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OZET

Yildirnmvuran D. Sicanlarda Ultraviyole A ve B ile indiiklenmis Deneysel Deri Hasar1 Modelinde
Curcumin ve Alfa Lipoik Asitin Antiapoptotik, Antioksidan ve Doku Koruyucu Etkilerinin,
Molekiiler Stereolojik ve Biyokimyasal Yontemlerle Degerlendirilmesi. Van Yiiziincii Yiul
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal Yiiksek Lisans
Tezi, Van, 2019. Deneysel olarak si¢an sirt derisinde olusturulan Ultraviolet A ve B (UVAB) hasarina
kargt Curcumin (CUR) ve Alfa Lipoik Asit (ALA)’nin tedavi etkinlerinin immiinohistokimyasal
(TUNEL), biyokimyasal ve stereolojik yontemlerle arastirilmasi amaglandi. 200-300 gram arasinda
agirliga sahip erigkin Albino Wistar cinsi 42 adet disi si¢can kullanildi. Sicanlar rastgele segilerek her biri
yedi sigandan olusan altt grup olusturuldu. Sirasiyla; Kontrol, UVAB, CUR, ALA, UVAB+CUR,
UVAB+ALA gruplar1 olusturuldu. UVAB, UVAB+ALA ve UVAB+CUR grubundaki si¢anlar bir ay
stireyle giinde iki saat UVAB 1sinia maruz birakildi. UVAB+ALA ve UVAB+CUR gruplart UVAB’ye
maruz birakilmadan 30 dk once sirastyla gavaj yoluyla 100 mg/kg/giin ALA ve 100 mg/kg/giin CUR
verildi. ALA grubuna 100 mg/kg/giin ALA ve CUR grubuna ise 100 mg/kg/giin CUR gavaj yoluyla 30
giin boyunca verildi. 30. giiniin sonunda si¢anlar perfiizyona alinarak sirt deri dokular1 alindi ve ardindan
stereoloji, TAS, TOS, OSI ve TUNEL calisildi. Stereolojik bulgularda UVAB ve Kontrol gruplarindaki
sicanlarin dorsal deri epidermis kalinliklar1 ve epidermis hacim oranlar1 kiyaslandiginda UVAB’de artisin
anlamli oldugu goézlendi (p<0,05). UVAB+ALA ve UVAB+CUR gruplari UVAB grubuyla
kiyaslandiginda ise anlamli bir azalma gozlendi (p<0,05). Kontrol grubuyla UVAB grubu
karsilastirildiginda, UVAB grubunda Total Oksidan Seviyeleri (TOS) ve Oksidatif Stres indeksi (OSI)
Seviyelerinde anlamh diizeyde artis oldugu saptanmustir (p<0,05). Ancak tedavi gruplarinda TOS ve OSI
seviyelerinde anlamli derecede azalig gozlendi (p<0.05). Calismada UVAB grubunda apoptotik hiicre
sayist anlamli olarak artmustir (p<<0,05). Tedavi gruplar1 ise UVAB grubu ile kiyaslandiginda apoptotik
hiicre sayis1 anlamli olarak azalis gostermistir (p<0,05). Sonug olarak ¢aligmamizda ALA ve CUR’un,
UVARB ile indiiklenen deri hasarinda koruyucu etkisinin oldugu gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Alfa lipoik asit, Curcumin, Deri, Stereoloji, UVAB.



ABSTRACT

Evaluation of Antiapoptotic, Antioxidant and Tissue Protective Effects of Curcumin and Alpha
Lipoic Acid in Experimental Skin Damage Induced Ultraviolet A and B in Rats by Molecular
Stereological and Biochemical Methods. Van Yiiziincii Y1l University, Institute of Health Sciences,
Department of Medical Histology and Embryology Master Thesis, Van, 2019. The aim of this study
was to investigate the therapeutic effects of Curcumin (CUR) and Alpha Lipoic Acid (ALA) against
ultraviolet A and B (UVAB) damage created by experimentally in rat dorsal skin by
immunohistochemical (TUNEL), biochemical and stereological methods. 42 female rats with adult
Albino Wistar weight of 200-300 grams were used. Rats were randomly selected to form six groups and
each groups has seven rats. Respectively; Control, UVAB, CUR, ALA, UVAB + CUR, UVAB + ALA
groups were formed. The rats in the UVAB, UVAB + ALA and UVAB + CUR groups were exposed to
UVAB irradiation for two hours per day for one month. UVAB + ALA and UVAB + CUR groups were
given respectively 100 mg / kg / day ALA and 100 mg / kg / day CUR by gavage 30 minutes before
exposure to UVAB. ALA group was given 100 mg / kg / day ALA and CUR group 100 mg / kg / day
CUR by gavage for day. At the end of the 30th day, the rats were perfused and the skin dorsal tissues
were removed and then stereology, TAS, TOS, OSI and TUNEL were studied. UVAB group compared
with control, it was observed that dorsal skin epidermis thickness and epidermis volume ratio of rats
significantly increased in stereological findings (p<0,05). UVAB + ALA and UVAB + CUR groups
compared with UVAB group, it was observed that UVAB + ALA and UVAB + CUR groups were
significantly decreased (p<0,05). UVAB group compared with Control, it was observed that Total
Oksidan Seviyeleri (TOS) and Oksidatif Stres Indeksi (OSI) significantly increased in UVAB group
(»<0,05). However, TOS and OSI levels decreased significantly in treatment groups (p<0,05). In the
study, the number of apoptotic cells significantly increased in the UVAB group (p<0,05). Treatment
groups showed a significant decrease in the number of apoptotic cells (p<0,05). In conclusion, ALA and
CUR were found to have protective effects on skin damage induced UVAB

Keywords: Alpha lipoic acid, Curcumin, Skin, Stereology, UVAB.
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1. GIRIS

Canli yasamin elzem kaynaklarindan biri olan giines hayatin devami igin
gereklidir (Salem ve ark., 2006). Giines enerjisi; infrared, goriiniir 151n ve ultraviyole
(UV) 1smindan olusmaktadir (Svobodova ve ark., 2011). UV radyasyonu, yeryiiziine
ulasan giines enerjisinin bir parcasidir. Yeryliziine erisen radyasyonun yaklasik olarak
%35’ini olusturur. Giines kisa ve uzun siire icerisinde olusabilecek zararli etkiler
gosterebilmektedir. Organizmanin en yaygin maruz kaldigt UV (320-400 nm)
radyasyonu; mutajenik, sitotoksik, neviisler, melanoma, fotoyaslanma, melanoma dis1
deri kanserleri, fotoallerjik ve fototoksik reaksiyon seklinde akut deri lezyonlarma

neden olmaktadir (Eisenstark, 1989; Ozdemir ve Kundake1, 2002; Salem ve ark., 2006).

Cilt, ultraviyoleden kaynaklanan oksidatif stres ile basa c¢ikabilmek igin
ayrintili bir antioksidan sisteme sahiptir. Buna ragmen, cildin UV'ye kronik ve genis
maruz kalmast deri bozukluklari, bagisiklik sisteminin baskilanmasi ve erken cilt
yaslanmasina sebep olabilir ve oksidatif hasara yol acarak kutandz antioksidan
kapasitesini asabilir (Katiyar ve Elmest, 2001). UV 1sinlarina maruz kalma sonucu cilt
kanseri, katarakt gibi ciddi saglik problemlerine de neden olabilece8i gosterilmistir.
UVB’ye akut olarak maruz kalinmasi giines yaniklarina, kronik olarak maruz
kalinmasi sonucu ise cildin esnekligini yitirmesine ve deri yaslanmasinin hizlanmasina
sebep olur (Mutlu ve ark., 2003). Giines 1sinlarina karsi sik olarak gozlenen akut
cevap, vazodilatasyon ve buna bagli olarak gelisen eritem seklindeki giines yanmigidir

(Afaq ve ark., 2002; De Gruijl, 2002).

UV’ye uzun siire maruz kalan deride serbest oksijen tiirevleri olusmaktadir. Bu
tiirevler DNA, protein, yaglar ve seker molekiillerinde oksidatif hasara yol agmaktadir.
Bu oksidatif hasarin sonucunda hiicre metabolizmasi, morfolojisi ve ultra yapisinda
zararli degisikliklere neden olmaktadir. UV’den dolay1 olusan serbest radikaller hiicre
diizenlenme yoluyla interaksiyona girerek hiicresel farklilagma, ¢cogalma ve apoptozis
mekanizmasini etkilemektedir. Hiicrede meydana gelen bu degisiklikler deri kanseri

olusumunu ve fotoyaslanmayi tetiklemektedir (Svobodova ve ark., 2003).

Serbest radikaller, hem toksik maddelerin etkisiyle hem de normal

metabolizmanin yan {riinii olarak olusabilmektedir (Cross, 1987). Serbest radikal



olusumuna sebep olan kaynaklar; stres, ultraviyole 1sinlari, radyasyon, sigara dumani,
viriisler, enfeksiyon ve hava kirliligine sebep olan fosil kokenli yakitlarin yanma
sonundaki iirtinlerdir. Bunun yaninda hasere kontrol ilaglari, hiicre metabolizmasinin
zararli {rtinleri, tahrip edici bazi kimyasallar gibi bir¢ok etken nedeniyle
olusabilmektedir. Bulundugumuz ¢evrede bircok kimyasal ve fiziksel olaylar sebebiyle
stirekli radikal yapimi vardir, hiicresel kosullarda da ciddi bir seviyede ve cesitli olarak

radikal iiretilmektedir (Hurst ve ark., 1997).

Alfa Lipoik Asit (ALA) dogal bir bilesik olup bitkiler, hayvanlar ve insanlar
tarafindan iretilmektedir. ALA, indirgenmis ve oksitlemis iki adet siilfiir molekiilii
ihtiva etmektedir. Bu ¢esitlilik ALA’nin bircok enzime kofaktér olabilmesini
saglamaktadir. Ayn1 zamanda ALA’nin hem suda hem de yagda ¢oziinebilen giiclii
antioksidan 6zelligi mevcuttur. ALA’nin antioksidan 6zelligi hem indirgenmis formu
hem de okside formunda mevcuttur. Dihidrolipoikasit (DHLA), dihidroaskorbikasiti
askorbikasite cevirebilir. Boylece direkt olarak C vitaminin ve indirekt olarak E

vitamininin yeniden olusumunu saglar (El-Nakib ve ark., 2013).

Lipoik asit sahip oldugu antioksidan etkilerinin yaninda diger antioksidanlari
yenileyici ve hiicre i¢i diizeylerini artirict etkileri de vardir. Ciinkii bir antioksidan
serbest radikali notralize edince antioksidan Ozelligini kaybeder. Ancak bagka bir
antioksidan yardimi ile yenilenebilir. Lipoik asit de glutatyon, vitamin E ve C,
mitokondriyal antioksidan koenzim Q10 (ubikinon) gibi bir¢ok iyi bilinen antioksidani

radikal veya okside formlarini indirgeyerek yenileyebilir (Roy ve Packer, 1998).

ALA’nin hem rediikte hem de okside formu giiglii bir antioksidan igleve sahiptir
(Golbidi ve ark., 2011). ALA hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit, singlet oksijen,
hipoklordz asit, nitrik oksit ve peroksinitrit gibi oksidanlar1 yok eder (Wollin ve Jones,
2003). ALA’nin fotohasardan korunmada oral ve topikal yolla uygulanmasinin daha
etkili oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Podda ve ark., 1994; Podda ve ark.,

2001).

CUR, Curcuma longa (turmeric) olarak taninan bitkinin, sar1 renkte ve oldukc¢a
lipofilik bir pigmentidir. Halk arasinda zerdegal veya safran olarak bilinir. Ozellikle

Hint ve Cin geleneksel tibbinda topikal ve oral olarak mide-barsak hastaliklar, ciltte



yara iyilesmesinde kullanilmistir. CUR’un antioksidan etkisi ile karaciger, kalp, beyin
dokusu, bobrek, iskemi reperfiizyon hasarlarinda doku hasarlanmasini ve oksidatif stresi
azalttigi gosterilmistir. Gliniimiizde antioksidan etkisinin yaninda antidiyabetik,
antiviral, antibakteriyel, antikanserojen, antimutajenik, antiinflamatuvar ve analjezik

etkileri oldugu da bildirilmistir (Swarnakar ve ark., 2005).

CUR, UVA’nin neden oldugu insan dermal fibroblast hasarin1 ve ROS artigin1
inhibe ettigi ve UVA’nin neden oldugu fibroblastik apoptozise karsi dermal
fibroblastlar1 korudugu belirlenmistir. Bunun yaninda CUR, UVA’nin dermal kollajen
liflerinin yapis1 tizerindeki bozucu etkisine karst koruyucu bir madde oldugu

gbzlenmistir (Liu ve ark., 2018).

Kaynak taramamizda UV nin deri {izerinde zararl etkilerinin oldugu ve CUR ile
ALA’nin koruyucu etkilerinin olabilecegi iki 6nemli antioksidan madde oldugu
gozlenmistir. Bu nedenle siganlarda uygulanan Ultraviyole A ve B’nin meydana
getirebilecegi olasi deri hasarinda Curcumin ve Alfa Lipoik Asitin antiapoptotik,
antioksidan ve doku koruyucu etkilerinin molekiiler, stereolojik ve biyokimyasal

yontemler ile arastirilmasi ¢alismamizin amacini olusturmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Deri Gelisimi ve Histolojisi

Deri, ektoderm kokenli epidermis, mezoderm kokenli dermis ve hipodermis
olmak tizere ii¢ tabakadan olusmaktadir (Sekil 1). Bu tabakalarin disinda yag bezleri, ter
bezleri ve kil folikiilleri gibi deri ekleri, damarlar, sinirler ve bagisik hiicreler de derinin

yapisinda yer alir (Freedberg ve ark., 1999).

Epidermis baslangicta periderm tabakasina koken veren tek katli ektoderm
hiicrelerden olusur. Epidermis kisa siire igerisinde stratum bazale, ara tabaka ve
peridermden olusan {i¢ tabakali bir yapi1 haline gelir. Sonunda periderm hiicreleri
dokiiliir ve yag bezlerden kaynaklanan sebum ile birlikte embriyonun derisini koruyan
yagli bir madde olan verniks kazeozanin yapisina katilir. Ge¢ gelisim doneminde ise
tam erigkin tabakalanma dermisin tam uyarict etkisi altinda olusur. Dermis ise
ektodermin hemen altinda bulunan somatik mezodermden ve viicut dermatomlarinin
mezoderminden koken alir. Bas ve boyun bdlgesinde ise dermis, noral krest
hiicrelerinden koken almaktadir. Erken gelisim doneminde dermis mezenkim
hiicrelerinden olusmaktadir. Geg¢ gelisim doneminde ise mezenkim hiicreleri
fibroblastlara farklanir. Damarlanma gergeklesir. Duyu sinirleri dermise dogru uzanir.
Dermis epidermisin altina dogru dermis papillast adi verilen ve dokunun duyu

reseptorlerini iceren girintiler olusturur (Ronald, 2016).

Derinin 6zellikleri kisiden kisiye degiskenlik gdstermekle birlikte aymi kiside
farkli anatomik bdlgelerde kalinlik, elastikiyet, kil, renk, yag bezleri acisindan da

farklilik gosterebilmektedir (Goldsmith, 1990).
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Sekil 1. Derinin histolojik tabakalar1 (Mescher, 2015)
2.1.1. Epidermis:

Su gecirmez 6zelligi olan ve insanda derinin en iist tabakasi olarak bulunan ve
goriinen kisimdir. Cok katli yassi keratinize epitelden olusur. Melanosit, merkel ve
langerhans hiicresi olmak {lizere ii¢ hiicre tipi igerir. Epidermisin % 95’ini keratonistler
olusturur ve tim ¢ogalan keratinositlerin kaynagi bazal tabakadir. Bu keratinositler yara
tyilesmesindeki epidermal cevaptan primer sorumludur (Hom, 1998; Jungeira ve

Carneiro, 2009).

Histolojik olarak deri kalinlig1 epidermisin kalinligina gore degerlendirilir. Bu
sekilde bakildiginda en kalin deri, el ve ayak tabani derisidir (Sekil 2). Genel olarak
kils1z olan deri kalin deri olarak kabul edilir. Insanda derinin kalinlig1 1-5 mm arasinda

degisir (Esrefoglu, 2009 ).

Epidermis keratinli ¢ok katli yass1 epitel bir tabakadir. Bazaldan apikale dogru
bes tabakadan olusur. Bu epidermal katmanlar dermisten digsariya dogru; stratum bazale,
stratum spinozum, stratum graniilozum, stratum lusidum, stratum korneum olmak iizere

bes epidermal tabaka bulunmaktadir (Esrefoglu, 2009; Jungeira ve Carneiro, 2009).



S

Sekil 2. Kalin derinin tabakalarini gosteren fotomikrograf. SK: Stratum
korneum, Epi: Epidermis, SB: Stratum bazale, SS: Stratum spinozum,
SGr: Stratum graniilozum, Derm: Dermis, Ka: Ter bezi kanali, PT:
Papillar tabaka, RT: Retikiiler tabaka (Ross ve Pawlina, 2014)

Stratum Bazale (Germinativum - Dogurucu; Bazal Tabaka)

Bazal katman tek bir hiicre tabakasindan meydana gelir. Dermis ile epidermisin
birlestigi yerde bazal membran iizerine oturmustur. Bazofilik, kiibik ya da prizmatik
hiicrelerden olusur. Stratum bazale tabakasinin hiicrelerini, desmozomlar yan ve {ist
yiizey alanlarindan baglar. Hemidesmozomlar bazal hiicre zarinda yer alir ve bu
hiicrelerin bazal laminaya baglanmasina yardimci olur (Jungeira ve Carneiro, 2009).
Asirt mitotik aktivite ile stratum bazale 6zellik kazanir ve bir sonraki tabakanin en derin
olan boliimii ile beraber epidermal tabakalarin tiimii i¢in gerekli onciil hiicreleri igerir
(Mescher, 2015). Insanda epidermis; viicutta bulundugu yere, yasa ve baska etmenlere
bagl olarak yaklasik her 15-30 giinde bir yenilenmektedir. Stratum bazalede bulunan
tiim hiicreler keratin yapili 10 nm caplarinda ara flamanlar icermektedir. Hiicreler
yukart dogru yol alirken filamanlarin miktart artar (Jungeira ve Carneiro, 2009;

Mescher, 2015).



Stratum Spinozum (Dikenli Tabaka)

Epidermal c¢ikintida en kalin tabaka olup keratin sentezleyen sitoplazma,
cekirdek ve ¢ekirdekgik bulunduran bir tabakadir. Sitoplazma uzantilar1 keratin filamen
demetleri ile dolu kiibik ya da hafif yassilasmis hiicrelerden olusur. Bu filamen
demetleri bir araya gelerek cok sayida hiicresel ¢ikinti olusturmaktadir. Bu dikensi olan
¢ikintilarin u¢ kisminda yer alan desmozomlarla sonlanirlar. Hiicreler burda birbirlerine
desmozom ve sitoplazmik cikintilarla sikica baglanmislardir. Desmozomlar yiizeyi
delerek hiicreye dikenlerle kapli bir goriiniim verirken sitoplazmik c¢ikintilar ise igi
flaman dolu ve dikensidir. Keratin filamen demetleri 151k mikroskobunda bakildiginda
goriilen tonofilamanlardir; bunlar desmozomlarin sitoplazmik yogun bdlgeleri i¢inde
sonlanirlar. Ayrica filamanlar yipranma ve hiicrelerin birbirlerine tutunmasina karsi
dayaniklilikta 6nemli rol alirlar. Epidermis basinca ve siirekli siirtlinmeye karsi maruz
kalan bolgelerde (ayak tabani gibi) daha kalin bir startum spinozuma ve daha bol
tonofibrile sahiptir (Jungeira ve Carneiro, 2009; Mescher, 2015).

Stratum Graniilozum (Graniillii Tabaka)

Bu tabaka yassilasmis poligonal hiicrelerin meydana getirdigi 3-5 tabakadan
meydana gelir. Sitoplazmalar1 keratohiyalin graniilleri olarak isimlendirilen kaba
bazofilik graniillerle doludur. Bu graniillerin proteinleri fosforillenmis histidinden
zengin bir protein ve sistin igeren proteinleri icermektedir. Epidermisin graniiler
tabakasindaki hiicrelerde ¢ift tabakali lipidden olusmus lameller diskler igeren, oval ya
da cubuk seklinde, kiigiik (0.1-0.3 mm), zarla ¢evrili golgi kokenli, kiigiik oval sekilli
membran kapl lameller graniilleridir. Lameller graniiller hiicrelerin etrafinda lipitten
zengin, gegirgen olmayan bir tabaka olusturmak iizere ekzositoza ugrar. Bu materyal su
kaybima kars1 deri bariyerinin énemli bir boliimiinii olusturur. Bosaltilan bu madde
yabanci1 cisimler i¢in bariyer gibi gérev yapar ve yapistirci etki olusturmasi ile ¢gimento

gibi iglev goriir (Jungeira ve Carneiro, 2009; Mescher, 2015).
Stratum Lusidum (Saydam Tabaka)

Yar1 saydam ince bir tabaka olup ileri derecede yassilasmis eozinofilik

hiicrelerden olusmustur. Cekirdekler ve organeller belirgin olmayip sitoplazma yogun



bir matriks i¢ine gomiilii sikica paketlenmis filamanlardan olusur. Komsu hiicreler

arasinda bulunan desmozomlar belirgindir (Mescher, 2015).
Stratum Korneum (Cansiz Tabaka)

Bu tabaka c¢ekirdek igcermeyen, yassilasmis ve keratinlesmis 15-20 hiicre
katmanindan meydana gelmistir. Hiicrelerin sitoplazmasi ¢ift kiritlimli filamantz
keratinlerle doludur. Keratin, molekiil agirliklar1 40-70 kDa arasinda degisen en az alti
degisik polipeptid igerir. Keratinlesme sonucunda, hiicreler lifsi, sekilsiz proteinler
igerir. Skuam olarak isimlendirilen tamamiyla keratinlesmis ya da boynuzsu hiicreler
desmozomlar ve lipitten zengin hiicre zarlar1 bozundugu i¢in epidermal yiizeyden

stirekli dokiiliirler (Jungeira ve Carneiro, 2009; Mescher, 2015).
Epidermal Hiicreler
Melanositler

Melanin ve karoten igerigi derinin rengini belirleyen faktorlerdendir.
Melanositler stratum bazale hiicrelerin altinda yada arasinda, kil folikiillerinde bulunur.
Ozellesmis epidermis hiicreleridir. Omelanin (eumelanin), melanositler tarafindan
iiretilen koyu kahverengi bir pigmenttir. Melanin pigmenti epidermis hiicrelerinde
iretilir ve bu pigmentin giinesin UV 1smlarina kars1 koruyucu etkisi vardir. Noral
kristadan koken alan melanositlerin yuvarlak olan hiicre govdelerinden ¢ikan diizensiz
ve uzun uzantilar epidermisin i¢ine dogru dallanir ve bazale ve spinozum
tabakalarindaki hiicreler arasinda uzanarak hiicrelerin girintileri icinde sonlanir.
Melanositler, elektron mikroskopunda iyi gelismis golgi kompleksi, ¢cok sayida kiiciik
mitokondri, kisa ve kaba endoplazma retikulumu sarniglar1 igeren ve soluk boyanan
hiicreler olarak izlenir. Melanositler bazal laminaya hemidesmozomlarla, keratinositlere

ise desmozomlarla baglanirlar (Jungeira ve Carneiro, 2009; Mescher, 2015).



Langerhans Hiicreleri

Epidermisin stratum spinozum tabakasinda yer alir. Epidermal hiicrelerin % 2-
8’ini olusturur. Yildiz sekilli hiicrelerdir. Bu hiicreler kemik iliginden kdken alir. Deriye
kan yoluyla tasmir. Langerhans hiicreleri antijen sunan hiicreler olup, antijenleri
baglama, isleme ve T hiicrelerine sunma yetenegine sahiptirler. Deri, yerlesiminden
dolay1 pek ¢ok antijenik molekiille yakin iligki icindedir. Langerhans hiicreleri sonug
olarak immiinolojik deri tepkimelerinde 6nemli bir rol alirlar (Jungeira ve Carneiro,

2009; Mescher, 2015).
Merkel Hiicreleri

Genel olarak kaln deride bulunur. Ornegin; el ayalarinda ve ayak tabanlarindaki
kalin deride bulunur. Merkel hiicrelerin tabaninda genislemis serbest sinir sonlanmalari
bulunur. Merkel hiicreleri, epidermal epitel hiicrelerine benzer. Epitelyal dokunma
hiicreleri ve Merkel hiicreleri hafif dokunma hissine 6zel duyarli mekano reseptorlerdir.
Keratinositlerle ayn1 kok hiicrelerden koklenen Merkel hiicreleri, kiigiik golgi kdkenli,
peptid igeren, yogun néroendokrin graniiller tarafindan karakterize edilirler (Jungeira ve

Carneiro, 2009; Mescher, 2015).
2.1.2. Dermis

Dermis, epidermisi destekleyip hipodermise baglayan bag dokusudur. Yiizeyi
oldukca diizensizdir. Dermis bulundugu bdolgeye gore kalinligi degisir. Cok sayida
dermal papilla denen uzantilara sahiptir. Bu uzantilar epidermisin uzantilar ile i¢ ice
gecimistir. Dermal papilla derinin sik olarak basinca maruz kalan bolgelerinde daha
fazla bulunur. Boylece dermis epidermis baglant1 yiizeyini giiclendirir ve artirir

(Esrefoglu 2009).

Dermis, sinirlar1 ayirt edilmeyen papiller ve retiikiiler iki tabaka igerir. En dista
papiller tabaka bulunur gevsek bag dokusundan olusur. Papiller tabakadan, 6zel kollejen
fibriller bazal laminaya girer ve dermise uzanir. Bunlar dermis ile epidermisi birbirine
baglayarak tutturucu fibril diye nitelenirler. Retikiiler tabaka da diizensiz olan tikiz bag
dokusundan olugsmus ve daha kalindir. Bu sebepten papiller tabakaya kiyasla bol life ve

daha az hiicreye sahiptir (Jungeira ve Carneiro, 2009). Dermis tabakasina histolojik



bakildiginda belirgin hasar elastik liflerin hiperplazisi, kalinlasmasi ve bol amorf bir
materyal igerisinde dejenere goriiniim almalandir. Elastik materyal birikimi deride
kalinlagsmaya yol acar. Kronolojik yaslanmadaysa deri incedir ve atrofiktir (Taylor ve

ark., 1990; Guerao, 1994).

2.1.3. Hipodermis

Tiim viicutta dermisin altinda, kaslar1 deriyle Orten fascia ya da periosteum
arasinda bulunan yag dokusu ve ylizeyel faysa iceren bir tabakadir. Bu tabaka gevsek
bag dokusu olup deriyi alttaki komsu organlara gevsekce baglar ve onlarin iizerinde
serbestce kayabilmesini saglar. Hipodermis sinir ve damar yoniinden ¢ok zengindir
(Junquerra ve Carneiro, 2009). Her kiside ve kisinin her bdlgesinde hipodermis ayni
kalmliga sahip degildir. Ornegin, bu tabaka gdz kapaklarinin derisinde yer almazken,
Ozellikle kadinlarm kalca ve gobek bolgesinde yag dokusu ile birlikte kalin bir tabaka
halindedir (Arinc1 ve Elhan, 1997).

2.2. Derinin Islevleri

Deride c¢ok farkli reseptorler bulunmakta olup dis ¢evreyi devamli izlemesini
saglamaktadir. Derideki farkli mekano reseptorler de viicudun fiziksel nesnelerle
etkilesiminin diizenlenmesine yardimci olur (Jungeira ve Carneiro, 2009; Mescher,

2015).

Yabanci cisimlere, termal ve siirtinme gibi mekanik hasarlara ve diger
potansiyel patojenlere karsi fiziksel bir bariyer olusturur. Deri i¢ine mikroorganizma
sizmasi sonucu buradaki lenfositler ve antijen sunan hiicreler alarma gecer ve bagisiklik
yanitin1 olusturur. Deri ultraviyoleye karsida koruyucu etki saglar. Bunu epidermisteki
melanin olarak adlandirilan koyu renk pigmenti, UV (ultraviyole) radyasyonuna karsin

hiicre ¢ekirdegini korur (Jungeira ve Carneiro, 2009; Mescher, 2015).

Aym1 zamanda derinin segici gegirgen 6zelligi bulunmakatadir. Ornegin, derinin
gecirgenligi asir1 su kaybina veya girisine karsi; derinin segiciligi ise, ilag ve steroid
hormonlar gibi bazi lipofilik maddelerin deri yoluyla uygulanabilmesini saglar (Jungeira

ve Carneiro, 2009; Mescher, 2015).
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Deri 1s1 kaybim1 da dengeler. Viicut sicakligi sabit tutulabildigi gibi derinin
yalitim saglayan kisimlar1 yagli tabaka ve saglar sayesinde, normal olarak ve gesitli
mekanizmalar1 sayesinde de 1s1 kaybim1 hizlandirir terleme ve yogun olarak bulunan
yiizeyel mikrodolasim miimkiindiir. Fazla olan elektrolit terle atilir. Deri enerjinin
fazlasini1 deri alt1 tabakada yag olarak depolar (Jungeira ve Carneiro, 2009; Mescher,
2015). Derinin, saglik gostergesi olarak degerlendirilebilecek pigmentasyon ve sag¢ gibi

pek cok gorsel belirteg unsurlari da vardir (Jungeira ve Carneiro, 2009; Mescher, 2015).
2.3. Alfa Lipoik Asit (ALA)

ALA, antioksidan 0zelligi olan tiyol grubuna sahip molekiildiir. Ditiyolan
halkas1 sayesinde yiiksek bir indirgeme 6zelligi vardir. Diyette yeterli miktarda bulunur
bununla birlikte normal sartlarda mitokondrionda bulunan lipoik asid sentaz enzimi
tarafindan elde edilmektedir. Bitki ve hayvan mitokondrisinde oktanoik asit ve
sisteinden enzimatik olarak sentezlenmektedir (Golbidi ve ark., 2011). ALA bazi
dehidrogenaz kompleksleri (piriivat dehidrogenaz, a-ketoglutarat dehidrogenaz) igin
esansiyel kofaktordiir. Viicutta dogal olarak indirgenmis halde bulunur (Moini ve ark.,

2002; Young ve ark., 2007; Shay ve ark., 2009).

ALA viicutta dihidro lipoik asit (DHLA)’ya indirgenir. DHLA antioksidan ve
prooksidan etki gosterir. Prooksidan etkiyi 6zellikle demir varliginda gosterebilir (Toklu
ve ark., 2010). Antioksidan etkisine ek olarak alfa lipoik asit, baz1 metabolik yollarda
enzim aktivitelerini de etkileyebilir. P450 rediiktazi inhibe edebilir. Bunu da disiilfid-
tiol degisimi ve sitokrom P450 rediiktaz yoluyla yapar. Ayni zamanda inhibe edebildigi
birde a-LA nitrik oksit sentazi vardir. Ciinkii sitokrom P450 rediiktaz ile nitrik oksit

sentaz homologdur (Liang ve Akaike, 2000).

ALA’nin 2 tane optik izomeri vardir S-lipoik asit (S-ALA) ve R-lipoik asit (R-
ALA). S formu sekiz karbonlu bir bilesiktir, sentetiktir ve ditiyolen halka yapisinda iki
stlfir atomu igerir. LA rediikte tiyol ya da oksidize gruplarini igeren kiiclik bir
molekiildiir. Oksidize formu genellikle lipoik asit veya a-lipoik asit, indirgenmis formu

ise dihidrolipoikasit (DHLA) olarak adlandirilir (Goraca ve ark., 2011) (Sekil 3).
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Sekil 3. ALA’nin kimyasal yapis1 (Goraca ve ark., 2011)

Lipoik asit oral verildiginde, metabolizmayla %?20-30 ilk gecis etkisine

karacigerde ugrar ve %93 den fazlasi1 da bagirsaktan emilir (Cremer ve ark., 2006).

Kanser ve yaslanmayla iliskili dejeneratif siireclere, kardiovaskiiler hastaliklar
ve lipid peroksidasyonundan kaynakli beyin fonksiyon bozukluklarina yarar1 vardir
(Young ve ark., 2007). Insanlarda, ALA karaciger ve diger dokulardan sentezlenir
(Wollin ve Jones, 2003) ve piriivat dehidrogenaz ve a-keto-glutarat dehidrogenazin
kofaktorii olarak islev goriir. Bitkiler i¢cinde en fazla 1spanak, bezelye, domates, piring
kepegi, Briiksel lahanasi, brokoli lipoik asit igermektedir. Hayvan dokular igerisinde de

en fazla karacigerde, kalp ve bobrekde bulunmaktadir (Wollin ve Jones, 2003).
Kisaca lipoik asidin etkileri;

1. Serbest radikalleri uzaklastirmak,
Antioksidan rejenerasyon,
Glikasyon yolu ile yaglanmay1 azaltir,

Dogal enerji verici olarak 6zetlenebilir.

A I S

Molekiiler hasar onarimi olarak 6zetlenebilir (Karaca ve Baysu Sozbilir,

2007).
2.4. Curcumin (CUR)

CUR, Zerdecal (Hint Safrani) icerisinde bulunmaktadir. Zerdegal (Curcuma
Longa) bitkisinden yalitilarak yaygin olarak Asya tilkelerinde kullanilan sar1 renkli bir
bilesiktir. CUR, bitkisel tip alaninda Cin ve Hindistan gibi dogu toplumlarinda kullanim
gormiistiir. Halk arasinda zerdecal yemeklere sari renk veren baharat olarak bilinir.
CUR’ un yapisinda bulunan iki fenolik halka birer metoksi eter igerir orto konumlarinda
ve bir alifatik doymamis olan hepten baglayici ile para konumlarindan birlestirilmistir.

CUR tautomerik bir bilesiktir ve hidrofobik karakterdedir. Yaygin olarak cilt, yara
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iyilesmesinde ve sindirim sistemi hastaliklarinda kullanilmistir.  Antimikrobiyal,
antiinflamatuar, antioksidan, antikarsinojenik, antimutojenik, antimetastatik, angiogenez
artirict ve noroptotektif pek cok Ozelligi bulunmaktadir. Doz agiminda toksik etki
gostermeyen bir maddedir (Azuine ve ark.,1992; Brouet ve ark., 1995; Shukla ve ark.,
1997; Negi ve ark., 1999; Zhang ve ark., 1999; Sharma, 2002; Aggarwal ve ark., 2005;
Chen ve ark.,2005; Jagetia ve Rajanikant, 2005; Payton ve ark., 2007).

CUR’un metastaz, invazyon ve anjiyogenez gibi karsinogenezde gorev alan
spesifik sinyal ileti yolagin1 engelledigi ve kanserin ¢esitli hiicrelerinde antiproliferatif,
antianjiyogenik ve bir ¢ok ozelligi oldugu bildirilmis, kontrolsiiz kanser hiicrelerinin
cogalmasinin engellemesine yonelik bircok arastirma yapilmistir (Mullaicharam ve
Maheswaran, 2012). CUR serebral reperfiizyon hasari, néron hasarinda, oksidatif
stresler, miyokardiyal iskemi, hipoksi, sok ve kanama aktif etkiye sahiptir (Thiyagarajan
ve Sharma, 2004). Serbest olan oksijen radikallerinin atimini kolaylastirir (Reddy ve
ark., 1994; Sreejayan ve Rao, 1997) ve lipidlerin peroksidasyonunu inhibe eder (Reddy
ve ark., 1992; Sreejayan ve Rao, 1994). Ayrica, Alzeimer hastaligina kars1 da koruyucu
ozelligi vardir (Calabrese ve ark., 2003; Yang ve ark., 2005).

Mikrobiyolojik etki olarak; Escherichia coli ve Staf. aureus’a kars1 bakterisidal
etkinlik gostermistir (Han ve Yang, 2005). Antifungal (Amphawan ve ark., 1995),
antiviral (Sharma, 1976; Ammon ve Wahl, 1991; Li ve ark., 1993), antiprotozoal
(Garcea ve ark., 2005) gibi etkilerinin oldugu gosterilmistir.

Yara iyilesmesine destek olmasi amaciyla yillardir kullanilmaktadir. Yara
kontraksiyonu CUR alanlarda, daha hizli olmaktadir. CUR, kollajen ekspresyonu ve
fibronektini artirmaktadir (Sidhu ve ark., 2002). NO (Nitrik oksit) iiretimini yara

tyilesmesinin erken fazlarinda artirmaktadir (Mohan ve ark., 2000).
2.5. Ultraviyole

Ultraviyole 1sinlari, elektromanyetik 151k  spektrumunun bir bdliimiini
olusturur. Dermatolojide fototerapi amaciyla kullanilmaktadir. UV 1simnlart spektrumu
icinde 200-290 nm arasindaki dalga boylar1t UVC olarak adlandirilmaktadir. UVC,

stratosfer tabakas1 tarafindan emildiginden, yeryiiziine ulasmamaktadir. UVB ise dalga
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boyu 290-320 nm arasinda olan UV 1sinlaridir (Ozdemir ve Kundakg1, 2002). UVA da
UV spektrumu icinde, 340-400 nm aras1 dalga boylarindaki UV i1gmlaridir. UVA
fototerapisinde diisiik, orta ve yiiksek doz olarak kullanilmaktadir. Diistik doz 10-30
J/em?, orta doz 40-70 J/cm?, yiiksek doz ise 70-130 J/cm? kullanilmaktadir (Dawe,
2003).

UV spektrumu icinde dalga boyu ile enerji ters orantilidir. Dalga boyu
azaldikca, enerji artar. Bu sebepten giines 1s18indaki biyolojik olarak en aktif dalga
band1 UVB’ dir (Ozdemir ve Kundake1, 2002). UVB radyasyonu ultaraviyole 1s11mnin
% 4 ila 5' ini olusturur ve “yanan 151n” olarak kabul edilir. Burda UVB, kiigiik fakat
giines 1518min en aktif bilesenidir. UVB, UVA'dan 1000 kez daha giines yanigina
neden olabilir. UVA, deride pigment koyulasmasinda daha etkili olmaktadir (Wang ve
ark., 2001). UVB ayrica UVA'dan daha genotoksiktir. UVB esas olarak cildin
epidermal bazal hiicre tabakasinda etki eder (Clydesdale ve ark., 2001; Trautinger,
2001; Afaq ve Mukhtar, 2002; De Gruijl, 2002).

UVA, diinyaya ulasan giines 1s1n1gimin % 90'mindan fazlasim kapsar. “Yaslanan
151n” olarak kabul edilir ve derinin epidermise ve dermisine niifuz eder. UVB' ye
kiyasla, UVA, epidermiste melanin koyulagmasmin neden oldugu hemen bir
bronzlasma etkisinin iiretiminde yaklagik 1000 kat daha etkilidir (Afaq ve ark., 2001;
Clydesdale ve ark., 2001; Trautinger, 2001; Afaq ve ark., 2002). UVA derininin
tabakalar1 olan epidermis ve dermisde Langerhans hiicrelerini, fibroblastlari,
keratinositleri, mast hiicrelerini, T lenfositlerini ve dermal endotelyal hiicreleri etkiler
(Oguz ve Ozdemir, 2008). Atopik dermatitte ve dermisde mast ve langerhans hiicre

sayisini azaltir (Dawe, 2003).

UVC, cilde asir1 derecede zarar verir. Tiim yasam formlar i¢in, sadece ¢ok kisa
pozlamalarda bile, ¢ok tehlikelidir. Gilinesten gelen UVC radyasyonu, neyse ki,
diinyanin atmosferindeki ozon ve molekiiler oksijen tarafindan tamamen emilir ve 290
nm altindaki dalga boylarinda gilines radyasyonu yeryiiziiniin yiizeyine ulagsmaz

(Clydesdale ve ark., 2001; De Gruijl, 2002).
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2.6. Serbest Radikaller

Bir veya daha fazla eslesmemis elektronu olan, molekiil agirligr diisiik, kisa
Omiirlii, kararsiz ve ¢ok etkin molekiiller olarak belirtilir Serbest radikallerin iiretimi,
cogu olayda patomekanizmanin bir modiiliidiir (Abdollahi ve ark., 2003; Abdollahi ve
ark., 2004).

Serbest radikaller (siiperoksit, nitrik oksit, hidrojen peroksit) bir¢ok fizyolojik ve
patolojik olay siiresince olusan atom veya molekiillerdir. DNA, karbonhidrat, protein,
ve Ozellikle lipid gibi hiicre bilesiklerini hasara ugratabilirler (Yildirim ve ark., 2004).
Metallo enzim grubu olan siiperoksit dismutaz (SOD) toksisitelerini azaltir ve bir
siiperoksid radikallerini temizler. SOD, siiperoksit radikal (O,) anyonunu O, ve
hidrojen peroksite (H,0,) ¢evirir; katalaz da H,0,’yi O, ve H,0’ye doniistiiriir
(Picardo ve ark., 1994). Keratinositlerden olan TNF-a ise MnSOD’ yi indiikler. Bu,
hem keratinosit hem de melanositlerde H, O, nin lokal konsantrasyonunun daha yiiksek
olmasia neden olabilir. Ultraviyole 15181 varliinda H,0,, katalazin porfirin prostetik
grubunun tetrapirol halkasim1 bozar. Katalaz kaybimin bir sonucu olarak, H,O0,,
glutatyon peroksidaz tarafindan metabolize edilmez ise, tirozinazi geri doniistimlii
olarak inhibe etmek i¢in yeterli miktarda artar. Haber-Weiss reaksiyonu ile de hidroksil
radikallerine (OH) dontstiiriiliir. Hidroksil radikali yapisal melaninin rengini agar;
melanosit ve keratinositte gozlenen membran hasarina sebep olabilir. Bu olaylar zinciri

vitiligoda depigmentasyona neden olabilir (Schallreuter ve ark., 1991).

UVA maruz kaldiktan sonra H,0,, singlet oksijen ve hidroksil serbest
radikalleri tiretilir. Bunlar hiicresel lipidlerde, proteinlerde ve sakkaridlerde hasara yol
acar. UVA ile incinen endotelyal hiicreler nekrozise kars1 daha egilimli olmaktadir. Bu
sebepten dermal kan damarlar1 hasara ugrar. UVA; DNA’da yapisal hasara ugratacak
kansere yol acabilecek ve immiin sisteme zarar verecek yapilar olusturur. Bu zararlarin
%67’sini malign melanoma olusturur (Afaq ve Mukhtar, 2001; Clydesdale ve ark.,
2001; Trautinger, 2001; Afaq ve Mukhtar, 2002).

Serbest radikaller genellikle yiliksiiz atom veya molekiillerdir. Uyarilan
molekiillerin ya da iyonlarin ayrilmalari sonucu olusur. Dis yoriingelerinde eslesmemis

bir elektrona sahiptirler ve reaktiftirler. Bunlarin yaklasik 5-10 saniye gibi Omiirleri
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vardir. Atom veya molekiillerle reaksiyona kolaylikla girerler. Ciinkii eslesmis olmayan
elektronlarin, esleserek kararli hale gelme egilimleri vardir. Bu da farkli bir radikalin
benzer durumdaki elektronu ile eslesme veya elektron transferi reaksiyonu ile olur. Bu
sebepden otiirli serbest radikaller, elektron alici yani oksitleyici veya elektron verici

ayni rediikleyicidirler (Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Biyolojik olan sistemlerde serbest radikaller, en ¢ok elektron transferi sonlarinda
olusur. Serbest radikaller inorganik veya organik molekiiller seklinde, elektriksel olarak
negatif, pozitif ve notral yiiklii olabilirler. Ortaklanmamis elektrona sahip olmalarina
ragmen Mn'2, Cu*?, Fe™ ve Fe™ serbest radikal kabul edilmezler. Ancak iyonlar
reaksiyonlar1 katalize etme Ozelliklerinden kaynakli serbest radikallerin olugumunda

onemli role sahipler (Halliwell, 1991).

Hiicrelerde serbest radikaller, ekzojen ve endojen ve kokenli etmenlere bagh
olarak olusurlar. Ekzojen kokenli etmenler arasinda ultraviyole radyasyon, alloksan,
parakuat gibi kimyasal maddelerin etkisinde kalma, parasetamol, ila¢ toksikasyonlar1 ve
iyonize hava kirliligine sebep olan fitokimyasal maddeler, solventler ve sigara dumani
gibi ¢evresel olan faktorler, adriamisin, bleomisin, nitrofurantoin, doksorubisine gibi
antineoplastik ajanlar, uyusturucular ve alkol gibi bagmmlilik yapan maddelerin
bulunmasina bagli olarak toksikolojik a¢idan da serbest radikaller 6nemlidir (Sinclair ve

ark., 1990; Janssen ve ark., 1993; Ozdem ve Sadan, 1994; Yagi, 1994).

Serbest radikaller; kursun zehirlenmesi, ilag ve toksinle olusan reaksiyonlar, agir
metal nefrotoksisitesi, glomerulonefritis, hepatit B, karaciger hasari, iskemi ve E
vitamini eksikligi, amfizem, bronko pulmoner displazi, romatoidartrit, arteroskleroz ve
pankreatitis, kanser vb. bir ¢ok hastalifin patogenezisine sebep oldugu belirtilmistir

(Cross ve ark., 1987; Ozdem ve Sadan, 1994).

Antioksidanlar ise hem direk olarak, hem de dolayli yoldan ilaglarin, toksik
radikal olan reaksiyonlarin, ksenobiyotiklerin ve kanserojen maddelerin istenmeyen
durumlarina kars1 hiicreleri muhafaza eden maddelerdir. Vitamin A, E ve C betakaroten,
poliaminler, melatonin, adenozin, sistein, katalaz, nitrok oksit sentaz ve eozinfil

peroksidaz bu gruba girmektedir (Matés, 2000; Giiltekin ve ark., 2001).
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2.7. Sterelojik Yontemler

Morfometrik olan c¢alismalarda, bir yapida bulunan degisik bilesenlerin
hacimleri, bu bilesen organ ve organ bileseni de olabilir. Birbirlerine goére bu
bilesenlerin hacmi ya da yapinin biitiiniine gére hacim oranlar1 ¢ok kullanilan ve 6nem
arz eden parametreler olarak arastirmacilarin karsisina ¢ikar. Bilesenlerinin hacimlerini,
organ veya yapilarin toplam hacimlerini hesap etmek ¢in degisik bircok yoOntem
kullanilmaktadir. Stereolojik yontemler bunlardan biridir (Weibel, 1969; Cruz ve ark.,

1990).

Stereolojik yontemlerde Cavalieri prensibi, en ¢ok kullanilan hacim hesaplama
seklidir. Cavalieri prensibi ilk defa XVIL Yiizyilda Italyan olan Matematikgi

Bonaventura Cavalieri uygulamistir (Gundersen ve Jensen, 1987).

Cavalieri  prensibiyle ilgili 6nemli c¢alismalariyla bilinen  meshur
astronom Johannes Kepler'dir. Kepler, "Sarap Ficilarma Dair Yeni Olgiimler" adh
teorik calismasindaki prensibi kullanmigtir. Daha sonra Cavalieri, bu prensibi
genellestirmistir ve bu giin bilinen matematiksel prensibi ortaya ¢ikarmistir (Gundersen

ve Jensen, 1987).

Cavalieri prensibini uygularken, hacmi hesaplanacak yap1 esit araliklarla ve
birbirine paralel kesilerle bastan sona dilimlere boliiniir. Ardindan
her dilimin ayn1 yondeki ylizeylerinin alanlar1 bulunarak uygun bir yontemle hesap
edilir. Biitiin dilimlerden toplam yiizey alan1 degeri bulunur ve ortalama dilim kalinlig
ile carpilir. Boylece yapinin toplam hacmi hesaplanmis olur (Gundersen ve ark., 1988;

Royet, 1991).

Matematiksel olarak bunun formiillestirilmis sekli: Vier =t x Xa burada Vier
yapinin toplam hacmini veya referans hacmini; t kesit kalinhigini, Xa ise
kesitlerdeki toplam yilizey alanini belirtir. Bu yontemle gerek makroskobik,
gerekse mikroskobik oOlgekte, etrafdaki yapilarla olan iligkilerine bakilmaya ihtiyag
duyulmaz. Bdylece sinirlar1 yeterli olan her tiirli yapinin hacmi rahatlikla hesap

edilebilir (Gundersen ve Jensen, 1987).
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2.7.1. Hacim hesaplamasi i¢in Kesit yiizey alanlarimin hesaplanmasi

Cavalieri metoduna gore hacim hesaplamak icin ilk asama mikroskobik kesitler
veya makroskobik dilimler iizerinde uygulayabilecegimiz, ilgilendigimiz bdlgenin
izdlisimlerinin (kesitlerdeki goriintiilerinin) alanlarin1 hesaplamaktadir. Bunun ig¢in
tasarlanmis bir bilgisayar yazilimi ile mikroskop goriintiilerini izlemek {izere
siirlandirilan herhangi bir bdlgenin yiizey alani 6lgiilebilir. Bu metod giivenilir ve
hizlidir. Ancak; yliksek maliyetlerinden dolayi, boyle bir sistem hazirda bulunmayabilir.
Bunun i¢in mutlaka bilgisayarl bir goriintii analiz sistemi kullanmamiza gerek yoktur.
Buna denk dogrulukta Ol¢limler yapmayi saglayan ¢ok daha ucuz yontemler de
bulunmaktadir. Stereolojide en sik kullanilan Sekil 4’de gosterilen izdiisiim alani
hesaplama yolu, "noktali alan O6l¢lim cetvelleri" ni kullanmaktir (Gundersen, 1986;

Gundersen ve Jensen, 1987).

+ + + + + + + + + o+
+ + + + + + + + + +
+ + + byt + + + o+ o+
P(a)
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + o+
+ + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + o+

Sekil 4. Noktali1 Alan Ol¢iim Cetveli (Canan ve ark. 2002).

Cetveldeki bir noktay1 her bir art1 isaretinin orta noktasi temsil eder. Noktalarin
her bir tanesi, dort adet nokta arasinda bulunan bir birim cetvel alanin1 simgelemektedir
(P(a)). Boyle aralarindaki sabit araligi bilinen noktali alan 6lgiim cetveli, gelisigiizel
alan1 hesaplanmak istenen herhangi bir kesitin goriintiisii iizerine atilirsa, yapinin
kesitteki izdiistimii iizerine isabet edecek olan nokta sayisi, bu izdiisiimiin kesitte temsil
ettigi alan miktariyla dogru orantili olacaktir. Yani izdiisim ne kadar biiyiikse, i¢ine
isabet edecek nokta sayisi da o kadar fazladir. (P(a))’nin her biri birim alani temsil

etmekteydi ve ilgilenilen izdiislim sinirlar igine giren toplam nokta sayist (XPi) ile
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carpimi, o kesitteki izdiistim toplam alanini (Ai) hesaplamasini verecektir (Gundersen,

1986; Gundersen ve Jensen, 1987).

Bu sekilde yapilacak olan alan 6lglimii istatistiksel anlamda ¢ok gilivenilir hem
uygulamada olarak olduk¢a kolay, hem de sonug¢ veren bir ¢6ziimdiir. Uygun araliklarda
noktalar igeren noktali alan dl¢im cetveli kullanilarak yapilan alan hesaplamalarinin,
goriintii analiz sistemleri araciligiyla yapilan hesaplamalar kadar giivenilir sonuglar

verdigi ortaya konmustur (Gundersen ve Jensen, 1987; Gundersen ve ark.,1999).
2.7.2. Toplam hacmin hesaplanmasi

Kesitlerde ilgili yerin izdiisiim toplam alan degerini, ortalama kesit kalinlig1
degeriyle carpmamiz yeterli olacaktir. Yapinin boylece toplam hacmi tarafsiz bir sekilde

hesaplanmis olur (Gundersen, 1986; Sahin ve ark., 2001).
2.8. Oksidatif Stres Belirtecleri (TAS, TOS, OSI)

Plazmada bulunan ve etkilesim i¢inde olan antioksidanlar genellikle sinerjistik
olarak caligmaktadirlar. Boylece daha fazla bir etkileri vardir tek baslarina yaptiklar
etkiye gore bir antioksidandaki azalma digerindeki artis ile karsilanabilmektedir.
Bundan dolayr dokunun antioksidan durumunu saptamada, total antioksidan seviyesi
(TAS), tek tek antioksidanlarin dl¢limiinden daha onemli bilgilere sahiptir. Bireysel
antioksidanlardan ¢ok TAS yani toplam antioksidan degerini veren ol¢iim, giderek

yayilmaktadir (Romay ve ark., 1996; Erel, 2004).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) laboratuvarlarda ayr1 ayr1 belirlenebilir. Ancak bu
islemler zaman alici, zor ve pahalidir. Toplam oksidanlarin durumu, total oksidan
seviyesi (TOS) olgiilerek izlenmistir (Erel, 2005). Ayrica TAS ve TOS odlgiilerek,
belirlenmesi ¢ok gii¢ ve heniiz bilinmeyen oksidan ve antioksidanlarin da 6l¢iilmesini
saglanabilir (Boliikbas ve ark., 2005). Oksidatif stres indeksi OSI’yi bulmak icin
TOS’un TAS’a oran1 bulunurak belirlenir (Kdsecik ve ark., 2005).
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2.9. Apoptozis

Hiicreler 6nce dogar ardindan ¢ogalma gosterir (proliferasyon), sonra degisir,
farklilagir (diferansiasyon) ve sonunda oOliir (apoptozis). Bunlarin tiimii dogal bir
dengede gergeklesir. Bir diizen icinde yapim ve yikimin olusu yani doku homeostazisi,
apoptozis/proliferasyon dengesinin saglam bir sekilde siirdiiriilmesine baghidir (Hikim
ve ark., 1995; Erdogan, 2003). Bu dengenin bozulmas: ile birlikte birgok Onemli
hastaligin patogenezine sebep olmaktadir (Mcphie ve ark., 2003). Ornegin; azalmis
apoptozisin ve artmis proliferasyonun karsinogenezisde/ kanserojen etkide rol oynadigi

distiniilmektedir (Kerr ve ark., 1994).

Apoptozis, hiicrenin hayati siiresince yapim ve yikim olaylarinin dengesini
saglar. Oregin kemik iliginden siirekli olarak hiicre iiretimi devam ederken, giinde
yaklasik 5x10'! kan hiicresi yok edilmektedir apoptozis yoluyla. Apoptozis, organizma
icin tehlikeli olabilecek hiicrelerin veya organizmada hasar gérmiis hiicrelerin ortadan
kaldirilmasinda rolii vardir. Ornegin; hasarli DNA ve viriisle enfekte hiicreler apoptozis
ile yok edilir (Nagata, 1997; Erdogan. 2003). Hiicre 6liimii yiiksek organizmalarda iki
mekanizmayla olur, apopotozis ve nekroz mekanizmalar1 olmak iizere. Nekroz klasik
hiicre 6liimii olarak adlandirilir. Apoptozis ise genelde hiicreleri tek tek etkiler, birgok
patolojik ve fizyolojik sartlarda olusur ve genelde inflamasyon s6z konusu degildir

(Oztiirk, 2002).

Apoptozisin mekanizmalari, ¢evreden gelen sinyallerle veya genlerin
aktivasyonu ile baglamaktadir (Erdogan, 2003). Apoptozis primer baglatilabilir,
sekonder olarak gelisir. Bir uyarict sonucu veya dnceden hazir olan hiicrelerde sekonder
gelisim goriiliir. Hiicre dist uyaricilar; koloni uyarici, timor nekroz, insiilin benzeri
bliylime ve noron biiylime faktorii (Giirbilek ve ark., 2004 ), IL-2 benzeri maddelerin
ortamda azalma gostermesi, radyasyon, cesitli antijenler, glukokortikoidler ve ilaglar
onemli bir yer almaktadirlar. Otoimmun hastalik gelismesinde goérev alan Fas/FasL
(Bender ve ark., 2005), viriisler de (influenza viriisii TNF reseptorii iizerinden HIV
gpl20 proteini ve adenoviris hiicrenin gen yapisin1 bozarak), sFas proteinleri
apoptozise hiicreyi siiriiklemektedir (Erdogan, 2003). Apoptozisi uyarip ve engel olan

birgok gen bulunmaktadir ve Tablo 1°de gosterilmistir (Oktem ve ark., 2001).
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Tablo 1. Apoptozis ve genler (Oktem ve ark.,2001).

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indiikleyen genler
* Bcl-2 grubundan; * Bcl-2 grubundan;
BHRL-1,, bcl-w, bel-x1, bfl-1, brag-1, Al, Bax, Bad, Bak, Bcl-xS, bik, bid,
mcl-1, Hrkl1

* c-abl geni * c-myc

*p35 *p21, p53

* ¢Oziinebilir fas « fas (CD95/APO1)

* ras onkogeni FADD/MORT, FAST, RIP

* A20 « interlokin doniistiiriicii enzim benzeri
proteinler (ICE)
* LOH (MTS1/CDK41)

Apoptozisi etkileyen faktorler: Timor nekroz faktdr, DNA hasar1 sebebiyle
p53’iin aktive olmasi, hiicre i¢inde bulunan kalsiyum seviyesindeki artis, sitokinler viral
bakteriyel enfeksiyonlar, onkojenler ve glukokortikoidler yer almaktadir.Ayn1 zamanda
hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler, radyasyon, sitotoksik antikanser ilaglar1 ve
hipertermi diisiik dozlarda apoptoze sebep olurlar. Apoptoz dogrudan c¢evreye
rahatsizlik vermeden gelismis olsada apoptozis bazen dolayli yoldan doku g¢evresinde
nekroz olusumunu yol agabilir veya tam tersi olarak nekroz apoptozis gelismesini

baslatabilir (Oktem ve ark., 2001).

Apoptozis siireci; genlerin DNA hasarina yaniti, 6liim sinyallerinin hiicre zari
tarafindan alinmasi (Fas ligandi), dogrudan hiicreye proteolitik enzim girisi (granzim)
olarak ii¢ degisik sekilde isleyebilir (Roshal ve ark., 2001). Ug anahtar bilesen apoptoz
siirecinde yer alir. Bunlar; kaspazlar, Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1)
proteini ve Bcl-2 ailesi proteinleri olmak iizere. Bu bilesenlerin biyokimyasal olan
aktivasyonu, kromatin yogunlagsmasi, DNA fragmentasyonu, apoptozda gdzlenen
mitokondriyal hasar, apoptotik cisimlerin sekillenmesi ve ¢ekirdek zar1 kirilmasi gibi

morfolojik degisikliklerden sorumludur (Staley ve ark., 1997).

Apoptozisin tanimlanmasinda kullanilan metodlar;
- Molekiiler biyoloji metotu

- Biyokimyasal metot
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- Immunohistokimyasal metot
- Immunolojik metot

- Morfolojik goriintiileme metotu seklinde siralanabilir (Aksit ve Bildik, 2008).

3. GEREC VE YONTEM

Bu calismanin analizleri, Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali Isik Mikroskobu Laboratuvarinda, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali Enzimoloji Laboratuvari, Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarinda, Erzurum Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Laboratuvarinda
yapilmigtir. Deneyler Yiiziincii Y1l Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinde

gerceklestirilmistir.
3.1. Calisma Gruplarmin Olusturulmasi

Calismaya, Van Ylziinci Yil Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
25.05.2017 tarih ve 2017/05 no’lu karariyla (Proje No: 6344) baslandi. Calismamizda
agirliklar1 250-300 g arasinda disi Wistar tiirii albino sicanlar kullanilmistir. Hayvanlar
Yiiziincii Y1l Universitesi Deney Hayvanlari Unitesi tarafindan temin edilmistir.
Sicanlar, her kafeste yedi hayvan olacak sekilde alt1 gruba ayrilmistir. Sicanlar 12 saat
karanlik 12 saat aydinlik olacak sekilde muhataza edildikleri oda hazirlanmistir.
Standart yem, musluk suyu ve ad libitum olarak beslenmeleri saglandi. Calismamiz

asagidaki sekilde gruplandirilds;
1. Kontrol grubu: Bu gruptaki siganlara herhangi bir islem yapilmadi.

2. UVA ve UVB grubu: Bu gruptaki siganlar 30 giin boyunca, giinde iki saat
boyunca 30 cm uzakliktan UVA ve UVB’ye maruz birakildilar.

3. ALA grubu: Bu gruptaki sicanlara 100 mg/kg ALA 30 giin boyunca her giin

gavaj yoluyla verildi.
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4. CUR grubu: Grupta bulunan siganlara 30 giin boyunca her giin gavaj yoluyla
100 mg/kg CUR verildi.

5. UVA+UVB+ALA grubu: Bu gruptaki hayvanlar 30 giin, giinde iki saat
stiresince 30 cm uzakliktan UVA ve UVB’ye maruz edildi. Ancak, hayvanlara UVA ve
UVB uygulamasindan 6nce 100 mg/kg ALA gavaj yoluya verildi.

6. UVA+UVB+CUR grubu: Bu gruptaki hayvanlar 30 giin boyunca, giinde iki
saat silireyle 30 cm uzakliktan UVA ve UVB’ye maruz birakildi. Buna ilaveten soz
konusu hayvanlara UVA ve UVB uygulamasindan 6nce 100 mg/kg CUR gavaj yoluyla

verildi.
3.2. Deney Hayvanlarmin Traslanmasi

Deneyde yer alan biitiin hayvanlar trag makinasi ile sirt bolgelerinden yaklasik
15 cm? alan1 kapsayacak sekilde tras edildi. Hayvanlarin tiiyleri alinarak radyasyondan
daha cok etkilenmeleri saglandi. Tiraglama islemi ¢alismanin baslamasindan bir giin
once yapildi ve bunu takiben ¢alismanin devam ettigi 30 giin igerisinde bes giinde bir
hayvanlar traslandi. Uygulama gruplarinin yaninda kontrol grubu sigcanlari da olasi

sapmalar1 6nlemek i¢in ayn1 muameleye maruz birakilarak traslandi.
3.3. ALA ve CUR’un Verilisi

Calismada UVAB uygulamasindan 30 dk once; UVAB+ALA ve ALA
gruplarindaki hayvanlara 100 mg/kg ALA gavaj yoluyla UVAB+CUR ve CUR
gruplarindaki hayvanlara ise 100 mg/kg CUR gavaj yoluyla verildi (Sekil 5).




Sekil 5. Sicanlara gavajla kimyasal verilmesi

3.4. UVA ve UVB’nin Uygulanmasi

Siganlarin i¢inde bulundugu standart kafeslerin rahatlikla sigdirilabilecegi (Sekil
a), 126 cm boy, 30 cm yiikseklik ve 65 cm eninde biiyiik bir ahsap kafes ayarlandi. Bu
ahsap kafesin iist kismina UVA (1.25 mW/cm?) ve UVB (0.22 j/cm?) lambas1 monte
edildi. Sekil (b) de ise kafese tamamu yerlestirilmistir. 30 giin boyunca, giinde iki saat
streyle 30 cm wuzakliktan UVAB’ye kombine olarak maruz birakilacak ratlara

uygulandi. Gerekli koruyucu 6nlemler alinarak deney siiresince ratlarin genel durumlari
kontrol edildi (Sekil 6).

Sekil 6. Deney hayvanlarina UVAB 1sininin uygulanmasi sekil a ve b ile gosterimi
3.5. Deney Hayvanlarina Anestezik Maddenin Verilmesi

Biitiin gruplardaki hayvanlara 30. giiniin sonunda ALA, CUR ve UVAB
uygulamasi yapildiktan 24 saat sonra her si¢an i¢in 100 mg/kg ketamin dozu i.p olarak

enjekte edilerek anestezi uygulandi (Sekil 7).
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Sekil 7. Siganlara anestezik maddenin verilmesi
3.6. Doku Orneklerinin Alinmasi

Kan dokusu ornekleri genel anestezi altinda kalbin sol ventrikiiliinden enjektor
ile (Sekil 8) alinarak EDTA’l tiiplere aktarildi. Toplanan deri dokusunun (Sekil 9) bir
kismi ¢alisma alanina gore % 0.9’luk fizyolojik suda yikama isleminden gecirilerek
TAS ve TOS analizleri i¢in laboratuvarda -80 °C’de derin dondurucuda muhafaza
edilirken bir kismi ise stereolojik ve apoptotik c¢alisma icin %10’luk tamponlu
formaldehitte bekletildi. TAS ve TOS spektrofotometrik yontemle daha sonra elde

edilen doku siipernatantlarinda 6l¢iildii.

Sekil 8. Deney havanlarindan kan alma iglemi
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Sekil 9. Si¢an derisinin alinmasi

3.7. Isik Mikroskobu I¢in Dokularin Takibi

Bir hafta boyunca %10 tamponlu formaldehit igerisinde kalan sicanlara dorsal
bolgeden yapilan kesi ile 5x5 mm Olgiilerinde deri ¢ikarildi. Alinan deri dokusu plastik
kasetlere alind1 ve 24 saat akan suyun altinda bekletildi. Daha sonra otomotik doku
takip cihazina alinarak dokularin takibi saglandi. Bu islemlerden sonra dokular parafin

icerisine gomiilerek 151k mikroskobu i¢in kesit alinacak hale getirildi.
3.8. Doku Homejenatinin Hazirlanmasi

Derin dondurucuda bekletilen deri dokusu 6rneklerinden yaklasik 0.5 mg/0.1 gr
doku alinarak iizerine 1900 pul soguk fosfat tamponu (PBS) ilave edilidi. Elde edilen
karisim soguk tutulmak kaydiyla yalasik 1 dakika mekanik Sekil (A) daha sonra 30
saniye ultrasonik homojenizatérde Sekil (B) homojenize edildi (Sekil 10). Elde edilen
homojenatlar uygun deney tiipleri icerisinde sogutmali santrifiijde 6000 rpm’de +4°C
sicaklikta 30 dk santrifiij edildi. Daha sonra elde edilen siipernatantlar spektrofotometrik

analizler i¢in kullanildi.
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Sekil 10. Doku homojenizasyonu (A: Mekanik Homojenizatéor B: Ultrasonik

Homojenizator)
3.9. Sterelojik Calismalar

Stereolojik islemlerin tiimii Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

Deney hayvanlarindan alinan deri dokusu o&rnekleri %10’luk tamponlu
formalinde tespit edildikten sonra rutin histolojik takip asamalarindan gecirilerek
parafine gdmiildii. Parafin bloklar haline getirilen deri dokusundan mikrotomla Spum’lik
kesitler alind1. ilk kesit rastgele diger kesitler ise her 100 adimda bir sistematik
ornekleme yapilarak alindi. Boylece her doku blogundan 10-15 kesit alindi. Alinan
kesitler 80°C’ye ayarl etiiviin igerisinde 40 dk bekletilerek deparafinize edildi. Daha

sonra asagidaki islemlerden gegirildikten sonra 151k mikroskobunda incelendi.

Ucg ksilen serisinden 15’er dakika

Ug alkol serisinden 10’ar dakika

Hematoksilen boyasindan 20 saniye bekletildi

Boya gecene kadar musluk suyunun altinda bekletildi

A o

Eozin boyasinda 10 saniye bekletilerek dokunun boyanmasi saglandi.
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6. Suda bekletilerek dokunun boyadan temizlenmesi saglandi. Kesitler

kurutulduktan sonra entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

Cavalieri metodu uygulanarak deri tabakalarinin hacimleri ayr1 ayr1 hesaplandi.
Burada noktali alan 6l¢iim cetveli uygulandi. Alanlara denk gelen noktalar sayildi. Bir
noktanin kapladigr alan, toplam nokta sayis1 ve kesit kalinlig1 ile carpilarak hacim

hesaplandi.
V=>Pxt
V: Hacim, ) P; Toplam nokta sayisi, t: Kesit kalinlig1
3.10. TAS, TOS ve OSI Analizi

TAS ve TOS olgiimii icin TAS olgtim kiti (Rel Assay Diagnostics
LOT:AS17078A, Gaziantep/ Tirkiye), TOS olgiim kiti (Rel Assay Diagnostics
LOT:RL0024, Gaziantep/ Tiirkiye) kullanilmistir.

TAS, spektrofotometre cihazinda 660 nm’de 6l¢tim yapilmistir. Standart yontem
olan Trolox ile reaksiyon hizi1 kalibre edilmektedir. Birimi Trolox Equivalent/L’dir

(Erel, 2004). Calismamizdaki TAS analizi bu sekilde yapilmistir.

TOS, (Erel, 2005) yaptig1 calismadaki gibi spektrofotometre cihazinda 530

nm’de 6l¢glim yapilmistir ve birimi pmol H,0, Equivalent/L’dir.

OSI, TOS’un TAS’a orani olarak degerlendirildi. OSI birimi AU (Arbitrary
Unit) olarak belirtildi (Kosecik ve ark., 2005).

3.11. Apoptozis

Deneyde her hayvana ait 5 um kalinliginda TUNEL boyama i¢in deri dokusu
orneklerinden birer kesit alindi. Alinan parafin kesitler benmariye yani 35-40 °C
sicakliktaki su banyosuna kivrilmayacak sekilde birakildi. Ardindan doku kesitleri su
banyosunda lisinli lam yardimiyla alindi. Bu doku kesitleri 60 dk 58°C’lik etiivde
bekletildi. Sonrasinda dokulardan parafini tamamen uzaklastirmak amaciyla ksilen ve

alkol serilerden gecirilerek rehidrasyon islemi yapildi ve ardindan prosediir uygulandi.
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3.11.1. TUNEL boyama protokolii

TUNEL i¢in In Situ Cell Death Detection Kit Roche Diagnostics kiti kullanilda.
Terminal deoksiniikleotidil transferase (TdT) enzimini, biyotinlenmis niikleotid
kullanarak DNA’nin 3°-OH ucuna baglanir. Sonra bu biyotinlenmis niikleotidlere
isaretlenmis streptavidin baglanir. Fragmante niikleuslar bu prosediire gore koyu
kahverengi boyanir. Bu yontem terminal uctan DNA kirniginin antikor ile isaret
konulmasi esasina dayanir. Uygulanan protokolde preparatlara rehidrasyon islemi

uygulandiktan sonra;

e 2x3 dk PBS’de yikama yapilir

e (Oda sicakliginda %0,1°lik Proteinaz K (Roche) damlatildiktan sonra 30
dk inkiibasyon

e Tekrar 2x5 dk PBS‘de yikama

e 9%3'lik H,O2’ da 15 dk oda 1s1sinda bekletilir

e PBS‘de yikama 2x5 dk

e Terminal Deoksi Transferaz (TdT) reaksiyon karisimi oda sicakliginda
damlatilarak 60 dk bekletilir

e Negatif kontrollerde ise TdT enzim igermeyen soliisyondan damlatma

e PBS‘de 2x5 dk yikama

e Florason mikroskopta istege bagli 6n degerlendirme yapilabilir.

e Her preparata 37 °C’de 30 dk bekleyecek sekilde converter-POD
soliisyonu ekleme

e PBS‘de yikama 2x5 dk

¢ Kromojeni aminoethyl carbasole (AEC) damlatilir renk reaksiyonu icin
5 dk bekletilir

e Preparatlar yikanir 3x3 dk PBS‘de

e Lamlarin iizerine Light Green boyast damlatilir zemin boyamasi
yapilmasi i¢in 5-10 dk bekletilir.

e PBS’ den 3x3 dk son yikama yapilir.

e  Su bazl yapistirict (Aqueous Mount- Scytek Laboratories, LOT:33474)

ile kapatma iglemi yapilir ve 151k mikroskobunda incelenir.
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Calismamizdaki siirekli 6l¢timler i¢in tanimlayici istatistikler; medyan, ortalama,
standart sapma, minimum ve maksimum olarak ifade edilmistir. Ol¢iimlerin gruplara
gore karsilagtirllmasinda Kruskal-Wallis H testi hesaplanmis ve ardindan anlaml
bulunan farkli gruplar belirlemede, Post Hoc (¢oklu karsilastirma) olarak Bonferroni
testi kullamlmistir. TAS, TOS ve OSI igin Anova one-way testi kullanilmistir.
Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi (a ve b) 0.05 olarak alinmis ve hesaplamalar

icin SPSS (ver.24) istatistik paket programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sterelojik Bulgular

Dorsal sican sirt derilerine ait deri 6rnekleri tabakalarinin toplam hacim oranlar
Cavalieri metodu uygulanarak hesaplanmistir. Kontrol grubu (Sekil 13) ile
kiyaslandiginda UVAB grubuna (Sekil 14) ait sicanlarin epidermis tabakasinda hiicre
proliferasyonuna bagli olarak hacimde anlamli bir artis gozlenirken (p<0,05) diger
gruplarda (Sekil 15, Sekil 16, Sekil 17, Sekil 18) anlamli bir fark gdzlenmedi (p>0,05)
(Tablo 2).

Tablo 2. Gruplara ait deri epidermis hacim oranlar1 (%)

Gruplar Median Mean St. Dev. | Min. Max. P
KONTROL | 11,3 11,66a 1,21 10,26 13,47
UVAB 18,33 18,29b 0,84 17,07 | 19,53
Epidermis | CUR 12,12 11,80a 1,24 9,38 12,95 001
Hacmi (%) | yyaB+CcUR | 1321 13,332 0,81 12,47 14,80
ALA 11,33 11,66a 1,84 9,73 14,61
UVAB+ALA | 10,34 11,682 3,38 9,44 17,64

*Kruskal-Wallis Test a,b: Farklt gruplart gosterir (Duncan Post Hoc Tests.
Epidermisin dermise gére yiizdelik orani seklinde hesaplanistir.
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Sekil 11. Deri dokusunun epidermis hacim orani grafigi
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UVAB grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda deri dermis tabakasinin hacmi

anlamli derecede azalirken diger gruplarda anlamli bir fark gézlenmedi (Tablo 3).

Tablo 3. Gruplara ait deri dermis hacim oranlar1 (%)

Gruplar Median Mean St. Dev. Min. Max. K
KONTROL 88,11 88,33a 1,21 86,53 89,74
UVAB 81,67 81,70b 0,84 80,47 82,93

Dermis Hacmi | CUR 87,88 88,19a 1,24 87,05 90,67 001
(%) UVAB+CUR 86,78 86,66a 0,81 85,20 87,53
ALA 88,68 88,33a 1,85 85,39 90,27
UVAB+ALA 89,66 88,31a 3,38 82,36 96,56

*Kruskal-Wallis Test a,b: Farkli gruplari gosterir (Duncan Post Hoc Tests)
Epidermisin dermise gére yiizdelik orani seklinde hesaplanistir.
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Sekil 12. Deri dokusunun dermis hacim orani grafigi
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Sekil 13. Kontrol grubu deri dermis ve epidermis histolojik goriiniimii (H&E).

Sekil 14. UVAB grubu deri epidermis ve dermisin histolojik goriiniimii (H&E).
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Sekil 15. UVAB+ALA grubu deri epidermis ve dermisin histolojik goriiniimii (H&E).

Sekil 16. UVAB+CUR grubu deri epidermis ve dermisin histolojik goriiniimii (H&E).

34



Sekil 17. ALA grubu deri epidermis ve dermisin histolojik goriiniimii (H&E).

Sekil 18. CUR grubu deri epidermis ve dermisin histolojik goriiniimii (H&E.)

Cavalieri metodu kullanilarak calismamizda fiziksel disektdr yontemiyle toplam
dermal mast hiicre sayisal yogunlugu hesaplandi. Kontrol grubuna kiyasla (Sekil 20)

UVAB uygulanan si¢anlarin deri dokusunda mast hiicre sayisal yogunlugunun anlaml



olarak arttigi gozlendi (p<0.05) (Sekil 21). Tedavi gruplarida UVAB grubu ile
kiyaslandiginda mast hiicre sayisal yogunlugunun anlamli derecede azaldig1 gozlendi
(Sekil 22 ve Sekil 23). ALA (Sekil 24) ve CUR (Sekil 25) gruplarinda mast hiicre
sayisal yogunlugunun kontrol grubu ile benzerlik gostermektedir.

Tablo 4. Gruplara ait dermal mast hiicreleri sayisal yogunluk sonuglari

*
Gruplar Median Mean St. Dev. | Min. Max. Lt
KONTROL 524,50 526,67¢c 38,23 82,00 90,00
Mast Hiicresi | ALA 518,00 527,43¢c 67,23 21,00 12,00
Saysal | cyr 503,50 |  487,50c | 47.61 | 11,00 | 41,00
Yogunlugu .001
UVAB 1291,00 1295,43a 87,82 174,00 | 412,00
(sayr/mm>)
UVAB+ALA 583,50 575,00bc 104,29 07,00 18,00
UVAB+CUR 624,00 628,80b 55,10 77,00 15,00

*Kruskal-Wallis Test a,b,c: Farkli gruplar: gésterir.
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Sekil 19. Deri dokusu mast hiicreleri sayisal yogunluk sonug grafigi

36




R -
~;//~—Tkl",

\\\ j:Tt{.

Sekil 21. Ultraviyole AB grubu si¢an derisindeki mast hiicreleri, oklar (Toluidin mavisi)
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Sekil 23. UVAB+CUR grubu si¢an derisindeki mast hiicresi, ok (Toluidin mavisi)
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Sekil 25. CUR grubu sigan derisindeki mast hiicresi, ok (Toluidin mavisi)
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Stereolojik yotemler uygulanarak deri dermal damar hacim yogunlugu
hesaplanmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda UVAB grubunda dermal damar
yogunlugunun anlamli derecede arttigi, UVAB+CUR ve UVAB+ALA gruplar1t UVAB
ile karsilastirildiginda anlamli derecede azaldig1 gozlenmistir (p<0.05) (Sekil 26, Tablo
5).

Tablo 5. Dermal damar yogunluk sonuglari

Grup Mean Medyan SS Min. Max. *p

Kontrol 58016,5¢ 56833,5 6591,8 49587 67125

Dermis ALA 60999,5¢ 60593 4761,6 55325 68157
Damar.

Hac.Yog. CUR 53359,3d 53012 4236,5 47998 60241

UVAB 80475,7a 80124 3036 76217 84254

UVAB+ALA | 68699,4b 70025 4669,6 61025 73269

UVAB+CUR | 61104,7¢c 60735 2369,9 58301 64014

*Kruskal-Wallis Test a,b,c: Farkli gruplar: gésterir.
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Sekil 26. Dermal damar yogunlugu sonug grafigi
4.2. Apoptotik Bulgular (TUNEL)

Apoptotik hiicrelerde DNA zincir kiriklarini tespit edip goriintiillemek igin
TUNEL (TdT-mediatedd UTP nickendla beling) teknigi kullanilir. Olusan DNA zincir
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kiriklari, serbest 3’-OH terminallerinin modifiye edilmis nukleotidlerle enzimatik olarak

isaretlenmesi ile belirlenir (Walker ve Quirke, 2001).

Gruplar; K, ALA, CUR, UVAB, UVAB+ALA ve UVAB+CUR olarak
adlandirilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. TUNEL bulgular: tablosu

GRUPLAR TUNEL POZITiF HUCRE YOGUNLUGU
Kontrol _

ALA _

CUR _

UVAB +++

UVAB+ALA +

UVAB+CUR +

Kontrol grubu: Genel olarak epidermiste TUNEL pozitif hiicrelere
rastlanmamistir (Sekil 27).

Sekil 27. Kontrol grubu deri TUNEL boyama
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UVAB grubu: Epidermiste yiiksek diizeyde TUNEL pozitiflikler goriildi. Ayn1
zamanda kil folikiil epitelllerinde ve dermiste ¢cok sayida TUNEL pozitif hiicreler
gozlendi. UVAB, UVAB+ALA ve UVAB+CUR ile karsilastirildiginda epidermisteki
TUNEL pozitif hiicre daha yogun bulunmaktadir (Sekil 28).

Sekil 28. UVAB grubu deri TUNEL boyama, kahverengi boyanan apoptotik hiicre, ok

UVAB+ALA ve UVAB+CUR gruplarina ait epidermiste hafif diizeyde TUNEL pozitif
reaksiyon veren hiicreler gozlendi (Sekil 29, Sekil 30).
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Sekil 29. UVAB+ALA grubu deri TUNEL boyama

Sekil 30. UVAB+CUR grubu deri TUNEL boyama

ALA ve CUR gruplarinin deri epidermis tabakasinda kontrol grubuna yakin boyama
ozellikleri gozlendi (Sekil 31, Sekil 32).
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Sekil 31. ALA grubu deri TUNEL boyama

Sekil 32. CUR grubu deri TUNEL boyama
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4.3. Oksidatif Bulgular

Deri dokusunda oksidatif parametreler invivo olarak ¢alisilmistir. Kontrol grubu
ile UVAB grubu karsilastirildiginda derideki TAS degerleri arasinda anlamli bir fark
gozlenmezken, UVAB grubuna kiyasla CUR, ALA ve UVAB+CUR gruplarinda TAS
degerlerinde anlamli bir artis oldugu gozlendi (p<0,05) (Sekil 33, Tablo 7). Kontrol
grubu ile kiyasla UVAB grubunda derideki TOS degerinde anlamli bir artig gozlendi.
Buna karsin UVAB grubu ile karsilastirildiginda tedavi gruplarinda TOS degerinin
anlaml1 derecede azaldig1 gozlendi (p<0,05) (Sekil 34, Tablo 8). Derideki OSI degeri ise
Kontrol grubu ile kiyasla UVAB grubunda OSI degerinde anlamli bir artis gdzlenirken,
UVAB grubu ile karsilastirildiginda tedavi gruplarinda OSI degerinin anlaml1 derecede
azaldig1 gozlendi (p<0,05) (Sekil 35, Tablo 9).

Tablo 7. Deri dokusunda 6lgiilen TAS sonuglarinin istatiksel verileri ve gruplara gore

dagilimi
Gruplar Ort. V" Min. Max. p (a) p (b)
Sapma

Kontrol 13,20 2,45 11,14 18,03 1,0000 0,9940
UVAB 13,19 2,09 10,25 15,86 0,9940 1,0000
CUR 26,44 3,59 24,06 33,38 0,0001 0,0001
ALA 20,13 5,38 14,20 27,34 0,0170 0,0090
UVAB+CUR | 19,18 4,53 14,35 27,24 0,0018 0,0090
UVAB+ALA | 14,55 2,61 10,76 17,50 0,4000 0,3390

p<0,05 oldugundan gruplarda istatistiksel olarak anlaml farklilik vardir.
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Sekil 33. Deri dokusunun TAS bulgulart grafigi

a: Kontrol ile karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli (p< 0,05)

b: UV ile karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli (p< 0,05)

Tablo 8. Deri dokusunda 6lgiilen TOS sonuclarinin istatiksel verileri ve gruplara gore

dagilimi
Gruplar Ortalama | Std. Sapma Min. Max. p(a) p (b)
Kontrol 226,95 59,65 140,00 294,00 1,0000 0,0001
UVAB 484,17 98,57 360,00 621,25 0,0001 1,0000
CUR 234,89 61,19 150,00 330,00 0,8240 0,0001
ALA 259,33 31,89 230,00 298,00 0,2680 0,0001
UVAB+CUR | 288,29 44,65 208,06 330,00 0,0710 0,0001
UVAB+ALA | 237,20 65,80 156,00 340,00 0,7920 0,0001

< 0.05 oldugundan farkli harfi alan gruplarda istatistiksel olarak anlamlilik vardir.

46




700 -

500 A

400 -

a
b
b b b
300
200
100 A
0 , r . , y i
uv CUR ALA

UV+CUR UV+ALA

TOS pumol H,0, equiv./g

—t—

Kontrol

Sekil 34. Deri dokusunun TOS bulgulart grafigi

a: Kontrol ile karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli (p<0.05)
b: UV ile karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli (p<0.05)

Tablo 9. Deri dokusunda 6lgiilen OSI sonuglarinin istatiksel verileri ve gruplara gore

dagilimi

Gruplar O;::la S:[t)(rlr.m Min. Max. p(a) p (b)
Kontrol 1,71 0,33 1,26 2,26 1,0000 0,0001
UVAB 3,65 0,19 3,38 3,92 0,0001 1,0000
CUR 0,88 0,14 0,62 1,00 0,0001 0,0001

ALA 1,33 0,19 1,09 1,62 0,0330 0,0001
UVAB+CUR 1,53 0,20 1,21 1,78 0,2600 0,0001
UVAB+ALA 1,61 0,21 1,41 1,94 0,5730 0,0001

p<0.05 farkli harfi alan gruplarda istatistiksel olarak anlamlilik vardir.
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Sekil 35. Deri dokusunun OSI bulgular1 gafigi

a: Kontrol ile karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli (p<0.05)
b: UV ile karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli (p< 0.05)
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5. TARTISMA VE SONUC

Gilines yasami siirdiirmeyi saglayan en onemli hayat kaynaklarindan biridir.
Ayni zamanda pozitif yonde psikolojik durumu etkilemek, melanin yapimini deride
uyarmak, vitamin D sentezinde ve gorme fonksiyonunda onemli rol almak, antiseptik
ozellige sahip olmak, 1s1y1 saglamak gibi pek ¢ok faydasi mevcuttur. Buna ragmen
fotoyaglanma, deri kanserleri ve foto dermatozlar gibi bazi zararlar1 da vardir (Slevin,

2014).

Son yillarda ozon tabakasinin incelmesiyle giinesten diinyaya ulasan UV miktar1
artmistir. Teknoloji ile hayatimizin her alanina giren cihazlarin UV yaymasi ve yanlis
giineslenme aligkanligi, bronzlasma amaci ile uzun siire glines temasi insanlarin yogun
olarak UV’ye maruz kalmasina neden olmus (Mutlu ve ark., 2003; Akkaya ve Erturan,

2004; Battie ve Verschoore, 2012).

Deri ise insan viicudunda, giines 1s1gindaki UVA'ya maruz kalan ilk bolgedir.
Diger organlar da kan dolasimi yoluyla etkilenmektedir. Sevin ve ark. (2007), son
zamanlarda yapilan ¢alismalarin UVA'nin en az UVB kadar karsinojenik ve mutajenik
oldugunu bildirmektedir. Tiimor olusumuna neden olan UVA, UVB'nin tiimor
indiiksiyonunda gereksinim duydugu enerjiden daha fazlasina ihtiya¢ duyar. UVA'nin
deri {izerine etkilerini arastirdiklar1 g¢aligmalarda UVA'nin glines yanigin1 ve

dermoepidermal aktiviteyi artirdigini gostermislerdir (Sevin ve ark., 2007).

Giines 1sinlarinin ve ozellikle ultraviyole maruziyeti deri kanseri olusumunda
onemli etkiye sahiptir (Battie ve Verschoore, 2012). Kanser olusumuna ise genlerde
olusturduklar1 mutasyonlar sebep olur (Mutlu ve ark., 2003; Akkaya ve Erturan, 2004).
Fotoyaslanmaya bagli olarak histolojik, klinik ve biyokimyasal degisim nedeniyle
olusmaktadir (Berneburg ve ark., 2000). Boylece cildin giines 1s18na kronik olarak
maruz kalmasi sonucu olusan deri yaslanmasi sebebiyle deride klinik olarak kuruluk,
irregiiler pigmentasyon (benekli pigmentasyon), kabalagma, derin kirigiklik, elastoz,
atrofi, benign ve malign neoplazi, likenoid keratoz gibi degisiklikler gdriilmektedir

(Matsumura ve Ananthaswamy, 2004).
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Bu durumda, insan derisi kendi yapisin1 ve fonksiyonlarmi koruma
mekanizmalarina ragmen, ilave gilines 1sinlara karsi koruma tedbirlerine ihtiya¢ duyar

(Boger ve ark., 1984).

ROS, UV radyasyonuna uzun siire maruz kalan deride olusmaktadir. Bu da
DNA’da, yaglar, proteinler ve karbohidratlarda oksidatif hasara yol agmaktadir. Bu
hasarin sonucunda hiicre morfolojisinde, metabolizmasinda ve ultra yapisinda zararl
degisimlere neden olmaktadir. UV’den kaynakli olusan serbest radikaller, hiicre
diizenlenme yoluyla interaksiyona girerek hiicresel ¢cogalma, farklilasma ve apoptoz
mekanizmasini etkileyerek, deri kanseri olusumunu tetiklemektedir (Svobodova ve

ark., 2003).

Calismamizda deri hasarina sebep oldugu bilinen UVAB’nin zararli etkisini
ortadan kaldirmak amaciyla cesitli antioksidan maddeleri kullanmak arastirmamizin
temelini olusturmaktadir. Calismamizda olasi antioksidan etki gostermesi beklenen
CUR ve ALA kullanildi ve ALA ve CUR’un, UVAB’a maruz birakilmig siganlarin sirt
deri dokusu iizerindeki, koruyucu etkisine ait TAS, TOS ve OSI degerleri biyokimyasal
yontemler kullanilarak belirlenmeye calisilmistir. Deriye ait dermis ve epidermis
tabakalarma ait hacim degerleri stereolojik yontemlerle, dermal dokuda ALA ve

CUR’un antiapoptotik etkisi de TUNEL yontemi ile incelenmistir.

Bir ¢calismada CUR, UV A’nin neden oldugu insan dermal fibroblast hasarini ve
ROS artisin1 inhibe ettigi belirlenmistir. Aym1 ¢alismada UVA’nin neden oldugu
fibroblastik apoptozise karsi dermal fibroblastlar1 korudugu goézlenmistir. UVA’nin
dermal kollajen liflerin yapisinit bozdugu ve buna karsit CUR’un UVA’nin kollajen lifler
tizerindeki bozucu etkisini inhibe etmistir (Liu ve ark., 2018). Calismamizda
uyguladigimiz stereolojik yontemlerde elde ettigimiz bulgularda UVAB’1n deri dermis
tabakasimnin hacmini anlamli derecede azalttigit CUR ile tedavi edilen gruplarda ise bu
etkinin inhibe edildigi gozlenmistir. Calismamizin TUNEL bulgularina bakildiginda
dermal fibroblastlarda yogun apoptotik hiicrelerin oldugu CUR ile tedavi edilen
gruplarda ise bu hiicrelerin oldukg¢a azaldigi goézlenmistir boylece CUR’un dermal
fibroblastik apoptozisi inhibe ettigi ve UVAB’nin artirmig oldugu TOS seviyesi CUR
tarafindan anlamli derece azaltilarak Liu ve ark. (2018) caligsmasi ile uyumlu sonuglar

elde edilmistir.
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Derinin UV’ye maruz birakilmasi sonucu epidermiste kalinlagma olmaktadir
(Ishii ve ark., 1997; Takema ve Imokawa, 1998; Winter ve ark., 2001; Gonzales, 2008;
Jeon ve ark., 2009; Svobodova ve Vostalova, 2010). Calismamizda UVAB’1in zararh
etkilerine karsi epidermis tabakasinin vermis oldugu adaptasyon tepkisine karsi
keratinositlerde goriilen proliferasyonun CUR ve ALA uygulanan tedavi gruplarinda

azalmasi bu iki maddenin UVAB’1n zararl etkilerini inhibe ettigini gostermektedir.

Ayrica CUR vyaygmn olarak cilt yara iyilesmesinde ve sindirim sistemi
hastaliklarinda  kullanilmistir. ~ Antimikrobiyal,  antiinflamatuar,  antioksidan,
antikarsinojenik, antimutojenik, antimetastatik, angiogenez artiricit ve ndroptotektif pek
cok Ozelligi bulunmaktadir. Doz agiminda toksik etki gostermeyen bir maddedir
(Azuine ve ark., 1992; Brovet ve ark., 1995; Shukla ve ark., 1997; Negi ve ark., 1999;
Zhang ve ark., 1999; Sharma, 2002; Aggarwal ve ark., 2005; Chen ve ark., 2005;
Jagetia ve Rajanikant, 2005; Payton ve ark., 2007).

ALA’nin ise hem rediikte hem de okside formu giiclii bir antioksidan isleve
sahiptir (Golbidi ve ark., 2011). ALA hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit, singlet
oksijen, hipokloroz asit, nitrik oksit ve peroksinitrit gibi oksidanlar1 yok eder (Wollin ve
Jones, 2003). ALA’nin fotohasardan korunmada oral ve topikal yolla uygulanmasinin
daha etkili oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Podda ve ark., 1994, Podda ve ark.,
2001). ALA’nin radyoprotektif etkisinin arastirildigi bir ¢alismada radyoaktif madde
uygulanan farelerde artan oksidan seviyesinin ALA uygulanan tedavi gruplarinda
onemli dl¢iide azaldig1, antioksidan seviyesinde ise artis oldugu gézlenmistir. Bu durum
ALA’nin radyoaktif maddenin deride meydana getirdigi hasara karsi koruyucu bir
madde oldugunu gostermektedir (Davis ve ark., 2009). Calismamizda UVAB uygulanan
grupta artan TOS seviyesi ALA uygulanan tedavi grubunda 6nemli olgiide azalmistir.
Bu durum ALA’nin, UVAB’in deride meydana getirdigi oksidatif hasara karsi

koruyucu bir madde oldugunu gostermektedir.

Calismamizda UVAB grubunun TAS sonuglari, kontrol grubunki ile
karsilastirildiginda TAS seviyelerinde anlamli bir fark gozlenmedi. Tedavi gruplarinda
ise TAS seviyesi literatiirle uyumlu bir artis gostermistir ve CUR ve ALA’nin
antioksidan etkisi goriilmiistiir (p<0,05). TOS bulgular1 incelendiginde ise UVAB grubu

TOS degeri kontrol grubu karsilagtirildiginda istatiksel verilere gore anlamli derecede
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artis gozlenirken (p<0,05). Tedavi gruplart UVAB grubuna kiyasla anlaml diisiis
gbzlenmistir (p<0,05). OSI, TOS’un TAS’a olan oramidir (Kosecik ve ark., 2005).
UVAB grubu, kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir artis
gozlenirken, UVAB+ALA ve UVAB+CUR tedavi gruplarinda ise UVAB grubuna gore
anlamli bir diislis gézlenmektedir (p<0,05). Bulunan OSI degerleri Kosecik ve ark.
(2005)’ na ait sonuglari ile uyum saglamis olup TAS ve TOS degerlerini desteklemistir.

Apoptozis, birden fazla genle alakali aktif bir sistemdir. Hiicre 6liimiine neden
olan hiicresel bir siiregtir (Rashed ve Ragab, 2004). Apoptoz ayni zamanda cilt
timorlerine karst onemli bir savunma mekanizmasidir. Yani, cilt hiicreleri asiri
mutasyon veya genetik hasar biriktirdiginde, apoptotik yollar aktive olur ve hiicre
Olimiine neden olur (Hanahan ve Wemberg, 2000). Epidermis, apoptozu
indiikleyebilecek cesitli faktérlere maruz kalir ve en 6nemli faktor giines ultraviyole
(UV) radyasyonudur. UV radyasyonu, DNA'y1 indiikleyerek birka¢ apoptotik yolu
aktive edebilir. Ayni zamanda UV ile indiiklenen keratinositlerin apoptozisin,
temizleyici bir mekanizmayr temsil ettigi, DNA hasarli hiicrelerden kurtuldugu ve
boylece malign transformasyon riskini azaltti§1 yoniindeki ortak bir anlagsma oldugu bu
calismada belirtmistir (Kulms ve Schwartz 2000). UV i1sinlarinin kanserojen etkisinin
mekanizmalar1 da ¢oktur. Giinesin en onkogenik kismi spektrum UVB 1smlart kismidir
(Tornalett1 ve Pfeifer, 1996). Bu tiir radyasyona maruz kalan siganlarmn sirt derilerinde
TUNEL metodu calisilmistir ve apoptotik nukleuslarda karakteristik — 6zellikler
gosterdigi goriilmiistiir (Kuroki ve ark., 2001). Bizim ¢alismamizda UVAB grubunda
kontrol grubuna kiyasla literatiire gore anlamli sekilde artan TUNEL pozitif hiicreleri
tedavi gruplarinda CUR ve ALA sayesinde anlamli olarak azalis gostermistir (»<0,05).
CUR ve ALA’nin antioksidan 6zelliklere sahip olmalar1 ve de ortamda bulunan serbest

radikalleri notralize edebilme 6zeliklerinden kaynaklanmaktadir.

Deride ve bir¢ok dokuda mast hiicreleri bulunur, uyarildiklar1 durumda
salgiladiklar1 bircok mediyatdr farkli klinik semptom ve bulgulara sebep olurlar
(Bradding ve ark., 1993). Insanlarda ve insan foto yaslanma modeli HRS/SKH-1
farelerde dermal mast hiicre sayisi, kronik UV 1sinlamasina cevap olarak artmaktadir.
Kismende olsa, kronik olarak UV’ye maruz birakilmis veya foto yaslanmaya ugramis

derideki hasarlardan, artmis mast hiicrelerin sorumlu olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Learn
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ve Moloney, 1991; Gonzalez ve ark., 1999). Dermal mast hiicreleri, UVB 1s1n1 sistemik
kontakt hipersensitivite cevabinin baskilanmasinin baglatilmasi i¢in gereklidir (Hart ve

ark., 1998).

Calismamizda UVAB uygulanan grupta mast hiicre sayis1 énemli derece artarak
literatiir ile uyumluluk gostermektedir (p<0,05). CUR ve ALA uygulanan tedavi
gruplarinda ise mast hiicre sayis1 azalarak kontrol grubuna yakin degerler gozlenmistir.

Bu durum CUR ve ALA’nin UVAB’1n zararh etkisini inhibe ettigini géstermektedir.

Anjiyogenezis c¢esitli nedenlere bagli olarak mevcut damarlardan yeni damar
olugsmas1 durumudur (Dvorak ve ark., 1995). Normal sartlarda derideki anjiyogenezis
smirlidir. Ancak bazi patolojik durumlarda hizli bir anjiyojenik tepki baslatilabilir
(Detmar ve ark., 1995; Yano ve ark., 2001). Epidermal keratinositlerde salgilanan
vaskiiler endothelial growth factor (VEGF) deride en 6nemli anjiyojenik farktorlerden
biridir. Hiperplaziye ugramis epidermiste VEGF ekspresyonu artar. Bu da anjiogenezisi

indiikte eder (Detmar ve ark., 1995).

Yano ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir calismada, UVB’nin deride VEGF
ekspresyonunu indiikte ederek dermal vaskiilogenezisi artirdigini gézlemlemislerdir.
Yaptigimiz ¢alismada stereolojik yontemler uygulanarak elde ettigimiz bulgulara gore
UVAB’nin dermal damar yogunlugunu artirdigin1 bdylece kaynak taramamizla uyumlu
sonuclara neden oldugunu gozlemledik. Buna karsin CUR ve ALA uygulanan tedavi
gruparinda ise UVAB’nin neden oldugu damar yogunlugunda 6nemli bir azalma

gorildi.
Sonug ve Oneriler

1) Sicanlarin sirt deri histolojisi incelendiginde UVAB gruplarinda epidermis
bolgelerinde kalinlasma ve dermal damar hacmini arttirdigr gozlendi.

2) UVAB radyosyonuna maruz kalan deride anlamli degisimler goériilmiistiir.
Histolojik olarak dermis ve epidermis hacminde artma, mast hiicre sayisinda
artma, TUNEL pozitif hiicre sayisinda artma ve biyokimyasal olarak TAS,

TOS seviyelerinde anlamli degisimler gozlemlenmistir. UVAB grubunda
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3)

4)

5)

6)

7)

8)

TOS seviyesinde artma gozlendi. UVAB+ALA ve UVAB+CUR gruplarinda
ise TAS’da artma gozlenmistir.

Tedavi amacl kullanilan CUR ve ALA’nin epidermal kalinlig1 azaltabildigi
gozlemlendi.

UVAB ile birlikte uygulanan ALA ve CUR grubunda mast hiicre sayist
UVAB grubuna gore istatistiksel olarak azaldig1 ve anlaml fark gosterdigi
belirlenmistir.

UVAB ile birlikte uygulanan ALA ve CUR tedavi gruplarinda TUNEL
pozitif hiicre sayisinda, CUR ve ALA’nin antioksidan ozelliklere sahip
olmalar1 ve de ortamda bulunan serbest radikalleri noétralize edebilme
ozeliklerinden dolay1 azalma gézlenmistir.

UVAB deri dermal dokuda anjiogenezisi indiikte ederek dermal damar
hacim yogunlugunu arttirmistir. CUR ve ALA ise UVAB’ye gore
azaltmstir.

Sterelojik metodlarla ALA ve CUR’un UVAB radyasyonuna karsit deri
dokusu iizerindeki koruyucu etkisi ilk kez sunulan bu calismada ortaya
konulmustur.

ALA ve CUR’un oral yolla farkli dozlarda verilmesi ve topikal uygulanmasi
ayrica yapilacak bu c¢aligmalarin ileri diizeyde molekiiler c¢aligmalarla

desteklenmesini Onerebiliriz.
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