelidir (118,119,131).
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2.5.7.6.2. Vitaminler

Spesifik islemler icin kiiltiir ortamimda vitaminlerin bulunmas1 gerekir. Ornek
verilecek olunursa kirpikli silindirik epitel kiiltiirlinde kirpikli yapiy1r gorebilmek igin
ortama A vitamini koymak gerekir (118,119,131).

2.5.7.6.3. Niikleozitler

Kiiltiir ortamina eklenmediklerinde hi¢bir olumsuz etki olmamasma karsilik,
niikleozitler ortama eklendiklerinde kiiltiiriin potansiyel giicli tam olarak ortaya

¢cikmaktadir (118,119,131).

2.5.7.6.4. Peptidler ve Ara Maddeler

Aminoasitler arasindaki dengesizligi gidermek baslica gorevleridir. Dogal piht1
serumu normal seruma gore hiicre proliferasyonunu daha ¢ok arttirr. Bunun nedeni
daha c¢ok pihtilasma esnasinda trombositlerden (plateletlerden) salinan polipeptid
olabilir. Mitojenik aktivite gosteren polipeptid gruplarindan biri olan plateletlerden elde
edilen biiyiime faktorii (PDGF-Platelet Derived Growth Factor) biiyiik bir olasilikla
serumdaki major biiylime faktoriidiir. PDGF fibroblast ve glia hiicrelerinin ¢gogalmasini

uyarir (118,119,131).

2.5.7.6.5. Hormonlar

Hiicreler iizerinde degisik etkilere sahip olan hormonlarin metabolik yollarda ki
temel roliinii tanimlamak oldukca zordur. Insiilin glukoz ve aminoasitlerin hiicrelere
alimin1 kolaylastiran dzelligi ile mitojenik bir etkiye sahiptir. Ureme faktérii 1 ve {ireme
faktorli 2 gibi insiiline benzeyen bazi biiylime faktorleri hiicre yiizeylerindeki instilin

reseptorlerine baglanarak benzer etki gosterirler. Serumlar igerisinde Ozellikle fetal
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serumda bulunan biiyiime hormonu somatomedinlere bagli olarak mitojenik etkiye
sahip olur. Serum icersinde degisik oranlarda bulunan hidrokortizon hiicrelerin yiizeye
tutunmasini saglayarak hiicre proliferasyonu arttirir. Fakat hidrokortizon yiiksek hiicre
yogunlugunda sitostatik olabilir ve hiicre differensiyasyonunu stiimiile edebilir. Kiiltiir

icin serum igersinde bulunan diger hormonlarda gerekli olabilir (118,119,131).

2.5.7.7. Enzimler

Hiicrenin organizasyonunu saglayan birinci tip enzimler, hiicrenin ihtiyaci olsa
da olmasa da yaptig1 enzimlerdir. Hiicrenin ortama adaptasyonlarmi saglayan ikinci tip

enzimler ise hiicrenin ihtiyaci oldugu zaman sentez ettigi enzimlerdir (118,119,131).

2.5.8. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler

Hiicrelerin in vitro sartlarda iiretilmeleri ve subkiiltiirlerinin yapilabilmelerinin
bulunmasiyla bu alanda gelistirilen ¢aligmalar hiicrelerin iiretilebilmesi daha uygun
besiyerlerinin saglanmasi1 ve embriyo ekstraktlari, protein hidrolizatlar1 lenfe benzer
besiyerlerinin hazirlanmasma yonelmistir (118,119).

Cok c¢esitli hiicre tipleri i¢in modife edilmis bir¢ok sentetik besiyeri
gelistirilmistir. Hiicre kiiltlir laboratuvarinda en ¢ok kullanilan sentetik besiyeri Eagle’s
Minimum Essential Medium (EMEM) ‘dur. EMEM’un bir modifikasyonu olan
Dulbecco’s Minimum Essential Medium (DMEM) kullanilan daha zengin diger bir
besiyeridir. Basit bir besiyeri; dengeli tuz solusyonu, temel aminoasitler, vitaminler ve
diger besleyici maddelerden olusur. Besiyeri icerisine hiicrelerin gelismeleri ve
cogalmalar1 i¢in 9%5-10, hiicrelerinin en diisiikk seviyede aktivitelerini siirdiiriip
canliliklarmin devami i¢in ise %2 oraninda hayvan serumu ilave etmek yeterli
olmaktadir (118,119).

Medium 199 ve Raswall Park Memorial Institute (RPMI) hiicre kiiltiir
laboratuarlarinda kullanilan diger 6nemli besiyerleridir. Bu besiyerlerinin tiimii ticari

olarak satilmaktadir. Daha ¢ok steril bir sekilde satin alinmaktadir. Bu besiyerleri toz
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halde ticari olarak satilmakla birlikte bunlarmn steril bir sekilde hazirlanmalar1 oldukga
zordur. Besiyerlerini steril etmek i¢in 0.22 um olan filtre sistemlerinden faydalanir

(118,119).

2.5.8.1. EMEM (Eagle’s Minimum Esential Medium)

Hiicrelerin iiremesi ve devamliliginin saglanmasi kullanilan temel bir
besiyeridir. BSS (Balanced salt solution-Dengeli tuz soliisyonu) veya HBSS (Hank’s
BSS) icerisinde 12 temel aminoasit, 7 temel vitamin, glikoz, tuz, bikarbonat tampon
sistemi ve fenol red bulunur. Bu besiyerlerinin ticari olarak 1x ve 10x soliisyonu temin
edilebilir ve bu besiyeri uzun siire saklanabilir. Bu besiyerinde glutamin bulunmaz. Bu
besiyerine kullanilmadan once serum, sodyum bi karbonat ve glutamin gibi maddeler
katilmalidir. Hiicre Kkiiltiirleri icin L-glutamin temel bir aminoasittir. L-glutamin
besiyerine final konsantrasyonu 2 mM olacak sekilde eklenir. Sivi haldeki
besiyerlerinde L-glutamin bulunmazken toz haldeki besiyerlerinde genellikle bulunur.
Ayrica hiicre Kkiiltiirlerine bagli olarak besiyerlerinde L-glutamin konsantrasyonu
arttirilabilmektedir. Ticari olarak satilan besiyerlerinde hiicrelerin iiremeleri i¢cin gerekli
olan aminoasit ve vitaminler bulunmaktadir. Baz1 6zel ¢aligmalar i¢in gerekli oldugu
durumlarda ticari olarak temin edilen aminoasit karigimlar1 besiyerlerine eklenebilir

(118,119,131).

2.5.8.2. Serum

Albumin, globulin, iireme uyaricilar1 ve lireme inhibit6rlerinin bulundugu serum
son derece zengin bir kaynaktir. Hiicrelerin gelismesi i¢in dnemli olan komponentler
serumda a-globulin fraksiyonunda yer alir. Serumda hiicrelerin liremesini stimiile eden
insiilin, glukokortikoidler (hidrokortizon, deksametazon) ve tiroid hormonlar1 gibi
hormonal faktorler ile hiicrelerin ylizeye tutulmasmni ve yayilmasmi saglayan
fibronektin, fetuin gibi proteinler, kortizol, hormonlar, Fe+2, Zn+2, Cu™ gibi mineraller,

prostoglandinler, kolesterol ve linoleik asit gibi lipitleri tagiyan albumin ve trasferrin
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benzeri proteinler bulunur. Serumda DNA sentezini ve hiicre boliinmesini stimiile eden
fibroblast lireme faktorii ve epidarmal tireme faktorii gibi faktorler bulunur. Ayrica
serumun tripsin aktivitesini inhibe etmesi, bakteri toksinleri gibi bazi inhibitor
bilesiklerin detoksifikasyonu ve hiicre mebranindan substratlarin transportu gibi
gorevleri vardir (118,119,131).

Hanks gibi dengeli tuz soliisyonlar1 igersine sadece serum, laktalbumin
hidrolizat ya da diger bilesenler eklendiginde hiicre iiremesini saglarlar. Serumda
esansiyel aminoasitler, niikleikasit prekiirsorleri, hormonlar ve yag asitleri bulunur.
Serum hiicrelerin ayristirilmasi i¢in kullanilan proteazlar1 da inhibe eder. Hiicre liremesi
icin genellikle % 5-15 konsantrasyonlarda, tek tabakali hiicre kiiltiirlerinin devami i¢in
ise % 0-2 konsantrasyonlarda fetal ya da yeni dogan buzagi serumu kullanilir. Insan,
dana ve at serumu en fazla kullanilan serumlar arasindadir. Zor iireyen hiicreler i¢in
Fetal Sigir Serumu (FCS) kullanilmasi tavsiye edilir. FCS yiiksek oranlarda biyotin
ihtiva eder. EMEM gibi baz1 besiyerlerinde biyotin olmadigindan dolayr FCS kullanimi
uygun olur (118,119,131).

Doku Kkiiltiirlerine eklenen serumlar mikoplazma kontaminasyonu agisindan en
onemli kaynaktir. Bu nedenle serumlarin kullanilmadan once sitotoksik etkileri
yoniinden kontroliiniin yapilmas1 gerekmektedir. Satin alinacak hazir serumlar hiicreleri
iiretmesi yoniinden test edilmelidir. Serumlar -70 °C’de saklanmalidir (131).

Hiicrelerin gelisimleri i¢in besiyerlerine % 7,5-10 FBS (Fetal Bovin Serum)
eklenirken, metabolik aktivitelerinin devami i¢in ise % 2 oranimnda FBS yeterlidir.
Genellikle kullanilan serumlar insan veya hayvan serumu olmakla birlikte tercih edilen
FBS’ dur. Eriskin serumlarinda hiicrelerin ¢ogalmalarini 6nleyen bir¢ok enfeksiydz ajan
bulunabileceginden dolayr tercih sebebi olmayabilir. Ayrica hayvan serumu
kullanilacaksa hayvan genc¢ ve saglikli olmalidir. Serumdaki bazi maddeler isitilarak
inaktive edilir. Ticari olarak temin edilebilen ve hormonlar ve matriks proteinleri gibi
serum yerine gegebilen baz1 maddelerin kullanilmasiyla besiyerlerine eklenmesi gerekli
olan FBS’un miktar1 azaltilabilir. Sonu¢ta bu maddelerin kullanilmasi FBS’un
kullanilmasindan daha ekonomiktir. In vitro sartlarda organ ve hiicre fonksiyonlarmi
diizenleyen endokrin faktorleri saptamak ve antikor purifikasyonu i¢in ucuz ve pratik
olan serumsuz kiiltiirleri kullanmak oldukca avantaj saglar. Serumlu besiyerlerinin

kullaniminin ise sahip oldugu bazi dezavantajlar1 vardir. Serumun yapisinda zamanla
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bozulmalar olabilir ve serumlar en fazla bir y1l saklanabilir. Eger birden fazla hiicre tipi
kullanilacaksa bunlarin her biri i¢in farkli serum gerekebilir. Buda ¢ok sayida serumun
aynt anda saklanmasi anlamma gelir. Sonugta ayni anda birden fazla serum tipinin
kullanilmas1 bazi problemler yaratabilir. Serumlu besiyerlerinin kullanimmin bir
dezavantaji ise serumda hiicrelerin iiremesi {izerine inhibitér etkileri tam olarak

bilinmeyen bir¢cok maddenin bulunmasidir (118,119,131).

2.5.8.3. Hepes

Hiicre kiiltiirii besiyerinde siklikla kullanilan bir organik tampondur. Sodyum
bikarbonatin pH’y1 tamponlama kapasitesi siirli oldugundan dolay1 icersinde hem
HEPES, hem de sodyum bikarbonat bulunan besiyerleri sadece HEPES bulunan
besiyerlerinden daha etkili olarak tamponlanmiglardir. Besiyerlerine meydana
gelebilecek pH degisimlerini durdurmak amaciyla final konsantrasyon 10-25 mM
HEPES ilave etmek yeterli olacaktir. Kullanilan sodyum bikarbonat ve HEPES
konsantrasyonlar1 besiyerinin ¢esidine gore degismektedir. Eger CO; kullanilacaksa o
zaman besiyerinde HEPES’in konsantrasyonu sodyum bikarbonatin konsantrasyonunun
iki katindan daha fazla olmalidir. Hem acik, hem de kapali kiiltiir kaplar1 i¢in HEPES
ilave edilmis besiyerleri kullanilabilmektedir (118,119,131).

2.5.8.4. De-Iyonize Su

Besiyerleri ve besiyerlerine eklenecek olan maddeler sterilize edilmis de-iyonize
su ile hazirlanir. Basarili bir kiiltiir sistemi i¢in kiiltlirde kullanilacak suyun
minerallerinin olmamas1 gerekir. Laboratuvarlarda suyun de-iyonizasyonunda ve

distilizasyonunda problem olmamasi gerekir (131).

66



2.5.8.5. Dengeli Tuz Soliisyonu

Ister HBSS (Hank’s BSS), isterse EBSS (Earle’s BSS) olsun BSS inorganik
tuzlar ve sodyum bikarbonat tampon sisteminden olusur. BSS’ler temel besiyeri
icersinde fizyolojik sartlarda osmotik basing ve pH’nin devam ettirilebilmesi igin
izotonik cozeltiler olarak kullanilir. Hatta BSS viral transport besiyerinde diluent ve
komponent olarak siklikla kullanilmaktadir (118,119,131).

Sodyum bikarbonat tamponlayict gorevinin olmasiin yaninda besleyici gorevi
de vardir ve bir¢ok hiicre icinde gereklidir. BSS glukozda bulunmaktadir. HBSS’li
besiyerlerinde sodyum bikarbonat diisiik miktarlarda bulunur ve kapali sistemler i¢in
kullanilir. Yani burada kiiltiir sisesinin agz1 sikica kapatilmalidir. Acik sistemlerde ise
icerisinde yiiksek dozda sodyum bikarbonat bulunan EBSS besiyerleri kullanilir.
Burada kiiltlir sisesinin kapagi gevsek birakilir ve bu kiiltiirler % 5’lik CO’li
ortamlarda inkiibe edilmelidir. CO>’li ortamlarda inkiibasyon sirasinda kiiltiir kaplar
kapaklarinin gevsek birakilmalar1 dikkat edilmesi gereken Onemli bir noktadir

(118,131).

2.5.8.6. Fenol Red

Hiicre kiiltiirii besiyerlerinde pH indikatorii olarak BSS igersinde 10-20 mg/It
fenol red konulmalidir. Hiicre soylarinin ¢ogu agik pembe renkli pH:7.2-7.4°deki
besiyerlerinde tirerler. Hiicrelerin gelismesi ve ¢ogalmasi sonucunda kiiltiir besiyerinin
rengi pembeden (pH:7.4), portakal (pH:7.0) ya da sarims1 bir renge (pH:6.5) doner. Bu
renk degisimi asir1 derecede asit iiretimi sonucunda olusur. Bu durumda kiiltiirlerin
lizerine ya yeni besiyeri konulmali ya da hiicrelerin pasajlanmasi1 gerekir. Kiiltiir
besiyerleri genelde mavimsi kirmizi (pH.7.6) ya da mor (pH:7.8) rengi aldiginda
alkalilesmistir. Bu durumda ya tamponlama sistemi calismamaktadir ya da hiicre
metabolizmalar1 uygun degildir. Oyleyse yapilmasi gereken derhal kiiltiir besiyerinin

degistirilmesidir. Ayrica besiyerlerinde kullanilan indikatorler kiiltiire edilmis
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hiicrelerin gelisiminin makroskobik olarak incelenmesine olanak saglamaktadir

(118,131).

2.5.8.7. Antibiyotikler

Kiltiir ortamindaki bakteri ve mantar kontaminasyonunu oOnlemek icin
besiyerine antibiyotikler ilave edilir. Kontaminasyon amagli kullanilan antibiyotikler
antibakteriyel ajanlar ve antimikotikler olmak iizere iki grup altinda incelenebilir.
Bakteri ve mantar kontaminasyonunu kontrol edebilmek amaciyla hiicre kiiltiirii
besiyerine antibakteriyal ve antimikrobiyal ajanlar katilmalidir. Genellikle kiiltiirlerde
antimikrobiyal ajanlarin ¢esitli kombinasyonlar1 kullanilir. Bu antimikrobiyal
kombinasyonlar steril olarak ticari sartlarda temin edilebilir. Ancak burada
antimikrobiyal ajanlarin hiicreye olabilecek toksik etkilerinide goz ardi etmemek
gerekmektedir. Ornegin doku kiiltiirlerinde penisilin kullanim1 bakterilerin L-formunun
ortaya ¢ikmasina neden olur (118,119,131).

Antibiyotik kullaninminda bir bagka dezavantaj ise bakteri veya mantar
infeksiyonunu baskilayarak, kiiltiirde kronik ya da latent bir infeksiyonun siirmesine
neden olmaktadir. Antimikrobiyal ajanlar dokulardan hiicrelerin ayristirilmasi esnasinda
ya da klinik numunelerin kiiltiire inokulasyonu gibi yiiksek kontaminasyon riski olan
durumlarda kesinlikle kullanilmalidir. Ancak hiicre kiiltiirlerinin subkiiltiirleri esnasinda
antimikrobiyal ajanlarm kullanimindan kagmilmalidir. Boyle durumlarda mikrobiyal
risk aseptik teknikler kullanilarak ortadan kaldirilmalidir. Sonugta mikrobiyal
kontaminasyonu Onlemek icin yiiksek oranlarda antibiyotik kullanilmamalidir.
Laboratuvarlarda gelisigiizel antibiyotik kullanimi da 6nlenmelidir. Aksi taktirde bakteri
ve mikoplazmalarin diregli suslar1 olusabilir (118,119,131).

Siklikla genis spektrumlu antibiyotiklerin streptomisin, penisilin ve amfoterisin
B (fungizone) ya da gentamisin, ampoterisin B ve Nystatin (10 U/ml) kombinasyonlar1
kullanilmaktadir. Laboratuvarlar da antibiyotikler ~koruyucu ajanlar olarak
kullanilmaktadir. Rutin olarak kullanilan antibiyotiklerin kullanimimna kontamine olan

kiiltiirlerin tespiti i¢in zaman zaman ara verilmelidir (118,131).
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2.5.8.7.1. Penisilin

Hiicre kiiltiir besiyerine 0.2-1.5 unit/mL oraninda konulan penisilin Gram pozitif
bakterilerinin ¢ogunun iiremesini durdurur. Gram negatif bakterilerin tiremesinin
durmasi i¢in ise daha yiiksek konsantrasyonlarda penisiline ihtiya¢ vardir. Hiicre kiiltiir
besiyerine 50 unit/mL penisilin konulmasi Gram negatif bakterilerinin tiremesini
durdurur. Kontaminasyon varliginda ise hiicre kiiltiir besiyerine 100 unit/mL penisilin G
konulmas: tavsiye edilir. Eger penisilinin besiyerinde yiiksek dozda kullanilmasi
gerekiyorsa, o zaman penisilin 37 °C’de 2 giin inkiibasyon ile inaktive edilir. Penisilin

soliisyonlar1 0,22 pm’lik nitroseliiloz filtrelerden gecirilerek steril edilir (118,131).

2.5.8.7.2. Streptomisin

Streptomisin siilfat ve dihidrostreptomisin Gram negatif bakterilerin tiremelerini
etkin bir sckilde baskilar. Bu nedenle hiicre Kkiiltiirlerine hiicrelerin iiremesini
engellemeyecek oranlarda eklenmesi tavsiye edilir. Etkin bir koruma i¢in mililitreye
100 mg streptomisin siilfat yada dihidrostreptomisin katilmasi yeterlidir. Hiicre
kiiltlirlerinde streptomisin siilfatin yarilanma 6émrii 4 giin iken, dihidrostreptomisin 37
°C’de aylarca stabil olarak kalabilir. Bu antibiyotik soliisyonu da penisilin soliisyonunda

oldugu gibi filtrasyonla steril edilir (118,131).

2.5.8.7.3. Gentamisin

Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin iiremelerini 6nleyen gentamisin hiicre
kiiltiirlerinde oldukg¢a kullanilan bir antibiyotiktir. Gentamisin ayni zamanda hiicre
kiiltiirleri icin biiyiik bir problem teskil eden mikoplazma kontaminasyonu iginde
koruyucu bir antibiyotiktir. Gentamisin soliisyonu otoklavda steril edilebilir.
Gentamisinin tavsiye edilen kullanma konsantrasyonu 50-100 mg/ml’ dir ve en az 15

giin 37 °C’ de etkinligini korur (118,131).
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2.5.8.7.4. Diger antibiyotikler

Kiiltiir besiyerinin mililitresi basina klorotetrasiklin hidroklorid soliisyonundan 5
mg ilave edilirken, kanamisin ve polimiksin B soliisyonlarindan 10 mg ilave etmek
yeterlidir. Klorotetrasiklin hidroklorid soliisyonu 100x olarak hazirlanir ve kullanilacag:
zaman 99 ml kiiltlir besiyerine 1 ml eklenir. Ayn1 sekilde kanamisin ve polimiksin B
soliisyonlarida 100x olarak hazirlanir ve kullanilacagi zaman 99 ml kiiltiir besiyerine 1
ml eklenir. Kiiltiir besiyerinde vankomiksin kullanilacaksa mililitre basina 100 mg ilave

edilir (118,131).

2.5.8.7.5. Antimikotikler

Fungizone sivi besiyeri igersinde ¢Oziinmiis olan ampoterisin  B’nin
sodyumdeoksikelat kompleksidir. Fungizone bir¢ok maya ve mantarin tiremelerini etkili
bir bicimde baskilar. Fungizone ilk defa 1958 yilinda Hempehill ve arkadaslari
tarafindan maya ve kiif mantarlarmin {iremesini inhibe etmek amaciyla kullanilmigtir
(132). Fungizone kiiltiirde hiicrelerin iiremesini engellemeyecek konsantrasyonlar da
kullanilmasi tavsiye edilir. Kiiltiir besiyerinin mililitresi bagina 20 pg konulan fungizone
hiicrelere zarar vermeksizin maya ve kiif mantarlarmin {iremelerinin onler. Kiiltiir
besiyeri igersinde 37 °C’ de ¢ok yavas bir sekilde inaktive olan fungizonenin yarilanma

Oomrii 4 glin civarindadir (118,131).

2.5.9. Besiyerleri ve Hiicre Kiiltiirlerine Mikrobiyal Kontaminasyon

Agcisindan Cesitli Kontrol Testlerinin Uygulanmasi

Bircok mikroorganizma besiyerleri ve hiicre kiiltiirlerinde kontaminasyona
neden olabilir. Hiicrelerin izole edildigi dokular, serumlar, besiyerleri ve ¢ozeltiler,
calisan kisiler ve ¢evre kontaminasyona neden olan kaynaklar1 olusturur. Bakteri ve
mantarin neden olabilecegi kontaminasyonu kontrol etmek amaciyla su asamalar

uygulanir (131,133,137,138):
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1. Yeni hazirlanmig besiyerinin antibiyotik ilavesi yapilmadan dnce %2-5 kadar1
alinip oda 1sisinda veya 35 °C de 7 giin inkiibasyona birakilir.

2. Bu orneklerden 1 ml alinarak thioglycollate’li buyyon ve sabouraud’un sivi
besiyerine (SLM) inokiile edilir. Bunu yani sira kanli agar, sabouraud agar ve
deoxycholate agar besiyerlerine de bu 6rneklerden ekim yapilir.

3. Eger hiicre kiiltiiriinlin kontaminasyonundan silipheleniliyorsa hiicreler
besiyerinden uzaklastirilarak stispansiyon inokulum gibi kullanilir.

4. Ekimi yapilan SLM tiiplerinin bir kism1 oda sicakliginda inkiibe edilirken, bir
kismi da 35 °C de inkiibe edilmelidir. Ekimi yapilan thioglycollate’li buyyon tiipleri ve
kanli agar plaklar1 ise sadece 35 °C de inkiibe edilmelidir. Ttiim kiiltiirlerin 14 giin
boyunca her giin takibi yapilmalidir. Mikoplazmalar karekteristik olarak hiicre duvarlari
olmayan ¢ok kii¢iik (0.25-1.0 um) mikroorganizmalardir. Mikoplazmalar hiicre kiiltiirii
acisindan c¢ok biiyiik problem teskil ederler. Laboratuvar sartlarinda ¢aligma sirasinda
veya Kkiiltiir besiyerlerinin bir tamamlayicis1 olarak kullanilan serumlar igersinde
olduk¢a fazla bulunabilen mikoplazmalar kontaminasyona neden olabilirler (131,133).

Mikoplazmalar bazen Kkiiltiir besiyerinde hicbir degisiklige yol agmayarak
kendini belli etmezken, bazen de hiicrelerde sitopatojenik etkiler olusturabilir.
Mikoplazmalar hiicresel c¢evreye olduk¢a iyi adapte olurlar. Bu nedenle de
mikoplazmay1 kontrol etmede kullanilan kiiltiir metotlar1 tam olarak giivenilir degildir.
Bunun sonucunda bu kiiltliir metotlarma ek olarak morfolojik metotlar ve daha cok
tercih edilen biyokimyasal metotlar mikoplazmay1 tespit etmede kullanilmalidir

(131,139).

2.5.10. Hiicre Kiiltiirlerinde Kullanilan Kriyoprezervasyon Yontemleri

Glinlimiizde modern  laboratuvarlarda  kullanilan  etkili ve Onemli
kriyoprezervasyon yoOntemleri hiicrelerin sivi azotta (-196 °C’de) dondurularak
saklanmas1 temeline dayanir. Hiicrelerin dondurulmalar1 ve ¢oziilmeleri esnasinda hiicre
icerisinde buz kristallerinin olustugu ve osmatik basincin hiicreler iizerinde 6ldiiriicii

etkisi oldugu bilinmektedir. Dimetil siilfoksid (DMSO) ve gliserol gibi kriyoprotektif

71



maddelerin kullanilmasiyla birlikte uygun bir dondurma ve ¢6zme metodunun izlenmesi
hiicrelerde meydana gelebilecek hasar1 en aza indirmektedir (127,130).

Hiicrelerin kriyoprezervasyonunda en basarili sonuglar dakikada hizi 1 °C’de
sogutma yapabilen programli dondurma cihazlar1 kullanilarak alinmistir. Hiicrelerin
kriyoprezervasyonunun yararlari arasinda elde edilmesi zor olan primer ve devamli
hiicrelerin kontaminasyon ya da bozulmasini engelleyerek saklanabilmesi, Hep-2, HeLa
ve WI-38 gibi diger hiicrelerden c¢ok daha fazla kontaminasyona duyarli hiicre
dizilerinin bozulmadan devamliliginin saglanabilmesi sayilabilir. Hayvan hiicrelerinin
kriyoprezervasyonunda alinan en basarili sonucta uygulanan teknoloji rutin olarak
kullanilmaktadir. Hiicrelerin -130 °C’nin altindaki bir sicaklikta bozulmadan
saklanabilmesi miimkiin olmaktadir (127,130,131).

Hiicrelerin  istenildigi her zaman bulunamamast ve bundan otiiriide
kullanilamamasindan kaynaklanan problemler, pratik olarak kolay yapilabilen in vitro
dretilen kiiltiir hiicrelerinin dondurularak saklanmasi ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir.
Kiiltlir hiicrelerinin dondurularak saklanmasinda kullanilan ilk teknik, sigircilikta
uygulanan  sperm hiicrelerinin  kriyoprezervasyonunda oldugu gibi  hiicre
slispansiyonuna bir kriyoprotektan maddenin katilmasiyla yapilmistir (118,127,130).

1954 yilinda Scherer ve Syverton, HeLa ve L-Strain mouse fibroblast devamli
hiicre kiiltiirlerinin saklama besiyerlerine gliserol katarak -60 °C ve -70 °C’lerde
saklanabilecegini gostermislerdir (126). Arastiricilar -25 °C’den -70 °C’ye hiicrelerin
direkt olarak konuldugunda, olusan bu sicaklik farkindan hiicrelerin ciddi olarak
etkilenmeyecegini ispatlamiglardir. Hiicreler -190 °C’ de tiim biyokimyasal
reaksiyonlar1 tamamen durdugu icin sivi azot igerisinde daha iyi sartlar da ve uzun
stirelerde saklanmaktadir (118,131).

Daha sonraki yillarda bir¢ok hiicre cesidi icin uygun bir kriyoprotektan madde
olan DMSO kesfedilmistir. DMSO hiicre disia ve hiicre i¢ine olduk¢a hizli bir sekilde
diffiize olabilmektedir. Bu 6zellikte hiicre prezervasyonu icin olduk¢a dnemlidir. Bu
sayede dondurma islemleri sirasinda hiicre hasarina neden olabilecek osmotik sok en
aza indirilmektedir. DMSO ¢ok etkin bir kriyoprotektan madde olup, 6zellikle fibroblast
benzeri hiicreler ve lenfositler basarili bir sekilde dondurulmaktadir. Eger hiicreler
kriyoprotektan maddeler konulmadan dondurulacaksa 0 °C’den -25 °C sicakliga cok
yavas bir hizda ge¢is yapilmalidir. Ciinkii hiicreler hizli bir sekilde donduruldugu
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taktirde hiicrelerin intraseliiler sivist donacak ve genis ¢apta buz kristalleri olusacaktir.
Bu gecis faz1 da fiziksel olarak hiicre membranlarinin patlamasina ve hiicre 6liimlerine
yol agmaktadir. Diger yandan da hiicrelerin yavas dondurulmasi sirasinda hiicrelerdeki
niikleer yap1 hiicre digindaki siv1 faz gibi asir1 sekilde sogur. Bu da hiicre i¢cinden suyun
cekilmesiyle beraber asir1 derece de tuz konsantrasyonlarinin olusmasima neden olur.
Bunun icin kullanilan kriyoprotektan maddeler hiicre icine hizli bir sekilde diffiiz
ederek su dengesini koruyarak tuz olusumunu engeller. Sonugcta hiicreler osmotik soktan
kurtulmus olur. Kisaca 6zetlemek gerekirse kriyoprotektan maddeler dondurma ve
¢ozme islemleri sirasinda suyu baglayarak hiicre igerisindeki elektrolit miktarmi ve
mevcut suyun buz kristallerine doniismesini azaltir (118,131).

Hiicreler -70 °C’de dondurma cihazlar1 kullanilarak kisa siirelerde muhafaza
edilebilir. Hiicreler sivi azot igersinde (-196 °C) veya azot buharinda (-120 °C) da
saklanabilirler. Kullanilan s1v1 azot sogutuculari sadece ¢ok diisiik bir sicaklik ortami
saglamakla kalmay1ip ayni zamanda bu mekanik sogutucular muhafaza edilmesi zor olan
orneklerin uzun yillar saklanabilmesine olanak saglarlar. Tiim bu islemler sirasinda iki
onemli noktaya dikkat edilmelidir. Bunlardan birincisi kriyoprezervasyon sirasinda
kapaklar1 iyi kapanmayan kriyotiiplerin i¢ine sizan azotun meydana getirebilecegi
tehlikedir. Bu sekilde olan bir kriyotiipiin ¢6ziilmesi sirasinda, kriyotiipiin iginde
hapsedilen azotun buharlasmasi sonucunda meydana gelebilecek patlama calisan
kisilerde yaralanmalar1 neden olabilir. Biitiin bunlar g6z Oniinde bulundurularak
ornekler sivi azot i¢inde saklanmaya uygun tiiplere konmalidir. Bunun i¢in her 1 °C’de
yaklasik 32x10-7 mm civarinda genlesebilen borosilikat1 tiipler kullanilmalidir. Bu
tiipler kapaklar1 kapatildiktan sonra % 0.1°lik metilen mavisi ile doldurulmus beher
icerisinde +4 °C’de 30 dak. tutulmalidir. Bu tutulan siire kriyoprotektan maddenin
sispansiyonda dengelenmesi acisindan olduk¢a dnemlidir. Kriyotiipler metilen mavisi
bulunan beher icerisinde +4 °C’de 30 dak. bekletildikten sonra soguk ¢esme suyu ile
yikanir. Tipler tamamen kurutulduktan sonra dondurma islemine baslanir. Bunun yani
sira kapaklar1 yanlis kapatilmis tiipler bu siire sonunda kolayca tespit edilebilir. Ciinkii
hatali kapatilmig tiiplerin i¢inin mavi renk aldig1 goriiniir ve bu mavi boyanmis tiipler
kullanilmaz. Bu sekildeki tiipler kesinlikle azot tankma gilivenlik agisindan

konmamalidir (118,131).
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2.5.10.1. Dondurulmus Hiicrelerin Co6ziinmesi

Stv1 azot tankindan ¢ikarilan kriyotiipler daha dnceden hazirlanmis olan 37 °C de
su banyosuna direk olarak daldirilir ve kolayca erimesi i¢in ¢alkalanir. Coziinme olay1
yaklasik olarak 40-60 saniye igerisinde gerceklesir. Su banyosundan ¢ikarilan
kriyotiiplerin etrafi %70’lik alkol ile iyice silinir. Kriyotiipiin kapag: agildiktan sonra
icindeki ¢Ozlinmiis hiicre silispansiyonu, pastor pipeti veya bir siringa yardimiyla
almarak pH’s1 7,2 olan ve igersinde % 10 FCS bulunan hiicre liretme besiyerine
konulur. Kriyoprotektan maddenin ortamdan atilmasi i¢in kiiltiiriin besiyeri ertesi giin
degistirilmelidir. Ya da kriyotiipteki hiicre siispansiyonu bir santrifiij tiipiine aktarilarak
iizerine hiicre canlilig1 acisindan oldukc¢a dnemli oldugu i¢in bekletmeden 10 ml kadar
iiretme besiyeri konulur ve santrifiij edilir. Ustteki s1v1 uzaklastirilir. Altta kalan hiicre

cokeltisi hiicre besiyerti ile siispanse edilerek inkiibasyona birakilir (118,131).

2.5.10.2. Hiicre Canhhginin Tespit Edilmesi

Tripan mavisi ve Erythrocin B gibi 6lii hiicrelerin boyanmasini saglayan boyalar
aracilifiyla siispansiyondaki hiicrelerin canlilig1 tespit edilir. Erythrocin B ile yapilan
boyamalarda mikrobiyal lireme ve ¢okeltiler daha ¢abuk goriilebilmektedir. Erythrocin
B ile boyama da kullanilan standart bir yontem olmamakla beraber su sekilde yapilir.
Eger dondurulmus hiicrelerin boyanip sayilmalar1 diisiiniiliiyorsa o zaman krotiiptindeki
hiicre orneginin % 5’inin alinarak boyanmasi tavsiye edilir. Bu islem iki adimda
gergeklesir. Hiicreler boyama soliisyonuyla c¢esitli oranlarda sulandirilir. 100 ml PBS
icerisinde 100 mg Erythrocin B ¢oziilerek 1 M NaOH ile pH 7.2-7.4’e ayarlanir. Dogru
ve kolay bir sayim i¢in final yogunluk 0,3-2x106 hiicre/ml olmalidir. Sayma islemi
hiicre siispansiyonuyla boyanin karistirilmasindan 1-5 dak. sonra yapilmalidir. Bir
ornekten birka¢ kez boyama yapilarak sayim yapmak daha dogru ve emin sonuglar

verecektir (118-120,134).
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2.5.10.3. Dondurma Isleminde Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar

Donmus kriyotiipleri ¢6zerken mutlaka eldiven ve koruyucu gozliik takilmalidir.
Patojen ornekler igeren tiipler kapali kaplarda ¢oziilmelidir. Meydana gelebilecek tiip
patlamalarii 6nlemek icin tiipler ¢oziilmeden 24 saat Once sivi azot i¢inden alinarak
azot buharma konulmalidir. Basarili bir kriyoprezervasyonun yapilabilmesi i¢in hiicre
tiplerine gore 6nemli olan epidermal tireme faktorii ya da interlokinler gibi faktorlere
dikkat edilmesi gerekir (118,119).

Kiiltiirlerde hiicrelerin tekrar canlandirma sirasinda bir kism1 6lmektedir. Ayrica
hiicre miktarindaki artisa bagl olarak meydana gelen toksik iiriinlerin birikmesiyle de
hiicrelerin 6liimiinde artma olabilecegi unutulmamalidir. Hiicrelerin ¢6ziilmesi sirasinda
solisyondan CO;’in ayrilmasiyla pH problemi ortaya c¢ikabilmektedir. Hiicre
membranlar1 daha ¢ok alkali pH’ da bozulabilir. C6zme esnasinda olusan ve genis ¢apta
hiicre Oliimlerine yol acabilen alkali pH problemi hiicrelerin kriyoprezervasyonu
esnasinda soliisyona yiiksek oranlarda serum katilmasiyla ¢oziilebilir. Bagka alternatif
¢Ozliim ise hiicreleri kriyoprotektan ve serum karisimi igerisinde dondurularak
saklamaktir. Sonugta stabil bir pH icin ortamda yiiksek protein konsantrasyonu
saglanmalidir (118,119).

Kriyoprezervasyonda daha ¢ok taze olarak hazirlanmis dondurma karigimlari
tercih edilir. Ticari kaynaklardan temin edilen DMSO kullanilmadan 6nce 0.22 pm
fitrelerden gegirilerek steril edilir. Kullanilacak DMSO miktarlar1 cam kaplara
konularak -20 °C saklanir. Bu olay DMSO’in oksidasyon problemini ortadan
kaldirmaktadir. Insan promyelocytic leukemia hiicre soyu HL 60’da oldugu gibi
differensiyasyona neden olan durumlarda DMSO yerine gliserol kullaniimalidir

(118,119).

2.5.10.4. S1v1 Azot Tanklan
S1v1 azot sogutucular1 azot tiikketimi, saklama kapasiteleri ve kullanim kolaylig1

dikkate almarak secilmelidir. Azot tiiketimi agisindan dar agizli azot tanklar1 genellikle

daha ekonomiktir. Fakat kullanim agisindan genis modeller daha uygundur. Kriyotiipler
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stv1 azot igersinde daldirilarak ya da azot buharinda saklanabilir. Kriyotiipleri azot
buharinda saklamak hatali kapatilmus tiiplerin icersine siv1 azotun girmesi 6nlendigi i¢in
patlama tehlikelerinin ortadan kaldirmaktadir. Fakat kriyotiiplerin uzun siireli azot
buharinda saklamak bazi dezavantajlara neden olur. Tankin bir yerden bir yere
rahatlikla gotiiriilebilmesi i¢cin hareketli bir taban, azot seviyesini gosteren bir alarm
sistemi, biiylik tanklar i¢in tankin kullanilmasinda biiyiik kolaylik saglayan raf sistemi
gibi yardime1 aksesuarlar ¢alismalarda oldukca kolayliklar saglamaktadir. Tanktaki azot
seviyesini tespit etmek amaciyla kullanilan otomatik alarm sistemi kullanilsa da yine de
diizenli olarak bir ¢gubuk daldirilarak azot seviyesi kontrol edilmelidir. Ciinkii elektronik

gostergeler bazen kullaniciyr yaniltabilmektedir (118,119).

2.5.11. Kiiltiire Edilmis Insan Hiicrelerinin Avantaj ve Dezavantajlar

Insan biyolojisi, genetigi ve biyokimyasi ile ilgili caligmalar tiim avantajlar1 ve
dezavantajlar1 saglayacak, herhangi bir insan dondriinden fibroblast veya lenfoblast
kiiltiirleri yapmak miimkiindiir. Homojenoz kiiltiirler olmalar1 bu hiicrelerin avantajidir
(118-120).

Kiiltiire hiicrelerin bu avantajindan yararlanilarak biyokimyasal ve genetik
analizler yapilmaktadir (118-120).

Hiicre kiiltiirleri Diinya’nin bir yerinden obiir yerine postayla génderildiginden
beri, nadir genetik hastaliklarla ilgili ¢alismalarda laboratuarlar i¢in materyal elde etmek
miimkiindiir. Son yillarda stoklanan hiicre kiiltiirlerinden genis bir koleksiyon
olusturulmustur. Bu da bilim adamlar1 i¢in daha yararli olmustur (118-120,128).

Kiiltiire hiicrelerin diger bir avantaji ise dondriin biyolojik ¢evresinden izole
edilebilmesidir. Eger kan ve idrar Orneklerinde biyokimyasal farkliliklar bulunursa,
hastanin genotipi ile bu gozlemler arasindaki iligkiyi yorumlamak gerekir. Dondr hasta
beya ila¢ tedavisi altinda olabilir ve bu faktorler genotipten bagimsiz biyokimyasal
parametreleri etkileyebilir. Bu sekildeki kiiltiire hiicreler kontrollii sartlarda biiyiitiilerek
kan ve idrar 6l¢iimlerini etkileyen bir ¢ok faktor elimine edilebilir (118-120,127).

Hiicre kiiltlirleri her bir dondrii 6liimsiiz hale getirir. Hiicreler, gliserol veya

dimetilsiilfoksit igeren mediumda uzun zaman periyodlarinda, siv1 nitrojene daldirilarak
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saklanabilir. 10 veya daha fazla yil saklanan donmus kiiltlirler tekrar kullanilabilir.
Ciddi metabolik anomalileri olan 6lmiis hasta numunelerinde bu hiicrelerin saklanmasi,
daha 6nce mevcut olan biyokimyasal problemin daha sonra arastirilabilmesine olanak
saglar. Bu bilgiler daha sonra aileye danisilarak, sonraki gebeliklerin diizenlenmesinde
veya bundan etkilenen ¢ocuklarin da tedavisinde yararl olur (118-120,127).

Sonu¢ olarak, hiicre kiiltiirleri genetik caligmalarin yapilabilmesini saglar.
Karisik genotipli hiicre dizileri saglayan teknikler vardir (118).

Kiiltiire hiicrelerin kullaniminda belli bagl iki dezavantajdan biri ilgili fenotipin
eksprese olamamasi, digeri ise Kkiiltlir hiicrelerinin  degiskenlik  kaynagi

olusturabilmesidir (118,119).

2.5.12. Kiiltiire Hiicreler ile Biyokimyasal Olciimler

Kiiltiire insan hiicreleri, intraselliiler metabolitlerin konsantrasyonlari, enzimatik
aktiviteler, agonistler veya inhibitorlerin reseptorlere baglanmasi ve digerlerini iceren
cesitli biyokimyasal dlgtimler i¢in kullanilmistir (135,136).

Biyokimyasal parametre olarak hiicrede sentezlenen protein veya DNA
izlenmesi kullanilabilir. Her birinin ¢alisma tipine bagimli olarak avantajlar1 ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Hiicre sayis1 ve DNA igerigi benzer Olgiimlerdir. Bir
hiicrenin DNA igerigi S fazi siiresince iki katina ¢ikar fakat hiicre kiiltiirleri asenkronize
oldugundan, kiiltiirde 6l¢iilen her bir hiicrenin DNA miktar1 zaman ile sabit kalir. Her
bir insan hiicresi 7-10 pg DNA icerir ve bu deger HeLa gibi fazlaca aneuploid hiicreler
ile ayn1 goriiniir. Hiicre sayisinin 6lgiimii, bir cell counter ile yapildiginda DNA’dan
daha kolay fakat daha az kesindir. Ciinkii hiicrelerin yeniden siispanse edilmesi ve diliie
edilmesi gerekir. Harici standartlar gerektiren calismalarda var olan dogrulukta,

floresans boyalar kullanilarak az sayida hiicrede DNA 6l¢iilebilir (137,138).
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2.6. Deri Yaslanmasi ve Anti-aging Arastirmalarinda in vitro Modellerin

Kullanilmasi

Cilt yaslanmasina sebep olan etkileri azaltmak, diizeltmek veya onlemek i¢in
cesitli uygulamalar denenmistir. Cesitli kozmetik ve kozmesotik preparatlar anti-aging
yani cilt yaslanmasini onleyici amaglarla formiile edilmistir. Son yillarda, lipozomlar
gibi modern terapotik sistemler ile hazirlanan anti-aging preparatlarin sayis1 oldukga
fazla artmistir. Bu preparatlar, kontrollii salim, uzun etki ve daha iyi biyoyararlanim
saglamalar1 sebebiyle tercih edilmektedir. Askorbik asit, E vitamini, beta karotenler ve
biyoflavanoidler gibi antioksidan maddeler anti-aging preparatlarda Onemli yer
tutmaktadir (139,140).

Tiirkiye piyasasinda, anti-aging amacli kullanilmak {izere formiile edilmis, oral,
topikal ve parenteral pek ¢ok preparat bulunmaktadir. Bunlar, genellikle, kozmetik
preparatlar kapsaminda yer aldiklarindan piyasaya sadece “Saglik Bakanligi’na bildirim
yapilarak girmektedirler (139,140). Etkinlik ve toksisite ¢alismalari, in vivo kosullarda
gerceklestirilmektedir. Bu caligmalarin dizayni ve gerceklestirilmesinde etik unsurlar
onem kazanmaktadir. Son yillarda, bilim adamlari, kozmetik iirlinlerin etkinlik ve
toksisite caligmalarinda  kullanilmak {izere alternatif ex vivo ydntemlerin
gelistirilmesine yonelmistir. Hiicre kiiltiirli caligmalar1 bu alternatiflerin  basinda
gelmektedir (141,142).

Hiicre kiiltlirii ¢aligmalari, hizli, spesifik ve etkin sonuglar vermektedir.
Gilintimiizde, klinik caligmalarda uygulanmaya baslanan bu metotlarin 6zellikle
kozmetik tiriinlerde kullanilmasi heniiz ¢ok yenidir ve {ilkemizde bu sektorlerde heniiz
kullanilmamaktadir (143).

Tiim bunlar g6z 6niine alinarak tez ¢alismamizda, Tiirkiye piyasasinda yer alan
anti-aging preparatlarin etkinliginin embriyonal fare fibroblast hiicreleri kullanilarak

incelenmesine karar verilmistir (144).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Cahsmalarda Kullamilan Kimyasal Maddeler

1-Butanol (Riedel de Haen 24124) (Seelze, Almanya)

Amonyum Siilfat (Sigma A2939) (St Louis, A.B.D.)

Asetik Asit (Merck 1.00056.2500) (New Jersey, A.B.D.)

Bakir Klortir (Aldrich 222011) (St Louis, A.B.D.)

Bakir Siilfat (Merck 1.02792.1000) (New Jersey, A.B.D.)

Bovine Serum Albumin (Sigma A2153) (St Louis, A.B.D.)

Disodyum Hidrojen Fosfat (Merck 1.06586.0500) (New Jersey, A.B.D.)
Distile su (Sigma W3500) (St Louis, A.B.D.)

Dulbecco’s Modification Eagles Medium (DMEM) (Sigma D5796) (St Louis,
A.B.D.)

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Merck 1.16743.1000) (New Jersey, A.B.D.)
Etilendiamin tetraasetikasit (EDTA) (Merck 1.08421.1000) (New Jersey,
A.B.D.)

Etanol (Merck 1.00983.2500) (New Jersey, A.B.D.)

Fetal Calf Serum (Sigma F2442) (St Louis, A.B.D.)

Folin Ciocalteu's Fenol Reagent (Sigma F9252) (St Louis, A.B.D.)

Hank’s Balanced Salt Soliisyonu (HBSS) (Sigma H6648) (St Louis, A.B.D.)
Hidrojen Peroksit (Merck 1.08600.1000) (New Jersey, A.B.D.)

Ksantin (Sigma X0626) (St Louis, A.B.D.)

Ksantin Oksidaz (Sigma X1875) (St Louis, A.B.D.)

Metilen mavisi (Sigma-Aldrich M9140) (St Louis, A.B.D.)

Minimal Essential Medium-Eagle- MEM (Sigma M2279) (St Louis, A.B.D.)
Nitroblue Tetrazolium Kloriir (Sigma N6876) (St Louis, A.B.D.)
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Phosphate Buffered Salin (PBS) (Sigma P5368) (St Louis, A.B.D.)
Penicillin-Streptomycin soliisyonu (Sigma P4333) (St Louis, A.B.D.)
Piridin (Riedel de Haen 16037) (Seelze, Almanya)

Potasyum Dihidrojen Fosfat (Merck 1.04873.1000) (New Jersey, A.B.D.)
Potasyum Sodyum Tartarat (Merck 1.08087.1000) (New Jersey, A.B.D.)
Rediikte L-Glutatyon (Sigma G4251) (St Louis, A.B.D.)

Sodyum bikarbonat (Fluka 88208) (St Louis, A.B.D.)

Sodyum Dodesil Siilfat (Sigma L5750) (St Louis, A.B.D.)

Sodyum Dihidrojen Fosfat (Sigma-Aldrich S9638) (St Louis, A.B.D.)
Sodyum Hidroksit (Merck 1.06462.1000) (New Jersey, A.B.D.)
Sodyum Karbonat (Merck 1.06392.1000) (New Jersey, A.B.D.)

Sodyum Kloriir (Merck 1.06404.1000) (New Jersey, A.B.D.)
Tetrametoksipropan (Aldrich 10838) (St Louis, A.B.D.)

Tiobarbitiirik Asit (Sigma T5500) (St Louis, A.B.D.)

Trikloroasetik Asit (Merck 1.00810.0250) (New Jersey, A.B.D.)

Tripan Blue (Sigma T8154) (St Louis, A.B.D.)

Tripsin-EDTA soliisyonu (Sigma T4049) (St Louis, A.B.D.)

3.1.2. Cahsmalarda Kullanilan Diger Sarf Malzemeleri

12, 24 ve 96 kuyucuklu plakalar

Balon joje (25-50-100-250-500-1000 mL)
Beher (100-200-400-600 mL)

Cam kalemi

Cam pipeti (1-2-5-10 mL)

Cryotiip

Deney tiipii (Cam)

Deney tiipii (Plastik)

Enjektor (2-5-10 mL)

Enjektor ucu
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Erlen-mayer (100-200-400-500-600 mL)
Falkon tiipii (15-50 mL)

Hiicre kiiltiirii flask1 (25 cm?)

Kuru buz

Lam

Lamel

Manyetik balik

Manyetik balik tutucu

Maske

Meziir (50-100-500-1000 mL)

Neubauer lami1

Otoklavlanabilir 100 ve 250 ml cam sise
Yari-otomatik pipet

Parafilm

Pastor pipeti (Cam)

Pastor pipeti (Plastik)

Piset

Steril eldiven

Steril pipet uglar1 (0,5-10, 2-20, 10-100 ve 200-1000uL’lik)
Tek kullanimlik 0,22 p ¢apli milipor filtre
Tiip firgasi

Tiiplik

Vial

3.1.3. Cahsmalarda Kullanilan Cihazlar

(-80 °C) derin dondurucu: Elcold (Danimarka)
Buzdolabi: Regal, RBD 4602 NCF (Tiirkiye)
Ceker Ocak: Biolab (Tiirkiye)

Derin Dondurucu: Regal, RDD 1145 (Tiirkiye)
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¢ Distile Su Cihazi: Millipore (Billerica, A.B.D.)

e Etiiv: Binder (Almanya)

e Hassas Terazi: Mettler Toledo (Almanya)

e Hassas Terazi: Ohaus (Cin)

e Homojenizator: Ika- Ultra turrax (Almanya)

e Isik mikroskobu: Olympus (Astoria, New York, A.B.D.)
e Isik mikroskobu: Nikon (Japonya)

e Inverted mikroskop: Euromex (Hollanda)

e Karbondioksit inkiibatorii: Biolab (Tiirkiye)

e Laminar Akim Kabini: Polar (Tiirkiye)

e Mikropipet Seti: Gilson-Pipetman (Middleton, A.B.D.)
e Mikropipet Seti: Eppendorf (Almanya)

e Mini santrifiij: Eppendorf (Almanya)

e Otoklav: Niive OT4060 (Tiirkiye)

e pH Metre: Mettler Toledo (Almanya)

e pH Metre: WTW pH 3151 (Almanya)

e Sogutmali Mikrosantrifuj: Sigma,2-16K (St. Louis, A.B.D.)
e Spektrofotometre: Analytikjena-SPECORD 50 (Almanya)
e Su Banyosu: Bourgeat (Fransa)

e Vizkozimetre: Fungi Lab Viscostar +L (Ispanya)

e Vorteks: Heidolph REAX (Almanya)

3.1.4. Hiicre Dizileri

Calismada TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi’nden temin edilen fare

embriyonal fibroblast hiicre dizileri kullanilmastir.
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3.1.5. Calismada kullanilan Anti-aging Kremler

Calismada uluslar arasi1 alanda taninmis farkli iki lider kozmetik firmasina ait
piyasa iriinii 4 adet anti-aging krem kullanmis olup bu kremlere randomize olarak
I’den 4’e kadar (N1-N4) numaralar verilmistir. Bu firmalar, kozmetik {irtinlerde yasal
gereklilikler uyarinca in vivo etkinlik ve giivenlik testlerini uygulayan firmalar olduklar1
icin secilmistir. BoOylece, hiicre kiiltlirii ¢alismasmin istenen diizeyde sonug¢ verip
vermedigini tespit etme imkani olacaktir. N1 ve N2 kodlu kremler ayn1 firmaya ait, N3
ve N4 kodlu kremler ise bir bagka firmaya ait iirtinlerdi. N1 ve N3 kodlu kremler

giindliz kremi, N2 ve N4 kodlu kremler ise gece kremi 6zelligindeydi.

3.1.5.1. Cahsmada Kullanilan Anti-aging Kremlerin Icerikleri

Calismada kullanilan kremlerin iceriklerinin belirlenmesinde i¢ ve dis ambalaj
materyallerinin iizerindeki bilgiler esas alinmistir. Buna gore ¢alismada kullanilan

kremlerin muhteviyatlar1 asagidaki belirtilmistir.

a) NI kodlu Anti-aging Kreminin Icerigi

Su, biitilen glikol, hidrojene polidesen, hidrojene polisobuten, C12-15 alkil
benzoat, stearik asit, setearil alkol, gliserin/ palmitoil tripeptid-5, hyalorinik asit,
dimetikon, hidrolize inci, deniz suyu, Laminaria japonica (konbu) ekstresi, Angelica
keiskei (ashitaba) yaprak/kok ekstresi, Aloe ferox (sarisabir) ekstresi, Laminaria digitata
(deniz yosunu) ekstresi, glikozil trehaloz/ hidrojene nisasta hidrolizati, propilen glikol,
Saccharromyces lizat ekstresi, polisorbat 60, metilparaben, gliseril strearat SE, PEG 100
strearat, parfiim, arjinin, Oryza sativa (piring) kallus kiiltiir ekstresi, Zanthoxylum
piperitum (Japon biberi) ekstresi, Pulsatilla koreana (kore koknari) ekstresi, Usnea
barbata (sakal likeni) ekstresi, akrilatlar/ C10-30 akril akrilat ¢apraz polimerleri,

propilparaben ve allantoin.
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b) N2 kodlu Anti-aging Kreminin I¢erigi

Su, C12-15 alkil benzoat, stv1 parafin, gliserin, metil gluset-20, biitilen glikol
dicaprilat/ dikaprat, sodyum akrilat/sodium akriloildimetil taurat kopolimer, gliseril
akrilat/akrilik asit kopolimer, gliserin/ palmitoil tripeptid-5, biitilen glikol, PVM/MA
kopolimer, gliseril strearat SE, PEG 100 strearat, hidrolize inci, setearil alkol, polisorbat
60, hyalorinik asit, petrolatum, deniz suyu, Laminaria japonica (konbu) ekstresi,
Angelica keiskei (ashitaba) yaprak/kok ekstresi, Aloe ferox (sarisabir) ekstresi,
Laminaria digitata (deniz yosunu) ekstresi, propilen glikol, Saccharromyces lizati
ekstresi, Oryza sativa (piring) kallus kiiltiir ekstresi, Zanthoxylum piperitum (Japon
biberi) ekstresi, metilparaben, parfiim, propilparaben, fenoksietanol, Pulsatilla koreana
(kore koknar1) ekstresi, Usnea barbata (sakal likeni) ekstresi, disodyum EDTA ve

ksantan gum.

¢) N3 kodlu Anti-aging Kreminin Icerigi

Su, etilheksil metoksisinnamat, biitilen glikol, benzofenon-3, etilheksil salisilat,
siklopentasilokzan, C12-15 alkil benzoat, PEG-8, hidrojene poliizobuten, titanyum
dioksit, setearil alkol, dimetikon, dilauril tiodipropianat, polymethylsilsesquioxane,
hidroksietil iire, setil alkol, fenoksietanol, PEG-100 stearat, pentilen glikol, kaprilil
glikol, silika, hidroksietil akrilat/sodyum akriloildimetil taurat kopolimer, trietanolamin,
karbomer, setearil glukozid, skualan, disodyum EDTA, parfiim, etilen/propilen/stiren
kopolimer, askorbil glukosid, kolesterol, ksantan gum, dimetilkonon, iire, polisorbat 60,
akrilatlar/ C10-30 akril akrilat capraz polimerleri, trietoksikaprililsilan, magnezyum
askorbil fosfat, tokoferil asetat, biitilen/etilen/stiren kopolimer, hidrolize ipek, Saxifraga
sarmentosa (taskiran ¢igcegi) ekstresi, Morus nigra (kara dut) kokii ekstresi, Scutellaria
baicalensis (¢in takke cicegi) kokii ekstresi, Vitis vinifera (liziim) ekstresi, biitillenmig
hidroksitoluen, sodyum siilfit, sodyum metabisiilfit, biitilparaben, denature alkol,

etilparaben, etanolamin ve amonyum laktat.
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d) N4 kodlu Anti-aging Kreminin Icerigi

Su, gliserin, petrolatum, etilheksil palmitat, kaprilik/kaprik trigliserid, biitilen
glikol, setearil alkol, propilen glikol stearat, Glycine soja (soya fasulyesi) yagi, lauril
laktat, trietanolamin, PEG 40 strearat, karbomer, dimetikon, Simmondsia Chinensis
(jojoba) yagi, beyaz balmumu, imidazolidinil iire, metilparaben, hidroksietilselliiloz,
kolet-24, trimetilsiloksisilikat, parfiim, skualan, skualen, retinil palmitat, propilen glikol,
Pyrus malus (elma) ekstresi, Vitis vinifera (liziim) ekstresi, sodyum askorbat, fosforik
asit, PEG-7 gliseril kokoat, sodyum PCA, fenoksietanol, Glycine soja (soya fasultesi)
kat1 yagi, hidrojene lesitin, PPG-2 setearet-9, fosfolipidler, FEucalyptus globulus
(okaliptus) ekstresi, hiyalorinik asit, Geum Rivale (karanfil kokii) ekstresi, a-tokoferol,
DMDM hidantoin, Lupinus albus (ac1 bakla) ekstresi, arjinin, glisin, prolin, kuaternium-
15, ksantan gum, Helianthus Annus (aygicegi) ¢ekirdegi yagi, butilparaben, etilparaben,
beta glukan, Vitis vinifera (liziim) cekirdegi yagi, izobiitilparaben, propilparaben,
Thymus vulgaris (kekik) ekstresi, glikolipid, sodyum dehidroasetat, Oenothera biennis

(aksam sefasi) yagi, potasyum sorbat ve fitosterol.

3.2. Yontem

3.2.1. Kremlerde Yapilan Fiziksel Incelemeler

3.2.1.1. Kremlerde pH Ol¢iimii

1’den 4’e¢ kadar kodlanan kremler steriil ve temiz pomat kutularma hesapli
miktarda konulmus ve pH’lar1 pH metre yardimiyla Ol¢iilmiistiir. Herbir kremin
Olciimiinden sonra pH metrenin elektrodu iyice yikanip temizlenmistir. Yeniden

kalibrasyon islemi yapilip, diger kremin &l¢iimiine ge¢ilmistir. Olgiimler, en az ii¢ kez

tekrarlanip aritmetik ortalamalar1 alinmistir.
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3.2.1.2. Viskozite Ol¢iimii

Stabilite ¢alismast Oncesi ve sonrasi tiim kremlerin viskozitesi rotasyon tipi
viskozimetre yardimiyla ve L4 numarali u¢ kullanilarak 6lgiildii. Bunun igin; kremler
kiigiik steril bir behere kondu ve her bir kremin viskozitesi oda sicakliginda Slgiildii.
Islem, 5 kez tekrarland1. Bu degerlerin ortalamasi alindi. Olusan degisikliklere bakilarak

stabilite ¢alismalarinin viskozite tizerindeki etkileri incelendi.

3.2.1.3. Emiilsiyon Tiplerinin Belirlenmesi

Emiilsiyon seklinde hazirlanmis oldugu goriilen kremlerin emiilsiyon tipleri
boya testi kullanilarak belirlendi. Once; bir miktar krem almarak lam iizerine yayildu.
Uzerine, bir damla metilen mavisi damlatildi. Spatiil yardimiyla iyice karistirildi. Sonra,
optik mikroskop altinda formiilasyonlar incelendi. Metilen mavisi suda ¢Ozlinen bir
boya oldugu i¢in, boyanmn emiilsiyonun tamamiyla karisip karismadigina veya siirekli

fazda sabit kalip kalmamasina bakilarak formiilasyonlarin emiilsiyon tipleri belirlendi.

3.2.2. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalan

3.2.2.1. Hiicre Kiiltiirii icin Sterilizasyon

Hiicre kiiltiirlinde kullanilan tiim plastik malzemeler ve hazir haldeki steril
medyumlar ticari firmalardan temin edilmistir. Cam malzemeler, 160 °C’de 60-90 dak.
otoklavlandi. Tiim sivi maddeler 0.22 pum por biiyilikliiglindeki milipor filtrelerden
stiziilerek steril edildi. Steril kabin, 15 dak. ultraviyole 151k agilarak ve bunu takiben 15
dak. havalandirilarak calisma Oncesi steril edildi. Sterilize edilen kabine alinacak

malzemeler ise %70 alkolle silinerek igeri alindi.
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3.2.2.2. Hiicre Kiiltiiriine Uygulanacak Anti-aging Kremler i¢cin Yapilan

Onislemler

Calismamizda kullanilan tim anti-aging kremler ilk defa laminar akim kabini
icerisinde a¢ilmig ve pipet yardimiyla her bir numuneden 1’er mL steril falkon tiiplere
alimmustir. Falkon tiiplerin igerisindeki kremlerin {izerine 9’ar mL. DMEM eklenip iyice
pipetaj yapilp karigtirilmis ve vortekslenmistir. Krem numunelerinin iyice ¢dziinmesi

icin 20 dak. ultrasonik su banyosunda tutulmustur.

3.2.2.3. Hiicre Dizileri ve Kiiltiir Asamasi

TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi’nden (MAM) kriyo-well halinde alman
fare embriyonik fibroblast hiicre dizileri rutin olarak, 100 ml besiyeri i¢inde, 10 ml Fetal
Calf Serum, 4 mL 9.2 gr/mL sodyum bikarbonat ¢6zeltisi, 1 ml Penisilin/Streptomisin
soliisyonu destekli 10 ml 10x DMEM c¢ozeltisi olacak sekilde % 5 karbondioksitli
ortamda yetistirildi. Fare embriyonik fibroblast hiicre dizisi, ilk alindig1 giin, 37 °C
karbondioksitli etiivde 24 saat siiresince dinlendirmeye birakildi. Bir sonraki giin,
kontaminasyon olup olmadig1 kontrol edildi. 48 saat sonra flasktaki tiim besiyeri steril
pipet yardimiyla ¢ekildi. Besiyeri ¢ekilmis flasklara 37 °C su banyosunda 1sitilan 1X’lik
Tripsin-EDTA’dan 1-2 mL eklendi. Flasklara eklenen Tripsin-EDTA steril pipet
yardimiyla ¢ekildi. Tripsini ¢ekilen flasklara yine ayni miktarda Tripsin-EDTA eklendi.
Flasklar 5-7 dak. boyunca 37 °C’de karbondioksitli etiivde bekletildi. Flask tabanina
tutunmus adherent hiicrelerin birbirlerinden ayrilmalar1 invert mikroskop ile kontrol
edildi. Kalkan hiicreler, dnceden hazirlanmis i¢inde 3 mL besiyeri bulunan steril
santrifiij tliplerine steril pipet yardimiyla aktarildi 125 G santriftij kuvvetinde oda
1sisinda 10-15 dak. santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant uzaklastirildi. Dipte kalan
hiicrelerle birlikte 0.5 mL siv1 steril pipet yardimiyla alinarak, dnceden iclerine 4 mL

besiyeri konmus flakslara, hiicrenin yogunluk durumuna gore (2-4 flask) dagitildi.
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3.2.2.4. Hiicrelerin Deney i¢cin Hazirlanmasi

Hiicreler, deney i¢in flask igerisinde yeterli sayiya eristiklerinde 1 mL tripsin-
EDTA soliisyonu eklendi. Eklenen tripsin soliisyonu 1 dak. hiicrelerin tizerinde
gezdirildi ve flasklar inkiibatorde 2 dak. bekletildi. Inkiibasyon sonrasi 5’ er mL DMEM
ile hiicreler falkon tiip icerisinde toplandi. Hiicre siispansiyonu 5 dak. santrifiijlendi
(400Xg). Siipernatant uzaklastirildi. Hiicreler 1 mL besiyeri i¢inde sulandirilarak
sayildi. Hiicre saymmi yapildiktan sonra 6 kuyucuklu platelere uygun sayida (5 x10°)
hiicre aktarildi. Toplam besiyeri hacmi de 5 mL’ ye tamamlandi. Kuyucuklara konulan
fare embriyonik fibroblast hiicreleri 37 °C’de % 5 CO; igeren ortamda 24 saat inkiibe
edilerek hiicrelerin kuyucuklarin tabanina yapigsmasi saglandi. Bu siirenin sonunda,
kuyucuklarda N1, N2, N3, N4 ve negatif kontrol grubu olmak iizere 5 ayr1 grup
olusturulmustur. Her bir grup da hem 24 sa hem de 48 sa inkiibasyonunu saglayacak
sekilde toplam 10 gruba ayrilmistir. N1, N2, N3 ve N4 gruplarina 100’er pL her bir
anti-aging krem siispansiyonundan (10’ar uL numune igermektedir), negatif kontrol
gruplarina ise 100’er uL DMEM eklenmistir. Bu islem hem 24 sa hem de 48 sa siire ile
inkiibe edilen hiicrelere uygulanmistir. Tiim gruplardaki uygulamalar 3’er paralel hiicre
serisi olacak sekilde tekrarlanmistir. Bulunan sonuglarin aritmetik ortalamalari

alinmustir.

3.2.3. Hiicre Canhhginin Tespiti

24 ve 48 sa inkiibasyon siirelerinin her birinin sonunda hiicreler, 1:1 oraninda
hiicre slispansiyonu: tripan mavisi boyasi karigimi ile seyreltilerek Thoma laminda ve
151k mikroskobu altinda sayildilar. Tripan mavisini alan hiicreler 6lii oldugundan maviye
boyanmis olarak goriildii. Mikroskop altinda boyanmis ve boyanmamis hiicrelerin
sayimu ile sitotoksisite belirlenmistir. Cikan sayi diliisyon faktorii olan 10* ile garpilip
oOlii ve canli hiicrelerin yiizde degerleri bulunmustur.

Sitotoksisite oram (0lii hiicrelerin yiizdesi) = [(tripan mavisin alan hiicreler / tiim

hiicreler) X 100] formiiliinden hesaplanmistir.
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3.2.4. Hiicre Homojenizatinin Hazirlanmasi

Inkiibasyonun 24. saatinin sonunda platelerde bulunan hiicrelerden 1 mL
alinarak antioksidan aktivite ve lipid peroksidasyonunun Sl¢iimii i¢in kullanilmistir.
Kullanilan kimyasallarin hiicreler tizerindeki sitotoksisitesi devam etmemesi i¢in vakit
gecirilmeden hiicreler fosfat tamponuyla 3 defa yikanmigtir. Daha sonra, her 6rnege 1
mL fosfat tamponu (pH:7,4) eklenerek teflon uclu homojenizatér kullanilarak
homojenize edilmis ve elde edilen homojenizat 13.000 rpm’de santrifiij edilerek
slipernatant alinmis ve ¢alisma giiniine kadar -20 °C’de saklanmistir. 48. saatin sonunda
da hiicrelerden ayni sekilde 1 mL almmis ve 24. saatin sonunda yapilan islemler bu
hiicrelere de uygulanmistir. Antioksidan aktivite ve lipid peroksidasyonu g¢alismasi her

bir grup i¢in 3 paralel hiicre serisi olacak sekilde tekrarlanmistir.

3.3.5. Hiicre Kiiltiiriinde Biyokimyasal Olciimler

Tim gruplardaki fare embriyonik fibroblast hiicrelerinin oksidatif stres
durumlarinin belirlenebilmesi i¢in antioksidan enzimlerin aktivitelerine ve lipid
perokidasyonuna bakilmistir. Bu kapsamda, enzimatik antioksidan olarak katalaz ve
stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerine ve lipid perokidasyonunun belirlenebilmesi
icin malondialdehit (MDA) diizeyine bakilmistir. Bulunan degerler protein diizeyleri ile

oranlanarak “mg protein” olarak ifade edilmistir.

3.3.5.1. Protein Ol¢iimii ( Lowry Metodu)

Deneyin Prensibi:

Homojenizatlardaki protein miktarlar1 Lowry ve ark. tarafindan tarif edilen
yonteme gore olgiildii (145). Alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi olusmaktadir. Bu
kompleks fosfomolibdatfosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteus-Phenol Reaktifi)
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rediiklemekte ve koyu mavi bir renk olusturmaktadir. Burada rengin koyulugu

ortamdaki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Kullanilan Reaktifler:

A Reaktifi: 0,1 N NaOH c¢o6zeltisi kullanilarak %2’lik Na,CO;3 ¢0Ozeltisi
hazirlandu.

B; Reaktifi: %]1°’lik CuSO4.5H,0 ¢6zeltisi hazirlandi.

B, Reaktifi: %2’lik Na-K-Tartarat ¢6zeltisi hazirlandi.

B Reaktifi: B, ve B, esit hacimde karistirildi.

C Reaktifi: 50 mL B reaktifine ImL A reaktifi eklendi. Reaktif taze hazirlandi
ve bekletilmeden kullanildi.

D Reaktifi: 1 mL Folin-Ciocalteus-Phenol Reaktifi, 5 mL distile su ile
karistirildi.

Protein standardi: 250 mg/100 mL bovin serum albiimin (BSA) 20, 40, 80,
160, 320, 640 pg/mL protein igerecek sekilde diliie edilerek calisma standartlari

hazirlandi.

Deneyin Yapihisi:

Kapali tiiplere asagidaki maddeler, ¢izelgede belirtilen oranlarda konuldu.

Cizelge 3.1. Lowry yontemine gore protein miktar tayini deneyinin prosediirii

Kor tiipii Numune tiipii Standart
Numune (pL) - 300 -
Distile su (pL) 300 - -
Standart (nL) - - 300
C reaktifi (nL) 3000 3000 3000
Karistirilarak 15 dak. beklendi.
D reaktifi(pL) 300 300 300
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Tiipler vortekslenerek 20-30 dak. oda 1sisinda inkiibe edildi. Spektrofotometrede
750 nm’de numunenin ve standardin absorbansi kore karsi okundu.

Her bir 6rnek igin protein miktari, BSA standart ¢ozeltileri ile hazirlanan
standart egrisine gore ve dillisyon faktoriiyle carpilarak hesaplandi. %10’luk doku
homojenatlarinda ve 10.000 g siipernatant fraksiyonlarinda protein miktar1 mg olarak

bulundu.

3.3.5.2. Katalaz Enzim Aktivitesi Tayini

Katalaz aktivitesi tayini Aebi tarafindan tarif edilen yonteme gore yapildi (146).
Yontemin esasi, H,O, substratinin katalaz ile enzimatik yikilmasmin 240 nm de

izlenmesidir.

H,0; AT | 2H,0+0;

Kullanilan Reaktifler:

Potasyum Dihidrojen Fosfat Cozeltisi (A): 0,681 g KH,PO4 bidistile suda
coziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

Disodyum Hidrojen Fosfat Cozeltisi (B): 2,77 g Na,HPO4.12H,0O bidistile
suda ¢oziilerek 155 mL’ye tamamland:.

Fosfat Tamponu (50 mM pH 7,0): A/B oranm1 1/1,55 olacak sekilde
karistirilarak hazirlandi ve pH 7’ye ayarlandi.

Hidrojen Peroksid Cozeltisi (30 mM): 34 ul %30 luk H,O, 10 mL’ye fosfat

tamponu ile tamamlandi.

Deneyin Yapihisi: Kuvarz spektrofotometre kiivetlerine 10 pl 10.000 g

siipernatant fraksiyonu ve {iizerlerine 1990 pl fosfat tamponu ilave edildi. Ornek
kiivetne 1 mL 30 mM H;0O, ilave edildi ve hemen karistirilarak Ornegin
absorbansindaki azalma kore karsi 1 dak. boyunca 240 nm’de izlendi. Spesifik aktivitesi

iinite/mg protein cinsinden hesaplandi.
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3.3.5.3. Siiperoksid Dismutaz Enzim Aktivitesi Tayini

Deneyin Prensibi: Oksidatif yolla enerji liretimi sirasinda olusan endojen ve

eksojen kaynakli toksik siiperoksit radikellerinin suya ve molekiiler oksijene
dismutasyonunu hizlandiran SOD enzim aktivitesinin 6l¢lim prensibi, ksantin varliginda
ksantin oksidazin agiga ¢ikardig: siiperoksit radikallerinin nitroblue tetrazolium (NBT)
ile 560 nm’de absorblanan rengin dl¢iilmesine dayanmaktadir (147).

Kullanilan Reaktifler:

Sodyum Hidroksid Cozeltisi (0,1 N): 0,4 g NaOH bidistile suda ¢oziilerek 100
mL’ye tamamlandi.

Stok Ksantin Cozeltisi (3 mM): 4,6 mg ksantin tartilip, 1 mL 0,1 N NaOH
cozeltisinde hafif 1s1 uygulamasi ile ¢oziilerek bidistile su ile 10 mL’ye tamamlandi.
Cozelti, literatiirde belirtildigi gibi +4 °C’de bir hafta dayanikli kald:.

Ksantin Cozeltisi (0,3 mM): Stok ksantin ¢ozeltisinden 1 mL alinarak bidistile
su ile 10 mL’ye tamamlandi. Her deney giinii taze olarak hazirlandi.

Etilendiamintetraasetik Asid Cozeltisi (0,6 mM): 22,32 mg Na,EDTA. 2H,0O
bidistile suda ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

Sodyum Karbonat Cozeltisi (400 mM): 4,24 g Na,CO; bidistile suda
coziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

BSA Cozeltisi (1 g/L): 10 mg BSA bidistile suda ¢oziilerek 10 mL’ye
tamamlanda.

Nitroblue Tetrazolium Kloriir (NBT) Cozeltisi (0,15 mM): 1,226 mg NBT
bidistile suda ¢oziilerek 10 mL ye tamamlandi. Her deney giinii taze olarak hazirland.

SOD Cahsma Reaktifi: 10 mL 0,3 mM ksantin, 5 mL 0,6 mM Na;EDTA, 3 mL
400 mM Na,COs, 1,5 mL 1 g/ BSA, 5 mL 0,15 mM NBT karistirilarak her deney
giinii taze olarak hazirland1.

Amonyum Siilfat Cozeltisi (2 M): 26,428 g (NH4),SO; bidistile suda ¢oziilerek
100 mL’ye tamamland1.

Ksantin Oksidaz Cozeltisi (167 U/L): 2 mg ksantin oksidaz sogutulmus
(NH4)2S804 ¢ozeltisinde ¢oziilerek 1 mL’ye tamamlandi.
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Bakir Kloriir Cozeltisi (0,8 mM): 13,64 mg CuClL.2H,O bidistile suda
coziilerek 100 mL’ye tamamlanda.

Deneyin Yapilisi: 2,85 ml SOD reaktifi drnek ve kor tiipiine aktarildi. Ornek

tiipiine 100 pl siipernatant ilave edildi ve her iki tiipe de 50 ul ksantin oksidaz eklendi.
Tiipler 25 °C’de 20 dak. inkiibe edildikten sonra tiiplere 100 pl CuCl, ¢ozeltisi eklendi.
En son asama olarak da kor tiipiine 100 pl siipernatant eklenerek karistirildi. Kor ve
ornek tiiplerinin 560 nm’de absorbanslar1 ayr1 ayr1 6lctiliip SOD aktivitesi tespit edildi.

Spesifik aktivite U/mg protein cinsinden ifade edildi.

3.3.5.4. Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

Lipit peroksidasyon iirlinlerinden en stabili olan MDA’ nim tiobarbiitirik asit ile
reaksiyonu sonucu olusan pembe kirmizi rengin absorbansi spektrofotometrik olarak

degerlendirilmesi esasina dayanmaktadir (148).

Kullanilan Reaktifler:

Stok tetrametoksipropan c¢ozeltisi: 0,92 gr tetrametoksipropan 1 mL’de
¢ozildi.

Giinliik tetrametoksipropan cozeltisi: 10 mL’lik stok ¢ozelti 100 mL’ye distile
su ile tamamlandi1. Calisma sirasinda giinliik ¢ozelti tekrar 1/10 oraninda seyreltildi.

SDS c¢ozeltisi: 8,1 gr SDS tartilip 100 mL’ye distile su ile tamamlandi ve
¢Oziildii.

Asetik Asit ¢ozeltisi: 20 mL asetik asit distile su ile 100 mL’ye tamamland1 ve
pH’s1 3,5’e ayarlanda.

TBA cozeltisi: 0,8 gr TBA tartiip 100 mL’ye ditile su ile tamamlandi ve
1sitilarak ¢oziildii.

n-biitanol-piridin ¢ozeltisi (15:1): Stok piridinin 1 mL’si 15 mL n-biitanol ile
karistirildi.
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Deneyin Yapilisi:

Cizelge 3.2°de belirtilen sekilde standart, kor ve 6rnek tiipleri hazirlanda.

Cizelge 3.2. MDA miktar tayini deneyinin prosediirii

Kor Standart Ornek
Standart (1/10 diliie) | - 50 -
(uL)
Ornek (pL) - - 50
SDS ¢6z. (uL) 100 100 100
Asetik Asit ¢6z. (uL) 750 750 750
TBA ¢oz. (uL) 750 750 750
Distile su (uL) 400 350 350

Tipler 95 °C’de 30 dak. stire ile inkiibe edildi. Musluk suyunda sogutuldu. 500
pL distile su eklendi. 2,5 mL n-biitanol-piridin karistmi eklenip tiipiin kapagi
kapatilarak karigimlar beyazlagincaya kadar vortekslendi. 4000 rpm’de 15 dak.
santrifiijlendi. Stipernatant fazdan 1 mL alinip 532 nm’de kore karsi spektrofotometrik

olarak o6l¢iildii.

3.2.6. istatistiksel Yontem

Analizler SPSS v.16.0 paket programi kullanilarak yapilmistir (149). Tim
veriler; ortalama+standard sapma olarak ifade edilmis ve istatistiksel anlamliligin sinir1
p<0,05 olarak belirlenmistir. Verilerin normal dagilima uygun olup olmadigini test
etmek i¢in Kolmogorov-Smirnov testi uygulanmistir. Gruplar arasindaki istatistiksel
farkliliklar One Way ANOVA ve alt grup karsilastrmalarinda post-hoc Tukey c¢oklu

karsilastirma testi kullanilarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. pH Olgiimleri

Anti-aging kremlerinin pH’lar1 Bolim 3.2.1.1’de anlatildig1 gibi dl¢tldi.

Piyasadan temin edilen anti-aging kremlerin pH degerleri Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Piyasadan temin edilen kremlerinin pH degerleri.

N1 N2 N3 N4

pH 6,02+0,21 6,36+0,15 5,89+0,12 5,94+0,11

4.2. Viskozite Ol¢iimleri

Anti-aging kremlerinin viskoziteleri Bolim 3.2.1.2°te anlatildig1 gibi olciildii.
Her bir formiilasyon i¢in Olglimler 5 kez tekrarlandi. Aritmetik ortalama alindi.
Piyasadan temin edilen anti-aging kremlerin ortalama viskozite degerleri

ortalama+standart sapma olarak Cizelge 4.2’te verilmistir.

Cizelge 4.2. Piyasadan temin edilen kremlerinin viskozite degerleri (cP).

N1 N2 N3 N4

Vizkozite 22,64+1,24 23,08+1,35 15,8+1,14 18,06+1,17
(cP)

4.3. Emiilsiyon Tiplerinin Belirlenmesi

Piyasadan temin edilen anti-aging kremler, metilen mavisi ile boyandiginda
stirekli fazlarmin mavi renkle boyandigini tespit edildi. Caliymada kullanan kremlerin
dis fazlarmin metilen mavisiyle boyanmasi, emiilsiyon tiplerinin y/s tipi oldugunu
gostermektedir. Calismada kullanilan kremlerin metilen mavisi ile boyandiktan sonra

151k mikroskobu altindaki goriintiileri Sekil 4.1-4.4’de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Isik mikroskobu altinda metilen mavisi ile boyanmis N1 kodlu antiaging kremimine ait
fotogram

¢

ile boyanmls N2 kodlu antiaging kremimine ait

Sekil 4.2. Isik mikroskobu altinda metilen mavisi
fotogram
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fotogram

_ ;’ -
Sekil 4.4. Isik mikroskobu altinda metilen mavisi ile boyanmis N4 kodlu antiaging kremimine
fotogram
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4.4. Fibroblast Hiicrelerinde Sagkalim Oranlan

Yaptigimiz ¢aligmada fare embriyonik fibroblast hiicreleri, kiiltiir ortaminda 24

ve 48 saat boyunca 4 farkli anti-aging kremle inkiibasyona birakilmiglardir. 24. ve 48.

saatlerin sonunda kontrol grubu, N1, N2, N3 ve N4 gruplarindaki fibroblast hiicrelerinin

mikroskobik goriintiileri Sekil 4.5-4.14°de verilmistir.

Sekil 4.5. 24. saatin sonunda kontrol grubundaki fibroblastlarin mikroskop goriintiisii
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Sekil 4.7. 24. saatin sonunda N2 grubundaki fibroblastlarin mikroskop goriintiisii
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Sekil 4. 24. saatin sonunda N4 grubunki fibroblastlarin mikroskop goriintiisii
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Sekil 4.11. 48. saatin sonunda N1 grubndaki fibroblastlarin iskop goriintiisii
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Sekil 4.13. 48. saatin snun unki fibroblastlarm mikroskop goriintiisii
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Sekil 4.14. 48. saatin sonunda N4 grubundaki fibroblastlarin mikroskop goriintiisii

24. saatin sonunda kontrol grubunda, N1, N2, N3 ve N4 kodlu kremlerin
uygulandig: fibroblast hiicrelerinde hiicre canlilik oranlar1 sirastyla % 98,11+£14,49, %
72,46+11,24, % 66,09+9,45, % 53,4549,67 ve % 47,67£8,05 olarak bulunmustur. 48.
saatin sonunda ise fibroblast hiicrelerinde canlilik oranlar1 kontrol, N1, N2, N3 ve N4
kodlu kremlerin uygulandig1 gruplarda sirasiyla % 94,53+10,71, % 68,76+8,05, %
61,29+7,54, % 46,16+6,44 ve % 39,34+4,19 olarak bulunmustur. Krem uygulanan tiim
gruplardaki hiicre canlilik oranlar1 kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel acidan anlamli
Olciide azalmistir (p<0,05). 24. saatin sonunda hiicre Oliimiiniin en fazla oldugu
gruplarin swrasiyla N3, N4, N2 ve N1 kodlu kremlerin uygulandigi fibroblast
hiicrelerinin oldugu tespit edilmistir. 48. saatin sonunda ise hiicre dliimiiniin en fazla
oldugu gruplarin srastyla N3, N4, N1 ve N2 kodlu kremlerin uygulandig1 fibroblast
hiicrelerinin oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu ile N1, N2, N3 ve N4 kodlu
kremlerle 24 ve 48 saat siire ile inkiibe edilen fare embriyonik fibroblast hiicrelerinde

sagkalim (canlilik) oranlar1 Sekil 4.15°de gosterilmistir.
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Sekil 4.15. 24. ve 48. saatin sonunda fare embriyonik fibroblast hiicrelerindeki canlilik oranlari. Veriler
ortalama+standart sapma olarak verilmistir. (* 24. saatin sonunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak diisiik , ® 48. saatin sonunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulunmustur).

4.5. Fibroblast Hiicrelerinde Katalaz Aktiviteleri

24. saatin sonunda kontrol grubunda, N1, N2, N3 ve N4 kodlu kremlerin
uygulandig1 fibroblast hiicrelerinde katalaz aktiviteleri sirasiyla 81,23+27,44 U/mg
protein, 101,65+27,16 U/mg protein, 102,35+£21,13 U/mg protein, 124,3+41,52 U/mg
protein ve 163,71+46,73 U/mg protein olarak bulunmustur. 48. saatin sonunda ise
fibroblast hiicrelerinde katalaz aktiviteleri kontrol, N1, N2, N3 ve N4 kodlu kremlerin
uygulandig1 gruplarda sirasiyla 78,82+30,12 U/mg protein, 125,74+21,98 U/mg protein,
142,03+32,54 U/mg protein, 164,254+20,74 U/mg protein ve 202,16+£31,72 U/mg protein
olarak bulunmustur. 24. saatin sonunda N3 ve N4 kodlu kremlerin uygulandigi
fibroblast hiicrelerinde, 48. saatin sonunda ise N1, N2, N3 ve N4 kodlu kremlerin
uygulandig1 fibroblast hiicrelerinde katalaz aktiviteleri kontrol gruplarma kiyasla
istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). 24. saatin sonunda N1 ve N2 kodlu
kremlerin uygulandig: fibroblast hiicrelerinde katalaz aktivitesi kontrol grubuna kiyasla
yiksek bulunmasina ragmen bu artis istatistiksel agidan anlamli degildi (p>0,05).
Kontrol grubu ile N1, N2, N3 ve N4 kodlu kremlerle 24 ve 48 saat siire ile inkiibe
edilen fare embriyonik fibroblast hiicrelerinde katalaz aktiviteleri Sekil 4.16°de

gosterilmigtir.
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Sekil 4.16. 24. ve 48. saatin sonunda fare embriyonik fibroblast hiicrelerindeki katalaz aktiviteleri. Veriler

ortalamatstandart sapma olarak verilmistir. (* 24. saatin sonunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak yiiksek , ” 48. saatin sonunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur).

4.6. Fibroblast Hiicrelerinde SOD Aktiviteleri

24. saatin sonunda kontrol grubunda, N1, N2, N3 ve N4 kodlu kremlerin
uygulandig: fibroblast hiicrelerinde SOD aktiviteleri sirasiyla 37,82+7,83 U/mg protein,
39,71£10,03 U/mg protein, 39,13+12,51 U/mg protein, 41,72+13,5 U/mg protein ve
43,74+14,43 U/mg protein olarak bulunmustur. 48. saatin sonunda ise fibroblast
hiicrelerinde SOD aktiviteleri kontrol, N1, N2, N3 ve N4 kodlu kremlerin uygulandig:
gruplarda sirasiyla 39,814+9,82 U/mg protein, 41,13+13,04 U/mg protein, 42,57+16,51
U/mg protein, 42,92+15,74 U/mg protein ve 43,51+12,53 U/mg protein olarak
bulunmustur. Calismada kullanilan tiim kremler ile 24 ve 48 saat siire ile inkiibe edilen
fibroblast hiicrelerinde SOD aktivitesinde artig goriilmesine ragmen bu artisin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05). Kontrol grubu ile N1, N2,
N3 ve N4 kodlu kremlerle 24 ve 48 saat siire ile inkiibe edilen fare embriyonik

fibroblast hiicrelerinde SOD aktiviteleri Sekil 4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4.17. 24. ve 48. saatin sonunda fare embriyonik fibroblast hiicrelerindeki SOD aktiviteleri. Veriler
ortalamazstandart sapma olarak verilmistir.

4.7. Fibroblast Hiicrelerinde MDA Diizeyleri

24. saatin sonunda kontrol grubunda, N1, N2, N3 ve N4 kodlu kremlerin
uygulandig1 fibroblast hiicrelerinde MDA diizeyleri sirasiyla 817,25+73,42 nmol/mg
protein, 645,91+£80,14 nmol/mg protein, 603,14+84,53 nmol/mg protein, 584,7+60,03
nmol/mg protein ve 493,82+63,52 nmol/mg protein olarak bulunmustur. 48. saatin
sonunda ise fibroblast hiicrelerinde MDA diizeyleri kontrol, N1, N2, N3 ve N4 kodlu
kremlerin uygulandig1 gruplarda sirasiyla 853,4+77,9 U/mg protein, 590,84+111,83
U/mg protein, 551,96+102,68 U/mg protein, 392,08+77,06 U/mg protein ve
311,93+59,71 U/mg protein olarak bulunmustur. Calismada kullanilan tiim kremler ile
24 ve 48 saat siire ile inkiibe edilen fibroblast hiicrelerinde MDA diizeylerinde
istatistiksel olarak anlaml bir artis goriilmiistiir (p<0,05). 24. ve 48. saatin sonunda fare
embriyonik fibroblast hiicrelerinde MDA diizeylerindeki azalma en fazla N4, sonra
sirasiyla N3, N2 ve N1 kodlu kremlerin uygulandig1 gruplarda goriilmiistiir. Kontrol
grubu ile N1, N2, N3 ve N4 kodlu kremlerle 24 ve 48 saat siire ile inkiibe edilen fare
embriyonik fibroblast hiicrelerinde MDA diizeyleri Sekil 4.18’de gosterilmistir.
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Sekil 4.18. 24. ve 48. saatin sonunda fare embriyonik fibroblast hiicrelerindeki MDA diizeyleri. Veriler
ortalama+standart sapma olarak verilmigtir. (* 24. saatin sonunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak diisiik , ® 48. saatin sonunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak diisiik bulunmustur).
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5. TARTISMA

Bu ¢aligma, oncelikle, hayvan deneylerine alternatif bir yontem olarak fibroblast
hiicre kiiltiiriniin kullanilmas1 agisindan onem tasimaktadir (141,142). Deri fibroblast
hiicreleri yogun UV 1smnina maruz kalmadigi siirece ¢ok yavas yaslanmaktadir. Bu
nedenle eriskin fibroblast hiicreleri igin hiicre kiiltiiriniin yapildig1 siire¢ deri
yaslanmasi i¢in olduk¢a kisa bir siire oldugundan dolay1 belirgin bir oksidatif stres
meydana gelememektedir. Bu sebeple ¢alismamizda hizli boliinen ve bu nedenle
oksidatif strese maruziyet ihtimali cok daha yiiksek olan embriyonik fibroblast
hiicrelerinden yararlamilmistir (141,142,150). Yaptigimiz literatiir taramasinda hiicre
kiiltliriine uygulanacak numune miktarin1 belirten bir calismaya rastlaniimamastir.
Ancak, gesitli literatiirlerde deri yiizeyine uygulanmasi gereken anti-aging kremin 1 cm?
deriye 1-2 mg gelecek sekilde olmasi gerektigi belirtilmisti (151,152). Kullandigimiz
flasklarin da taban yiizey alani yaklasik 10 cm” oldugundan dolayi, kullanmamz
gereken krem miktarinin flask bagmna 10-20 pL olmasi gerektigi kararina varilmastir.
Calismamizda kullandigimiz kremlerin ¢ok yogun olmasi, dolayisiyla hiicre kiiltiir
ortamint bozabilme ihtimali nedeniyle flask basmna 10 pL anti-aging krem olacak
sekilde krem miktarinin ayarlamasini yaptik. Anti-aging krem uygulamasi igin
fibroblast hiicrelerini igeren her bir flaska igerisinde 10’ar uL. numune bulunan 100’er
puL numune siispansiyonlarindan eklenmis ve 24 ve 48 siire ile inkiibe edilmistir.
Yaptigimiz calismada dort farkli anti-aging kremin fare embriyonik deri fibroblast
hiicreleri tizerindeki antioksidan enzimler ve lipid peroksidasyonu iizerindeki etkileri ile
bu kremlerin bazi fiziksel 6zellikleri incelenmistir.

Deride serbest radikal iiretimine bagli olan oksidatif stres, kutanéz yaslanmanin
en onemli nedenlerinden biridir (153). Deride hiicresel proteinler, enzimler, DNA, RNA
ve hiicre membranindaki doymamis yag asitleri tizerindeki oksidatif hasar derinin dogal
savunma mekanizmasini bozar. Serbest radikallerin varliginda UV radyasyonu, baslica
dermisteki kollajen ve elastin lifleri olmak iizere, epidermisin ve dermisin lipidlerini,
proteinlerini etkileyerek keratinizasyon bozukluklarina neden olmaktadir (153-155).

Deri oksidatif stresten korunmak i¢in antioksidanlara gerek duyar (156).
Antioksidanlar reaktif oksijen radikallerine kars1 koruyucu mekanizmalardir. Oksijen

radikalleri belli bir seviyenin ilizerine yetersiz kaldigi durumlarda zararli olabilirler.
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Biitiin aerobik organizmalar, enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlarla serbest
radikallerin zararh etkilerinden korunmaktadir. En 6nemli antioksidan enzimler olan
stiperoksit  dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz-rediiktaz, membran
lipoproteinlerini 151ga baglh hasardan ve yaslanmadan korur (156,157).

Piyasada topikal olarak wuygulanan anti-aging preparatlarda anti-oksidan
ozelligindeki vitaminlerin kullanilmasi olduk¢a yaygindir (67). Bu vitaminlerin en
onemlileri A, C ve E vitaminleri olmakla birlikte By, B;, Bs, B, B12, D ve K vitaminleri
kullanilan diger vitaminler arasinda yer almaktadir. A vitamini anti-aging preparatlarda
retinoik asit, retinol, retinal, retinil palmitat ve retinil asetat formlarinda, E vitamini a-
tokoferol, o-tokoferol asetat ve a-tokoferol sorbat formlarinda, C vitamini ise L-
askorbik asit, askorbil glukosid, askorbil palmitat, askorbil fosfat ve magnezyum
askorbil fosfat formlarinda kullanilmaktadir (67,151,152).

Calismamizda kullandigimiz giindiiz kremi olan N3 kodlu anti-aging kremde C
vitamini tlirevi olarak askorbil fosfat ve askorbil glukosid ile E vitamini tiirevi olan
tokoferol asetat bulunmaktadir. Gece kremi 6zelliginde olan N4 kodlu krem ise a-
tokoferol ve C vitamini tiirevi olan sodyum askorbat bulunmakla birlikte A vitaminin
tiirevi olan retinil palmitat igerir. Pinnell ve arkadaglar1 C vitaminin, kollajen sentezinin
transkripsiyonel regiilasyonu i¢in gerekli oldugunu, dermal kollajen parcalanmasini
arttiran matriks metalloproteinaz {izretimini azalttigni, elastin biyosentezini inhibe
ettigini, bundan dolayr da yaslanmis deride goriilen artmis elastin depolanmasini
azaltmada faydali olabilecegini soylemislerdir (158). Ayrica vitamin C’nin, deride
pigment sentezini tirozinazi inhibe ederek azalttigini ve sfingolipid tiretimini uyararak
epidermal bariyer fonksiyonunu iyilestirdigini bildirmiglerdir (158). Boelsma ve
arkadaslari, tek basma askorbik asidin veya a-tokoferolun deride meydana gelen eritemi
azaltmazken, ikisinin kombine kullaniminin eritemi 6nemli Slgiide azalttigini tespit
etmislerdir (57). Chiu ve arkadaslar1 askorbik asidin a-tokoferolun oksidasyona ugramis
formlarinin yenilenmesine yardim ettigini, lipid membran ve hiicresel sistemlerde C
vitamininin, E vitaminini oksidasyondan korudugunu oOne siirmiislerdir (159). E
vitamini okside oldugunda tokoferoksil radikaline doniismekte ancak bu radikal C
vitamini ile etkileserek yeniden antioksidan ozellik kazanmaktadir. Bu reaksiyon
sonucunda C vitamini askorbil radikaline donligmekte ancak bu radikal glutatyon ile

etkileserek yeniden antioksidan 6zellik kazanmaktadir. Meydana gelen okside glutatyon
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ise glutatyon rediiktaz enzimi sayesinde yeniden ilk durumuna doner. Bu siklusun
tamamlanabilmesi i¢in E ve C vitaminlerinin birlikteligi kremin stabilitesi i¢in oldukca
onem tagimaktadir (159). Bu nedenle, bu c¢alismada giindiiz kremi 6zelliginde olan
N3’iin C ve E vitaminleri kombine olarak kullanmasi 6zellikle UV isinlarindan
kaynaklanan oksidatif hasarin 6nlenmesinde 6nemli rol oynadigi kanaatine varilmaistir.
Giinimiiz kremlerinde siklikla kullanilan E vitamini tiirevleri o-tokoferol,
tokoferol asetat ve tokoferol linoleattir (67,152). Bunlarda 6zellikle tokoferol astat ve
tokoferol linoleat dogal nemlendirici 6zelligi nedeniyle sa¢ ve cilt bakim triinlerinde
siklikla kullanilmaktadir (67,152). Thiele ve arkadaslari, E vitamininin epidermisteki
major antioksidan oldugu, azalmasmin ¢evresel oksidatif hasar i¢in erken ve hassas bir
belirleyici oldugu gosterilmistir (160). Yapilan ¢alismalarda tokoferol asetatin deriden
cok 1yi absorblanabildigi ancak biyolojik aktif form olan a-tokoferole yeteri kadar
dontismedigi gosterilmistir (160). Gallardo ve arkadaslari, vitamin E’nin % 2’lik lipojel
ve hidrojel formiilasyonlarmin yaslanma tedavisinde kullanilabilecegini bildirmislerdir
(161). Hidrojel formiilasyonunun fotohasarli deride antioksidan olarak, lipojel
formiilasyonunun ise fotohasarli ve ayrica kronolojik olarak yaslanmis deride
antioksidan 6zelligiyle kullanilabilecegini sdylemislerdir (161). Yaptigimiz calismada E
vitamini, N3 kreminin igerisinde tokoferol asetat, N4 kreminin i¢erisinde ise aktif formu
olan a-tokoferol halinde bulunmaktadir. Tokoferol asetatin giiglii nemlendirici
ozelliginden dolay1 giindiiz kreminde, a-tokoferoliin ise gii¢lii antioksidan 6zelliginden
dolay1 gece kreminde tercih edildigini diisiinmekteyiz. Yaptigimiz ¢alismada da hem 24
saat hem de 48 saat siire ile inkiibe edilen hiicrelerdeki katalaz aktivitesinin en yliksek
ve MDA diizeyinin en diisiik oldugu grubun N4 kodlu krem uygulanan grup olmasi,
topikal olarak a-tokoferoliin, tokoferol asetattan daha etkin oldugunu gostermektedir.
Vitamin E’nin tiim insan derisinde herhangi bir fotokoruma saglayabilmesi i¢in
vitamin C, selenyum veya tiyoller gibi antioksidanlarla kombine olarak kullanilmasi
gerekir (67). Bu kombinasyonun sebebi bu antioksidanlarin tokoferoun degredasyonunu
engellemesidir (67). Yaptigimiz calismada hem N3 hem de N4 kodlu kremlerde E
vitamininin yaninda C vitamini de kullanilmaktadir. Fibroblast hiicre kiiltiiriinde katalaz
aktivitesinin her iki siire sonunda da en fazla N4 daha sonra da N3 kodlu kremlerin

uygulandig1 gruplarda yiiksek bulunmasi, C vitamininin, a-tokoferolun oksidasyona
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ugramis formlarinin yenilenmesine ve hiicresel sistemlerde ve lipid membranlarda
okside olmasini engellemesinden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

N4 kodlu krem C ve E vitaminlerinin kombine kullanimi gibi giiglii antioksidan
ozellik tagimasinin yani sira A vitaminini de icermektedir (67). A vitamini ve tiirevleri
genellikle giines 15181 altinda degrede olduklarindan dolay1 genellikle gece bakim
kremlerinde tercih edilmektedir. A vitamini hem tamir edici mekanizma ile hem de var
olan hasarm ilerlemesini engelleyerek fotohasar1 gidermeye yardimei olur (67,152).
Weinstein ve arkadaslari, retinoik asitin, deride UV temas1 sonrasi hasar olusturan
metalloproteinazlar iizerinde inhibitor etki gostererek kollajen yikimmi azalttigim
gozlemlemisleridir (162). Shapiro ve arkadaslar1 ise A vitamininin keratinosit ve
fibroblast profilerasyonunu aktive ettigini, bu sayede daha fazla kollajen iirettirdigini ve
dermisi kalinlastirarak travmalara kars1 direnci arttirdigini bildirmislerdir (163). Ayrica
kollajen {iiretiminin artmasi, kirisiklik ve derin ¢izgilerin giderilmesinde ve UV’den
kaynaklanan pigmentasyonu inhibe etmektedir (163). N4 kodlu kremin yapisinda
bulunan retinil palmitat en kolay formularize edilebilen retinoid olup kutan6z enzimatik
ester bagi ile retinol ve retinoik aside doniiserek aktif hale doniisiir. Retinol esteri
yapisinda olan retinil palmitat, epidermisin fizyolojik yapisindaki en yaygm A vitamini
formudur. Bu nedenle kozmetik ve kozmesotiklere siklikla konulmaktadir. Retinil
palmitatin molekiiler agirlig1 biiyilk oldugundan dolay1r formiilasyonlarda stabildir.
Diger retinil ve retinol esterleri gibi UV 1sinlarin1 absorblama yetenegine sahiptir.
Retinil palmitatin topikal kullanimi ile UV’ye bagli olusan DNA hasar1 ve eritem
Onlenebilmektedir. Retinil palmitatin deri yaslanmasiyla ile ilgili klinik caligmalar
yeterli olmasa da giiglii bir anti-oksidan 6zellige sahip oldugu bilinen bir gergektir
(67,163).

Yaptigimiz calismada, antioksidan vitaminler olan A, C ve E vitaminleri N4
kreminde kombine halde bulunmaktadir. Calismamizda her iki siire sonunda da fare
embriyonik fibroblast hiicre homojenizatlarinda MDA diizeyinin en diisiik, katalaz
aktivitesinin ise en yiiksek oldugu grubun bu grup olmasi A vitaminin énemli bir topikal
antioksidan oldugunun gostergesidir. Calismamizda yer alan N1 ve N2 kodlu kremlerde
hi¢bir antioksidan vitamin yer almamaktadir. Hem 24 saat hem de 48 saat siire ile N1 ve
N2 kodlu kremlerle inkiibe edilen fibroblast kiiltiirlerinde MDA diizeyinin azalmasi1 ve

katalaz seviyesinin artmasi preparatlarda kullanilan diger antioksidan 6zellikteki
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maddelerden kaynaklandigmi diistinmekteyiz. Ancak 6zellikle katalaz aktivitesinin N1
ve N2 kodlu kremlerin uygulandigi fibroblast hiicrelerindeki katalaz aktivitesindeki
artisin, N3 ve N4 kodlu kremlerin uygulandig1 gruplar kadar yiiksek olmamasi bu
preparatlarda antioksidan vitaminlerin bulunmamasindan dolay1 olabilecegini
sanmaktayiz. N1 ve N2 kodlu kremlerin uygulandig1 gruplarda katalaz aktivitesinin
diger gruplar kadar artmamasina ragmen MDA diizeylerindeki anlamli azalmanin
sebebinin katalaz enziminin fibroblastlarda meydana gelen hidrojen peroksit
radikallerinin temizlenmesi sirasinda tiiketilmesinden ve ortamda antioksidan vitamin
olmadigidan dolay1 da tekrar yiikselemediginden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

N4 kodlu kremin uygulandig hiicrelerde katalaz aktivitesinin N3 kodlu kremin
uygulandig1 gruba kiyasla yiiksek, MDA diizeyinin ise diisiik olmasinin sebebi, N4’{in
bir gece kremi olmasindan dolay1 igerisindeki antioksidan vitamin konsantrasyonunun
giindliz kremi olan N3’e nazaran daha yogun olabileceginden kaynaklaniyor olabilir
(76,152). Ancak kremlerin ambalaj bilgilerinde icerdikleri biyoaktif maddelerin
ylizdeleri yazmadigindan dolay1r bu saptamayi sadece literatiir bilgimize dayanarak
sOylemekteyiz. Gece kremi 6zelliginde olan N2 ile yine ayni firmaya ait olan ancak
giindiiz kremi niteligindeki N1 kreminin uygulandiklar1 hiicrelerdeki katalaz
aktivitesindeki artis ve MDA diizeyindeki azalis kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli olmasma ragmen, kendi aralarinda anlamli bir fark gostermemesinin
sebebinin yapilarinda antioksidan vitamin olmamasindan dolay1 oldugunu sanmaktayiz.
Tim gruplardaki SOD aktivitesinin ise kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark
gostermemesinin nedeninin ise fizyolojik sartlarda olusan lipid peroksidasyonunun
SOD aktivitesini tiiketmesinden ve belirli bir diizeyde tutmasindan kaynaklandigini
disiinmekteyiz (152,155).

Anti-aging preparatlarin igeriklerindeki bir diger 6nemli etken madde grubu ise
peptid ve proteinlerdir. Aslinda sa¢ ve cilt bakim {iriinlerinde proteinler ¢ok uzun
yillardan beri kullanilmaktadir (151,164). Kozmesotiklerde kullanilan proteinler
genellikle hayvansal veya bitkisel olmakla birlikte bu protein molekiilleri saf ya da
hidrolize olarak kullanilmaktadir. Li ve arkadaslari, keratinosit ve fibroblast hiicre
kiiltiirlerinde yaptiklar1 ¢alismada, proteinlerin canli epidermis ve dermise ulasmalari
durumunda fibroblastlar1 yenilediklerini, epidermis hiicrelerinde protein sentezini

arttirdiklarin1 ve bu sayede deri yaslilik belirtilerini azalttigini, deri elastikiyetini ve
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sikligm arttirdiini tespit etmislerdir (164). Ancak in-vitro ¢aligmalarda son derece
olumlu sonuglar elde edilmesine ragmen in vivo sartlarda proteinlerin deriden emilip
deri esnekligini ve sikligini arttirdigini gosteren yeterli ¢alisma bulunmamaktadir (164).
Kozmesotiklerde kullanilan protein ve yiiksek molekiil agirlikli hidrolizatlarin cilt
iizerinde film olusturma &zelliklerinden yararlanilmaktadir. Proteinler deri ylizeyinde
Olii epidermis tabakasinin keratiniyle etkileserek derinin nem igerigini arttirmakta,
derinin esnekliginde artisa neden olarak deriyi korumakta ve mikrogoriintii daha diizgiin
duruma gelmektedir (151,164). Kozmesdtiklerde siklikla kullanilan proteinler arasinda
yer alan badem, fibronektin, kollajen, elastin, retikiilin, siit proteini, yulaf proteini, ipek
proteini, soya proteini, bugday proteini ve maya proteini hidrolizatlar, deri irritasyonunu
engelleyici ve nemlenlendirici olarak, ¢oziiniir kollajen desamido kollajen, albumin ve
sodyum kazeinat nemlendirici ve koruyucu olarak, jelatin ise viskozite arttirici, film
olusturucu, nemlendirici ve cilt koruyucu olarak kullanilmaktadir (151,164,165).

Calismamizda kullandigimiz kremlerden N1 ve N2 kodlu kremler hidrolize inci
proteini, N3 kodlu krem ise hidrolize ipek proteini, N4 kodlu krem ise ise hidrolize soya
proteini igermektedir. Calismamizdaki kremlerin iceriginde bulunan inci, ipek ve soya
proteinleri hidrolifik yapidaki proteinler olduklarindan dolay1 emiilsiyonlar tipi kremler
icin olduk¢a uygun yapilar olup herhangi bir stabilite sorununa yol agmamaktadirlar
(164). Bu {i¢ proteinin de nemlendirici, koruyucu, film olusturucu ve irritasyonu
onleyici etkisi bilinmektedir (164). Andrei-Frei ve arkadaslari soya proteinlerinin
lipozomlarmi yag/su tipi emiilsiyon ile karistirip deneklere bir ay boyunca giinde iki kez
uyguladiklarinda soya peptidlerinin deriden emilerek fibroblastlara ulasabildiklerini ve
deride kollajen ve glikozaminoglikanlarin sentezinin arttigimi tespit etmislerdir (166).
Ancak proteinlerin ve hidrolizatlarinin, fibroblast hiicrelerinin antioksidan aktiviteleri
iizerine etkilerini aydinlatacak Onemli bir calisma literatiirde yer almamaktadir
(166,167). Bu nedenle, kozmesétiklerin iceriginde bulunan protein ve hidrolizatlarinin
in vivo ve in vitro ortamlarda fibroblast hiicrelerinin antioksidan savunma
mekanizmalarini agiklayacak ¢alismalara ihtiyag vardir (166,168,169).

Kozmesdtik preparatlarda kullanilan bir diger grup olan aminoasitler, sulu
cozeltilerinde stratum corneumdan gecerek fibroblastlara ulagsmaktadir (25,170,171).
Amino asitlerin sulu ¢ozeltilerinin uygun bir kozmetik tasiyici sistemiyle veya deriden

emilimi arttran yardimci maddelerle birlikte kullanilmasi durumunda deriden
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emilimlerinin kolaylagabilmektedir (172). N4 kodlu kremde arjinin, glisin ve prolin
aminoasitleri kullanilmistir. Ayrica N1 ve N2 kodlu kremlerde gliserin/palmitoil
tripeptid-5 kullanimistir. Kozmesdtiklerin igeriginde bulunan tripeptidler, pentapeptidler
ve hekzapeptidlerin deri yaslanmasini engelleme, kirisikliklar1 azaltma ve giderme gibi
etkileri mevcuttur (151,173). Ancak, kozmesotik preparatlarda aminoasit ve polipeptid
kullaniminin deri fibroblastlar1 iizerinde antioksidan etkiye sahip olup olmadigini
bildiren bir bilgiye literatiirde rastlanilmamustir (151,173).

Bitkilerin veya bitkisel tirtinlerin kozmesotik preparatlarda kullanimi ¢ok uzun
yillar dncesine dayanmaktadir. Ozellikle bitkisel ekstreler kozmesotiklerin icerigindeki
en Onemli antioksidan kaynaklaridir (151,174). Bitkisel irlinlerin en Onemli
avantajlarindan birisi, lirtinii kullanan kisilerde istenmeyen etkilerin goriilme olasilig1
nispeten daha azdir. Bazi bitkisel iirlinlerin oldukca faydali etkileri bulunmasina
ragmen, bazilar1 oldukca toksik etkiye sahip olabilmektedirler. Bu nedenle
kozmesotiklerin igerigine giren bitkisel {irlinlerin terapdtik ve toksikolojik etkilerinin
cok 1yi bilinmesi gerekmektedir (174).

Calismamizda kullandigimiz kremlerde bitkisel iirlin olarak, N1 ve N2 kodlu
kremlerde kodlu kremde Laminaria japonica (konbu) ekstresi, Usnea barbata (sakal
likeni) ekstresi, Oryza sativa (piring) kallus kiiltiir ekstresi, Zanthoxylum piperitum
(Japon biberi) ekstresi, Angelica keiskei (ashitaba) yaprak/kok ekstresi, Aloe ferox
(sarisabir) ekstresi ve Laminaria digitata (deniz yosunu) ekstresi, N3 kodlu kremde
Saxifraga sarmentosa (taskiran ¢igegi) ekstresi, Morus nigra (kara dut) kokii ekstresi,
Scutellaria baicalensis (¢in takke cigcegi) koki ekstresi ve Vitis vinifera (liziim) ekstresi,
N4 kodlu kremde Glycine soja (soya fasulyesi) yagi, Simmondsia Chinensis (jojoba)
yag1, Pyrus malus (elma) ekstresi, Vitis vinifera (liztim) ekstresi, Glycine soja (soya
fasulyesi) kat1 yagi, Eucalyptus globulus (okaliptus) ekstresi, Geum Rivale (karanfil
kokii) ekstresi, Lupinus albus (ac1 bakla) ekstresi, Oenothera biennis (aksam sefasi)
yagi, Vitis vinifera (liziim) ¢ekirdegi yagi, Thymus vulgaris (kekik) ekstresi ve
Helianthus Annus (ay¢icegi) ¢cekirdegi yagi bulunmaktadir.

N1 ve N2 kodlu kremlerde yer alan kombu ekstresi, sakal likeni ekstresi, piring
kallus kiiltlir ekstresi, Japon biberi ekstresi, ashitaba yaprak/kok ekstresi, sarisabir
ekstresi ve deniz yosunu ekstreleri cildi nemlendirir, sekillendirir ve korurken bu

bitkisel maddelerden sadece Japon biberi ve deniz yosunu ekstrelerinin kismi olarak
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antioksidan 6zelligi bilinmektedir. Sarisabir bitkisinin ise antioksidan etkisi oldugu
kadar prooksidan etkisi de bulunmaktadir (175,176). N1 ve N2 kodlu kremlerin
uygulandig1 fibroblast hiicrelerinde katalaz ve SOD aktivitelerinin kontrol grubuna
kiyasla anlamli 6lgiide artmamasmin sebebinin bu kremlerde kullanilan bitkisel
iriinlerin  ¢ok fazla antioksidan oOzellik gostermemesinden kaynaklandigini
diistinmekteyiz. Buna paralel olarak da bu iki kremin uygulandigi hiicrelerde MDA
diizeylerindeki azalmanin diger kremlere kiyasla fazla olmamasmin sebebinin de bu
nedenden kaynaklanabilecegini diistiniiyoruz (18).

N3 kodlu kremlerde yer alan taskiran c¢icegi ekstresi renk acict olarak
kullanilmaktadir. Bu kremin igerigindeki ¢in takke cice8i kokii ekstresi icerdigi
polifenolik maddeler sayesinde, karadut kokii ekstresi icerdigi antosiyaninler sayesinde,
iizlim ekstresi ise igerdigi biyoflavonoidler ve proantosiyanidinler sayesinde ¢ok giiclii
antioksidan ozellik tasimaktadir (157,175,176). Yaptigimiz calismada da N3 kodlu
kremin uygulandig1 hiicrelerde katalaz aktivitesinin oldukca yliksek, MDA diizeyinin
ise oldukca diisiik c¢ikmasmin sebebinin bu kremin icerdigi giiclii antioksidan
molekiillerden kaynaklandigini1 diisiiniiyoruz. Bu kremin uygulandig1 gruplarda SOD
diizeyinin yeteri kadar artmamasmin sebebinin, fibroblast hiicreleri ortamdaki serbest
radikalleri temizlerken SOD aktivitesinin olusan oksidasyon iiriinlerinin yok edilmesi
sirasinda tiiketilmesinden kaynaklandigini diistinmekteyiz (18,49).

N4 kodlu krem ise igerdigi elma, iiziim, soya fasiilyesi, okaliptus, karanfilkokii,
act bakla ve kekik ekstreleri ve soya fasiilyesi, jojoba yagi, aksam sefasi, liziim
cekirdegi ve aygicegi cekirdegi yaglar1 sayesinde cildin incelmesini, kurumasini
yavaslatir, yagslanmay1 geciktirir, cildi besler, cildi yeniler, onarir, sekillendirir ve cildin
pH’sin1 dengeler (157,175,176). Ancak bu bitkisel {iriinlerden soya fasiilyesi ve jojoba
yagt icerdigi isoflavonlar sayesinde giiclii bir antioksidan Ozellik tasimaktadir
(75,157,174,176). Bunun yani sira soya fasulyesi ekstresi icerdigi genistein ve daidzein
adli isoflavonlar sayesinde, {liziim ¢ekirdegi ekstresi igerdigi katesin ve epigallokatesin
gibi monomerik flavonoller, polifenolik proantosiyanidinler ve gallik ve elajik asit gibi
bazi fenolik asitler sayesinde c¢ok giiclii antioksidan Ozellik gosterirler (174,176).
Yaptigimiz ¢aligmada da bu bitkisel iirlinleri iceren N4 kodlu anti-aging kremin
uygulandig1 fibroblast hiicrelerinde katalaz aktivitesindeki artisin en fazla MDA

diizeyindeki azalisin diger kremlerin uygulandig1 gruplara kiyasla en fazla olmasinin
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sebebinin, bu kremin icerdigi antioksidan 6zellikteki bitkisel tiriinlerden kaynaklandigi
kanaatindeyiz (18,49).

Gorildigi  gibi  bitki Ozleri anti-aging preparatlarma en sik eklenen
maddelerdendir. Literatiirde ¢ok sayida bitkisel ekstrenin ve bilesigin, deriyi oksidatif
strese karst koruduguna dair bulgular yer almaktadwr. Calismamizda kullandigimiz
kremlerde yer almayan ancak antioksidan etkisi ispat edilmis bir¢ok bitki ekstresi
mevcuttur. Yesil ¢ay, siyah ¢ay ve oolang c¢ayr ekstreleri, gingko biloba ekstresi,
biberiye ekstresi, alg ekstresi ve devedikeninden elde edilen silimarin kozmetik
iirtinlerinde kullanilan diger bitkisel iirtinlerdir (19,63,75,77,165,174).

Yaptigimiz ¢alismada N1, N2, N3 ve N4 kodlu kremler 48 saat boyunca inkiibe
edildiginde fibroblast hiicrelerinde katalaz ve SOD aktivitelerindeki artig, yine bu
kremler ile 24 saat boyunca inkiibe edilen fibroblast hiicrelerindeki artisa nazaran daha
yiliksek bulunmustur. Kontrol grubunun 48. saatin sonundaki katalaz aktivitesi ile 24.
saatin sonundaki katalaz ve SOD aktivitesi kiyaslandiginda, 48. saatin sonundaki
katalaz aktivitesi daha diisiik, SOD aktivitesi ise daha yiiksek bulunmus, bu durumun
krem uygulamasi yapilmayan fibroblast hiicrelerinde zamana bagli gozlenen lipid
peroksidasyonundan kaynaklandig1 kanaatindeyiz (18,49).

Calismamizda her dort krem ile inkiibe edilen fibroblast hiicrelerinde MDA
diizeyleri her iki stirenin sonunda da diisiis gostermektedir. Ancak 48. saatin sonundaki
diisiis 24. saatin sonundaki diisiise kiyasla istatistiksel olarak daha anlamli bulunmustur.
Bunun nedeninin anti-aging kremlerin uzun siire ile kullanimi1 sonucunda daha iyi bir
antioksidan etki meydana getirdiginden ve ortamdaki serbest radikalleri daha fazla
stipiirdiiglinden dolay1 olabilecegi diislincesindeyiz (18,49). Kontrol grubunun 48. saatin
sonundaki MDA diizeyi ile 24. saatin sonundaki MDA diizeyi kiyaslandiginda, 48.
saatin sonundaki MDA diizeyi daha yiiksek bulunmus, bu durumun krem uygulamasi
yapilmayan fibroblast hiicrelerinde zamana bagh gozlenen serbest radikal miktarmdaki
artistan kaynaklandigmi diisiinmekteyiz (18,49).

Yaptigimiz calismada fibroblastlardaki katalaz ve SOD aktivitesindeki artisin en
fazla oldugu grubun N4 kodlu kremin uygulandigi grup oldugu goriilmiistiir. N4 kodlu
krem bir gece kremi olmakla birlikte igerisindeki A, C ve E vitaminleri ile antioksidan
ozellikteki bitkisel iiriinler sayesinde giiclii bir serbest radikal siipiiriicii etkiye sahip

oldugunu diisiinmekteyiz (18,49,67). ikinci sirada yer alan N3 kodlu krem bir giindiiz
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kremi olup, N4 kodlu kremle ayni firmanin {iriniidiir. Bu kremde bulunan C ve E
vitaminleri ile antioksidan etkili bitki ekstreleri serbest radikal temizleyici olarak rol
aldiklarmi tahmin etmekteyiz (18,49). N1 ve N2 kodlu kremler de N3 ve N4 kodlu
kremler kadar olmasa da katalaz ve SOD diizeylerinde artisa, MDA diizeylerinde
azalmaya neden olmuslardir. Ancak Ozellikle katalaz aktivitesindeki artisin diger
kremler kadar yiliksek olmamasinin sebebinin igerisinde antioksidan vitamin
bulunmamasindan ve muhteviyatinda bulunan bitkisel drlinlerin antioksidan
ozelliginden ziyade cildi nemlendirme, sekillendirme ve koruma etkisine sahip
oldugundan kaynaklandigini diistinmekteyiz (18,49).

Tiim uygulama gruplarinda 48. saatin sonundaki katalaz ve SOD aktivitesindeki
artis, 24. saatin sonundaki artisa, 48. saatin sonunda MDA diizeyindeki azalis ise 24.
saatin sonundaki azaliga gore daha yiiksek bulunmustur. Bunun sebebi hiicrelerin anti-
aging kremler ile uzun siireli inkiibe edildiginde antioksidan savunma sistemin daha
fazla devreye girmesi ve serbest radikal silipiirme etkisinin daha yogun olmasindan
kaynaklandig1 kanaatindeyiz (18,49).

Derideki antioksidan savunma sistemi son derece karmasik bir yapidan olusup
cok sayidaki enzimatik ve non-enzimatik yapidaki elemandan olusur. Bu nedenle
antioksidan olarak kullanilacak kozmesotik iirliniin sadece tek bir antioksidan
icermesindense birka¢ antioksidan maddenin birlikte kullanilmasmin daha iyi sonug
verecegi diisiiniilmektedir. Yaptigimiz ¢calismada da antioksidan vitaminlerle bitkisel
ekstrelerin bir arada kullanildig1 kremlerin antioksidan etkisinin daha fazla oldugu
goriilmektedir (18,61).

Hiicrelerin canlilik yiizdelerine baktigimizda, 24. ve 48. saatin sonunda hiicre
sag kalim oranlarin diistiigiinii gérmekteyiz. 24. saatin sonunda bu diisiisiin en fazla
oldugu grup srrasiyla N3, N4, N2 ve N1 olarak tespit edilmistir. Tripan mavisiyle
yaptigimiz sayimlarda hiicre canlilifindaki azalmanin kremlerin yapisindaki kimyasal
maddelerden kaynaklandigini diisiinmekteyiz (131,144,169). N3 kodlu krem icerdigi
sodyum siilfit, sodyum metabisiilfit, biitilparaben ve etilparaben gibi kimyasal
koruyucular, hidroksietil lire gibi nemlendirici ajanlar ve benzofenon-3, etilheksil
salisilat ve etilheksil metoksisinnamat gibi kimyasal, titanyum dioksit gibi fiziksel
giines koruyucular nedeniyle hiicre Oliimiine neden oldugunu diisiinmekteyiz

(130,131,144,169). N4 kodlu krem icerigindeki fosforik asit, izobiitilparaben,
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propilparaben, biitilparaben, etilparaben, ve metil paraben gibi kimyasal koruyucular ve
imidazolidinil iire gibi nemlendirici ajanlar nedeniyle, N2 ve N1 kodlu kremler ise
icerigindeki metilparaben ve propilparaben gibi kimyasal koruyucular nedeniyle hiicre
Olimiine neden olduklarin1 zannetmekteyiz (177,178). 48. saatin sonundaki hiicre
Oliimlerine bakildiginda en fazla ¢liimiin sirastyla N3, N4, N1 ve N2 kodlu kremlerin
uygulandig1 gruplarda oldugunu gormekteyiz. Goriildigii gibi kremlerin igerigindeki
kimyasal maddeler arttikca hiicrelerin canlilik yilizdelerinde azalma gozlenmektedir
(144,169,177,178). Tiim uygulama gruplarinda 48. saatin sonundaki canlilik oranlari,
24. saatin sonundaki canlilik oranlarma kiyasla daha diisiik bulunmustur. Bu veri
1s181nda, uzun siire anti-aging kremlerle inkiibe edilen fibroblast hiicrelerinde kimyasal
maruziyet arttigindan dolay1 hiicre canliliginda azalma meydana geldigini s0yleyebiliriz
(177,178).

Calismamizda kullandigimiz kremlerin ayn1 zamanda pH, viskozite ve
emiilsiyon tipi gibi fiziksel dzelliklerini de inceledik. Incelenen anti-aging kremlerin
pH’lart; N1 kodlu kremde 6.02, N2 kodlu kremde 6,36, N3 kodlu kremde 5,89 ve N4
kodlu kremde 5,94 olarak oSlgiilmiistiir. Gortldiigii tizere tiim kremlerin pH degerleri
5,89-6,36 arasinda degismektedir. Cildin pH’s1 ise 5.5-6.5 arasinda degismektedir
(139,140). Kullandigimiz tiim kremlerin cildin pH araliginda bulunmasi deri-krem
uyumlulugu ve olusabilecek bir alerjik irritasyonun 6niine gegilebilmesi agisindan dnem
tasimaktadir (139,140). Calismamizda kullandigmmiz kremler, 1:9 (v/v) oraninda
DMEM tamponu ile sulandirilmistir. Bu sayede hem kremin yogunlugu azaltilmis hem
de asil onemlisi kremlerin pH’sinin, fibroblast hiicelerinin ¢ogalma pH’s1 olan 7,2’ye
tamponlanmasi ve hiicre kiiltiirlinlin pH’sinda olas1 bir degismenin Oniine gegilmesi
miimkiin olmustur (139,140).

Calismamizda kullandigimiz kremlerin viskozite degerlerini; N1 kodlu kremde
22.64 cP, N2 kodlu kremde 23,08 cP, N3 kodlu kremde 15,8 cP ve N4 kodlu kremde
18,06 cP olarak tespit ettik. Bu degerler ayn1 kremlerin ardi ardina 5 defa viskozitesinin
Ol¢lilmesi ve bulunan degerlerin ortalamasmin almmasiyla bulundu. Goriildiigii gibi
ayni firmaya ait olan N1 ve N2 kodlu kremlerin viskoziteleri, diger firmanmn triinleri
olan N3 ve N4 kodlu kremlere nazaran daha yiiksek bulunmustur. Burada dikkati ¢eken
bir diger ayrint1 da her iki firmanin gece kremlerinin viskoziteleri yine aymi firmalarin

giindiiz kremlerine kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Bunun sebebinin giindiiz
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kremlerinin giines 15181 altinda fazla parlama yapmamasi i¢in daha ince bir yapida, gece
kremlerinin ise besleyici ve onarici bir etkiye sahip olabilmesi i¢in daha yogun bir
yapida olmasindan kaynaklandigmni diistiniiyoruz (139,140,151).

Elimizdeki tim kremlerin emiilsiyon tipleri incelendi ve hepsinin y/s tipi
emiilsiyon oldugu belirlendi. Calisilan kremlerin y/s tipi emiilsiyon olmasi, derinin
nemlendirilmesi agisindan olduk¢a Onem tasimaktadir. Ayrica, maliyetinin az,
hazirlanmasinin kolay olmasi, sicaklik degisikliklerinden kolayca bozulmamalari, yag
fazinin kolayca kokusmamasi ve goriiniislerinin estetik agidan giizel olmas1 y/s tipi
emiilsiyonlarm en Onemli Ozellikleridir. y/s tipi emiilsiyon kullanilan anti-aging
kremlerin muhteviyatinda bunan hidrolize proteinler, aminoasitler, oligopeptidler,
bitkisel ekstreler ve C vitamini su fazinin igerisinde, A ve E vitaminleri ile bitkisel
yaglar ise yag fazinin igerisinde ¢6ziinmektedir (67,77,140,152,165).

Antioksidanlar, bugiin kozmetik bakim iirlinlerinde giincelliklerini koruyan ve
giin gectikce daha fazla ilgi odagi olan yapilardir (140,151). Yapilan bilimsel ¢alismalar
incelendiginde ¢esitli cilt bakim Triinlerinde yashilik belirtilerinin - olusumunu
geciktirmek veya olusmus belirtilerin hafiflemesini saglamak i¢in birgok antioksidan
mevcut olup, bu antioksidan molekiilleri tagiyan ¢ok sayida farmasoétik iirtin gelistirilmis
ve tizerinde ¢alisilmistir (139,140).

Deri iizerinde antioksidan etkiye sahip olabilecegi diisiiniilen molekiiller 6nce in
vitro olarak antioksidan aktivite acisindan degerlendirilmekte, daha sonra fibroblast ve
keratinosit hiicre kiiltlirii iizerinde antioksidan aktivitelerine bakilmakta daha sonra
gerek duyulursa hayvanlara uygulanarak in vivo ortamda deri antioksidanlar1 tizerindeki
etkileri ispatlanmaktadir (179-181). Daha sonra, bu antioksidan molekiilleri igeren
farmasotik preparatlar hazirlanmaktadirlar  (139,179). Antioksidan molekiillerin
kimyasal stabilitesindeki degisiklikler bu tarz farmasoétik preparatlar i¢in en Snemli
handikaplardan biridir. Bu nedenle son yillarda mikroemiilsiyonlar, nanoemiilsiyonlar,
lipozomlar, niozomlar, transferzomlar ve molekiiler tasiyicilar gibi dozaj sekillerinden,
antioksidan molekiillerin bulundugu kozmesoétik iiriinlerde siklikla yararlanilmaktadir
(76,139,140,151,173).

Kozmesd6tik iirlinlerin yapisina giren biyoaktif maddelerin deney hayvanlari
iizerindeki etkinlik ¢aligmalar1 yapilabilmesine ragmen bitmis iirlinlerin aym sekilde

incelenmesi gerek uygulamadaki zorluklar gerekse bazi etik problemler tasidigindan
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dolay1 pek tercih edilmemektedir. In vivo calismalarda deney hayvanlarinda meydana
gelen stres durumu zaman zaman deneyin sonuglarmi etkileyebilmektedir (182). Bitmis
kozmesotik triinleriyle hayvanlar iizerinde yapilan draize (gdz tahris) testleri, LD50
(lethal doz) testleri ve dermal toksisite testleri oldukga etik tartismalara yol agmustir. Bu
nedenle kozmesotik lriinlerin incelenmesinde in vivo deneylere alternatif yontemlerin
gelistirilmesi gerekmektedir. Bu amagla kozmesotik sanayisinde “skintex™ adi verilen,
insan derisine denk suni sistemler ve “eyetex” adli verilen, insan gdziine denk suni
sistemler kullanilmaktadir (182,183). Ayrica, son yillarda sitotoksisite, genotoksisite,
mutajenite ve biyoetkinlik arastrmalarinda hiicre kiiltiirlinden yararlanilmaya
baslanilmistir (182,183). Kozmesétik triinlerin hiicre kiiltiirii ortaminda incelenmesi
basta etik problemleri ortadan kaldirdigi gibi deney hayvanlarindan kaynaklanan
problemlerin Oniine geg¢ilmesinde ve sonuclarin dogrudan insanlara yansitilmasinda
olduk¢a kullanighdir. Ayrica, kozmesotik calismalarinda hayvan deneylerine alternatif
yeni yOntemlerin gelistirilmesi, in vitro ve ex vivo yodntemlerden yararlanilmasi,
kozmesotik triinleri kullanirken bilingli davranilmasi, matematik modellerden ve veri
bankalarindan yararlanilmasi ¢evreye ve insanlara saygili bir yarinlar i¢in oldukca énem

tasimaktadir (76,140,182,183).
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6. SONUC ve ONERILER

Ulkemizde son yillarda 6nem kazanan ve hizla gelisen kozmetik sektdriinde
klasik yontemler kullanilmaktadir. Oysa, insan deri fibroblastlartyla gergeklestirilecek
hiicre kiiltiirii tekniginin kozmetik iirlinlerde etkinlik ve toksisite ile ilgili kontrol
calismalarinda kullanilmasi ile daha giivenli ve etkin {iriinler elde edilmesi miimkiin
olacaktir. Bu tez c¢alismasinda amacglanan iilkemizde anti-aging preparatlar iireten
kozmetik sektoriinde kalite kontrol ¢alismalarinda kullanilabilecek hiicre kiiltiirii tetkik
yontemlerinin gelistirilmesidir.

Literatiirde hiicre kiiltiiri tekniginin kozmetik iirinlerde kullanimina ait sadece
birka¢ ¢aligmanin yer almasi, tezin basarili olmasi halinde kozmetik bilimine énemli bir
katki saglayacagini gostermektedir. Anti-aging tiriinlerin iiretildigi kozmetik sektoriinde
uygulanabilir hizli ve etkin bir metodun gelistirilmesi, ililkemizde bu sektdre biiyiik
katki ve kazanmim saglayacaktr. Bu ¢alismanin Farmasotik Biyoteknoloji’nin

kozmetolojide dnemli bir uygulama alani olacagi diisiiniilmektedir.
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