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OZET

DERMOKOZMETIK AMACLI BiYOMIMETIK PEPTIiT iCEREN
LiPIT NANOPARTIKULLERIN URETILMESI VE
KARAKTERIZASYONU

OZTURK, Oguz

Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. Senay SANLIER
Eyliil 2018, 126 sayfa

21. ylizyilin anahtar teknolojisi olan biyoteknoloji, tiikketicinin daha etkili ve
giivenli lirlin arayislar talepleri dogrultusunda, kozmetik endiistrisini etkisi altina
almistir. Yaslanma karsiti cilt bakim triinlerinde meydana gelen yillik % 6 Ik
biliylime hacmi biyonanoteknolojik iiriinlerin pazarda etkinligini arttirmistir. Bu
anlamda tez calismasinda deri yaslanmasina karsi engelleyici liriinler ortaya
cikarma amaciyla MMP-12 enziminin inhibisyonuna yonelik inhibitdr peptit
(PEP3) dizayn edilmistir. PEP3, 13 uM konsantrasyon da, MMP-12 enzimini %
88 oraninda inhibe etmistir. 10 ug/ml PEP3 konsantrasyon ile HS68 hiicre hatti
tizerinde yapilan Western blot deneyinde, kollajen I, 1V, elastin ve fibronektin

proteinlerin miktarlarinda artig gézlenmistir.

PEP3, kat1 lipit nanopartikiil (KLN) ile kapsiillenmis ve transdermal salinim
calismast yapilmistir. Yiklenme etkinligi % 59,92 olarak bulunmustur. PEP3
yikli KLN, mannitol ile kurutularak stabilite c¢alismast yapilmstir.
Nanotoksikolojik ac¢idan giivenlik degerlendirilmesi yapilan PEP3’lin, KLN igeren
formiilasyonunun, 28 giin kullanim1 sonrasinda baslangica gore %18 oraninda
kirigiklik azalis1 meydana getirdigi bulunmustur. Fonksiyonerligi ve giivenirligi
kanitlanmis olan PEP3 aktif icerik olarak dermokozmetik sektoriine DervatylTM

marka (dermal renovation peptide) iiriin ad1 ile sunulmustur.

Anahtar sozciikler: Nanobiyoteknoloji, peptit tasarimi, kat1 lipit

nanopartikiil, dermokozmetik, yaslanma karsit1 iiriin.



ABSTRACT

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF LIPID
NANOPARTICLES CONTAINING BIOMIMETIC PEPTIDE FOR
DERMOCOSMETICS

OZTURK, Oguz

PhD In Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Senay SANLIER
September 2018, 126 pages

Biotechnology, the key technology of the 21st century, has influenced the
cosmetics industry in line with the demands of more efficient and safe products.
Annual growth rate of 6 % in anti-aging skin care products increased the
effectiveness of bionanotechnology products in the market. In the scope of this
thesis study, for the purpose of producing products against skin aging, the
inhibitor peptide (PEP3) was designed for MMP-12 enzyme inhibition. PEP3 with
13 uM concentration inhibited the enzyme MMP-12 by 88%. In Western blot
experiment conducted with PEP3 with 10 pg/ml concentration on the HS68 cell
line, an increase was observed in the amounts of collagen I, 1V, elastin and

fibronectin proteins.

PEP3 was encapsulated with solid lipid nanoparticles (SLN) and
transdermal release study was performed. The loading efficiency was found as
59,92%. The PEP3 loaded SLN was dried with mannitol and the stability study
was performed. The nanotechnology safety evaluation of the formulation of PEP3
containing SLN resulted in a wrinkle reduction of 18% compared to baseline after
28 days of use. PEP3 has been presented to the dermocosmetics market under the

brand name Dervatyl™ (dermal renovation peptide).

Keywords: Nanobiotechnology, peptide design, solid lipid nanoparticle,

dermocosmetics, anti-aging product.
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1. GIRIS

Biyoteknoloji, bilisim teknolojileri ve nanoteknoloji ile birlikte, ekonomik ve
sosyal yansimalar1 ile hayatimizda oOnemli bir olgu olarak yer almaktadir.
Biyoteknoloji bir bilim alanit olmasinin &tesinde, gergek bir jenerik teknoloji
kimligi ile sosyo-ekonomik yasamin ortasinda kendine yer edinmistir (Rinaldi,

2018; Kiper, 2013).

Biyolojik unsurlarin mal, teknoloji, enerji ve hizmet olarak {iretilmesi
seklinde tanimlanan “biyoteknoloji” kapsaminda, dermokozmetik (hem farmasotik
bir iiriin gibi orta derece etki olusturan hem de klasik bir kozmetik iiriin gibi islev
goren) lrilinlerinde tretilmesi de yer almaktadir. Giiniimiizde, artan ve yaglanan
niifus, azalan dogal kaynaklar ve ¢evresel kaygilar gibi kiiresel ve toplumsal
sorunlar, tiiketicilerin tercihlerini de etkilemistir. Yiiksek teknoloji ve giivenlik
standartlarinda iretilen ve gelistirilen biyonanoteknolojik kozmetik {iriinlere olan

ilgi artmaktadir.

Teknolojinin ¢ok hizli bir sekilde gelistigi diinyamizda, egilimler sadece
bilisim sektdrii agisindan degil, tiglincii biiyiik reel sektor olmasi agisindan, tiiketici
yonelimleri ve tercihleri kozmetik sektoriinde 6nem kazanmaktadir. Kozmetik {iriin
kullaniminin 2020 yillarda orta yas segmentinden, geng segment diye tabir edilen
20-34 yaslara kaymasi diisiiniilmektedir. Geng neslin ileri teknoloji iceren, sosyo-
psikolojik rahatlamaya neden olabilecek, yliksek gilivenlik standartlarinda tiretilen
ve gelistirilen trilinlere ilgisi artacaktir. Biyonanoteknolojik kozmetik iiriinler,
yiliksek standartlarda ve teknolojilerde iiretildigi icin ilag gibi diisliniilerek daha

fazla tercih edilebilir hale gelebilecektir (Cammarano, 2010).

Son yillarda, tiiketicinin talebi dogrultusunda, yiiksek performans, duyusal
yarar ve giivenlik amaglayan sofistike formiilasyonlarin gelistirilmesi kozmetik
sektoriinii tesvik etmistir. Ileri teknoloji iceren aktif bilesiklerin (biiyiime faktorleri,
sitokinler, antikorlar ve peptitler) cilde penetrasyonu sirasinda meydana gelen
zorluklar1 ortadan kaldirmak igin lipit bazli nano tasiyici sistemlerin gelistirilmesi

i¢in biiyiik ¢aba sarfedilmektedir (Rinaldi, 2008).



Bu tez ¢alismasinda, zaman igerisinde kacinilmaz bir siire¢ olarak karsimiza
¢ikan deri yaslanmasinin etkilerini minimize etmek ig¢in, Cilt yapisinda bulunan
dermis tabakasinda yer alan ekstraselliilar matriks icerisindeki kollajen I, kollajen
IV, elastin ve fibronektin gibi molekiillerin MMP-12 (matriks metalloproteinaz 12,
makrofaj elastaz) enzimi tarafindan yikilimin1 engelleyecek, enzim inhibitor

peptitler tasarlanmigtir.

Kozmetik ve yaslanma karsit1 uygulamalar alaninda 6zellikle de farmasdotik
alanda oldugu gibi nanoteknoloji yavas salimimli uygulama ile aktif bilesenlerin
cilde iletiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. MMP-12 enzimine 6zgii inhibitor
peptit, cilde penetrasyonunun arttirilmasi i¢in, katli lipit nano partikiil (KLN) ile

kaplanmistir.

Avrupa Birligi (AB), yeni Kozmetik Uriinler Y&netmeligi 1223/2009 ve
Kozmetik Uriinleri Direktifi (76/768/EEC)1976 SSCNFP-Scientific Commiteeon
Cosmetics and Non Food Products) bilimsel komitesi’nin kararlarina gore deri
irritasyonu, deri hassasiyeti, deri perkutan absorbsiyonu, fototoksisite ve
mutajenite/genotoksisite testleri yapilarak nanotoksikolojik agidan giivenlik
degerlendirilmesi yapilmistir. Bu testlerden sonra aktif igerigimiz serum seklinde
formiiliize edilerek, in vivo ¢alismalari tamamlanmustir. In vitro ve in vivo testler ile
fonksiyonerligi ve gilivenirligi kanitlanmis aktif icerik (etken madde) olarak

ITM

dermokozmetik sektoriine Dervaty marka (dermal renovation peptide) {iriin ad1

ile sunulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1 Derinin Yapisi

Cilt viicuttaki en biiyiik organdir ve viicut agirhiginin yaklasik% 15'ini
olusturur. Kimyasal bilesim agisindan cilt yaklagik% 70 su,% 25 protein ve % 2
lipid igerir. Cilt, epidermis, dermis ve subkiitan doku olmak iizere ii¢ tabakadan

olusmaktadir.

Cildin her santimetre karesinde ;

* 6 milyon hiicre

* 5.000 duyu son organi

* 400 cm sinir lifleri

* 200 agr1 sensOru

* 100 cm kan damarlari

* 100 ter bezi

* 15 sebum salgi bezi

* 12 soguk alic1

* Skl

» 2 1s1 alicis1 bulunur (Fitzpatrick T.B et al., 2001).
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Sekil 2. 1 Derinin yapisi (National Cancer Institute, 2018).

2.1.1 Epidermis

Epidermis siirekli olarak kendini yenileyebilen hiicrelerden olusan ve 5
tabakadan olusan derinin en dis katmanidir. Bu tabakalar distan i¢e dogru; Stratum
corneum, Stratum lucidum, Stratum granulosum, Stratum spinosum, Stratum basale
(Jones and Watt, 1993).

Epidermis, yiizeyde diiz niikleer hiicreler tabakasi (stratum corneum) ile yari
gecirgen bir bariyer gibi davranan dinamik bir yapidadir. Epidermis, bazal
katmandaki keratinositlerin hiicre boliinmesiyle diizgiin bi¢imde yenilenir. Bazal
tabaka icindeki pigment hiicreleri (melanositler) cildi ultraviyole 1sinlarindan korur

(Baroni et al., 2012).

2.1.2 Dermis

Dermis epidermisin altindaki yapidir. Dermisin bilesenleri fibréz doku ve
interstisyel bilesenlerdeki hiicreler tarafindan olusturulan dermal matrisktir Ana
bilesenler agirlikli olarak kollajen lifler (esas olarak I ve III tipleri), daha az
miktarda elastik lifler, retikiiler lifler ve matriskten meydana gelir. Matrisk genel

olarak proteoglikanlar, jelatin, fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri, plazma



hiicreleri, vaskiiler kanallar ve sinirlerden olusmaktadir (Herskovitz et al., 2016).

Dermiste bulunan proteinler;

2.1.2.1 Kollajen tip I

Tip | kollajen, basit ve fibriler yapida skleroproteindir. Kollajen baslica
fibroblastlar, = miyofibroblastlar, osteoblast ve  kondrositler tarafindan
sentezlenmektedir. Kollajen molekiillerinin en belirleyici 6zelligi, ii¢ polipeptit
zincirinden olusan sarmal bir yapi olusturmasidir. Kollajenin yapisini olusturan

fibriller ve fiberler, deride paralel demetler halinde bulunur (Kramer et al., 2001).

Amino asit dizisinin tekrarlayan tripeptit seklindedir. Bu tekrarlayan tripeptit,
(Glisin—X—Prolin) veya (Glisin—X—Hidroksiprolin) seklindedir. X, herhangi bir
amino asit olabilir. Kollajenin yaklasik %35°1 glisin, %21°1 prolin ve hidroksiprolin,

%11°1 alaninden olusmaktadir (Sternlicht and Werb, 2001).

Yar1 6mrii birkac gilindiir ve kollajenazlar tarafindan, glisin-16sin veya glisin-

izolosin aminoasitleri hedef alinarak degrade olur (Fields, 2013).

2.1.2.2 Kollajen tip IV

Kollajen 1V, deride epitelyal ve endotelyal hiicreleri ayiran hiicre dis1 bazal
membranlarda (BM) bulunan birincil kollajendir. Cogunlukla lamina densada
bulunur ve dermal-epidermal bileskenin 6nemli bir bilesenidir. Diger kollajen
tiirlerinde oldugu gibi her {iglincli aminoasit kalintisindan sonra glisin icermez. Bu
nedenle diger kollajen alt tiplerine gére daha esnek bir yapiya sahiptir (Abreu-
Velez and Howard, 2012).

Tip IV kollajen alt1 farkli alfa zincirinden meydana gelmistir. al-6 (IV),
alala2, a304a5 ve aSaSa6 heterotrimerlerini olusturur. a5aSa6 heterotrimerleri
deri de bulunmaktadir (Hudson et al., 2003). MMP-2, MMP-9 ve MMP-12,
kollajen IV’ al ve a 3 zincirlerini degrade eder (Sandy et al,2013).



2.1.2.3 Elastin

Bag dokunun en Onemli fibriler skleroproteini olarak, bir¢ok yonlerden
kollajene benzemektedir. Ribozomlarda proelastin olarak sentezlenir ve N-
terminalinden tropoelastin ayrilir (Konugolu Venkata Sekar et al., 2017).
Tropoelastin, elastin fibrillerinin polipeptit alt iinitesidir ve glisin ve alanin
kalintilar1 bakimindan zengindir. elastaz yardimiyla yikimi olur. Elastaz, 6zellikle
elastin i¢in proteolitik bir proteazdir; valin ve alanin gibi alifatik yan zincirli amino

asitlerin karboksil ucundan molekiilii parcalar (Van Doren, 2015).

Elastolizin yapi-fonksiyonu c¢alismalari, MMP-12, MMP-2 ve MMP-9'a
odaklanmistir ve elastin i¢in genis baglanma bolgelerini haritalandirmistir.
Makrofaj elastaz veya metalloelastase olarak da bilinen MMP-12, ¢oziinmiis

elastini, hem katalitik hem de hemopeksin bolgeleri ile etkileserek degrade eder

(Van Doren, 2015).

2.1.2.4 Fibronektin

Glikoprotein yapisinda bir proteindir. Kollajen salgilayan hiicrelerde

sentezlenir.

Ekstraselliiler matrikste kollajen ve proteoglikanlar, fibronektine bagli olarak
bulunur. Fibronektine baglanma ‘RGD’ yapisit (arginin, glisin, aspartik asit)
iizerinden olur. Fibronektin, ESM'nin karmasik bir bilesenidir. Fibroblast

biiyiimesini, yayilmasini, migrasyonunu arttirir (Gildner et al., 2014).

Fibronektin, yara iyilesmesinde ve ekstraselliler matriks (ESM)
organizasyonunda ve ESM’nin stabilitesinde kritik bir rol oynamaktadir. /n vitro
caligmalarda fibronektinin kollajen I'in ve diger yapisal proteinlerin ESM igerisinde
tutunmasinda gerekli oldugunu ortaya koymustur (Sottile and Hocking, 2002).
Fibronektinin, kollajen fibrillerin olgun kollajen liflerine kovalent c¢apraz
baglanmasindan sorumlu lizil oksidazin (LOX) proteolitik aktivasyonunu
diizenledigi de gosterilmistir. Fibronektin yoklugunda, LOX'in katalitik aktivitesi

dramatik olarak azaltilir ve daha az olgun kollajen matriksleri elde edilir.



Fibronektinin fibroblast araciligiyla kollajen kontraksiyonunda rol oynadig1 in vivo

olarak gosterilmistir (Sethi et al., 2002).

2.2 Deri Yaslanmasi

Deri yaslanmasi patogenezi tam olarak anlasilmayan derinin fonksiyonu ile
goriintiistinii etkileyen progresif seyreden oldukca karmasik dejeneratif bir siiregtir.
Cilt yaslanmasi, dogal bir insan '"yaslanma mozaigi"nin bir parcasidir
(Ganceviciene et al., 2012). Artan kirisiklik, sarkma ve gevseklikle kendini gosterir.
Intrensek (kronolojik, dogal yaslanma) ve ekstrensek (digsal yaslanma) olmak iizere
2 farkli sekilde gergeklesir (Kammeyer and Luiten, 2015). Ekstrensek yaslanma
genellikle giines hasarina bagli oldugu i¢in fotoyaslanma olarak da bilinir (Sekil
2.2).

Cilt yaslanmasi ile birlikte; hiicresel DNA onarim kapasitesinde azalma,
telomerlerin kaybi, ekstraniikleer mitokondriyal DNA'nin nokta mutasyonlari,
oksidatif stres, artan kromozomal anormallikleri, tek gen mutasyonlari, , kronik
inflamasyon, vb. gibi durumlar artmaktadir. Intrensek faktoriin cilt yaglanmasina
katkist %3 diir. Gilinlimiiziin sosyo ekonomik kosullarindan kaynaklanan sigara,
dengesiz beslenme, alkol ve diger cevresel faktorler gibi ekstrensek yaslanmayi

olusturan faktorlerin ise % 97 oraninda katkisi vardir (Zhang and Duan, 2018).

ESM igerinde bulunan matriks metalloproteinaz (MMP) enzimlerinin
aktivitesi azalan MMP inhibitorlerine (TIPMP) baskin hale gelir (Millis et al,
1992). Yasla beraber 6zellikle kollajen 1 ve 3 diizeyinde yilda %1 oraninda kayip
olmakta ve kollajenler diizensiz bir sekilde organize olmaktadirlar (Ganceviciene et
al., 2012).
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¥ 3
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t intrensek yaslanma t Ekstrensek yaglanma DNA & mit-DNA
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Sekil 2. 2 Kronolojik ve fotoyaslanmanin hiicresel ve molekiiler mekanizmalar {izerine
etkileri. Pro-inflamatuar Transkripsiyon Faktorii NF-kappB (NFkappaB),
Aktivator Protein-1 (AP-1)/ Transforming Growth Factor beta (TGFP) 'dir

(Lephart, 2016).
Ekstrensek yaslanma, ultraviyole etkisi ile goriilen degisikleri igerir.
Ultraviyole-A (UVA) dermal degisikliklere, ultraviyole-B (UVB) ise epidermal

degisiklere yol acarak foto yaslanmada etkili olmaktadir.

Yaslanmaya en fazla maruz kalan epidermistir. Cevre uyarilarini da
yakalayan karmagik bir sistem olan epidermis; keratinositler, melanositler,
Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleri gibi ¢esitli hiicre tilirlerinden olusur
(Boulais and Misery, 2008). Keratinositler, epidermal hiicrelerin% 80-95'ini
olusturan en bol hiicre ¢esididir (Lorencini et al, 2014). Yasla beraber epidermal
hiicrelerin yenilenme hizinda ilerleyici bir azalma vardir. Geng yastaki ciltte
yaklagik 28 giin siiren epidermal biiylime, yaslilarda 40-60 giin siirer. Yavas dongi
epidermiste inceltmeye neden olur ve yaslanmis cildi ortaya ¢ikarir (McCullough

and Kelly, 2006; Ramos-e-Silva et al., 2013).



Cilt yaslandikca, epidermal bagisiklik savunma sistemini uyaran ajanlar
belirgin degisiklikler gegirirler: Langerhans hiicresi sayisi, fonksiyonel yetenekleri
diger. IL-1'in (Interlokin 1) sekresyon seviyesi azaltilir, mitotik kapasiteyi ve

epidermal lipit sentezini etkiler (Hachem et al., 2005; Tzaphlidou, 2004).

Kronolojik yaslanma, dermisin kollajen {iretme kapasitesini azaltarak,
fibroblast metabolizmasini1 degistirir. Yaglanma sirasinda, kollajen fibrillerinin
genislemesi cildin esnekligini azaltir (Levakov et al., 2012). Dermal fibroblastlar,
dinamik ve farkli bir hiicre populasyonudur. Kollajen liflerini iiretiler. Dermal
matrikste elastin ve fibronektin ile iletisim halindedirler (Bogdanowicz et al.,
2016).

Bir doku yaslandik¢a, cadherin, katenin veya okludin gibi birlesme
proteinlerinin seviyeleri azalir ve bu kayip hiicreler arasindaki bosluklarin ortaya

¢ikmasina ve doku biitiinliigiinii tehlikeye sokar (Sekil 2.3).

histoloji GENC CILT histoloji YASLI CILT

kollajen ] fibroblast

Sekil 2. 3 ;EOSll\él)’de geng ve yaslt cilt arasindaki farkliliklarin gosterilmesi (Pure Skin Care,

Yaslanmis fibroblastlar tipik olarak yiiksek seviyelerde fibronektin, MMP’
lar, biliyiime faktorleri, interlokinler ve sitokinlerin yani sira yliksek diizeyde
plazminojen aktivator inhibitorii (PAI) ve mitokondriyal iligkili reaktif oksijen
tirleri (ROS) eksprese ederler. Bunun sonucu olarak meydana gelen kronik
inflamasyon ve artmig MMP'lar, PAI ve ROS kombinasyonu ile elastin aginin
biitlinliigiinli bozar ve kollajen fiber agin1 degistirir. Yine de, bir paradoksik olarak,
yaslanan bir dokuda, kolajen lifleri siklikla uygunsuz bir sekilde glikozasyon

yoluyla ¢apraz baglanir. Bu anormal mekanik durum ESM organizasyonunu ciddi
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sekilde tehlikeye atabilir ve potansiyel olarak kanser gibi yasa bagli hastaliklar
tesvik edebilir (Dunaway et al., 2018).

Epidermal keratinosit ve dermal keratinositlerden salgilanan matriks
metalloproteinazlar1 (MMP), ekstrensek ve intrensek yaslanma da kollajenlerin,
elastin ve fibronektin proteinlerinin yikimindan sorumludurlar. MMP seviyeleri,
sitokin salinimi, UV ve oksidatif stres gibi ¢esitli uyarilar sonucunda artar ve
deride, kirisiklik, sarkma gibi gesitli sekillerde kendini gosterir (Vincetti et al.,
2002).

2.2.1 Ekstraselliiler matriks yapis1 (ESM)

Cildin hiicre dis1 elemanlarin1 olusturan, hiicrelerarast boslukta doku
biitiinligi ve homeostazindan sorumlu olan yap1 Ekstraselliiller Matriks (ESM)
olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.4). Ekstraselliiler companentleri, fibril olusturan
yapisal molekiiller, fibril olusturmayan yapisal molekiiller ve matrikeliiler

proteinleri olusturur (Jarvelainen et al., 2009).

Fibril olusturan molekiiller, ESM’nin ii¢ boyutlu yapisinin olugmasindan
sorumludurlar. Kollajen kuru deri agirligmin % 77°sini olusturan fibriller
proteindir. Fibrin, fibronektin, vitronektin, elastin ve fibrillinde fibriller proteindir.
Fibriller olmayan yapilar olan proteoglikanlar ve glikosaminoglikanlar (GAG'lar),
deriye dinamik ve osmotik alan olustururlar (Briquez et al., 2015). Fibriller
proteinler, derinin sertligi ve elastikiyetininden sorumlu iken, interstisyel
boslugunun ¢ogunlugunu dolduran, proteoglikanlar ve GAG'lar, derinin hidrofilik
dogasinin, hidrasyon ve tamponlama kapasitesinin olusmasindan sorumludurlar.
Derideki en bol proteoglikanlar arasinda hiyaliironan (HA), dekorin, versikan ve

dermatopontin bulunur (Carrino et al., 2000).
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Sekil 2. 4 ESM yapis1 (Aamodt and Grainger, 2016).

Matrikeliiler proteinler, ESM'nin mekanik yapisina 6nemli 6l¢iide katkida
bulunmayan, fakat otokrin veya parakrin hiicre-matris etkilesimine yardimci olan
molekiillerdir. Matrikeliiler proteinler, osteopontin, asidik ve sistein bakimindan
zengin (SPARC) (osteonektin olarak bilinir), tenascin-C, fibulinler ve CCN dir
(Tracy et al., 2016).

2.3 Matriks Metalloproteinazlarin Yapis1 (MMPs)

MMP'larin hiicre i¢cinde bulunmasina ve hiicre i¢i proteinlere karsi aktiviteye
sahip oldugunun bilinmesine ragmen MMP'lar ESM proteinleridir. Tipik MMP,
birka¢ farkli alandan olusur. Bu alanlar 6n alan, propeptit, katalitik etki alan1 ve
hemopeksin alanlarindan olusur (Sekil 2.5). MT-MMP'larda (membran tipi) 6n alan
yoktur. Genellikle yaklasik olarak 80 aa'dan olusan propeptit alan1 ayrica yliksek
oranda korunan sekans PRCGVPDV a.a’leri igerir. Katalitik bolge yaklasik 170
aa'den olusur ve ¢inko selasyonu ic¢in gerekli olan korunmus {ii¢ histidin sekansi
icerir. Tipik bir MMP, degisken uzunluktaki bir eklem (hinge) bdlgesi ve yaklasik
200 a.a'lik hemopeksin alan1 olarak bilinen bir baglayici peptit igerir. Hemopeksin,
diger MMP'ler ve TIMP (metallopeptidaz inhibitor) ile etkilesimler i¢in gereklidir.
Istisnalar arasinda MMP-7 (matrilisin-1), MMP-26 (matrilisin-2) ve MMP-23
bulunur. Bunlar eklem bolgesini ve hemopeksin bolgesini icermezler. MMP-23'lin
benzersiz bir sistein bakimindan zengin alan ve immiinoglobulin alani vardir.

Aktiviteleri igin tipik MMP'ler, katalitik bolgedeki ¢inko iyonunu ve proteolitik
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aktivasyonu gerektirir, ¢linkli bunlar inaktif zimojenler olarak sentezlenir (Yadav et

al., 2014).

In ‘ [ ‘
Sinval Peptit Katalitik bilge Hinge bélgesi
Hemopeksin Zn  Cinko ivonu

Propeptit henzeri bilge

Sekil 2. 5 MMP domain genel yapisi (Agata et al., 2016).

2.3.1 insan makrofaj metalloelastaz (MMP-12) [EC 3.4.24.65]

Insan makrofaj metalloelastaz (MMP-12), embriyonik gelisim, iireme, hiicre
gocli ve dokunun yeniden bi¢cimlenmesi gibi siireclerde ESM bilesenlerini bozan

MMP lar, metisinkinlerin ¢inko proteinaz ailesinin bir alt sinifinin bir tiyesidir.

MMP-12, elastin, fibronektin, kollajen 1V, laminin, entaktin, kondroitin stilfat
ve heparan siilfat dahil olmak tizere genis sayida ESM bilesenlerine kars1 aktiftir.
MMP-12; al- antitripsin, kollajen (tip I, V ve 1V), jelatin, elastin, fibronektin,
vitronektin, laminin, entaktin, osteonektin, decorin, aggrecan, biglikan, fibrillin,

miyelin temel proteini, fibrin, fibrinojeni degrade eder (Wu et al., 2000).

Erigkin dokuda makrofajlar MMP-12'nin ana kaynagidir. Cesitli ¢alismalar
MMP-12'nin enflamatuvar siireglerde rol oynadigmi ve dokularin yeniden
sekillenmesine ve doku yikimmna katkida bulundugunu gostermistir. MMP-12

ayrica elastolitik alanlarin yeniden sekillenmesine de katkida bulunur.

2.3.1.1 insan makrofaj metalloelastaz yapisi (MMP-12)

MMP-12, diger MMP'ler ile ortak yapisal alanlar1 vardir. En yakindan iliskili
insan matriks metalloproteinazlari, her biri MMP-12 ile % 49 6zdeslige sahip

stromelisin-1 (MMP-3) ve interstisyel kollajenazdir (MMP-1). MMP-12


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/macrophage-elastase
https://www.nextprot.org/term/3.4.24.65
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/macrophage-elastase
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/embryogenesis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cell-migration
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cell-migration
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cell-migration
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cell-migration
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/elastin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/fibronectin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/laminin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/entactin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/chondroitin-sulfate
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/heparan-sulfate
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/macrophages
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/macrophage-elastase
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proenzimin molekiiler kiitlesi 54 kDa'dir ve ii¢ alandan olusur. N-terminal proenzim
alan1 I (9 kDa + kisa sinyal peptidi), proenzim formlarindaki ¢inkoyu koordine eden
yiiksek Ol¢iide korunmus bir sistein kalintisi igerir (Sekil 2.6). Alan II, ¢inko
baglayict HExxHxxGxxH sekans motifini igeren katalitik alandir (22 kDa) 'dir. Bu
alani, vitronektin ve hemopeksine karsi sekans homolojisi gosteren "hemopeksin
benzeri" C-terminal alan1 11 (23 kDa) takip eder (Nar et al.,2001; Maskos, 2005).

Sekil 2.6 MMP-12'in ii¢ boyutlu yapist. Katalitik (CAT) etki alan1 saridir, baglayici /mentese
mavidir ve hemopeksin (HPX) alan1 kirmizidir. Yapt MMP-1'in X-151m

kristalografik analizlerine dayanmaktadir (Ndinguri et al., 2012).
54 kDa MMP-12 proenzim, diger tiim matriks metalloproteinazlar gibi, N-
terminal prosekansinin kaybi ile aktif bir 45 kDa enzim birakilarak aktive edilir. Bu

aktif MMP-12, daha sonra C-terminal hemopeksin benzeri alanin kaybiyla olgun

bir 22 kDa tiirtine kolayca islenir.

MMP ailesinin birka¢ iiyesinin katalitik alaninin yapilart yakin zamanda
aydinlatilmistir. Yapisal calismalarda, S1’ alt-alaninin MMP'ler de en iyi
tanimlanmis bolge oldugunu ve biiylik Ol¢lide degisen bir hidrofobik bolgeden
olustugunu ortaya koymaktadir. S1g S1' bolgelerine sahip MMP-1 ve MMP-7, P1'
pozisyonunda kiigiik hidrofobik amino asitleri tercih eder. Tersine, derin S1'
bolgelerine sahip olan MMP-3 ve MMP-8, benzer verimlilikte biiyiik ve kiigiik P1’

amino asitleri barindirabilir (Shapiro, 1994).

Aktif bolge, S1'S1" ad1 verilen bir dongii bdlgesi harig, MMP'lar arasinda
korunmaktadir. MMP'larin aktif bolgelerindeki S1'S1' bolgesi hem sekans hem de


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/n-terminus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cysteine
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/vitronectin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hemopexin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/c-terminus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hemopexin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mmp1
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mmp7
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mmp3
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sekil olarak MMP'lar arasinda biraz farklilik gosterir (Ramezani and Shamsara,

2018).

2.4 MMP inhibitér Tasarim

Hesaplamali tasarim ve yonlendirilmis evrim (Directed Evolution-DE) gibi
protein miihendisligi (Protein Engineering-PE) metodolojilerinin gelistirilmis ve
/veya yeni kapasitelere sahip proteinlerin iiretimi i¢in son derece degerli oldugu
kanitlanmistir. Bu metodolojiler, prekiirsoriin protein bazli bir inhibitér oldugu
hemen hemen her galisma ile birlestirilebilir (Whitehead et al., 2001). PE, sadece
genis veya az fayda saglayan proteinler liretmek icin degil, aynt zamanda, ilgi
konusu proteinin biyofiziksel ve biyokimyasal egilimlerini ve biyolojik sistemdeki
benzersiz rolinii incelemek icin de bir arag olarak da kullanilabilir. Enzim-substrat
spesifitesi, protein-protein etkilesimleri ve protein evrimine anlamli bir bakis agisi
saglar. MMP'larin in vitro inhibisyonunun son derece zor oldugunu ve substrat
bazli peptidomimetik inhibitorler gibi dogrudan inhibisyon tekniklerinin, yiiksek
yapisal homoloji ve ¢apraz reaktivite nedeniyle MMP ailesi ile uyumlu olmadigi

gbzlenmistir (Cathcart et al., 2015).

Proteazlar1 ve daha spesifik olarak MMP’leri inhibe etmek i¢in en yaygin
strateji aktif bolgede ki ¢inkonun hedeflenmesidir. Geleneksel olarak inhibitorler,
katalitik yarigin hedeflenmesi, ¢inko iyonunu baglamak ve sonu¢ olarak enzimi
inaktive etmek i¢in substrat bazli bir peptit omurgas: ve ¢inko baglama grubu
(ZBQG) ile tasarlanmistir. Mekanik olarak, inhibitdr enzimi bagladiginda, ZBG'nin
tipine gore c¢inko iyonunu baglar. Bu amagla, hidroksamat, karboksilat,
aminokarboksilat, fosfinat ve siilfhidril gruplari gibi birka¢ ZBG kullanilmustir.
Ayni peptid omurgasi iizerindeki ZBG repertuarindaki ¢esitliligin yaninda gecis
durumu analoglarinin ve ortak bir MMP tiinel benzeri yapisal bir motif olan S1'
boslugu gibi MMP'lardaki ortak 6zellikleri hedefleyen yeni bilesiklerin substrat
seciciligi i¢in 6nemli oldugu diistiniilmektedir (Overall and Kleifeld, 2006).

Marshall (2015) ve arkadaslar1 son zamanlarda MMP-9 i¢in, AB0041 ve
ABO0046 olmak {izere secici ve giicli allosterik inhibitér antikorlarinin

gelistirildigini bildirmistir. Her iki antikor da rekabet¢i olmayan inhibisyon
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https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/thiol
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mmp9
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ozellikleri ile birlikte yiiksek afinite ve etki gosterir. Ilging bir sekilde, bu antikorlar
tercihli baglanma sergiler. AB0041 sadece insan veya fare MMP-9'u ile baglanirken
AB0041 sadece fare MMP-9'u ile baglanmistir. Bu fenomen, arastirmacilarin her
bir antikorun baglanma epitopunu haritalandirmasin1 saglamstir. 11k dnce, baglayici
bolgeyi hemopeksin bolgesi olarak degil pro-cat bolgesi olarak belirlemiglerdir.
Daha sonra nokta mutasyon analizi, baglanma bolgesinin, aktif bolge cinkosu
civarinda oldugunu, ancak substrat baglayici bolgelere miidahale etmedigini ortaya

cikarmistir (Marshall et al., 2015).

Galvez ve arkadaslar1 (2001) MT1-MMP'nin diizenleyici ekzositlerini hedef
alan bir dizi monoklonal antikor tiretmistir. Bu antikorlar yapisal homolojiyi agarak
MT1-MMP'ye 6zel katalitik alanin acik dongiilerine kars1 hedeflenmistir ve sonug
olarak {iiretilen antikorlarin ailenin diger {iyeleri ile ¢apraz reaktivitesi saglanmistir.
Antikorlarinin MT1-MMP katalitik aktivitesini oldukca spesifik bir sekilde inhibe
ettigi gosterilmistir. Ayrica, anti-anjiyojenik 6zelliklere ve tiimdr hiicresi invazyon

ozelliklerine kars1 bir inhibitor etkisine sahiptirler.

2.4.1 MMP-12 inhibitor tasarimi

MMP inhibitorlerinin gelisimi, spesifiklik eksikligi ve hedef dis1 etkiler
nedeniyle hiisrana ugramistir. Daha yakin zamanlarda, inhibitdr tasariminda,
spesifiteyi gelistirmek i¢in ikincil baglanma bolgeleri (ekzositler) olarak kabul
edilmistir. MMP-13"in katalitik (CAT) bolgesinde, CAT veya MTI1-MMP'nin
hemopeksin benzeri (HPX) bolgesinde ve MMP-2 ve MMP-9'un kollajen baglama
alan1 (CBD) icinde ekzositleri baglayan kiiciik molekiiller ve peptitler

gelistirilmistir.

Antikor bazli yaklasimlar, MMP-9 ve MT1-MMP i¢cin CAT alan ekzositlerini
hedefleyen segici inhibitorlerle sonuglanmistir. Tasarim siirecine disaridan
baglanmayi iceren ¢esitli geleneksel olmayan yaklasimlar, MMP ailesi i¢inde arzu

edilen secicilikler ile inhibitorler saglamistir (Fields, 2015).

Kombinatoryal peptit kiitliphanesi kullanarak Xu ve ark. (2007), MMP-2

kollajen baglama alaninin (CBD) al (I) kollajen zincirinin kisa bir boliimiinii
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bagladig1 belirlenmistir. Daha spesifik olarak, Cys-Gly-Ala-Hip-Gly-Ala-Hip-Gly-
Ser-GIn-Gly-Ala (Hyp = 4-hidroksiprolin olan P713 olarak adlandirilan), bir MMP-
2 aktivitesi inhibitorii olarak tanimlanmistir. P713, MMP-2 jelatin yarilmanin
%90'm1 (~ 30 pM'un IC50 ) inhibe etmistir ancak baglanma i¢in CBD
gerektirmeyen bir peptid substrati iizerindeki MMP-2 aktivitesinin %20'sinden daha
azin1 inhibe etmistir. MMP-2'ye kars1 spesifiteyi incelemek i¢in, MMP-8 ile
karsilagtirmali inhibisyon analizleri yapilmistir ve MMP-8 aktivitelerinde higbir

degisiklik gozlenmemistir.

Secici inhibitdr tasariminda kullanilabilen matriks metalloproteinaz (MMP)
alt tipleri arasindaki ana yapisal farkliliklar vardir. MMP-12, MMP-8'e benzerdir
ancak S1’ bolgesi daha hidrofobikdir (Dorman et al., 2010).

Oldukga segcici MMP inhibitorlerini tanimlamak i¢in fosfinik peptit
kiitliphaneleri hazirlanmistir. Fosfinik peptitler iyi bir gecis durumu mimikleridir
ve farkli sekilde giiglii ¢inko metalloproteinaz inhibitorleri olarak davrandiklar
gosterilmigtir.  MMPlerin  S1' bosluguna giren, PI1' pozisyonunda ¢esitli
siibstitiientleri barindiran fosfinik peptitlerin hazirlanmasint miimkiin kilan bir
kimyasal strateji kullanilmistir. Bu strateji, P1' pozisyonunda ikame edilen
izoksazol yan zincirleri gosteren fosfinik peptitlerin hazirlanmasi i¢in tek bir
adimda degistirilebilir ortak bir prekiirsér kullanimma dayanir. Bu tiir fosfinik
peptitlerde izoksazol halkasi, derin bir bosluga karsilik gelen MMP'larin S1' alt
bolgesi ile etkilesime girebilen gesitli kimyasal gruplarin dogru oryantasyonunu
yansitacak sekilde sert bir iskele olarak kullanilir. Bu stratejiye dayanarak, P1'
konumunda dort farkli izoksazol yan zincirini ihtiva eden dort fosfinik peptit
kiitliphanesi inhibitorlerin P2’ ve P3’ pozisyonlarinda ek kimyasal cesitlilik

eklenerek hazirlanmistir (Devel et al., 2010).

Bu kiitiiphanelerin 10 farkli MMP'ye kars1 taranmasi, MMP-12'nin yiiksek
orandaki segici inhibitdrlerin belirlenmesine olanak saglamistir. Ozellikle, MMP-
12'nin akciger alveolar duvardaki elastinin yok edilmesinde ve amfizem
patogenezinde 6nemli bir rolii oldugu 6ne siirilmiistiir. Bu nedenle, ilgi ¢ekici bir

terapotik hedeftir (Devel et al., 2006).
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2.5 MMP’larin Cilt Yaslanmasindaki Rolii

Insan cildinin yaslanmasi, zamanin gegisinden (icsel veya kronolojik
yaslanma) veya g¢evresel etkilerden (digsal yaslanma) kaynaklanabilir. Cildin igsel
yaslanmasi, yaslanana kadar (>70 yas) kiiciik histolojik degisiklik gosteren
pliriizsiiz ve ince kirigiklar halinde ortaya ¢ikarak birkag¢ klinik degisiklige neden
olur. Bu etki, kollajen ve elastik lifler azalmasiyla dermal ESM'nin genel atrofisini

gbzler Oniine serer.

Intrinsik kutandz yaslanma, esas olarak elastik lifleri etkileyen yavas,
spontan, ilerleyici, kiimiilatif ve degredatif bir siirectir. Digsal yaglanmada ise bu
yavas seyir, MMP'lar (ve diger proteinazlar) tarafindan yillardan saatlere kadar
enzimatik olarak hizlandirilabilir. Hem dissal hem de i¢sel yaslanmada kutandz

MMP'larin yiiksek seviye ve etkinlikleri gosterilmistir (Cole et al., 2018).

Dermal fibroblastlar, ciltte olusan dermal matriks doniisiimiinii de igerecek
sekilde calisan dinamik ve farkli bir hiicre popiilasyonudur. Bunlar, kutandz yara
onariminda ve biyo-miihendislikte Onemli bir rol oynar. Ayrica, dermal bag
dokusunun eksraseliiler matriskin (ESM) ana bileseni olan kollajen lifleri
iretebilirler. Bunun yaninda, kollajen agma bagli fibroblastlar, epidermis igin
dermal destek saglar ve dokularda elastik ozellikler olusturur. Hiicre-ESM
etkilesimleri, deri iizerindeki normal homeostasis, yaslanma, yara iyilesmesi ve

hastaliklari etkilerler (Tracy et al., 2016).

Elastik lifler, dmiir boyu elastik islevi korumak i¢in tasarlanmistir. Bununla
birlikte, MMP'lar ve serin proteazlar gibi ¢esitli enzimler, elastik lif molekiillerini
bolebilirler. Elastik liflerde par¢alanma ve katilasma nedeniyle olusan elastikiyet
kaybi, bag dokularmin yaslanmasinda oOnemli bir faktordiir. Cildin foto
yaslanmasinin erken safhalari, elastik lif proteinlerinin diferansiyel bozunmasi ile
karakterize edilirken, ESM proteazlarinin etkinligi giines 1sinlarina maruz kalmis

deride artmaktadir (Bogdanowicz et al., 2016).

MMP'lar cildin hem digsal hem de i¢sel yaslanmasinda dnemli katilimcilardir

(Fisher et al.1996). Insan cildinin diisiik doz UVB 1s1nina maruz kalmasindan sonra
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ilk kez MMP ekspresyonunun in vivo artisi ve etkinliklerini gostermistir. MMP
ekspresyonunun uyarilmasi hem keratinositlerde hem de fibroblastlarda

transkripsiyon faktorleri AP-1 ve NFxB'nin upregiilasyonu yoluyla meydana

gelmistir (Lephart, 2016).

MMP-1, ciltteki iki biiyiik fibril olan, tip I ve III kollajenlerini olusturan
molekiillerden olusan kollajen ti¢lii sarmalin yarilmasini baslatabilen tek enzimdir.
MMP-3 ve -9, sadece MMP-1 tarafindan baslatildiktan sonra dermal fibriler
kollajenleri (tip I, III ve V) yikabilirler (Sardy, 2009).

Hem digsal hem de igsel yaglanmada, kutanoz MMP'lerin yiiksek seviye ve
etkinlikleri kanitlanmistir. 18-29 yas grubu ile karsilastirildiginda, giinese karsi
korunan ciltte 60 yasin iistiindeki hastalarda MMP-1, -2 ve -9'un 6nemli derecede
yiiksek oldugu bulunmustur. Paralel olarak, yash cildin hem normal deride hem de
akut yara onarmmi sirasinda azalmig TIMP seviyeleri igerdigi bulunmustur.

(Ashcroft et al.,1997).

2.5.1 Cilt yaslanmasinda MMP 12’nin rolii

Makrofaj metalloelastaz (MMP-12); ekstraseliiler olarak salgilanan ve
makrofajlar, endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri, kornea epitel hiicreleri,
osteoklastlar ,kondrositler ve fibroblastlar gibi birkag hiicre tipinde eksprese edilen
MMP'larin bir {iyesidir (Narimiya et al., 2017). MMP-12; elastin, kollajen tip 1V,
fibronektin, laminin, jelatin ve vitronektin dahil olmak {izere birgok ESM proteinini

degrade eder (Hiller et al., 2000; (Ramezani and Shamsara, 2018).

MMP-12'nin, tip IV ve tip V kollajenlerini degrade eder. Son zamanlarda
yapilan bir ¢alismada insan derisindeki tip | ve tip Il kollajende MMP-12 aracili

boliinme tiriinleri tespit edilmistir (Amar et al., 2017).

MMP-12'nin CAT bolgesi, 33° C'de tip I ve III kollajenlerini yikar. Burada
klasik bolinme alaninda ve bir¢ok baska dizide hidroliz olusur. MMP-12'nin,
ozellikle UV 1sinlarina maruz kalma gibi faktorlere yanit olarak deride eksprese

oldugu bilinmektedir. Elastin gibi ESM'nin diger bilesenlerini degrade ederek bazi
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hastaliklarin olugsmasinda rol oynamistir. Ancak, MMP-12, 6zellikle tip I kollajene
kars1 kollajenaz olarak diisiiniilmediginden birkag ¢alisma haricinde MMP-12'nin
kollajen yikimi sirasindaki rolii kismen arastirilmamistir. Bu c¢alismalarda bile,
diger kollajenazlari uyararak MMP-12'nin kollajen tip I'i dogrudan veya dolayl
olarak bozup bozmadig1 konusunda siiphe vardir. Ornegin, MMP-12'nin MMP-2 ve
MMP-3'in in vivo etkinligini katalize ettigi bilinmektedir (Taddese et al., 2010).

Arastirmacilar MMP-12'nin kemokinleri ve diger ekstraseliiler proteinleri
sindirerek elastolizini dolayli olarak etkileyebilecegini 6ne stirmiislerdir. Elastin
fibrilleri iizerinde biriktirilen MMP-12, plazminojen yoklugunda elastini sindirmek
icin gerekli olan MMP'dir (Van Doren, 2015). Kemokinler ve ¢ok sayida non-

matriks proteinler, MMP-12'nin fizyolojik substratlar1 olarak tanimlanmustir.

Fibronektin (FN); hiicre yapismasi, biiyiimesi, gocii ve farklilagmasi gibi
bircok hiicresel fonksiyondan sorumlu olan ¢esitli fizyolojik ligandlara ve
reseptorlere baglanan bir glikoproteindir. FN, normal kartilajda ESM'nin kiigiik bir
bilesenidir ve ESM dongiisiiniin bir pargasi olarak bir dizi proteaz tarafindan FN
fragmentlerine (FN-fs) ayrilabilir. MMP-12'nin nétr pH'ta bozulmamis FN'yi
yiktig1 gosterilmistir (Zhang et al., 2012).

2.6 Cilt Yaslanmas1 Onlenmesi ve Tedavisi

Cilt yaglanmasi, insan “yaglanma mozaiginin” dogal bir bir pargasi olup
zamanla belirgin hale gelir ve farkli organ, doku ve hiicrelerdeki farkli yoriingeleri
takip eder. I¢ organlarin yaslanma belirtileri gozle goriilemezken, cilt gegen

zamanin ilk belirgin isaretlerini gosterir.

Cilt yaglanmasi, endojen veya igsel faktor (genetik, hiicresel metabolizma,
hormon ve metabolik siirecler) ve eksojen veya digsal faktorlerin (kronik 151k
maruziyeti, Kirlilik, iyonize radyasyon, kimyasallar, toksinler) kombinasyonu ile
olusan karmasik bir biyolojik siirectir. Bu faktorler, her cilt tabakasindaki kiimiilatif
yapisal ve fizyolojik degisiklikler ile ilerleyen degisimlere ve ozellikle giinese
maruz kalan cilt bdlgelerinde cilt gériiniimiindeki degisikliklere neden olur. Ince ve

atrofik, ince kirigikliklara sahip ve kuru sekilde igsel olarak yaslanmis cildin aksine,
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giines 1sinlar1 sebebiyle yaslanmig cilt tipik olarak kalinlagmis bir epidermis,
benekli renk degisimi, derin kirigikliklar, gevseklik, donukluk ve piiriizler ile
kendini gosterir (Hoenig, 2017).

Icsel yaslanma kagmilmazdir ve atrofi, fibroblast rediiksiyonu ve ince kan
damarlar1 ile sonuglanir. Kollajen sentezi yasla birlikte azaldigi i¢in kollajen bu
durumdan ozellikle etkilenir. Ayni sekilde elastin de yasla birlikte azalir. Dis
kaynakli yaslanma, oncelikle UV hasarinin etkilerinden kaynaklanir. Diger
nedenler arasinda sigara kullanimu, kirlilik ve kotii beslenme gibi ¢evresel faktorler
bulunmaktadir. Bu tip hasarlar kollajen ve elastinin degradasyonunu artirir.
Yaglanan deri; ESM proteinlerinde azalma, artan kollajen yikimi ve azalmis
fibroblast ile kendini gosterir. Ayrica, bagisiklik, yara onarimi ve lif sentezinde

azalma de goriilmektedir (Naylor et al., 2011).

Digsal yaslanma, MMP lari etkinlestirir ve serbest radikallerin iiretimine yol
acar. MMP'larin bu etkinligi ayrica ESM bozunmasina yol agar. Ayrica serbest
radikaller; TIMP leri doku inhibitorlerini inhibe eder. Kozmesdtiklerin amaci,
yaslanmanin bu etkilerinden bazilarini hafifletmektir (Mora et al., 2016 ; Shin et al.,
2005).

Gilinese maruz kalarak yaslanan cilt, elastosiz ile karakterize edilir. Giines
1sinlart sebebiyle yaslanan ciltteki kollajen iceriginin seyrek dagilimi ve azalmasi;
kolajen {tiretimi ayni olsa dahi ¢esitli matriks metalloproteinazlar, serin ve diger
proteazlar sebebiyle artan kollajen yikimina bagli olabilir. Yash ciltte kollajen

diizensiz ve dagmik goriinir.

Basaril1 yaglanma' paradigmasi, saglikli ve aktif yasam sekline odaklanmakta,
yaglanmanin geleneksel olarak bir hastalik donemi olarak kavramsallagtirilmasina
kars1 ¢ikmakta; cilt, yliz ve viicut iizerindeki yas isaretlerini en aza indirgemeye
denk tutulmaktadir. Bu agidan, onleyici estetik dermatoloji saglikli yaslanma
istegini destekleyebilir ve 6zellikle cilt kanseri olmak iizere belirli cilt hastaliklarini
tedavi edebilir veya Onleyebilir. Lokal ve sistemik tedavi ydntemlerini, arag
gereglerini ve invaziv prosediirleri birlestirerek cilt yaslanmasini geciktirebilir

(Mora et al., 2016).
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Cilt yaglanmasii geciktirici bir tedavinin baslica 6zelligi, saglikli, piiriizsiiz,
lekesiz, yar1 saydam ve esnek bir cilde ulasmaktir. Klinik uygulamalarda, “daha iyi
goriinmek”, “daha gen¢ goriinmek” anlamina gelmez. Bu nedenle hastalarin tiim
isteklerini anlamak ve tim tedavi tekniklerini bilerek en tatmin edici sonuglari
verecek tedavi yontemine yonlendirmek ¢ok dnemlidir. Bireysel durum igin strateji
secilmeden Once yas, daha Once uygulanan islem veya ameliyatlar, genel saglik
durumu, cildin tiirli, yasam tarzi ve diger bir¢cok faktdor gOz Onilinde

bulundurulmalidir.

Istenen terapétik yaslanma karsit1 tedavi; cildi canlandirma ve genclestirme,
her cilt tabakasmin tek tek restorasyonu ve genel olarak bagisiklik, genetik,
duygusal durum, saglik durumu ve yasam tarzi gibi diger birgok faktoriin 15181nda
cesitli yontemleri birlestiren, siirekli ve adim adim uygulanan bir islemdir. Bu
inceleme, invaziv prosediirlerin kullaniminda en Onemli topikal ve sistemik

terapotik araglart ve egilimlerini vurgulayacaktir (Ganceviciene et al., 2012).

Etkili kozmesdtikler, etkilerini korurken bir yandan da stratum korneumun
icine niifuz edebilmelidir. Ayrica, cildin bariyer fonksiyonunu etkilemeden de
goriliniir faydalart olmalidir. Yeni kozmesotiklerde son donemde bir artis olmustur,
peptitlerin islevleri, sinirlar1 ve yararlari, biiyiime faktorleri, sitokinler ve bu
uriinlerde kullanilan kok hiicreler konusunda arastirmalar devam etmektedir
(Malerich S et al., 2014).

2.6.1 Topikal terapi

Topikal terapi, mikro ve makromolekiillerin deri igine girdigi yollar

acisindan;

1) Keratinositlerin hiicreler arasi bosluklarini isgal eden lipit matriks boyunca

hiicre i¢i yol,

2) Keratinositler boyunca transseliiler yol,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Malerich%20S%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=24267418
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3) Sag kokleri, yag bezleri ve ter bezleri yoluyla transappendageal yol olmak

iizere Ui¢ baslik altinda siniflandirilabilir:

Topikal triinlerin kokeni ise dort farkli tipte siniflandirilabilir (Desai et al.,
2010).

1) Sentetik (peptidler, seramidler, ¢ogu vitaminler) iiriinler.

2) Dogal kaynaklardan (botanik bitki 6zleri) ¢ikarilan / saflastirilan) tiriinler.

3) Fermantasyon ve hiicre kiiltiirli (enzimler ve kofaktorler, polisakkaritler ve

proteinler) gibi biyoteknoloji ile elde edilen iiriinler.

4) Hayvansal kaynaklardan elde edilenler (Lintner et al., 2010).

2.7 Kozmetik Peptitler

Peptit, peptit baglar1 ile baglanan bir grup aminoasittir. Kimyasal kompleks
lik a¢isindan, peptitler tipik kiigiik molekiillii kimyasallar ve daha biiyiik proteinler
arasindaki bir pozisyonu doldurur. Dogal olarak olusan peptitlerin, savunma,
bagisiklik, stres, biiyiime, homeostaz ve reprodiiksiyon dahil olmak iizere c¢ok
cesitli fizyolojik siireclerde sinyal / diizenleyici molekiiller olarak c¢ok c¢esitli
biyolojik rollere sahip olduklar1 bilinmektedir. Son zamanlarda, dermatoloji ve
kozmetik sektorii i¢in, ekstraseliiler matriks sentezi, pigmentasyon, dogal immiinite
ve inflamasyonda rol alan kisa, kararli ve sentetik peptitler gelistirmistir (Pai et al.

2017).

Sonug olarak, biyoaktif peptitler veya biyomimetik peptitler mevcut bilgiler
1s181nda ortaya cikarilmistir. Son birkag yil iginde dikkate deger derecede biyolojik
etkinlige sahip ¢esitli peptitler sentezlenmistir Peptitler kozmetik, terapotik ve
immiinolojiden gida bilimlerine kadar c¢esitli alanlarda kullanilabilmektedir.
Peptitler, ilac¢ sirketlerinin satiglarinin %10'unu olusturmakta ve bu da yilda 25
milyar Dolara denk gelmektedir. Peptitler oldukca hizli bir sekilde

ticarilesmektedir. 2017 yilina kadar, kiiresel kozmetik pazariin 42,8 milyar dolar1
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civarinda kar ettigi tahmin edilmektedir (Global Kozmesétikler Pazar Gorliniimdi,
2020)

Diger yandan, biyomimetik peptitler, fizyolojik peptitlere 6zdes bir amino asit
sekansina sahip olan, fakat biyoteknolojik olarak sentezlenen bilesiklerdir.
Reseptorler ile etkileserek biiytime faktorleri ve sitokinlerin etkinliklerini taklit eder

ve yaglanmanin yavaslamasi gibi klinik etkiler saglarlar (Gazitaeva et al., 2017).

Biyoaktif veya topikal peptitler ayn1 zamanda sentetik bilesiklerdir, fakat
bunlar cilt gecirgenligini, stabilitesini, ¢oziiniirliigiinii ve hiicre reseptorleri ile
etkilesimi arttirmak gibi halihazirda var olan fizyolojik islevleri iyilestiren modifiye
amino asit zincirlerinden olusur. Bunlar ayrica bazi dogal fizyolojik stirecler, belirli
peptitler ve protein fragmentlerinde bulunan spesifik aminoasit sekanslar1 ile
etkilesime girerek 0zel olarak uyarilir ve modiile edilir. Boylece, teknolojik
baglamda biyoaktif peptitler, farkli cilt kosullarinda klinik uygulamalara sahip
kozmetik sektorleri igin giderek iimit verici hale gelmektedir (Fields et al., 2009).

Biyomimetik veya biyoaktif olan bu sentetik bilesiklerin ¢oklu uygulamalari,
disfonksiyonlardan kaynaklanan cildin klinik yonlerini topikal olarak uygulamak,
onlemek veya azaltmak i¢in tasarlanmis formiilasyonlarda kullanildiginda
yaslanma, hiperpigmentasyon, viicut yagmin artmasit ve kirigiklik gelisimi i¢in
tedavi seceneklerini sunar. Bu peptitler ayrica kollajen ve elastinin sentezini de
stimiile edebilir, yara iyilesme hizin1 ve fibroblast proliferasyonunu artirir, biiylime
faktorleri ve hatta germe ve sikilagtirma araglar1 gibi davranabilir (Gazitaeva et al.,

2017).

Dogal ve sentetik peptitler ile farkli sentetik peptitler gelistirilmistir. Bakir
glisin-histidin-lizin (Cu-GHK), 1973'te Loren Pickard tarafindan gelistirilmistir.
80'lerin sonunda ilk bakir peptit, cilt bakim iiriinleri arasindaki yerini almistir. O
zamandan bu yana yapilan arastirmalar ve sektor; ekstraseliiler matriks sentezi,
pigmentasyon, dogustan gelen bagisiklik ve iltthaplanmada rol alan bir¢ok kisa,
stabil ve sentetik peptit gelistirmistir. Bu peptitler, kollajen uyarimi, yara
iyilesmesi, "botox benzeri" kirisiklik azaltma ve ayrica antioksidatif, antimikrobiyal

ve beyazlatma etkileri i¢in kullanilmaktadir (Rahnamaeian et al., 2015).



24

2000 yilindan bu yana, kozmesdtik tirtinlerdeki peptitlerin kullanimi carpici
bir sekilde artmistir ve bu farkli molekiiller hakkinda kapsamli bilgilerin yani sira
bunlarin kullanimlariin altinda yatan fizyolojik ilkeleri edinme ihtiyacin1 ortaya
koymaktadir. Bu molekiiller i¢in ticari potansiyel, 6zellikle kozmetik aktivitesi olan
(6rnegin, yaslanma karsiti, antioksidan, beyazlatici) peptit sekanslari i¢in oldukga

yiiksektir (Malerich et al., 2014).

Kozmetikte kullanilan bir¢ok peptit vardir. Peptidlerin klinik caligmalarla
kanitlanan etkinlikleri bilimsel dergilerde ¢ok fazla yer almamaktadir. Bazi klinik
caligmalar ¢ok az katilmci sayisiyla veya sadece tek bir caligma ile

gergeklestirilmistir.

Topikal kozmesotik peptitler (Cizelge 2.1); sinyal peptitleri, tasiyici peptitler,
norotransmitter inhibitdér peptitleri ve enzim inhibitdor peptitleri olarak

smiflandirilabilir (Schagen, 2017).
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Cizelge 2.1 Topikal olarak kullanilan peptitler.

Peptit Tipleri Peptit Isimleri

Karnosin, bakir tripeptid, trifloroasetil-tripeptit-2, tripeptit-10
sitriilin, asetil tetrapeptit-5, asetil tetrapeptit-9, asetil tetrapeptit-11,
Matrikinler tetrapeptid pkek, tetrapeptid-21, heksapeptit, heksapeptit-11,
palmitoil pentapeptit-4, palmitoyl tripeptide-3/5, palmitoyl
tetrapeptide-7, palmitoyl hexapeptide-12, palmitoyl oligopeptid,

Tastyict Bakar tripeptid, manganez tripeptid-1

Mimetik ndrotransmiter . . ’ . o
Asetil heksapeptid-3, Pentapeptid-18, Pentapeptid-3, Tripeptid-3

inhibe edici
Enzim inhibitori Soya fasulyesi, ipek fibroin ve Siyah piring oligopeptitleri
Yapisal protein sindirimi Keratin peptit

2.7.1 Enzim inhibitor peptitler

Enzim inhibitor peptitleri, dogrudan veya dolayli olarak enzimleri inhibe
eder. Soya oligopeptitleri, ipek fibroin peptidi ve piring peptitleri cilt hiicreleri
iizerinde etkilidir. Yukarida bahsedilen peptidler, tTAT-stliperoksit dismutaz gibi
enzimleri inhibe eder, hiyaliironan sentaz 2'yi uyarir veya soya oligopeptidleri

durumunda proteinazlari inhibe eder (Zhu et al., 2016).

Piring kepegi proteininin 6zel olarak islenmesinin ardindan, diisiikk molekiiler
agirlikli peptitler (<3000 Da) elde edilmistir. Siyah piring oligopeptitleri MMP
aktivitesini inhibe etmis ve insan keratinositlerinde hyaluronan sentaz 2 gen
ekspresyonunu doza bagh bir sekilde uyarmistir (Sim et al., 2007 ). Piring kepegi
proteini gii¢lii bir tirozinaz inhibitdr peptit kaynagidir. (Ochiai et al., 2016). Piring
kepegi biyoaktif bilesikleri ile tutulan niosomlar1 iceren formiilasyonlar, klinik

yaslanma karsit1 6zelliklere sahiptir (Manosroi et al., 2012).
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2.7.2 Yaslanma karsit1 olarak kullanilan ticari peptitler

Cesitli peptitler, kollajen homeostazini modiile ederek yaslanma siirecini
etkiler. Pentapeptid-3 (Lys-Thr-Thr-Lys-Ser, KTTKS), bir kozmetik ajan olarak
gelistirilen ilk oligopeptitlerden biridir. Bu peptit doza ve zamana bagli olarak tip I

ve tip III kollajen ve fibronektin iiretimini uyarmaktadir (Katayama et al., 1991).

Palmitoyl tripeptide-3/5 bir hiicre dis1 matriks proteini, trombospondin-1
etkilerini taklit eder (TSP-1). TSP-1 TGF aktivitesini artiran dogal olarak olusan bir
molekiildiir. Palmitoyl tripeptide-3/5, hayvan modellerinde ve insanda dermal
fibroblastlar hiicre kiiltiiri testlerinde, kollajen sentezini arttirdigi bulunmustur.

(Murphy and Poczatek, 2000).

Tripeptid-1 (glisil-I-histidil-I-lisin) ayrica palmitik asit ile konjuge edilmistir.
In vitro ve in vivo galismalar kollajen ve glikosaminoglikanlarin sentezini uyardig1

kanitlamigtir (Gorouhi and Maibach, 2009).

Enzimatik ¢alismalar, tripeptid-2'nin MMP-1, 3 ve 9’u inhibe ettigini ve foto
yaglanma ve kronolojik yaslanmada goriilen asir1 dermal matriks yikimini en aza
indirdigini  gostermistir.  Trifluorotripeptid-2  ayrica, disfonksiyon yapan
telomerlerin yani sira yaslanmay: indiikleyebilen progerin iiretimini azaltir. Bu
nedenle, bu peptit yaslanma siirecine dahil olan biyolojik mekanizmalar1 diizenler

(Loing et al., 2012).

Tripeptid-10 (izolosin ve lisin ile aspartik asit) cilt sikilastirici olarak
kullanilir. % 0.01 lipozomal tripeptid-10 ve plasebo kremleri karsilastiran kontrollii
bir ¢alisma da, tripeptid-10, deri esnekliginde % 54'liikk bir artisa neden olmustur
(Puig et al., 2008).

Bakir tripeptid kompleksi (Bakir Gly-L-His-L-Lys) en iyi incelenen peptitler
arasindadir. Kollajen sentezini uyarir ve MMP-2 salinimini diizenler (Pickart and

Schagen, 2015).
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Val-Gly-Val-Ala-Pro-Gly, peptit elastin fragman1 igerir ve elastin
molekiillerine kars1 yiiksek bir 6zgiilliik derecesine sahiptir. Elastin sentezinin bir
negatif geri besleme mekanizmasi araciligiyla otoregiilasyonuna dahil edilir (Reddy
etal., 2012).

Dekapeptid-12 (Tyr-Arg-Ser-Arg-Lys-Tyr-Ser-Ser-Trp-Tyr), temel fibroblast
bliylime faktoriiniin sentetik bir fragmanini igerir. Tirozinaz enzimini giicli bir
sekilde inhibe ettigi bulunmustur. 4 aylik kullanim ile dekapeptit-12 kremi ile

pigmentasyonda % 50 oraninda azalma goriilmiistiir (Hantash and Jimenez, 2009).

2.7.3 Oligopeptidlerin transdermal olarak uygulanmasi

Bir ilacin transdermal olarak uygulanmasi, stratum korneum ve daha sonra
dermisten dolagima veya dolasim i¢in hedef bolgeye gegisini icerir. Peptitler, pasif
transdermal uygulama ic¢in zorluklar olusturur, fizyolojik pH'dan etkilenebilir ve

proteolik enzimler yoluyla yapilar1 bozulabilir.

Penetrasyon arttiricilar, stratum korneum'un lipid yapisini degistirerek bariyer
ozelliklerini azaltir ve pasif olarak ciltten gegmeyen ilaglarin gecirgenligini arttirir.
Cesitli penetrasyon arttiricilar arasinda alkoller, azonlar, heksanoatlar, oleik asit,
pirolidonlar, tire, seker esterleri ve siirfaktanlar gibi doymamais yag asitleri bulunur.
Bu permeasyon arttirici sinifinin, stratum korneum'un lipid yapisin1 bozarak veya
“akiskanlastirarak” ve bir ilacin difiizyon katsayisini arttiran lipid ¢ift katmani

icinde mikro-bosluklar olusturarak deri gecirgenligini arttirdig1 gosterilmistir.

Peptitlerin kapsiillenmesinin, deriden peptit gegisini arttirdigr gozlenmistir.
Lipozomlar, transferomlar, niyozomlar ve etozomlar gibi farkli tipte parcaciklar
gelistirilmis ve arastirllmistir. Pargaciklardaki siirfaktanlar, lipitlerin lokal olarak
akiskanlastirilmasia yardimci olur ve bu da pargaciklarin uzun bir etki icin bir
depo olusturduklar1 stratum korneum'un iist katmanlarinda kalmasina izin verir.
Lipozomlar, dogal olarak olusan epidermal lipitlerden olusur. Bu nedenle, biyolojik
olarak bozunabilir ve zayif immiinojenik olduklari ve toksik olmadiklari igin olasi
yan etki olusturmalar1 pek miimkiin degildir. Transfersomlar, cildin yiizeyindeki

gozeneklerden derin katmanlara dogru kendilerini sikistirarak gidebilmelerine
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olanak sagladig: iddia edilen sekilde dogada daha elastik olarak bulunur (Marepally
et al., 2013; Kalluri et al., 2011).

Bu bilesenlerin aktivitesi veya etkinligi, Klingman'in {i¢ altin kozmetik kurali

kombinasyonu kullanilarak analiz edilebilir:

1) Aktif bilesen, stratum korneum'a niifuz edebilir mi ve bu etki
mekanizmasina uygun bir zaman dilimi boyunca deride belirlenen hedefe yeterli

konsantrasyonlar da verilebilir mi?

2) Aktif bilesen, hedef hiicrede veya insan derisinde bulunan dokuda belirli

bir biyokimyasal etki mekanizmasina sahip midir?

3) Etkililik iddialarin1 kanitlayacak, plasebo kontrolii yapilmus, istatistiksel

olarak anlamli, klinik calismalar yayinlanmig midir? (Klingman et al., 1986).

2.8 Kozmotoloji Perspektifinden Nanoteknoloji

Nano malzemeler, yiizlerce yil Once kozmetiklerin gelistirilmesinde
kullanilmigtir. Altin ve glimiis nano pargaciklar, kadinlar tarafindan tirnak ojesi
olarak kullanilmistir. Ayrica, altin nano parcgaciklari igeren sivi formiilasyonlar Orta
(Caglarda yaslanma karsit1 bir yontem olarak kullanilmistir. Ancak son yillarda,
nano Olgekli materyaller kozmetiklerin gelistirilmesinde daha yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Nanomalzemelerin potansiyel olarak dermatolojik kullanimi, ilk nanokapsiil
bazli kozmetik {irtinlintin 1995 yilinda Fransiz firmas1 L'Oreal tarafindan kozmetik
driinlerinin etkisini arttirmak amaciyla piyasaya striildiigii zaman arastirilmistir

(Kothamasu et al., 2012).

Nanomalzemeler, kozmetik formiilasyonlar i¢in giderek daha da fazla
kullanilmaktadir. Bu malzemeleri igeren iiriinler, diinya ¢apinda ila¢ ve kozmetik
pazarina biiyiik katki saglamistir. 2012 ve 2015 yillarinda nanomateryalleri iceren

iiriinlerin satig miktari, sirasiyla yaklasik 155. 8 milyon dolar ve 2. 6 milyar dolar
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olmustur. Bu rakamin 2022'de 55.3 milyar dolara ulasmasi beklenmektedir (Shokri,
2017).

Nanopargaciklar, 1 nm ve 100 nm arasindaki boyutlarda, toplam birim olarak
davranan ve tepki veren kiiclik maddelerdir. Organik ve inorganik maddelere
ayrilabilir veya sekilleri, boyutlari, ylizeyleri ve fiziko kimyasal 6zelliklerine gore

siniflandirilabilirler.

200-350 daltondan daha biiyiik molekiiller i¢in cilt yoluyla permeasyon
yapilmast olduk¢a zordur. Maksimum boyut 400 dalton olarak kabul edilir. Bu
nedenle gecirgenligi en iist seviyeye cikarmak ve stratum korneum engelini

azaltmak i¢in nano partikiiler yapilarin 6nemli oldugu bilinmektedir (Barry, 2001).

Kozmetik ve yaslanma karsiti uygulamalar alaninda 6zellikle de farmasotik
alanda oldugu gibi nanoteknoloji yavas salinimli uygulama ile aktif bilesenlerin
cilde iletiminde 6nemli bir rol oynamistir. Nanokiire terimi kulaga fiitiiristik bir
teknoloji gibi gelmektedir. Kozmetiklerin artik kisisel goriiniis kusurlarini rtbas
veya kamufle eden iirlinler olarak gosterilmedigi gerceginden de anlasilabilecegi
gibi nanoteknoloji bir devrim niteligindedir. Bu tiriinlerdeki en son trend, klinik
olarak kanitlanmis malzemeleri, patentli iletim sistemleri ve kozmetiklerin estetigi
ile birlestirmektedir. Kozmesotik iirlinler, sadece cildi temizleyen ve giizellestiren
kozmetik iiriinler degil ayn1 zamanda cildi iyilestiren ilag¢ ile kozmetik arasinda ki

boslugu dolduran iirtinlerdir (Kaur ve Agrawal, 2007).

Yeni ve yenilik¢i uygulama sistemleri, tiiketicinin algilayabilecegi faydalar
ve optimize edilmis duyusal o6zellikleri nedeniyle kozmetik alaninda yeni iiriin
gelistirmeyi dogru donlismektedir. Yeni ila¢ iletim sistemlerinin uygulamalari
bircok kozmetik iiriiniinde bulunabilir. Nano malzemeler gilinlimiizde neredeyse

tiim biiyilik kozmetik sektorlerinde kullanilmaktadir.

Ilaglarin cilde iletilmesi, arastirmacilar i¢in hala zorlu bir sorundur ¢iinkii
ilaclarin maksimum ge¢irgenligi, epidermisin tiist tabakasi (stratum korneum)

tarafindan engellenir.
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Kimyasal permeasyon arttiricilar, sonoforez, iyontoforez, elektroporasyon,
mikro igneler gibi fiziksel yontemlerin kullanimiyla gibi cesitli yaklagimlar
ilaglarin topik olarak uygulanmasi i¢in kullanilmistir. Bu topikal ila¢ uygulama
yontemleri bazi sinirlama ve dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle, ultra-deforme
olabilen lipozomlar, nanoyapili lipit tasiyicilar, nano emiilsiyonlar, kati lipit
nanoparcaciklar, lipokiireler, nanopartikiil ve etozomlar gibi nano ila¢ iletim
sistemine dayanan yeni teknikler, epidermal ve dermal ila¢ birikimini arttirmak igin
kullanilmustir (Igbal et al., 2018).

Nanomalzemeler ve nanobiyoteknoloji, kozmetik ve ilaglarin faydalarini
saglama seklini radikal bir sekilde degistirme potansiyeline sahiptir. Ancak
nanopartikiiller, cilde faydali ¢ok cesitli maddeleri kapsiillemek icin 6zel olarak
kullanilir. Bu sekilde, hem farmasétik hem de kozmetik kullanim igin kati lipid
nano partikiillerin (KLN) veya nano yapili lipit tasiyicilarin (NLC) yani sira bir
tagima sistemi olarak karakterize edilen nano kesecikler gelistirilmektedir (Souto et

al., 2008).

KLN'ler ve NLC'ler, esas olarak yiiksek stabilitelerine bagl olarak cildin
iizerinde film tabakasi olusturarak, suyun buharlagsmasin1 engeller ve cildin
hidrasyonunu arttirir. Bunun disinda, bu nano yapili bilesikler, keratin tabakasi ile

daha fazla temas ederek, aktif bilesiklerin emilimini hizlandirir.

2.8.1 Kozmesotiklerde kati lipit nanopartikiil kullanim

Kati lipit partikiil (KLN'ler) boyutlar1 50 ila 1000 nm arasinda degisen ve
suda veya surfaktanin sulu soliisyonunda dagilmis fizyolojik lipitten olusan
submikron kolloidal tagiyicilardir. KLN'ler c¢esitli avantajlar nedeniyle
kozmesdtiklerde popiilerdir: Diisiik toksisite sergileyen fizyolojik ve biyolojik
olarak ¢oziinebilen lipitten olusur; kiigiik boyutlardaki KLN'ler, stratum korneum
ile yakin temas saglar ve aktif bilesenlerin deriye niifuzunu arttirir (Garces et al.,

2018).
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Sekil 2.7 Kati lipit (KLN) yapis1 (Garces et al., 2018).

KLN’ler, kat1 lipitler, emiilgatdrler ve sudan meydana gelmektedir. Lipit
olarak trigliseridleri, kismi gliseridleri, yag asitlerini, steroidleri ve mumlari

icermektedir.

Ekim 2005'te kozmetik pazarina sunulan Nano Repair Q10 kremi ve Nano
Repair Q10 Serumu (Dr. Kurt Richter Laboratorien GmbH, Berlin, Almanya)
iiriinleri, yaslanma karsiti tedavi alaninda lipit nanoparcaciklarin basarisini ortaya
koymustur (Muller et al., 2007). KLN'lerin fiziksel UV blokerlerinin 6zelliklerine
sahip oldugu ve bu sayede daha az yan etkiye sahip etkili bir giines koruyucu
sistemi gelistirme se¢enegi sundugu bulunmustur. Bir in vivo ¢alismada, geleneksel
bir kreme %4 oraninda KLN eklenmesinin ardindan 4 hafta sonra cilt neminin %31
oraninda arttig1 gosterilmistir. KLN'ler ayrica parfiimler i¢in topikal ara¢ olarak
kullanilmas1 agisindan da avantajlidir. Parfiim/kokulara KLN eklenmesiyle, salinim
yavaglatilarak kokunun daha uzun siire kalicilig1 saglanmaktadir (Lohani et al.,

2014).

KLN, fizyolojik olarak iyi tolere edilen biyolojik olarak parcalanabilen
hammaddeler olan lipit matriksi tarafindan olusturulur. Bu sistemlerin ana
avantajlar1 arasinda, kararsiz maddelerin kimyasal bozunmadan korunmasi, lipid
matriksin kati hali ve deri iizerinde tikayict 6zellikler gosteren filmlerin olusumu
sebebiyle maddelerin salinimiin kontrol edilmesi yer alir. Ayrica hazirlanma
sirasinda organik c¢oziiciilerin dnlenmesini saglar ve biliylik Olgekli iiretim ve

sterilizasyon islemlerine uygunluk saglar.

Bunlarin disinda KLN'lerin, partikiillerin kiigiik boyutu ve dolayisiyla yiiksek

ylizey alan1 nedeniyle aktif maddelerin stratum korneum ile temasim
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kolaylastirmak konusundaki kapasitesi, tasinan maddelerin deriye yiiksek oranlarda

niifuz etmesini saglar (Raj et al., 2012).

Kolloidal biiyiikliikte olmasi, sulu dispersiyonlar1 uzun siire stabil kalmasi,

otoklav veya gama 1sinlar1 ile sterilizasyon saglanabilmesi, endiistriyel
Olgekte iiretimleri, etkin maddenin kontrollii salim1 saglanabilmesi, etkin maddenin

cevresel etkenlerden korunmasi KLN sisteminin en énemli avantajlarindandir.

2.8.2 Nanokozmesotik kullanilan bashica iiriinler

2.8.2.1 Nemlendiriciler

Stratum korneumun, temel amaci cildin koruyan birincil bariyeridir. Su
stratum korneum'da hizla buharlasir ve bu da dehidrasyona yol agar. Dehidrasyon
sorunu cilde esneklik saglayan nemlendiriciler kullanilarak dnlenebilir. Lipozomlar,
nanoemiilsiyonlar, KLN'ler uzun siireli etkileri nedeniyle yaygin olarak kullanilan
nemlendirici formiilasyonlardir. Bunlar ¢esitli cilt problemlerinin (6rnegin atopik
dermatit, sedef hastalig1 ve pruritus) yonetimi igin en yararlt lirinler olarak kabul

edilir (Lohani et al., 2014, Xia et al,2017).

2.8.2.2 Giines kremleri

Glines kremleri, cildi gilines isinlarinin zararli etkilerinden korumak icin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Cinko oksit (ZnO) ve titanyum dioksit (TiO ) cildi
gilinesten koruyan en etkili ve onayli mineral bazli bilesenlerdir. Bu mineral, cilt
iizerinde materyalist bir bariyer olusturur, UVA ve UVB isinlarini cildin daha derin
katmanlarina niifuz etmemesi i¢in yansitir ve daha az tahris edicidir. Geleneksel
veya klasik giines koruyucularinin temel dezavantaji, uygulandiginda cilt lizerinde
beyaz bir tabaka birakmasidir. Iste bu noktada nanopartikiiller devreye girmektedir.
Gelistirilmis glines koruyucular1 nanoteknolojinin yenilik¢i kullanimindan sadece
bir tanesidir. ZnO veya TiO; nanopartikiillerin kullanan giines koruyucu iiriinler
seffaf, daha az yagli ve daha az kokulu ve estetik ¢ekicilige sahiptir (Grande and
Tucci, 2016).
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2.8.2.3 Yaslanma Kkarsit1 (anti aging) iiriinler

Kozmesotik  sektorii, retinol, koenzim Q10, proteinler, peptitler ve
biyoteknolojik olarak iiretilen molekiiller gibi daha pahali aktif madde ve
bilesenlerin kullanimin1 yapmaktadir. Yaslanma karsit1 {irtinler su anda piyasada
nanoteknoloji kullanilarak iiretilen ana kozmesdtiklerdir (Jose and Nette, 2018;
Marto et al., 2017). NLC veya KLN ile, aktif bilesenlerin cilde iletilmesi igin
oldukc¢a uygun araglardir (Suter et al., 2016), (Garces et al., 2018).

Gainza (2014), rekombinant insan epidermal biiylime faktorii (thEGF) ile
yikklenen KLN ve NLC'yi gelistirmis ve kronik yaralarin iyilesme siiresini
azaltmak i¢in bu sistemlerin kapasitesini degerlendirmistir. Suter (2016), Nrf2'nin
Keapl baglanma motifine karsilik gelen heptapeptit P7'yi iceren katt lipit

nanoparcaciklarini aragtirmistir.

Cizelge 2.2 2010 ve 2017 yillar1 arasinda kozmetik amagli KN kullanilan formiilasyonlari.

Formulasyon Aktif madde Kozmetik simifi Kaynaklar

Nano emulgel Argan yagl, | Nemlendirici,  giines | (Tichota et al., 2014)

oktinoksat, vitamin E | koruyucu

Su i¢inde dagilim | Koenzim Q10, | Anti aging, (Lohan et al., 2015;
likopen, kuersetin, Okonogi and
rekombinant Riangjanapatee, 2015;
epidermal biiylime Bose et al, 2013;
faktorii (r EFG) Gainza et al., 2014)

Hidrojel Retinil palmitat Anti aging (Jeon et al., 2013)

2.8.3 Nanopartikiillere maruz kalma

Nanopartikiillerin sektorel kullanimi yeni firsatlar yaratmanin yani sira bazi

riskler ve belirsizlikler de dogurmaktadir. Nanomateryallerin iiretim ve


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928098717306528?via%3Dihub#bb0135
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kullaniminin artmasi ile artan sayida is¢i ve tiiketici nanomateryallere maruz
kalmaktadir. Bu, maruz kalma yollariyla ilgili daha fazla bilgiye ihtiya¢ oldugunu
gostermektedir. Insanlar solunum, yutma ve dermal yollarla nanopargaciklara
maruz kalmaktadir. Soluma, havadaki nanopargaciklara maruz kalinan en yaygin
yoldur. Isciler, iiretim sirasinda nanopargaciklar1 soluyabilirken, tiiketiciler aerosol
haline  getirilmis  kozmesoétikler  (deodorant, parfiimler, vb.) yoluyla
nanoparcaciklari soluyabilir. Solunum sisteminde nanoparcaciklarin depolanmasi,

solunum epitel membran ile etkilesimlerine baglidir.

Nanopartikiiller, nazal sinirler yoluyla beyne gidebilir (olfaktdr epitelyum
yoluyla solunumdan sonra transsinaptik transport) ve sinir sistemine erisim
kazanabilir. Boyutlar1 nedeniyle, bu nanoparcaciklar kolayca kan akis1 veya deriye
erisebilir ve buralardan cesitli organlara nakledilir. Yutma, nanoparcaciklarin
istemsiz bir sekilde elden agiza nakilinden veya agiz veya dudaklarin yakininda
uygulanan  kozmetiklerden (0rnegin ruj, dudak parlaticisi) olusabilir.
Nanopargaciklarin biiyiik parcalar1 sindirimden sonra hizla viicuttan disart atilir
ancak farkli organlara giren parcaciklar viicut i¢inde kalabilir. Nanoparcaciklarin
sistemik dolagima girmesinin bir diger yolu cilt tarafindan emilimidir (Lohani et al.,
2014).

2.8.4 Nanopartikiillerin cilt emilimi

Bir molekiiliin stratum korneum'u gegebilecegi pasif yollar, interseliiler,
transseliiler ve folikiiler yollardir. Nanopartikiillerin deri yoluyla taginmasi
nanopartikiiliin ve araglarin yapisi, fiziko-kimyasal 6zellikleri, maddenin yapisi ve

cildin kosullari ile ilgilidir.
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Sekil 2.8 Nanopartikiillerin emilim yollar1 (Toll et al., 2014).

Nanopartikiiller iki gruba ayrilabilir:

(1) Coziinebilir ve / veya biyolojik olarak ¢6ziinebilen nanopartikiiller.

(2) Suda ¢oziilmeyen ve / veya biyolojik olarak ¢dzlinmeyen nanopartikiiller.

Nanopartikiillerin deriden emilimi hemen gergeklesmez, ancak belirli kosullar
altinda gerceklesebilir. Kozmetik {iriinlerinin  normal deride kullanilmasi
gerekmesine ragmen, sagliksiz deride de uygulandiklar1 bilinmektedir. Bu gibi
durumlarda, cildin bariyer 6zellikleri bozulabilir (Toll et al., 2004).

2.8.5 Kozmetikte nanomateryal kullanma riski

Bazi arastirmacilar nanopartikiillerin deri ve sistemik dolasim yoluyla
istenmeyen sekillerde niifuz ettigini bildirmislerdir. Giines koruyucu iirlinlerinde 10
ila 200 nm arasinda degisen c¢inko oksit ve titanyum dioksit nanopartikiillerin
saglam bir cilde niifuz edebildigi ve istenmeyen biyolojik hasara yol acabilecegi
gosterilmistir. Cinko oksit nanopartikiilleri noéron kok hiicreleri {izerindeki
norotoksisitesi de (NSCs) in vitro olarak gosterilmistir. Bazi arastirmacilar
tarafindan titanyum dioksit nanopartikiillerin sitotoksisitesi de bildirilmistir. Yakin
zamanda yapilan bir calismada, titanyum dioksit nanopartikiillerin, sertoli
hiicrelerinde otofaji ve nekroz olusturma potansiyeline sahip oldugu ve Zebra
baliklarinda spermatojenik hiicreleri ve testikiiler morfolojiyi ters yonde etkiledigi

gosterilmistir. Bu nanopartikiillerin cildin daha derin katmanlarina ve genel
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dolasima niifuz etmesi, ciltte egzama, akne, yara, sedef hastaligi ve UV hasarin

onemli dlgtlide artirir.

Nanomateryallere genel olarak solunum, yutma ve dermal emilim yoluyla
maruz kalinmaktadir. Nanomateryallerin bazi c¢evresel riskleri de vardir.
Nanomateryallerin su, hava ve topraga iiretim, kullanma veya bertaraf sirasinda
yeterli miktarlarda birakilmasi bazi gevresel sorunlara neden olabilir. Ornegin,
antibakteriyel etkileri olan nanomateryaller, dogal ekosistemlerdeki yararh
bakteriyel sistemi etkileyebilir. Nanomateryallerin bazilari, kadmiyum veya
petrokimyasallar gibi hava kirleticileri ile bag kurabilir ve bunlar1 uzun mesafelere
tagiyabilir. Sonug¢ olarak, tim bu konular nanokozmetiklerin formiilasyonu,
kullanimi ve bertarafi sirasinda dikkate alinmalidir (Shokri, 2017). Toksikolojik

olarak genel gecerliligi kabul edilmis olan testlerin yapilmas1 gerekmektedir (Sekil
2.9).

Gelisen ve Yeni Tanimlanan Saglik Riskleri Bilimsel Komitesinin
(SCENIHR,2007) goriisleri, nanoteknoloji Urilinlerinin olasi olumsuz saglik ve
cevresel etkilerini degerlendirmek i¢in mevcut risk degerlendirme yontemlerini ele
almaktadir ve ayrica nanometaryellerin arastirtlmasinda nanomateryallerin spesifik
0zelligi, neden olabilecekleri potansiyel yaralanma mekanizmalarini belirlemek i¢in
yeni test stratejileri gerekmektedir. Nanomateryallerin  giivenligi  igin

degerlendirilen ana parametreler agsagidaki gibidir (Raj et al., 2012).
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Episkin™ veya
Epiderm™ ile
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GECERLILIGI KABUL
EDILMIS IN VITRO

Episkin ile cilt
TESTLER

tahris testi

dermal emilim

Bliglimleri
373 NRPT ile

fototoksisite
testi

Sekil 2.9 Gegerliligi kabul edilmis in vitro testler (Raj et al., 2012).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Peptit Sentezi

Bu tez calismasi kapsaminda, tasarlamis oldugumuz MMP-12 enzimine 6zgii
inhibitér peptitlerimiz Gen Script firmas1 (NJ, USA) tarafindan sentezlenmistir. Ug

adet peptit tasarlanmis ve asagidaki sekilde adlandirilmistir.
Peptit 1 = PEP1
Peptit 2= PEP2

Peptit 3= PEP3 [(Dervatyl™, dermal renovation peptide)] olarak Tiirk Patent
tarafindan 20160642 no ile tescillenmistir.

Peptitlerin;
v Saflik oran1 %98 dir.
4 Iyi Uretim ve Laboratuvar Uygulamalart (GMP / GLP) ile

tretilmistir.
Kozmetik amagli olarak sentezlenmistir.
Asetat oran1 <15 dir.

Su oran1 < 5 dir.

D N N NN

Peptit igerigi >80 dir.

Peptit sentezinde Fmoc kat1 fazda peptit sentezi yontemi kullanilmistir. Fmoc
(9-florenilmetoksikarbonil) yonteminde, ilk olarak Fmoc korumali amino asit
regine lizerine baglanir. Ardindan Fmoc koruma grubu piperidin ile amino asitten
koparilir ve yikama yapilir. Diziye uygun bir sekilde bir sonraki Fmoc korumali
amino asit, aktivatorler ve aktivator bazlarla beraber ortama eklenir. Aktivatorler
amino asidin karboksil ucunu aktive ederek yeni amino asidin recine iizerindeki
amino asidin amino grubuna baglanmasini saglar. Tekrardan yikama yapilir ve
ortama piperidin eklenerek Fmoc koruma grubu uzaklastirilir. Sonraki amino asitler
de aym islem akisina gore birbirlerine birbirlerine baglanirlar. Sentez bittikten

sonra trifloroasetik asit (TFA) ile muamele edilerek re¢ineden uzaklastirilir. Ayni
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zamanda, amino asit yan zincirleri lizerindeki koruyucu gruplar da ham lineer
peptidi ¢ikararak ¢ikarilir. Ters fazli HPLC ile tek basamakli saflagtirma, yapilir. %
95 ‘den biiyiik oranda peptit elde edilir (Mende and Seitz, 2011).

3.2 MMP-12 Inhibitér Tarama Testi (Kolorimetrik)

Tasarlamis oldugumuz PEP1, PEP2 ve PEP3 oligopeptitlerinin MMP-12

iizerinde ki inhibisyon diizeyleri Ridless ve ark.’nin (1979) yontemine gore yapildi.

Abcam MMP-12 inhibitor tarama testi (ab139441) kromojen substrat (Ac-
PLG-[2-mercapto-4-methyl-pentanoyl]- LG-OC2H5) olarak tiyopeptit
kullanilmastyla MMP-12 inhibitorlerini belirlemek i¢in dizayn edilmistir. MMP-12
boliinme bolgesi peptit bagi tiyopeptitte bir tiyoester bagi ile yer degistirilir. Bu
bagin bir MMP ile hidrolizi bir siilthidril grubunu iiretir, bu grup DTNB
[5,5’dithiobis(2-nitrobenzoic acid)] ile reaksiyona girerek 2-nitro-5-tiyobenzoik asit
olusturur. Bu da 412 nm (e¢=13,600 M-1cm-1, pH 6.0 ve {izeri) ile saptanabilir. Kit
MMP-12 inhibitor belirlenmesi i¢in kullanighidir. Pozitif kontrol MMP inhibitorii
olarak (NNGH) proN-izobiitil-N- (4-metoksifenilsiilfonil) glisil hidroksamik asit
kullanildi.

Yontem

MMP substrat ve MMP inhibitorii oda sicakliginda DMSO i¢inde ¢oziildii.
Deney tamponu i¢cinde MMP inhibitorii (NNGH) 1/200 oraninda seyreltildi. MMP
substratt 1/25 oraninda deney tamponu ile seyreltildi. MMP-12 enzimi 1/285
oraninda deney tamponu ile seyreltildi. Cizelge 3.2.1 de belirtilen oranlarda 96
kuyucuklu hiicrelere uygulama yapildi. Enzim inhibitér etkilesimi igin 96
kuyucuklu hiicreler 1 saat boyunca 37 °C de inkiibe edildi. Her bir 6rnek en az 3 er
kez tekrarlandi. inkubasyon sonunda 412 nm de 10 dakika boyunca 6l¢iim alinarak
degerlendirme yapildi. Inhibitér konsantrasyonu olarak 6,5 ve 13 pM kullanilarak

inhibisyon diizeyi belirlendi.
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Cizelge 3.1 MMP12 inhibitor testi uygulama yontemi. * PEP1, PEP2, PEP3

Ornek Deney MMP12 Inhibitor Substrate | Total
ek 1 tamponu (B5mU/pL | (6.5 uM) ( | Hacim
1mM)
Blank (kor) 90 ul 0 ul 0ul 10 pl 100 pl
Kontrol 70 ul 20 pl Ol 10 ul 100 pl
MMP inhibitsr 50 pl 20 ul 20 pl 10 ul 100 pl
Test inhibitér* 50 pl 20 ul 20 pl 10 pl 100 pl

412 nm de 10 dakika boyunca alinan absorbans degerine karsi dogru grafigi
¢izildi. Enzim inhibisyonu, absorbans-zaman grafiginde ki dogrunun egimi

(V=slope) bulunarak asagida verilen formiil ile hesaplandi.

% Enzim inhibisyonu =:V kontrol- V inhibitér/ V kontrol x100

3.3 Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

PEP1, PEP2 ve PEP3 oligopeptitlerinin MMP-12 inhibisyonu tizerindeki
etkilerini hiicre diizeyinde belirlemek i¢in, ATCC’den temin edilen insan deri
fibroblast hiicre hattt HS68 (ATCC CRL-1635) kullanildi. Hiicreler, %10 FBS
(fetal s18ir serumu) ve %2 glutamin ile desteklenmis DMEM (dulbecco’s modified
eagle ortami1) (ATCC Kat No: 30-2006) besiyerinde gogaltilarak, %5 CO3’li etiivde
37°C’de inkiibe edildi. ATCC’nin 6nerdigi sekilde hiicrelerin tripsinazyonu igin
%0,25 tripsin, %0,03 EDTA karisimi kullanildi. Hiicre yogunluguna bagh olarak
pasajlama orami 1:2 veya 1:3 olarak belirlendi. Hiicreler %95 besiyeri ve %35
DMSO igeren “dondurma” besiyeri icerisinde kisa siireli olarak -80 °C derin
dondurucuda uzun vadede sivi azot tanklari igerisinde saklandi (Hwang et al.,

2012).

3.3.1 %10’luk FBS iceren DMEM besiyerinin hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii besiyerleri laboratuvar ortaminda hiicrelerin normal metabolik
aktivitelerini siirdiirebilmeleri icin gerekli olan mikro g¢evreyi saglayan besleyici
soliisyonlardir. Hiicre kiiltiiri besiyerleri iceriklerindeki aminoasit, karbonhidrat,
vitamin ve iyonlarla hiicrelerin gelisimini desteklemektedirler. Bu amagla; 500

mL’lik besiyeri igerisine 50 mL FBS, 5 mL esansiyel olmayan amino asit
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soliisyonu, 10 mL L-Glutamin, 2,5 mL sodyum piruvat ve 1 mL antibiyotik

cozeltisi ilave edilerek %10’luk taze besiyeri hazirlandi.
3.3.2 Dondurma besiyerinin hazirlanmasi

Hiicrelerin uzun siire saklanabilmesi i¢in -80 °C derin dondurucu veya -196
°C de azot tanki kullanilmaktadir. 97,5 mL FBS’nin i¢ine 2,5 mL DMSO (Dimetil

stilfoksit) sivisi eklenerek dondurma besiyeri hazirlandi ve +4°C’de muhafaza
edildi.

3.3.3 Peptit dozlarinin ayarlanmasi

PEP3 ultra saf su ile ¢ozildii, 100 ng /ml, 500 ng /ml, 1 pg/ml 10 pg/ml,
20pg/ml olacak sekilde seyreltildi.

3.4 Hiicrelerin Deneyler I¢in Boliinmesi

HS68 hiicreleri proliferasyon, elisa, western blot ve immunfloresan boyama
deneyleri i¢in, 96 ve 6 kuyucuklu platelere boliinerek uygun biiyiime ortami

olusturuldu.
3.4.1 Hiicrelerin tripsinizasyonu

Petri kabina yapisan hiicreler siirekli olarak biiylime egilimi gosterirler.
Hiicrelerin  pasajlanmasi i¢in  tripsinizasyon  gereklidir.  Tripsin  hiicre

pasajlamalarinda kullanilan temel enzimdir.

Bu amagla, petri kabin1 en az %70 oraninda dolduran hiicreler, hiicre kiiltiirti
kabinine alindi. Burada petri kaplarindaki besiyeri pipetor ile cekilerek atildi.
%0,25 tripsin, %0,03 EDTA karisimindan biiyiik petriler (150x25 mm) i¢in 4 mL
kii¢iik petriler (100x20 mm) i¢in 2 mL eklendi. Mikroskop ile kontrol edilerek tiim
hiicrelerin kalkmalar1 beklendi. Kalkan hiicreler %10’luk FBS iceren DMEM
besiyeri ile falkon tiiplere aktarildi ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 Ulist kisimdaki siipernatan atildi. Dipte kalan hiicre peleti diger

islemler i¢in kullanildi.
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Tripsinasyon iglemi ile santrifiij sonras1 falkon tiipte elde edilen hiicreler
tizerine 10 mL %10’luk FBS iceren DMEM besiyeri eklenerek iyice karigmasi
saglandi. Daha sonra ependorf tiipiin icerisine 900 pL %10’luk DMEM besiyeri,
100 pL de igerisinde hiicre bulunan besiyerinden eklenerek 10 kat sulandirildi. Bu

hiicre karistm1 Thoma laminda sayildu.

Proliferasyon ve toksikolojik deneyleri i¢in hiicreler, 96 kuyucuklu plaklara
her bir kuyucuk basina 5x10° hiicre olacak sekilde béliindii. Elisa ve Western blot
deneyleri icin hiicreler, 6 kuyucuklu plaklara her kuyucuk bagina 2x10° hiicre
olacak sekilde boliindii.

3.5 Hiicre Proliferasyonu Testi

Proliferasyonunu testi, hiicrelerdeki DNA’ ya BrdU (5-bromodeoksiiiridin)
baglanmasinin saptanmasi ile dlgiilen bir test yontemidir (ROCHE, 2012). Prolifiye
olan hiicrelerin DNA’ sindaki timidinle BrdU yer degistirmektedir. S fazindaki
hiicrelerin BrdU ile isaretlenmesi ve bu isaretli hiicre grubunun hiicre siklusundaki

ilerlemesinin izlenmesine dayanmaktadir.

PEP3 oliopeptidinin hiicre ¢ogalmas: tizerindeki etkilerini incelemek i¢in doz
taramasi yapildi. HS68 hiicreleri 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu
steril plaklara boliindii ve yapismalari i¢in 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda hiicrelerin besiyerleri gekilerek her bir kuyucuga farkli konsantrasyonlarda
ki (1 pg/ml, 10 pg/ml, 20pg/ml) PEP3, 100ul/kuyucuk olacak sekilde uygulandi.
72 saat boyunca inkiibatorde bekletildi. Siire sonunda, anti-BrdU-peroksidaz
antikoru eklendikten sonra olugan immiin kompleksler spektrofotometrede 370 nm

de olgiilerek degerlendirildi.

Roche marka Cell Proliferation Elisa BrdU (kolorimetrik) Version 16 Kiti ile
Olgtimlemeler her bir konsantrasyon 5 kez tekrar edilerek yapildi. Instad 10.0
istatistik programinda Student-Newman-Keuls Multiple Comparisons Testi ile

degerlendirildi. Sonuglar ortalama + standarta hata (SEM) olarak verildi.
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3.6 Kollajen I, IV, Elastin ve Fibronektin’nin Western Blot Analizi

ile Protein Ekspresyonunun Gosterilmesi

Western Blot (WB) testi 1979 yilinda Towbin tarafindan tanimlanan
molekiiler biyolojide kullanilan protein analiz yontemidir (Towbin et al., 1979).
HS68 hiicrelerinin 48 boyunca, 10 ve 20 pg/ml konsantrasyonlarda PEP3 ile
uygulanmasindan sonra hiicrelerdeki kollajen I, IV, elastin ve fibronektin miktarlar

Olctilmiistiir.
3.6.1 Hiicre lizatlarin hazirlanmasi

Hiicre lizatinin amaci hiicre i¢inde bulunan, molekiillerin hiicre disina
cikartilarak analiz i¢cin uygun sartlarin olusturulmasidir. PEP3 uygulanmasi ile
hiicre i¢inde kol I ve IV, elastin ve fibronektin miktarlarini belirlemek i¢in agagida

belirtilen soliisyonlar kullanilmistir.

Hiicre lizis tamponu: Biosource firmasindan temin edilen lizis tamponu

kullanildi.

Proteaz/Fosfataz inhibitér kokteyli: Thermofisher Scientific (Rockford, IL,
USA) firmasindan temin edilen 100X inhibitor kokteyli, ¢caligma sirasinda hiicre

lizis tamponu ile 1X’e diliie edildi.
Yontem

HS68 hiicreleri, tripsin-EDTA yardimiyla bulunduklar flaskin ylizeyinden
kaldirildi ve 100mm ¢apindaki steril kiiltiir petri kaplarina aktarildi. Hiicreler, %80
yogunluga gelinceye kadar rutin olarak beslendi. Daha sonra PEP3 muamelesi i¢in
ilgili petrilere 10 pug/ml ve 20 pg/ml stok soliisyonlardan 40 pl eklendi. Hiicreler
PEP3 ile 1.5 saat boyunca 37 °C’lik inkiibatérde bekletildi.

Stire sonunda 1 kez 1X PBS ile yikanan hiicreler, 100 pl lizis tamponu
icerisinde hiicre toplayict yardimiyla petrilerden alinarak sonikasyon yoluyla

parcalandi. 10000 x g ve 4 °C’de 5 dakika santrifiij sonucunda elde edilen
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supernatan temiz bir tiipe aktarildi. Immunoblotlama agamasinda her numuneden
esit miktarda proteinin yiiklenebilmesi i¢in, supernatandaki protein miktari

kuantifiye edildi ve bu numuneler immunoblot analizi igin kullanildi.

3.6.2 Protein miktar tayini

Bradford yontemi, proteinlerin asidik ve bazik gruplar ile etkileserek renk
olusturmasi prensibine dayanmaktadir. Olusan mavi renk siddeti, 595 nm’deki

dalga boyunda 6lgiilerek proteinlerin miktar tespit edildi (Bradford, 1976).

3.6.3 Kollajen I, IV, elastin ve fibronektin’nin immunoblot analizi

HS68 hiicrelerinde PEP3 muamelesi sonrasinda olusan Kollajen I, IV, elastin
ve fibronektin protein ekspresyonundaki degisiklikler immunoblotlama yontemi ile
gosterilmistir. Bu yontem, elektriksel ortamda molekiil agirliklarina gore jelde
ayrisan proteinlerin, membrana aktarilarak once spesifik antikorlar1 ile sonra da
bunu tantyan ve belirli bir substrat ile reaksiyon verebilen ikincil bir antikora ile
baglanmas1 sonucu olusan yanitin filmde gosterilmesi prensibine dayanmaktadir.
Bu amagla proteinler 6nce SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile

ayrismali, sonra ilgili primer antikoru ile blotlanmalidir.

Kullanilan kit ve soliisyonlar

Ayrigsma jeli tamponu (Resolving Buffer): 1.5 M Tris (pH 8.8) + 14 mM SDS
9.085 g Tris, 50 ml distile suda ¢oziindii. HCI ile pH 8.8’e ayarlanan tampona 0.2 g

SDS eklenerek soliisyon hazirlandi.

Yiikleme jeli tamponu (Stacking Buffer): 0.5 M Tris (pH 6.8) + 14 mM SDS
3.025 g Tris, 50 ml distile suda ¢oziindii. HCI ile pH 6.8’e ayarlanan tampona 0.2 g

SDS eklenerek soliisyon hazirlandi.

Akrilamid — Bisakrilamid Soliisyonu: %40 (v/v) oraninda kullanima hazir
olarak BioRad’dan (Hercules, CA, USA) temin edildi. %10 (w/v) Amonyum
persiilfat (APS): 0.1 g amonyum persiilfat 1 ml distile suda ¢ozilinerek hazirlandu.
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TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin): Akrilamid ve bisakrilamidin
polimerizasyonunu katalizlemesi amaciyla kullanilan Temed soliisyonu, kullanima

hazir olarak Merck’den (Darmstadt, Germany) temin edildi.

Yiikleme Tamponu (Loading Dye): 2X olarak BioRad’dan (Hercules, CA,
USA) kullanima hazir olarak temin edildi.

Elektroforez Tamponu (Running Buffer): 5X stok olarak hazirlandi.15 gr
Tris, 72 gr Glisin ve 5 g SDS tartilip 1L distile suda ¢6ziildi. Kullanim asamasinda
ise 5X’lik bu stok soliisyon, distile su ile 1X’e seyreltildi.

Blotlama Tamponu (Blotting Buffer): 10X stok olarak hazirlandi. 30.3 g Tris,
144 g Glisin ve 10 g EDTA tartilip 1L distile suda ¢oziildii. Kullanim asamasinda
ise 10X’lik bu stok soliisyon %20 metanol ile 1X’e seyreltildi. Merck’den
(Darmstadt, Germany) temin edilen metanol, transfer sirasinda membranin sismesi

ve yapisan proteinlerin korunabilmesi amaciyla blotlama tamponuna eklendi.

PBS-T (%0.1 Tween 20): 10X stok PBS soliisyonu hazirlandi. 87.6 g NaCl,
2.76 g NaH,PO, (monobazik), 11.36 g Na,HPO, (dibazik), 1.87 KCI tartilip 1L
distile suda ¢oziildii. Hazirlanan bu 10X’lik stok soliisyon, kullanilmadan once
distile su ile 1X’e seyreltildi. 1L i¢in 1 ml Tween-20 eklenerek PBS-T soliisyonu

hazirlandi.

%S5 Bloklama Soliisyonu: 1 g yagsiz siit tozu, 20 ml TBS-T igerisinde taze

olarak hazirlandi.

Kollajen I, IV, elastin ve fibronektin’nin primer antikor (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) solisyonlar:: 1:1000 oraninda PBS-T
igerisinde taze olarak hazirlandi. Her iki antikor da anti-rabbit, poliklonal karaktere
sahiptir. Sekonder Antikor (Cell Signaling Technology, USA) Soliisyonu: IgG anti-

rabbit sekonder antikoru, 1:5000 oraninda PBS-T igerisinde taze olarak hazirlandi.
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SDS-PAGE Elektroforezi Yontemi

Iki fazli akrilamid jel iizerinde elektroforez gerceklestirildi. %10’ luk
ayristirma jeli ve % 5°lik yiikleme jeli, ¢izelge 3.2’ de belirtildigi sekilde hazirlandi.

Cizelge 3.2 Ayristirma ve yilikleme jellerinin hazirlanmasi.

Ayristirma Jeli (%10) | Yiikleme Jeli (%5)
Distile Su 2.45 ml 3.1ml
Tris-HCI pH 8.8 1.25ml -
tamponu pH 6.8 - 1.25 ml
Akrilamid/Bisakrilamid 1.25 ml 0.625 ml
%10 APS 0.05 ml 0.05 ml
Temed 0.002 ml 0.005 ml

Cam plakalar %70’lik alkol ile temizlenerek, standlara yerlestirildi ve
plakalar arasina ayristirma jeli arkasindan yiikleme jeli dokiilerek, oda 1sisinda

sirastyla 50 ve 20 dakika siireyle donmaya birakildi.

Protein miktarlar1 Bradford yontemiyle 6nceden tayin edilen numuneler, her
bir kuyucukta 35 pg olacak sekilde, 2X yiikleme tamponu ile 1:1 oraninda
seyreltildi. Bu asamada ilgili tiiplere final konsantrasyonu 30mM olacak sekilde
DTT eklendi. 95 °C’lik termoblok icerisinde 8 dakika hazirlanan numuneler inkiibe
edildi. Ilk kuyucuga molekiil agirliklar1 bilinen proteinlerden olusan markir,
digerlerine de numuneler jele yiiklenerek elektroforez 120 V’a ayarlanarak

elektroforez islemi gergeklestirildi.

Immunoblotlama

Elektroforez sonunda cam plakalarin arasindan alinan jel, 1X transfer
tamponu igerisinde nitroseliilloz membran ile sandviglendi. Sandvi¢ i¢in, katottan
anota dogru sirasiyla siinger, whatmann kagidi, jel, nitroselilloz membran,
whatmann kagidi ve slinger sandvig aparati igerisinde iist iiste yerlestirildi ve aparat
sikica kapatildi. Hazirlanan sandvigin anot kutbunun anotta, katot kutbunun da
katotta olmasina dikkat edilerek transfer tankina yerlestirildi. Transfer islemi 1X

transfer tamponu igerisinde +4 OC ve 85 V’da, 4,5 saat siiresince gerceklestirildi.
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Transfer sonucunda sandvi¢ aparatinin i¢inden alinan membran, 6dnce non-
spesifik baglanmalarin engellenmesi amaciyla %5°lik bloklama soliisyonu ile oda
1sisinda 1 saat, daha sonra kollajen I, IV, elastin fibronektin’ne spesifik primer
antikor ile +4 °C’de gece boyunca, son olarak ise HRP isaretli sekonder antikor ile
oda 1sisinda 1 saat siiresince inkiibe edildi. Siire sonunda membrandaki bantlar,

kolorimetrik olarak goriintiilendi.

Bantlarin yogunluk analizi

Image J — Versiyon 1.36 (National Institute of Health, Maryland, USA)

dansitometre programi ile analiz edildi.

3.7 Kollajen I, IV, Elastin ve Fibronektin’nin Immunfloresan

Yontemi ile Hiicre I¢i Gosterilmesi

Floresans veren 0zel boyali konjuge antikorlarla, spesifik antijenlerin
birlesmesi(aglitunasyon) ve floresan mikroskopta incelenmesi esasina dayanan bir
test yontemidir. PEP3 ile muamele edilen HS68 hiicre i¢i protein miktarlarini

floresan 151ma ile tespit edilmesi amaciyla yapilmustir.
Yontem

Hs68 hiicreleri PEP3 ile 20 pg/ml olacak sekilde muamele edildi ve lamlara
aktarildi. 48 saat boyunca etiivde inkiibe edildi. Hiicreler 1:1 soguk aseton-metanol
karisimi ile +4 derecede 5 dk fikse edildi. Fazla fiksatif uzaklastirildi ve PBS ile 3
kez 5 dk yikandi. UV Blok ile 5 dk bloklanda.

Hiicreler, primer antikorlar ile +4 °C de gece boyu inkiibe edildi. COL1A1
(H-197) sc-28657 Rabbit Poliklonal (1:100), COL4A2 (T-15) sc-70246 Rabbit
Poliklonal (1:100), Elastin (H-300) sc-25736 Rabbit Poliklonal (1:100), Fibronektin
(H-300) sc-9068 Rabbit Poliklonal (1:100). Ertesi giin, antikor uzaklastirilip PBS
ile 3x5 dk yikandi.

Florasan isaretli sekonder antikor (Goat anti-rabbit IgG-FITC, Santa Cruz,
sc-2012, (1:500) ile 1 saat oda 1s1sinda karanlikta inkiibe edildi, PBS ile 3 kez , 5 dk
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yikandi. DAPI 1i VectaShield mounting medium ile kapatildi. (Mounting Medium
with DAPI ,Vector Labs, H-1500). Floresan mikroskopda 40x ile goriintiilendi.

Floresan 1s1ma vogunlugu analizi

Analizler Image J — Versiyon 1.36 (National Institute of Health, Maryland,
USA) dansitometre programi ile yapildi. Instad 10.0 istatistik programinda Student-
Newman-Keuls Multiple Comparisons Testi ile degerlendirildi. Sonuglar ortalama
+ standarta hata (SEM) olarak verildi.

3.8 Kat1 Lipit Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Kozmetik amagli olarak kati lipid nanopartikiil sistemi biyobozunur ve
biyouyumlu sistemler olmasi, diisiik sistemik toksik ve sitotoksik etkiye sahip
olmalar1, uzatilmis etkili kontrol sistemler olmasi, hem lipofilik hem de hidrofilik
etkin maddelerin hapsedilmesi, biiyiik dlgekte ve diisiik maliyette iiretilmesi ve ayni

zamanda UV bloker olarak gorev yapmasi dolay1 nedeniyle se¢ildi.

Tezimiz de, sanayi Olceginde iiretilebilmesi, daha kontrollii karisim elde
edilmesi ve partikiil biiylikliiglinlin ayarlanabilir olmasindan dolayr mikro akiskan

yontem [mikro fluidik sistem (MF)] ile nanopartikiil sentezlendi.

Mikro akigkan sistemler mikro boyutlardaki elektriksel ve mekanik
bilesenlerden olusan cihazlar1 ifade eder. Mikro akiskan teknolojisinde olusturulan
sistemlerde mikro ve nano hacimlerdeki sivilar, mikrometre boyutlarindaki kanallar
aracilifiyla tasinip iletilebilmektedir. Kanallar igerisinde bulunan mikrogipler
sayesinde hizli bir sekilde karisim yaparak, olceklenebilir bir iiretim metodu
olusturmaktadir. MF sistemi belli basing ve akis hizinin kontrol edilmesiyle mikro
kanallardan gecen soliisyonlarin hizli bir sekilde gecerek hidrodinamik agidan daha

stabil yapilar1 ortaya ¢ikartan sistemlerdir (Zhigaltsev et al., 2012).

3.8.1 Peptit yiiklii-KL.N hazirlanmasi

Tez kapsaminda KLN {iretiminde solvent enjeksiyon yontemine ek olarak

mikro fluidik (mikro akiskan) yontemi kullanildi. Solvent enjeksiyon yontemi ile
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hazirlanan lipitler, peptidimiz ile karistirilarak mikro kanallara sahip MF cihazi ile
belli basing ve sicaklik ve akim hizinda gegirilerek istenilen nm de lipit nano
partikiil elde edilmesine dayanmaktadir. Elde edilen nanopartikiillerde etken madde
kapsiillemesinin yiiksek olmasindan dolayi, endiistriyel {iretim agisinda énem arz

etmektedir (Zizzari et al., 2017).

Solvent enjeksiyon yoOnteminde; organik solventlerin kullanilmasi, kolay
olmasit ve komplike bir ekipman gerektirmeden hizli {iretim saglamasi gibi
avantajlar1 vardir. Uygulamasi basit olan bu ydntemde lipit suda ¢6zlinen bir
organik solventte ¢Oziillir (etanol, aseton, isopropanol gibi) bu soliisyon suya
siringa ile ayn1 zamanda karistirma islemi uygulanirken enjekte edilir ve lipit su ile
temas ettiginde nanopartikiill formuna c¢okerek nanopartikiil olusumu goézlenir.

(Charcosset et al., 2015).

Yontem

1,2-Dioleoil-3-trimetilamonyum-propan (DOTAP) ve N-palmitoil-sfingosin-
1-siiksinil [metoksi (polietilen glikol) 2000] (Ceramide-PEG2000) Avanti Polar
Lipids, Inc'den (Alabaster, AL) temin edildi. Yumurta fosfatidilkolin (yumurta PC),
Lipoid'den (Newark, NJ, ABD) elde edildi. Kolesterol (Chol) ve HEPES tamponu
diger kimyasal maddeler ve reaktifler Sigma-Aldrich Chemical Co.'dan (St. Louis,
MO, ABD) temin edildi.

Katyonik lipit ¢6zeltisi (KLN) olusturmak icin; cizelge 3.3’de belirtildigi
sekilde DOTAP/yumurta PC/Chol/Ceramide-PEG2000 (45:18:35: 2, mol/mol),
karisimi 5 ml etanolde ¢oziildii (Yu et al., 2011).

Cizelge 3.3 KLN formiilasyonu hazirlama oranlar.

Kimyasal Madde mol/mol mg
DOTAP 45 314
Yumurta PC 35 14
Kolesterol 2 13,5
Ceramide-PEG2000 18 5,3

(Cozlinmiis olan lipitler ucu kesik enjektor yardimi ile 10 ml HEPES ¢d6zeltisi

(20 mM HEPES, pH 7.,4) icerisine manyetik karistirici iizerinde, ekleme hiz1 dakika
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da 1,5 ml olacak sekilde eklendi (Charcosset et al., 2015). Ekleme den sonra 15
dakika daha karigsmasi saglandi. Karigim sonunda etanol, 2 saat siireyle oda
sicakliginda HEPES tamponuna (20 mM HEPES, pH 7.4) karsi rejenere seliiloz
membran (MWCO: 1000) ile diyaliz edilerek uzaklastirildi. KLN’ler, 500 pg/ml
olacak sekilde HEPES ile seyreltildi.

Peptit ¢ozeltisi olusturmak icin; PEP3 ml de 50 pg olacak sekilde HEPES
tamponu ile ¢oziildii. PEP3, 50 ug/ ml olacak sekilde HEPES ile seyreltildi.

Mikro fluidik (mikro akiskan) sistem hazirligi (mikro-mix teknigi) (Phapal
and Sunthar, 2013) i¢in; etanol lipit enjeksiyon metodu ile elde edilen KLN ile
PEP3 1:1 (v/v) oraninda karistirildi.

l Kolesterol
. Yumurta PC
J _ b/
) y 0] DOTAP
‘ a\\{' )
Jd E 04 %Seramide-PEGZDﬂU
J
‘% Dervatyl
J

Sekil 3.1 PEP3 yiiklii KLN olusumunun sematik gdsterimi.

Karistm MF sisteminden 13,000 PSI basing altindan gegirilerek KLN
olusumu saglandi (Sekil 3.1, 3.2).

L S

Sekil 3.2 MF sistemi ile KLN olusumunun gosterilmesi.
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3.8.2 KLN partikiillerinin karakterizasyonu

Yeni nesil kolloidal tagima sistemi olarak KLN’lerin, partikiil biiyiikligii
dagilimi1 ve fizikokimyasal 0&zelligini belirlemek partikiiliin karakterizasyon
hakkinda bilgi vermektedir. Partikiil boyutu ve boyut dagilimi, nanopartikiil
sistemlerinin en Onemli karakteristik Ozelliklerinden birisidir. Bu 06zellik
nanopartikiil sistemlerinin in vivo dagilimini, toksisitesini, hedeflenebilme
yetenegini, nanopartikiillerin kararliligini, ilag yiikleme kapasitesini ve ila¢ salinimi

gibi 6nemli 6zelliklerini belirler (Xu et al., 2011).

3.8.2.1 Partikiil boyutu ve PDI degeri olciimii

Tez c¢aligmasinda hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii ve PDI
(Poly dispersity index) Ol¢limleri Zetasizer Nano Series (Nano-ZS) (Malvern
Instruments, Ingiltere) kullanilarak yapildi. Olgiimler sirasinda cihazin sicakligr 25

°C ve 151k sacilim agis1 90 °C olarak ayarlandi.

3.8.2.2 Gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile gorintiileme

calismalari

Nanopartikiil igeren ¢ozeltiden 3 damla alindi. Ornekler 300 kere 1zgarali
bakir grid iizerine birakilarak 2 saat boyunca oda sicakliginda kurumasi beklenildi.
TEM goriintiiler1 JEOL JEM 1400 Plus TEM cihazi (Tokyo, JAPONYA) ile 120
kV calisma voltajinda elde edildi ve dijital olarak fotograflar1 ¢ekildi.

3.9 Enkapsiilasyonun Degerlendirilmesi

Hazirlanan formiilasyonlarin yiikleme etkinligi direkt olarak nanopartikiil
icinde bulunan etkin madde miktarindan veya dolayli olarak serbest halde bulunan
ve nanopartikiil i¢erisine girmeyen etkin madde miktarinin tayini ile hesaplanabilir.
Stipernatant da serbest halde bulunan yiiklenmemis etkin madde miktarinin
tayininde LC-MS/MS (Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometri Sistemi) (Quantum
Max UHPLC/MS/MS) cihaz1 kullanildi. Giorgianni ve ark’ larinin (2004)

yontemine gore peptit analizi yapildi.
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Peptit analizi ve tespiti Thermo Scientific Accela UPLC, Thermo Scientific-
TSQ Quantum Access Max (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham,
Massachussetts, USA) sistemi ile gergeklestirildi. Kromatografik degerlendirmeler
Xcalibur yazilimi kullanilarak yapildi. Kromatografik ayirim igin analitik kolon
olarak Hypersil Gold RP C18 (1.9um), 50x2.1 mm, (Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, Massachussetts, USA) HPLC kolonu kullanildi. C6zgen olarak metanol

kullanild. Iyonlastirici olarak da formik asit ve amonyum format kullanild

Cihaz ¢alisma kosullar1 da asagida belirtildigi gibi ayarlandi,
Kolon firn sicakligi: 40°C,

Enjeksiyon hacmi: 10 pL

Kapiler sicakligi: 270 °C

Buharlagtirma sicakligi: 50 °C

Auxiliary gaz basinci (Arb): 20

Sheath gaz basinci (Arb): 50

Sprey Voltaj (V): £3500

Stipernatantin KLN’ler den ayristirilmasi ultra santrifiij ile yapildi. Santrifiij
islemi (Becman Coluter’s Optima TL) 50000 g de 30 dakika boyunca +4 °C de
yapildi. Bu siire sonunda elde edilen siipernatant i¢erinde bulunan PEP3 miktar
LC-MS/MS ile belirlendi. Enkapsiilasyon etkinligi (% EE) asagidaki formiil

kullanilarak hesapland.

% EE=Toplam etken madde miktari-Yiiklenmemis etken madde miktar: X100

Toplam etken madde miktari
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3.10 KLN Liyofilizasyon Calismalar:

KLN-lerin fiziksel ve Kkimyasal stabilitesini korumak i¢in kurutma
(liyofilizasyon) islemi yapilmaktadir. Liyofilize halde partikiil biiyiimesi ve
bozunumu azalmaktadir. Bu amagla kriyoprotektanlarin (dondurma islemi

koruyuculari) kullanilmasi gerekmektedir(Date et al., 2010).

Stabilite ¢alismalar1 i¢in nanopartikiiller -86 OC de 48 saat boyunca sogutmali
kurutma yontemi (liyofilizasyon) ile (Labconco Freeze Dreyer, USA) farkl
konsantrasyonlardaki kriyo protektantlar [(% 5 ve % 10 fruktoz, (% 5 ve % 10
mannitol, (% 5 ve % 10 sukroz )] ile kurutuldu (Soares et al., 2013). Fruktoz,
mannitol ve sukroz MERCK firmasindan temin edildi. Liyofilizasyon isleminin ve
kriyoprotektantlarin hazirlanan KLN {izerine etkisi partikiil biiyiikligii ve PDI

degerleri Olciilerek degerlendirildi.
3.10.1 Liyofilize edilmis KLLN’lerin stabilite ¢alismasi

Uluslararas1 Ilaglarin insan Kaynaklarina Iliskin Teknik Gerekliliklerin
Uyumlastirilmas1  Konseyi (ICH) protokolleri geregi mannitol ile kurutulan
nanopartikiillerin, 4+ 2 °C/60 £ 5% nem, 25 + 2 °C/60 + 5% nem ve 40 + 2:C/75 +
5 nem kosullarinda stabilite ¢calismalar1 yapildi. (EMA, 2003). Liyofilize KLN’ler,
3 ve 9 ay sonra redisperse edilerek, partikiil biiytlikliigli ve PDI degerleri agisindan

incelendi.
3.11 PEP3 yiiklii KLN’nin Kozmetik Amach Formiilasyonu

In vitro diflizyon calismalar1 ve in vivo klinik etkinlik ¢alismalar i¢in PEP3

yiiklii KLN mannitol ile kurutulduktan sonra jel yapida formuliize edildi

Jellerin hazirlanmasinda ¢ok ¢esitli polimerler kullanilmaktadir. Ilag ve
kozmetik endiistrisinde kullanilan jel yapici maddelerin saf olmalari,
formiilasyondaki etkin maddeler ve yardimci maddelerle gecimli olmalari, diisiik

konsantrasyonda kullanilmalari, ekonomik agidan uygun, kolay temin edilebilir
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olmalar1 ve reolojik agidan stabil olmalarindan dolayr genelllikte KLN igeren

formiilasyonlarda kullanilmaktadir.

Tez kapsaminda Lucas Meyer firmasinda temin edilen Lecigel iiriin ad1 ile
ticari satis1 yapilan jellestirici ajan olarak kullanildi. Lecigel, sodyum akrilat
kopolimer ve lesitin karigimi bir tiriindiir. Sodyum akrilat kopolimer jel yapici ajan,

lesitin ise penetrasyon arttirici olarak kullanilmaktadir.

Mikrobiyolojik agidan formiilasyonun korunmasi i¢in koruyucu olarak
Akema firmasindan Kem Diol ticari adi ile satisa sunulan fenoksietanol ve kapril
glikol igeren kimyasal kullanildi. Formiilasyon igerigi ¢izelge 3.4’de verildi.

Formiilasyona “F1” ad1 kullanildz.

izelge 3.4 F1 formiilasyonu % agirlikca miktarlari.
g Y g

No Kimyasal ad1 A/A % (agirhikea)
1 Ultra saf su 96,8
2 Leci gel 1
3 PEP3 yiiklii KLN+ Mannitol 1
4 Kem Diol 1,2
5 Ph ayarlayici Yeteri kadar
% 18 NaOH

Lecigel ultra saf suya %1 (a/a) konsantrasyon da olacak sekilde 1500 rpm’de
ufak porsiyonlar halinde yavasga ilave edilip 20 dakika boyunca oda sicakligi
kosullarinda Heidolph marka karistirict ile homojen bir goriiniim elde edinceye
kadar karnistirildi.  Kanistirict hizi 500 rpm’e distiriilerek PEP3  yiikli
KLN+mannitol eklendi 10 dakika daha karistirildi. Kem Diol eklendikten sonra, %
18’1ik NaOH ile pH 5,5 olarak ayarlandi.

In vitro difiizyon g¢alismalar1 ve in vivo testler i¢in F1’e “Hiicre Bazli Cilt

Yapilandirma Serumu” (Cellular Remodelling Serum) adi verildi.
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3.12 In Vitro Transdermal Difuzyon Calismasi

Hazirlamis oldugumuz formiilasyonda bulunan PEP3’iin deriden emilim
caligmast i¢in deri modeline yakin korelasyon gosteren 25 mm (4,9 sz) Strat-M
membran (Merck Millipore, Cat no: SKBM02560) kullanilmistir. In vitro difiizyon
caligmalar1 Franz difiizyon hiicreleri (Sekil 3.3) kullanilarak yapildu.

Strat-M™
Membrane 1

Sekil 3.3 Franz difiizyon hiicresi goriiniimii.

Strat-M Membran (Sekil 3.5), polietersulfon ve polyoefin olmak iizere iki
tabaka icermektedir. Insan derisinde ki meydana gelen degisimleri minimize
ederek, hayvansal olmayan, sentetik transdermal difiizyon testi i¢in uygun bir
modeldir. Total membran kalligi 300 pm dir. Insan derisine eslenik bir model
olarak olusturulmustur (Jimenez et al., 2004). Strat-M membrane, transdermal

caligmalarda insan derisine yakin korelasyon gostermistir (Haq et al., 2018).

Strat-M Membrane

} Polietersulfon

Polyolefin

Sekil 3.4 Strat -M Membran yapisi.
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Yontem

PBS ¢ozeltisi (pH: 7,4): 250 mL 0.2 M KH,PO,4 ve 393.4 mL 0.1 M NaOH

¢Ozeltisi hazirlandi.

Franzcell cihazinin sicakligs 32 °C ye ayarlandi. Dondr kompartimanina -0.3
gram Ornek (Hiicre Bazli Cilt Yapilandirma Serumu) konuldu. Reseptor

kompartimanina 5 mL PBS ¢ozeltisi konuldu.

0.,2.,4., 6., 8. ve 24. saatlerde reseptor kompartimanindan 5 mL 6rnek alindi,
yerine 5 mL taze tampon ortami eklendi. Reseptor faza gecen peptit miktar1 LC-

MS/MS cihaz ile analiz edildi (Uchida et al., 2016).

Sonuglar zamana kars1 kiimiilatif akis grafigi ile gosterildi.

3.13. In Vitro Toksikolojik Testler

In vitro toksisite testleri kozmetik ve kisisel bakim driinlerinin giivenligi
tolere edilebilirliginin degerlendirilmesine yonelik 6nemli araclardir. KLN lerin Raj

(2012) belirtildigi gibi toksikolojik ¢aligmalarin yapilmas: gerekmektedir.

3.13.1 In Vitro 3T3 NRU fototoksisite testi

Fototoksisite, cildin zararli kimyasallara maruz kalmasiyla meydana gelen

sistotoksik cevabin gostergesi olarak yorumlanmasidir (Kim et al.,2015).

3T3 NRU fototoksisite testi EU/COLIPA projesinde 1992-1997 arasinda
gelistirilmis ve in vivo testlere alternatif olarak belirlenmistir. (OECD Test
Guidelines Programme,1996).

Yontem

Calismada ATCC firmasindan temin edilen fare fibroblast hiicre dizisi (3T3)
kullanildi. Hiicre kiiltiirli ¢aligmalar1 dizin 3.3 ve 3.3.1 de belirtilen sekilde yapildi.
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2 adet 96-kuyulu plakalara kuyu bagina 1x10” hiicre ekildi. Peptit yiikli KLN
icin (test kimyasali), (-UVA) ve (+UVA) olmak iizere iki plaka hazirlandi. Hiicreler

24 saat boyunca etiivde inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra kuyucuklar 150 uL PBS ile iki defa yikandi. Uygun
miktarda test kimyasali veya sadece ¢oziicli (negatif kontrol) iceren 100 pL. PBS
ilave edildi. 8 farkli konsantrasyondaki test kimyasali uygulandi. Hiicreler test
kimyasaliyla karanlikta 60 dakika boyunca inkiibe edildi. Yontemin (+UVA)
kismin1 uygulamak i¢in hiicreler yapay giines smilatériinde oda sicakliginda 50
dakika boyunca 1.7 mW/cm? UVA (=5 J/cm?) ile 96-kuyucuklu plaka kapagindan

1sinland.

Ikili plakalar (-UVA) oda sicakhiginda karanlik kutuda 50 dakika (= UVA
maruziyet siliresi) muhafaza edildi. Sonra,150 pL PBS ile yikandi. Kiiltiir ortamu ile
bir gece inkiibe edildi.

Hiicreleri 150 pL PBS’le yikandi. 100 pul NR (Notr kirmizisi) koyuldu ve 37
°C’de 3 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra NR uzaklastirildi, hiicreler 150 pL
PBS ile yikandi. 150 pL. NR desorb ¢ozeltisi (taze hazirlanmis etanol/asetik asit)
eklendi. Plakalar karistiricida 10 dakika boyunca NR hiicrelerden ekstrakte
edilinceye ve homojen bir ¢ozelti olusuncaya kadar karistirildi. NR ekstraktinin

optik yogunlugu spektrofotometrede 540 nm’de dl¢iildii.

PIF (Foto Irritasyon Faktorii), test kimyasalmin 1s18m varhiginda (+UV) ve
yoklugunda (-UV) ECsy (kullanilan kimyasalin en etkili oldugu konsantrasyonun

yaris1) degeri photox version 2 programt ile bulundu.

PIF degeri, (-UV) ECs /(+UV) ECsy formiilii ile hesaplandi. PIF <5 ise, test
kimyasalinin fototoksik olmadigi, PIF >5 ise fototoksik olarak degerlendirildi
(OECD Test Guidelines Programme,1996).
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3.13.2 Bakteriyel geri mutasyon ames testi

Dr. Bruce Ames tarafindan 1972 yilinda gelistirilmis olan kimyasal
maddelerin mutajenik etkilerini belirlemek amaciyla tarama testi olarak uygulanan

bir testtir (Mortelmans and Zeiger, 2000).

Test maddelerinin toksik, mutajenik-karsinojenik etkilerini incelemek igin

giivenilir bir yontem olarak kabul edilmektedir.

Mutasyonla meydana getirilmis Salmonella typhymurium’un histidin
sentezleme yeteneklerini kaybetmis suslarinin, sitokrom P-450 enzimlerini i¢eren
memeli karaciger post mitokondriyal siipernatant (+S9) varliginda veya yoklugunda
(-S9), test bileseni uygulandiktan sonra ikinci bir mutasyon gecirip histidini
sentezleyebilen ve histidinden bagimsiz ortamda ¢ogalmasi esasina dayanmaktadir.
Histidinsiz ortamda iireyebilmelerine yol agan kendiliginden geri mutasyona

ugrayan koloniler sayilarak mutajenite belirlenmektedir (Zwarg et al., 2018).
Yontem

EBPI firmasindan temin edilen Amest ISO 384™ (384 Well Format) test kiti
ile analizler yapildi. Kit iceriginde bulunan prensipler uygulandiktan sonra test
kimyasali 6 farkli konsantrasyon ile 2 giin boyunca 37 °C’de etiivde bekletildi. Her
bir konsantrasyon i¢in 48 kuyucuk kullanildu.

Salmonella typhymurium TA100 (-S9) susu kullanildi. Negatif kontrol olarak
Ultra saf su (NC), pozitif kontrol 4-Nitroquinoline 1-oxide (PC) kullanildu.

PEP3 yiiklii —.KLN+ mannitol “test kimyasali” olarak adlandirildi. 80 pg/ml,
40 pg/ml, 20 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml, 1 pg/ml konsantrasyonlarda test kimyasali
kullanildi.

Stire sonunda konsantrasyon basma 48 kuyucuk basma <15 den olmasi
durumunda negatif [(mor-non revertant)], 48 kuyucuk basina >15 den olmasi

durumunda pozitif [( )] olarak degerlendirildi.
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3.13.3 In Vitro Epiderm™ deri korozyon testi

Kozmetiklerin deri irritasyonuna neden olmasit kozmetik iireticileri igin
onemli bir sorundur. Son yonetmeliklere gore bir kozmetik iireticisinin iirtiniinii
markete slirmeden Once giivenlik testlerini yapmasi zorunlu hale gelmistir. Cilt

korozyon testi, ciltte meydana gelen geri doniissiiz hasar1 saptayan testlerdir.

Deney hayvanlarinin kozmetik iirlin ve bilesenlerinin yasaklanmasinin sonucu
olarak alternatif test yoOntemi olarak gelistirilmistir (OECD,2004). Epiderm,
insandan tiretilmis epidermal keratinositlerin katmanli bir modelidir (Liebsch et al.,
2000)

Epiderm™ Deri Korozyon Test kiti MatTek Corporation firmasindan temin
edilmistir. Deneysel caligmalar test kitinde belirtilen prosediirler ¢ercevesinde

yapildi.

EpiDerm™ testi, ii¢ boyutlu insan epidermis (RhE) modeli iizerine uygulama
ve hiicre canliliginin metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) ile dlgiilmesi esasina
dayanan testtir. Deri modelinin test kimyasali ile 3 dakika ve 60 dakika sonundaki
maruziyeti ile meydana gelen sitotoksik cevaba gore koroziv (asindirma) 6zelligi
belirlendi. Negatif kontrol olarak, ultra saf su (NK), pozitif kontrol olarak, 8N KOH
(PK) ve test kimyasali olarak, PEP3 yiiklii KLN + mannitol (25mg) kullanildi.

Spektrofotometrik  6l¢iim  sonrast  yapilan canlilik  hesabina  gore

degerlendirme yapildi.

3 dakika test kimyasali ile dokunun maruziyetin sonunda doku canlilig1r %

50’°nin altinda ise test kimyasalinin koroziv oldugu,

3 dakika test kimyasali1 ile doku maruziyetinin sonunda doku canlig1 % 50’nin

lizerinde fakat 60 dakika maruziyet ile % 15’in altinda ise koroziv

3 dakika test kimyasali ile maruziyetin sonunda doku canlilifi %350’nin
iizerinde ve 60 dakika sonunda %15’in iizerinde is non-koroziv (asindiric1 6zelligi

olmayan) seklinde degerlendirildi.
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3.14 In Vivo Etkinlik Testleri

In vivo etkinlik testleri Skin Lab INTERNATIONAL Ltd. firmasinda
gerceklestirilmistir. Testler; Avrupa Parlamentosu ve Konsey Tiiziigi (EC)
Yonetmeligi, Kozmetik tirtinlerle ilgili 30 Kasim 2009 tarih ve 1223/2009 sayili,
Kozmetik Avrupa - Kisisel Bakim Dernegi (eski adi COLIPA) kurallari, insan Cildi
Uyumlulugunun Degerlendirilmesine Iliskin Uriin Testi kurallari, Kozmetik
Uriinlerin  Etkinliginin Degerlendirilmesine Yénelik Kilavuzlar’a (2008) gore

yapildu.

Calismaya katilan goniilliller Polonya ve Avrupa Hukuku, COLIPA
yonergeleri ve Helsinki Bildirgesi (1964) eklerine uygun olarak segildi.

Uriiniin uygulama testleri icin kadimlar segildi. Test icin secilen tiim
goniilliiler onam formu imzalatildi ve ¢aligmanin amaci, nasil yapildig1 ve olasi yan

etkileri konusunda bilgilendirildi.

3.14.1 Dermatolojik test (patch —yama testi)

Yama testi, kozmetik {iriin ve bilesenlerinin deri yilizeyinde meydana getirdigi
etkiyi test etmek amaciyla uzman hekim nezaretinde saglikli goniilliiler iizerinde

yapilmaktadir.

Dervatyl adli hammaddemizin alerjik olup olmadigini test etmek icin 25
goniillii tizerinde, yaslar1 18 ile 62 arasinda olan kisiler kullanildi. F1 formiilasyonu
sirt bolgesinde 48 saat kalacak sekilde uygulandi. Uygulama tamamlandiktan 30

dakika sonra dermatolog tarafindan degerlendirme yapildi.

Test sonucunda cilt {izerinde tespit irritasyonun derecesine gore

degerlendirme yapildi. Az dan ¢oga dogru 0 ile 5 arasinda deger verildi.

3.14.2 Cilt elastikiyet (esneklik) testi

Cilt yaslandik¢a, kollajen ve elastin proteinleri azalir ve elastikiyetini

kaybeder. Cilt elastikiyeti, gerilmeye ihtiya¢ duyulduktan sonra cildin esneme ve
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normal bir duruma dénme yetenegidir. Elastikiyet derecesi, cildin tuttugu kolajen
ve elastin (iki dogal olarak olusan protein) miktari ile belirlenir. Yiiksek elastikiyete

sahip cilt dolgun, sik1 ve geng goriiniir.

F1 formiilasyonu 10 goniillii iizerinde 4 hafta giinde 2 kez denendi. Cildin
elastikiyeti ASW 300 ile polarize 151k (Aram Huvis, Korea) ile dlgiimlendi Uriin
kullanimi 6ncesi ve sonrasi degerlendirme yapilds. Istatiksel analiz olarak Wilcoxon

Signed Rank Testi yapildi.

3.14.3 Cilt kirisiklik testi (anti wrinkle)

F1 formiilasyonu 10 goniillii iizerinde 4 hafta giinde 2 kez denendi. Cilt
kirisiklik orant ASW 300 ile polarize 151k (Aram Huvis, Korea) ile 6l¢limlendi.
Uriin kullanimi 6ncesi ve sonrasi degerlendirme yapildi. Istatiksel analiz olarak

Wilcoxon Signed Rank testi uygulandi.
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4.1 PEP1, PEP2 ve PEP3’iin HPLC Kromatogram Goriintiileri

Tez kapsaminda, tasarlanan peptitlerin (PEP1, PEP2 ve PEP3) HPLC

kromatogramlar sirasiyla asagida (Sekil 4.1, 4.2, 4.3) verilmistir.
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4.2 Inhibitér Tarama Testi ile PEP1, PEP2 ve PEP3’iin Inhibitor

Etkisinin Ol¢iilmesi.

MMP-12 enzimine 6zel olarak tasarlanmig olan PEP1, PEP2 ve PEP3
oligopeptitlerinin inhibisyonu kinetik olarak dl¢imlendi. 10 dakika boyunca alinan
Olgtimlerden sonra olusturan dogrunun egiminden boliim 3. 2°de anlatildigr gibi %

inhibisyon degeri olarak hesaplandi.

42.1 6,5 puM  diizeyindeki inhibitor konsantrasyonun

belirlenebilmesi icin dogru egiminin hesaplanmasi

PEP1’in % 5,91, PEP2’nin %25,26 ve PEP3’lin % 22,58 oraninda inhibisyon
yaptig1 belirlendi (Sekil 4.5, 4.6, 4.7).
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an
ocooo
oo
=
Il

A2+ v = 0,0186x + 0,0385
0,10 - R2=0,9998

0.06 -
0.04

o] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
FZaman (dak)

Sekil 4.4 Kontroliin zamana karst dogru egimi grafigi. OD (Optik yogunluk).
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Sekil 4.5 PEP1’nin zamana kars1 dogru egimi grafigi OD (Optik yogunluk).
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Sekil 4.6 PEP2’nin zamana karsi dogru egimi grafigi OD (Optik yogunluk).
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Sekil 4.7 PEP3’lin zaman kars1 dogru egimi grafigi OD (Optik yogunluk).
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Sekil 4. 8 PEP1, PEP2,PEP3 ve NNHGH’ nin MMP-12 inhibisyonu iizerine etkisinin zamana
kars1 gosterilmesi. OD (Optik yogunluk).
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422 13 puM  diizeyindeki inhibitor  konsantrasyonun

belirlenebilmesi icin dogru egiminin hesaplanmasi

Sekil 4.10 ve 4.11 de gosterilen grafikler yardimiyla, % Enzim
inhibisyonu formiilii kullanilarak, PEP2’nin %87,83 ve PEP3’iin % 88,05

oraninda inhibisyon yaptig1 belirlendi.
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Sekil 4.9 Kontrol grubunun zamana kars1 dogru egimi grafigi. OD (Optik yogunluk).
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Sekil 4.10 PEP2’nin zamana kars1 dogru egimi grafigi. OD (Optik yogunluk).
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Sekil 4.11 PEP3’{in zamana kars1 dogru egimi grafigi. OD (Optik yogunluk).
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Sekil 4.12 PEP1, PEP2,PEP3 ve NNHGH’nin MMP-12 inhibisyonu {izerine etkisinin zamana

kars1 gosterilmesi. OD (Optik yogunluk).

4.3 Farkh Konsantrasyonlardaki PEP3’iin, HS68 Hiicrelerine Olan

Proliferatif Etkisinin Belirlenmesi.

72 saat siiresinde PEP3 ile muamele edilen HS68 hiicrelerinde, 20 pg/ml
konsantrasyonda kontroliine gore proliferatif etkide istatiksel artis gozlendi (Sekil

4.13), (p<0,05). 10 pg/ml ve 20 pg/ml konsantrasyonlar karsilastirildigi zaman,

proliferatif etkinin, 20 pg/ml de anlaml derecede arttigi bulundu. (p<0,01).

Optik Yogunluk
=]
w

Kontrol 1 10

Konsantrasyon (pg'ml)

Sekil 4.13 Farkli konsantrasyonlardaki PEP3’iin, 72. saat sonunda HS68 hiicrelerine olan
proliferatif etkisinin dagilimi. *(p<0,05), kontrol grubuna gore anlamli;**

(p<0,01), 10ug/ml konsantrasyona gére anlaml.
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4.4 Kollajen 1, IV, Elastin ve Fibronektin’nin Immunofloresan

Analizinin Degerlendirilmesi

20 pg/ml konsantrasyonda PEP3 uygulanan HS68 hiicrelerinin 48 saat siiresi
sonunda vermis oldugu 1s1ma goriintiileri floresan mikroskobu ile 40x biiyiitme de
alindi. Imaje J programu ile goriintiiler analiz edilerek floresan boyama yogunlugu
grafigi ile gosterildi. Kollajen I proteinine ait kontrol ve PEP3 floresan yogunlugu
karsilagtirildigi zaman PEP3 grubunda kontrole gére anlamli bir artis meydana
geldi (p<0,05). PEP3 grubundaki floresan boyama yogunlugunun kontrol grubuna
gore 1,99 kat artis gozlendigi hesaplandi (Sekil 4.14, 4.15).

DAPI FITC MERGE
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PEP3

Sekil 4.14 Kollajen I proteinin yaymig oldugu floresan yogunlugunun mikroskobik
goriintiileri.
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Sekil 4.15 immun floresan boyama yogunlugu hesabinin, kollajen I proteini igin kontrol ve
PEP3 grubunda istatiksel olarak karsilastirilmasi, *p<0,05 kontrol grubuna gore
anlamli.
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Kollajen IV proteinine ait kontrol ve PEP3 floresan yogunlugu
karsilastirildigt zaman PEP3 grubundan kontrole goére anlamli bir artis meydana
geldi (p<0,05). PEP3 grubunda ki floresan boyama yogunlugunun kontrol grubuna
gore 2,88 kat artis gozlendigi hesaplandi (Sekil 4.16, 4.17).

DAPI FITC MERGE

Kontrol

PEP3

Sekil 4.16 Kollajen IV proteinin yaymis oldugu floresan yogunlugunun mikroskobik
goriintiileri.
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Sekil 4.17 immun floresan boyama yogunlugu hesabinin, kollajen IV proteini igin kontrol ve
PEP3 grubunda istatiksel olarak karsilastirilmasi, *p<0,05 kontrol grubuna gore
anlamli.

Elastin proteinine ait kontrol ve PEP3 floresan yogunlugu karsilastirildig

zaman PEP3 grubundan kontrole gore anlamli bir artis meydana geldigi gozlendi
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(p<0,05). PEP3 grubunda ki floresan boyama yogunlugunun kontrol grubuna gore
2,67 kat artig hesapland1 (Sekil 4.18,4.19).

DAPI FITC MERGE

Kontrol

Sekil 4.18 Elastin proteinin yaymis oldugu floresan yogunlugunun mikroskobik goriintiileri.
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Sekil 4.19 immun floresan boyama yogunlugu hesabinin, elastin proteini igin kontrol ve
PEP3 grubunda istatiksel olarak karsilastirilmasi, *p<0,05 kontrol grubuna gore
anlamli.

Fibronektin proteinine ait kontrol ve PEP3 floresan yogunlugu
karsilagtirildigi zaman PEP3 grubundan kontrole gore anlamli bir artis meydana
geldi (p<0,05). PEP3 grubunda ki floresan boyama yogunlugunun kontrol grubuna
gore 3,18 kat artis gozlendigi hesaplandi (sekil 4.20,4.21).
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FITC MERGE
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- ...
) ...

Sekil 4.20 Fibronektin proteinin yaymis oldugu floresan yogunlugunun mikroskobik
goriintiileri.
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Sekil 4.21 immun floresan boyama yogunlugu hesabinin, fibronektin proteini i¢in kontrol ve
PEP3 grubunda istatiksel olarak karsilagtirilmasi, *p<0,05 kontrol grubuna gore
anlaml.

45 Kollajen 1, 1V, Elastin ve Fibronektin Proteinlerinin

sw e

Ekspresyonlarinin Western Blot Teknigi ile Degerlendirilmesi

10 pg/ml ve 20 pg/ml konsantrasyon PEP3 uygulanan HS68 hiicrelerinin 48
saat sliresi sonunda protein ekspresyon miktarlart Western blot yontemi ile analiz

edildi. Imaje J programi ile bantlarin dansitometresi yar1 kantitatif olarak analiz
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edildi. Protein ekspresyonu/p  aktin—konsantrasyon grafigi ile protein
miktarlarindaki  dagilim gosterildi. Kollajen 1 proteinine ait kontrol ve
konsantrasyonlar birbirleriyle karsilastirildigi zaman, kontrole gore en fazla artisin
10pg/ml de oldugu bulundu. 10 pg/ml de kontrole gore 3,33 kat protein miktarinda
artis, 20 pg/ml de kontrole gore 2,34 kat protein miktarinda artis gozlendi (Sekil
4.23).
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Sekil 4.22 Farkli konsantrasyonlardaki PEP3’iin kollajen I protein bantlarinin goriintiisii.

Kontrol 10 pg/ml 20 pg/ml

A

Kollajen 1A

B Aktin

Sekil 4.23 PEP3 konsantrasyonlarinin kollajen I proteini ekspresyonlarinin kontrol grubuna
gore gosterilmesi

Kollajen IV proteinine ait kontrol ve konsantrasyonlar birbirleriyle
karsilastirildigi zaman, kontrole gore en fazla artisin 10pg/ml de oldugu bulundu.

10 pg/ml de kontrole gore 3,88 kat protein miktarinda artig, 20 pg/ml de kontrole
gore 2,43 kat protein miktarinda artis gozlendi (sekil 4.25).
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Sekil 4.25 PEP3 konsantrasyonlarinin kollajen IV proteini ekspresyonlarinmn kontrol grubuna

gore gosterilmesi.

Elastin proteinine ait kontrol ve konsantrasyonlar birbirleriyle karsilastirildig:
zaman, kontrole gore en fazla artisin 10pug/ml de oldugu bulundu. 10 pg/ml de
kontrole gore 2,7 kat protein miktarinda artig, 20 pg/ml de kontrole gore 2,6 kat
protein miktarinda artis gozlendi (Sekil 4.27).
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Elastin

B Aktin

42kDa

Sekil 4.26 Farkli konsantrasyonlardaki PEP3’iin elastin proteini bantlarinin goriintiisii
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Sekil 4.27 PEP3 konsantrasyonlarinin elastin proteini ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore

gosterilmesi.

Fibronektin proteinine ait

kontrol

ve konsantrasyonlar birbirleriyle

karsilastirildigi zaman, kontrole gore en fazla artisin 10ug/ml de oldugu bulundu.

10 pg/ml de kontrole gore 1,37 kat protein miktarinda artis, 20 pg/ml de kontrole

gore 1,26 kat protein miktarinda artis gézlendi (Sekil 4.29).
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Kontrol 10 pg/mi 20 pg/ml

Fibronektin 220 kDa

B Aktin 42k

Sekil 4.28 Farkli konsantrasyonlardaki PEP3’iin fibronektin proteini bantlarinin goriintiisii.
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Sekil 4.29 PEP3 konsantrasyonlarimin fibronektin proteini ekspresyonlarinin kontrol grubuna
gore gosterilmesi.

4.6 KLN Formiilasyonun Degerlendirilmesi

PEP3 yiiklii KLN hazirligr bolim 3.9 ve 3.9.1°de anlatildig1 gibi yapildi.
Cizelge 3.3’e gosterildigi gibi hazirlanan KLN ler mikrofluidik sistem ile
olusturuldu.
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Size Distribution by Volume

Size (d.nm)

Sekil 4.30 Bos KLN’ye ait partikiil bityiikliigii dagilim grafigi.

Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.31 PEP3 yiiklii KLN’ye ait partikiil biiyiikliigii dagilim grafigi.

Cizelge 4.1 KLN formiilasyonun 6l¢iilen partikiil biiyiikligii ve PDI degerleri ( ortalama+
standart sapma degeri).

Olciim  sirasinda | Partikiil biiyiikliigii | PDI
seyreltme oram (nm)
Bos partikiil - 65,90 £0,49 0,064+0,016
PEP3 yiiklit KLN - 128,02 + 3,87 0,388+0,023

Sekil 4.32°de goriildiigl gibi PEP3 yiiklii KLN yapisinin TEM analizi yapildi.

Nanopartikiillerin kiiresel ve homojen bir goriiniim sergiledigi gosterildi.
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Sekil 4.32 PEP3 yiiklii KLN TEM mikroskopu goriintiisii.

4.7 Kriyoprotektanlar ile Liyofilizasyon Isleminin KLN Uzerine
Etkisi

KLN‘nin uzun siireli fiziksel ve kimyasal stabilitesini artirmak i¢in gesitli
kriyoprotektanlar ile farkli konsantrasyonlarda liyofilizasyon islemi yapilmistir.
Kriyoprotektan olarak nanopartikiil yapisina uygun olabilecek olan fruktoz, sukroz
ve mannitol sekerleri kullanilmistir. Liyofilize edilen KLLN ler 1/100 oraninda ultra

saf su ile redisperse edilerek partikiil biiyiikliigli ve PDI degerleri 6l¢iildii.

Biiylime orani ise liyofilize KLN’nin partikiil biiyiikliigiiniin baglangi¢ KLN
partikiil biiytikliigiine boliinmesi ile hesaplanmistir. Bu sonuglara gore en az
biiyiime oranmina %10’luk (W/v) mannitol ile kurutulan nanopartikiillerin sahip

oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2)
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Cizelge 4.2 Farkli konsantrasyonlardaki kriyoprotektanlar ile liyofilize KLN lerin redisperse
edilmesi ile Olgiilen partikiil biiylikliigii ve PDI degerleri (ortalamat standart
sapma degeri).

Partikiil biiyiikligii
(nm) PDI Biiyiime oram

Bos KLN 65,90+0,49 0,064+0,016

Baslangic ( peptid yiiklii) KLN 128,0243,87 0,388+0,023
Kriyoprotektan kullanilmamis PEP3 yiiklii KLN 274,45+11,80 0,50+0,002 2,14
Fruktoz % 5 (w/v) 131,56+ 0,11 0,144+0,006 1,02
Fruktoz % 10 (w/v) 146,83+7,61 0,174+0,043 1,14
Mannitol %65 (w/v) 122,2+0,50 0,252+0,007 0,96
Mannitol %610 (w/v) 120,93+12,30 0,237+0,032 0,94
Sukroz % 5 (w/v) 196,36+15,10 0,243+0,014 1,53
Sukroz % 10 (w/v) 148,60+2,09 0,139+0,019 1,16

4.8 %10 luk Mannitol ile Liyofilize Edilen PEP3 Yiiklii KLN’nin

Stabilizasyonunun Degerlendirilmesi

% 10 luk mannitol ile kurutulan PEP3 yiiklii KLN nin stabilite ¢alismasi igin,
4+ 2 °C/60 + 5% nem, 25 £ 2 °C/60 + 5% nem ve 40 + 2°C/75 £ 5 nem kosullarinda
stabilite caligmalar1 yapildi. 0. ay, 3. ay ve 6.ayin sonunda partikiil biytikligii ve
PDI degerleri (Sekil 4.33), 9.ayin sonunda KLN den ortama salinan peptit diizeyi
boliim 3.9’ da anlatildig: sekilde yapildi.

Cizelge 4.3 PEP3 yiiklii KLN lerin zamana gore farkli sicakliklardaki redisperse edilmesi ile
oOlgiilen partikdil biiyiikliigli ve PDI degerleri (ortalama+ standart sapma degeri),
nd*(degerlendirme yapilamadi), 6d ( 6l¢iim alinmad).

Aylar Sicakhik Partikiil biiyiikliigii (nm) PDI Ortama salinan PEP3
diizeyi (ppm)

0. 4°C 128,0243,87 0,50+0,02 0

3. 4°C 188,33+3,194 0,317+0,045 6.d
25°C 249+8,54 0,419+0,03 o.d
40°C 1184+15,06 0,70+0,01 o.d

9. 4°C 190,60+6,26 0,328+0,02 08
25°C 266,01+7,82 0,547+0,03 14
40°C n.d*
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Sekil 4.33 PEP3 yiiklii KLN’ye ait farkli zaman ve kosullardaki partikiil biiytikligii dagilimi
grafigi. A (3. Ay 4 oC), B (3.Ay 25 0C), C (6. Ay 4 oC), D (6. Ay 25 oC).

4.9 PEP3 Yiiklii KLN’lerin Enkapsiilasyon Veriminin Ol¢iilmesi
Sekil 4.34’de goriildiigii gibi LC/MS-MS ile standart grafigi cizildi. En

kapsiilasyon verimi 6l¢iimii boliim 3.10°da anlatildigi sekilde yapildi ve verim %

59,92 olarak bulundu (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.34 LC-MS/MS ile PEP3 standart grafiginin ¢izilmesi.
Cizelge 4.4 Enkapsiilasyon verimi hesabi
Baslangigta toplam etken Yiiklenmemis etken madde % EE
madde mikar1 (ppm) miktar1 (ppm)
50 20,039 59,92
4.10 In Vitro Transdermal Difuzyon Cahsmasinin

Degerlendirilmesi

In vitro difiizyon caligmalart ve in vivo testler i¢in “Hiicre Bazli Cilt
Yapilandirma Serumu” adi verilen formulasyon igeriginde bulunan PEP3 yiikli
KLN’nin trans dermal salinimi i¢in diflizyon ¢alismasi yapildi. 0, 2, 4, 6, 8, 24. saat
araliklarinda membrandan gegen siiziintii de peptit analizi boliim 3.10 da belirtildigi
gibi yapilarak trans dermal emilim Ol¢lildii. Zaman araliklarinda kiimiilatif
derisimin zamana bagl olarak artis gosterdigi bulundu. Sekil 4.35’de gosterildigi
gibi 24.saat sonunda 30,58 ppm PEP3’iin emilim gosterdigi hesaplandi.
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Sekil 4.35 PEP3yiiklii KLN in vitro difiizyon ¢alismasinin grafik olarak gosterilmesi.

4.11 In Vitro Toksikolojik Testlerin Degerlendirilmesi

4.11.1 Fototoksisite- In Vitro 3T3 NRU fototoksisite testi sonuclari

Isik varliginda (+UVA) ve yoklugunda 8(-UVA) farkli konsantrasyonlarda
Olgiilen optik dansite degerlerine gore (Cizelge 4.5 ve 4.6) Photox Version 2
programi ile konsantrasyon-cevap egrileri elde edildi. ECsq degerleri bulundu (Sekil
4.36). Fotoiritasyon Faktorii (PIF) bolim 3.14.1° de verilen formulasyona gore
hesaplandi.

Cizelge 4.5 UVA 1sik yoklugunda (-UVA) 3T3 hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda
oOlciilen OD degerleri. (n=6).

Kontrol 0.252 0.248 0.327 0.347 0.358 0.342
100 0.285 0.269 0.293 0.391 0.268 0.324
pg/ml

80 pg/ml | 0.292 0.301 0.216 0.304 0.340 0.335
60 pg/ml | 0.266 0.302 0.244 0.320 0.325 0.393
40 pg/ml | 0.215 0.281 0.299 0.328 0.420 0.418
20 pg/ml | 0.298 0.403 0.269 0.377 0.437 0.434
10 pg/ml | 0.345 0.306 0.215 0.304 0.229 0.296
5 pg/ml 0.313 0.419 0.308 0.469 0.370 0.437
1 pg/ml 0,32 0.347 0.354 0.290 0.305 0.366
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Cizelge 4.6 UVA 151k varliginda (UVA+) 3T3 hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda
6l¢iilen OD degerleri. (n=6).

Kontrol 0.314 0.375 0.209 0.292 0.363 0.237
100 pg/ml | 0.243 0.226 0.226 0.323 0.306 0.269
80 pg/ml 0.239 0.268 0.322 0.343 0.321 0.270
60 pg/ml 0.206 0.283 0.247 0.281 0.337 0.376
40 pg/ml 0.390 0.320 0.351 0.271 0.291 0.292
20 pg/ml 0.319 0.260 0.333 0.277 0.249 0.222
10 pg/ml 0.217 0.239 0.201 0.253 0.223 0.233
5 pg/ml 0.222 0.227 0.276 0.355 0.307 0.247
1 ug/mi 0.207 0.235 0.212 0.307 0.225 0.371
A B
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Sekil 4.36 UVA 15181 varliginda ve yoklugunda doza bagli olarak cevap ve EC 50
degerlerinin gosterilmesi. A= UVA+, B= UVA-

-UVA grup da EC s5g degeri 44,20, +UVA grup da EC 50 degeri 19,20 olarak
bulunmustur. PIF degeri 2.31 olarak hesaplandi (Sekil 4.36).

4.12 Bakteriyel Geri Mutasyon Ames Testi Degerlendirmesi

EBPI firmasindan temin edilen Amest ISO 384™ (384 Well Format) test kiti
ile bolim 3.14.2 de kit prosediirlerine gore analizler yapildi ve sonuglar

degerlendirildi.
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Cizelge 4.7 PEP3-KLN ’nin S9’suz ortamdaki TA100 susu ile verdigi revertant koloni
sayilart. (Ort: Ortalama, SS: standart sapma)

PEP3 yiiklii KLN Konsantrasyonu Revertant Koloni Sayis1 TA100 (Ort£SS)
80ug/ml 3,33+ 1,15

40ug/ml 3,30 + 0,57

20ug/ml 3,34 + 0,58

10pg/ml 3,30 +1,52

5 pg/ml 2,6£1,5

1 pg/ml 2,6 +£0,98

TA100 susu ile yapilan deney sonuglar1 degerlendirildiginde, S9’suz ortamda
tim caligma konsantrasyonlarinda revertant koloni sayilar1 15 kuyucuktan az

bulunmugtur. PEP3-KLN’nin mutajenik etkiye sahip olmadigi tespit edilmistir.
4.13 In Vitro Epiderm™ Deri Korozyon Testi Degerlendirmesi

Epiderm™ Deri Korozyon Test kiti MatTek Corporation firmasindan temin
edildi. Deneysel ¢alismalar test kitinde belirtilen prosediirler ¢ergevesinde yapildi.
Bolim 3.10.3 de belirtildigi gibi degerlendirme yapildi. 3. dakikanin sonunda
PEP3-KLN grubunda hiicre canliligi kontrol grubuna gore %4 oraninda arttig
bulundu. 1. saatin sonunda da kontrol grubuna goére %35 oraninda azaldig: tespit
edildi (Sekil 4.37).

110 4
100 -~
S0
B0
70
60
50
40 4
30
20
10

# 3. dakika

“ 1. saat

Hiicre canlihin (% 100 kontrol)

Kontrol PEP3-K1LIW 8N KOH (PED)

Sekil 4.37 PEP3 yiiklii KLN yapisinin zamana bagli olarak koroziv etkisinin gdsterilmesi.
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Epiderm yapay deri modeli ile yapilan cilt korozyon testinde; PEP3-KLN
bilesiginin 3.dakikanin sonunda negatif kontrole gore % 50 oraninda hiicre
Oliimiine neden olmadig: ve 1. saatin sonunda % 15 den fazla hiicre canlilig1 oldugu

i¢in cilt korozyunu (non-corrosive) yapmadigi sonucuna varildi.

4.14 In Vivo Etkinlik Testleri

In vivo etkinlik testleri Skin Lab INTERNATIONAL Ltd. firmasi
tarafindan 13/06/18/D/1 ve 13/06/18/A/1 test numarasi ile rapor edilmistir
(Bkz. Ek 1, EK2).

4.14.1 Dermatolojik test (patch —-yama testi) sonucu

degerlendirilmesi

Test yontemi boliim 3.15.1°de anlatildigi gibi uygulandi. Dermatolojik test
sonucunda cilt lizerinde tespit edilen kizariklik, 6dem, kuruluk ve dokiilme gibi
sonuclara gore 0 ile 5 arasinda (irritasyon yoktur-irritasyon vardir seklinde)
puanlama yapildi. Yaslar1 18 ile 62 arasinda bayan goniiller {izerinde herhangi bir

irritasyon yapmadigi rapor edildi (Bkz. Ek 1).

4.14.2 Cilt elastikiyet (esneklik) testi degerlendirilmesi

F1 formiilasyonu, 10 goniillii lizerinde 4 hafta giinde 2 kez denendi. Siire
sonunda kullanim 6ncesi ve kullanim sonrasi elastikiyet degerlendirmesi yapildi.
%1 (w/w) oraninda PEP3 yiikli KLN+ mannitol iceren F1 formulasyonun,
kullanim 6ncesine gore % 9,92 oraninda (Sekil 4.38) elastikiyeti arttirdigi bulundu
(Bkz. Ek 2).
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Sekil 4.38 F1 formiilasyonun, kullanim Oncesi ve sonrasinda cilt elastikiyet testi dagilim
grafigi.* p<0,01.

4.14.3 Cilt kinsikhik testi (anti wrinkle) degerlendirilmesi

F1 formiilasyonu,10 goniillii iizerinde 4 hafta giinde 2 kez denendi. Siire
sonunda kullanim oOncesi ve kullanim sonrasi kullanicilar iizerinde kirisiklik

degerlendirilmesi yapildi.

%1 (w/w) oraninda PEP3 yiikliit KLN + mannitol igeren F1 formulasyonun,

kullanim 6ncesine gore % 18,17 oraninda (Sekil 4.39) cilt kirisikligimi azalttig
bulundu (Bkz. Ek 2).

-~
?

Oncesi Sonras

Sekil 4.39 F1 formiilasyonun, kullanim Oncesi ve sonrasinda cilt kirigiklik testi dagilim
grafigi. * p<0,05.



85

ASW 300 cihaz1 30x biiyiitme ile goniillii resmi alindi (Sekil 4.40)

Oncesi Sonrasi

Sekil 4.40 F1 formiilasyonun, kullanim 6ncesi ve sonrast ASW 300 cihazi ile alinan cilt
gorintiileri.
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5. TARTISMA

Insanligin  dogusu ile baslayan, giizellik veya giizel olma duyusu,
Misirli’lardan ve Siimer’lerden bu yana 6000 yildir hayatimizin iginde var
olmaktadir. Giizellik arayisin1 edebiyatta, sanatta ve miizikte gormekteyiz.
Glizelligin sosyal etkilerinden biiyiilenen bilim adamlari, aragtirmalarin1 kozmetik
bilimine entegre etmesiyle birlikte, kozmetik bilimi derin bir devrime maruz
kalmistir. Geleneksel bakis agisiyla “kavanozun icindeki umut” olarak goriilen
kozmetik {rlinleri, bilimin 1s18inda tiiketicinin taleplerini karsilayan, cilt
hiicrelerinde fizyolojik degisikler meydana getiren, etkin triinler olarak karsimiza

cikmustir.

21. yiizyilin anahtar teknolojisi olan biyoteknoloji, tiiketicinin daha etkili ve
giivenli iirlin arayiglan talepleri dogrultusunda, kozmetik endiistrisini etkisi altina
almigtir. Tip bilimi ve kozmetigin bir araya gelmesiyle meydan gelen kozmesotik
iiriinler, cilt yaslanmasin1 giizellik iirlinleri ile yenmenin miimkiin olabilecegi kanis1
tilketicinin zihninde yer edinmistir. Bu anlamda biyoteknoloji {iriin inovasyonu
saglamasi1 acisindan glizellik endiistrisinin biliylimesine katki saglamistir. Tiiketici
algis1 agisindan bakildigi zaman, yeni bir kozmetik dalgasi olarak ortaya ¢ikan
biyoteknolojik kozmetik triinlerin, geleneksel iiriinlere gore daha giivenli ve daha
etkili Griinler olmasi, karsi konulmaz konulmaz geng ve giizel goriiniim vaadinden

dolay1, onem arz etmektedir (Coresight Research, 2016).

Kozmetik markalar, biyoteknoloji ve ilag firmalari, iirtin yeniliklerini tesvik
etmek icin yeni teknolojilere biiylik yatirimlar yapmaktadirlar. Bilimsel
arastirmalara ve yeni teknolojiye yapilan yatirimlarla, giizellik iiriinleri ile cildin
yaglanmasini1 “yenmek” giderek daha fazla miimkiin hale gelecektir. Biyomimetik,
3D biyoprinting, genetik ve kok hiicre teknolojileri, gelecekte giizellik sektoriinde

arastirma odak alanlar1 olacaktir.

Gelismislik diizeyi yiiksek olan tilkelerde, yash niifuz hizla artmakta, bunun
sonucu olarak, yaslanmanin belirtilerini minimize etmek i¢in, anti aging {riinlerin
kullanim1 ve pazar payr da artmaktadir (Zouboulis and Makrantonaki, 2011).

Kozmetik iirtin kullanimin 2020 yilinda orta yas segmentinden, gen¢ segment diye
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tabir edilen 20-34 yaslara kayacag disiinilmektedir. Geng neslin ileri teknoloji
iceren, sosyo-psikolojik rahatlamaya neden olabilecek, yiiksek giivenlik
standartlarinda tretilen ve gelistirilen {irtinlere ilgisi artacaktir. Yaslanma karsiti
(anti aging) cilt bakim {iriinlerinde yillik % 6 lik bir biiyiime hacmine sahip sahip
olmasi, yaslanma karsiti {riinlerde yeni stratejilerin gelistirilmesine olanak
saglamigtir. Aktif bilesenlerin deri altina bozulmadan gegebilmesi i¢in kozmetik
sektorii nanoteknoloji ile hibrit teknolojiler meydana getirmistir (Katz et al., 2015).
Yeni nesil cilt bakim iiriinleri, yenilik¢i deri alt1 iletim sistemleriyle birlikte
fonksiyonel  aktif  bilesenleri  kullanarak,  yaslanma  mekanizmalarini

hedeflemektedir (Golubovic et al., 2011).

Yaslanma karsit1 iiriin gelistirme stratejilerine bakildiginda, fonksiyonerlik ve
etkinlik vurgusu 6nem arz etmektedir. Giinliik yaslanma karsit1 cilt bakimina
peptitler eklemek, ozellikle en etkili igerik dagitim sistemleriyle birlestirildigi
zaman daha sofistike iiriinler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Gida alaninda glutensiz
iiriinler ne kadar cazip ise “cilt bakim diinyasinda peptit iceren iiriinler o kadar
degerlidir. Son yillarda tiiketiciler 6zellikle ambalajlar iizerinde “peptit” adini
aramaktadirlar. Peptitler gelecek icin iimit vaad eden, ¢ok yonlii yaslanma kargiti
bilesen haline gelmektedir. Ozellikle yaslanma karsit1 iiriinlerde meydana gelen %

6 oraninda ki biiyiime, yeni stratejileri ve lirlinleri beraberinde getirecektir.

Bu anlamda tez ¢alismasinda; zaman i¢inde ortaya ¢ikan kaginilmaz biyolojik
bir siire¢ olarak deri yaglanmasina karsi geciktirebilir ve engellenebilir (Kammayer
and Lutein, 2015) iriinler ortaya ¢ikarma amaciyla MMP-12 enziminin
inhibisyonuna yonelik inhibitdr peptit dizayn edilmistir. MMP’lar, ESM
devamliligin1 ve biitiinliigiinii saglayan kollajen, elastin, laminin ve fibronektin
proteinlerinin yikimini arttirarak, cildin yaslanma belirtisinin disa yansimasi olan

kirigikliklarin artisina neden olmaktadirlar (Taddese et al., 2008).

Yirmibes yil once, genis 6lciide kollajenaz (matriks metalloproteinaz (MMP)
1), stromelisin-1 (MMP3) ve jelatinaz A'nin (MMP2) inhibisyonu kanser
kontroliine yonelik terapotik strateji ile baglamigtir (Overall and Kleifeld, 2006).
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Batimastat, peptidomimetik inhibitér olarak, kanser tedavisinde klinik
denemelere ulasan ilk peptittir. Batimastat, MMP'ler -1, -8 ve -13 ile proteolize
edilen kollajen i¢indeki glisin-16sin boliinme bolgesine dayanilarak tasarlanmastir.
(Cathcart and Cao, 2015). Peptit bazli MMP-1, 2, 9 ve MT1-MMP’a inhibitérleri
kullanilmistir (Ndinguri et al., 2012). MMP-12 igin peptit yapisinda olmayan
inhibitor tasarimlari yapilmistir (Morales et al., 2004).

Aerts ve ark.’lar1 (2015) anti inflamatuar amacl hidroksipron bazli,
potansiyel ve spesifik MMP-12 inhibitériiniin sentezi ve validasyonu ile ilgili
caligmalar yapmistir. Yalanci peptit olarak MMP-12 ye 6zel inhibitor olarak dizayn
edilen RXP470 bilesigi atheroskloritk plaklarin tedavisi amagli calismalarda
kullanilmistir (Bordenave et al., 2016).

Bilesik 21, MMP-2 ve MMP-9a MMP-1, MMP-3, MMP-8, MMP-12 ve
MMP-13'den daha fazla segicilige sahip bir karbamoil fosfonat MMP inhibitoriidiir.
Bilesik 21, immiin yetmezlikli farelerde insan prostat tiimor hiicrelerinin

implantasyonu ile iiretilen bir murin modelinde tiimor biiylimesini ve metastazi

azaltir (Liu and Khalil, 2017).

MMP enzimlerinin ESM igerisinde cilt yapist i¢in gerekli olan proteinleri
degrade etmesi, arastirmacilart MMP inhibitorlerinin de kozmetik alanda
kullanabilecegi fikrini vermistir. 2000 yilindan bu yana, kozmesotik triinlerdeki
peptitlerin kullanimi ¢arpict bir sekilde artmistir. Bu peptitlerin inhibisyondan daha
cok, ESM igerisinde bulunan proteinlerin miktarlarin1 arttirmaya yonelik olan
calismalar oldugu goriilmektedir. (Katayama et al., 1999; Murphy and Poczatek,
2000; Gorouhi and Maibach, 2009).

Bakir tripeptit kompleksi (Bakir Gly-L-His-L-Lys) en iyi incelenen peptitler
arasindadir. MMP-2 {izerinden fibroblast hiicre kiiltiiri ile yapilan ¢alismalarda
MMP-1, 8 ve 13’1 degrade ettigi gosterilmistir (Badenhorst et al.,2016). Tripeptit-
2'nin MMP-1, 3 ve 9’u inhibe ettigini ve foto yaslanma ve kronolojik yaslanmada
goriilen asir1 dermal matriks yikimini en aza indirdigini gosterilmistir (Loing et al.,

2012).
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Solabia firmasi tarafindan Peptiskin ticari adi ile biyoteknolojik enzimatik
proses ile iiretilen oligopeptit MMP-1 enzimi inhibisyonu yapmaktadir (Peptiskin,
2018).

Bu veriler 1s18inda literatiir taramalari, patent (Ege Universitesi Teknoloji
Transfer Ofisinin yapmis oldugu patent aragtirma sonuglarina gore; arastirma tiirii
olarak; yenilik aragtirmasi, rakip arastirmasi, benzerlik arastirmasi yapilmistir.
Veritabani1 Espacenet, patent bilgi servisi olarak ta PatBase kullanilmistir) ve piyasa
arastirmalar1 sonucunda, MMP-12 enzimine yonelik olarak anti-aging amagli peptit
sentezinin ve iiretiminin olmadigi goriilmektedir. Inovatif iiretim stratejileri
acisindan ar-ge ve yenilik stratejisi ve firsatlar1 izleme stratejisi takip edilerek peptit

tasarimi yapilmis ve sentezlenmistir.

Tez kapsaminda tasarlamis oldugumuz, PEP1, PEP2 ve PEP3 oligopeptitlerin
MMP-12 enzimine 6zel inhibitor tarama testi ile inhibisyon diizeyi dlgiilmiistiir. 6,5
uM konsantrasyonda PEP1’in % 5,91, PEP2’nin %25,26 ve PEP3’iin % 22,58
oraninda inhibisyon yaptig1r belirlenmistir (Sekil 4.5, 4.6 ve 4. 7). Bu sonuglar
iizerinden 13 uM PEP2 ve PEP3 konsantrasyonunun sirastyla %87,83 ve % 88,05
oraninda inhibisyon yaptig1 ol¢tilmiistiir (Sekil 4.10 ve 4.11). Maliyet avantajindan
ve daha az aminoasit dizisi icermesinden dolay: tezimizde belirtilen deneyler, PEP3

olarak adlandirilan peptit dizilimi {izerinden gergeklestirilmistir.

Hiicre canliliginin devami icin yapilan proliferasyon deneyinde HS68 hiicre
hatlarinda PEP3’iin hiicre biiylimesi lizerine olumsuz etkisinin olmadig1
gozlenmistir. 20 pg/ml PEP3 konsantrasyonda 72. saatin sonucunda kontrol
grubuna gore hiicre biiylimesinin anlamli bir sekilde arttig1 istatiksel olarak
bulunmustur (Sekil 4.13). Park ve ark. (2014) yapmis olduklar1 ¢alismada gallolil-
RGD peptit yapisinin insan keratonosit hiicreleri iizerinde 1000 ppm diizeyinin

sitotoksik etkisinin oldugu bulunmustur.

Immun floresan boyama yontemiyle yapilan deneylerde kollajen I, 1V, elastin
ve fibronektin proteinlerinin boyama yogunlugunun kontrol grubuna gore istatiksel
anlamda artis gosterdigi gozlenmisti. MMP-12; elastin, kollajen tip IV ve
fibronektin gibi bircok ESM proteinini degrade etmektedir (Amar et al., 2017).
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Immun floresan ve Western blot deneylerinde kontrol grubuna gore kollajen
I, IV, elastin ve fibronektin proteinlerinin miktarinda meydana gelen artis
tasarlamis oldugumuz peptit yapisinin yaslanma karsit1 iriin stratejilerine farkli bir
bakis acis1 getirmektedir. Western blot analizlerinde, 6zellikle 10 pg/ml PEP3
konsantrasyonunda dort protein i¢inde istatiksel olarak kontrol grubuna gore artig
gostermistir (Sekil 4.23, 4.25, 4.27 ve 4.29). Inhibitor tarama testinde PEP3’iin 13
pM konsantrasyonda %88 oraninda MMP-12 yi inhibe etmesi, sonuglarin
birbirleriyle uyumlu oldugunu gostermektedir.13 pM konsantrasyonun yaklasik
olarak 9,5 pg/ml ye karsilik gelmesi bu konsantrasyonda in vitro kosullarda yeterli

etkinligin alindigin1 géstermektedir.

MMP-12, elastine kars1 en etkili MMP'dir. Makrofajlar ve fibroblastlar, akut
UVA 1s18ma tepki olarak MMP-12 salgilarlar. MMP-12 solar elastoz gelisiminde
cok onemli bir rol oynar. Giines elastosisi siireci, dermiste distrofik elastotik madde
toplanmas1 anlamina gelir ve direk olarak cilt kirisikliginin artmasi ile sonuglanir.
MMP-12 ayrica pro-MMP-1, MMP-2, MMP-3 ve MMP-9 gibi diger pro-
MMP'larin aktivasyonundan sorumludurlar (Sbardella et al., 2012; Pittayapruek et
al., 2016). MMP-12 seviyeleri, melanom hiicresi invazyonu, lenf nodu metastazi ve
timor metastazi ile iligkilidir. Melanomlu hastalarin prognozu i¢in potansiyel bir
belirleyicidir (Zhang et al., 2015). Bu acidan bakildigi zaman PEP3 oligopeptit
diziliminin aynm1 zamanda terapétik amagli olarak da kullanilabilecegi fikrini

vermektedir.

Literatiir taramalar1 sirasinda gozlemledigimiz dermokozmetik amach
caligmalarin genellikle ESM proteinlerinin ekspresyonu iizerine olmasi fakat onlari
degrade eden enzimlerin inhibisyonuna yonelik ¢alismalarin az olmasi tezin
istiinliigiinii ortaya koymaktadir. Ticari tirlinlerde MMP 1, 3, 9 ve 13 {izerine
inhibisyon c¢aligsmalarinin yapildigi goriilmiistiir. (Gorouhi and Maibach, 2009;
Loing et al.,, 2012; Pickart and Schagen, 2015). Lu ve ark. (2013) dermal
fibroblastlar {izerinde yapmis olduklar1 caligmada lipoik asit-KTTKS peptit
diziliminin MMP-1 enzimini inhibe ettigini ve kollajen I miktarin1 arttirdigini

bulmuslardir.
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Kollajen I, IIT ve fibronektin sentezini, dermatan siilfat ve kondrotin siilfat
miktarini, cilt fibroblast proliferasyonunu artirmaya yonelik peptit dizilimleri
kullanilmaktadir (Reddy et al., 2012). Kwon ve ark. (2015) HS 68 hiicrelerinde
yaptiklar1 ¢alismada muristoil tetrapeptidin MMP-1 ekspresyonunu azalttigin1 ve
hiicrelerde sitotoksik etkiye neden olmadigini gostermislerdir. Caligsmalarin daha
cok kollajen, elastin sentezini arttirmaya, melanin lretimini azaltmaya ve anti-
mikrobiyal kullanima yonelik oldugu goriilmiistiir (Reddy et al., 2012). UVA 1s1n1
ile fotoyaslanma olayinda MMP-12’ye 0zel inhibe edici yaklasimlar ortaya
cikarmak gelecege yonelik stratejiler arasinda yer almaktadir. Ozellikle ESM
remodelling (yeniden yapilanma) olayinda MMP-12’ nin 6nemi ¢ok biiyiiktiir
(Tewari et al., 2014).

MMP-12 inhibitorii olarak peptit kokenli olarak fosfonik peptitlerin, (Devel et
al., 2006) akciger hastaliklarinda ve kardiyovaskiiler hastaliklarda kullanilan ve
optimizasyon caligmalar1 arastirmalar ile yapilan hidroksamat ve karboksilat (Nuti

et al., 2018) tiirevleri bulunmaktadir.

MMP-12, kollajen IV’i al ve a 3 zincirlerini degrade eder (Sandy et
al,2013). Tez calismasinda PEP3’tin MMP-12 inhibisyonu ile kollajen IV
diizeylerinde artis gozlenmistir. Yasla beraber kollajen IV miktarinda meydana
gelen azalma epidermal ve dermal birlesimi de azaltmaktadir. Feru ve ark.’lart
(2016) yaslar1 40-70 arasinda olan insanlarda yapmis olduklari arastirmaya gore
fibroblast hiicrelerinde kollajen IV miktarlarinda azalis bulmustur. Kollajen IV
miktarinda artts meydana getirebilecek yaklasimlar, onem arz etmektedir.
Epidermis ve dermis arasinda koprii gorevi goren kollajen IV i korumak fizyolojik
yaslanma olaymin etkilerini minimize etmesi agisidan 6nemlidir (Abreu-Velez and

Howard, 2012).

Fibronektin, ESM'nin karmasik bir bilesenidir. Fibroblast biiylimesini,
yayilmasini, migrasyonunu arttirir (Gildner et al.,, 2014). Fibronektin, yara
iyilesmesinde ve ESM organizasyonunda ve stabilitesinde kritik bir rol
oynamaktadir. In vitro c¢alismalar fibronektinin, kollajen I'in ve diger yapisal
proteinlerin ESM igerisinde tutunmasinda gerekli oldugunu ortaya koymustur

(Sottile and Hocking, 2002).
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Yun (2014) ve Lai (2012) ark. yapmis olduklari ¢alismalarda MMP-12’nin
fibronektini degrade ettigini gostermislerdir. Fibronektinin fibroblast aracilifiyla
kollajen kontraksiyonunda (Sethi et al., 2002) rol oynamasi deri yaslanmasi

acisindan fibronektinin korunmasi i¢in 6nem arz etmektedir.

Gelistirmis oldugumuz PEP3 (DervatleM) oligopeptit yapisinin yukarida
verilen sonuglart etkili bir sekilde in vivo ortamda da gosterebilmesi igin
transdermal gecisini hizlandirabilmek ve proteolitik enzimler tarafindan
bozunumunu azaltmak igin, penetrasyon arttirici olarak KLN sistemleri ile
kapsiillenmistir. KLN'lerin, partikiillerin kii¢iik boyutu ve dolayisiyla yiiksek yiizey
alan1 nedeniyle aktif maddelerin stratum korneum ile temasini kolaylagtirmak
konusundaki kapasitesi, tasinan maddelerin deriye yiiksek oranlarda niifuz etmesini

saglamaktadir (Raj et al., 2012 ).

KLN sistemleri ile vitaminler bitkisel ozler, yaglar, polipeptit yapilari
kapsiillenmis ve kozmetik amagli olarak piyasada kullanilmaktadirlar (Ganesan and
Choi, 2016; Kaul et al., 2018). 200 nm boyutundaki KLN lerin 1 um ye gére % 40
oraninda cilde daha fazla penetre oldugu bulunmustur. Daha fazla yiizey alani
olusturmasi ile epidermal su kaybini azaltmistir (Souto and Muller, 2008). Suter ve
ark.’nin (2016) yapmis oldugu calismada hepta peptit yiiklii KLN yapisinin cilt

hiicrelerine emiliminde etkili sonuglara ulagilmistir

Mikrofluidik (mikro akiskan) yontemi ile yapilan kapsiilasyon ¢alismalarinda,
homojen kapsiil elde edilmesi endiistriyel iiretim silireci acisindan Onem arz
etmektedir. Gelistirilen triiniin siirdiiriilebilir olmas1 agisindan bu yontem tercih
edilmistir (Bjornmalm et al., 2014). LC-MS/MS analizi ile enkapsiilasyon verimi %
59,92 olarak o6l¢timlenmistir. Kitosan tiirevli yapilan nanolipozomlarda pACC1
peptidin yiikleme kapasitesi peptit-kitosan kapasitesine bagli olarak %41 ile % 66
arasinda bulunmustur (Kaliaperumal et al., 2016). Gallarate ve ark. (2014) KLN ile

instilin kapsiilasyonunda % 41 oraninda kapsiilasyon verimine ulagmiglardir.

Tez calismasinda MF ile kapsiilasyondan dnce kapsiil biiyiikligi 65,90 nm,
PEP3 yiiklii KLN biiytikliigii ise 128,02 nm olarak dl¢tilmiistiir. TEM analizlerinde

KLN yapisiin kiiresel ve homojen bir sekilde dagilim gosterdigi goriilmektedir.
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(Sekil 4.32). Yu ve ark. (2011) ile ayn1 kapsiilasyon modelinde siRNA yiiklii KLN
boyutunu 220-280 nm arasinda bulmuslardir. Xu ve ark. (2011) polietilen glikol ve
kolesterol igeren lipozom c¢alismasinda 193 nm boyutunda nanopartikiil elde
etmislerdir. Peptit kapsiillenmesi i¢in farkli lipitler iizerinden farkli lipozom ve
KLN modelleri olusturulmustur (Du and Stenzel, 2014; Martins et al., 2007;
Miragoli et al., 2018; Wong et al., 2018).

KLN yapisinda kullanilan yumurta PC dogal bir lipit olarak, biyo
yararlanimin yliksek olmasi, sitotoksik etkisinin ve sistemik toksistesinin az olmasi
acisindan onemlidir (Hoppel et al., 2015). Hiicresel alim1 arttirir ve enkapsiilasyon
verimini yiikseltir. KLN yapisinda polietilen glikol kullanilmasiyla Sekil 3.1°de
gosterildigi gibi deri ylizeyine kapsiiliin tutmasini arttirir (Dhule et al., 2014).
Seramitle birlikte termal stabilite saglanarak deri altinda uzun siire dayanimini ve
dolayisiyla salimimini kontrol etmektedir. Ayni zamanda epidermis tabakasinda
bulunan seramit yapisina katkida bulunarak, KLN yapis1 derinin epidermal su
kaybini engelleyerek elastikiyet kaybinin azalmasina neden olmaktadir (Draelos,
2008; Rabionet et al., 2014). KLN yapisinda bulunan DOTAP’n polietilen glikol
ve seramit ile birlikte kullanilmasinin sonucu olarak sisteme kazandirmis oldugu
pozitif yiik ile etken maddenin hiicresel alinimimi da attirmaktadir (Lechanteur et
al., 2016). Polietilen glikollenmis seramit ile olusturulan nanopartikiillerin diisiik
sterik engel olusturmasindan dolayr siRNA (Furst et al., 2016) ve miRNA
saliniminda etkin rol oynadigi bulunmustur (Li et al., 2018).

Kusumoto ve ark. (2012) yapmis olduklar1 gen transferi ¢alismasinda PEG-
kolesterol lipozomlarin sadece kolesterol ile yapilan lipozomlara gore % 69 daha
iyl penetrasyon yaptiklar: bulunmustur. Wieber ve ark. (2012), dekapeptit yapisinda
bir oligopeptiti kolesterol DOTAP kullanarak kapsiillemisler ve yiikleme
kapasitesini % 16 olarak bulmuslardir. Li ve ark. (2018) ASKAIQVFLLAG peptit
dizilimini DOTAP igeren KLN i¢ine hapsederek yara iyilesmesi yoOnetiminde
DOTAP igeren nanopartikiillerin etkin bir tedavi giicli olacagimi belirtmislerdir.
DOTAP son yillarda, katyonik yapi olusturmada in vitro ve in vivo etkinliginin

bilinmesi agisindan kullanilan en iyi molekiillerden biridir (Simberg et al., 2004).
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KLN’ler, sulu dispers halde fiziksel ve kimyasal kararsizliklar1 ve
yapilarindaki fosfolipidler nedeniyle, oksitlenmeye veya hidrolize olmaya
egilimlidirler. KLN’ler de bu kimyasal dengesizliginin yami sira, depolama
sirasinda flizyon, etken madde sizintis1 veya bilesenlerin ¢cokelmesi gibi fiziksel
dengesizlikler ortaya ¢ikabilir (Mohammed et al., 2006). Bu kimyasal ve fiziksel
dengesizliklerin iistesinden gelmek i¢in, dondurularak kuru KLN yaklagimlari

onemli bir gelismedir (Wieber et al., 2012).

Tez calismasinda stabilite ¢alismalar1 i¢in nanopartikiiller -86 0C de2 giin
boyunca sogutmali kurutma yontemi ile farkli konsantrasyonlardaki kriyo
protektantlar ile kurutulmustur (Cizelge 4.2). Baslangi¢ (peptit yiiklii) nanopartikiil
boyutuna goére, %10 (w/v) mannitol ile kurutulan nanopartikiillerin en az biiyiime
oranina sahip oldugu tespit edilmistir. Kurutma sonrasi /kurutma 6ncesi oraninin

1.3 dan biiyiik olmamasi gerekmektedir (Date et al., 2010).

KLN yapisinda bulunan polimer ve stabilize ajanlara gore kriyoprotektanlar
degisebilmektedirler (Abdelwahed et al., 2006). Li ve Kim (2002) yapmis olduklari
caligmada stabilize edici ajan olarak yumurta PC ve kritoprotektan olarak % 5’ lik
sukroz kullanilmistir. Calismamizda kullanmis oldugumuz %35°lik sukroz dondurma
oncesi KLN biiyiikliigiinde 1,53 oraninda artis meydana getirmistir. Naguib ve ark.
(2014) yumurta PC kullandiklar1 KLN yapisinda mannitolii penetrasyon arttiric
olarak kullanmiglardir (Naguib et al., 2014). Kumar ve ark. (2016) %10’luk
mannitol ile KLN kurutmuslardir. 30 °C de 6 aylik stabilite ¢calismalar1 sonucunda
baslangica gore partikiill biiytkligii ve PDI degerinde istatiksel olarak artig
meydana gelmedigini ve mannitolun en iyi kriyoprotektan oldugunu calisma
sonucunda belirtmislerdir. Alihosseine ve ark. (2015) kolesterol kullanarak
hazirladiklart KLN yapisinda en az biiylime ve agregasyonu % 5’°lik mannitol ile

yapilan kurutma isleminde bulmugslardir.

ICH protokolleri geregi mannitol ile kurutulan nanopartikiillerin bdliim
3.10.1" de belirtildigi sekilde stabilite calismalar1 sonucunda 0. aya gore 3. ve 9.
ayda 4 ve 25 °C sicakliklarda partikiil boyutunda artis meydana gelmistir. 3.ay 40
°C sicaklikta ise agregatlasmadan dolay1 partikiil boyutu 1184 nm olarak
Olgiilmiistiir (Cizelge 4.2). del Pozo- Rodriquez ve ark.’da (2009) trehaloz sekeri
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kullandiklar1 ~ stabilite galigmalarinda 40 °C sicaklikta KLN yapilarini
olgememiglerdir. LC-MS/MS analizi ile 9. ayin sonunda ortama salinan PEP3
miktar1 Ol¢imlenmistir. 0. aya gore 9.ay 4 C sicaklikta ortama salinan PEP3
miktar1 0,8 ppm, 25 °C da ise 1,4 ppm olarak Sl¢iilmiistiir. Date ve ark. (2010), 12
ay boyunca yapmis olduklar1 stabilite calismasinda, nanopartikiill boyutunda
baslangi¢ ayimna gore istatiksel olarak artis gozlenmemistir. Etken madde iceriginin
ise %90 oraninda korundugunu tespit etmislerdir. Howard ve ark. (2012) 25 °C de
sulu disperse sistemlerde yapmis olduklar1 g¢alismada KLN yapisinin stabil
olmadigint ve etken madde kaybi oldugunu gozlemlemislerdir. 4 °C'de saklanan
liyofilize KLN'ler, tutarli bir parcacik boyutu sergilemis ve % 20'lik ilag kayb1
gostermistir. Graverini ve ark. (2018) olusturmus olduklar1 KLN yapisinin 1. ayda 4
°C ve 25 °C de fiziksel ve kimyasal stabilitesini korudugunu belirtmislerdir.
Olusturmus oldugumuz KLN yapisi her ne kadar 0. aya gore biiylime gdsterse de
ortama salinan PEP3 miktar1 acisindan stabilitesinin ve yapisinin korundugunu

gostermektedir.

In vitro diflizyon ¢aligmalar1 ve in vivo klinik etkinlik ¢aligmalar i¢in peptit
yiiklii KLN’ler mannitol ile kurutulduktan sonra jel yapida formulize edilmistir.
llag ve kozmetik endiistrisinde kullanilan jel yapici maddelerin saf olmalari,
formiilasyondaki etkin maddeler ve yardimci maddelerle ge¢imli olmalari, diisiik
konsantrasyonda kullanilmalari, ekonomik agidan uygun, kolay temin edilebilir
olmalar1 ve reolojik agidan stabil olmalarindan dolayr genellikte KLN iceren

formiilasyonlarda kullanilmaktadir.

In vitro transdermal saliim c¢alismalar1 i¢in kullanilan membran,
polietersulfon ve polyoefin olmak iizere iki tabaka igceren ve hayvansal olmayan,
sentetik ve dermatolojik ¢alismalarda kullanilabilmesi agisindan uygun bir
modeldir. Insan derisine yakin korelasyon gdstermektedir (Uchida et al., 2016). In
vitro transdermal ¢alismalar i¢in mebrandan gegen peptit miktar: 0. saate gore 24
saat boyunca artig gostermistir. 2. saatte kiimiilatif akis cm? basina 8,5 ppm olarak
bulunurken, 24 saatte gegen PEP3 miktart cm’? bagma 30,58 ppm olarak
bulunmustur (Sekil 4.35). Zhang ve ark. (2014) domuz kulak derisi ile yaptiklar
emilim ¢aligsmalarinda hidrofilik karakterde olan tetrapeptit-3 ve asetil heksapeptit-

3 peptitlerinin  zamana bagli olarak transdermal salmimlarinin arttigin
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bulmuglardir. Strat M membranin hidrofilik ve lipofilik maddeleri gegirmesi insan
ve rat derileri ile yakin korelasyon gostermesi, bulunabilir ve ucuz olmast salinim
calismalari i¢in tercih edilir hale gelmistir (Haq et al., 2018; Uchida et al., 2016).
Olusturmus oldugumuz KLN’nin partikiil biiyiikliigliniin 200 nm den az olmasinin
sonucu olarak membrandan geg¢isi hizli bir sekilde olmustur. Dawgul ve ark. (2017)
antimikrobiyal peptit salinim ¢aligmalarinda da Strat M membran kullanmiglardir
(Dawgul et al., 2017).

Gelisen ve Yeni Tamimlanan Saglik Riskleri Bilimsel Komitesinin
(SCENIHR, 2007) goriisleri, nanoteknoloji iiriinlerinin olasi olumsuz saglik ve
cevresel etkilerini degerlendirmek i¢in mevcut risk degerlendirme yontemlerini ele
almaktadir. Bu amagla in vitro sartlarda PEP3 yiiklii KLN’nin toksikolojik yapisini
belirlemek i¢in belirtilen testlerden fototoksisite testi, bakteriyel geri mutasyon

ames testi ve epiderm deri korozyon testi yapilmstir.

PEP3 yiikli KLN sekiz farkli konsantrasyonda 3T3 hiicrelerine 24 saat
boyunca uygulanarak UVA 151gmin varliginda ve yoklugunda nétral red boyasinin
hiicresel alimina bagli olarak dlgiilen optik yogunluk degerleri kullanilarak EC s
degerleri belirlenmistir. PIF degeri 2,31 olarak bulunmustur. OECD test
kilavuzlarina gore PIF degerinin 5 den kii¢iik olmasindan dolayr PEP3 yiiklii KLN
yapisinin fototoksik olmadigi sonucuna varilmaktadir. Bazi giines filtreleri foto
toksik potansiyeli olabilir (Kim et al., 2018). Sonucunda da hiicresel bazli olarak
oksidatif stresi arttirmaktadir (Hossy et al., 2017). Fototoksisiteye bagli olarak
meydana gelen fotogenotoksite, DNA hasarint ve fotoantijen miktarini
arttirmaktadir (Onoue et al., 2017). KLN partikiillerin cilt yiizeyinde UV bloker
(Wissing and Muller, 2001) olarak gorev yapmasindan dolay1, fotoaktiviteye bagl
olarak sito-toksikolojik reaksiyonlar gelisebilir. Bu yiizden KLN igeren kozmetik
formiilasyonlarin bu testi yaptirmasi gerekmektedir. Youssef ve ark. (2012)
hiperisin yiiklii kat1 lipid partikiillerin, hiperisinin fototoksik etkisini azalttig1
bildirilmistir (Youssef et al., 2012).

PEP3 yiikli KLN yapisinin meydana getirdigi veya getirecegi mutasyonlari
hiicre diizeyinde belirlenmesi amaciyla ames testi kullanilmistir. TA100 ile yapilan

deney sonuglar1  degerlendirildiginde, S9’suz  ortamda tiim ¢alisma
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konsantrasyonlarin da revertant koloni sayilart 15 kuyucuktan az bulunmustur
(Cizelge 4.5). Kit yontemine gore, PEP3 yiiklii KLN’nin mutajenik etkiye sahip
olmadig1 tespit edilmistir. Literatiir taramalarinda ¢inko oksit, titanyum oksit ve
silika igeren nanopartikiillerin mutajenik etkilerine in vitro ve in vivo ortamlarda
bakilmigtir (Kwon et al, 2014).

Epiderm yapay deri modeli ile yapilan cilt korozyon testinde; PEP3 yiikli
KLN bilesiginin 3.dakikanin sonunda negatif kontrole goére % 50 oraninda hiicre
Oliimiine neden olmadig: ve 1. saatin sonunda % 15 den fazla hiicre canlilig1 oldugu
icin cilt korozyunu (non-corrosive) yapmadigi sonucuna varilmistir (Sekil 4.37).
KLN igeren formiilasyonlarin korozyon testlerinin yapildigi ¢alismalar mevcuttur
(Choi et al., 2014; Padois et al., 2011). 100pg/ml konsantrasyonda PEP3 yiiklii
KLN nin sitotoksik etki gdstermemesi ile ayni deney prensibine dayanan korozyon
testi sonucunda hiicresel Oliimlerin % 50 de az olmasi deneyler arasina ki
korelasyonu gostermektedir. In vitro diizeyde gergeklestirmis oldugumuz yukarida
bahsedilen toksikolojik testler agisindan iirlinlimiiz dermato-toksikolojik agidan
giivenilir bir iiriin oldugunu gostermektedir. Kozmetik {iriin formiilasyonlarinda
kullanilan bilesenlerin toksisitesi ve iirlinlerin sagligina zara vermeyecegine dair

giivence, glinlimiiz tiikketim toplumu i¢in 6nem arz etmektedir.

In vivo etkinlik testleri yapilan PEP3 yiiklii KLN formiilasyonun herhangi bir
irritasyona neden olmadig1 goriilmiistiir (Bkz. Ek1). Bu sonug yapay deri modeli ile
yapmis oldugumuz cilt korozyon ve fototoksisite testi sonuclarin1 destekler
niteliktedir (Jirova et al., 2010). Sekil 4.37 de gosterildigi gibi nanomateryallerin
giivenligi agisindan PEP3 yiikli KLN yapisinin nanotoksik olmadigi sonucuna

varilmaktadir.

Cilt elastikiyet testinde %]1 oraninda PEP3 yiikli KLN+ mannitol i¢eren F1
formiilasyonun, kullanim oncesine gore % 9,92 oraninda elastikiyeti arttirdigi
bulunmustur (Bkz. EKk 2). In vitro deneylerimizi destekler nitelikte PEP3 yapisinin
inhibisyona bagli olarak kollajen I, IV elastin ve fibronektin miktarlarinda meydana
getirdigi artig, F1 formiilasyonu icerinde 10 ug/ml konsantrasyona karsilik gelen
PEP3’iin 28 giinliik kullanim sonrasi elastikiyeti arttirmast olumlu bir sonugtur.

Elastikiyet kaybina neden olan kollajen ve elastin proteinlerine ek olarak ESM de



98

bulunan hyaliironik asit dolgu materyalinin de formiilasyonlarda bulunmasi gerekir.
Hyaliironik asit, kollajen ve elastin proteinlerinin bir arada tutunmasi agisindan
onem arz etmektedir (Jegasothy et al., 2014). Elastikiyet i¢in vitamin C ve B 6nemli
bir kofaktordiir (Pullar et al.,, 2017). Bu agidan bakildigi zaman, F1
formiilasyonumuzun basarili bir sonu¢ verdigi disiiniilebilir. 10 ug/ml
konsantrasyonda PEP3 formiilasyonu diisinmemizin sebebi in vitro deneylerde
gostermis oldugu etkinlige gore disiliniilmiistiir. Ticari olarak satisa sunulan
tripeptit-10 sitrulinin, 40 ppm igeren formiilasyonu 22 goniillii iizerinde 28 giin
kullanim sonrasi plaseboya kars1 cilt esnekliginde %54 oraninda artis gozlenmistir

(Puig et al.,2008).

F1 formiilasyonu,10 goniillii iizerinde 28 giin giinde 2 kez denenmistir.
Kullanim oncesine gore % 18,17 oraninda cilt kirisikligini azalttigi bulunmustur
(Bkz. Ek 2). In vitro deneylerimiz destekler nitelikte olan sonuglarimiz, kollajen I,
IV, elastin ve fibronektin proteinlerini artigini, in vivo denemelerde de kirisiklik

azalis1 olarak gozlemlemekteyiz.

Ticari anlamda 6rnek olmasi agisindan; Matriksil™ ticari adi ile piyasaya
stirilen Pal-Lys-Thr-Thr-Lys-Ser dizilimi peptit yapisi kollajen I, IV, fibronektin ve
glikozaminoglikanlarin sentezini arttirmaktadir. 6 ppm peptit konsantrasyonu iceren
formulasyonun 23 goniilli iizerinde denenmesinde sonra baslangica gore 2. ay
sonunda kirigiklik derinliginde % 21,8 azalma, elastikiyette ise % 5,5 artis meydana
gelmistir (Matrixyl 3000).

Asetil octapeptit-3 iiriiniin % 10 iceren krem formiilasyonun 10 gonilli
tizerinde 28 giin kullanilmasiyla anti aging test sonucunda baslangica gore % 35
oraninda cilt kirigikliklarinda azalma meydana gelmistir (Lipotec,2008).

lTM

Bu veriler 15181nda tezimizden elde edilen Dervatyl ™ marka iiriiniin yenilikci

yoniinii su sekilde belirtebiliriz;

1) Ticari anlamda piyasada sunum ve arz1 yapilan ¢ok sayida peptit kaynakli
iriin bulunmaktadir. Genellikle kendi iclerinde, farkli kategorilerde etkinlikleri

caligilmistir. Bu {irlinleri inceledigimiz zaman ESM igerisinde bulunan proteinlerin
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arttirmaya yonelik etken maddelerin tasarlandigin1 ve gelistirildigini gérmekteyiz.
MMP inhibisyonu iizerine tasarlanan peptit yapilarinin siirli sayida oldugunu ve
MMP-12 i¢in inhibitor peptit kullanan ticari Uriinlerin olmadigini gérmekteyiz.
Peptit kullannomin gelecekte cilt bakiminda ¢ok giiclii bir ajan olarak kullanilacak
olmasindan dolay1 iiriiniimiiz teknolojik disa bagimliligimiz1 azaltmasi ve rekabet

giiclimiizii arttirmasi agisindan 6nemlidir.

2) Dervatyl marka iiriiniimiiz iiriin stratejisi agisindan yenilik sunmaktadir.
PEP3’iin KLN sistemi ile kapsiillenmesi, iirliniimiiziin teknolojik farkindaligini
ortaya koymakta ve “kritik fayday1 saglayan teknolojiyi” sunmasi agisindan avantaj

olusturmaktadir.

3) Uriiniimiiziin biyoteknolojik ydntemlerle iiretilmis ve yiiksek giivenirlik
diizeyine sahip etken madde olmasi, insan sagligi ve yasam kalitesini arttirmada

yardimci etkisi olacaktir.

4) Ulkemizin “teknolojik gelismislik indeksinin"nin yiikselmesine ve kiiresel
alanda iilkemizin marka degerinin artmasina olanak saglamasina ve kozmetik

konusunda vizyonunun olmasina neden olacaktir.

DervatyIT'VI irlinliniin ~ tim paydas ve potansiyel kullanicilarin
faydalanabilecegi ulusal kazanim ve olasi ¢iktilarin1 asagida tabloda agiklandigi

sekilde siralayabiliriz.
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Tezin ulusal kazanim ve ¢iktilari

ilgili
Sektor/Kurum/Kurulus

INCI (Uluslararasi kozmetik etken madde adlandirma sistemine) veri
tabanina kaydi gergeklesecektir. Gorsel proje tanitim katalogu
hazirlanarak, her yil diizenlenen Kimya Arge Proje pazar1 ve Tiirkiye
inovasyon Haftasi etkinliklerinde girisimci ve yatirimeilarla {iriiniimiiz
bulusturulacaktir.

Kozmetik hammadde gelistiren firmalarin katildig: bir arge fuar1 olan “In
cosmetics” (http://www.in-cosmetics.com) fuarlarinda, fuarin Innovation
Zone boliimiinde sergilenecektir.

Kozmetik sektorii

Kimyagerler Dernegi ve Tiirk Dermatoloji Dernegi tarafindan diizenlenen
ulusal ve uluslararasi kongrelerde sozlii bildiri seklinde sunum yapilmasi
planlanmaktadir

Kozmetik sektori

Proje Tanitim Toplantilarin diizenlenmesi
iKMIB (Istanbul Kimyevi Maddeler ve Mamulleri Thracatgilari
Birligi)kozmetik tanitim grubu

Kozmetik sektori

Dermokozmetik preperatlarda (krem ve losyon) yaslanma karsiti kremler
e losyonlarda,lipit nanopartikiil yapisindan dolayr UV bloker olarak
giines kremlerinde,

Kullanmig  oldugumuz nanopartikiil yapisinda bulunan seramid
bilesiginden dolayi, nemlendirici kremlerde etken madde olarak
kullanilabilir.

Kozmetik sektori

Peptitlerin mikro igne teknigi ile deri alt1 enjeksiyonunu i¢eren galismalar
mevcuttur.

Medikal estetik sektorii

UV bloker ve nemlendirici 6zellige sahip olmasindan dolayr atopik
dermatit tedavisinde kullanilabilir.

Tlag sektdrii (dermatoloji)

Tezimizin sonuglarindan biri de ilag Onciillerinin elde edilmesine olanak
saglamasidir. Ozellikle UV bagl cilt kanserlerinde engelleyici ajan olarak|
kullanilabilir.

Ilag sektorii (kanser)
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1. BASIS OF TEST IMPLEMENTATION

=  Order received on June 27"‘, 2018 with the assigned number 13/06/18/A/1

= Samples of the product delivered by the Principal

=  Series: DER310518

=  Date of the production: 31.05.2018

=  Confirmation of positive results of microbiological research — attached by the Principal
= Quality composition of the product provided by the Principal:

INCI: Aqua,, Sodium Acrylates Copolymer, Lecithin , Heptapeptide 76( in application) , Ceramid NS, Cholesterol, egg Lesitin, PEG 2000,
Dioleoyl PG-Trimonium Chloride, Mannitol, Phenoxyethanol, Caprylyl glycol

2. PRODUCT DESCRIPTION

=  PACKAGING: plastic packaging with an information label
=  APPEARANCE: a transparent mixture of cosmetic raw materials
®  FRAGRANCE: compatible with the raw materials used

3. PRODUCT USE
The product is intended for face skin care.

4. PURPOSE OF THE RESEARCH

Dermatological safety assessment of the product — evaluation of the potential irritant and sensitizing properties.

5. LEGAL BASE OF THE RESEARCH:

= Regulation of the European Parliament and Council Regulation (EC) No 1223/2009 of November 30, 2009, relating to
cosmetic products.

= Cosmetics Europe- The Personal Care Association Guidelines ,Product test Guidelines for the Assessment of Human
Skin Compatibility 1997”

= WMA Declaration of Helsinki — Ethical Principles for Medical Research Involving Human Subjects (1964r. and later
changes)

6. PROBAND SELECTION

Probands taking part in the study were selected on the bases of:
=  The current Polish and European law
=  COLIPA Guidelines
= Declaration of Helsinki (1964) (with later additions)

25 women, aged 18 — 62 years were selected for the dermatological tests of the product. All of the probands selected for
testing met the requirements for inclusion in the study, signed an agreement to participate in the study and were informed
about: the purpose of the study, how it is carried out and what are the possible side effects. During the tests all the probands
were under constant dermatological care.

Specialized Research Laboratory Skin Lab INTERNATIONAL Ltd.
The report from dermatological research No 13/06/18/D/1



7. METHODS AND DESCRIPTION OF RESEARCH

Dermatological tests were performed in accordance with the COLIPA Guideless for the Assessment of Human Skin
Compatibility 1997”. Test has been conducted on group of 15 individuals using Jodassohn-Bloch model (with Rudzki
modifications). Reading the tests and results registration has been done in accordance with the recommendations of the
International Contact Dermatitis Research Group (ICDRG).

Standard 1Q chambers were used for patch testing. A small amount of product was applied to patients forearm for 48 hours
and then removed. Baseline readings were recorded 30 minutes after removal of product from skin. Additional readings were
performed after 72, 96 hours and one week after test application for product to show delayed reactions. Readings evaluation
was done according to graphic scale which was consistent with generally accepted clinical dermatological scale.

8. DURATION OF RESEARCH

All the tests and analysis of their

Tests were completed by all enrolled people.

results

were conducted from June 13th, 2018 to July 27th, 2018.

RESULTS
Test result
No. Identification number Sex Age
48 h 72h 96 h one week
1 13/06/18/D/1-1 F 22 (-) (-) (-) (-)
2 13/06/18/D/1-2 F 25 (-) (-) &) (=)
3 13/06/18/D/1-3 F 24 (-) (-) (-) (-)
4 13/06/18/D/1-4 F 26 (-) (-) (-) (-)
5 13/06/18/D/1-5 F 25 (-) (-) (-) (-)
6 13/06/18/D/1-6 F 41 (-) (-) (-) (-)
7 13/06/18/D/1-7 F 25 (-) (-) (-) (-)
8 13/06/18/D/1-8 F 30 (-) (-) (-) (-)
9 13/06/18/D/1-9 F 54 (-) (-) (-) (=)
10 13/06/18/D/1-10 F 61 (-) (-) (-) (-)
11 13/06/18/D/1-11 F 22 (-) (-) (-) (-)
12 13/06/18/D/1-12 F 24 (-) (-) (-) (-)
13 13/06/18/D/1-13 F 25 (-) (-) (-) (-)
14 13/06/18/D/1-14 F 62 (-) (-) (-) (=)
15 13/06/18/D/1-15 F 23 (-) (-) (-) (-)
16 13/06/18/D/1-16 F 43 (-) (-) (-) (-)
17 13/06/18/D/1-17 F 55 (-) (-) (-) (-)
18 13/06/18/D/1-18 F 23 (-) (-) (-) (~)
19 13/06/18/D/1-19 F 37 (-) (-) (-) (-)
20 13/06/18/D/1-20 F 18 (-) (-) (-) (=)
21 13/06/18/D/1-21 F 27 (-) (-) (-) (-)
22 13/06/18/D/1-22 F 41 (-) (-) (-) (-)
23 13/06/18/D/1-23 F 30 (-) (-) (-) (-)
24 13/06/18/D/1-24 F 55 (-) (-) (-) (-)
25 13/06/18/D/1-25 F 32 (-) (-) (-) (-)
F—female
M —male

Specialized Research Laboratory Skin Lab INTERNATIONAL Ltd.
The report from dermatological research No 13/06/18/D/1




BEFORE

DURING AFTER

INTERPRETATION OF PATCH TEST

Reading the

test and writing their results

have been done in accordance with the recommendations

of the International Contact Dermatitis Research Group (ICDRG).

Record Diagnosis Interpretation
- Negative reaction No skin lesions
? Doubtful reaction Faint erythema only
+ Weak positive reaction Palpable erythema, infiltration, possibly papules
++ Strong positive reaction Erythema, infiltration, papules, vesicles
s : Intense erythema, infiltration and coalescing vesicles ,
+t Extreme positive reaction " i
bullous or ulcerative reaction
Irritant reaction of different . < . i
IR ' tylpes mere Discrete patchy erythema without infiltration.
? + ++ +++ IR
Doubtful Weak positive Strong positive Extreme positive Irritant reaction of
reaction reaction reaction reaction different types

Specialized Research Laboratory Skin Lab INTERNATIONAL Ltd.
The report from dermatological research No 13/06/18/D/1




CONCLUSION:

Tested product

CELLULAR REMODELING SERUM

does not exhibit any allergic or/and irritating properties.

Published opinion does not concern people who are allergic
to ingredients of the tested product.

SKIN LAB INTERNATIONAL Sp. 0.0,

ul. Zacisze 0.7, 3 5
SKIN LAB INTERNATIONAL $p. z0.0. NIPATR2387570 D AR Ik
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for the report for dermatelogicsl evaivation approving person
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BASIS OF TEST IMPLEMENTATION

Order received on June 27", 2018 with the assigned number 13/06/18/A/1

Samples of the product delivered by the Principal

Series: DER310518

Date of the production: 31.05.2018

Confirmation of positive results of microbiological research — attached by the Principal
Confirmation of positive results of dermatological research

Quality composition of the product provided by the Principal:

INCI: Aqua,, Sodium Acrylates Copolymer, Lecithin , Heptapeptide 76( in application) , Ceramid NS, Cholesterol, egg Lesitin, PEG 2000,
Dioleoyl PG-Trimonium Chloride, Mannitol, Phenoxyethanol, Caprylyl glycol

2.

3.

PRODUCT DESCRIPTION

PACKAGING: plastic packaging with an information label
APPEARANCE: a transparent mixture of cosmetic raw materials
FRAGRANCE: compatible with the raw materials used

PRODUCT USE

The product is intended for face skin care.

4.

5.

STUDY TYPE

improvement of elasticity
reduces wrinkles

PURPOSE OF THE RESEARCH

Confirmation of declared product functions and evaluation of its application properties.

6.

7.

LEGAL BASE OF THE RESEARCH:

Regulation of the European Parliament and Council Regulation (EC) No 1223/2009 of November 30, 2009, relating to
cosmetic products.

Cosmetics Europe- The Personal Care Association (former COLIPA) Guidelines ,,Product test Guidelines for the
Assessment of Human Skin Compatibility 1997”

Cosmetics Europe- The Personal Care Association (former COLIPA) ,,Guidelines for the Evaluation of the Efficacy of
Cosmetic Products 2008”

WMA Declaration of Helsinki — Ethical Principles for Medical Research Involving Human Subjects (1964r. and later
changes).

PROBAND SELECTION

Probands taking part in the study were selected on the bases of:

The current Polish and European law
COLIPA Guidelines
Declaration of Helsinki (1964) (with later additions)

10 women aged 30 — 68 years were selected for the application tests of the product. All of the probands selected for testing
met the requirements for inclusion in the study, signed an agreement to participate in the study and were informed about:
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the purpose of the study, how it is carried out and what are the possible side effects. During the tests all the probands were
under constant dermatologist care.

8. METHODOLOGY

APPLICATION TEST:

Probands have received product and earlier prepared questionnaire. Test lasted for 4 weeks.

All probands were obliged to:
= use product for 4 weeks
= not use any products with similar function
= urgently stop using product if any unwanted side effects occurred and immediately report to dermatologist
" observe and note down all the observation in questionnaire

APPARATUS TEST:

The apparatus test was carried out using the Dermalab Combo / ASW 300 measuring device, in accordance with the
procedures in force at the laboratory.

The measurements were made on the skin of 10 candidates selected by the dermatologist: before applying the product and
after 4 weeks of regular application.

Measured parameters:

=  elasticity
= wrinkles analysis

9. DURATION OF RESEARCH

th

All  the tests and analysis of their results were conducted from June 28" to July 27"', 2018.

Tests were completed by all enrolled people.
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APARATUS TEST:

CELLULAR REMODELING SERUM

1. ELASTICITY

RESULTS

MEASUREMENT AVERAGE ELASTICITY VALUE RECEIVED RESULT
BEFORE 26,2 unit
+9,92%
AFTER 4 WEEKS APPLICATION 28,8 unit
Elasticity
30
=25
£ 20 -
215
2
c_'n‘ 10 +
w —+
BEFORE AFTER

The test was performed using an ASW 300 (Aram Huvis) device. The measurements were taken on the group of 10 volunteers: before and 4

week application.

The elasticity values received from the 10 volunteers, after the calculation, indicate the final average for the measurements taken before

and after 4 week application.

INTERPRETACJA WYNIKOW:

Average elasticity value before product application: 26,2 unit
Average elasticity value after 4 week application: 28,8 unit
Result: +9,92%
Interpretation: increase
Evaluation: positive
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2. WRINKLES

BEFORE 60 unit
AFTER 4 WEEKS APPLICATION 49,1 unit

-18,17 %
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The test was performed using an ASW 300 (Aram Huvis) device. The wrinkles value was measured by stray light The measurements were
taken on the group of 10 volunteers: before and 4 week application. Skin pictures were taken on group of 3 volunteers.

The wrinkles values received from the 10 volunteers, after the calculation, indicate the final average for the measurements taken before
and after 4 week application.

INTERPRETACJA WYNIKOW:

Average wrinkles value before product application: 60 unit

Average wrinkles value after 4 week application: 49,1 unit
Result: -18,17 %
Interpretation: decrease
Evaluation: positive
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INTERPRETATION

Declarations for the product:

CELLULAR REMODELING SERUM

were confirmed.
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