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OZET

Keskin S. Sicanlarda Ultraviyole A ve B ile indiiklenmis Deri Hasarinda Ellajik asit ve Silibininin
Doku Koruyucu, Antiapoptotik ve Antioksidan Etkilerinin Molekiiler ve Stereolojik Yontemlerle
Arastirilmasi. Van Yiiziincii Y1l Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2018. Caligmalar Ultraviyole A ve B (UVAB)
radyasyonunun oksidatif stres ve DNA hasarina neden oldugu, ellajik asit (EA) ve silibininin (SB) ise
antioksidan Ozellik gosterdigini bildirmektedir. Bu calismada, deneysel olarak sigan sirt derisinde
olusturulan UVAB hasarma karsi EA ve SB’nin tedavi etkinligi biyokimyasal, immiinohistokimyasal
(TUNEL) ve stereolojik yontemlerle arastirildi. Bu amagla, oksidatif stres ve apoptozda meydana gelen
degisiklikler, stereolojik inceleme ile birlikte degerlendirildi. Her biri 7 Wistar albino disi sigandan olusan
6 grup olusturuldu. Gruplar; Kontrol (K), Ultraviyole A ve B grubu (UVAB), Ellajik asit (EA) grubu,
Silibinin (SB) grubu, UVAB+EA (Ultraviyole AB grubu+Ellajik asit) grubu ve UVAB+SB (Ultraviyole
AB grubu+Silibinin) grubu olarak adlandirildi. UVAB, UVAB+EA ve UVB+SB grubundaki hayvanlar
30 giin boyunca giinde 2 saat siireyle UVAB 1smina maruz birakildi. UVAB+EA ve UVAB+SB
gruplarma her UVAB uygulamasidan 30 dk dnce 50 mg/kg/giin EA ve 50 mg/kg/giin SB gavaj yoluyla
verildi. UVAB uygulanmayan EA ve SB gruplarina ise aym dozlarda 50 mg/kg/giin EA ve SB gavaj
yoluyla verildi. Biitin hayvanlar 30. giinde sakrifiye edildi. Analizler igin sirt deri dokular1 alindi.
Arastirma sonuglarina gore; UVAB grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda Total Antioksidan
Seviyesindeki (TAS) azalma ve SB ve EA verilen tedavi gruplar1 ile UVAB grubu kiyaslandiginda TAS
seviyesindeki artis anlamh degildi (p>0.05). UVAB grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda Total
Oksidan Seviyeleri (TOS) ve Oksidatif Stres Inseksi (OSI) Seviyelerinde anlamli bir artis oldugu saptandi
(p<0.05). Ancak TOS ve OSI seviyelerindeki bu artislarin tedavi gruplarinda anlanu derecede azaldigi
gozlendi (p<0.05). Caligmada elde edilen stereolojik bulgular degerlendirildiginde UVAB grubunda
epidermis hacim oraninda kontrol grubuna gore anlamli bir artis oldugu gozlendi (p<0.05). Tedavi
gruplarindaki siganlarin dorsal deri epidermis kalinliklarinda ise UVAB grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir diisiis oldugu saptandi (p<0.05). EA ve SB’nin UVAB’nin birlikte uygulandigi
gruplarda, mast hiicre sayisi UVAB grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmigtir
(p<0.05). Calismada UVAB+EA ve UVAB+SB tedavi gruplarinda TUNEL pozitif hiicre sayisi, UVAB
grubu ile karsilastirildiginda anlamh sekilde azalmistir (p<0.05). Bu galisma, ellajik asit ve silibininin
UVAB hasart tedavisinde faydali olabildigini ortaya cikarmistir. Burada elde edilen bulgularin
desteklenmesi i¢in ellajik asit ve silibininin farkli dozlarinin oral olarak verilmesi veya topikal olarak
denenmesi ile yapilacak in vitro ve in vivo daha ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar sozciikler: Deri, Ellajik asit, Apoptoz, Oksidatif stres, Silibinin, Stereoloji, UVAB.



ABSTRACT

Keskin S. Investigation of Tissue Protective, Antiapoptotic and Antioxidant Effects of Ellajic Acid
and Silibinin in Ultraviolet A and B - Induced Skin Damage in Sharp S. Rats by Molecular and
Stereological Methods. Van, Yuzuncu Yil University Institute of Health Sciences, Department of
Medical Histology and Embryology, M.Sc. Thesis, Van, 2018. Studies indicate that ultraviolet A and B
(UVAB) radiation causes oxidative stress and DNA damage, whereas ellagic acid (EA) and silibinin
antioxidant properties. In this study, the therapeutic efficacy of EA and SB was investigated by
biochemical, immunohistochemical (TUNEL) and stereological methods against UVAB damage
generated experimentally in rat dorsal ridge. For this purpose, changes in oxidative stress and apoptosis
were evaluated together with stereological examination. Six groups of 7 Wistar albino female rats were
formed each. Groups; The control group (K), Ultraviolet A and B group (UVAB), Ellagic acid (EA)
group, Silibinin (SB) group, UVAB + EA (Ultraviolet AB + Ellagic acid) group and UVAB + SB
(Ultraviolet AB+ Silibinin) group. The animals in the UVAB, UVAB + EA and UVB + SB groups were
exposed to UVAB radiation for 2 hours daily for 30 days. 50 mg/kg/day EA and 50 mg/kg/day SB were
given orally 30 minutes prior to each UVAB application to the UVAB + EA and UVAB + SB groups. EA
and SB without UVAB were given 50 mg/kg/day EA and SB by the same doses. All animals were
sacrificed on the 30th day. Ridge skin tissues were taken for analysis. According to the results of the
research; UVAB group compared with the control group, the decrease in Total Antioxidant Status (TAS)
and the increase in TAS level compared with the UVAB group were not significant (p> 0.05). There was
a significant increase in Total Oxidant Status (TOS) and Oxidative Stress Index (OSI) levels compared to
the UVAB group control group (p<0.05). However, these increases in TOS and OSI levels decreased
significantly in treatment groups (p<0.05). When the stereological findings obtained in the study were
evaluated, it was observed that the volume ratio of epidermis in the UVAB group was significantly
increased compared to the control group (p<0.05). There was a statistically significant decrease in the
dorsal skin epidermis thickness of the treatment group rats compared to the UVAB group (p<0.05). When
EA and SB were administered together with UVAB, the number of dermal mast cells decreased
significantly, compared statistically to the UVAB group (p<0.05). The number of TUNEL positive cells
in the UVAB + EA and UVAB + SB treatment groups significantly decreased when compared with the
UVAB group (p<0.05). This study found that ellagic acid and silibinin could be useful in the treatment of
UVAB damage. In order to support the findings obtained here, there is a need for further in vitro and in
vivo studies to be carried out by oral or topical administration of different doses of ellagic acid and
silibinin.

Key words: Skin, Ellagic acid, Apoptosis, Oxidative stress, Silibinin, Stereology, UVAB.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

pm . Mikrometre

°C . Santigrat derece

102 . Singlet (tekli) oksijen

AU . Arbitrary unit

cm . Santimetre

DK . Degisim katsayis1

DNA . Deoksiriboniikleik asit

EA . Ellajik asit

EDTA . Etilen diamin tetra asetik asit
ER . Elektromanyetik radyasyon
g : Gram

GSH :  Rediikte glutatyon

H&E . Hematoksilen-eozin

H>0O> . Hidrojen Peroksit

HK :  Hata katsayis1

I.p . Intraperitonal

KAT : Katalaz

KH2PO4 . Potasyum dihidrojen fosfat
mg : Miligram

ml : Mililitre

N . Toplam tanecik sayis1

NO . Nitrik oksit

Nv . Sayisal yogunluk

02 . Oksijen

O . Siiperoksit anyonlar

OH . Hidroksil radikali

osl . Oksidatif stres indeksi
PBS : Soguk fosfat tamponu

Q . Disektor tanecigi

ROS . Reaktif oksijen tiirevleri
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Sican dorsal derisinde UVAB uygulamasi yapilmayan kontrol grubu
ve madde verilen gruplara ait makroskobik goriiniimii (30.giin) .............

Sican dorsal derisinde UVAB’nin uygulamasi sonras1t UVAB grubu
ve tedavi gruplarmma (UVAB+EA grubu ve UVAB+SB grubu) ait
makroskobik goriniim (30.ZUN) ......ccovvveriiiiiiiiiiee

Kontrol grubu, deri, dermis ve epidermisin normal histolojik
gorliniimil, H&E ...

EA (Ellajik asit) grubu, deri, dermis ve epidermisin histolojik
gOrinimul, H&E ...

SB (Silibinin) grubu, deri, dermis ve epidermisin histolojik
gortiniimil, H&E ...

UVAB (Ultraviyole A ve B) grubu, deri, epidermiste keratinositlerde
ve epitellerde proliferasyon, epitellerde hidropik dejenerasyon,
dermiste, fibroblast¢a zengin siki bir kollajen, damarlada hiperemi,

UVAB+EA (Ultraviyole AB+ Ellajik asit) grubu, deri, epidermisin
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fibrositlerce zengin gevsek bagdoku, H&E ...
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1. GIRIS

Giines 15181 yasam i¢in vazgecilmez olsa da, cilt ile ilgili ¢esitli rahatsizliklara
neden olabilir. Glines 1siniminin ultraviyole (UV) radyasyonu ozellikle, cildin hafif
iltihap etkilerinden, farkl: tiirdeki kanser tiirlerine kadar ciddi rahatsizliklarla iliskilidir.
Son yillarda atmosferdeki ozon tabakasinin incelmesi ile birlikte yasam tarzindaki

degisiklikler, cilt kanseri insidansinda artisa neden olmustur (Gunaseelan ve ark., 2017).

En yiiksek dalga boyuna sahip ultraviyole A (UVA;320-380 nm), dermise
kadar niifuz edebildiginden deri hasarinin biiyiik kismi oksidatif stresle iligkilidir. Bu
ylizden UVA erken yaslanmaya, deride kirisikliklara ve deri kanserinin ilerlemesine
sebep olabilir (Gunaseelan ve ark., 2017). Cildin UVA'ya maruz kalmasi apoptoza
sebep olarak, hiicresel proteinlerin, lipidlerin ve polisakkaritlerin hasarina bagli 1513a
duyarli biyokimyasal siiregler tarafindan iiretilen singlet oksijen, siiperoksit anyonlar1 ve
hidrojen peroksit gibi hiicresel seviyelerde reaktif oksijen tiirlerini (ROS) arttirir. Ayrica
dolayl olarak da DNA'ya yapisal hasar verebilir. Isinlarin dalga boyu arttik¢a etrafa
yaydig1 enerji azalir. Enerjisi UVA’ya gore fazla olan UVB ‘nin (280-320 nm), deney
hayvanlarinda cilt kanserine sebep oldugu bildirilmistir. UVA 1sinlari UVB’ye
eklendiginde karsinojenik etki siddeti artar (Gunaseelan ve ark., 2017).

UV radyasyonuna maruz kalma siddetinin azaltilmasi arzu edilir ve radyasyonun
cilde etkisini en aza indirgeyebilmek i¢in yeni stratejilerin gelistirilmesi onerilmektedir.
Gilines 1smimiin zararlt etkilerini azaltmaya yonelik yaklagim fotoprotektif olarak
bilinen fitokimyasallarin kullanilmasidir. Son yillarda, potansiyel antioksidan
ozelliklere sahip bir¢ok fitokimyasal tanimlanmistir. Bu kimyasal ajanlar UV’ye maruz
kalan derideki zararli siireglerin islemini engelleyebilen, tersine ¢evirebilen veya
geciktirebilme o6zelliklerine sahiptir (Bharath ve Turner, 2009). Hayvan modellerinde
yapilan laboratuvar ¢alismalari, bu polifenollerin deriyi cilt kanseri riskleri de dahil
olmak tizere UV radyasyonunun olumsuz etkilerinden koruma kabiliyetine sahip
oldugunu gostermektedir. Bunun yani sira polifenollerin iltihaplanma, oksidatif stres ve
DNA hasar1 ile iligkili cilt hastaliklar1 i¢in faydali olabilecegi Onerilmektedir

(Guneseelan ve ark., 2017).



Ellajik asit (EA), bogirtlen, ahududu, cilek, kizilcik, ceviz, nar, kurt {izimii ve
diger bitkisel besinler dahil olmak iizere ¢ok sayida meyve ve sebzelerde bulunan
polifenolik antioksidandir (Ambigaipalan ve ark.,, 2016). Diger polifenolik
antioksidanlarda oldugu gibi EA in vitro ve in vivo modellerde giiglii antioksidan ve
kemoprotektif 6zelliklere sahiptir. Polifenolik bir bilesik olan EA, kanser hiicrelerinde
bliylimeyi Onleyici ve apoptozu tesvik edici aktiviteler gosterdigi daha Onceki

aragtirmalarda bildirilmistir (Kim ve He, 2014).

Silyjpum marianum L. (siit devedikeni) ise Asteraceac familyasina
ait flavonoligan yapisinda bir bitki tiirtidiir. Bitkinin ¢ekirdeginin polifenolik kismini
silimarin (SM) olusturur. SM, cogunlukla polimerik ve oksitlenmis polifenolik
bilesikleri iceren yaklasik % 70-80 flavonolignanlar ve % 20-30 kimyasal olarak
tanimlanmamis maddeler igermektedir (Katiyar ve ark., 2008). Bu flavonoliganlar esas
olarak silybin (silibinin; SB), isosilibin, silisristin ve silydianindir. Ancak SB, SM’nin
en fazla bulunan biyolojik olarak aktif bilesenidir (Katiyar ve ark., 2008). Daha 6nce
yapilan ¢aligmalarda SM’nin deri tiimoriiyle iligkili UV radyasyon hasarimi ve kimyasal
timor promotorii kaynakli hiicresel ve biyokimyasal olaylari inhibe ettigi sonucuna

vartlmustir (Katiyar ve ark., 2011).

Bu tez ¢alismasinin amaci; antioksidan 6zellikleri bilinen ellajik asit ve silibinin
fitokimyasallariin  Ultraviyole A ve B radyasyonun zararli etkilerini azaltma
potansiyellerini aragtirmaktir. Ellajik asit ve silibininin Wistar albino si¢anlarin
derilerinde Ultraviyole A ve B’nin yol ac¢tig1 oksidan hasara kars1 doku koruyucu ve
biyokimyasal savunma etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Ellajik asit ve silibinin
maddelerinin in vivo dokudaki aktiviteleri hakkinda biyokimyasal, histolojik,

immunohistokimyasal ve stereolojik yontemlerle literatiire yeni bilgiler sunulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Deri Histolojisi

Deri, insan viicudunun tim dis yiizeyini kaplar ve onu ¢evreleyen diinya ile
etkilesimin ana bolgesidir. I¢ organlar1 travmaya, ultraviyole (UV) radyasyona, asiri
sicakliklara, toksinlere ve bakterilere maruz kalmasin1 onleyen koruyucu bir bariyer
gorevi goriir. Diger onemli islevleri arasinda ise duyusal algi, immiinolojik savunma,

termoregiilasyon ve sivi kaybinin kontrolii yer alir (Carlson, 2014).

2.1.1. Epidermis (iist deri)

Epidermis higbir kan damar1 icermez ve dermoepidermal bileskenin iginden
difiizyon yoluyla besin iletimi ve olusan atiklar1 uzaklastirmak icin alttaki dermise
tamamen bagimlhidir. Epidermis, derinden daha yiizesel tabakalara kadar farklilagmanin
ilerleyen asamalarinda esasen keratinositlerden olusan ¢ok tabakali, skuaméz bir

epitelyumdur (Moore ve ark.,1998).

Epidermis dort tabakadan olusmaktadir:

1. Bazal tabaka (Stratum (Str.) Germinativum)
2. Str. spinozum (Malpighi veya Prickle tabaka)
3. Graniiler tabaka (Str. Granulozum)

4. Str. korneum (Keratinize veya Horny tabaka)

Str. bazale: Epidermisin en alt tabakasi olup, tek katli sirali prizmatik hiicreden
olusan katmandir. Cekirdekleri iist kutba yakin, biiylik ve bazofiliktir. Mitotik aktivite
yogun oldugundan epidermisin diger tabakalarini olusturan bu tabaka Str. germinativum
olarak da isimlendirilir. Bu hiicrelerin boliinmesi sonucu meydana gelen keratinositler

spinoz tabakay1 olusturur (Esrefoglu, 2016a).

Str. spinozum: Bu tabaka diizensiz kenarli keratinositlerden olusmaktadir.
Hiicresel boliinme kapasiteleri smirlidir. Arada kemik iligi kokenli immiin sistem
hiicreleri olan Langerhans hiicreleri bulunmaktadir. Epidermisin en biiyiik kismini

olusturan bu tabakanin hiicreleri arasinda dezmozomlar bulundugundan, bu yapilar



tahrip oldugunda keratinositler birbirlerinden ayrildig1 icin bu siire¢ akantoliz olarak

bilinir (Esrefoglu, 2016a).

Str. graniilozum: Bu tabakadaki keratinositler keratohyalin graniilleri igerir.
Avug igleri ve ayak tabanlarinda, kasinma ve siirtinmenin etkisiyle derinin kalinlastigi
bolgelerde graniiler tabakanin iist kisminda soluk pembe renkte Str. lucidum tabakasi

yer almaktadir (Esrefoglu, 2016a).

Str. korneum: Str. corneum hiicreleri epidermisin en biiyiik ve en bol bulunan
tabakasidir. Cekirdeklerini tamamen kaybetmis, yasst Olii  keratinositlerden
olugsmaktadir.  Kalinligi viicudun farkli bolgelerine gore degiskenlik gdsteren
keratinositlerden meydana gelir. Cildi dis ortamdan koruyan birincil bariyerdir. Tabaka,

lipitten yogun yapistirict bir ara madde yardimiyla birarada tutulur (Moore ve
ark.,1998).

HUCRELER ARASI
© LIPIDLER
Stratum corneum KERATIN

Stratum lucidum .=

Stratum granulosum 1 KERATOHIYALIN GARNULLERI

LIPIDLER
Stratum spinosum

KERATIN FIBER

DESMESOM

HUCRE CEKIRDEGI
HEMIDESMEZOM
DERMIS BAZAL MJ:MBRAN

Stratum basale

Sekil 1. Epidermisin tabakalar1 (Light ve Cooley, 2004)

Keratinositler  (kerotinler): Str. germinativum veya bazal tabaka
dermoepidermal bileske icin yiizeyseldir. Keratinositlerin bu tek hiicre tabakasi,
hemidesmozomlar araciliiyla bazal membrana baglanir. Keratinositler boliindiikce ve

farklilagtik¢a, derin katmanlardan daha yiizeysel katmanlara gecerler. Str. corneum'a



ulastiklarinda, c¢ekirdeksiz olan keratinositler tamamen farklilagirlar. Bu hiicreler
canliliklarin1 kaybederek keratinle dolarlar. Bu siirece keratinizasyon denir (Esrefoglu,
2016b). Epidermisin Str. korneum katmani kimyasal maddelere ve mikroorganizmalara
kars1 fiziksel bir bariyerdir. Yiizeydeki asidik pH ve lipid tabakasi da koruma gorevine
yardimci olur. Keratinositler derinin bagisiklik fonksiyonunda 6nemli rollere sahiptirler.
Alerjik kontakt dermatit gibi durumlarda immun yanit1 indiiklediklerinden, TNF-a gibi

cesitli sitokinleri ve inflamatuvar mediyatdrleri salgilarlar (Lephart, 2016).

Ayrica melanositler, bagisiklikta gorev alan Langerhans hiicreleri ve Merkel

hiicreleri de epidermiste yer alir (Moore ve ark.,1998).

Melanositler: Epidermisin pigment olusturan hiicreleridir. Noral Kkrest
hiicrelerinden kdken alan melanositler, esasen giinesten radyant enerjiyi emen ve cildi
UV radyasyonunun zararli etkilerinden koruyan bir pigment olan melanin {iretirler.
Noral krest kokenli olduklar1 igin iireme yetenekleri yoktur. Melanin, melanozomu
cevreleyen keratinositlere baglayan dendritlerle c¢evrili melanozomlar olarak
isimlendirilen organellerde birikir. Melanozomlar fagositoz yoluyla graniiller halinde
bitisik yer aldiklart keratinositlere transfer edilir. Melanositler, epidermisin bazal
tabakasinda oldugu kadar kil folikiilleri, retina, uveal trakt ve leptomeninkslerde de
bulunur. Bu hiicreler melanomun kéken bolgesidir. Giines 1sinlarinin ulasmadig: deride
yaklagik 10 bazal hiicre arasinda 1-2 melanosit bulunur (Esrefoglu, 2016b). Yiiz ve
genital bolgede melanositler daha yogundur. Deri rengindeki irksal farkliliklarin
pigment graniillerinin (melanozomlarin) sayisi, biiyiikligl, sekli ve dagilimi ile
yakindan iligkisi vardir. Koyu tenlilerde melanozomlarin sayis1 fazla olup; daha biiytik
ve sitoplazmada tek tek serpilmis halde bulunurlar. Hematoksilen-Eosin (H&E) ile
boyanmis deri preparatlarinda bazal tabakada berrak hiicreler olarak goriiliirler. Bu renk
dokunun fiksasyonu sirasinda olugsmus bir artefakttir. Dendritik yapida bir hiicre olan
melanosit epidermis i¢inde uzak mesafelere ulasarak, ¢ok sayida keratinosit (yaklagik
36) ile baglanti kurar. Keratinositler bu dendritlerin uglarin1 fagositoz yaparak
sitoplazmalarina alirlar. Keratinositlerdeki melanozomlar nukleus {izerinde semsiye gibi
yerleserek DNA’y1 UV isinlarindan korurlar. Giinese maruz kalan bolgelerde,
melanositlerin keratinositlere orani1 yaklasik 1: 4'tiir. Giines 1sinlarina maruz kalmayan

bolgelerde ise bu oran 1:30 kadar kiigiik olabilir. Mutlak sayidaki melanozom sayisi



cinsiyet ve gesitli irklar arasinda aynidir. Bireyler arasindaki farkli pigmentasyon, hiicre
sayisindan ziyade melanozom biiyiikliigi ile iliskilidir. Glinese maruz kalma, melanosit
uyarict hormon (MSH), adrenokortikotropik hormon (ACTH), dstrojen ve progesteron
hormonlari melanin iiretimini uyarir. Yaslanma ile bir bireyin derisinde bulunan

melanositlerin sayisinda bir azalma goriiliir (Moore ve ark.,1998).

Langerhans hiicreleri (LH): Langerhans hiicreleri kemik iliginden koken alir
ve epidermisin bazal, spindz ve graniiler tabakalarinda (%3-5) dagilmis halde
bulunurlar. Antijen sunan hiicreler olarak hizmet ederler. Baslica afferent gorevleri;
antijeni tanimak, yakalamak, islemek ve duyarli T lenfositlere sunmaktir. Antijen sunan
LH, lenf nodlarina go¢ ederler. Yabanci antijenleri yiyebilir, kiiclik peptit pargalarina
doniistiirebilir, onlar1 major doku uyusmazliklar: ile baglayabilir ve daha sonra bunlari
bagisiklik sisteminin aktivasyonu ig¢in lenfositlere sunabilirler. Bunun yani sira LH,
kontakt dermatit, atopik dermatit, histiyositoz X, insan immiin yetmezlik viriisii tip 1 ve
deri greft reddinin patogenezinde onemli olan cesitli sitokinleri salgilar (Moore ve

ark.,1998).

Merkel hiicreleri: Noral krest hiicrelerinden koken alan merkel hiicreleri, bazal
tabakada bulunurlar. Bu hiicreler nérosekretuvar graniiller igerdiklerinden, dokunma
duyusunun algilanmasinda goérev aldiklar1 distiniilmektedir. Tirnaklarin, tirnak
yataklarinda, genital bolge ve cildin diger bolgelerinde volar yonde bulunur. Bu

hiicreler hafif dokunus algisinda da gelismistir (Moore ve ark.,1998).

Dermo-epidermal bileske (DEB): Cildin epidermal ve dermal katmanlarini
birlestiren doku alan1 dermo-epidermal bileske olarak adlandirilir. Bu gézenekli taban
zar1 bolgesi, hiicrelerin iginden sivilarin gecisini saglar ve epidermise mekanik destek
gorevi goriir. Dermal fibroblastlar ve bazal keratinositlerden olugmustur (Esrefoglu,
2016b).Bu yap1 dort bilesene ayrilabilir; 1) Epidermisin Str. bazalindaki bazal hiicreler,
hemidesmozlarin pergin benzeri tutturma filamentleri ile bazal laminaya baglanir, bu
yapr gerilme ve makaslama kuvvetlerini epitelyumdan dagitir. 2) Lamina lucida, 3)
Bazal lamina veya bazal membran. 4) Subbasal lamina fibroz elementler. Dermisin
dermal papilla tabakasinin hiicreleri, lifleri (kolajen VII) ve dermal mikrofibrilleri
sabitleyerek bazal laminaya baglar. Lamina lucida ve lamina densa olarak bilinen yogun

bir bolge, epidermisin bazal hiicreleri tarafindan sentezlenir ve esas olarak tip IV



kolajen ve aynm1 zamanda ankraj lifleri ve dermal mikrofibrilleri igerir. Lamina lucida
daha incedir ve dogrudan epidermal keratinositlerin bazal tabakasinin altinda yer alir.
Daha kalin lamina densa, alttaki dermis ile dogrudan temas halindedir. Bazal membran
zonu, yar1l gegirgen oldugundan, epidermis ile dermis arasinda hiicre ve sivi gegisini
saglar. Epidermisle dermisi bir arada tutar. Mukozal yiizeyler epitel kokenli oldugundan
keratinize degildir. Papiller dermisten gelen dermal papilla, deri yiizeyine dik olarak
yonlendirilmis kilcal damar ve lenfatik bir pleksus igerir. Bu parmak benzeri yapilar
epidermisin diger benzer olusumlariyla g¢evrilidir. Oldukg¢a diizensiz olan bu baglanti,
oksijen, besin ve atik triinlerin dermis ve avaskiiler epidermis arasinda degistirildigi

ylizey alanini biiyiik 6l¢tide artirir (Moore ve ark.,1998).

Epidermal
nerve endings
Epidermis
Dermo-epidermal - -
junction .

Papillary dermis

Dermis
endings Reticular dermis

Hypodermis

Sekil 2. Dermoepidermal baglanti (Epidermal - dermal nerve endings (Epidermal-
dermal sinir sonlanmalari), Dermo-epidermal junction (Dermoepidermal
baglant1) (Moore ve ark.,1998)

2.1.2. Dermis (alt deri)

Dermis, cildin kalin, lifli ve elastik olan (¢ogunlukla kolajen, elastin ve lifin)
ikinci tabakasi olup cilde esnekligini ve gliciinii verir. Epidermisi korur ve sinir uglarini,
ter bezlerini, yag bezlerini, sa¢ koklerini ve kan damarlarini igerir. Dermisin kalinligi,
anatomik konuma gore 6nemli Ol¢iide farklidir ve ince yapi derinligine bagli olarak

degisir. Dermis 2 katmana ayrilir; Papiller dermis (Str. papillare) ve Retikiiler dermis



(Str. retikiiler). Yiizeysel katman, epidermal rete sirtlart ile doniisiimlii konik yapilar
olusturur, bu da iki tabaka arasinda daha i1yi yapisma saglayan dermis ve epidermis
arasindaki temas yiizey alanini arttirir. Bu tabaka yani dermo-epidermal bileske dik
uzanan siki kollajen ve ince elastik lif demetlerinden olusur. Sinir demetleri, dermisin
norovaskiiler demetlerinde biiylik miktarlarda bulunur. Meissner'in korpuslari, dermal
papillalarin ucunda bulunan dokunmatik reseptorlerdir. Her bir korpus, her biri uzun bir
cekirdege sahip bir dizi hiicre katmanindan olusur ve i¢indeki ndron bu hiicreler
arasinda sarilidir. Korpuskiil basingla deforme oldugunda sinir uglar1 uyarilir. Vater-
Pacini  korpuskiilii, titresim basincint ve dokunusunu hisseden derinin derin
katmanlarinda bulunan kapsiillenmis reseptorlerdir ve bunlar sinir ug¢lar1 agri, dokunma,
basing ve sicaklik hissini algilarlar. Cildin bazi bolgeleri digerlerine gére daha fazla
sinir ucu igerir, ornegin parmak uclart ve ayak parmaklart bir¢ok sinir igerir ve

dokunmaya son derece duyarlidirlar (Burns ve ark., 2004).

Insanlarda iki tiir ter bezi vardir: Ekrin ter bezleri, dncelikle viicut isisinin
diizenlenmesinde gorevlidir ve ¢ogunlukla ayak tabanlarinda bulunur. Bu ter bezleri,
epidermisten asag1 dogru biiyiiyen epitelyal hiicreler grubudur. Proksimal sarmal salgi
kanali, alt dermiste diiz tiibiiler yap1 ve deriye agilan intraepidermal spiral kanal ii¢ ana
bilesenidir. Bu bezler, su, tuz ve diger kimyasallardan olusan 1s1 ve strese yanit olarak
ter iiretirler. Ter deriden buharlastik¢a, viicudun serinlenmesine yardimer olur. Ter bezi,
glikojenden zengin, seffaf salgi hiicreleri, koyu mukoid hiicreler ve kasilma
ozelliklerinde uzmanlasmis miyoepitelyal hiicrelerden olusur. Apokrin ter bezleri,
koltukaltlarinda ve genital bolgede bulunan 6zel ter bezleridir. Karakteristik viicut
kokusu tiireten kalin ve yagl bir ter salgilarlar. Apokrin bezleri bazal salgi kanallari
tamamen subkutandz yagda bulunur ve dogrudan cilt yiizeyine agilmaz. Bundan dolay1

bu salginin tam kimyasal bilesimi bilinmemektedir (Burns ve ark., 2004).

Yag bezleri sa¢ koklerine 'sebum' adi verilen yagli veya mumsu bir madde
salgilar. Sebum, cildi nemli ve yumusak tutar. Yabanci maddelere karsi bir bariyer
gorevi gérmesinin yani sira cildi yaglar ve su gegirmez hale getirir. El ve ayak tabanlar
harig yiiz ve kafa derisi basta olmak {izere cildin tiim boélgelerinde 6nemli miktarda yag
bezleri bulunur. Folikiiller viicutta bulunan ¢esitli sag tiplerini {iretir. Viicut lizerinde kil

folikiillerinin sayis1 ve dagilimi fetal gelisim sirasinda diizenlenir ve dogumdan sonra



ilave folikiiller eklenir. Sag, kisinin goriiniisiine katkida bulunur, ayn1 zamanda viicut
sicakligmmin diizenlenmesi, yaralanmalardan korunma ve duyu arttirimi gibi bir dizi
onemli fiziksel rollere sahiptir. Ayrica folikiiliin bir kismi hasarli bir epidermisi rejenere
edebilen kok hiicreleri de igerir. Cilde besinler dermisin kan damarlar1 tarafindan
saglanir. Kan damarlar1 ayrica sicak hava kosullarinda dilatasyon yoluyla viicut
sicakligini diizenler, boylece 1s1 yayilabildigi deri yiizeyinin yakininda dolasacak biiyiik
miktarda kan akisin1 kolaylastirir. Soguk hava sartlarinda ise kan damarlar1 viicut 1s1sin1

koruyarak, daralmaktadir (Burns ve ark., 2004).
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/ dermal papilla
., s duyu siniri ucu
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sacg folikula
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sacg papillas:

sinir lifi

toplardamar
atardamar

kan ve lenf
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Sekil 3. Dermis ve ekleri (Arda ve ark., 2014)

Fibroblast, dermisin baslica hiicre tipidir. Bu hiicreler prokollajen ve elastik
lifler tiretir ve salgilarlar. Prokollajen, proteolitik enzimler tarafindan kiimelenerek
kesisen ve capraz baglanan terminallere boliiniir. Bu siki ¢apraz baglanmis kollajen
lifleri, kesme ve diger mekanik kuvvetlere karsi ¢ekme mukavemeti saglar. Kollajen
dermisin agirligmin %70' ini olusturur (Tip | (toplam kollajenin% 85'i) ve Tip il
(toplam kollajenin% 15'1). Elastik lifler dermisin agirliginin % 1'inden azin1 olusturur,
ancak deformasyona kars1 direnerek ve cildi dinlenme sekline geri dondiirerek

fonksiyonel rol oynarlar (Burns ve ark., 2004).



Epidermal uzantilar, boliinme ve farklilasma potansiyeli olan epitelyal hiicrelerle
kapli intradermal epitelyal yapilardir. Bu yapilar epitelyal hiicrelerin kaynagi olarak
epidermisin yaniklar, siyriklar ve bolinmis kalinlikta deri grefti toplanmasi
durumlarinda kaldirilmast  veya yok edilmesi gerektiginde, reepitelizasyonun
gerceklestirilmesi igin onemlidir (Burns ve ark., 2004). Epidermal uzantilar sunlari

icermektedir: Yag, ter, apokrin ve meme bezleri.

Sa¢ kokleri genellikle dermisin altindaki deri alti tabakasinda bulunurlar. Bu da

ylizlin en derin kutanoz yaralari bile tekrar yenileme yetenegini agiklar.

Apokrin ve meme bezleri: Apokrin bezler yapr bakimindan ekrin bezlerine
benzerdir, ancak ayni degillerdir. Bunlar aksillada, anogenital bolgede ve modifiye salgi
bezleri olarak, dis kulak kanalinda (serum in bezleri), géz kapaginda (Moll bezleri) ve
memede (meme bezleri) bulunur. Koku iiretirler ve ergenlikten 6nce islev gérmezler.

Meme bezi ise modifiye ve yapisal olarak gelismis bir tiir apokrin bezdir (Poblet ve

ark., 2004).

Sag folikiilleri: Epidermis ve dermis tarafindan olusturulan ko mpleks yapilardir.
Ayak tabani, avuc ici, glans penis, klitoris, labia minora, mukokutanéz baglant1 ve
parmak ve ayak parmaklarinin béliimleri harig, viicudun tiim ylizeyinde bulunurlar. Yag
bezleri genellikle deri yiizeyinden direkt sa¢ folikiiline agilir ve tiim komplekse

pilosebase iinite olarak adlandirilir (Poblet ve ark., 2004).

2.1.3. Hipodermis (Subkutanoz yag)

En alttaki deri tabakasi deri alt1 yag tabakasidir ve ayni1 zamanda 'cildin altinda'
anlamina gelen 'hipodermis' olarak da adlandirilir. Gevsek bag dokusu temel olarak %
50 oraninda yag hiicreleri (adipositler), fibroblastlar, kan damarlari, sinir hiicreleri,
makrofajlar ve kolajenden olusur. Septa adi1 verilen 6zel bir baglantt dokusu ile kas ve
kemik dermisi olarak viicutta 6nemli bir rol oynar. Hipodermis viicut sicakliginin
diizenlenmesini kontrol eder. Fazla viicut 1s1s1, buharlasma yoluyla sogumaya yardime1
olan vazodilatasyon ve terleme ile kontrol edilir. Asirt sogukta viicut sicakligi,
vazokonstriiksiyon ve dogrudan 1s1 enerjisine termojenez ile doniistiiriilerek kontrol

edilir. Kahverengi yag dokusu, protonlarin adenosin trifosfatin sentezinden
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mitokondriyal gradyanindan agagi dogru hareket etmesini saglayan ve bdylece enerjinin
1s1 olarak dagilmasina izin veren essiz bir proteine (termogenin olarak da bilinen
ayrismis protein-1) sahiptir. Kahverengi yagdaki bir hiicre ¢ekirdegi proteini olan Rev-
Erb-a, viicut sicakligini kontrol etmek i¢in bir odak noktasi gorevi goriir ve ortamdaki
beklenmedik degisikliklerin ¢evresel isteklerine cevap vermek icin uyum saglarken,
temel viicut sicakligl ritmini olusturmak ve siirdiirmek ic¢in gereklidir. Deri alt1 yag
tabakasi1 ayrica, kaslar1 ve kemikleri carpma ve diismelerden koruyan koruyucu bir
bariyer olarak islev goren bir depodur; bir enerji deposu ve bir endokrin organ olarak
kabul edilir. Yag hiicreleri veya lipositler ayrica viicut agirligini hipotalamus yoluyla

diizenleyen leptin adi verilen bir hormon iiretirler (Prost, 2006).

2.1.4. Derinin islevleri

Genel olarak, derinin islevleri asagidaki gibi siniflandirilabilir (Kierszenbaum ve
Tres, 2012).

» Viicudun mekanik, termal, fiziksel hasara ve zararli maddelere Kkarsi
koruyucu bir bariyeri olarak hareket eder.

Nem kaybin1 6nler (dehidrasyon).

Giinesten gelen UV radyasyonunun zararh etkilerine kars1 korur.

Duyusal bir organ gorevi goriir.

Sicaklik kontroliinii diizenler.

Immiinolojik siirveyansta énemli bir rol oynar.

YV V. V V V V¥V

D3 vitamini sentezler. (Deride bulunan 7-dehidrokolesterol, deri {izerine
diger (dik agiyla gelen giin 15181 ile) ultraviyole 15181 ile reaksiyona
girdiginde D3 vitamini yapilir; Str. basale ve Str. spinosumda
iretilmektedir.

» Deride mikroorganizmalarin yikimi ve viicudun bagisiklik sistemi ile
etkilesimi, Langerhans hiicreleri, fagositik hiicreler ve epidermal dentritik

hiicreler tarafindan gergeklestirilir (Kierszenbaum ve Tres, 2012).
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2.1.5. Deri embriyolojisi

Deri iki yonlii bir kdkene sahiptir: yiizeysel bir tabaka olan epidermis (E), ylizey
ektoderminden gelisir. Derin bir tabaka olan dermis (D) ise mezensimden gelisir
(Sadler, 2012).

Epidermisin gelisimi: Ikinci aymn baslangicinda bu epitel boliinmeye baslar ve
yassilasan hiicreler, periderm veya epitrikyum tabakasi halinde yiizeyde birakilir. Bazal
tabakadaki hiicrelerin ¢ogalmasiyla, ligiincti bir ara bolge (gelecekteki spinal tabaka)
olusturulur. Dérdiincii ayin sonunda, epidermis son diizenlemesini kazanir ve dort
katman ayirt edilebilir (germinatif, spindz, graniil ve keratinize). Bazal (germinatif)
tabaka yeni hiicrelerin tiretiminden sorumludur. Bu tabaka daha sonra parmak 1zi i¢inde
cildin ylizeyine yansiyan sirtlar ve oyuklar olusturur. Kalin bir spindz tabaka, ince
tonofibrilleri igeren biiyiik polihedral hiicrelerden olusur. Graniiler tabaka, hiicrelerinde
kiiciik keratohyalin graniilleri igerir. Epidermisin sert yiizeyini olusturan keratinize
tabaka, keratin yiiklii, sikica paketlenmis 6lii hiicrelerden olusur. Periderm hiicreler
genellikle intrauterin yasamin ikinci kisminda dokiiliir ve amniyotik sivida bulunabilir.
Gelisimin ilk 3 ayinda, epidermis ndral krestten koken alan hiicreler tarafindan isgal
edilir. Bu hiicreler, dendritik siireglerle epidermisin diger hiicrelerine aktarilabilen
melanin ~ pigmentini  sentezler. Dogumdan sonra, bu melanositler cildin

pigmentasyonunu saglar (Sadler, 2012).

Dermisin gelisimi: Dermis, lateral plak mezoderminden ve somitlerdeki
dermatomlardan kdoken alir. 3. ve 4. aylarda koryum epidermise dogru ilerleyen dermal
papilla ve bir¢ok diizensiz papiller yapiy1r olusturur. Bu papillalarin ¢ogu kiiciik bir
kilcal veya duyusal sinir u¢ organi igerir. Dermisin daha derin tabakasi olan subkoryum,
biiyilk miktarda yag dokusu igerir. Dogumda cilt, yag bezlerinden salgilanan ve
dejenerasyona ugramis epidermal hiicreler ve tliyler tarafindan olusturulan beyazimsi
bir macun olan vernix casecosa tarafindan kaplanir. Vernix caseosa cildi amniyon

stvisinin maserasyon etkisine karst korur (Carlson, 2014).
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2.2. Ultraviole Radyasyon

100 nm’den daha uzun dalga boylari, noniyonize radyasyon olarak tanimlanir.
Ciinkii bu fotonlarin enerjisi, ¢6zelti i¢indeki atomlarin iyonizasyonu i¢in yetersizdir.
UVR, elektromanyetik radyasyonun (ER) kiigiik bir kismin1 kapsar. Diger bolgeler,
radyo dalgalari, mikrodalgalar, infrared, goriiniir 151k, X ray, UVA radyasyondur. Her
bir UV boéliimiinde, radyasyonun biyolojik etkileri dalga boyuna gore degisir. Bunun
icin UV spektrumu 3 bolgeye ayrilmistir. Farkli disiplinlerce farkli sinirlandirmalar
mevcut olup, dalga boylar1 arasinda aslinda keskin bir sinir yoktur. Bazi otorler UVA ile
UVB arasindaki smir1 320 nm, bazilari ise 315 nm’yi kabul eder. Bu nedenle bandlar
arasinda bir “iist iiste gelme” den bahsedilebilir. Dermatologlar ve g¢evre bilimcilere
gore UVA 400-320, UVB 320-290 ve UVC 290-200 nm olarak ifade edilir (Kavak ve
Giirlevik, 2010). ER, giinesten kaynaklanan ya da yapay olarak elde edilen bir enerji
tiirtidiir. UVR ise elektromanyetik spektrumun X 1sinlar ile goriiniir alan arasindaki
boliimiidiir. Yeryiiziindeki UVR’un niteligi ve niceligi giinesin yiikselmesi, 1sinlarin
atmosferdeki molekiiller, 6zellikle ozon tabakasinda ve bulutlar tarafindan absorbe
edilmesi veya sacilmasi gibi faktorlerle degisir. UVR, yeryliziindeki gilines 1s1ginin
yaklasik %35°1 olup, fotobiyolojinin ¢cogunlukla ilgi alanidir. Giincel kullanimdaki UV
15181 (UVL, ultraviolet light) yanlis bir terimdir. ‘Isik’ terimi, 400-700 nm’deki retinaya
ulagan ve “gérme” duyusu ile sonlanan dalga boyu i¢in tercih edilir. Dogru terim, UV

radyasyondur (Kavak ve Giirlevik, 2010).

100-200 nm 200-280 nm 280-320 nm 320-400 nm
+ >4 > 4 » 4 »
VakumUv |\ KsaDagaUV} orapalgayy [ Uzun Dalga UV
(W) wa (uve) (W)
Gama . Gorindr infrared Mikrodal
iginlan nlan Utraviyole tginlar IKIOcaiga Radyo
g dalgalan
1012 1t 108 107 10°% 103 10! 10

Sekil 4. Ultraviyole dalga boylar1 (Kavak ve Giirlevik, 2010)
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UVA (320-400 nm) : UVR’un en uzun ve UVB‘den daha az biyolojik aktif
dalga boyuna sahiptir. Cogunlukla pigmentasyondan, daha az eritemden sorumludur.
“Uzun dalga UV” ya da goriiniir 1518a yakin oldugu i¢in “yakin UV radyasyon”, gozle
goriilmedigi i¢in de “siyah 151k” olarak isimlendirilir. Atmosferik ozon, UVA’nin ¢ok
kiiciik bir kismini absorbe eder. UVA-1 (340-400 nm) ve UVA-2 (320-340 nm) olmak
tizere 2 tipi vardir. Bunun nedeni, DNA ve diger molekiillerde farkli fotokimyasal
reaksiyonlart indiiklemesidir. UVA-1 oksijene bagimli fotokimyasal tepkimeleri
indiiklerken, UVA-2 ise DNA tarafindan direkt absorbsiyonla UVB tipi fotokimyasal
reaksiyonu indiikler (Kavak ve Giirlevik, 2010).

UVB (290-320 nm): UV radyasyonun en aktif dalga boyu olup, temel olarak
eritemden sorumludur. “Orta dalga UV” ya da “gilines yanig1 UV radyasyonu’’ olarak
da bilinmektedir. UVB deri kanserine neden olan radyasyondur. Cogunlugu ozon

tarafindan engellenir (Kavak ve Giirlevik, 2010).

UVC (200-290 nm) : Atmosferde ozon ve su buhari tarafindan filtre edildigi igin
diinyaya ulagmayan 1ginlardir. UVR’un en kisa dalga boyu oldugu i¢in “kisa dalga UV”,
sterilizasyonda ve mikroorganizmalari 6ldiirmek i¢in kullanildigindan “germisidal 1gin”

olarak da isimlendirilir (Kavak ve Giirlevik, 2010).

Gozle goriinebilen radyasyon igin 151k terimi daha uygun bir adlandirma iken,
diger dalga boylar1 i¢in radyasyon daha dogru bir terimdir. Goriiniir 151k 400-760 nm
olarak kabul edilmektedir. Solar radyasyon, fototerapideki UVB ve fotokemoterapideki

UVA radyasyonun kaynagi olarak yiizyillardir kullanilmaktadir (Diffey, 2002).
2.3. UV Radyasyonun Deri Uzerindeki Etkileri

UVA derinin daha derin tabakasi olan dermise kadar penetre olur. Dermiste
bulunan elastik lifler, prematiire fotoyaslanmasi, fototoksik ve fotoallerjik reaksiyonlar
ve deri kanseri olusumundan sorumludurlar. Reaksiyon siddeti deride 6nceden mevcut
olan melanin pigmenti miktarina ve UVA 1siniminin dozuna baghdir. UVA'ya bagh
eritem 1gin1ma maruz kalindiktan hemen sonra ortaya ¢ikar. Yogunlugu 10-12 saat sonra

optimal diizeydedir ve kizariklik 24 saate kadar devam edebilir. UVA'nin eritemojenik
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veya giines yanigl olusturma kapasitesi UVB 'ye gore 600 ile 1000 kat daha diisiiktiir
(Kiremitgi, 2005).

Giines yanigindan asil sorumlu olan ve deride melanin pigment sentezini stimiile
etmekte en etkili banttir. Ciltte serbest radikal olusumunu arttinr, oksidatif reaksiyonla
da hiicre ve dokularin yikilmasi sonucu agri ve enflamasyon ortaya ¢ikar. UVB 'nin deri
kanseri ve fotoyaslanma seklinde ortaya ¢ikan uzun vadeli yan etkileri iyi bilinmektedir.
Hem UVA hem de UVB eritemojenik ve melonojenik olmasina karsin bu etkileri
olusturmak i¢in gerekli UVB miktar1 UVA'ya gore 600 ila 1000 kat daha azdir. Ancak
yeryliziine ulasan UVA miktarinin UVB 'den 10-20 kat fazla oldugu goz oniine
alindiginda UVA'nin da uzun vadeli kiimiilatif etkilerinin UVB kadar 6nemli
olabilecegi sOylenebilir. Fototoksik ve fotoallerjik reaksiyonlardan UVB genellikle
sorumlu degildir. Ilaglara bagh kutandz fotosensitizasyon reaksiyonlarindan asil
sorumlu olan UVA'dir. Bu nedenle hem UVA hem de UVB'nin akut ve gecikmis zararli

etkilerine kars1 mutlaka korunulmalidir (Kiremitgi, 2005).

UVC’nin ise dokuda hasar yapict etkisi vardir (Karsinojenik bant). Ozon
tabakasi tarafindan tamamen absorbe olmasi ve yeryliziine ¢ok az ya da hi¢ ulasmamasi
gerekir. Ozon tabakasinda olusan incelme ve yer yer delinmeler nedeniyle son
zamanlarda 6nem kazanmistir. Yapay kaynaklardan yayilan UVC'nin normal deride
eritem dozu 25 cm mesafeden 30 saniyedir. Eritemden sonra hi¢ pigmentasyon
olusmadan agir yaniklar goriiliir. UVC radyasyonuna maruz kalindiktan birkag saniye

sonra agrili konjuktivit gelisir (Kiremitgi, 2005).

Tablo 1. Derinin UVR'na cevabi (Kiremitgi, 2005)

_ Karsinojenik
UVR band:1 | Giines Yanigina Cevap | Pigmentasyon | Yaslanma Etki
|
UVA Zayif eritem, agik ] o
Orta-ytiksek Hafif-Orta Etkisiz
320-400 kirmizi renk
UvB Giiglii eritem, pembe
Cok giiclii Giigli Giiclu
290-320 kirmizi renk
uvC Orta eritem, pembe o
Zayif Etkisiz Orta -Yiiksek
200-290 renk
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Ozellikle 280- 320 nm dalga boyunda ultraviyole 1s1masima (UV) maruz kalmak
hem spesifik hem de nonspesifik immiin yanitlar1 etkileyebilir. Langerhans hiicreleri, T
regiilator hiicreler, aktif B hiicreleri, mast hiicreleri, NKT hiicreleri ve cis-lirokanik asit,
serotonin, platelet aktive edici faktdr (PAF) ve nitrik oksit (NO) gibi baz1 mediatorlerin
UV’ye baglh imminsupresyonun uyarilmasinda Onemli bir rol oynadiklar
goriilmektedir. UV ile uyarilan immiinsupresyon deride antijenik uyarilar1 engelleyebilir
ve dengeli bir apoptozis ve DNA onarimina ortam hazirlayabilir (Akyol ve Hayta,
2013).

Kromoforlar (fotoreseptorler) deride UVR’yi absorbe eden molekiillerdir ve
karakteristik absorpsiyon spektrumlar1 vardir. Deride aromatik aminoasitler, lirokanik
asit, lipidler, niikleik asitler, melanin ve bunlarin prekiirsorleri UV 1simasin1 absorbe
edebilirler. Solar 1g1maya maruz kalindiginda fotokimyasal degisikliklere neden olan
kromoforlar deride biyolojik bir dozimetre 6zelligi tagirlar. Ornegin; 260 nm dalga
boyunda 1s1ma yalnizca suprabazal hiicre tabakalarinda hasar olusturur. Oysa sadece
%3’1i bazal tabakaya ulagabilen 300 nm dalga boyunda 1sima ise epidermisin tiim
tabakalarma hasar vermektedir. Ciinkii 260 nm dalga boyundaki 1is1ma DNA ve
tirokanik asit tarafindan kolayca absorbe edilir. Fotonlarin absorpsiyonundan sonra
kimyasal reaksiyonlar tetikleyecek sekilde uyarilmis bir durum ortaya ¢ikar ki bunlar
spesifik fotoiiriinlere (6rnegin; DNA primidin dimer ve okside membran lipidleri)
doniistir. Fototiriinler protein sentezine yol agan fosforilasyon, sinyal transdiiksiyonu ve
transkripsiyon faktor aktivasyonu gibi olaylar kaskadini ¢alistirir ve inflamasyon (giines
yanig1), melanogenezis (bronzlasma), karsinogenezis ya da otoimmiiniteyle sonuglanan
apoptozis, mitoz, diferansiyasyon ya da transformasyon gibi hiicresel degisiklikler

gelisir (Leitenberger ve ark., 2007; Young, 1997).

Langerhans hiicreleri (LH) antijen sunumundan sorumludurlar. LH, deride UV
1s1masini takiben morfolojik, immiinofenotipik ve migratuvar degisiklikler gosterirler.
UV 1simast olunca epidermisten hizla bolgesel lenf bezlerine gé¢ eden LH’de
fonksiyonel degisiklikler de olur (Leitenberger ve ark., 2007). Yapilan diger bir
calismada ise UVB’ye bagli immiinsupresyonda IL-10 iireten ve OX40L eksprese eden
LH’nin antijen spesifik regiilator T hiicrelerinin uyarilmasi agisindan zorunlu oldugunu

bildirmislerdir (Yoshiki ve ark., 2010).
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Mast hiicreleri sitokinler ve diger immiinmodiilator faktorleri salgilamak yoluyla
kazanilmis immiin yanitlar1 diizenleyebilirler. Mast hiicrelerinin alerjik yanitlardaki
rolleri ¢ok iyi bilinmekle beraber, UV 1simasina maruz kalmamis insan derisinde mast
hiicre yogunlugu melanoma ve bazal hiicreli karsinom riskiyle pozitif korelasyon
gosterirken UV’ye maruz kalmis deride ise antitiimor etkinlikleri gosterilmistir (Sarchio

ve ark., 2012; Ribatti ve ark., 2003; Grimbaldeston ve ark., 2003).
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Sekil 5. UV’ye bagli immiinsupresyon molekiilleri (Akyol ve Hayta, 2013)

UVB 1s1masi, epidermiste immiinolojik molekiiller eksprese etmeleri agisindan
keratinositleri de etkilemektedir. Keratinosit Kkiiltiirinde UV 1simasmi takiben
sitokinlerin, néropeptidlerin ve prostanoidlerin salgilandig1 gdsterilmistir (Matz, 2007).
UVB 1s1masi, keratinositler tarafindan C3 iiretimini aktive edebilir ve UVB’ye bagh

immunsupresyon i¢in C3 gereklidir (Matz, 2007).
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2.3.1. UV’nin goz iizerindeki etkileri

Young (1994) ‘a gore, giines 1s18min goze verdigi zararh etkiler asagidaki gibi
Ozetlenebilir: Giines 15181na bagl tiim goz rahatsizliklarinin temel nedeni oksijen ve 1s1
ile birlikte UV 1gmimlaridir. UV radyasyonu oksidasyon sonucu 1s1 tarafindan tiretilerek
kademeli olarak dogal yapiya zarar verir. Sonucunda anormal gérme bozukluguna
ulasilir ve fotokeratit gibi baz1 géz hastaliklar1 ortaya c¢ikar. Fotokeratit, akut ve birkag
saat glinese maruz kaldiktan sonra olusabilir, ancak ¢ogunlugu kronikdir ve giinese
maruz kaldiktan yillar sonra ortaya g¢ikar. Bunun yaninda pterjium, katarakt, retinal
yaslanma, yasa bagli makiiler dejenerasyon ve bazal hiicreli karsinom gibi cilt

kanserleri de goriilmektedir (Deda ve Atmaca, 2001).

Hayvan modellerinde, insanlarda benzer bir hasar dogrudan olusturulamaz;
¢linkii hayvan ve insan gozlerinin dzellikleri birbirinden farklidir. Ornegin, korneada
UV maruziyetinde UV 1sinim potansiyelinde farklilik goriiliir, ancak kemirgen kornea
UV'yi sadece 300 nm'nin altinda absorbe eder. Bu smirliliklarina ragmen, ayni yone
isaret eden hayvan caligmalar1 ve insan epidemiyolojik c¢aligmalari, yeterince giivenilir
korelasyonlar igin gii¢lii bir temel olusturur. Kromoforlar, DNA'da bol miktarda
bulundugundan mutageneze duyarli hale gelirler. UVR'nin goz yapilarinda bir diger
zarar1 ise DNA ile etkilesime girerek kornea veya lens hiicreleri gibi germinal epitelyal

hiicrelere zarar vermektir (Behar-Cohen ve ark., 2014 ; Krutman ve ark., 2014).

2.3.2. UVR’nun eritem olusumuna etkileri

Eritem, UVR’a vaskiiler yanitin bir yansimasidir ve genellikle bifaziktir. Hemen
olusan eritem hafif bir kizariklik seklindedir, UVR’den hemen sonra baslar ve yaklasik
30 dakika sonra solarak kaybolur. Gecikmis eritem ise 2-6 saat bir bekleme aralig
sonrasi ortaya ¢ikar, 12-16 saatte en yliksek diizeye ulasir ve birkag giinde gecer. Her iki

faza, artmig vaskiiler permeabilite eslik eder (Morison, 2005).

Eritemin olugmasinda rol oynayan bazi faktorler soyle siralanabilir (Diffey,

2002).

> Dalga boyu
> Doz
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2.3.3. UVR pigmentasyona etkileri

Derinin dogal rengi, en iy1 giinese maruz kalmayan gluteal bolgeden belirlenir.
UVR’dan kaynaklanan pigmentasyon, fakiiltatif bir pigmentasyon olarak tanimlanir.
UVR’a melanositlerin yanit1 bifaziktir. Mevcut pigmentasyonu olan bireylerde UVA ile
ani pigment koyulagmasi goriiliir. Birka¢ dakikada ortaya c¢ikar, bir saat i¢inde solar.
Gecikmis pigmentasyon, bronzlasma, yeni melanin liretimini igerir ve giinler igerisinde
olusup, haftalar ve aylar sonra kaybolur (Diffey, 2002). Pigmentasyon gelisiminde etkili

faktorler soyle siralanabilir:

Dalga boyu
Pigmentasyon
Yas

Y V V V

Deri kalinlig1

2.3.4. UVR’nin yararlan

Insanlar icin giinesin yararlar1 yillardir bilinmektedir ve cildin giines 1s18mna
maruziyeti sonucunda iiretilen D vitamini, 6nemli bir vitamindir. Yapilan aragtirmalar,
bugiin D vitamininin kanser, kalp hastaliklari, kiriklar ve diisme, otoimmun hastaliklar,
grip, Tip-1 ve Tip-2 diyabet ve depresyonu Onleyici islevleri oldugunu
desteklemektedir. Klinik arastirmalar birgok hastalik iizerinde giines 1s18inin olasi
etkilerinden bahsetmektedir. Giinese verilen fizyolojik tepki, D vitamini liretiminin ¢ok
otesindedir. Deri UV radyasyon ile uyarildiginda nitrik oksit salinmakta, vazodilatasyon
gerceklesmekte ve kan basinci diismektedir. Yapilan diger bir arastirmada ise UVA’ya
aktif maruziyet devam ettigi siire zarfinda diyastolik kan basincinin yaklasik olarak 5
mmHg distiigli ve maruziyetten 30 dk sonrasina kadar diisiik seviyede kaldigi
goriilmiistiir. UVB maruziyeti sonucunda insan cildi beta-endorfin iiretmektedir. Bu

opioid peptitlerin, iyi olma halini destekleyici, immun sistemi gii¢lendirici, agriy1
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azaltici, relaksasyonu destekleyici, yara iyilesmesini hizlandirici etkileri vardir. Goz ile
alinan 151k sinyalleri, sirkadiyen ritmin kontrolii i¢in melatonin ve serotonin iiretimini
diizenlemekte ve mevsimsel duygu-durum bozuklugu goriilme olasiliginin azalmasinda
rol oynadig1 bilinmektedir (Baggerly ve ark., 2015; Yang, 2011; Liu ve ark., 2014,
Sprouse-Blum ve ark., 2010).

2.4. Serbest Radikaller

Oksijen yasamin devam etmesi i¢in vazgecilmez bir elementtir. Oksijen, enerji
tiretiminde kullanildiginda, hem reaktif oksijen tiirlerinin hem de reaktif nitrojen
tirlerinin olusumuna neden olmaktadir. Serbest radikaller viicudun normal oksijen
kullanim1 sirasinda mitokondri tarafindan devamli, bir¢ok endojen ve eksojen
kaynaktan da iiretilmektedir. Enerji tiretiminde olusan bu serbest radikaller lipitlerin,
proteinlerin ve niikleik asitlerin yapisinda degisiklik meydana getirebilir. Uretilen bu

serbest radikallerin hem zararlar1 hem de yararlar1 vardir (Shinde ve ark., 2012).

ROS’lar organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda olusabildigi
gibi, dis etkenlerin etkisiyle de olusmaktadir. Yasam Omiirleri ¢cok kisa olmalarina
ragmen yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok reaktif olan serbest radikaller, tiim
hiicre bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligi gostermektedir ve yararli biyomolekiillerin

fonksiyonlarimi yitirmesine neden olmaktadir (Shinde ve ark., 2012).
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Sekil 6. Antioksidan-serbest radikal dengesi (Ozcan ve ark., 2015)
2.4.1. Serbest radikallerin canl sistemlere etkileri

Mitokondrial, endoplazmik ve niikleer elektron tagima sistemlerinde (sitokrom
p450), peroksizomlarda, monosit ve notrofillerin fagositozu gibi metabolik olaylar
esnasinda bol miktarda serbest radikal iiretilir. Serbest radikaller, solunum ve sindirim
gibi normal viicut faaliyetlerinin zehirli atiklar1 durumundadir. Yapilan ¢alismalarda
insan viicudundaki her hiicrenin giinde ortalama 10.000 serbest radikalin saldirisina

ugradigi belirtilmektedir (Akkus, 1995).

Serbest radikaller nétralizasyona ugramazlarsa, hiicre zar1 proteinlerini ve
lipitlerini yikarak hiicre zarmi sertlestirip hiicre fonksiyonunu engellerler. Niikleustaki
niikleik asite (DNA’ya) etki ederek DNA’y1 kirilma ve mutasyonlara agik hale
getirirler. Immun sistem hiicrelerini yok ederek, bu sistemin islevlerini zorlastirirlar.
Yaglanma ve kansere sebep olabilirler (Akkus, 1995; Aydogan ve ark., 2007). Hiicre
zarinda bol miktarda doymamis yag asidi bulundugundan serbest radikal hasarina
olduk¢a duyarlidir (Valko ve ark., 2007). Ortamda bulunan serbest radikaller yag
asitlerinden bir proton kopararak “Lipid peroksidasyon™ olarak adlandirilan reaksiyonun

baslamasina sebep olurlar. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan peroksitler, alkoller,
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aldehitler, hidroksi yag asitleri gibi maddeler hiicrenin bir¢ok bileseniyle reaksiyona
girerek hiicresel ve metabolik olaylar lizerinde toksik etki yaratirlar (Kose ve Dogan,
1992). Ug veya daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu
malondialdehit (MDA) olusur. MDA, membran bilesenlerinde g¢apraz baglanma ve
polimerizasyona neden oalrak iyon gegisi, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey
belirleyecilerin baz1 ozelliklerini  degistirmektedir. Bu islevinden dolayr MDA,

mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir bilesiktir (Kdse ve Dogan, 1992).

2.5. Antioksidan Maddeler

Antioksidan maddeler ‘antioksidan savunma sistemleri’ veya kisaca
‘antioksidanlar’ olarak bilinen serbest radikalleri noétralize eden, insan viicundaki ve
gidalardaki serbest radikallerin olumsuz etkilerini ve olusumunu durduran veya yok
eden maddelerdir (Aydogan ve ark., 2007). Antioksidanlar hiicre igin zararli reaksiyon
sistemlerini durdurarak, toksik olmayan triinlere doniistiirirler. Antioksidan madde
icerigi zengin kimyasal maddelerle, serbest radikallerin ve aktif oksijenin meydana

getirdigi oksidatif hasar engellenebilmektedir (Katakwar ve ark., 2016).
Antioksidanlarin bilinen etki mekanizmalari sunlardir (Akkus, 1995) :

1. Toplayict etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya ¢ok
daha zayif yeni bir molekiile ¢evirirler.

2. Bastiric1 etki: Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen ekleyerek
aktivitelerini azaltarak veya inaktif hale doniistiirerek etki gosterirler.

3. Zincir kiric1 etki; Serbest oksijen radikallerinin zincirlerini kiric1 etki
gosterirler.

4. Onarici etki: Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilii onarirlar.

5. Hiicresel kinaz kayiplarin1 6nleme: Oksidasyon reaksiyonlarini inhibe ederler.

6. Enzimatik etki: SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan

antioksidanlarin sentezini arttirarak etkilerini gdsterirler.

22



2.5.1. Deri ve oksidatif stres

Derinin UV’ye maruziyeti sonucunda eritem, O6dem ve bunu takiben
pigmentasyon veya bronzlagsma gibi akut enflamatuvar degisiklikler, fotoyaslanma,
immiin baskilanma ve fotokarsinojenite gibi kronik degisiklikler goriilebilir (Bickers ve
Athar, 2006; Ichihashi ve ark., 2000). UV’nin neden oldugu bu zararl etkileri gidermek
icin gilinesten koruyucu triinler gelistirilmistir. Bunlar UV 1smnm1 dogrudan bloke
ederek veya UV radyasyonunu absorblayarak etkilerini gosterirler. Deri yaslanmasina
kars1 kullanilan bu iirlinlerde paraamino benzoik asit tiirevleri, sinnamatlar, salisilatlar,
oktokrilen ve ensulizol gibi UVB 1smim filtre edici ajanlar ve benzofenonlar, butil
metoksibenzoil ve meradimat gibi UVA filtreler kullanilmaktadir. Bunun yanisira UV
radyasyonunun neden oldugu/artirdigi veya deri yaslanmasini hizlandiran oksidatif
hasar1 azaltmak i¢in ¢esitli kaynaklardan elde edilen pek ¢ok antioksidan madde olup,
bu konudaki ¢alismalar devam etmektedir (Fuchs, 1992; Renzing ve ark., 1996). Geng
yaslardan hatta c¢ocukluk cagindan itibaren etkin olarak gilinesten korunma,
fotoyaslanmanin &nlenmesindeki en temel basamaktir. lyi bir sekilde giinesten korunma
deri yaglanmasini geciktirmenin yanisira UV’ye bagli olusan DNA hasari, immiin
sistemin baskilanmasi1 ve kanser olusturucu etkilerin 6nlenmesine de biiyiik katkilar

saglayacaktir (Lin ve ark.,2003).

Deride goriilen en temel hasar, UV’nin derinin lipit yapisinda degisiklik yaparak
eritem ve inflamasyona neden olan yapilar1 olusturmasi ve derinin protein ve aminoasit
yapisindaki temel elemanlarinda (elastin ve kollajen lifleri) geri doniisiimsiiz bozukluga
neden olmasidir (Muramatsu ve ark., 1992). Bu nedenle, ROS bugiin deri yaslanmasinin
en Onemli nedeni olarak kabul edilmektedir. Dermokozmetikte hammadde olan
antioksidanlarin kullanim amaci; derinin dogal savunma mekanizmasini olusturan

fizyolojik antioksidanlarin eksilen miktarlarinin yerine konulmasidir (Bickers ve Athar,
2006).
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2.6. Calismada Etkinligi Arastirllan Kimyasal Maddeler

2.6.1. Ellajik asit (EA)

Bitkilerde farkli formlarda bulunan fenolik bilesenler ya da diger bir adiyla
fenolik fitokimyasallar dogadaki besin kaynaklarmin en c¢ok bulunan sekonder
metabolitleridirler.  Polifenollerin en yaygin goriilen formlarindan tanenler yiiksek
molekiil agirhigina sahip fenolik bilesiklerdir. Bitkisel kaynakli tanenler, hidrolize
olabilen tanenler (Ellagitanenler) ve kondanse tanenler (Proantosiyanidler) ‘dir (Rios ve
ark., 2018).

Polifenollerin hidrolize olabilen tanen simifina ait olan ellagitanenler, ellajik
asidin kompleks tiirevleridir. Ellagitanenlerin asit ya da bazlarla hidrolizi ile
hekzahidroksidifenik asit, bundan da ellajik asit elde edilir. Nardaki hidrolize olabilen
tanenler; gallotanenler, ellagitanenler, punicalagin ve punicalin gibi gallagil tanenlerden
olusmaktadir. Hekzahidroksidifenik asidin dilaktonu olan ellajik asit, hidrofilik kismi
temsil eden dort fenolik ve iki lakton gruplarindan olusur. Lipofilik kismi temsil eden
dort halka ile termodinamik olarak oldukca kararli bir molekiildiir (Neves ve ark.,
2018.). Hidroksil grubu antioksidan aktiviteyi arttirir ve hiicreleri oksidatif hasardan
korur (Pari ve Sivasankari, 2008).

EA’ nin sistematik adi 2,3,7,8-tetrahidroksi (1) benzopirano (5,4,3-cde)(1)
benzopiran-5,10 dion olup, kapali formiilii C14HsOs ve molekiil agirligi 302,197 g/mol
diir (Viuda-Martos ve ark., 2010).
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Sekil 7. Ellajik asit (C14Hes Og)

EA,

sebzelerde bulunan giliglii bir antioksidandir. EA,

nar, ceviz, ahududu, c¢ilek, ceviz gibi ¢ok sayida meyve, findik ve

meyve ve findikta bulunan

polifenoller olan ellagitanninden (ET) elde edilir. Ellajik asit ayrica intestinal mikroflora

ile metabolik olarak {irolitinlere doniistiiriilir. EA’e atfedilen cesitli farmakolojik

ozellikler, tek basina ellajik asite, metabolitlerine ve her ikisinin birlesimine bagli olarak

hala tam olarak bilinmemektedir (Bisen ve ark., 2012).

Sekil 8. Ellajik asit’in farmakolojik islevleri (Bisen ve ark., 2012)

Antioksidan Antikanserojenik
Antiplazmodik
\ \ / Antimutajenik
Antiinflamatuar \ / / Antimetastatik
Kardiyoprotektif / / / -\ \\ Antidepresan
Antianjiyogenik | | Antimikrobiyal Koagiilant Antidivabetik

EA’in ¢oklu yolaklarin diizenlenmesindeki molekiiler etkileri asagidaki gibi

gergeklestirilir:
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Niiklear eritroit-2 baglantili faktér-2 (Nrf2) iizerinden antioksidan cevabin
aktivasyonu, Niiklear faktor-kappa B (NF-B) ile siklooksijenaz (COX-2) ve sitokinler
gibi proinflamatuar ajanlarin inhibisyonu (Cornelio Favarin ve ark., 2013), Trombosit
tirevli bliylime faktorii (PDGF), Transfome edici biiyiime faktorii beta (TGF), hepatik
bliytime faktorii (HGF) olarak, bazi biiytime faktorii ekspresyonunun diizenlenmesi
(Rani ve ark., 2013), Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1), hiicreler arasi
adezyon molekiilii-1 (ICAM-1), siklin D1 ve E, p21, B-hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2), Bcl-2
ile iligkili X proteini (Bax) gibi tiimor hiicresi hayatta kalma/hiicre dongiisii genlerinin
modiilasyonu baskilayicilar (p53, DUSP6, Fos), onkogenler (K-Ras, c-Myc) adezyon

molekiillerinin azaltilmasi (Labrecque ve ark., 2005).

2.6.2. Silibinin (SB)

Silibinin; Silybum marianum L. bitkisinden elde edilen bir flavonoglignandir.
Silibinin C2sH22010 kimyasal formiiliinde, molekiiler agirligi 482,44 g/mol olan bir
bilesendir (Deep ve Agarwal, 2010). Silybum marianum bitkisi deve dikeni, siit dikeni
ve meryem ana bitkisi isimleriyle de bilinmektedir. Silibinin ile silibin es anlamlidir
(Wellington ve Jarvis, 2001). Silymarin yedi flavonolignan dahil olmak ftizere sekiz
onemli bilesik kompleksidir. Bunlar silibin A, silibin B, izosilibin A, izosilibin B,
silikristin, izosilikristin, silidianin ve bir flavonoid olan taxifolindir. Silibinin, silymarin
kompleksinin (%70) biyolojik agidan en aktif bileseni olup, silibin A ve silibin B’nin
karisimindan olugmaktadir (Kroll ve ark., 2007).

Silimarin, siit devedikeni bitkisi Silybum marianum L. tohumlarinda bulunan bir
ozdir (Deep ve Agarwal, 2010). Angiospermlerin genis ve yaygin bir ailesi olan
Asteraceae familyasinin bir liyesidir. S. marianum L., 30-100 cm yiikseklikle, gévdesi
koseli, seyrek tiiyli, tek veya iki yillik otsu bir bitkidir. Yapraklar soluk yesil renkte,
beyaz damarlara sahip, kenarlar1 derin disli ve dikenlidir. Cigekleri mor veya beyaz

renklidir (Kroll ve ark., 2007).
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Sekil 9. Silybum marianum L. bitkisi (https://florabase.dpaw.wa.gov.au/browse
[profile.php/8227)

SB  antioksidan, antienflamasyon, immiinomodiilatér, antiviral ve
hepatoprotektif etkiler dahil olmak iizere ¢ok sayida oOzellige sahip bilesiktir. Bazi
kanser tiirlerinin goriilme sikligini azaltir (Abu-Zaiton, 2013). Ayrica antibakteriyel,
antialerjik, antimutagenik, antineoplastik, antitrombotik ve vazodilatatdr eylemler de
dahil olmak iizere diger tedavi edici Ozelliklere sahiptir (Abu-Zaiton, 2013). SB,
ribozomlarin ve DNA sentezinin olusumunda Onemli bir artis saglar, ayrica yarali
karacigerde protein sentezi diizeyini yiikselterek karaciger dokusu yeniden olusumunu
indiikler (Deep ve Agarwal, 2010). Fibrogenezi inhibe eder ve mantar zehirlenmesi ve
endiistriyel kirlilikler ile hepatotoksisitede sarilik, alkol kétiiye kullanimi, fibrozis, siroz
tedavisinde kullanilir (Bhattacharya, 2011). Bunun yaninda ayrica diyabet insidansini
azaltabilir. SB, inflamasyonu Onler, hiicrenin hayatta kalma, farklilasma ve biiytimede
rol oynayan ¢esitli genlerin ekspresyonunu diizenler ve koordine eder (Ramasamy ve
Agarwal, 2008). SB yapilan diger ¢alismalara gore, prostat, yamurtalik, gégiis, akciger,

deri ve mesane dahil olmak {izere ¢esitli kanserlerde tiimor hiicrelerinin

proliferasyonunu baskilayabildigi gosterilmistir (Bhattacharya, 2011). ileri ¢alismalar,
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silimarinin antimetastatik aktivitesi ile ¢esitli kanserleri tedavi etmek icin temel
yaklagimlardan biri olan antianjiyogenik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir
(Ramasamy ve Agarwal, 2008). Birkag in vitro ¢alisma, bu bitkinin, hepatit C viriisiine
(HCV) kars1 etkili anti-enflamatuar ve antiviral ajan olarak biyoaktivitesini
vurgulamistir (Calani ve ark., 2012). SB antikanserojen, antifibrotik, antidiyabetik,
antiinflamatuar, antioksidan etkinlikleri ve bu etkinliklerinin altinda yatan kimyasal ve
hiicresel mekanizmalarla ilgili arastirmalar hala devam etmektedir (Calani ve ark.,

2012).

2.7. Cahsmada Takip Edilen Biyokimyasal, Histolojik ve Stereolojik
Belirtecler

2.7.1. Oksidatif stres belirtecleri (TAS, TOS, OSI)

Oksidatif stres, prooksidan-antioksidan dengesinin prooksidan yoniine kaymasi
sonucu potansiyel hiicresel hasarlara yol a¢an biyokimyasal bir siirectir (Inal ve ark.,
2001). Oksidatif stres, serbest radikal iiretiminin artisi ve antioksidan savunmanin
azalmast sonucu olusabildiginden, oksidatif stres biyobelirteci olarak antioksidan
tiketiminin  arastirllmast  antioksidan  miktarlarindaki  azalis veya onlarin

metabolitlerindeki artisin degerlendirilmesi ile miimkiindiir (Yogesh ve ark., 2018).

Doku homojenati: Cesitli doku orneklerinde (karaciger, bobrek, kalp, beyin,
testis, akciger gibi) oksidatif stres parametrelerinin calisilmasi i¢in dokular once
homojenize edilir. Bunun i¢in, doku &rnekleri tartilip uygun bir tampon ¢ozeltisi (wW/v)
ile homojenizatdr igerisinde 1iyice ezilip homojenize edilir. Hazirlanan doku

homojenatlar1 — 80°C’de derin dondurucuda analiz yapilincaya kadar saklanir (Bolcal

ve ark., 2007)

Antioksidan savunma sisteminin 6l¢iimii: Toplam antioksidan aktivitenin
tayini i¢in Troloks esde§er antioksidan kapasite (TEAC) denilen bir metotla total
antioksidan kapasite Olciilebilmektedir. Oksijen radikali absorplama yetenegi de ayni
total antioksidan kapasitenin tespiti i¢cin kullanilir, ancak burada floresan ol¢iimii
yapilmaktadir (Armstrong ve Browne, 1994; Jackson ve ark., 1995; Motchnik ve
ark.,1994; Erel, 2004).
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Toplam oksidan durumunun ol¢iimii (TOS) i¢in yeni bir otomatik
kolorimetrik Slgiim yontemi kullanilarak ol¢iilmiistiir. Bu yontemde, 6rnekte bulunan
oksidanlar demir iyonu-o-dianisidin bilesimini ferrik iyona okside eder. Oksidasyon
reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan gliserol molekiilleriyle
giiclendirilir. Demir iyonu asidik bir ortamda ksilenol portakali ile renkli bir bilesim
olusturur. Spektrofotometrik olarak Olgtlilebilen renk yogunlugu, ornekte bulunan
toplam oksidan molekiil miktar ile ilgilidir. Analiz hidrojen peroksit ile kalibre edilir ve
sonuglar litre bagina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri bakimidan (umol H202 Eq

/ L) ifade edilir (Erel, 2005).

Oksidatif stres indeksi (OSI) , TOS seviyesinin TAS seviyesine orani kabul
edilir. OSI degeri (Erel, 2005) asagidaki formiile gore hesaplanir.
OSI (AU=Arbitrary Unit) = TOS (umol H202 Eq/L) / TAS (mmol Trolox Eq/L)

2.7.2. Apoptozis

Apoptozis; gelismis organizmalarda hiicreler arasi iligkilerin geregi olarak
fonksiyonlart bozulan hiicrelerin, ¢evreye zarar vermeden programli dliimiidiir (Barisic
ve ark., 2003). Embriyodan baslayarak tiim yasam boyunca apoptotik mekanizma ve
programli hiicre 6liimii devam eder. Bazi hiicreler yillarca yasarken, bir kismi sadece
birkac¢ saat yasar. Deri, gastrointestinal sistem ve immiin sistem gibi pek ¢ok dokuda
devamlilik apoptozis ve hiicre yenilenmesine baghdir. Fizyolojik olusan hiicre dlimii
uzun yillardir bilinmesine ragmen apoptoz terimini ilk kez 1972 yilinda Wyllie
kullanmistir. Yunancada apo=ayr1 ve ptosis=diisen anlamina gelmektedir. 1983 yilinda
Duke ve arkadaslari, jel elektroforezi ile apoptozda endoniikleazlarin DNA kiriklarina
yol agtiklarii gostermistir (Brouckaert ve ark., 2004). Bdylece apoptotik hiicre
Olimiiniin ilk biyokimyasal temelleri atilmistir. Bu tarihten sonra apoptoz konusunda
calismalar hizla artmistir. Okaryotik hiicre 6liimiiniin en sik rastlanan formu olan
apoptoz, timor regresyonu ve embriyonik gelisim sirasinda goriilmektedir (Giiltekin ve
ark., 2008). Hiicresel morfolojide degisiklikler ile karakterize edilen apoptoz, dokularin
gelisim evrelerinde, dokulardaki hiicre yiizeyinde belirleyici homeostatik mekanizmada,
immiin olaylarda, hiicrelerin hastalik veya zararli ajanlara bagli hasarlanmalarinda,

yaslanma siirecinde rol oynamaktadir (Gordeziani ve ark.,2017). Apoptotik hiicre

29



Oliimii, nekrotik hiicre Oliimiinden farkli ozellikler gostermektedir (Huppertz ve
ark.,1999; Willingham, 1999). Apoptoz veya programlanmis hiicre 6liimii sitotoksisite,
serbest radikal hasari, sitokinler ve inflamatuar yaralanma tarafindan tetiklenmektedir

(Chan ve ark., 2014; Lemasters, 2018).

Tablo 2. Apoptozis ile nekroz arasindaki farklar (Huppertz ve ark.,1999)

Ozellik Apoptoz Nekroz
Dagilim Komsu hiicre gruplar Dokuda tek tek hiicreler
Nedenler Her zaman patolojik Fizyolojik / patolojik
Eksiidatif yangi Genellikle var Yok, + hiicresel immiinitede
Isik Mikroskopi Bazofili, piknoz karyoreksis, | Kresentik goriiniim karyolizis,
karyolizis eozinofilik partikiil

Elektron Mikroskopi | Hiicrede sisme, membranda | Voliim kaybi, apoptotik
yirtilma, kromatinde erime, | cisimcikler

kayip
Fagositoz Mononiikleer hiicreler Fagositik hiicreler ve komsu
Mekanizma Kimyasal ya da yapisal Makromolekiil sentezini
parcalanma gerektiren aktif hiicresel yikim
Uyaran Hiicre havuzcugunun Metabolik stres, Besin
korunmasi, DNA hasari, yoklugu, Is1 ve pH degisikligi,
Hipoksi, Sinyal yolagindaki | Hipoksi, Anoksi
dengesizlik
Hiicrenin akibeti Apoptotik cisimcik Liziz

Apoptoz iki yolla gergeklesir; Instrinsik (Mitokondriyal) yol ve Ekstrinsik yol
(Direkt ve Dolayli mekanizma). Apoptozu tetikleyen hiicre ici sinyaller; DNA hasari,
hiicre i¢i Ca*? diizeyi artis1, pH azalis1, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklari ve
hipoksidir. Hiicre dis1 sinyaller ise biiylime ve tireme faktorlerinin yetersizligi, 6lim
reseptorlerinin aktivasyonu, sitotoksik T lenfosit ve dis etkenlerdir. Hiicre i¢i sinyaller
instrinsik apoptoz yolunu devreye sokarken, hiicre disi sinyaller ekstrinsik yol ile

apoptozu indiikler (Chan ve ark., 2014).

2.7.3. Deri ve apoptozis

Apoptoz veya programlanmig hiicre oliimi, cilt gelisimini, homeostazisini ve
tiimor olusumunu diizenleyen 6nemli bir islevdir. Epidermis ¢esitli dig uyaranlara maruz

kalir ve en 6nemlilerinden biri UV radyasyondur. UVA ve UVB spektrumlari biyolojik
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etkilerinde ve deri tabakalar1 igerisindeki penetrasyon derinliklerinde farklilik gosterir.
UVB isinlari, DNA tarafindan dogrudan emilir. UVA, Oncelikle reaktif oksijen
tirlerinin olugmasiyla DNA hasarina neden olabilir. Fotohasarli hiicreleri ortadan
kaldirarak, apoptozun epidermal karsinogenezin dénlenmesinde 6nemli bir islevi vardir.
UV kaynakli apoptoz farkli yollar igeren karmasik bir olay olup, sunlar1 igerir: 1. Timor
baskilayici genin p53'in aktivasyonu; 2. Hiicre 6liim reseptorlerinin dogrudan UV ile
veya Olim ligandlarinin otokrin salinimiyla tetiklenmesi; 3. Mitokondriyal hasar ve
sitokrom C salinimi; 4. Fibroblast iligkili tiimor nekroz faktorii reseptorii ve TNF ile
ilgili apoptozis indiikleyen ligand reseptorii gibi 6liim reseptorleri yoluyla digsal yol
kaspaz kaskadini aktive eder; 5. Apoptozun intrinsik veya mitokondriyal yolu, Bcl-2
protein ailesi, anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w) ve pro-apoptotik (Bax, Bak, Bid)
tarafindan diizenlenir. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler arasindaki denge,

hiicre sagkalimini veya 6liimiinii belirler (Pustisek ve Situm, 2011).

Derideki apoptoz, kimyasal maddeler ve iyonlastirici radyasyon ile tetiklenebilir;
ancak, en gii¢lii hasar cildin giines 15181na maruz kalmasidir. UV radyasyon, deride
giiclii bir apoptozis indiikleyicisidir. Apoptotik epidermal keratinositler olarak bilinen
giines yanig1 hiicrelerinin (SBCs) goriinlimleri biiziilmiis piknotik c¢ekirdek ve
eozinofilik bir sitoplazma ile ayirt edilirler. Bu 6zellikler, SBC'lerin H&E ile boyanan
kesitlerde kolaylikla taninmasin1 saglar. SBC'ler, UVR'ye 24-48 saat maruz kaldiktan
sonra en ge¢ 8 saat sonra tespit edilebilir ve sonra 60-72 saat i¢inde kaybolurlar. /n
vitro, apoptoz inflamasyona yol acabilecek nekroz olarak bilinen ikincil plazma
membraninin permeabilizasyonu ile sonuglanir. Ancak apoptotik hiicrelerin hizla
klirens olmas1 nedeniyle, in vivo fizyolojik kosullar altinda bunun olmayacagina inanilir

(Reefman ve ark., 2005).

Deride, apoptotik keratinositlerdeki desmozomlarin kaybi, Str. corneum'a dogru
daha hizli gergeklesir. Daha sonra bu dokiilme yoluyla SBC'lerin biiylik bir kismi
deriden atilir. Ayrica Str. corneum'a ulagsmadan 6nce makrofajlar, Langerhans hiicreleri
ve keratinositler, SBC'leri sindirirler. UVA, cildin epidermal ve dermal tabakalarina
niifuz eder ve biyomolekiiller tarafindan zayif bir sekilde emilir. Aksine UVB;

epidermal tabakasindan daha fazla niifuz etmez ve giiclii bir sekilde DNA ve protein
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tarafindan emilir. UVB bu nedenle deride SBC'lerin en etkili indiikleyicisidir (Reefman
ve ark., 2005).

UVB kaynakli apoptoz, bir¢cok sinyal yollarinin dahil oldugu karmasik bir
mekanizma olarak kabul edilir:

> Direkt DNA hasari ile uyarilan apoptoz

> Oliim reseptdr aracili apoptoz

> Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuyla apoptoz

L L

»
2) Death <
Receptor I

Cytochrome C
Ap*af—1

Sekil 10. UVB kaynakli apoptoz sinyal yollar1 (Reefman ve ark., 2005)

UVB kaynakl1 apoptoz (1) Dogrudan DNA hasari, Bax/Bak'i aktive eden p53'iin
mitokondriden sitokrom ¢ salimiyla sonuglanmasi, daha sonra apoptotik proteaz aktive
edici faktore (Apaf-1), kaspaz-9'a ve kaspaz-3 aktivasyonu ve apoptozun uygulanmasi.
P53 ayrica bir transkripsiyon faktorii olarak da hareket edebilir ve 6liim reseptorlerinin
transkripsiyonunu ve ekspresyonunu indiikleyebilmektedir. (2) Oliim reseptorii
kiimelenme kaspaz-8'i harekete geciren FADD'nin devreye girmesine ve aktivasyonuna

yol acar. Bu da kaspaz-3'i aktive eder. (3) ROS ‘larin dogrudan olusumu, mitokondriyal
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membranin lipid peroksidasyonuna ve daha sonra kaspaz-3 aktivasyonuna yol agan
sitokrom c'nin saliverilmesine neden olur. Bcl-2 ve Bcl-XL, sitokrom ¢ salinimim
inhibe ederken, apoptoz inhibitdrleri (IAP'ler) kaspazlarin aktivasyonunu engelleyebilir

(Reefman ve ark., 2005).

2.8. Calismada Kullanilan Stereolojik Yontemler

Stereoloji, iki boyutlu (2-D) ¢esitli cisimlerden alinan kesitlerden elde edilen
gozlemleri ti¢ boyutlu (3-D) nicel bilgi saglamakta kullanilan teknikler kiimesidir
(Odaci ve ark., 2005; Yurt ve ark., 2018). Bu teknik kan damari uzunlugu, hiicre hacmi
ve ylizey alani gibi 6zelliklerin hesaplanmasini saglar. Bu da niceliksel verilerin, farkli
etkenler arasindaki doz-etki iliskilerini tahmin etmek i¢in kullanilabilir (Deniz ve ark.,
2018).

Kantitatif verilere ek olarak, stereoloji arastirmaciya tarafsiz olarak érneklerin
hangi 3-D gergeklikle iliskili olduguna ait veriler veya biyopsiler toplama firsati da
sunmaktadir. Stereoloji nedensel varsayimlar i¢in daha giiglii destek veya morfolojik
kanitlara dayali hipotezler saglar (Cruz ve Orive, 1999, Gundersen ve ark., 1999,

Gundersen ve Jensen, 1987).

Stereoloji, varsayimlar yaparak incelenen yapilarin geometrik Ozellikleri ve
dagilimi hakkinda bilgi verir. Ornegin; elektron mikroskobisi ile goriilen bir
desmozomun diskoit sekli veya epidermisin bazal katmani boyunca esit olarak
melanositlerin dagilimi. 1980'li yillarda tasarima dayali stereoloji Gundersen, Cruz-
Orive, Jensen ve digerlerinin g¢alismalar1 ile yenilenmistir (Odaci ve ark., 2005).
Ozellikle disektdre prensibine giriste giivenilir 3D’1i biiyiikliik, sekil ve yer hakkinda
herhangi bir varsayim yapmadan incelenen veriler, nesnelerin dagilimi veya
yonlendirilmesine imkan saglamistir. BOylece model tabanli stereolojinin zayif
yaklagim modelleriyle sistematik hata ortadan kaldirilmistir. Stereoloji, metaliirji ve
jeoloji gibi aragtirmalarin bir¢ok alaninda kullanilmustir. Gundersen, West ve
Pakkenberg tip alanindaki sinir bilim ¢aligmalariyla dermatolojiye stereolojik yontemler

hakkinda bir temel kazandirmiglardir (West ve Gundersen, 1990; Pakkenberg ve
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Gundersen, 1995; Cruz ve Orive, 1999; Gundersen ve ark., 1999; Gundersen ve Jensen,
1987).

Stereolojik metotlarin ¢ok yonliiliigli, uygulamadaki basitligi ve yapilabilir
olmasi bilgisayar tabanli goriintii analizleri yardimiyla dermatolojik aragtirmalara katki
saglar (Odaci ve ark., 2005). Ayrica kolayca uygulanabilirligi ve metodolojinin
gereklilikleri arastirmacilara teknige tanitmakla kalmayip, stereolojik calismalari
degerlendirmelerini de saglar (Yurt ve ark., 2018). Biyolojik &zelliklerin stereolojik
tahmini, 0rneklemin gercekte ne Olgiide iyi orneklendiginin sayisin1 yansitmaktadir.
Orneklemin boyutunu artirilmasiyla tahminen is yiikii buna gore artacaktir ve bunun
tersi is yiikiinde azalma olacaktir. Stereoloji ¢alisan arastirmacinin gorevi sayi, uzunluk,
alan ve hacim hesaplamalarin1 asgari ¢abayla yaparak giivenilir nicel tahminler

sunmaktir (Deniz ve ark., 2018).

Stereolojik metotlar, tarafsiz metotlardir ve kurallarina uygun bir bigimde
uygulandiginda, sistematik hatadan bagimsiz sonuglar elde edilmesini saglar ve
ornekleme sayist arttirildikca gercek degere daha fazla olasilikla yaklagmak miimkiin
olur (Odaci ve ark., 2005). Stereolojik metotlarin temelini “Sistematik Rasgele
Ornekleme” (SRO) stratejisi olusturur (Deniz ve ark., 2018). Belli bir 6rnekleme aralif
ile ilgilenilen yapinin tamaminin &rneklenmesidir. ilk aralikta iginden rastgele bir
noktadan baslanilmasi esastir. Sistematik olmasi, 6rneklemenin onceden belirlenmis esit
araliklarla yapilmasini, rastgele olmasi ise bu sistematik Orneklemenin belirlenen
ornekleme araligi i¢indeki rastgele bir say1 ile baglamasini ifade eder. Stereolojik bir
calismanin tarafsiz olmast i¢in sistematik rastgele oOrneklemenin, gerekli tiim
seviyelerde (organdan alinacak dilimlerde, dilimlerden alinacak bloklarda, bloklardan
alimacak kesitlerde ve kesitlerde inceleme yapilacak alanlarda) uygulanmasi gerekir

(Cruz ve Orive, 1999, Gundersen ve ark., 1999, Gundersen ve Jensen, 1987).

Organ mm) Dilim ==)pBlok =) Kesit

Sekil 11. Stereolojik metotlarin temeli
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2.8.1. Fiziksel disektor ile 6rnekleme ve hiicre sayimi

Disektoriin ilk ortaya c¢ikan bi¢imi olan ydntemde, iki tane ardisitk veya
birbirlerinden belli bir uzaklikla ayrilmis olan iki kesit alinir, birinde bulunup, digerinde
bulunmayan tanecikler sayilir. iki kesit arasindaki mesafe disektor yiiksekligi olarak
ifade edilir ve yapilan sayim sonucunda, disektor yiikseklikleri boyunca drneklenebilen
disektor taneciklerinin yani tanecik uc¢larinin sayist bulunur. Bu da, calisilan
taneciklerin sayisal yogunlugunu (Nv) verir (Korkmaz ve Tiimkaya,1997; Odaci1 ve ark.,
2005).

_ 29
N= h.>"a(ger) V(ref)

N: Toplam tanecik sayis1

Q : Disektor taneciklerinin sayisi

h: Kesitler arasindaki mesafe (yani disektor yiiksekligini)

a (cer): Sayimda kullanilan tarafsiz sayim g¢ercevesinin alani

V(ref): Calisilan yapinin toplam (veya referans) hacmini belirtmektedir.

Eger bu formiilden V(ref) degeri ¢ikartilacak olursa, sonugta elde edilecek olan
deger, toplam hacim hesaba katilmadigindan taneciklerin sayisal yogunluklar1 olacaktir.
Fakat bircok durumda, sayisal yogunluk degeri, toplam tanecik sayis1 degisimiyle ilgili
dogrudan bilgi vermediginden, Ozellikle karsilastirmali calismalarda bu degerin
kullanilmas1 ve buna bagli biyolojik yorumlar yapilmasi sakincali olabilmektedir

(Korkmaz ve Tiimkaya, 1997; Odaci ve ark., 2005).
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Sekil 12. Ornek ve gozlem Kesit (Gundersen, 1977)
2.8.2. Tarafsiz sayim cercevesi

Tanecik saymmi yaparken tanecik izdiisiimlerinden yararlanildiginda, kesitlerde
goriilen tanecik izdiisiimlerinin belli bir alanla sinirlandirilarak sayilmalar1 gerekir. Bu
durumda, izdiisiimlerin hangi kurallara gore smirlandirilmas: gerektigi konusu ortaya
cikmaktadir. Tarafsiz sayim gergevesi, bir kalin ve diiz, bir de ince ve kesikli iki tip
cizgi ile sembolize edilen dortkenara sahip basit bir dikdortgen veya karedir (Odaci ve
ark., 2005). Sayim kurallar1 agisindan diger sayim c¢ergevelerinden farklidir. Temel
olarak, ince ve kesikli ¢izgiler “dahil” kenarlar, kalin ve devaml ¢izgiler ise “hari¢”
veya “yasak” kenarlardir. Yani kesikli ¢izgilere rast gelen izdiisiimler sayilirken,

devamli ¢izgilere isabet eden izdiisiimler ise sayim dis1 birakilir (Yurt ve ark., 2018).
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Sekil 13. Tarafsiz sayim ¢ercevesi
2.8.3. Hacim fraksiyonu (yogunlugu)

Hacim fraksiyonu, iki hacmin oranini ifade eder. Burada ifade edilen hacimler,
ilgilendigimiz referans hacmi igerisinde yer alan iki ayr1 yap1 hacminin oran1 olabilecegi
gibi, referans hacmi ile icerdigi bu yapilardan birinin hacminin orani da olabilir. Buna

gore ilgilendigimiz bir elemanin hacim fraksiyonu, asagidaki formiille gosterilir:

Vv (eleman, ref) = Referans hacmindeki eleman hacmi

Referans hacmi

Vv sembolii hacim fraksiyonunu belirtirken, parantez ic¢indekiler ile de bu
fraksiyonun hangi referans hacmindeki hangi elemana ait oldugunu gosterir. Hacimlerin
yerine kesitlerde referans hacmi ile ilgili eleman iizerine rastgelen noktalarin oranlarinin
da aymi esdegere sahip oldugu bulunmustur (Odact ve ark., 2005). Burada yapimasi
gereken sadece kesitler iizerine belirli araliklarla noktalar iceren bir noktali alan
cetvelinin rastgele birakildiktan sonra ilgili eleman ile referans hacmine rastgelen
noktalarin sayilip oranlanmasi yeterlidir. Bu durumda da hacim fraksiyou icin Pp

(eleman, ref) ifadesi kullanilir (Deniz ve ark., 2018).

Vv (eleman, ref) = Pp (eleman, ref) = Eleman profillerine denk gelen nokta sayisi

Referans profiline denk gelen nokta sayisi

Hacim fraksiyonu bir orandan ibaret oldugu icin biyolojik yapilarda dogrudan
anlam ifade eden bir parametre olarak kullanilmazlar. Ciinkii eleman hacmindeki bir

degisim dogrudan ilgili elemandaki bir farkliliktan kaynaklanmayabilir. Bundan dolay1
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hacim fraksiyonu mutlak bir deger olan toplam hacim seklinde ifade edildiginden,
ayrica hesaplanmis referans hacmi ile carpilir. Sonucta ilgili elemanin o referans

hacmindeki toplam hacmi elde edilir (Korkmaz ve Tiimkaya, 1997).

V (eleman) = V(referans) x V(eleman, ref)

2.8.4. Toplam hiicre sayisinin hesaplanmasi

Fiziksel disektorde, birim hacimdeki hiicrelerin sayist (Nv), sayim yapilan
ardisik kesit ¢iftinin birinde olup digerinde olmayan hiicrelerin (Q=disektdr tanecigi)
sayillmas ile hesaplanir. iki komsu kesitin yéndes yiizeyleri arasindaki mesafe (t, kesit
kalinlig1) ve 6rneklenen kesitlerin {izerine yerlestirilen tarafsiz sayim gergevesinin alani
(a), disektoriin hacminin (V(dis.)) tespit edilmesi i¢in kullanilir. Buradan alinan

kesitlerde bulunan toplam dermal mast hiicre sayilar1 i¢in asagidaki esitligi yazabiliriz:

Nv=YQ /Y Vwis=>Q/hya

Daha sonra, her denekteki deriden alinan toplam hiicre sayilarini hesaplamak

i¢in, sayisal yogunluk, Nv, ortalama hacmi V(ref) ile carpilir.
N=Nv x Vref
a = Sayim ¢ergevesinin alani
t = Her kesit ¢ifti arasindaki mesafe
N= Hesaplanan toplam say1
Nv= Sayisal yogunluk

Vref= Yapinin toplam(referans) hacmi

2.8.5. Referans Hacminin Hesaplanmasi (Cavalieri metodu)

Cavalieri ilkesi, 1635 yilina kadar italyan Matematik¢i Bonaventura Cavalieri
(1598-1647) tarafindan formiile edilmistir (Howard ve Reed, 2005). Keyfi bigimde

sekillendirilmis bir nesnenin toplam hacminin nesne tizerinde tarafsiz bir sekilde tahmin
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edilebilir sistematik rastgele diizlemler arasindaki kesitlerin, nesnenin ic¢inden ve
alanlarim  toplam1 ile bu diizlemlerdeki toplam alanlarin1 kolayca noktayla
belirlenebildigini gostermistir. Her noktanin referans yedek (Pi) 'yi vurdugu yerde
sayma belirli bir alan (Ap) ile iligkilidir ve bdylece, her boliimdeki transekt (At) alani
boyledir (Howard ve Reed, 2005).

Cavalieri ilkesi, basit bir nokta gridle numunenin tim hacmini ve istenen
bolgenin hacmini mikroskopla tahmin edilen hacmi arasindaki iligkinin tespitini
arastirmaciya kesin olarak veren bir yontemdir. Bu yontem bir¢ok stereolojik tasarim
icin gereklidir; Yiizey alani / hacim veya hiicre sayisi/ hacminin hesaplanmas1 gibi.
Boylece arastirilan 6zelligin mutlak degeri, toplam hacim ve sézde referans hacmi
biiyiik 6nem tasimaktadir. Mutlak degerler tizerinde farkli referans alanli numunelerden
elde edilen oranlarin alinmasi kisiyi tuzaga diislirebilir ve yanlis sonuglara neden

olabilir. Bu uyariya dikkat edilmelidir.
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= b o e = G = e e G e e e = 4
&+ +0 +0+ 80 +8 +8 +5 4+ D+
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P+ D+ D +D DD+ O+ D+
=+ = =+ = +*+ * *r + FF *F *r T F
B + o + P + B + 0 + @8 + @& + D + 2 +
=+ = T = T T * + T T ¥
Sekil 14. Y4 6lcekli bir bilesik noktali alan 6l¢im cetveli. Yuvarlak igindeki bir arti

isareti biiyiik alani, daire i¢indeki alinmis ya da alinmamuisg bir art1 isareti ise
biiyiik alanin %4’iinii temsil eder.
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2.8.6. Hata katsayis1 (HK)

Cavalieri yontemi, kesit almak ve nokta saymak i¢in hesaplanmis olan hacim
degerlerini sorgulayabilmektedir. Elde edilen kesit sayisin1 veya kullanilan nokta
sikliginin yeterli olup olmadigini1 6grenmek amaciyla elde edilen verilerin hata katsayisi
(HK) hesaplanir (Gundersen ve Jensen, 1987). HK, ornekleme stratejisi ve Ornek
bliyiikliigli olarak tanimlanan ve arastirici tarafindan kontrol edilebilir iki etkene
bagimhidir. Bu iki faktdr yapilacak bir 6n g¢alisma ile belirlenir (Pakkenberg ve
Gundersen 1995). HK, standart hatanin popiilasyon ortalamasina bdlinmesi ile
hesaplanabilir (Pakkenberg ve Gundersen 1995; Mouton, 2002). Hata katsayis1 % 5 ve
altinda ise yapilan islemin dogruluguna karar verilir (Mazonakis ve ark., 1998; Sahin ve
ark., 2003).

2.9. Dermoklinikte Yapilan Stereolojik Arastirmalar

Kortizonlarin keratinosit kiiltiirii morfolojisine etkisi adli caligmada zamanla
epidermal hiicreler arasinda cilt okliizyon bosluklar1 oldugu goriilmiistiir. Keratin ve
keratohiyalin filamentlerinin farkli epidermal tabakalardaki dagilimlari ve bu
tabakalarin hacimleri stereolojik yontemlerle belirlenmistir (Kamp ve ark., 2011).
Yasa, cinsiyete ve farkli deri bolgelerine bagli olarak elastin ve kollajen lifler gibi bag
doku elemanlar1 hacimlerinin farkli dermal seviyelerdeki kompozisyonlar1 stereolojik
yonden degerlendirilmistir. Ehlers Danlos sendromlu hastalarin derisinde dermal elastin
ve kollajen liflerinin dagilimlar1 incelenmistir (Kamp ve ark., 2011). Konfokal
mikroskobi ve immiinohistokimya c¢alismalarinda disektor yontemi kullanilarak
epidermiste bulunan Langerhans hiicre sayisi stereolojik metotlarla ile belirlenmistir.
Disektor yontemiyle 151tk mikroskobisi altinda atopik dermatitli hastalarin derisinde
lenfositler sayilarak, saglikli insanlarin derisindeki lenfositlerle karsilastirilmistir.
Langerhans hiicre sayisi incelenen posterpatik noropatili hasta insan derisi ile normal
insan derisi karsilastirildiginda Langerhans hiicre sayisinda higbir fark goériillmemistir

(Jemec ve Wulf, 1997).

Stereolojik tekniklerle kolayca tahmin edilen bir diger 6zellik ise ortalama

epidermal kalinliktir. Tiiysiiz farelere nakledilen insan derisi transplantasyonu islemi
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siiresince zamanla akantozu sergiledigi gosterilmistir. Transplantasyondan sonra
zamanla akantozun oldugu bolgede her bir epidermal tabakalasma olugsmus ve bu
kalinlik akontoz cizgilerin kesistigi yerdeki nokta sayim yontemiyle belirlenmistir.
Saglikli ve hastalikli ciltte lenfatik ag1 karakterize etmek ig¢in stereoloji ile birlikte
kullanilan in vivo floresan lenfanjiografi ve kapilleroskopi diger noninvaziv
uygulamalardir. Duyusal néropatili hastalardaki ve saglikli olanlardaki miyelinsiz
intraepidermal sinir lifleri immiinohistokimyasal yontemlerle belirlenmistir (Kamp ve
ark., 2009).

Steroloji yara iyilesmesi, anjiyogenez ve yara izi gibi ¢esitli arastirmalara da
uygulanmistir. Ayrica kan damarlar, fibroblastlar, farkli travma tiirlerinden sonraki deri
tyilesmeleri i¢in diger belirtegler ile epidermisin hiicresel kompozisyonunu 6lgmede
bir¢cok farkli prob kullanilmistir. Mikrobiyal transglutaminazla ¢apraz bagli kollajen
doku implante edilmis sicanlarda yara alani, kan damarlarinin ylizey ve uzunluk
yogunlugu, inflamatuar hiicrelerin ve fibroblastlarin hacim fraksiyonlar1 stereolojik
yontemler kullanilarak iyi bir cilt mimarisinin korunmasinda, yara kasilmasinin
Onlenmesi ve anjiyojenezin uyarilmasiyla daha iyi sonug¢ sagladigi goriilmiistiir (Kamp

ve ark., 2009).

Dermatolojideki zorluklardan biri bazal membranin derinligi oldugundan
tercihen yeterli ¢oziiniirliik ile daha derin yapilarimi1 tanimlamada derideki yapilar
gorsellestirebilen in vivo goriintiileme teknikleri gelistirmektir. Buna ek olarak akantoz
ve derideki pullanma gibi gesitli deri hastaliklarinin sagladigi zorluklar karsisinda dahi
bu tekniklerle giivenilir goriintiiler elde edilebilir. Bu baglamda, in vivo konfokal
mikroskopi, yiliksek ¢oztniirliiklii ultra ses ve optik tomografi umut vericidir, ancak
bunlar derinin daha derinlerine penetre olabilecek seviyede yeterli degildir. Stereoloji
yeni bir teknik olmamasina ragmen tarafsiz, kantitatif olmayan dokunun 3B o6zellikleri
hakkinda bilgi sekil, boyut ve dagilimiyla bagimsiz bilesenler hakkinda bilgi verir.
Klinik dermatolojik arastirmalarda kantitatif veriler olusturmada goriintiileme
tekniklerini kullanmak, goriintiileme teknikleri ve teknolojik uygulamalara ragmen
diisiik maliyeti ve ¢ok yonliiliglinden dolay1 stereolojinin kullanimi goz Oniinde

bulundurulmalhidir (Jemec ve Wulf, 1997).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma, randomize ve kontrollii deneysel bir ¢alismadir. Deneysel
calismalar Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde, diger
analizler ise Van Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali’na ait laboratuvarlarda, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Enzimoloji
Laboratuvari’nda ve Fen Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali’na ait laboratuvarda 2017 ve

2018 yillar1 arasinda gergeklestirildi.

Calismaya, Van Yiiziincii Yil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu'nun 25.05.2017 tarih ve 2017/05 sayili1 karariyla baslandi.
3.1. Materyal

Calismada agirliklar1 180-200 g arasinda degisen 42 adet eriskin (2 aylik) Wistar
albino cinsi disi sicanlar kullanildi. Siganlar, Van Yiiziincii Y1l Universitesi Deney
Hayvanlar1 Unitesi’nden temin edildi. Sicanlar arastirma siiresince Van Yiiziincii Yil
Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde barmma odasinda polikarbonat kafeslerde,
her kafeste en fazla 7 hayvan olacak sekilde tutulmustur. Deney siiresince tiim siganlar
standart pellet sigan yemi ve ¢esme suyu ile beslendi. Hayvanlar bu siire igerisinde su ve
yem acisindan herhangi bir simirlandirmaya maruz birakilmamiglardir. Muhafaza
edildikleri oda, 12 saat aydinlik - 12 saat karanlik olacak sekilde standartlar dahilinde
ayarlanmistir. Ayrica laboratuvarin oda sicakligi termometre, nemi ise higrometre ile
Olciilerek sicakligin 23+1 °C ’yi agsmamasi i¢in laboratuvar siirekli olarak aspirator ile

havalandirilmstir.
3.2. Metot

Calismada olusturulan toplam 6 grup her grupta 7 adet sigan olacak sekilde
asagidaki gibi islemlere tabi tutulmustur.

Kontrol grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara deney siiresi olan 1 ay boyunca

herhangi bir muamele yapilmadi.
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UVA + UVB grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara 6zel olarak tasarlanmis ve
kapaginda UVA ve UVB lambalarinin yer aldig1 kabin igerisinde bir ay boyunca giinde
2 saat siireyle UVA (1.25 mW/cm2) ve UVB (0.22 j/cm2) kombine olarak uygulandi.

Kafes icerinde yer alacak hayvanlarin bu lambalara uzakligi 30 cm olarak belirlendi.

EA (Ellajik Asit) grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara 50 mg/kg/giin ellajik asit

bir ay boyunca gavaj yoluyla verildi.

SB (Silibinin) grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara 50 mg/kg/giin silibinin bir

ay boyunca gavaj yoluyla verildi.

UVA + UVB + EA grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlar bir ay boyunca giinde 2
saat slireyle 30 cm uzakliktan UVA ve UVB’ye ayn1 anda maruz birakilarak, her UV

uygulamasindan 6nce 50 mg/kg/giin ellajik asit bir ay boyunca gavaj yoluyla verildi.

UVA + UVB + SB grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlar bir ay boyunca 2 saat
stireyle 30 cm uzakliktan UVA ve UVB’ye aymi anda maruz birakilarak, her UV

uygulamasindan 6nce 50 mg/kg/giin silibinin bir ay boyunca gavaj yoluyla verildi.

Biitlin gruplardaki siganlara standart diyet (protein % 24, lysine % 1, metionin %
0,6, sistein % 0,4, seliilloz % 7, NaCl % 1, kalsiyum % 1-2 ve enerji 2650 kcal/kg)

verilerek deney sirasinda su almalarina izin verildi.

Deney hayvanlari tras makinast (CVS marka) ile once sirt bolgelerinden
yaklasik 15 cm?’lik alani kapsayacak sekilde kaba tiiyleri tras edildi. Ardindan geriye
kalan tiiylerin alinmasi igin iyi kalite jilet (Gillette) ile tamamen temizlendi. Traslama
islemi calismanin baglamasindan bir giin once yapildi ve bunu takiben caligmanin
devam ettigi 30 giin icerisinde haftada 3 kez olmak sartiyla toplamda ¢alisma boyunca
21 kez deney hayvanlari traglandi. Uygulama gruplarinin yaninda kontrol grubu da olasi

standart sapmay1 bertaraf etmek i¢in ayn1 muameleye maruz birakilmistir.
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Sekil 15. Sican sirt derisinin tras edilmesi
3.2.1. Analizlerde kullanilan kit ve kimyasallar

TAS 6l¢iim kiti (Rel Assay Diagnostics LOT:AS17078A)
TOS 6l¢iim kiti (Rel Assay Diagnostics LOT:RL0024)

TUNEL kiti (In Situ Cell Death Detection Kit, POD, Roche Applied Science,
Cat No: 000000011684817910, LOT:30967400)
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Tablo 3. Deneyde kullanilan kimyasallar ve markalari

Kimyasallarin Adlar

EA (Ellajik asit)

SB (Silibinin)

Proteinaz K

NaOH (Sodyum Hidroksit)

KH2PO4 (Potasyum dihidrojen fosfat)
Ketamin

EDTA (Etilendiamin Tetra Asetik Asit)
Serum Fizyolojik (%0,9’1uk)

Formalin (%37’lik)

NaCl (Sodyum Kloriir)

NazHPO 4 (Disodyum dihidrojen fosfat)

H20 2 (Hidrojen Peroksit)

Light Green SF Yellowish

Glasiyel Asetik asit (CH sCOOH)

Boncuk parafin

Metanol (CH3OH)

3-Amino-9-ethylcarbazole (AEC, IHC Kromojen)

Su bazli yapistirici

Sodyum fosfat, monobazik, monohidrat
(NaH2POH20)

Sodyum fosfat, dibazik, anhidr6z (NaHPOa)
Harris’s hematoksilen boya

Aliiminyum amonyum siilfat ( AINH 4(SO4)2)
Merkiirik oksit

Eosin' Y

Etanol (C2HsOH, %96°11k)
Toluidin mavisi O

Ksilen (CsH1o)

Immersiyon yag1

Marka
Merck E2250
Merck S0417

Roche 03115828001
Merck

Merck

Phizer

Merck 324503
Polifarma
Tekkim
Merck

Merck

Merck
Merck
Merck
Leica

Merck
Merck

Scytek Lab. AMLO030
Merck

Merck
Merck

Merck
Merck

Merck
Merck
Merck
Tekkim
Merck
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3.2.2. Calismada kullamilan cihazlar ve bulundugu yerler

Calismada kullanilan cihazlarin isimleri ve bulunduklar1 yerler Tablo 4’te

verilmistir.

Tablo 4. Calismada kullanilan mevcut cihazlar ve bulunduklar1 yerler

Mevcut Altyapy/Ekipman Tiirii, Modeli
Precisa XR-205SM-DR Hassas Terazi

Hettich Universal 320 R Sogutmali Santrifiij
Mettler Toledo Inlab Expert Pro-ISM Seven
Excellence pH metre

Yellow Line Mekanik Homojenizator

20 KHz Jencons Ultrasonik Homojenizator
Radwag AS 220/X Hassas Terazi

GENESYS™ 10S UV-Vis Spektrofotometre -
Thermo Fisher Scientific Spektrofotometre

TTS 3 digital yellow line vorteks

Aurigo Cerrahi Set

Otomatik pipet Socorex Swiss Brand

Siemens Derindonduruculu Buzdolab1

WiseStir MSH-20A — Dijital Manyetik Karistirict
Zeiss, Axioskop 40 (Germany) Isik Mikroskobu

Nikon Eclipse Ni (Amsterdam Netherlands) Isik
Mikroskobu

Dijital Fotograf Makinesi (Canon EOS 1000D)
Rotary Mikrotom — Kaset Tutuculu (Leica RM 2125
RT- Germany)

Distile Su Cihazi (Elektromag-M4)

Doku Yiizdiirme Banyosu (Thermo Shandon)
Yar1 Otomatik, Isitma Tablali Parafin Go6mme
Cihazi (Kunz Instrument WD-4)

Etiiv (Niive)

Ceker Ocak

Derin Donduruculu Buzdolabi (Beko)

Yar1 Otomatik Doku Takip Cihazi (Thermo
Shandon-Citadel 2000 )

Mevcut Oldugu Anabilim Dal (AD.)

Biyoloji AD. Laboratuvari
Biyoloji AD. Laboratuvari
Biyoloji AD. Laboratuvari

Biyoloji AD. Laboratuvari
Biyoloji AD. Laboratuvari
Tibbi Biyoloji AD. Laboratuvarlari
T1bbi Biyoloji AD. Laboratuvarlari

Tibbi Biyoloji AD. Laboratuvarlari
Tibbi Biyoloji AD. Laboratuvarlari
Tibbi Biyoloji AD. Laboratuvarlari
Tibbi Biyoloji AD. Laboratuvarlari
Tibbi Biyoloji AD. Laboratuvarlari
Tibbi Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari
Tibbi Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari
T1bbi Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari
Tibbi Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari
Tibbi Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari
Tibbi Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari
Tibbi Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari
Tibbi Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari
T1bbi Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari
Tibbi Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari
Tibbi Histoloji ve Embriyoloji AD.
Laboratuvarlari

3.2.3. Deneyde kullamlan kimyasal maddelerin hazirlanmasi

Ellajik asit ve silibinin, steril serum fizyolojik (% 0,9) soliisyonunda siispanse
edilerek intragastrik gavaj yoluyla, hayvan basina 1 cc olacak sekilde belirlenen
dozlarda gruplardaki sigan sayisina gére miktarlar1 hesaplanarak, 30 giin boyunca her

gin UVAB uygulamasindan once taze hazirlanarak verildi. Hayvanlarda verilen
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maddelere karsi herhangi bir yan etki (kusma, diyare, uyusukluk, uyku hali vb.)

gozlenmedi.

Ellajik asit uygulanmasi: Caligmada UVAB uygulamasindan 30 dk once, 3. ve
5. gruptaki hayvanlara 50 mg/kg EA gavaj yoluyla giin asir1 olarak verildi (Uzar ve ark.,
2012).

Silibinin uygulanmasi: Calismada UVAB uygulamasindan 30 dk once,
4.gruptaki hayvanlara 100 mg/kg ve 6.gruptaki hayvanlara 50 mg/kg SB gavaj yoluyla
giin agir1 olarak verildi (Muriel ve ark., 2005)

3.2.4. UVAB uygulanmasi

UVAB uygulamasi i¢in 65 cm eninde, 126 cm boyunda ve 30 cm yiikseklik
ebatinda ve sicanlarin standart kafeslerinin rahatlikla sigabilecegi 6zelliklerde 6nceden
tasarlanmis ahsap UVAB kabini kullanildi. Kabinin iist kapagina Philips markali UVA
(Philips TL-D 15W) (Inal ve ark., 2001) ve UVB (Philips TL 20W/01 RS) (Silva ve
ark., 2014) lambalar1 monte edildi. 30 giin boyunca, giinde 2 saat siireyle 30 cm
uzakliktan UVAB 1sinlant siganlara uygulandi. UVAB uygulamas: siiresince kabinin
icine hayvanlarin su ve yemleri birakilmadi. Gerekli koruyucu 6nlemler alinarak deney

stiresince siganlarin genel morfolojik ve fizyolojik durumlari kontrol edildi.

PHIIPS i e

o=
|

 PHILIPSZES o v ACTINIC BL:=5501+ Ko

Sekil 16. UVA Lambasi Sekil 17. UVB Lambasi
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Sekil 18. Deney hayvanlarina UVAB 1sininin uygulanmasi

3.3. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Doku oOrneklerinin alinmasi i¢in; biitlin gruplardaki hayvanlara, EA, SB ve
UVB uygulamasi yapildiktan 24 saat sonra her si¢an i¢in 100 mg/kg ketamin dozu i.p

olarak enjekte edilerek anestezi uygulandi.

Biyokimyasal analizler i¢in; toplanan deri dokusu 6rnekleri ise % 0.9°luk serum
fizyolojikte yikama isleminden gegirilerek laboratuvarda inceleme zamanina kadar -80
°C’de derin dondurucuda tutuldu. TAS ve TOS analizleri daha sonra elde edilen doku

siipernatantlarinda spektrofotometrik yontemle 6l¢iildii.

Stereolojik analizler i¢in; 5x5 mm boyutunda (Miyachi ve ark., 1983) alinan deri
dokusu 6rnekleri %10°luk nétral tamponlu formaldehitte bir hafta bekletildi.
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Sekil 19. Sican sirt deri 6rneginin alinmasi

Sekil 20. 5x5 mm’lik UVAB kesit Sekil 21. 5x5 mm’lik Kontrol kesit

TUNEL boyama i¢in; 5x5 mm boyutunda alinan alinan deri dokusu drnekleri ise
% 10°‘luk ndtral tamponlu formaldehitte 24 saat bekletildikten sonra PBS’de (pH 7.2) 48
saat boyunca yikandi.
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Doku homojenatlarinin hazirlanmasi: Deney sonrasi derin dondurucuda -80°C
‘de bekletilen deri dokusu 6rnekleri oda sicakligina gelinceye kadar kademeli olarak
¢oziildii. Dokularda antioksidan enzim tayini i¢in doku ekstraksiyon islemleri asagidaki

sekilde gergeklestirildi (Xia ve ark., 1994).

» Ekstraksiyon i¢in; 1.7 g KH2PO4 (Potasyum dihidrojen fosfat) ve 0,73 g EDTA
pH 7,4 olacak sekilde 250 ml distile suda c¢oziilerek doku homojenat tamponu
hazirlandi.

» Her ¢alisma grubundan alinan 0,5 g doku 6rnegi tartim kagitlarina konarak hassas
terazide tartildi ve steril bistiiri yardimiyla ufak parcalara ayrildi.

» Doku pargalar1 16x100 mm ebatlarinda dibi yuvarlak, yiiksek mukavemet giiciine
sahip polipropilen deney tiipli i¢ine konarak iizerine 1 ml soguk fosfat tampon
eklendi ve ardindan 6nce mekanik pargalayicida homojenize edildi.

» Elde edilen karigim soguk tutulmak kaydiyla iizerine 2 ml soguk fosfat tampon
ekleyerek dokunun iyice parcalanmasi saglandiktan sonra tekrar mekanik
parcalayicida homojenize edildi.

» Daha sonra karigimin tizerine 2 ml daha soguk fosfat tampon ekleyerek son
durumda toplam 5 ml tampon olacak sekilde ultrasonik homojenizatorde
homojenize edildi.

» Elde edilen homojenatlar uygun deney tiipleri igerisinde sogutmali santrifiijde
9500 rpm’de +4 °C sicaklikta 15 dk santrifiij edildi.

» Daha sonra elde edilen berrak siipernatantlar eppendorf tiiplerine aktarilarak

spektrofotometrik analizler i¢in hazir hale getirildi.
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Sekil 22. Doku homojenizasyonu (A: Mekanik ve B: Ultrasonik Homojenizator)

3.4. Analizlerin Yapilmasi
3.4.1. Total antioksidan seviyesi (TAS) 6l¢iim tayini

TAS 6lgiimii i¢in Rel Assay Diagnostics marka ticari kit (Gaziantep /TURKIYE)
kullanilmustir. Kit prosediiriinde belirtildigi gibi spektrofotometre cihazinda 660 nm’de
Ol¢tim yapilmistir. Reaksiyon hizi standart yontem olan Trolox ile kalibre edilmektedir.
Birimi Trolox Equivalent/L’dir (Erel, 2004).
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3.4.2. Total antioksidan seviyesi (TOS) dl¢iim tayini

TOS &l¢iimii i¢in Rel Assay Diagnostics marka ticari kit (Gaziantep /TURKIYE)
kullanilmustir. Kit prosediiriinde belirtildigi gibi spektrofotometre cihazinda 530 nm’de

6l¢tim yapilmistir. Birimi pumol H202 Equivalent/L’dir (Erel, 2005).

3.4.3. Oksidatif stress indeksi (OSI)’nin hesaplanmasi

Total oksidan seviye (TOS) / Total antioksidan seviye (TAS) seklinde boliinerek
oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi ve AU (Arbitrary Unit) olarak ifade edildi
(Kosecik ve ark., 2005).

3.5. TUNEL Boyama Yontemi

3.5.1. Kimyasallarin hazirlanmasi

Tablo 5. Fosfat Tamponu Hazirlanmasi (PBS: Phosphate Buffered Saline, pH: 7,2)

NaCl (Sodyum kloriir) 850
Naz HPO4 (Disodyum dihidrojen fosfat) 19109
KH2PO4 (Potasyum dihidrojen fosfat) 0,380 ¢

Yukarda belirtilen miktarlardaki maddeler oda sicakliginda 1000 ml distile suda

karistirilarak iyice eritilir. Sonra hazirlanmig karisimin pH 7,2’ye ayarlanir.

Hazir Soliisyon Fosfat Tamponu Hazirlanmasi: 20X ‘lik hazir PBS karisitmindan

50 ml alinarak tlizeri 950 ml distile suya tamamlandi.

H20:2 (Hidrojen peroksit) Hazirlanmasi (%3): 9 ml H202 alinir {izerine 300 ml

metanol eklenir.

Tablo 6. Light green SF boya soliisyonu hazirlanmasi:100 ml igin soliisyon karigimi

Light Green SF Yellowish toz boya 0.2¢g
Distile su 100 ml
Asetik asit % 1°lik 0.2ml

Yukardaki miktarlar ¢oziiliir ve filtre kagidindan gegirilerek boyamaya hazir hale gelir.
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Tablo 7. Asetik asit % 1’lik hazirlanmasi i¢in 1000 ml karigim

Asetik asit %100 10 ml
Distile su 990 mi

Taze hazirlanmis boya soliisyonlari kullanilmadan 6nce filtre edildi.

PBS’de yikandiktan sonra deri dokular1 doku takip kasetlerine diizgiin sekilde
yerlestirildikten sonra asagida belirtilen siirelerde yar1 otomatik doku takip cihazinda

(Thermo Shandon-Citadel 2000 ) doku takibi yapildi.

Tablo 8. TUNEL metodu doku takip islem basamaklari

% 70’lik etanol 90 dk Suyunu alma

% 80’lik etanol 90 dk Suyunu alma

% 90’11k etanol 60 dk Suyunu alma

% 96 ’lik etanol 60 dk Suyunu alma

% 96 ’lik etanol 60 dk Suyunu alma

% 96 ’lik a etanol 60 dk Suyunu alma
Absolii alkol 60 dk Suyunu alma
Ksilen 60 dk Saydamlastirma
Ksilen 90 dk Saydamlastirma
Ksilen 90 dk Saydamlagtirma
Parafin 90 dk Parafinizasyon
Parafin 90 dk Parafinizasyon

Doku takibinden sonra sertlesmis doku o&rnekleri katlanmis kenarlar
diizeltildikten sonra gdmme kalibinin igerisine dikey konumda olacak sekilde

gomiilerek parafin bloklar haline getirildi.

Calismada TUNEL boyama igin her hayvana ait deri dokusu 6rneklerinden 5 pm
kalinliginda 1’er kesit alindi. Parafin kesitler 35-40 °C sicakliktaki su banyosuna
(benmari) atildi ve kesilme esnasinda kivrilan dokunun diizgiin bir sekilde yayilmasi

saglandi. Su banyosunda doku kesitleri lisinli lam yardimiyla sudan alindi.
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Lisinli lama alinan doku kesitleri 58 °C ‘lik etiivde 60 dk bekletildi. Daha sonra
parafini dokulardan tamamen uzaklastirmak igin preparatlar asagidaki ksilen ve alkol

serilerden gecirilerek rehidrasyon islemi yapildi.

Ksilen Ksilen
5 dk 5 dk

Sekil 23. TUNEL boyama rehidrasyon serileri
3.5.2. TUNEL boyama protokolii

DNA fragmantasyonu TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated-dUTP nick end labeling kiti (In Situ Cell Death Detection Kitl Roche
Diagnostics; Cat. No. 11 684 817 910, LOT: 30967400) ile gosterildi. Bu yontemde
biyotinlenmis niikleotid, terminal deoksiniikleotidil transferase (TdT) enzimini
kullanarak DNA’nin 3’-OH ucuna baglanir. Daha sonra isaretlenmis streptavidin bu
biyotinlenmis niikleotidlere baglanir. Bu prosediire gore fragmante niikleuslar koyu
kahverengi olarak boyanir. Bu yontem DNA kirnginin antikor ile terminal ugtan

isaretlenmesi esasina dayanir.

» Rehidrasyondan sonra preparatlara asagidaki islemler sirasiyla uygulandi.

» PBS‘de yikama 2x3 dk

» %0,1°lik Proteinaz K (Roche) damlatilarak oda sicakliginda 30 dk
inkiibasyon

» Tekrar PBS‘de 2x5 dk yikama

» Metanolde hazirlanan %3'liik H202 ile oda 1sisinda 15 dk inkubasyon

» Tekrar PBS‘de 2x5 dk yikama

» Preparatlar buharli kabin igerisinde ve iizerlerine isaretleme tepkimesi igin
Terminal Deoksi Transferaz (TdT) reaksiyon karistmi damlatilarak oda
sicakliginda 60 dk inkiibasyon

» Negatif kontrollere ise TdT enzim igermeyen soliisyondan damlatma

» Sonra preparatlar yine PBS‘de 2x5 dk yikama

» Ardindan her bir preparata oda sicakliginda 30 dk inkiibe etmek {iizere

converter-POD soliisyonu ekleme
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» PBS‘de 2x5 dk yikama

» Renk reaksiyonu i¢in aminoethyl carbasole (AEC) kromojeni (Genemed, Cat.
No: 54-0022 USA) boyama ve 5 dk inkiibasyon

» Preparatlar1 3x3 dk PBS‘de yikama

» (Cesme suyunda 3x3 dk yikama

» Zemin boyamasi yapilmasi (Lamlarin tizerine Light Green boyasi damlatma
ve 7 dk bekleme)

» Son olarak ¢gesme suyunda 3x3 dk yikama

» Su bazli yapistirici (Aqueous Mount- Scytek Laboratories, AMLO030) ile
kapatilarak 11k mikroskobunda (Olympus BX51) inceleme

3.6. Stereolojik incelemeler

3.6.1. Kimyasallarin Hazirlanmasi

Tablo 9. Nétral Tamponlu formalin (NTF) Hazirlanmasi

% 40 ‘lik formalin 100 ml
Distile su 900 ml
Sodyum fosfat, monobazik, monohidrat (NaH2POH:0) 49
Sodyum fosfat, dibazik, anhidréz (NaHPOa4) 6,59

Yukardaki belirtilen miktarlar istenilen oranda karigtirilarak istenilen NTF tespit

soliisyonu hazirlanir.

Tablo 10. Harris’in hematoksilen boya soliisyonu hazirlanmasi1 (Bancroft ve Cook,
1994)

Harris’in hematoksilen 50
Absolu alkol 50 ml
Aliiminyum amonyum siilfat 100 g
Distile su 1000 ml
Merkiirik oksit 2549
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Hematoksilen alkol i¢inde hafif 1sida eritilir.

Aliiminyum amonyum siilfat 1s1 yardimiyla distile su iginde eritilir.
Ikisi genis bir erlenmayerde karistirilir.

Hizla kaynatilir, 1s1idan alinir.

Kabarciklar ¢gikarken civa oksit azar azar ilave edilir.

Cozelti koyu mor renk alinca cam kap distan soguk suya tutularak sogutulur.

YV V.V V V V V

Boylece boyamaya hazir hale gelir. Fakat 2-3 giin bekletilirse daha olgunlasir.
Olgunlagmis ¢ozelti koyu renkli siselere alinip agzi sikica kapatilarak karanlik
yerde saklanir.

» Boya kullanilacagi zaman % 4 oraninda glasiyel asetik asit eklenir.

Tablo 11. Eozin Boya Soliisyonu Hazirlanmasi (Bancroft ve Cook, 1994)

EozinY 10 g
Distile su 200 ml
% 96’11k alkol 800 ml

Yukardaki belirtilen miktarlar istenilen oranda karistirilarak stok eozin boya

soliisyonu hazirlanir.

Tablo 12. Kullanima Hazir Eozin Boya Soliisyonu

Stok eozin soliisyonu 250 ml
% 80’lik alkol 750 ml
Glasiyel asetik asit 5ml

Yukardaki belirtilen miktarlar istenilen oranda karistirilarak kullanima hazir

eozin boya sollisyonu hazirlanir.
Toluidin Mavisi Boya Soliisyonunun Hazirlanmasi (Bancroft ve Cook, 1994)

Tablo 13. Stok soliisyonun hazirlanmasi

Toluidin Mavisi O (% 1) 1g
%70’lik alkol 100 ml

Yukardaki belirtilen miktarlar istenilen oranda karistirilarak toluidin mavisi stok

boya soliisyonu hazirlanir.
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Tablo 14. Sodyum kloriir (NaCl) ¢ozeltisi hazirlanmasi (%1°lik)

NaCl 0549
Distile su 50 ml

Yukardaki belirtilen miktarlar istenilen oranda karigtirilarak pH: 2-2,5 arasinda

taze NaCl ¢ozeltisi hazirlanir.

Tablo 15. Toluidin mavisi ¢alisma soliisyonun hazirlanmasi (Bancroft ve Cook, 1994)

Toluidin mavisi stok soliisyonu 5mi
%1 ‘lik NaCI 45 ml

Yukardaki belirtilen miktarlar istenilen oranda karistirilarak taze ve tekrar

kullanimlik Toluidin mavisi ¢aligma soliisyonu hazirlanir.

3.6.2. Stereolojik analizler icin doku takibi

Stereolojik analizler i¢in deney hayvanlarindan alinan deri dokusu 6rnekleri %
10’luk nétral tamponlu formalinde bir hafta boyunca tespit edildi. Tespit sonras1 doku
ornekleri ¢esme suyunda bir glin boyunca yikandiktan sonra doku takip kasetlerine
diizgiin sekilde yerlestirildi ve asagida belirtilen siirelerde yar1 otomatik doku takip
cihazinda (Thermo Shandon-Citadel 2000) doku takibi yapildi. Doku takibinden sonra
sertlesmis doku Ornekleri katlanmis kenarlar1 diizeltildikten sonra gomme kalibinin

icerisine dikey konumda olacak sekilde gomiilerek parafin bloklar haline getirildi.

Tablo 16. Rutin histolojik doku takip islem basamaklari

% 70’1ik etanol 90 dk Suyunu alma

% 80’lik etanol 90 dk Suyunu alma

% 90’11k etanol 60 dk Suyunu alma

% 96 ’lik etanol 60 dk Suyunu alma

% 96 ’lik etanol 60 dk Suyunu alma

% 96 ’lik a etanol 60 dk Suyunu alma
Absolii alkol 60 dk Suyunu alma
Ksilen 60 dk Saydamlagtirma
Ksilen 90 dk Saydamlastirma
Ksilen 90 dk Saydamlastirma
Parafin 90 dk Parafinizasyon
Parafin 90 dk Parafinizasyon
Toplam siire 15 saat
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Calismada stereolojik analizler i¢in tiim gruplardaki hayvanlardan alinan deri
dokusu 6rnekleri 5 pm kalinliginda her 60. kesit olmak tizere yaklasik toplam 12-14
arasinda degisen ardigik kesitler halinde, parafin bloktaki tiim doku bitene kadar
mikrotomda alindi. Alinan bu kesitler 35-40 °C sicakliktaki su banyosuna atildi ve
kesilme esnasinda kivrilan dokunun diizgiin bir sekilde yayilmasi saglanarak rodajli lam
yardimiyla sudan alindi. Lama alinan doku kesitleri 58 °C ‘lik etiivde 60 dk bekletildi.
Daha sonra parafini dokulardan tamamen uzaklastirmak igin preparatlar agagidaki ksilen

ve alkol serilerden gegcirilerek rehidrasyon islemi yapildi.

Ksilen Ksilen Ksilen
15 dk 15 dk 15dk

Sekil 24. Rutin histolojik boyama rehidrasyon serileri

Hemotoksilen-Eozin (H&E) Boyama: Ardisik alinan kesitlerde deri
dokusunun epidermis, dermis ve hipodermis tabakalarimin 1sik mikroskobunda
goriintiilenmesi  ve yiizde (%) hacimlerinin stereolojik analizler yardimiyla
ol¢iilebilmesi i¢in H&E boyama yapildi.

Deparafinizasyon islemi sonra kesitlere gerekli boyama prosediirii uygulandi.

Tablo 17. H&E ile boyanma prosediirii

Hematoksilen boyama 1dk
Cesme suyunda yikama 2 dk
Eozin boyama 30-45 sn
Cesme suyunda yikama 2 dk
Alkol (%96’1ik) 5+5 dk
Ksilen 5dk

Kapatma (Entellan)

Dokulardan alinan kesitler {izerinde uygulanan bu islemler dizisi neticesinde

hazirlanan preparatlar mikroskop altinda incelenmeye hazir hale gelmis olur.

Masson Trikrom Boyama: Masson tarafindan tanimlanan i¢in bir yontemdir ve

Masson’un adr ile anilir (Bancroft ve Cook, 1994). Deri dokusunun tabakalarinin genel
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hatlarinin ayirt edilebilmesi i¢in her hayvandan bir veya iki adet kesit alind1 ve bu
kesitler Masson Trikrom Boyama Seti (Bio-Optica, Masson trichrome with aniline blue,
Code: 04-010802) ile boyandi. Deparafinizasyon islemi sonra kesitlere kit boyama
protokolil uygulandi.

Kitte bulunan ayraglar

A) Weigert’in demirli hematoksilen - A soliisyonu 18 ml
B) Weigert’in - demirli hematoksilen - B soliisyonu 18 mi
C) Alkollii pikrik asit soliisyonu 30 mi
D) Mallory’nin Ponceau acid fuchsin (Biebrich Scarlet) soliisyonu 30 ml
E) Phosphomolybdic asit soliisyonu 30 mi
F) Masson’un anilin mavisi 30 mi

Weigert’in demirli hematoksileni c¢ekirdegi, pikrik asit eritrositleri, asit boya karigimi

(asit fuksin-ponceau ksilidin) sitoplazmayi1 ve anilin mavisi ise bag dokusunu boyar.

Kit Boyama Protokolii

Kesitlerin tizerine sirayla 6 damla A ayract ve 6 damla B ayract konarak 10 dk
bekletilir.

Boya yikanmadan kesit {izerinden akitilarak giderilir.

Kesitlerin tizerine 10’ar damla C ayraci konularak 4 dk beklenir.

Kesitler distile suya 3-4 sn batirilip ¢ikartilarak yikanir.

Uzerlerine 10’°ar damla D ayraci konularak 2 dk bekletilir.

Kesitler distile su ile yikanir.

Kesitlerin tizerine 10’ar damla E ayraci konularak10 dk beklenir.

Boya yikanmadan kesit tizerinden akitilarak giderilir.

Kesitlerin tizerine 10’ar damla F ayraci konularak10 dk beklenir.

Kesitler distile su ile yikanir.

Kesitler 2-3 kez alkole batirilir.

Kesitler kuruduktan sonra ksilende 5 dk bekletilir ve entellan ile kapatilir.

VVVVVVVVVVY Y

Toluidin Mavisi ile Boyama: Mast hiicreleri bag dokusunda bulunur ve
sitoplazmasi, heparin ve histamin igeren graniiller (metakromatik) igerir. Toluidin
mavisi, mast hiicrelerini kirmizi-mor (metakromatik boyama) ve arka plani ise mavi
yani ortokromatik boyar. Metakromazi ise hiicrelerin boya ¢dzeltisinden farkli bir
renkle boyanma esasina dayanir (Bancroft ve Cook, 1994). Hiicrelerin boyanma
ozellikleri ise doku elemanlarinin pH’ina, boyanin konsantrasyonuna ve bazik boya
sicakligia gore farklilik gostermektedir. Mavi veya mor boyalar kirmizi renk kaymasi
gosterir ve kirmizi boyalar metakromatik doku elemanlari ile sar1 renk kaymasi gosterir

(Bancroft ve Cook, 1994). Calismada ardisik alinan kesitlerde deri dokusundaki dermal
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bag dokusu mast hiicrelerinin 151k mikroskobunda goriintiilenmesi ve fiziksel disektor

yontemi ile sayilabilmeleri i¢in toluidin mavisi boyamasi yapildi.

Deparafinizasyon islemi sonrast kesitlere asagidaki boyama protokolii

uygulandi.
» Toluidin Mavisi ile boyama 1-2 dk
» Distile suda yikama 2 dk
» Alkolde (%70’lik) dekolore etme 3dk
» Ksilen 3dk
» Kapatma (Entellan)

Sonugta dermal mast hiicreleri mor menekse veya erguvan renginde, zemin ise

mavi veya tonlar1 boyanir.
3.7. Doku preparatlarinin incelenmesi

Tiim stereolojik analizler Van Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda yapildi (Sekil 25). Ardisik kesitler tiizerinde
stereolojik metotlardan olan fiziksel parcalama uygulayarak partikiil sayimlari etkin ve

tarafsiz bir sekilde elde edildi.

Sekil 25. Stereolojik islemlerin yapildigi 151k mikroskobi laboratuvarindaki stereoloji
analiz sistemi
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Hacim Hesaplamalar1 Analizleri: Hazirlanan doku preparatlar1 Nikon Eclipse
Ni marka fotoatagmanli trinokiiler (Amsterdam, Netherlands) 11k mikroskobunda 4x
Nikon Plan objektif kullanilarak fotograflar1 alindi. Kesit alinan 6rneklerdeki deri
tabakalarmin hacim oranlar1 (%) Cavalieri Prensibi ‘ne gore noktali alan 6lgiim cetveli
kullanilarak 11k mikroskobunda (Zeiss Axioskop 40 (Germany), Canon EOS 1000D
kamera atagmanli, 4X Achroplan objektif) yapildi. Bu analizler igin Shtereom ® 1.5

yazilim paket programi (Design Based Unbiased Stereology Software, Denizli) segildi.

(Gundersen ve Jensen, 1997).

Sekil 26. Shtereom ® 1.5 siiriim paket programinda noktali alan cetveli
Hacim yogunlugunu hesaplama formiilii

Epidermis /Toplam Hacim Oram (%): Kesit drneklerindeki epidermise denk
gelen noktalarm kapladigi alan / Orneklerdeki derinin tiim tabakalarma denk gelen

noktalarin kapladigi alan

Dermis /Toplam Hacim Orani (%): Kesit 6rneklerindeki dermise denk gelen
noktalarm kapladig1 alan/ Orneklerdeki derinin tiim tabakalarma denk gelen noktalarin

kapladigi alan
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Hipodermis /Toplam Hacim Oram (%): Kesit érneklerindeki hipodermise
denk gelen noktalarin kapladigi alan / Orneklerdeki derinin tiim tabakalarina denk gelen

noktalarin kapladig: alan

Sayisal Yogunluk Analizleri: Dermal mast hiicre sayisal yogunluk hesaplamasi
icin fiziksel disektor- Cavalieri metodu uygulandi. Nikon Eclipse Ni marka Nikon DS-
Fi2 kamerali 151k mikroskobunda 100X, NA =1,25 Nikon Plan objektif kullanildi. Her
grupta rastgele olarak alinan birinci kesitin ardindan her 60. ardisik ¢ift seri kesit
sistematik alinarak olusturuldu. Her hayvana ait alinan deri 6érneginden yaklasik 12-15
ornek kesit alinarak dermal mast hiicre sayisal yogunlugu hesaplandi (Gundersen ve
Jensen, 1987; West ve ark., 1991). Kesit ciftlerinden mikrometrik okiiler yardimiyla
sistematik rastgele olarak yatay ve dikey konumda 50 um x 50 pm adim aralig1 ile alan
ornekleme yapilarak ilk kesitte olup ikinci kesitte bulunmayan hiicreler sayima dahil
edildi. Hiicre sayiminda kullanilan sayim gergevesinin alan1 1,081,75 pm? olarak

olgtldi.
Dermal mast hiicre sayimi i¢in asagidaki sayisal yogunluk formiilii kullanildi.
Nv =XQ / XVdis
Nv: Sayisal yogunluk
YQ : Bir hayvana ait kesitlerde goriilen toplam hiicre sayisi

XV dis: Bir hayvana ait kesitlerde kullanilan toplam disektdr hacmi

3.7.1. Cahsmada hacim hesaplamalarinda hata Kkatsayisimin (HK)

hesaplanmasi

Bir bireydeki stereolojik analizin kabul edilebilir sinirda olup olmadigi HK
hesaplanmasi ile belirlenir (Gundersen ve Jensen, 1987). Hacim hesaplamalarinda HK
degerinin %>5’den kiigiik ya da esit olmas1 hedeflenir (Gundersen ve Jensen 1987;
Gundersen ve ark 1999; Garcia-Finana ve ark., 2003; Sahin ve ark., 2001). Deneydeki
her gruptaki hayvan sayisi yeterlik testi i¢in ise degisim katsayisi (DK) hesaplamasi
yapilarak biyolojik varyasyona bagli degisiklikler dikkate alinarak gruptaki hayvanlarin
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sayisinin yeterli olup olmadig1 belirlendi. Bu sekilde her grupta bulunmasi gereken

optimum hayvan sayis1 da belirlendi.

3.8. istatistiksel Analizler

[statistiksel analizler i¢in Microsoft® IBM SPSS Siiriim 21.0 paket programi
kullanilarak {izerinde durulan degiskenler i¢in tanimlayic1 istatistikler, medyan,
ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum deger olarak ifade edilmistir. Bu
ozellikler bakimindan gruplar1 karsilastirmada Non-parametrik Kruskal-Wallis testi

kullanildi. Onem derecesi biitiin testler igin p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirhik Degisim Yiizdesi

Deneyin bagsladig: giinden itibaren 10., 20. ve 30. giinde diizenli yapilan agirlik
tartimlar1 sonucu elde edilen verilerden asagidaki formiil kullanilarak tiim gruplardaki

siganlarin ortalama viicut agirlik degisim yiizdeleri hesaplandi.

Viicut agirhk degisim yiizdesi (%) = Son agirhk — ik agirhk_ x 100
Ik agirhik

Gruplar:

Kontrol (K); UVA ve B (Ultraviyole A ve B) ; EA (Ellajik asit) ; SB (Silibinin);
UVAB+EA (Ultraviyole A ve B + Ellajik asit) ve UVAB+SB (Ultraviyole A ve B +

Silibinin) olarak adlandirilmigtir.

UVA ve B’nin uygulandig1 gruplarda yer alan si¢anlarin ortalama viicut agirlik
degisim yiizdesinde (10., 20. ve 30. giin) , kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir diisiis gézlendi (p < 0.05).

Kontrol grubunun viicut agirlik degisim yiizdesinde ise (10., 20. ve 30. giin) ,
EA ve SB verilen gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu saptandi

(p < 0.05).
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Viicut agirhk degisim yiizdesi
35
30 21,63
25 17,7 [
20 11,27 T
15 9,22
5,94 6,85 6,59 6,64 5,98
10 [ 5,05 6,04 04 2,
3381 364; 7 ] 468 1 3331 T
5 2,24 T 0,03 [
0 ] _ T [
= K UVAB .EA SB UVAB+EA  UVAB+SB
-4,55
-10
®10. Giin ®20. Giin ®30. Giin

Sekil 27. Viicut agirlik degisim yiizdesi. Degerler ortalama olarak verilmistir.

Tablo 18. 10. , 20. ve 30. giin viicut agirliklar1 degisim yiizdelerinin gruplara gore
dagilim ve istatistiksel veriler

Std.
Gruplar (10. Giin) Ort. Sapma Medyan Min. Max. p
K 11,27°¢ 4 12,16 6,32 15,47
UVAB 2,24b 1,20 2 97 4,39
EA -455% | 4,80 -3,33 -12,24 1,03 0.001
SB 3,64°P 3,91 3,40 -1,14 10,46
UVAB+EA 0,032 2,15 -0,11 -2,10 3,40
UVAB+SB 3,330 3,44 4,21 -2,38 6,97
Gruplar (20. Std.
Giin) Ort. Sapma Medyan Min. Max. p
K 17,70 ° 5,23 16,47 11,84 26,19
UVAB 9,22 @ 3,61 9,41 4 13
EA 3,382 | 204 3,09 1,08 6,59 0,002
SB 5,052 2,75 5,60 1,23 8,05
UVAB+EA 4,68 2 2,20 4,39 1,89 7,95
UVAB+SB 6,64 2 2,89 6,12 3,16 9,68
Gruplar (30. Std.
Giin) Ort. Sapma Medyan Min. Max. p
K 21,63° 7,29 20,27 13,16 33,33
UVAB 5,94 2 3,66 5,88 0,95 9,89
EA 6,852 | 292 5,56 3,23 11,34 | 0029
SB 6,04 2 2,99 5,68 2,8 10
UVAB+EA 6,59 @ 3,56 7,69 0,94 10,53
UVAB+SB 5,98 2 3,69 7,61 1,02 9,52

ab: Gruplar arasi farki gostermektedir. p <0.05 oldugundan farkli harfi alan gruplarda
istatistiksel olarak anlamlidir.
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4.1.1. Klinik bulgular

Biitiin gruplarda yem ve su tiketimi normal olarak
izlendhttps://www.tarim.gov.tr/TAGEMi. UVAB’ye maruz birakilan si¢anlarda tras
edilen sirt bolgelerinde deride asir1 bir kalinlagsma bazi siganlarda ise kalinlasma disinda
derilerinde catlama ve kanama go6zlendi. Ratlar UV kabinine birakildiktan sonra
gozlerini kismislardir. Bazi ratlarin gozlerinde kanama kulaklarinda porsiime ve

kizarma gdzlenmistir.

4.2. Makroskobik Bulgular

UVA ve B’nin deride olusturdugu morfolojik hasara karsi, EA ve SB’nin
koruyucu etkisini in vivo olarak inceledigimiz bu ¢alismadan elde edilen makroskobik
bulgular tablolar ve grafikler halinde kendi iginde bagliklara ayrilmis sekilde asagida

verilmigtir.
Gruplar; K, UVAB, EA, SB, UVAB+EA ve UVAB+SB olarak adlandirilmistir.

Tablo 19. Doku takibinden once alinan deri ornekleri kalinliklarinin dagilimi ve
istatistiksel veriler

Gruplar Ort. Std. Sapma | Medyan | Min. | Max. |p
K 19 @ 0,11 1,9 1,7 2
UVAB 3,61¢ 0,57 3,6 3 4,5
EA 2,123 0,41 2 1,8 3 <0.001
SB 2,032 0,08 2 2 2,2
UVAB+EA 2,98 ¢ 0,55 3,1 2 3,6
UVAB+SB 2,58 be 0,63 2,4 2,2 4

ab.ed: Gruplar arasi farki gdstermektedir. p < 0.05 oldugundan farkls harfi alan gruplarda
istatistiksel olarak anlamlidur.
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Doku takibinden énce alinan deri ornekleri kalinhiklar:

4,5 3,6143

4 2,9833
35 2,5857
3 2,1286 T
25 2,0333
) 1,9
15
1
05
0
K EA SB

UVAB UVAB+EA UVAB+SB

Kalinhk (mm)

Sekil 28. Doku takibinden once alinan deri ornekleri kalinliklar

UVAB’nin uygulandigi gruplarda yer alan siganlarin histolojik doku takibinden
once alman deri Ornekleri kalinliklarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli bir artis oldugu saptandi (p < 0.05).

Kontrol grubunda yer alan siganlarin histolojik doku takibinden once alinan deri
orneklerinin kalinliklari, EA ve SB verilen gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel

olarak birbirinden farkli olmadig: saptandi.

UVAB+EA ve UVAB+SB tedavi gruplarda yer alan siganlarin histolojik doku
takibinden 6nce alinan deri drnekleri kalinliklarinda UVAB grubuna kiyasla istatistiksel

olarak anlamli bir diisiis oldugu saptand1 (p < 0.05).

Deney sonu (30.giin) makroskobik bulgular: UVAB uygulamasi yapilmayan
(Sekil 29) Kontrol grubu, EA grubu ve SB grubu sigan sirt derilerinde herhangi bir
degisiklik goriilmedi. UVAB grubunda, UVAB+EA grubu ve UVAB+SB grubu tedavi
gruplarina kiyasla sigan sirt derilerinde yogun eritem ve skar olusumlar1 goriildii (Sekil
30). UVAB irridasyonu sonrasi tedavi gruplarinda (UVAB+EA ve UVAB+SB) ise
UVAB grubuna kiyasla daha az eritem ve skar olusumlar1 saptandi (Sekil 30).
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verilen gruplara ait makroskobik goriiniimii (30.giin). K (Kontrol) grubu; EA

(Ellajik asit) grubu; SB (Silibinin) grubu

TVAE S LT
F ;

Sekil 30. Sican dorsal derisinde UVAB’nin uygulamas: sonrast UVAB grubu ve tedavi
gruplarma (UVAB+EA grubu ve UVAB+SB grubu) ait makroskobik
goriiniim (30.giin). UVAB uygulamasi ile eritem ve yara olusum alani (0K).
UVAB grubu (Ultraviyole A ve B) ;UVAB+EA (Ultraviyole AB + Ellajik
asit) grubu; UVAB+SB (Ultraviyole AB + Silibinin) grubu

4.3. Histopatolojik Bulgular

H&E boyama bulgularina gére UVAB uygulamasi yapilmayan Kontrol, EA ve
SB gruplarmin deri cilt dokularinin histolojik incelenmesinde, dermis ve epidermis
tabakalarinda herhangi bir degisiklik goriilmedi. Normal histolojik yapida oldugu tespit
edildi (Sekil 31, 32 ve 33). UVAB uygulanan grupta bulunan ratlarin cilt dokularinda,

epidermiste keratinositlerde ve epitellerde proliferasyon, epitel hiicrelerinde hidropik
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dejenerasyon, papillar uzantilarda artis, ter bezi epitellerinde dejenerasyon, damarlarda
hiperemi, epitellerde akantozis goriildii (Sekil 34). Dermiste fibrositlerin azaldigi ve
fibroblastlarin arttigi, aktif kollajen olustugu goriilda (Sekil 34). Derinin elastikiyetinin
azaldig1 belirlendi (Sekil 34). UVAB +EA tedavi grubunda (Sekil 35) ise
keratinositlerde ve epitellerde hafif proliferasyon goriildii. — Dermisteki papillar
uzantilarda artis ve akantozis goriilmedi. UVAB grubuna kiyasla daha az hasar ve
kollojen biraz daha olgunlastigi goriildi. UVAB grubuna kiyasla daha az epidermal
proliferasyon saptandi (Sekil 35). UVAB +SB tedavi grubunda (Sekil 36) ise
keratinositlerde proliferasyon, papillar uzantilarda artig, akantozis goriilmedi.
Epidermisteki epitel hiicrelerinde ¢ok az sayida eptellerde hidropik dejenerasyon,
dermiste ¢ok hafif yangi hiicrelerine, papiller dermiste fibrositlerin azaldigr ve
fibroblastlarin arttigi, ayrica dermisteki kollajen yapisinin aktif kollajene doniistigi
tespit edildi. UVAB grubuna kiyasla daha az epidermal proliferasyon saptandi. UVAB
grubuna kiyasla daha az hasar goriildii (Sekil 36) .

Sekil 31. Kontrol grubu, deri, dermis ve epidermisin normal histolojik goriiniimii, H&E.

69



H&E.
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Sekil 33. SB (Silibinin) grubu, deri, dermis ve epidermisin histolojik gériiniimii, H&E.
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Sekil 34. UVAB (Ultraviyole A ve B) grubu, deri, epidermiste keratinositlerde ve
epitellerde proliferasyon, epitellerde hidropik dejenerasyon, dermiste,
fibroblastca zengin siki bir kollajen, damarlada hiperemi, H&E.

N

274
74
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Sekil 35. UVAB+EA (Ultraviyole AB+ Ellajik asit) grubu, deri, epidermisin
keatinositlerde ve epitellerde hafif proliferasyon, kil folikiil eepitellerinde
cok az hiicrede hidropik dejenerasyon, dermiste fibrositlerce zengin gevsek
bagdoku, H&E.
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Sekil 36. UVAB +SB (Ultraviyole AB+ Silibinin) grubu, deri, epidermiste
keratinositlerde ve epitellerde orta diizeyde proliferasyon, dermiste,
kismen sik1 bagdoku ve ¢ogunlugu fibroblastlardan olusan kollajen, H&E.

4.4, immunohistokimyasal (TUNEL) Bulgular

TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labeling) teknigi apoptotik hiicrelerde
DNA zincir kiriklarmi tespit edip gorlintilemek i¢in kullanilir. Apoptozisin erken
sathasinda olusan DNA zincir kiriklari, modifiye edilmis nukleotidlerle serbest 3°-OH

terminallerinin enzimatik olarak isaretlenmesi ile belirlenir (Walker ve Quirke, 2001).

UVARB irridasyonu sonucu deride olusan apoptotik hasara karsi, EA ve SB’nin
antiapoptotik etkisinin in vivo olarak inceledigimiz bu ¢alismadan elde edilen bulgular

sekiller halinde asagida verilmistir.
Gruplar; K, UVAB, EA, SB, UVAB+EA ve UVAB+SB olarak adlandirilmistir.

Kontrol grubu: Epidermiste  TUNEL pozitif hiicrelere genel olarak

rastlanmamistir. Bazi kil folikdilii epitellerinde TUNEL pozitif reaksiyon veren hiicreler
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gozlenmistir (Sekil 37). Fakat bu pozitiflikler diger gruplarla kiyaslandiginda negatif

olarak degerlendirilmistir.

EA grubu: Genel olarak epidermiste ve kil folikiil epitellernde TUNEL pozitif
hiicre sayis1 negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 38).

SB grubu: Kontrol grubuna benzer goriinim hakimdir. Epidermiste ve kil
folikiilii eptel hiicrelerinde TUNEL pozitif hiicre sayis1 negatif olarak belirlenmistir
(Sekil 39).

UVAB grubu: Epidermiste 6zellikle prolifere olan epitellerde siddetli diizeyde
TUNEL pozitifliklere rastlandi. Ayrica dermiste, kil folikiil epitelllerinde, fibrosit ve
fibroblastlarda TUNEL pozitif reaksiyon gosteren pek ¢ok hiicreler tespit edildi.
Epidermiste TUNEL pozitif hiicre tedavi gruplarina (UVAB+EA ve UVAB+SB) gore
daha yogundur (Sekil 40).

UVAB+EA grubu: Epidermiste orta diizeyde prolifere epitellerde, kil foliikiil
epitellerinde ve bag doku hiicrelerinde TUNEL pozitif reaksiyon veren hiicreler
belirlendi (Sekil 41).

UVAB +SB grubu: TUNEL-pozitif hiicrelere hafif diizeyde epidermiste;
prolifere epitellerde, dermiste; kil foliikiil epitellerinde ve bag doku hiicrelerinde
belirlendi. Epidermiste TUNEL-pozitif hiicre UVAB grubuna gore hafif diizeyde
oldugu tespit edildi (Sekil 42).

Deri dokularinda histopatolojik incelenmesinde, UVAB radyasyonu hem UVAB
+EA hem de UVAB +SB tedavi gruplarina gore siddetli diizeyde apoptotik hiicrelerin

olusumuna neden oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 37. Kontrol grubunda TUNEL reaksiyonu. Epidermis (E), Dermis (D), Kil
folikiilii (KF). TUNEL negatif reaksiyon, TUNEL metot.

Sekil 38. EA grubunda TUNEL reaksiyonu. Epidermis (E), Dermis (D). TUNEL negatif
reaksiyon, TUNEL metot.




Sekil 39. SB grubunda TUNEL reaksiyonu. Epidermis (E), Dermis (D), Kil folikiilii
(KF). TUNEL negatif reaksiyon, TUNEL metot.

-

Sekil 40. UVAB grubunda TUNEL reaksiyonu. Epidermis (E), Dermis (D), Kil folikiilii
(KF). Epidermiste epitel hiicrelerinde, kil folikiillerinde ve bag doku
hiicrelerinde TUNEL pozitif reaksiyon (ok), TUNEL metot.
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Sekil 41. UVAB +EA (Ultraviyole AB + Ellajik asit) grubunda TUNEL reaksiyonu.
Epidermis (E), Dermis (D), Kil folikiilii (KF). Orta diizeyde epidermiste epitel
hiicrelerinde (ok), kil folikiillerinde ve bag doku hiicrelerinde TUNEL pozitif
reaksiyon, TUNEL metot.

Sekil 42. UVAB +SB (Ultraviyole AB + Silibinin)  grubunda TUNEL reaksiyonu.
Epidermis (E), Dermis (D). Hafif diizeyde epidermiste epitel hiicrelerinde
(ok), kil folikiillerinde ve bag doku hiicrelerinde TUNEL pozitif reaksiyon,
TUNEL metot.
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TUNEL pozitif hiicre sayiminin istatistik bulgulari: Isik mikroskobunda
incelenen kesitlerde TUNEL boyama sonucglar1 asagidaki kriterler temel alinarak

derecelendirildi:

(-) Immunopozitifligin saptanmamasi
(+) Farkli on mikroskop sahasinda birka¢ immunopozitifligin saptanmast

(++) Farkli on mikroskop sahasinda fokal alanlar halinde ancak belirgin olarak

immunopozitifligin saptanmasi

(+++) Farkli on mikroskop sahasinda %50’den fazla giiclii immunopozitifligin

saptanmasi

Epidermisteki TUNEL pozitif hiicre sayilar1 yiizde olarak ifade edilmistir.
Istatistiksel analizler SPSS 21 (Kruskall Wallis) istatistik programi kullanilarak
yapilmistir. Buna gore, gruplarin TUNEL pozitif hiicre sayilart su sekildedir: UVAB >
UVAB+EA> UVAB+SB > EA > SB = Kontrol (Tablo 21). UVAB ile tim gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05). Ancak, Kontrol, EA ve

SB gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0.05).

Tablo 20. Gruplarin epidermiste TUNEL pozitif boyali hiicrelerin yogunlugu

Grup l.hayvan | 2.hayvan | 3.hayvan | 4.hayvan | 5.hayvan | 6.hayvan | 7.hayvan
K —_ — —_ —_ —_ —_ —
UVAB +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
EA + _ _ B B 3 3
SB _ _ _ _ _ B Oldi
UVAB+EA ++ ++ +++ ++ + ++ Oldii
UVAB+SB + ++ + ++ + ++ +

TUNEL pozitif hiicre yogunluguna gore: (-) yok, (+) hafif, (++) orta ve (+++) siddetli
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Tablo 21. Kruskal -Wallis testi istatistik sonuglari

Grup ort. Std. Sapma Min. Max. | Medyan
K ,00@ ,00 ,00 ,00 ,00
UVAB 3,00 ¢ ,00 3,00 3,00 3,00
EA 0,142 37 ,00 1,00 ,00
SB ,00@ ,00 ,00 ,00 ,00
UVAB+EA 2,00° ,63 1,00 3,00 2,00
UVAB+SB 1,42¢ 53 1,00 2,00 1,00

abed: Gruplar arasi fark: gostermektedir. p<0.05 farkli harfi alan gruplarda istatistiksel
olarak anlamlilik vardir.

Gruplar aras1 farkliliklar i¢in yapilan Kruskal-Wallis testi sonuglarina gore

Gruplar arasindaki farkin 6nemli oldugu bulundu.

3,5
. 3 d
s c
25 [
2 b
§ 2
h-=1
T 15
2
-
m 1
a
205
: L0
0
Kontrol UVAB EA SB UVAB+EA UVAB+SB

mOrt. 0 3 0,14 0 2 1,42

Sekil 43. Ellajik asit ve silibinin maddelerinin UVAB uygulanmis sican sirt
epidermisindeki DNA fragmentasyonu fizerine etkisinin TUNEL yontemi
ile gosterilmesi. Her siitun TUNEL pozitif hiicre sayisina ait ortalama
degerleri ifade etmektedir. 2P¢9: Gruplar arasi farki gostermektedir. Farkli
harfi alan gruplar arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

UVAB gurubu ile kontrol grubu Kkarsilastirildiginda UVAB grubunda
epidermiste TUNEL pozitif hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
saptand1 (p < 0.05).

UVAB uygulanmayan Kontrol grubu, EA ve SB verilen gruplar

karsilastirildiginda istatistiksel olarak birbiriyle ayni anlamda oldugu saptandi.
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UVAB+EA ve UVAB+SB tedavi gruplarinda epidermiste TUNEL pozitif hiicre
sayisinda UVAB grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir diisiis oldugu saptandi
(p <0.05).

4.5. Stereolojik Bulgular

Cavalieri metodu uygulanarak dorsal sigan sirt derilerine ait deri Grnekleri
tabakalarinin toplam hacim oranlar1 hesaplanmistir. Calisma gruplarina ait sigan deri
ornekleri tabakalarimin hacimleri oranlari, gruplara goére tanimlayici istatistik ve
karsilagtirma sonuglari Tablo 22’de verilmistir. Ayrica ¢alismamizda kesit sayist ve
kullanilan nokta sikliginin yeterli olup olmadigimi gosteren HK, hacim oranlar
acisindan gruplardaki bireylere ait biyolojik ¢esitliligi gosteren DK ile toplam hacim

oran degerleri asagida tablolar halinde verilmistir (Tablo 23).

Tablo 22. Kesit alinan 6rneklerdeki deri katmanlarinin hacim oranlarinin stereolojik
olarak hesaplanmasi ve gruplarin birbiriyle karsilastirilmasi

Grup Medyan | Ort. |St. Sap. | Min. | Max. p

K 6,17 6,242 | 093 | 521 | 7,65
_ _ UVAB gsa | 959° | 2,61 | 594 13,97
Epidermis/Toplam : -
Hacim EA 568 | 585° | 151 | 378|791 |
(%) SB 5,79 5952 | 1,03 | 460 | 7,58

UVAB+EA| 7,02 7,352 | 1,07 | 651 | 951
UVAB+SB | 7,23 6,90* | 1,19 | 518 | 8,09

K 6521 | 64,60 | 3,29 |58,54 68,80
Dermis /Toplam UVAB 66,00 | 65,76 | 2,34 |61,40 68,68
Hacim EA 66,25 | 64,61 | 6,76 |55,22 74,09 019
(%) SB 67,77 | 66,13 | 540 |55,28|69,66
UVAB+EA| 7199 | 69,85 | 511 |61,10] 74,06
UVAB+SB| 61,18 | 61,28 | 7,24 [51,90|70,07
K 27,75 | 29,15 | 3,65 |25,99 36,24
UVAB 2541 | 24,64 | 3,36 |19,73|29,76
Hipodermis/Toplam| EA 2731 | 29552 | 7,18 [22,13|40,11
Hacim SB 25,87 | 27,91 | 6,09 |24,23|40,13| 0,09
(%) UVAB+EA| 20,76 | 22,78 | 5,66 |17,38]32,38

UVAB+SE| 4201 | 3180 | 741 [2279]4292

Kontrol (K), UVAB (Ultraviyole A ve B), EA (Ellajik Asit), SB (Silibinin), UVAB+EA
(Ultraviyole AB + EA), UVAB+SB (Ultraviyole AB + SB). 2P: Gruplar arasi farki
gostermektedir. p<0.05 farkli harfi alan gruplarda istatistiksel olarak anlamlilik vardir.
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Tablo 23. Kesit alinan 6rneklerdeki deri katmanlarinin stereolojik olarak hacimlerinin

HK ve DK degerleri
Grup HK DK
K 0.05 0,1
UVAB 0,04 0,2
Epidermis Hacmi EA 0.05 0,2
(mm? SB 0,04 0,2
UVAB+EA 0,04 0,2
UVAB+SB 0,04 0,1
K 0.05 0,1
UVAB 0.05 0,1
Dermis Hacmi EA 0.05 0,2
(mm3) SB 0.05 0,1
UVAB+EA 0.05 0,2
UVAB+SB 0.05 0,2
K 0.05 0,2
UVAB 0.05 0,1
Hipodermis Hacmi EA 0.05 0,4
(mm3) SB 0.05 0,2
UVAB+EA 0,06 0,3
UVAB+SB 0.05 0,2

Kontrol (K), UVAB (Ultraviyole A ve B), EA (Ellajik Asit), SB (Silibinin), UVAB+EA
(Ultraviyole AB + Ellajik asit), UVAB+SB (Ultraviyole AB + Silibinin), HK (Hata
katsayis1), DK (Degisim katsayist).

Epidermis /Toplam Hacim (%0)

14

12 d

1 X
(] 8 2
> 6

4

2

0 K UVAB UVAB+EA UVAB+SB
mOrt. 6,2439 9,5914 5,8576 5,9541 7,358 6,9099

Sekil 44. Calisma gruplarindan kesit alinan 6rneklerdeki deri katmanlarinin stereolojik
olarak epidermis hacimlerinin toplam hacimlerine % oranlar1 grafigi. Kontrol
(K), UVAB (Ultraviyole A ve B), EA (Ellajik Asit), SB (Silibinin),
UVAB+EA (Ultraviyole AB + EA), UVAB+SB (Ultraviyole AB + SB). &P:
Gruplar aras1 farki gostermektedir. p<0.05 farkli harfi alan gruplarda
istatistiksel olarak anlamlilik vardir.
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Sekil 44°’te UVAB grubundaki siganlarin dorsal deri epidermis kalinliklarinda
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu saptandi (p<0.05).
Tedavi gruplarindaki sicanlarin dorsal deri epidermis kalinliklarinda (Ultraviyole AB +
EA ve UVAB+SB) ise UVAB grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir diislis
oldugu saptandi (p<0.05). Kontrol grubundaki siganlarin dorsal deri epidermis
kalinliklarinda EA ve SB verilen gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

birbiriyle ayn1 anlamda oldugu goriildii.

Dermis /Toplam Hacim (%)

80

70

60

50
X 40

30

20

10

0 UVAB SB UVAB+EA UVAB+SB
m Ort. 64,6057 65,7677 64,6136 66,1312 69,8577 61,2888

Sekil 45. Calisma gruplarindan kesit alinan 6rneklerdeki deri katmanlarinin stereolojik
olarak dermis hacimlerinin toplam hacimlerine % oranlar1 grafigi. Kontrol
(K), UVAB (Ultraviyole A ve B), EA (Ellajik Asit), SB (Silibinin),
UVAB+EA (Ultraviyole AB + EA), UVAB+SB (Ultraviyole AB + SB).

Sekil 45’te UVAB grubundaki siganlarin dorsal deri dermis kalinliklarinda
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p>0.05). Tedavi
gruplarindaki siganlarin dorsal deri dermis kalinliklarinda (Ultraviyole AB + EA ve
UVAB+SB) ise UVAB grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi
(p>0.05). Kontrol grubundaki si¢anlarin dorsal deri dermis kalinliklarinda EA ve SB

verilen gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi

(p>0.05).
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Hipodermis /Toplam Hacim (%)

45

40

35

30
o 25
S 20

15

10

5

0 UVAB UVAB+EA UVAB+SB
mOrt. 29,1504 24,6409 29,5288 27,9147 22,7843 31,8013

Sekil 46. Calisma gruplarindan kesit alinan 6rneklerdeki deri katmanlarinin stereolojik
olarak hipodermis hacimlerinin toplam hacimlerine % oranlar1 grafigi.
Kontrol (K), UVAB (Ultraviyole A ve B), EA (Ellajik Asit), SB (Silibinin),
UVAB+EA (Ultraviyole AB + EA), UVAB+SB (Ultraviyole AB + SB).

Sekil 46’da UVAB grubundaki siganlarin dorsal deri hipodermis kalinliklarinda
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml bir fark goriilmedi (p >0.05). Tedavi
gruplarindaki siganlarin dorsal deri hipodermis kalinliklarinda (Ultraviyole AB + EA ve
UVAB+SB) UVAB grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi
(p>0.05). Kontrol grubundaki siganlarin dorsal deri hipodermis kalinliklarinda EA ve
SB verilen gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi

(p >0.05).

Masson trikrom boyama bulgularina gore; Sekil 47°de UVAB uygulamasi
yapilmayan Kontrol grubu, Sekil 48’de EA grubu ve Sekil 49°daki SB grubu sican sirt
derisi dermis tabakasinda fibrositlerden zengin gevsek bagdoku goriildii. Sekil 50°deki
UVAB grubunda, gruplarina kiyasla sigan sirt deri dermis tabakasinda fibrositlerden
zengin daha siki bag doku goriildi. Sekil 51°deki UVAB +EA grubunda, UVAB
grubuna gore daha gevsek bir bagdoku oldugu belirlendi. Sekil 52’deki UVAB +SB
tedavi grubunda ise fibrosit fibroblastlarin bulundugu aktif bir kollajen tespit edildi.

UVAB grubuna kiyasla daha az aktif ve daha gevsek bir bagdoku oldugu belirlendi.
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Sekil 47. Kontrol grubu, dermis, fibrositlerden zengin gevsek bag doku (Masson
trikrom)

Sekil 48. EA (Ellajik asit) grubu, deri, dermis, fibrositlerden zengin gevsek bag doku
(Masson trikrom)

83



Sekil 49. SB (Silibinin) grubu, deri, dermis, fibrositlerden zengin gevsek bag doku
(Masson trikrom)

55 ;’j"’u;‘fjb" 'ﬁ‘lji\/ ""‘r i, T 83 ?i"’)l,{::‘ a‘ : oy

Sekil 50. UVAB (Ultraviyole A ve B) grubu, deri, dermis fibrositlerden zengin ¢ok siki
bag doku (Masson trikrom), Epidermis tabakasi (Ok)
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Sekil 51. UVAB +EA (Ultraviyole A ve B + Ellajik asit) grubu, deri, dermis, gevsek bir
bag doku (Masson trikrom), Epidermis tabakasi (Ok)

Sekil 52. UVAB +SB (Ultraviyole A ve B + Silibinin) grubu, deri, dermis fibrositlerden
zengin siki bag doku (Masson trikrom), Epidermis tabakasi (Ok)

Calismamizda fiziksel disektor yontemi Cavalieri metodu kullanilarak toplam
dermal mast hiicre sayilar1 hesaplandi. Gruplara ait toplam dermal mast hiicre sayilari
ve gruplardaki bireylere ait toplam dermal mast hiicre sayis1 arasindaki biyolojik
varyasyonu gosteren degisim katsayis1 (DK) degerleri tablolar halinde verilmistir (Tablo
24).
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Gruplar; K, UVAB, EA, SB, UVAB+EA ve UVAB+SB olarak adlandirilmistir.

Tablo 24. Calisma gruplari sigan dorsal dermal mast hiicre sayisi

Grup Ortalama | Std. Sapma| Medyan Min. Max. | DK | p
Kontrol | 550,422 106,75 602,00 |422,00| 674,00 | 0,15
uv 1365,57° | 364,16 1466,00 |614,00[1797,00| 0,1
EA 468,00 2 113,15 442,00 |355,00| 688,00 | 0,2
SB 507,33 2 140,40 46450 [411,00| 784,00 | 0,2 [0.03
UV+EA | 553,502 69,40 581,50 | 424,00 | 605,00 | 0,11
UV+SB 571.42% 110,75 562,00 | 407,00 | 718,00 | 0,18

Kontrol (K), UVAB (Ultraviyole A ve B), EA (Ellajik Asit), SB (Silibinin), UVAB+EA
(Ultraviyole AB + Ellajik asit), UVAB+SB (Ultraviyole AB + Silibinin), DK (Degisim
katsayis1). P Gruplar aras1 farki gostermektedir. p<0.05 farkli harfi alan gruplarda
istatistiksel olarak anlamlilik vardir.

Mast Hiicre Sayisi

2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
40
20

o O

UVAB UVAB+EA UVAB+SB

o

Sekil 53. Tiim ¢alisma gruplarina ait dermal mast hiicre sayisi

ab; Gruplar aras farki gostermektedir. p<0.05 farkli harfi alan gruplarda istatistiksel
olarak anlamlilik vardir.

UVAB grubuna ait siganlarin dermal mast hiicre sayisinda tiim gruplara kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenirken diger gruplarda O6nemli bir fark
gozlenmedi (Sekil 57). Tedavi gruplarindaki (UVAB + EA ve UVAB+SB) dermal mast
hiicre sayisinda UVAB grubuna kiyasla belirgin bir diisiis gézlendi. Kontrol grubu
(Sekil 54) dermal mast hiicre sayisinda EA (Sekil 55) ve SB (Sekil 56) verilen gruplar

ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak birbiriyle ayn1 anlamda oldugu saptanda.
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Sekil 54. Kontrol grubu sican dermal mast hiicresi mikroskobik goriintiisti, Toluidin
mavisi (Obj.x100). Dermal mast hiicresi (0k)

Sekil 55. EA grubu sigan dermal mast hiicresi mikroskobik goriintiisii, Toluidin mavisi,
(Obj.x100). Dermal mast hiicresi (0K)
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Sekil 56. SB grubu sigan dermal mast hiicresi mikroskobik goriintiisii, Toluidin mavisi,
(Obj.x100). Dermal mast hiicresi (0K)

Sekil 57. UVAB grubu sican dermal mast hiicresi mikroskobik goriintiisii, Toluidin
mavisi, (Obj.x100). Dermal mast hiicresi (0k)
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Sekil 58. UVAB+EA grubu sican dermal mast hiicresi mikroskobik goriintiisii, Toluidin
mavisi, (Obj.x100). Dermal mast hiicresi (0k)

Sekil 59. UVAB+SB grubu sican dermal mast hiicresi mikroskobik goriintiisii, Toluidin
mavisi, (Obj.x100). Dermal mast hiicresi (0K)
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4.6. Oksidatif Stres Belirteclerinin Analiz Bulgular:

UVAB’nin deride olusturdugu oksidatif hasarina karsi, EA ve SB’nin koruyucu
etkisinin in vivo olarak inceledigimiz bu c¢alismadan elde edilen bulgular tablolar ve
grafikler halinde kendi i¢inde bagliklara ayrilmis sekilde asagida verilmistir. TAS
sonuclar1 Tablo 25’de, TOS sonuglar1 Tablo 26’da, OSI sonuglar1 ise Tablo 27°de

verilmistir.
Gruplar; K, UVAB, EA, SB, UVAB+EA ve UVAB+SB olarak adlandirilmistir.

Sigan sirt deri dokusunda bakilan oksidatif stres belirteci olan TAS’in
istatistiksel analizi ve gruplar arasindaki karsilastirma sonuglari Tablo 25’te, TOS un
istatistiksel analizi ve gruplar arasindaki karsilastirma sonuclar1 Tablo 26’da ve OSI’nin

istatistiksel analizi ve gruplar arasindaki karsilagtirma sonuglar1 Tablo 27°de verilmistir.

Tablo 25. Deri dokusunda o&lgiilen TAS sonuglarinin gruplara gore dagilimi ve
istatistiksel veriler

Gruplar | Ortalama | STD. Sapma Min. Max. Medyan p
Kontrol 18,21 2,20 15,04 21,27 18,58
UVAB 15,77 2,70 12,46 18,69 14,59
EA 18,01 1,67 16,84 21,55 17,34
SB 19,44 3,58 16,44 25,93 17,76 0,32
UVAB+EA | 18,10 3,08 14,03 21,49 18,10
UVAB+SB 19,25 1,99 16,22 21,61 19,81

p >0.05 oldugundan gruplarda istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur.

TAS
25

20

UVAB UVAB+EA UVAB+SB
HORT. 18,21 15,77 18,01 19,44 18,1 19,25

1

(6}

1

o

(6}

Sekil 60. Deri dokusu TAS degerlerinin grafigi
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UVAB’nin uygulandigr grup, kontrol grubu ile kiyaslandiginda TAS
seviyelerinde bir diisiis oldugu, ancak bu disiisiin istatistiksel olarak anlamli bir
diizeyde olmadig1 saptandi (p>0.05). UVA ve B’nin uygulandig1 grup, tedavi gruplari
(UVAB+EA ve UVAB+SB) ile kiyaslandiginda TAS seviyelerinde bir artis oldugu

ancak bunun da istatistiksel olarak anlamli bir diizeye ¢ikmadigi gézlendi (p>0.05).

Tablo 26. Deri dokusunda olgiilen TOS sonuglarinin gruplara gore dagilimi ve
istatistiksel veriler

Grup Ortalama | Std. Sapma Min. Max. | Medyan p
Kontrol 107,10¢ 19,78 74,76 136,70 | 102,52
UVAB 136,39 ° 17,10 115,34 | 164,47 | 134,56
EA 110,76 @ 17,63 74,76 126,02 | 11534
SB 96,83 @ 17,06 74,76 119,61 97,18 | 0,01
UV+EA 115,34 @ 20,70 85,44 147,38 | 117,47
UV+SB 102,52 2 25,27 72,62 153,79 96,12

ab: Gruplar arasi farki gostermektedir. p< 0.05 oldugundan farkli harfi alan gruplarda
istatistiksel olarak anlamlilik vardir.

TOS

180

160

140 2 a ab

120

100

80

60

40

20

0 UVAB UVAB+EA = UVAB+SB
WORT. 107,1 136,39 110,76 96,83 115,34 102,52

Sekil 61. Deri dokusu TOS degerlerinin grafigi. °: Gruplar arasi farki gostermektedir.
p < 0.05 farkli harfi alan gruplarda istatistiksel olarak anlamlilik vardir.

UVAB’nin uygulandigi grup, kontrol grubu ile kiyaslandiginda TOS
seviyelerinde bir artig oldugu ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p
<0.05). UVAB’nin uygulandig1 grup, tedavi gruplari (UVAB+EA ve UVAB+SB) ile
kiyaslandiginda TOS seviyelerinin UVAB+SB grubu ile istatistiksel olarak anlamli
oldugu (p<0.05); UVAB+EA grubu ile kiyaslandiginda ise TOS seviyelerinin
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istatistiksel olarak birbiriyle aymi anlamda oldugu ve tedavi gruplarindaki TOS

seviyelerinde bir diisiis oldugu saptanda.

Tablo 27. Deri dokusunda &lgiilen OSI, sonuglarmin gruplara gore dagilimi ve
istatistiksel veriler

Grup Mean Std. Sapma Min. Max. Medyan p
Kontrol 5912 1,11 4,82 7,93 5,86
UVAB 9,00 b 2,57 6,19 13,20 10,03
EA 6,17 2 1,04 4,32 7,27 6,49
SB 5,212 1,61 2,88 7,27 5,51 0,02
UV+EA 6,432 1,06 5,38 7,77 6,31
UV+SB 5322 1,14 4,03 7,12 4,83

ab: Gruplar aras: farki gostermektedir. p < 0.05 farkl harfi alan gruplarda istatistiksel
olarak anlamlilik vardir.

OSi
14

12

10

2

0 K UVAB EA SB UVAB+EA UVAB+SB

EORT. 5,91 9 6,17 521 6,43 5,32

Sekil 62. Deri dokusu OSI degerlerinin grafigi. 2°: Gruplar arasi farki gostermektedir. p
< 0.05 farklr harfi alan gruplarda istatistiksel olarak anlamlilik vardir.

UVAB’nin uygulandigi grup, kontrol grubu, EA grubu, SB grubu ve tedavi
gruplart (UVAB+EA ve UVAB+SB) ile kiyaslandiginda OSI seviyelerinde bir artis

oldugu gozlendi ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p< 0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Giliniimlizde kiiresel 1sinmanin etkisiyle giines 1sinlari ile temas stireleri
uzamistir. Yanlis glineslenme aligkanliklari, ozon tabakasinin incelmesi ve delinmesi ile
UV silarinin  giines yanigi, deri yaslanmasi, immiinsiipresyon ve cilt kanseri
olusumlar1 gibi zararh etkilerinde artislar goriilmiistiir. Insanlar i¢in bu zararli etkilerden
en Onemlisi, viicudun immiinolojik mekanizmalarin etkileyerek genlerde olusturduklari
mutasyonlar ile deri kanserlerine sebep olmalaridir (Akkaya ve Erturan, 2004).
Calismamizda ellajik asit ve silibininin UVAB uygulanmis siganlarin dorsal sirt deri
dokusu {izerindeki koruyucu etkisi, séz konusu dokuya ait TAS, TOS, OSI degerleri
Olciilerek ve stereolojik yontemler kullanilarak belirlenmeye ¢alisilmistir. Buna ilaveten
deri dokusunda EA ve SB’nin antiapoptotik etkisi de immiinohistokimyasal olarak

aragtirtlmistir. Bulgular asagidaki gibi degerlendirilmistir.

Gig¢li antioksidan 6zellige sahip maddelerin kilo vermeye yardimci olduklar
daha once yapilan c¢alismalarda bildirilmistir (Ramezanipour ve ark., 2014; Doo ve
Kim, 2017). Calismamizda Kontrol grubunun viicut agirlik degisim yiizdesinde ise (10.,
20. ve 30. giin) , EA ve SB verilen gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artig
gosterdigi saptand1 (p < 0.05). Buna gore antioksidan maddeler olan ellajik asit ve

silibinin verilen gruplardaki hayvanlarda kilo kayb1 bulgularimiz literatiirle uyumludur.

Derinin UV maruziyetinin epidermiste kalinliga neden oldugu bilinmektedir
(Svobodova ve Vostalova, 2010; Jeon ve ark., 2009; Gonzales-Casta neda ve Gonzales,
2008; Winter ve ark., 2001; Takema ve Imokawa, 1998; Ishii ve ark.,1997). Calismada
doku takip oncesi alinan deri ornekleri kalinliklarinda UVAB uygulanmayan kontrol
grubu ile UVAB uygulanan grup karsilastirildiginda, makroskobik kalinlik bulgularinda
UVAB grubunda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artis gozlenmistir (p<0.05).
UVB’nin epidermal kalinlik {izerine etkisinin arastirilmasiyla ilgili olarak son
zamanlarda bitkisel ajanlarla yapilan birgok ¢alisma bulunmaktadir. Kim ve ark. (2010),
tilysiiz farelerdeki epidermal kalinligin UVB maruziyeti ile arttigini ancak 2-test bitkisel
bilesen karisiminin dorsal olarak uygulanmasinin kalinlhigi azalttigini gostermislerdir.
Ayrica farelerde, soya fasulyesinden elde edilen isoflavon ekstraktinin (Huang ve ark.,

2010a), kahverengi sekerden elde edilen seker olmayan fraksiyonunun (Sumiyoshi ve
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ark., 2009), zeytin yapragi ekstraktinin ve oleuropeinin (Kimura ve Sumiyoshi, 2009)
UVB kaynakli epidermal kalinlagsmay1 azalttigi bildirilmistir. Calismada UVAB+EA ve
UVAB+SB tedavi gruplarda yer alan siganlarin histolojik doku takibinden 6nce alinan
deri ornekleri kalinliklarinda UVAB grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir

diisiis oldugu saptandi. Buna gore bulgularimizin literatiirle uyumlu oldugu gozlendi.

Calismada bulunan stereolojik (hacim orani) bulgulari degerlendirildiginde
UVAB grubunda epidermis hacim oraninda kontrol grubuna goére anlamli bir artis
oldugu gorilmektedir (p<0.05). Kontrol grubunda epidermis normal yapida
gbozlenmistir. UVAB grubunda ise metabolizma hizina ve keratinizasyona yonelik
epidermal hacim yogunlugu artis1 s6z konusuydu. Bu bulgu literatiirle de uyumluluk
gostermektedir (Gonzalez ve ark., 2015). UVAB+EA ve UVAB+SB gruplarinda ise
diger molekiiler ve biyokimyasal bulgularla uyusan tedavinin olumlu yonde ilerledigine
dair degisiklikler gozlemlendi. Bu sonug, Olctiigiimiiz diger parametrelerle de
uyustugundan, EA ve SB’nin epidermal kalinlasmayr UVAB grubuna goére 6nlemesinin
tedavi yoniinde bir etki oldugunu diisiinmekteyiz. Ulasabildigimiz literatiire gore
UVAB’nin olusturdugu deri hasarinda EA ve SB’nin epidermal kalinligi azalttig

stereolojik metotlarla ilk defa bu ¢alismada tesbit edilmistir.

Mast hiicreleri, viicudun bag dokusunda yaygin bir sekilde bulunan hiicrelerdir.
UV radyasyonuna maruz kalan deride mast hiicre sayis1 artar (Iddamalgoda ve ark.,
2008). Gondilliiler lizerinde yapilan bir ¢aligmada, viicudun giinese en fazla maruz kalan
kismi olan elin iist tarafinda dermal mast hiicre yayginliginin artmasi ile elastin igerigi
arasinda bulunan anlamli iligki, foto hasarin mast hiicre yayginligini arttirdigin
diisiindiirmektedir (Grimbaldeston ve ark., 2006). Literatiire bakildignda UV
maruziyetinin mast hiicreleri iizerindeki etkilerini arastiran bircok ¢alisma
bulunmaktadir. UVB ile muamele edilen deride, kan damarlari, yag ve ter bezleri, kil
folikiilleri ¢evresi (Mohamed ve ark. 2003), doza bagli olarak fare derisi alt ve iist
dermisi (Kligman ve Murphy, 1996) ve lenf nod mast hiicre sayisinda belirgin bir artig
oldugu (Byrne ve ark., 2008) bildirilmistir. Ayrica, UVB’ye maruz birakilan deride
mast hiicrelerinin, alt deride enflamasyonla, iist deride ise bag dokunun yeniden
yapilanmasi ile iligkili olabilecegi ortaya konmustur (Kligman ve Murphy, 1996). Bu

calisma diger ¢aligmalarla benzer sekilde UVAB grubundaki dermal mast hiicre sayisi
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kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.05). Bitkisel kaynakli ya da diger ajanlarin, inflamasyon kaynakli fotoyaslanmada
bir ¢oziim olabilecegi diisliniilmektedir ve bu nedenle bir¢ok calisma yapilmaktadir. Bu
amagla, Polypodium leucotomos (bir tropik egrelti bitkisi) ekstraktinin oral olarak
alimmasinin ya da yiizeysel olarak uygulanmasiin foto koruma etkisi arastirilmistir.
Buna gore, P. leucotomos ekstraktinin, oksidatif stresi, lipit peroksidasyonunu, dermal
mast hiicre infiltrasyonunu, inflamatuar sitokinleri, DNA hasarlarin1 ve UV ile
indiiklenen tiimorleri inhibe ettigi (Philips ve ark., 2010), eritemi, glines yanigi
hiicrelerini,  siklobiitan  primidin  dimerlerini, ¢ogalan epidermal hiicreleri,
vazodilatasyonu, triptaz pozitif mast hiicre ve dermal mast hiicre infiltrasyonunu
anlaml bir sekilde azalttig1 ve langerhans hiicrelerini korudugu (Middelkamp-Hup ve
ark., 2004a ve 2004b) gosterilmistir. Bu ¢alismada UVAB+EA ve UVAB+SB tedavi
gruplarindaki dermal mast hiicre sayisinda UVAB grubuna kiyasla istatistiksel anlamda
belirgin bir diisiis gozlendi (p<0.05). Kontrol grubu dermal mast hiicre sayisinda EA ve
SB verilen gruplar ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak birbirinden farkli olmadig1

saptandi. Bulgularimiz literatiirle benzerlik gostermektedir.

Insan epidermal kok hiicreleri de UVAB radyasyonuna bir yanit olarak
apoptozise ugrayabilirler ve keratinositlere gére daha duyarl olabilirler (Mei ve Liang,
2011). UVAB radyasyonundan sonra hasarli DNA’nin apoptozisle siiratli bir sekilde
uzaklastirilmas: gerekmektedir. Apoptozis, UVB radyasyonunun karsinojenik etkilerine
kars1 koruyucu bir mekanizmadir (Laethem ve ark., 2005). UVB hasarlan ile ilgili
olarak yapilan bir ¢alismada, dorsal derileri 10 kJ/m2 UVB radyasyonuna maruz
birakilan WBN/ILA-Ht siganlarin epidermislerindeki giines yanig1 hiicrelerinin
nukleuslarinin TUNEL metodu ile giiglii bir sekilde boyandig1 ve bunlarin ince yapi
diizeyinde apoptotik nukleus i¢in karakteristik olan 6zellikler gosterdikleri ve TUNEL
pozitif keratinositlerin yiizde degerlerindeki degisikligin, giines yanigi hiicrelerinin

sayilarindaki degisiklik ile ortiistiigli gosterilmistir (Kuroki ve ark., 2001).

UVB’den sonra doza bagli olarak apoptotik keratinositlerin arttig1 bulunmustur
(Kane ve Maytin, 1995). UV maruziyetinden sonra keratinosit apoptozisi ve bunu
takiben apoptotik cisimciklerin uzaklastirilmasinin, epidermisi glinese maruz kalan

derinin DNA hasarlarimin birikiminden korunmasini saglayan bir mekanizma olduguna
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inanilmaktadir (Hedrych-Ozimina ve ark., 2011). Bu ¢alismada da UVAB grubunun
epidermisindeki TUNEL pozitif hiicre sayisindaki artis, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunmustur. Daha 6nce yapilan
calismalarla benzer sekilde, bu hiicrelerin, TUNEL metodu ile gii¢clii bir sekilde
boyanan ve apoptotik nukleus karakteristik 6zellikleri gosteren hiicreler olabilecegi de

sOylenebilir.

Bitki kaynakli ajanlar kullanilarak deride UV ile olusturulan hasarlarin
azaltilmasia yonelik birgok calismada, bu ajanlarin derideki TUNEL pozitif hiicre
sayilart tizerindeki etkileri SKH-1 tiiysiiz fareler, HaCat hiicre hatti, Balb/c fareler,
insan fibroblast Kkiltiirleri, kan lenfositleri ya da goniillillerden alinan biyopsi
orneklerinin kullanildig: sistemlerde arastirilmistir. Renkli meyve ve sebzelerde bulunan
bir antosiyanidin olan Delphinidin, O6liimsiizlestirilmis insan HaCaT keratinosit
hiicrelerinin ve fare derisi hiicrelerini UVB ile indiiklenen apoptozisten korumaktadir
(Afaq ve ark., 2007). Benzer sekilde, insan derisine OM24 losyonunun (placebo icerige
ek olarak %4 Camellia sinensis yaprak ekstrakti) %10’luk karisim uygulamasi,
apoptotik keratinosit sayisinda anlamli bir azalmaya neden olmaktadir (Mnich ve ark.,
2008). Ayrica, diyetle alinan silibininin (Diinya’da ve Amerika’da yogun bir sekilde
besin takviyesi olarak kullanilan dogal bir flavonoid) UVB’nin neden oldugu apoptozisi
ve giines yanigt hiicrelerinin olusumunu inhibe ederek deri epidermisinde UVB ile
indiiklenen hasarlara karsi g¢esitli yollarla koruma sagladig bildirilmistir (Gu ve ark.,
2005). Benzer sekilde, cogunlukla ¢ilek, sebzeler, cay, sarap ve bitkiler gibi dogal
yiyeceklerde bulunan, kuersetine benzeyen bir flavonoid olan mirsetinin konsantrasyona
bagli olarak UVB ile indiiklenen keratinosit 6liimiinii azalttigi (Huang ve ark., 2010b)
ve ballibabagiller bitki koklerinden elde edilen bir flavon olan baikalin’in UVB
kaynakli dermal siklobiitan pirimidin dimer miktarin1 ve apotozisi (TUNEL pozitif
hiicreler) azalttigi (Zhou ve ark., 2008) rapor edilmistir. Ek olarak, deve dikeninde
(Silybum marianum) bulunan bir flavonoid olan silimarinin, DNA hasarlar1 miktarini
azaltarak epidermal keratinositlerinde apoptozisi azaltabilecegi (Katiyar ve ark., 2011)
ve red Ginseng koklerinden izole edilen total saponinlerin ve ginsenosid Rb-1’in, UVB
maruziyeti ile indiiklenen apoptotik, Ki-67- ve 8-hidroksi-2-deoksiguanozin-pozitif

hiicrelerdeki artis1 6nledigi de bildirilmistir (Kim ve ark., 2009).
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Calismada UVAB+ EA ve UVAB+ SB tedavi gruplarinda TUNEL pozitif hiicre
sayisi, UVAB grubu ile karsilastirildiginda anlamli sekilde azalmistir (p<0.05).
Bulgularimiz yukarida belirtilen ¢aligmalarla uyumluluk gostermektedir. UVAB+ EA
ve UVAB+ SB verilen tedavi gruplarinda apoptotik hiicrelerin UVAB grubuna gore
daha az olmasinin nedenini olusan serbest radikallere karsi bu maddelerin antioksidan
ozelliginden dolay1 ortamda bulunan serbest radikalleri notralize ettigi ve dolayisi ile
serbest radikallerin apoptozis mekanizmasina hasar vermesini 6nledigini ve apoptozis

mekanizmasinin UV grubuna gore daha iyi ¢alistig1 kanaatindeyiz.

Calismada Kontrol grubu ile mukayese edildiginde UVAB verilen gruplarda
TAS seviyesindeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bu durum literatiirle
uyumluluk gostermektedir (Saeed ve Salmo, 2012; Zeren, 2016; Zorer, 2016). TAS’1n
diismesinin nedeni UVAB’nin ROS’u arttirmasi olabilir (Piao ve ark., 2015). EA ve
SB’nin tedavi amagli UVAB ile birlikte verildigi gruplar sadece UVAB’nin verildigi
grupla kiyaslandiginda TAS seviyesinde anlamli olmayan (p>0.05) bir artis
goriilmiistiir. Bu deger UVAB’nin oksidatif hasar olusturdugu bilgisini desteklerken
(Ibrahim, 2015). EA ve SB’nin de antioksidan etkisini ortaya koymustur (Ambigaipalan
ve ark., 2016; Sati ve ark., 2016).

TOS bulgular1 degerlendirildiginde UVAB grubuna ait TOS degeri diger biitiin
gruplara gore anlamli derecede yiiksektir. Bununla beraber UVAB+EA ve UVAB+SB
gruplarinda UVAB grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiisler tespit edilmistir.
Bulgular UVAB’nin oksidan seviyesini gruplarda arttirdigini gostermektedir. Onceki bir
calismada UVAB’nin ROS’u arttirdig1 ve fotoyaslanmaya sebep oldugu saptanmistir
(Hiramoto ve Yamate, 2015; Zeren, 2016; Zorer, 2016). Calismamiz UVAB uygulanan
gruplarda gézlemlenen TOS seviyesindeki artis, UVAB’ye bagli artmis oksidatif strese
isaret etmektedir. Antioksidan etki gostermesi beklenen EA (Rios ve ark., 2018) ve SB

(Liu ve ark., 2015) maddelerinin de beklenen etkiyi olusturduklar1 gézlenmistir.

OSI ise, TOS’un TAS’a oran1 olarak belirlenmektedir (Kdsecik ve ark., 2005).
Gruplara ait OSI degerleri kiyaslandiginda UVAB grubunda, Kontrol grubuna gore
anlaml bir artis, UVAB+EA ve UVAB+SB gruplarinda ise UVAB grubuna gore
anlamli diistisler goriilmektedir. Elde edilen OSI degerleri ¢alismadaki literatiir ile

uyumlu olan olan TAS ve TOS degerlerini desteklemistir (Zeren, 2016; Zorer, 2016).
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Sonug olarak c¢alismada elde ettigimiz oksidatif stres belirteglerinin degerleri kombine
UVAB’nin olusturdugu deri hasarmin tedavisinde kullandigimiz EA ve SB’nin etkili

oldugunu gostermistir.
Sonug ve Onerilerimiz:

1) Derinin genel histolojisinde, tiim gruplarda, en dista epidermis, altindaki
dermiste kil folikiilleri ve saftlar ile yag bezleri ayirt edilmistir. Derin dermiste ise yag

ve kas doku yer almaktadir.

2) EA ve SB’nin kollajen ve elastik lifler {izerinde, kombine UVAB ile
indiiklenen degisimleri Onleyebilecegi, verilen doza bagli olarak epidermal kalinlig

azaltabilecegi goriilmistiir.

3) EA ve SB’nin kombine UVAB’nin birlikte uygulandig1 grupta, mast hiicre
sayisinin UVAB grubuna gore azalmasinin istatistiksel olarak anlamli fark gosterdigi

belirlenmistir.

4) EA ve SB’nin deri ylizey ve yag bezlerinin notral lipit ve yag asitlerinin

yogunluklarina bir etkisinin olmadig1 gozlenmistir.

5) EA ve SB, kombine UVAB verilen tedavi grularinda TUNEL pozitif hiicre

sayisinda azalmaya neden olabilecegi diisiintilmektedir.

6) Stereolojik metotlarla EA ve SB’nin kombine UVAB radyasyonuna karsi

doku koruyucu o6zelligi ilk kez sunulan ¢alismada ortaya konmustur.

Calismada kullandigimiz EA ve SB’nin kombine UVAB ile olusturulan deri
hasarinda koruyucu etkisinin oldugu tespit edilmistir. Kanser tiirlerinden biri olan deri
kanserini dnlemede bu maddelerin kullaniminin etkili olacagi kanaatindeyiz. Boylelikle
etken maddesi EA, SB veya kombine EA-SB olan giines kremleri, losyonlar ve
koruyucu antioksidan tabletler kombine UVAB’den korunmak igin kullanilabilir.
Kombine UVAB’nin deride olusturdugu oksidatif, apoptotik ve genotoksik etkilere
karsin, EA ve SB’nin koruyucu etkisinin ilk kez belirlenmis olmasi sunulan g¢alismanin

Onemini ortaya koymaktadir.

fleri diizeyde biyokimyasal, immiinohistokimyasal ve elektron mikroskobik

caligmalarla sunulan g¢alisma verilerimizin desteklenmesi gerekir. Ayrica elde edilen
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bulgularla, ellajik asit ve silibininin farkli dozlarinin oral olarak verilmesi veya topikal
olarak denenmesi ile yapilacak in vitro ve in vivo benzer ¢alismalarin ileri molekiiler
analizlerle karsilagtirlmas1 ve ellajik asit ve silibinin biyolojik etkilerinin 1ileri

morfometrik ¢alismalarla desteklenmesi gerektigi kanaatindeyiz.
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