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ÖZET 

DERMOKOZMETİK AMAÇLI BİYOMİMETİK PEPTİT İÇEREN 

LİPİT NANOPARTİKÜLLERİN ÜRETİLMESİ VE 

KARAKTERİZASYONU 

ÖZTÜRK, Oğuz 

Doktora Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dalı 

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr. ġenay ġANLIER 

Eylül 2018, 126 sayfa 

21. yüzyılın anahtar teknolojisi olan biyoteknoloji, tüketicinin daha etkili ve 

güvenli ürün arayıĢları talepleri doğrultusunda, kozmetik endüstrisini etkisi altına 

almıĢtır. YaĢlanma karĢıtı cilt bakım ürünlerinde meydana gelen yıllık % 6 lık 

büyüme hacmi biyonanoteknolojik ürünlerin pazarda etkinliğini arttırmıĢtır. Bu 

anlamda tez çalıĢmasında deri yaĢlanmasına karĢı engelleyici ürünler ortaya 

çıkarma amacıyla MMP-12 enziminin inhibisyonuna yönelik inhibitör peptit 

(PEP3) dizayn edilmiĢtir. PEP3, 13 µM konsantrasyon da, MMP-12 enzimini % 

88 oranında inhibe etmiĢtir. 10 ug/ml PEP3 konsantrasyon ile HS68 hücre hattı 

üzerinde yapılan Western blot deneyinde, kollajen I, IV, elastin ve fibronektin 

proteinlerin miktarlarında artıĢ gözlenmiĢtir.  

PEP3, katı lipit nanopartikül (KLN) ile kapsüllenmiĢ ve transdermal salınım 

çalıĢması yapılmıĢtır. Yüklenme etkinliği % 59,92 olarak bulunmuĢtur. PEP3 

yüklü KLN, mannitol ile kurutularak stabilite çalıĢması yapılmıĢtır. 

Nanotoksikolojik açıdan güvenlik değerlendirilmesi yapılan PEP3‘ün, KLN içeren 

formülasyonunun, 28 gün kullanımı sonrasında baĢlangıca göre %18 oranında 

kırıĢıklık azalıĢı meydana getirdiği bulunmuĢtur. Fonksiyonerliği ve güvenirliği 

kanıtlanmıĢ olan PEP3 aktif içerik olarak dermokozmetik sektörüne DervatylTM  

marka (dermal renovation peptide) ürün adı ile sunulmuĢtur. 

Anahtar sözcükler: Nanobiyoteknoloji, peptit tasarımı, katı lipit 

nanopartikül, dermokozmetik, yaĢlanma karĢıtı ürün. 
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ABSTRACT 

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF LIPID 

NANOPARTICLES CONTAINING BIOMIMETIC PEPTIDE FOR 

DERMOCOSMETICS 

OZTURK, Oguz 

PhD In Biotechnology  

Supervisor: Prof. Dr. ġenay ġANLIER 

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 µM concentration inhibited the enzyme MMP-12 by 88%. In Western blot 

experiment conducted with PEP3 with 10 µg/ml concentration on the HS68 cell 

line, an increase was observed in the amounts of collagen I, IV, 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. GİRİŞ  

Biyoteknoloji, biliĢim teknolojileri ve nanoteknoloji ile birlikte, ekonomik ve 

sosyal yansımaları ile hayatımızda önemli bir olgu olarak yer almaktadır. 

Biyoteknoloji bir bilim alanı olmasının ötesinde, gerçek bir jenerik teknoloji 

kimliği ile sosyo-ekonomik yaĢamın ortasında kendine yer edinmiĢtir (Rinaldi, 

2018; Kiper, 2013). 

Biyolojik unsurların mal, teknoloji, enerji ve hizmet olarak üretilmesi 

Ģeklinde tanımlanan ―biyoteknoloji‖ kapsamında, dermokozmetik (hem farmasötik 

bir ürün gibi orta derece etki oluĢturan hem de klasik bir kozmetik ürün gibi iĢlev 

gören) ürünlerinde üretilmesi de yer almaktadır. Günümüzde, artan ve yaĢlanan 

nüfus, azalan doğal kaynaklar ve çevresel kaygılar gibi küresel ve toplumsal 

sorunlar, tüketicilerin tercihlerini de etkilemiĢtir. Yüksek teknoloji ve güvenlik 

standartlarında üretilen ve geliĢtirilen biyonanoteknolojik kozmetik ürünlere olan 

ilgi artmaktadır. 

Teknolojinin çok hızlı bir Ģekilde geliĢtiği dünyamızda, eğilimler sadece 

biliĢim sektörü açısından değil, üçüncü büyük reel sektör olması açısından, tüketici 

yönelimleri ve tercihleri kozmetik sektöründe önem kazanmaktadır. Kozmetik ürün 

kullanımının 2020 yıllarda orta yaĢ segmentinden, genç segment diye tabir edilen 

20-34 yaĢlara kayması düĢünülmektedir. Genç neslin ileri teknoloji içeren, sosyo-

psikolojik rahatlamaya neden olabilecek, yüksek güvenlik standartlarında üretilen 

ve geliĢtirilen ürünlere ilgisi artacaktır. Biyonanoteknolojik kozmetik ürünler, 

yüksek standartlarda ve teknolojilerde üretildiği için ilaç gibi düĢünülerek daha 

fazla tercih edilebilir hale gelebilecektir (Cammarano, 2010). 

Son yıllarda, tüketicinin talebi doğrultusunda, yüksek performans, duyusal 

yarar ve güvenlik amaçlayan sofistike formülasyonların geliĢtirilmesi kozmetik 

sektörünü teĢvik etmiĢtir. Ġleri teknoloji içeren aktif bileĢiklerin (büyüme faktörleri, 

sitokinler, antikorlar ve peptitler) cilde penetrasyonu sırasında meydana gelen 

zorlukları ortadan kaldırmak için lipit bazlı nano taĢıyıcı sistemlerin geliĢtirilmesi 

için büyük çaba sarfedilmektedir (Rinaldi, 2008). 
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Bu tez çalıĢmasında, zaman içerisinde kaçınılmaz bir süreç olarak karĢımıza 

çıkan deri yaĢlanmasının etkilerini minimize etmek için, cilt yapısında bulunan 

dermis tabakasında yer alan ekstrasellülar matriks içerisindeki kollajen I, kollajen 

IV, elastin ve fibronektin gibi moleküllerin MMP-12 (matriks metalloproteinaz 12, 

makrofaj elastaz) enzimi tarafından yıkılımını engelleyecek, enzim inhibitör 

peptitler tasarlanmıĢtır.  

Kozmetik ve yaĢlanma karĢıtı uygulamalar alanında özellikle de farmasötik 

alanda olduğu gibi nanoteknoloji yavaĢ salınımlı uygulama ile aktif bileĢenlerin 

cilde iletiminde önemli bir rol oynamaktadır. MMP-12 enzimine özgü inhibitör 

peptit, cilde penetrasyonunun arttırılması için, katlı lipit nano partikül (KLN) ile 

kaplanmıĢtır. 

Avrupa Birliği (AB), yeni Kozmetik Ürünler Yönetmeliği 1223/2009 ve 

Kozmetik Ürünleri Direktifi (76/768/EEC)1976 SSCNFP-Scientific Commiteeon 

Cosmetics and Non Food Products) bilimsel komitesi‘nin kararlarına göre deri 

irritasyonu, deri hassasiyeti, deri perkutan absorbsiyonu, fototoksisite ve 

mutajenite/genotoksisite testleri yapılarak nanotoksikolojik açıdan güvenlik 

değerlendirilmesi yapılmıĢtır. Bu testlerden sonra aktif içeriğimiz serum Ģeklinde 

formülüze edilerek, in vivo çalıĢmaları tamamlanmıĢtır. In vitro ve in vivo testler ile 

fonksiyonerliği ve güvenirliği kanıtlanmıĢ aktif içerik (etken madde) olarak 

dermokozmetik sektörüne Dervatyl
TM 

 marka (dermal renovation peptide) ürün adı 

ile sunulmuĢtur.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 Derinin Yapısı 

Cilt vücuttaki en büyük organdır ve vücut ağırlığının yaklaĢık% 15'ini 

oluĢturur. Kimyasal bileĢim açısından cilt yaklaĢık% 70 su,% 25 protein ve % 2 

lipid içerir. Cilt, epidermis, dermis ve subkütan doku olmak üzere üç tabakadan 

oluĢmaktadır.  

Cildin her santimetre karesinde ; 

• 6 milyon hücre 

• 5.000 duyu son organı 

• 400 cm sinir lifleri 

• 200 ağrı sensörü 

• 100 cm kan damarları 

• 100 ter bezi 

• 15 sebum salgı bezi 

• 12 soğuk alıcı 

• 5 kıl 

• 2 ısı alıcısı bulunur (Fitzpatrick T.B et al., 2001). 
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Şekil 2. 1 Derinin yapısı (National Cancer Institute, 2018).  

2.1.1 Epidermis  

Epidermis sürekli olarak kendini yenileyebilen hücrelerden oluĢan ve 5 

tabakadan oluĢan derinin en dıĢ katmanıdır. Bu tabakalar dıĢtan içe doğru; Stratum 

corneum, Stratum lucidum, Stratum granulosum, Stratum spinosum, Stratum basale 

(Jones and Watt, 1993).  

Epidermis, yüzeyde düz nükleer hücreler tabakası (stratum corneum) ile yarı 

geçirgen bir bariyer gibi davranan dinamik bir yapıdadır. Epidermis, bazal 

katmandaki keratinositlerin hücre bölünmesiyle düzgün biçimde yenilenir. Bazal 

tabaka içindeki pigment hücreleri (melanositler) cildi ultraviyole ıĢınlarından korur 

(Baroni et al., 2012). 

2.1.2 Dermis  

Dermis epidermisin altındaki yapıdır. Dermisin bileĢenleri fibröz doku ve 

interstisyel bileĢenlerdeki hücreler tarafından oluĢturulan dermal matrisktir Ana 

bileĢenler ağırlıklı olarak kollajen lifler (esas olarak I ve III tipleri), daha az 

miktarda elastik lifler, retiküler lifler ve matriskten meydana gelir. Matrisk genel 

olarak proteoglikanlar, jelatin, fibroblastlar, makrofajlar, mast hücreleri, plazma 
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hücreleri, vasküler kanallar ve sinirlerden oluĢmaktadır (Herskovitz et al., 2016). 

Dermiste bulunan proteinler; 

2.1.2.1 Kollajen tip I 

Tip I kollajen, basit ve fibriler yapıda skleroproteindir. Kollajen baĢlıca 

fibroblastlar, miyofibroblastlar, osteoblast ve kondrositler tarafından 

sentezlenmektedir. Kollajen moleküllerinin en belirleyici özelliği, üç polipeptit 

zincirinden oluĢan sarmal bir yapı oluĢturmasıdır. Kollajenin yapısını oluĢturan 

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

Amino asit dizisinin tekrarlayan tripeptit Ģeklindedir. Bu tekrarlayan tripeptit, 

(GlisinXProlin) veya (GlisinXHidroksiprolin) Ģeklindedir. X, herhangi bir 

amino asit olabilir. Kollajenin yaklaĢık %35‘i glisin, %21‘i prolin ve hidroksiprolin, 

%11‘i alaninden oluĢmaktadır (Sternlicht and Werb, 2001). 

Yarı ömrü birkaç gündür ve kollajenazlar tarafından, glisin-lösin veya glisin-

izolösin aminoasitleri hedef alınarak degrade olur (Fields, 2013). 

2.1.2.2 Kollajen tip IV 

Kollajen IV, deride epitelyal ve endotelyal hücreleri ayıran hücre dıĢı bazal 

membranlarda (BM) bulunan birincil kollajendir. Çoğunlukla lamina densada 

bulunur ve dermal-epidermal bileĢkenin önemli bir bileĢenidir. Diğer kollajen 

türlerinde olduğu gibi her üçüncü aminoasit kalıntısından sonra glisin içermez. Bu 

nedenle diğer kollajen alt tiplerine göre daha esnek bir yapıya sahiptir (Abreu-

Velez and Howard, 2012). 

Tip IV kollajen altı farklı alfa zincirinden meydana gelmiĢtir. α1-6 (IV), 

α1α1α2, α3α4α5 ve α5α5α6 heterotrimerlerini oluĢturur. α5α5α6 heterotrimerleri 

deri de bulunmaktadır (Hudson et al., 2003). MMP-2, MMP-9 ve MMP-12, 

kollajen IV‘ α1 ve α 3 zincirlerini degrade eder (Sandy et al,2013). 
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2.1.2.3 Elastin 

Bağ dokunun en önemli fibriler skleroproteini olarak, birçok yönlerden 

kollajene benzemektedir. Ribozomlarda proelastin olarak sentezlenir ve N-

terminalinden tropoelastin ayrılır (Konugolu Venkata Sekar et al., 2017). 

Tropoelastin, elastin fibrillerinin polipeptit alt ünitesidir ve glisin ve alanin 

kalıntıları bakımından zengindir. elastaz yardımıyla yıkımı olur. Elastaz, özellikle 

elastin için proteolitik bir proteazdır; valin ve alanin gibi alifatik yan zincirli amino 

asitlerin karboksil ucundan molekülü parçalar (Van Doren, 2015). 

Elastolizin yapı-fonksiyonu çalıĢmaları, MMP-12, MMP-2 ve MMP-9'a 

odaklanmıĢtır ve elastin için geniĢ bağlanma bölgelerini haritalandırmıĢtır. 

Makrofaj elastaz veya metalloelastase olarak da bilinen MMP-12, çözünmüĢ 

elastini, hem katalitik hem de hemopeksin bölgeleri ile etkileĢerek degrade eder 

(Van Doren, 2015). 

2.1.2.4 Fibronektin  

Glikoprotein yapısında bir proteindir. Kollajen salgılayan hücrelerde 

sentezlenir. 

Ekstrasellüler matrikste kollajen ve proteoglikanlar, fibronektine bağlı olarak 

bulunur. Fibronektine bağlanma ‗RGD‘ yapısı (arginin, glisin, aspartik asit) 

üzerinden olur. Fibronektin, ESM'nin karmaĢık bir bileĢenidir. Fibroblast 

büyümesini, yayılmasını, migrasyonunu arttırır (Gildner et al., 2014).  

Fibronektin, yara iyileĢmesinde ve ekstrasellüler matriks (ESM) 

organizasyonunda ve ESM‘nin stabilitesinde kritik bir rol oynamaktadır. İn vitro 

çalıĢmalarda fibronektinin kollajen I'in ve diğer yapısal proteinlerin ESM içerisinde 

tutunmasında gerekli olduğunu ortaya koymuĢtur (Sottile and Hocking, 2002). 

Fibronektinin, kollajen fibrillerin olgun kollajen liflerine kovalent çapraz 

bağlanmasından sorumlu lizil oksidazın (LOX) proteolitik aktivasyonunu 

düzenlediği de gösterilmiĢtir. Fibronektin yokluğunda, LOX'in katalitik aktivitesi 

dramatik olarak azaltılır ve daha az olgun kollajen matriksleri elde edilir. 
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Fibronektinin fibroblast aracılığıyla kollajen kontraksiyonunda rol oynadığı in vivo 

olarak gösterilmiĢtir (Sethi et al., 2002).  

2.2 Deri Yaşlanması  

Deri yaĢlanması patogenezi tam olarak anlaĢılmayan derinin fonksiyonu ile 

görüntüsünü etkileyen progresif seyreden oldukça karmaĢık dejeneratif bir süreçtir. 

Cilt yaĢlanması, doğal bir insan "yaĢlanma mozaiği"nin bir parçasıdır 

(Ganceviciene et al., 2012). Artan kırıĢıklık, sarkma ve gevĢeklikle kendini gösterir. 

Ġntrensek (kronolojik, doğal yaĢlanma) ve ekstrensek (dıĢsal yaĢlanma) olmak üzere 

2 farklı Ģekilde gerçekleĢir (Kammeyer and Luiten, 2015). Ekstrensek yaĢlanma 

genellikle güneĢ hasarına bağlı olduğu için fotoyaĢlanma olarak da bilinir (ġekil 

2.2). 

Cilt yaĢlanması ile birlikte; hücresel DNA onarım kapasitesinde azalma, 

telomerlerin kaybı, ekstranükleer mitokondriyal DNA'nın nokta mutasyonları, 

oksidatif stres, artan kromozomal anormallikleri, tek gen mutasyonları, , kronik 

inflamasyon, vb. gibi durumlar artmaktadır. Intrensek faktörün cilt yaĢlanmasına 

katkısı %3 dür. Günümüzün sosyo ekonomik koĢullarından kaynaklanan sigara, 

dengesiz beslenme, alkol ve diğer çevresel faktörler gibi ekstrensek yaĢlanmayı 

oluĢturan faktörlerin ise % 97 oranında katkısı vardır (Zhang and Duan, 2018). 

ESM içerinde bulunan matriks metalloproteinaz (MMP) enzimlerinin 

aktivitesi azalan MMP inhibitörlerine (TIPMP) baskın hale gelir (Millis et al, 

1992). YaĢla beraber özellikle kollajen 1 ve 3 düzeyinde yılda %1 oranında kayıp 

olmakta ve kollajenler düzensiz bir Ģekilde organize olmaktadırlar (Ganceviciene et 

al., 2012). 
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Şekil 2. 2 Kronolojik ve fotoyaĢlanmanın hücresel ve moleküler mekanizmalar üzerine 

etkileri. Pro-inflamatuar Transkripsiyon Faktörü NF-kappB (NFkappaB), 

Aktivatör Protein-1 (AP-1)/ Transforming Growth Factor beta (TGFβ) 'dır 

(Lephart, 2016). 

Ekstrensek yaĢlanma, ultraviyole etkisi ile görülen değiĢikleri içerir. 

Ultraviyole-A (UVA) dermal değiĢikliklere, ultraviyole-B (UVB) ise epidermal 

değiĢiklere yol açarak foto yaĢlanmada etkili olmaktadır. 

YaĢlanmaya en fazla maruz kalan epidermistir. Çevre uyarılarını da 

yakalayan karmaĢık bir sistem olan epidermis; keratinositler, melanositler, 

Langerhans hücreleri ve Merkel hücreleri gibi çeĢitli hücre türlerinden oluĢur 

(Boulais and Misery, 2008). Keratinositler, epidermal hücrelerin% 80-95'ini 

oluĢturan en bol hücre çeĢididir (Lorencini et al, 2014). YaĢla beraber epidermal 

hücrelerin yenilenme hızında ilerleyici bir azalma vardır. Genç yaĢtaki ciltte 

yaklaĢık 28 gün süren epidermal büyüme, yaĢlılarda 40-60 gün sürer. YavaĢ döngü 

epidermiste inceltmeye neden olur ve yaĢlanmıĢ cildi ortaya çıkarır (McCullough 

and Kelly, 2006; Ramos-e-Silva et al., 2013). 
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Cilt yaĢlandıkça, epidermal bağıĢıklık savunma sistemini uyaran ajanlar 

belirgin değiĢiklikler geçirirler: Langerhans hücresi sayısı, fonksiyonel yetenekleri 

düĢer. IL-1'in (Interlökin 1) sekresyon seviyesi azaltılır, mitotik kapasiteyi ve 

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

Kronolojik yaĢlanma, dermisin kollajen üretme kapasitesini azaltarak, 

fibroblast metabolizmasını değiĢtirir. YaĢlanma sırasında, kollajen fibrillerinin 

geniĢlemesi cildin esnekliğini azaltır (Levakov et al., 2012). Dermal fibroblastlar, 

dinamik ve farklı bir hücre populasyonudur. Kollajen liflerini üretiler. Dermal 

matrikste elastin ve fibronektin ile iletiĢim halindedirler (Bogdanowicz et al., 

2016).  

Bir doku yaĢlandıkça, cadherin, katenin veya okludin gibi birleĢme 

proteinlerinin seviyeleri azalır ve bu kayıp hücreler arasındaki boĢlukların ortaya 

çıkmasına ve doku bütünlüğünü tehlikeye sokar (ġekil 2.3).  

 

 

Şekil 2. 3 ESM‘de genç ve yaĢlı cilt arasındaki farklılıkların gösterilmesi (Pure Skin Care, 

2018). 

YaĢlanmıĢ fibroblastlar tipik olarak yüksek seviyelerde fibronektin, MMP‘ 

lar, büyüme faktörleri, interlökinler ve sitokinlerin yanı sıra yüksek düzeyde 

plazminojen aktivatör inhibitörü (PAI) ve mitokondriyal iliĢkili reaktif oksijen 

türleri (ROS) eksprese ederler. Bunun sonucu olarak meydana gelen kronik 

inflamasyon ve artmıĢ MMP'lar, PAI ve ROS kombinasyonu ile elastin ağının 

bütünlüğünü bozar ve kollajen fiber ağını değiĢtirir. Yine de, bir paradoksik olarak, 

yaĢlanan bir dokuda, kolajen lifleri sıklıkla uygunsuz bir Ģekilde glikozasyon 

yoluyla çapraz bağlanır. Bu anormal mekanik durum ESM organizasyonunu ciddi 
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Ģekilde tehlikeye atabilir ve potansiyel olarak kanser gibi yaĢa bağlı hastalıkları 

teĢvik edebilir (Dunaway et al., 2018). 

Epidermal keratinosit ve dermal keratinositlerden salgılanan matriks 

metalloproteinazları (MMP), ekstrensek ve intrensek yaĢlanma da kollajenlerin, 

elastin ve fibronektin proteinlerinin yıkımından sorumludurlar. MMP seviyeleri, 

sitokin salınımı, UV ve oksidatif stres gibi çeĢitli uyarılar sonucunda artar ve 

deride, kırıĢıklık, sarkma gibi çeĢitli Ģekillerde kendini gösterir (Vincetti et al., 

2002). 

2.2.1 Ekstrasellüler matriks yapısı (ESM) 

Cildin hücre dıĢı elemanlarını oluĢturan, hücrelerarası boĢlukta doku 

bütünlüğü ve homeostazından sorumlu olan yapı Ekstrasellüler Matriks (ESM) 

olarak adlandırılmaktadır (ġekil 2.4). Ekstrasellüler companentleri, fibril oluĢturan 

yapısal moleküller, fibril oluĢturmayan yapısal moleküller ve matrikelüler 

proteinleri oluĢturur (Jarvelainen et al., 2009). 

Fibril oluĢturan moleküller, ESM‘nin üç boyutlu yapısının oluĢmasından 

sorumludurlar. Kollajen kuru deri ağırlığının % 77‗sini oluĢturan fibriller 

proteindir. Fibrin, fibronektin, vitronektin, elastin ve fibrillinde fibriller proteindir. 

Fibriller olmayan yapılar olan proteoglikanlar ve glikosaminoglikanlar (GAG'lar), 

deriye dinamik ve osmotik alan oluĢtururlar (Briquez et al., 2015). Fibriller 

proteinler, derinin sertliği ve elastikiyetininden sorumlu iken, interstisyel 

boĢluğunun çoğunluğunu dolduran, proteoglikanlar ve GAG'lar, derinin hidrofilik 

doğasının, hidrasyon ve tamponlama kapasitesinin oluĢmasından sorumludurlar. 

Derideki en bol proteoglikanlar arasında hiyalüronan (HA), dekorin, versikan ve 

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

 

Matrikelüler proteinler, ESM'nin mekanik yapısına önemli ölçüde katkıda 

bulunmayan, fakat otokrin veya parakrin hücre-matris etkileĢimine yardımcı olan 

moleküllerdir. Matrikelüler proteinler, osteopontin, asidik ve sistein bakımından 

zengin (SPARC) (osteonektin olarak bilinir), tenascin-C, fibulinler ve CCN dir 

(Tracy et al., 2016). 

2.3 Matriks Metalloproteinazların Yapısı (MMPs) 

MMP'ların hücre içinde bulunmasına ve hücre içi proteinlere karĢı aktiviteye 

sahip olduğunun bilinmesine rağmen MMP'lar ESM proteinleridir. Tipik MMP, 

birkaç farklı alandan oluĢur. Bu alanlar ön alan, propeptit, katalitik etki alanı ve 

hemopeksin alanlarından oluĢur (ġekil 2.5). MT-MMP'larda (membran tipi) ön alan 

yoktur. Genellikle yaklaĢık olarak 80 aa'dan oluĢan propeptit alanı ayrıca yüksek 

oranda korunan sekans PRCGVPDV a.a‘leri içerir. Katalitik bölge yaklaĢık 170 

aa'den oluĢur ve çinko Ģelasyonu için gerekli olan korunmuĢ üç histidin sekansı 

içerir. Tipik bir MMP, değiĢken uzunluktaki bir eklem (hinge) bölgesi ve yaklaĢık 

200 a.a'lik hemopeksin alanı olarak bilinen bir bağlayıcı peptit içerir. Hemopeksin, 

diğer MMP'ler ve TIMP (metallopeptidaz inhibitör) ile etkileĢimler için gereklidir. 

Ġstisnalar arasında MMP-7 (matrilisin-1), MMP-26 (matrilisin-2) ve MMP-23 

bulunur. Bunlar eklem bölgesini ve hemopeksin bölgesini içermezler. MMP-23'ün 

benzersiz bir sistein bakımından zengin alan ve immünoglobulin alanı vardır. 

Aktiviteleri için tipik MMP'ler, katalitik bölgedeki çinko iyonunu ve proteolitik 
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aktivasyonu gerektirir, çünkü bunlar inaktif zimojenler olarak sentezlenir (Yadav et 

al., 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2. 5 MMP domain genel yapısı (Agata et al., 2016). 

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

Ġnsan makrofaj metalloelastaz (MMP-12), embriyonik geliĢim, üreme, hücre 

göçü ve dokunun yeniden biçimlenmesi gibi süreçlerde ESM bileĢenlerini bozan 

MMP lar, metisinkinlerin çinko proteinaz ailesinin bir alt sınıfının bir üyesidir.  

MMP-12, elastin, fibronektin, kollajen IV, laminin, entaktin, kondroitin sülfat 

ve heparan sülfat dahil olmak üzere geniĢ sayıda ESM bileĢenlerine karĢı aktiftir. 

MMP-12; α1- antitripsin, kollajen (tip I, V ve IV), jelatin, elastin, fibronektin, 

vitronektin, laminin, entaktin, osteonektin, decorin, aggrecan, biglikan, fibrillin, 

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

EriĢkin dokuda makrofajlar MMP-12'nin ana kaynağıdır. ÇeĢitli çalıĢmalar 

MMP-12'nin enflamatuvar süreçlerde rol oynadığını ve dokuların yeniden 

Ģekillenmesine ve doku yıkımına katkıda bulunduğunu göstermiĢtir. MMP-12 

ayrıca elastolitik alanların yeniden Ģekillenmesine de katkıda bulunur.  

2.3.1.1 İnsan makrofaj metalloelastaz yapısı (MMP-12) 

MMP-12, diğer MMP'ler ile ortak yapısal alanları vardır. En yakından iliĢkili 

insan matriks metalloproteinazları, her biri MMP-12 ile % 49 özdeĢliğe sahip 

stromelisin-1 (MMP-3) ve interstisyel kollajenazdır (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 moleküler kütlesi 54 kDa'dır ve üç alandan oluĢur. N-terminal proenzim 

alanı I (9 kDa + kısa sinyal peptidi), proenzim formlarındaki çinkoyu koordine eden 

yüksek ölçüde korunmuĢ bir sistein kalıntısı içerir (ġekil 2.6). Alan II, çinko 

bağlayıcı HExxHxxGxxH sekans motifini içeren katalitik alandır (22 kDa) 'dır. Bu 

alanı, vitronektin ve hemopeksine karĢı sekans homolojisi gösteren "hemopeksin 

benzeri" C-terminal alanı III (23 kDa) takip eder (Nar et al.,2001; Maskos, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.6 MMP-12'in üç boyutlu yapısı. Katalitik (CAT) etki alanı sarıdır, bağlayıcı /menteĢe 

mavidir ve hemopeksin (HPX) alanı kırmızıdır. Yapı MMP-1'in X-ıĢını 

kristalografik analizlerine dayanmaktadır (Ndinguri et al., 2012). 

54 kDa MMP-12 proenzim, diğer tüm matriks metalloproteinazlar gibi, N-

terminal prosekansının kaybı ile aktif bir 45 kDa enzim bırakılarak aktive edilir. Bu 

aktif MMP-12, daha sonra C-terminal hemopeksin benzeri alanın kaybıyla olgun 

bir 22 kDa türüne kolayca iĢlenir.  

MMP ailesinin birkaç üyesinin katalitik alanının yapıları yakın zamanda 

aydınlatılmıĢtır. Yapısal çalıĢmalarda, S1′ alt-alanının MMP'ler de en iyi 

tanımlanmıĢ bölge olduğunu ve büyük ölçüde değiĢen bir hidrofobik bölgeden 

oluĢtuğunu ortaya koymaktadır. Sığ S1' bölgelerine sahip MMP-1 ve MMP-7,  P1' 

pozisyonunda küçük hidrofobik amino asitleri tercih eder. Tersine, derin S1' 

bölgelerine sahip olan MMP-3 ve MMP-8, benzer verimlilikte büyük ve küçük P1′ 

amino asitleri barındırabilir (Shapiro, 1994). 

Aktif bölge, S1′S1' adı verilen bir döngü bölgesi hariç, MMP'lar arasında 

korunmaktadır. MMP'ların aktif bölgelerindeki S1′S1' bölgesi 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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Ģekil olarak MMP'lar arasında biraz farklılık gösterir (Ramezani and Shamsara, 

2018). 

2.4 MMP İnhibitör Tasarımı 

Hesaplamalı tasarım ve yönlendirilmiĢ evrim (Directed Evolution-DE) gibi 

protein mühendisliği (Protein Engineering-PE) metodolojilerinin geliĢtirilmiĢ ve 

/veya yeni kapasitelere sahip proteinlerin üretimi için son derece değerli olduğu 

kanıtlanmıĢtır. Bu metodolojiler, prekürsörün protein bazlı bir inhibitör olduğu 

hemen hemen her çalıĢma ile birleĢtirilebilir (Whitehead et al., 2001). PE, sadece 

geniĢ veya az fayda sağlayan proteinler üretmek için değil, aynı zamanda, ilgi 

konusu proteinin biyofiziksel ve biyokimyasal eğilimlerini ve biyolojik sistemdeki 

benzersiz rolünü incelemek için de bir araç olarak da kullanılabilir. Enzim-substrat 

spesifitesi, protein-protein etkileĢimleri ve protein evrimine anlamlı bir bakıĢ açısı 

sağlar. MMP'ların in vitro inhibisyonunun son derece zor olduğunu ve substrat 

bazlı peptidomimetik inhibitörler gibi doğrudan inhibisyon tekniklerinin, yüksek 

yapısal homoloji ve çapraz reaktivite nedeniyle MMP ailesi ile uyumlu olmadığı 

gözlenmiĢtir (Cathcart et al., 2015). 

Proteazları ve daha spesifik olarak MMP‘leri inhibe etmek için en yaygın 

strateji aktif bölgede ki çinkonun hedeflenmesidir. Geleneksel olarak inhibitörler, 

katalitik yarığın hedeflenmesi, çinko iyonunu bağlamak ve sonuç olarak enzimi 

inaktive etmek için substrat bazlı bir peptit omurgası ve çinko bağlama grubu 

(ZBG) ile tasarlanmıĢtır. Mekanik olarak, inhibitör enzimi bağladığında, ZBG'nin 

tipine göre çinko iyonunu bağlar. Bu amaçla, hidroksamat, karboksilat, 

aminokarboksilat, fosfinat ve sülfhidril grupları gibi birkaç ZBG kullanılmıĢtır. 

Aynı peptid omurgası üzerindeki ZBG repertuarındaki çeĢitliliğin yanında geçiĢ 

durumu analoglarının ve ortak bir MMP tünel benzeri yapısal bir motif olan S1' 

boĢluğu gibi MMP'lardaki ortak özellikleri hedefleyen yeni bileĢiklerin substrat 

seçiciliği için önemli olduğu düĢünülmektedir (Overall and Kleifeld, 2006). 

Marshall (2015) ve arkadaĢları son zamanlarda MMP-9 için, AB0041 ve 

AB0046 olmak üzere seçici ve güçlü allosterik inhibitör antikorlarının 

geliĢtirildiğini bildirmiĢtir. Her iki antikor da rekabetçi olmayan inhibisyon 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-engineering
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167488917301611?via%3Dihub#bb0875
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enzyme-substrate-biology
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/peptidomimetic
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-superfamily
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protease
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/active-site
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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özellikleri ile birlikte yüksek afinite ve etki gösterir. Ġlginç bir Ģekilde, bu antikorlar 

tercihli bağlanma sergiler. AB0041 sadece insan veya fare MMP-9'u ile bağlanırken 

AB0041 sadece fare MMP-9'u ile bağlanmıĢtır. Bu fenomen, araĢtırmacıların her 

bir antikorun bağlanma epitopunu haritalandırmasını sağlamıĢtır. Ġlk önce, bağlayıcı 

bölgeyi hemopeksin bölgesi olarak değil pro-cat bölgesi olarak belirlemiĢlerdir. 

Daha sonra nokta mutasyon analizi, bağlanma bölgesinin, aktif bölge çinkosu 

civarında olduğunu, ancak substrat bağlayıcı bölgelere müdahale etmediğini ortaya 

çıkarmıĢtır (Marshall et al., 2015). 

Galvez ve arkadaĢları (2001) MT1-MMP'nin düzenleyici ekzositlerini hedef 

alan bir dizi monoklonal antikor üretmiĢtir. Bu antikorlar yapısal homolojiyi aĢarak 

MT1-MMP'ye özel katalitik alanın açık döngülerine karĢı hedeflenmiĢtir ve sonuç 

olarak üretilen antikorların ailenin diğer üyeleri ile çapraz reaktivitesi sağlanmıĢtır. 

Antikorlarının MT1-MMP katalitik aktivitesini oldukça spesifik bir Ģekilde inhibe 

ettiği gösterilmiĢtir. Ayrıca, anti-anjiyojenik özelliklere ve tümör hücresi invazyon 

özelliklerine karĢı bir inhibitör etkisine sahiptirler.  

2.4.1 MMP-12 inhibitör tasarımı 

MMP inhibitörlerinin geliĢimi, spesifiklik eksikliği ve hedef dıĢı etkiler 

nedeniyle hüsrana uğramıĢtır. Daha yakın zamanlarda, inhibitör tasarımında, 

spesifiteyi geliĢtirmek için ikincil bağlanma bölgeleri (ekzositler) olarak kabul 

edilmiĢtir. MMP-13'ün katalitik (CAT) bölgesinde, CAT veya MT1-MMP'nin 

hemopeksin benzeri (HPX) bölgesinde ve MMP-2 ve MMP-9'un kollajen bağlama 

alanı (CBD) içinde ekzositleri bağlayan küçük moleküller ve peptitler 

geliĢtirilmiĢtir.  

Antikor bazlı yaklaĢımlar, MMP-9 ve MT1-MMP için CAT alan ekzositlerini 

hedefleyen seçici inhibitörlerle sonuçlanmıĢtır. Tasarım sürecine dıĢarıdan 

bağlanmayı içeren çeĢitli geleneksel olmayan yaklaĢımlar, MMP ailesi içinde arzu 

edilen seçicilikler ile inhibitörler sağlamıĢtır (Fields, 2015).  

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

kollajen bağlama alanının (CBD) α1 (I) kollajen zincirinin kısa bir bölümünü 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hemopexin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mmp14
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/monoclonal-antibodies
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-superfamily
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bağladığı belirlenmiĢtir. Daha spesifik olarak, Cys-Gly-Ala-Hip-Gly-Ala-Hip-Gly-

Ser-Gln-Gly-Ala (Hyp = 4-hidroksiprolin olan P713 olarak adlandırılan), bir MMP-

2 aktivitesi inhibitörü olarak tanımlanmıĢtır. P713, MMP-2 jelatin yarılmanın 

%90'ını (~ 30 μM'un IC50 ) inhibe etmiĢtir ancak bağlanma için CBD 

gerektirmeyen bir peptid substratı üzerindeki MMP-2 aktivitesinin %20'sinden daha 

azını inhibe etmiĢtir. MMP-2'ye karĢı spesifiteyi incelemek için, MMP-8 ile 

karĢılaĢtırmalı inhibisyon analizleri yapılmıĢtır ve MMP-8 aktivitelerinde hiçbir 

değiĢiklik gözlenmemiĢtir.  

Seçici inhibitör tasarımında kullanılabilen matriks metalloproteinaz (MMP) 

alt tipleri arasındaki ana yapısal farklılıklar vardır. MMP-12, MMP-8'e benzerdir 

ancak S1′ bölgesi daha hidrofobikdir (Dorman et al., 2010).  

Oldukça seçici MMP inhibitörlerini tanımlamak için fosfinik peptit 

kütüphaneleri hazırlanmıĢtır.  Fosfinik peptitler iyi bir geçiĢ durumu mimikleridir 

ve farklı Ģekilde güçlü çinko metalloproteinaz inhibitörleri olarak davrandıkları 

gösterilmiĢtir. MMPlerin S1' boĢluğuna giren, P1' pozisyonunda çeĢitli 

sübstitüentleri barındıran fosfinik peptitlerin hazırlanmasını mümkün kılan bir 

kimyasal strateji kullanılmıĢtır. Bu strateji, P1' pozisyonunda ikame edilen 

izoksazol yan zincirleri gösteren fosfinik peptitlerin hazırlanması için tek bir 

adımda değiĢtirilebilir ortak bir prekürsör kullanımına dayanır.  Bu tür fosfinik 

peptitlerde izoksazol halkası, derin bir boĢluğa karĢılık gelen MMP'ların S1' alt 

bölgesi ile etkileĢime girebilen çeĢitli kimyasal grupların doğru oryantasyonunu 

yansıtacak Ģekilde sert bir iskele olarak kullanılır. Bu stratejiye dayanarak, P1' 

konumunda dört farklı izoksazol yan zincirini ihtiva eden dört fosfinik peptit 

kütüphanesi inhibitörlerin P2′ ve P3′ pozisyonlarında ek kimyasal çeĢitlilik 

eklenerek hazırlanmıĢtır (Devel et al., 2010). 

Bu kütüphanelerin 10 farklı MMP'ye karĢı taranması, MMP-12'nin yüksek 

orandaki seçici inhibitörlerin belirlenmesine olanak sağlamıĢtır. Özellikle, MMP-

12'nin akciğer alveolar duvardaki elastinin yok edilmesinde ve amfizem 

patogenezinde önemli bir rolü olduğu öne sürülmüĢtür. Bu nedenle, ilgi çekici bir 

terapötik hedeftir (Devel et al., 2006). 
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2.5 MMP’ların Cilt Yaşlanmasındaki Rolü 

Ġnsan cildinin yaĢlanması, zamanın geçiĢinden (içsel veya kronolojik 

yaĢlanma) veya çevresel etkilerden (dıĢsal yaĢlanma) kaynaklanabilir. Cildin içsel 

yaĢlanması, yaĢlanana kadar (>70 yaĢ) küçük histolojik değiĢiklik gösteren 

pürüzsüz ve ince kırıĢıklar halinde ortaya çıkarak birkaç klinik değiĢikliğe neden 

olur. Bu etki, kollajen ve elastik lifler azalmasıyla dermal ESM'nin genel atrofisini 

gözler önüne serer.  

Ġntrinsik kutanöz yaĢlanma, esas olarak elastik lifleri etkileyen yavaĢ, 

spontan, ilerleyici, kümülatif ve degredatif bir süreçtir.  DıĢsal yaĢlanmada ise bu 

yavaĢ seyir, MMP'lar (ve diğer proteinazlar) tarafından yıllardan saatlere kadar 

enzimatik olarak hızlandırılabilir. Hem dıĢsal hem de içsel yaĢlanmada kutanöz 

MMP'ların yüksek seviye ve etkinlikleri gösterilmiĢtir (Cole et al., 2018). 

Dermal fibroblastlar, ciltte oluĢan dermal matriks dönüĢümünü de içerecek 

Ģekilde çalıĢan dinamik ve farklı bir hücre popülasyonudur. Bunlar, kutanöz yara 

onarımında ve biyo-mühendislikte önemli bir rol oynar. Ayrıca, dermal bağ 

dokusunun eksraselüler matriskin (ESM) ana bileĢeni olan kollajen lifleri 

üretebilirler. Bunun yanında, kollajen ağına bağlı fibroblastlar, epidermis için 

dermal destek sağlar ve dokularda elastik özellikler oluĢturur. Hücre-ESM 

etkileĢimleri, deri üzerindeki normal homeostasis, yaĢlanma, yara iyileĢmesi ve 

hastalıkları etkilerler (Tracy et al., 2016). 

Elastik lifler, ömür boyu elastik iĢlevi korumak için tasarlanmıĢtır. Bununla 

birlikte, MMP'lar ve serin proteazlar gibi çeĢitli enzimler, elastik lif moleküllerini 

bölebilirler. Elastik liflerde parçalanma ve katılaĢma nedeniyle oluĢan elastikiyet 

kaybı, bağ dokularının yaĢlanmasında önemli bir faktördür. Cildin foto 

yaĢlanmasının erken safhaları, elastik lif proteinlerinin diferansiyel bozunması ile 

karakterize edilirken, ESM proteazlarının etkinliği güneĢ ıĢınlarına  maruz kalmıĢ 

deride artmaktadır (Bogdanowicz et al., 2016). 

MMP'lar cildin hem dıĢsal hem de içsel yaĢlanmasında önemli katılımcılardır 

(Fisher et al.1996). Ġnsan cildinin düĢük doz UVB ıĢınına maruz kalmasından sonra 
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ilk kez MMP ekspresyonunun in vivo artıĢı ve etkinliklerini göstermiĢtir. MMP 

ekspresyonunun uyarılması hem keratinositlerde hem de fibroblastlarda 

transkripsiyon faktörleri AP-1 ve NFκB'nın upregülasyonu yoluyla meydana 

gelmiĢtir (Lephart, 2016). 

MMP-1, ciltteki iki büyük fibril olan, tip I ve III kollajenlerini oluĢturan 

moleküllerden oluĢan kollajen üçlü sarmalın yarılmasını baĢlatabilen tek enzimdir. 

MMP-3 ve -9, sadece MMP-1 tarafından baĢlatıldıktan sonra dermal fibriler 

kollajenleri (tip I, III ve V) yıkabilirler (Sardy, 2009).  

Hem dıĢsal hem de içsel yaĢlanmada, kutanöz MMP'lerin yüksek seviye ve 

etkinlikleri kanıtlanmıĢtır. 18-29 yaĢ grubu ile karĢılaĢtırıldığında, güneĢe karĢı 

korunan ciltte 60 yaĢın üstündeki hastalarda MMP-1, -2 ve -9'un önemli derecede 

yüksek olduğu bulunmuĢtur. Paralel olarak, yaĢlı cildin hem normal deride hem de 

akut yara onarımı sırasında azalmıĢ TIMP seviyeleri içerdiği bulunmuĢtur. 

(Ashcroft et al.,1997). 

2.5.1 Cilt yaşlanmasında MMP 12’nin rolü  

Makrofaj metalloelastaz (MMP-12); ekstraselüler olarak salgılanan ve 

makrofajlar, endotelyal hücreler, düz kas hücreleri, kornea epitel hücreleri, 

osteoklastlar ,kondrositler ve fibroblastlar gibi birkaç hücre tipinde eksprese edilen 

MMP'ların bir üyesidir (Narimiya et al., 2017). MMP-12; elastin, kollajen tip IV, 

fibronektin, laminin, jelatin ve vitronektin dahil olmak üzere birçok 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 

yapılan bir çalıĢmada insan derisindeki tip I ve tip III kollajende MMP-12 aracılı 

bölünme ürünleri tespit edilmiĢtir (Amar et al., 2017). 

MMP-12'nin CAT bölgesi, 33° C'de tip I ve III kollajenlerini yıkar. Burada 

klasik bölünme alanında ve birçok baĢka dizide hidroliz oluĢur. MMP-12'nin, 

özellikle UV ıĢınlarına maruz kalma gibi faktörlere yanıt olarak deride eksprese 

olduğu bilinmektedir. Elastin gibi ESM'nin diğer bileĢenlerini degrade ederek bazı 
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hastalıkların oluĢmasında rol oynamıĢtır. Ancak, MMP-12, özellikle tip I kollajene 

karĢı kollajenaz olarak düĢünülmediğinden birkaç çalıĢma haricinde MMP-12'nin 

kollajen yıkımı sırasındaki rolü kısmen araĢtırılmamıĢtır. Bu çalıĢmalarda bile, 

diğer kollajenazları uyararak MMP-12'nin kollajen tip I'i doğrudan veya dolaylı 

olarak bozup bozmadığı konusunda Ģüphe vardır. Örneğin, MMP-12'nin MMP-2 ve 

MMP-3'ün in vivo etkinliğini katalize ettiği bilinmektedir (Taddese et al., 2010).  

AraĢtırmacılar MMP-12'nin kemokinleri ve diğer ekstraselüler proteinleri 

sindirerek elastolizini dolaylı olarak etkileyebileceğini öne sürmüĢlerdir. Elastin 

fibrilleri üzerinde biriktirilen MMP-12, plazminojen yokluğunda elastini sindirmek 

için gerekli olan MMP'dır (Van Doren, 2015). Kemokinler ve çok sayıda non-

matriks proteinler, MMP-12'nin fizyolojik substratları olarak tanımlanmıĢtır.  

Fibronektin (FN); hücre yapıĢması, büyümesi, göçü ve farklılaĢması gibi 

birçok hücresel fonksiyondan sorumlu olan çeĢitli fizyolojik ligandlara ve 

reseptörlere bağlanan bir glikoproteindir. FN, normal kartilajda ESM'nin küçük bir 

bileĢenidir ve ESM döngüsünün bir parçası olarak bir dizi proteaz tarafından FN 

fragmentlerine (FN-fs) ayrılabilir.  MMP-12'nin nötr pH'ta bozulmamıĢ FN'yi 

yıktığı gösterilmiĢtir (Zhang et al., 2012). 

2.6 Cilt Yaşlanması Önlenmesi ve Tedavisi 

Cilt yaĢlanması, insan ―yaĢlanma mozaiğinin‖ doğal bir bir parçası olup 

zamanla belirgin hale gelir ve farklı organ, doku ve hücrelerdeki farklı yörüngeleri 

takip eder. Ġç organların yaĢlanma belirtileri gözle görülemezken, cilt geçen 

zamanın ilk belirgin iĢaretlerini gösterir.  

Cilt yaĢlanması, endojen veya içsel faktör (genetik, hücresel metabolizma, 

hormon ve metabolik süreçler) ve eksojen veya dıĢsal faktörlerin (kronik ıĢık 

maruziyeti, kirlilik, iyonize radyasyon, kimyasallar, toksinler) kombinasyonu ile 

oluĢan karmaĢık bir biyolojik süreçtir. Bu faktörler, her cilt tabakasındaki kümülatif 

yapısal ve fizyolojik değiĢiklikler ile ilerleyen değiĢimlere ve özellikle güneĢe 

maruz kalan cilt bölgelerinde cilt görünümündeki değiĢikliklere neden olur. Ġnce ve 

atrofik, ince kırıĢıklıklara sahip ve kuru Ģekilde içsel olarak yaĢlanmıĢ cildin aksine, 
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güneĢ ıĢınları sebebiyle yaĢlanmıĢ cilt tipik olarak kalınlaĢmıĢ bir epidermis, 

benekli renk değiĢimi, derin kırıĢıklıklar, gevĢeklik, donukluk ve pürüzler ile 

kendini gösterir (Hoenig, 2017). 

Ġçsel yaĢlanma kaçınılmazdır ve atrofi, fibroblast redüksiyonu ve ince kan 

damarları ile sonuçlanır. Kollajen sentezi yaĢla birlikte azaldığı için kollajen bu 

durumdan özellikle etkilenir. Aynı Ģekilde elastin de yaĢla birlikte azalır. DıĢ 

kaynaklı yaĢlanma, öncelikle UV hasarının etkilerinden kaynaklanır. Diğer 

nedenler arasında sigara kullanımı, kirlilik ve kötü beslenme gibi çevresel faktörler 

bulunmaktadır. Bu tip hasarlar kollajen ve elastinin degradasyonunu artırır. 

YaĢlanan deri; ESM proteinlerinde azalma, artan kollajen yıkımı ve azalmıĢ 

fibroblast ile kendini gösterir. Ayrıca, bağıĢıklık, yara onarımı ve lif sentezinde 

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

DıĢsal yaĢlanma, MMP ları etkinleĢtirir ve serbest radikallerin üretimine yol 

açar. MMP'ların bu etkinliği ayrıca ESM bozunmasına yol açar. Ayrıca serbest 

radikaller; TIMP leri doku inhibitörlerini inhibe eder. Kozmesötiklerin amacı, 

yaĢlanmanın bu etkilerinden bazılarını hafifletmektir (Mora et al., 2016 ; Shin et al., 

2005). 

GüneĢe maruz kalarak yaĢlanan cilt, elastosiz ile karakterize edilir. GüneĢ 

ıĢınları sebebiyle yaĢlanan ciltteki kollajen içeriğinin seyrek dağılımı ve azalması; 

kolajen üretimi aynı olsa dahi çeĢitli matriks metalloproteinazlar, serin ve diğer 

proteazlar sebebiyle artan kollajen yıkımına bağlı olabilir. YaĢlı ciltte kollajen 

düzensiz ve dağınık görünür. 

BaĢarılı yaĢlanma' paradigması, sağlıklı ve aktif yaĢam Ģekline odaklanmakta, 

yaĢlanmanın geleneksel olarak bir hastalık dönemi olarak kavramsallaĢtırılmasına 

karĢı çıkmakta; cilt, yüz ve vücut üzerindeki yaĢ iĢaretlerini en aza indirgemeye 

denk tutulmaktadır. Bu açıdan, önleyici estetik dermatoloji sağlıklı yaĢlanma 

isteğini destekleyebilir ve özellikle cilt kanseri olmak üzere belirli cilt hastalıklarını 

tedavi edebilir veya önleyebilir. Lokal ve sistemik tedavi yöntemlerini, araç 

gereçlerini ve invaziv prosedürleri birleĢtirerek cilt yaĢlanmasını geciktirebilir 

(Mora et al., 2016). 
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Cilt yaĢlanmasını geciktirici bir tedavinin baĢlıca özelliği, sağlıklı, pürüzsüz, 

lekesiz, yarı saydam ve esnek bir cilde ulaĢmaktır.  Klinik uygulamalarda, ―daha iyi 

görünmek‖, ―daha genç görünmek‖ anlamına gelmez.  Bu nedenle hastaların tüm 

isteklerini anlamak ve tüm tedavi tekniklerini bilerek en tatmin edici sonuçları 

verecek tedavi yöntemine yönlendirmek çok önemlidir. Bireysel durum için strateji 

seçilmeden önce yaĢ, daha önce uygulanan iĢlem veya ameliyatlar, genel sağlık 

durumu, cildin türü, yaĢam tarzı ve diğer birçok faktör göz önünde 

bulundurulmalıdır.  

Ġstenen terapötik yaĢlanma karĢıtı tedavi; cildi canlandırma ve gençleĢtirme, 

her cilt tabakasının tek tek restorasyonu ve genel olarak bağıĢıklık, genetik, 

duygusal durum, sağlık durumu ve yaĢam tarzı gibi diğer birçok faktörün ıĢığında 

çeĢitli yöntemleri birleĢtiren, sürekli ve adım adım uygulanan bir iĢlemdir. Bu 

inceleme, invaziv prosedürlerin kullanımında en önemli topikal ve sistemik 

terapötik araçları ve eğilimlerini vurgulayacaktır (Ganceviciene et al., 2012).  

Etkili kozmesötikler, etkilerini korurken bir yandan da stratum korneumun 

içine nüfuz edebilmelidir. Ayrıca, cildin bariyer fonksiyonunu etkilemeden de 

görünür faydaları olmalıdır. Yeni kozmesötiklerde son dönemde bir artıĢ olmuĢtur, 

peptitlerin iĢlevleri, sınırları ve yararları, büyüme faktörleri, sitokinler ve bu 

ürünlerde kullanılan kök hücreler konusunda araĢtırmalar devam etmektedir 

(Malerich S et al., 2014). 

2.6.1 Topikal terapi 

Topikal terapi, mikro ve makromoleküllerin deri içine girdiği yollar 

açısından; 

1) Keratinositlerin hücreler arası boĢluklarını iĢgal eden lipit matriks boyunca 

hücre içi yol,  

2) Keratinositler boyunca transselüler yol, 

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

üzere üç baĢlık altında sınıflandırılabilir: 

Topikal ürünlerin kökeni ise dört farklı tipte sınıflandırılabilir (Desai et al., 

2010). 

1) Sentetik (peptidler, seramidler, çoğu vitaminler) ürünler. 

2) Doğal kaynaklardan (botanik bitki özleri) çıkarılan / saflaĢtırılan) ürünler.  

3) Fermantasyon ve hücre kültürü (enzimler ve kofaktörler, polisakkaritler ve 

proteinler) gibi biyoteknoloji ile elde edilen ürünler. 

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

2.7 Kozmetik Peptitler 

Peptit, peptit bağları ile bağlanan bir grup aminoasittir. Kimyasal kompleks 

lik açısından, peptitler tipik küçük moleküllü kimyasallar ve daha büyük proteinler 

arasındaki bir pozisyonu doldurur. Doğal olarak oluĢan peptitlerin, savunma, 

bağıĢıklık, stres, büyüme, homeostaz ve reprodüksiyon dahil olmak üzere çok 

çeĢitli fizyolojik süreçlerde sinyal / düzenleyici moleküller olarak çok çeĢitli 

biyolojik rollere sahip oldukları bilinmektedir. Son zamanlarda, dermatoloji ve 

kozmetik sektörü için, ekstraselüler matriks sentezi, pigmentasyon, doğal immünite 

ve inflamasyonda rol alan kısa, kararlı ve sentetik peptitler geliĢtirmiĢtir (Pai et al. 

2017).  

Sonuç olarak, biyoaktif peptitler veya biyomimetik peptitler mevcut bilgiler 

ıĢığında ortaya çıkarılmıĢtır. Son birkaç yıl içinde dikkate değer derecede biyolojik 

etkinliğe sahip çeĢitli peptitler sentezlenmiĢtir Peptitler kozmetik, terapötik ve 

immünolojiden gıda bilimlerine kadar çeĢitli alanlarda kullanılabilmektedir. 

Peptitler, ilaç Ģirketlerinin satıĢlarının %10'unu oluĢturmakta ve bu da yılda 25 

milyar Dolara denk gelmektedir. Peptitler oldukça hızlı bir Ģekilde 

ticarileĢmektedir. 2017 yılına kadar, küresel kozmetik pazarının 42,8 milyar doları 
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civarında kar ettiği tahmin edilmektedir (Global Kozmesötikler Pazar Görünümü, 

2020)  

Diğer yandan, biyomimetik peptitler, fizyolojik peptitlere özdeĢ bir amino asit 

sekansına sahip olan, fakat biyoteknolojik olarak sentezlenen bileĢiklerdir. 

Reseptörler ile etkileĢerek büyüme faktörleri ve sitokinlerin etkinliklerini taklit eder 

ve yaĢlanmanın yavaĢlaması gibi klinik etkiler sağlarlar (Gazitaeva et al., 2017). 

Biyoaktif veya topikal peptitler aynı zamanda sentetik bileĢiklerdir, fakat 

bunlar cilt geçirgenliğini, stabilitesini, çözünürlüğünü ve hücre reseptörleri ile 

etkileĢimi arttırmak gibi halihazırda var olan fizyolojik iĢlevleri iyileĢtiren modifiye 

amino asit zincirlerinden oluĢur. Bunlar ayrıca bazı doğal fizyolojik süreçler, belirli 

peptitler ve protein fragmentlerinde bulunan spesifik aminoasit sekansları ile 

etkileĢime girerek özel olarak uyarılır ve modüle edilir. Böylece, teknolojik 

bağlamda biyoaktif peptitler, farklı cilt koĢullarında klinik uygulamalara sahip 

kozmetik sektörleri için giderek ümit verici hale gelmektedir (Fields et al., 2009).  

Biyomimetik veya biyoaktif olan bu sentetik bileĢiklerin çoklu uygulamaları, 

disfonksiyonlardan kaynaklanan cildin klinik yönlerini topikal olarak uygulamak, 

önlemek veya azaltmak için tasarlanmıĢ formülasyonlarda kullanıldığında 

yaĢlanma, hiperpigmentasyon, vücut yağının artması ve kırıĢıklık geliĢimi için 

tedavi seçeneklerini sunar. Bu peptitler ayrıca kollajen ve elastinin sentezini de 

stimüle edebilir, yara iyileĢme hızını ve fibroblast proliferasyonunu artırır, büyüme 

faktörleri ve hatta germe ve sıkılaĢtırma araçları gibi davranabilir (Gazitaeva et al., 

2017). 

Doğal ve sentetik peptitler ile farklı sentetik peptitler geliĢtirilmiĢtir. Bakır 

glisin-histidin-lizin (Cu-GHK), 1973'te Loren Pickard tarafından geliĢtirilmiĢtir. 

80'lerin sonunda ilk bakır peptit, cilt bakım ürünleri arasındaki yerini almıĢtır. O 

zamandan bu yana yapılan araĢtırmalar ve sektör; ekstraselüler matriks sentezi, 

pigmentasyon, doğuĢtan gelen bağıĢıklık ve iltihaplanmada rol alan birçok kısa, 

stabil ve sentetik peptit geliĢtirmiĢtir. Bu peptitler, kollajen uyarımı, yara 

iyileĢmesi, "botox benzeri" kırıĢıklık azaltma ve ayrıca antioksidatif, antimikrobiyal 

ve beyazlatma etkileri için kullanılmaktadır (Rahnamaeian et al., 2015). 
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2000 yılından bu yana, kozmesötik ürünlerdeki peptitlerin kullanımı çarpıcı 

bir Ģekilde artmıĢtır ve bu farklı moleküller hakkında kapsamlı bilgilerin yanı sıra 

bunların kullanımlarının altında yatan fizyolojik ilkeleri edinme ihtiyacını ortaya 

koymaktadır. Bu moleküller için ticari potansiyel, özellikle kozmetik aktivitesi olan 

(örneğin, yaĢlanma karĢıtı, antioksidan, beyazlatıcı) peptit sekansları için oldukça 

yüksektir (Malerich et al., 2014).  

Kozmetikte kullanılan birçok peptit vardır. Peptidlerin klinik çalıĢmalarla 

kanıtlanan etkinlikleri bilimsel dergilerde çok fazla yer almamaktadır.  Bazı klinik 

çalıĢmalar çok az katılımcı sayısıyla veya sadece tek bir çalıĢma ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  

Topikal kozmesötik peptitler (Çizelge 2.1); sinyal peptitleri, taĢıyıcı peptitler, 

nörotransmitter inhibitör peptitleri ve enzim inhibitör peptitleri olarak 

sınıflandırılabilir (Schagen, 2017). 
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Çizelge 2.1 Topikal olarak kullanılan peptitler. 

Peptit Tipleri Peptit Ġsimleri 

Matrikinler 

Karnosin, bakır tripeptid, trifloroasetil-tripeptit-2, tripeptit-10 

sitrülin, asetil tetrapeptit-5, asetil tetrapeptit-9, asetil tetrapeptit-11, 

tetrapeptid pkek, tetrapeptid-21, heksapeptit, heksapeptit-11, 

palmitoil pentapeptit-4, palmitoyl tripeptide-3/5, palmitoyl 

tetrapeptide-7, palmitoyl hexapeptide-12, palmitoyl oligopeptid,  

TaĢıyıcı Bakır tripeptid, manganez tripeptid-1 

Mimetik nörotransmiter 

inhibe edici 
Asetil heksapeptid-3, Pentapeptid-18, Pentapeptid-3, Tripeptid-3 

Enzim inhibitörü Soya fasulyesi, Ġpek fibroin ve Siyah pirinç oligopeptitleri 

Yapısal protein sindirimi Keratin peptit 

 

2.7.1 Enzim inhibitör peptitler 

Enzim inhibitör peptitleri, doğrudan veya dolaylı olarak enzimleri inhibe 

eder. Soya oligopeptitleri, ipek fibroin peptidi ve pirinç peptitleri cilt hücreleri 

üzerinde etkilidir. Yukarıda bahsedilen peptidler, tTAT-süperoksit dismutaz gibi 

enzimleri inhibe eder, hiyalüronan sentaz 2'yi uyarır veya soya oligopeptidleri 

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

Pirinç kepeği proteininin özel olarak iĢlenmesinin ardından, düĢük moleküler 

ağırlıklı peptitler (<3000 Da) elde edilmiĢtir. Siyah pirinç oligopeptitleri MMP 

aktivitesini inhibe etmiĢ ve insan keratinositlerinde hyaluronan sentaz 2 gen 

ekspresyonunu doza bağlı bir Ģekilde uyarmıĢtır (Sim et al., 2007 ). Pirinç kepeği 

proteini güçlü bir tirozinaz inhibitör peptit kaynağıdır. (Ochiai et al., 2016). Pirinç 

kepeği biyoaktif bileĢikleri ile tutulan niosomları içeren formülasyonlar, klinik 

yaĢlanma karĢıtı özelliklere sahiptir (Manosroi et al., 2012).  
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2.7.2 Yaşlanma karşıtı olarak kullanılan ticari peptitler 

ÇeĢitli peptitler, kollajen homeostazını modüle ederek yaĢlanma sürecini 

etkiler. Pentapeptid-3 (Lys-Thr-Thr-Lys-Ser, KTTKS), bir kozmetik ajan olarak 

geliĢtirilen ilk oligopeptitlerden biridir. Bu peptit doza ve zamana bağlı olarak tip I 

ve tip III kollajen ve fibronektin üretimini uyarmaktadır (Katayama et al., 1991). 

Palmitoyl tripeptide-3/5 bir hücre dıĢı matriks proteini, trombospondin-1 

etkilerini taklit eder (TSP-1). TSP-1 TGF aktivitesini artıran doğal olarak oluĢan bir 

moleküldür. Palmitoyl tripeptide-3/5, hayvan modellerinde ve insanda dermal 

fibroblastlar hücre kültürü testlerinde, kollajen sentezini arttırdığı bulunmuĢtur. 

(Murphy and Poczatek, 2000). 

Tripeptid-1 (glisil-l-histidil-l-lisin) ayrıca palmitik asit ile konjuge edilmiĢtir. 

İn vitro ve in vivo çalıĢmalar kollajen ve glikosaminoglikanların sentezini uyardığı 

kanıtlamıĢtır (Gorouhi and Maibach, 2009).  

Enzimatik çalıĢmalar, tripeptid-2'nin MMP-1, 3 ve 9‘u inhibe ettiğini ve foto 

yaĢlanma ve kronolojik yaĢlanmada görülen aĢırı dermal matriks yıkımını en aza 

indirdiğini göstermiĢtir. Trifluorotripeptid-2 ayrıca, disfonksiyon yapan 

telomerlerin yanı sıra yaĢlanmayı indükleyebilen progerin üretimini azaltır. Bu 

nedenle, bu peptit yaĢlanma sürecine dahil olan biyolojik mekanizmaları düzenler 

(Loing et al., 2012). 

Tripeptid-10 (izolösin ve lisin ile aspartik asit) cilt sıkılaĢtırıcı olarak 

kullanılır. % 0.01 lipozomal tripeptid-10 ve plasebo kremleri karĢılaĢtıran kontrollü 

bir çalıĢma da, tripeptid-10, deri esnekliğinde % 54'lük bir artıĢa neden olmuĢtur 

(Puig et al., 2008). 

Bakır tripeptid kompleksi (Bakır Gly-L-His-L-Lys) en iyi incelenen peptitler 

arasındadır. Kollajen sentezini uyarır ve MMP-2 salınımını düzenler (Pickart and 

Schagen, 2015). 
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Val-Gly-Val-Ala-Pro-Gly, peptit elastin fragmanı içerir ve elastin 

moleküllerine karĢı yüksek bir özgüllük derecesine sahiptir. Elastin sentezinin bir 

negatif geri besleme mekanizması aracılığıyla otoregülasyonuna dahil edilir (Reddy 

et al., 2012). 

Dekapeptid-12 (Tyr-Arg-Ser-Arg-Lys-Tyr-Ser-Ser-Trp-Tyr), temel fibroblast 

büyüme faktörünün sentetik bir fragmanını içerir. Tirozinaz enzimini güçlü bir 

Ģekilde inhibe ettiği bulunmuĢtur. 4 aylık kullanım ile dekapeptit-12 kremi ile 

pigmentasyonda % 50 oranında azalma görülmüĢtür (Hantash and Jimenez, 2009). 

2.7.3 Oligopeptidlerin transdermal olarak uygulanması  

Bir ilacın transdermal olarak uygulanması, stratum korneum ve daha sonra 

dermisten dolaĢıma veya dolaĢım için hedef bölgeye geçiĢini içerir. Peptitler, pasif 

transdermal uygulama için zorluklar oluĢturur, fizyolojik pH'dan etkilenebilir ve 

proteolik enzimler yoluyla yapıları bozulabilir.  

Penetrasyon arttırıcılar, stratum korneum'un lipid yapısını değiĢtirerek bariyer 

özelliklerini azaltır ve pasif olarak ciltten geçmeyen ilaçların geçirgenliğini arttırır. 

ÇeĢitli penetrasyon arttırıcılar arasında alkoller, azonlar, heksanoatlar, oleik asit, 

pirolidonlar, üre, Ģeker esterleri ve sürfaktanlar gibi doymamıĢ yağ asitleri bulunur. 

Bu permeasyon arttırıcı sınıfının, stratum korneum'un lipid yapısını bozarak veya 

―akıĢkanlaĢtırarak‖ ve bir ilacın difüzyon katsayısını arttıran lipid çift katmanı 

içinde mikro-boĢluklar oluĢturarak deri geçirgenliğini arttırdığı gösterilmiĢtir.  

Peptitlerin kapsüllenmesinin, deriden peptit geçiĢini arttırdığı gözlenmiĢtir. 

Lipozomlar, transferomlar, niyozomlar ve etozomlar gibi farklı tipte parçacıklar 

geliĢtirilmiĢ ve araĢtırılmıĢtır. Parçacıklardaki sürfaktanlar, lipitlerin lokal olarak 

akıĢkanlaĢtırılmasına yardımcı olur ve bu da parçacıkların uzun bir etki için bir 

depo oluĢturdukları stratum korneum'un üst katmanlarında kalmasına izin verir. 

Lipozomlar, doğal olarak oluĢan epidermal lipitlerden oluĢur. Bu nedenle, biyolojik 

olarak bozunabilir ve zayıf immünojenik oldukları ve toksik olmadıkları için olası 

yan etki oluĢturmaları pek mümkün değildir. Transfersomlar, cildin yüzeyindeki 

gözeneklerden derin katmanlara doğru kendilerini sıkıĢtırarak gidebilmelerine 
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olanak sağladığı iddia edilen Ģekilde doğada daha elastik olarak bulunur (Marepally 

et al., 2013; Kalluri et al., 2011).  

Bu bileĢenlerin aktivitesi veya etkinliği, Klingman'ın üç altın kozmetik kuralı 

kombinasyonu kullanılarak analiz edilebilir: 

1) Aktif bileĢen, stratum korneum'a nüfuz edebilir mi ve bu etki 

mekanizmasına uygun bir zaman dilimi boyunca deride belirlenen hedefe yeterli 

konsantrasyonlar da verilebilir mi?  

2) Aktif bileĢen, hedef hücrede veya insan derisinde bulunan dokuda belirli 

bir biyokimyasal etki mekanizmasına sahip midir?  

3) Etkililik iddialarını kanıtlayacak, plasebo kontrolü yapılmıĢ, istatistiksel 

olarak anlamlı, klinik çalıĢmalar yayınlanmıĢ mıdır? (Klingman et al., 1986).  

2.8 Kozmotoloji Perspektifinden Nanoteknoloji 

Nano malzemeler, yüzlerce yıl önce kozmetiklerin geliĢtirilmesinde 

kullanılmıĢtır. Altın ve gümüĢ nano parçacıklar, kadınlar tarafından tırnak ojesi 

olarak kullanılmıĢtır. Ayrıca, altın nano parçacıkları içeren sıvı formülasyonlar Orta 

Çağlarda yaĢlanma karĢıtı bir yöntem olarak kullanılmıĢtır. Ancak son yıllarda, 

nano ölçekli materyaller kozmetiklerin geliĢtirilmesinde daha yaygın olarak 

kullanılmaktadır.  

Nanomalzemelerin potansiyel olarak dermatolojik kullanımı, ilk nanokapsül 

bazlı kozmetik ürününün 1995 yılında Fransız firması L'Oreal tarafından kozmetik 

ürünlerinin etkisini arttırmak amacıyla piyasaya sürüldüğü zaman araĢtırılmıĢtır 

(Kothamasu et al., 2012). 

Nanomalzemeler, kozmetik formülasyonlar için giderek daha da fazla 

kullanılmaktadır. Bu malzemeleri içeren ürünler, dünya çapında ilaç ve kozmetik 

pazarına büyük katkı sağlamıĢtır. 2012 ve 2015 yıllarında nanomateryalleri içeren 

ürünlerin satıĢ miktarı, sırasıyla yaklaĢık 155. 8 milyon dolar ve 2. 6 milyar dolar 
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olmuĢtur. Bu rakamın 2022'de 55.3 milyar dolara ulaĢması beklenmektedir (Shokri, 

2017).  

Nanoparçacıklar, 1 nm ve 100 nm arasındaki boyutlarda, toplam birim olarak 

davranan ve tepki veren küçük maddelerdir. Organik ve inorganik maddelere 

ayrılabilir veya Ģekilleri, boyutları, yüzeyleri ve fiziko kimyasal özelliklerine göre 

sınıflandırılabilirler.  

200-350 daltondan daha büyük moleküller için cilt yoluyla permeasyon 

yapılması oldukça zordur. Maksimum boyut 400 dalton olarak kabul edilir. Bu 

nedenle geçirgenliği en üst seviyeye çıkarmak ve stratum korneum engelini 

azaltmak için nano partiküler yapıların önemli olduğu bilinmektedir (Barry, 2001). 

Kozmetik ve yaĢlanma karĢıtı uygulamalar alanında özellikle de farmasötik 

alanda olduğu gibi nanoteknoloji yavaĢ salınımlı uygulama ile aktif bileĢenlerin 

cilde iletiminde önemli bir rol oynamıĢtır. Nanoküre terimi kulağa fütüristik bir 

teknoloji gibi gelmektedir. Kozmetiklerin artık kiĢisel görünüĢ kusurlarını örtbas 

veya kamufle eden ürünler olarak gösterilmediği gerçeğinden de anlaĢılabileceği 

gibi nanoteknoloji bir devrim niteliğindedir. Bu ürünlerdeki en son trend,  klinik 

olarak kanıtlanmıĢ malzemeleri, patentli iletim sistemleri ve kozmetiklerin estetiği 

ile birleĢtirmektedir. Kozmesötik ürünler, sadece cildi temizleyen ve güzelleĢtiren 

kozmetik ürünler değil aynı zamanda cildi iyileĢtiren ilaç ile kozmetik arasında ki 

boĢluğu dolduran ürünlerdir (Kaur ve Agrawal, 2007). 

Yeni ve yenilikçi uygulama sistemleri, tüketicinin algılayabileceği faydaları 

ve optimize edilmiĢ duyusal özellikleri nedeniyle kozmetik alanında yeni ürün 

geliĢtirmeyi doğru dönüĢmektedir. Yeni ilaç iletim sistemlerinin uygulamaları 

birçok kozmetik ürününde bulunabilir. Nano malzemeler günümüzde neredeyse 

tüm büyük kozmetik sektörlerinde kullanılmaktadır.  

Ġlaçların cilde iletilmesi, araĢtırmacılar için hala zorlu bir sorundur çünkü 

ilaçların maksimum geçirgenliği, epidermisin üst tabakası (stratum korneum) 

tarafından engellenir.  
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Kimyasal permeasyon arttırıcılar, sonoforez, iyontoforez, elektroporasyon, 

mikro iğneler gibi fiziksel yöntemlerin kullanımıyla gibi çeĢitli yaklaĢımlar 

ilaçların topik olarak uygulanması için kullanılmıĢtır. Bu topikal ilaç uygulama 

yöntemleri bazı sınırlama ve dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle, ultra-deforme 

olabilen lipozomlar, nanoyapılı lipit taĢıyıcılar, nano emülsiyonlar, katı lipit 

nanoparçacıklar, lipoküreler, nanopartikül ve etozomlar gibi nano ilaç iletim 

sistemine dayanan yeni teknikler, epidermal ve dermal ilaç birikimini arttırmak için 

kullanılmıĢtır (Iqbal et al., 2018). 

Nanomalzemeler ve nanobiyoteknoloji, kozmetik ve ilaçların faydalarını 

sağlama Ģeklini radikal bir Ģekilde değiĢtirme potansiyeline sahiptir. Ancak 

nanopartiküller, cilde faydalı çok çeĢitli maddeleri kapsüllemek için özel olarak 

kullanılır. Bu Ģekilde, hem farmasötik hem de kozmetik kullanım için katı lipid 

nano partiküllerin (KLN) veya nano yapılı lipit taĢıyıcıların (NLC) yanı sıra bir 

taĢıma sistemi olarak karakterize edilen nano kesecikler geliĢtirilmektedir (Souto et 

al., 2008).  

KLN'ler ve NLC'ler, esas olarak yüksek stabilitelerine bağlı olarak cildin 

üzerinde film tabakası oluĢturarak, suyun buharlaĢmasını engeller ve cildin 

hidrasyonunu arttırır. Bunun dıĢında, bu nano yapılı bileĢikler, keratin tabakası ile 

daha fazla temas ederek, aktif bileĢiklerin emilimini hızlandırır. 

2.8.1 Kozmesötiklerde katı lipit nanopartikül kullanımı 

Katı lipit partikül (KLN'ler) boyutları 50 ila 1000 nm arasında değiĢen ve 

suda veya surfaktanın sulu solüsyonunda dağılmıĢ fizyolojik lipitten oluĢan 

submikron kolloidal taĢıyıcılardır. KLN'ler çeĢitli avantajlar nedeniyle 

kozmesötiklerde popülerdir: DüĢük toksisite sergileyen fizyolojik ve biyolojik 

olarak çözünebilen lipitten oluĢur; küçük boyutlardaki KLN'ler, stratum korneum 

ile yakın temas sağlar ve aktif bileĢenlerin deriye nüfuzunu arttırır (Garces et al., 

2018). 
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Şekil 2.7 Katı lipit (KLN) yapısı (Garces et al., 2018). 

KLN‘ler, katı lipitler, emülgatörler ve sudan meydana gelmektedir. Lipit 

olarak trigliseridleri, kısmi gliseridleri, yağ asitlerini, steroidleri ve mumları 

içermektedir. 

Ekim 2005'te kozmetik pazarına sunulan Nano Repair Q10 kremi ve Nano 

Repair Q10 Serumu (Dr. Kurt Richter Laboratorien GmbH, Berlin, Almanya) 

ürünleri, yaĢlanma karĢıtı tedavi alanında lipit nanoparçacıkların baĢarısını ortaya 

koymuĢtur (Muller et al., 2007). KLN'lerin fiziksel UV blokerlerinin özelliklerine 

sahip olduğu ve bu sayede daha az yan etkiye sahip etkili bir güneĢ koruyucu 

sistemi geliĢtirme seçeneği sunduğu bulunmuĢtur. Bir in vivo çalıĢmada, geleneksel 

bir kreme %4 oranında KLN eklenmesinin ardından 4 hafta sonra cilt neminin %31 

oranında arttığı gösterilmiĢtir. KLN'ler ayrıca parfümler için topikal araç olarak 

kullanılması açısından da avantajlıdır. Parfüm/kokulara KLN eklenmesiyle, salınım 

yavaĢlatılarak kokunun daha uzun süre kalıcılığı sağlanmaktadır (Lohani et al., 

2014).  

KLN, fizyolojik olarak iyi tolere edilen biyolojik olarak parçalanabilen 

hammaddeler olan lipit matriksi tarafından oluĢturulur. Bu sistemlerin ana 

avantajları arasında, kararsız maddelerin kimyasal bozunmadan korunması, lipid 

matriksin katı hali ve deri üzerinde tıkayıcı özellikler gösteren filmlerin oluĢumu 

sebebiyle maddelerin salınımının kontrol edilmesi yer alır. Ayrıca hazırlanma 

sırasında organik çözücülerin önlenmesini sağlar ve büyük ölçekli üretim ve 

sterilizasyon iĢlemlerine uygunluk sağlar.  

Bunların dıĢında KLN'lerin, partiküllerin küçük boyutu ve dolayısıyla yüksek 

yüzey alanı nedeniyle aktif maddelerin stratum korneum ile temasını 
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kolaylaĢtırmak konusundaki kapasitesi, taĢınan maddelerin deriye yüksek oranlarda 

nüfuz etmesini sağlar (Raj et al., 2012). 

Kolloidal büyüklükte olması, sulu dispersiyonları uzun süre stabil kalması, 

otoklav veya gama ıĢınları ile sterilizasyon sağlanabilmesi, endüstriyel 

ölçekte üretimleri, etkin maddenin kontrollü salımı sağlanabilmesi, etkin maddenin 

çevresel etkenlerden korunması KLN sisteminin en önemli avantajlarındandır.  

2.8.2 Nanokozmesötik kullanılan başlıca ürünler 

2.8.2.1 Nemlendiriciler 

Stratum korneumun, temel amacı cildin koruyan birincil bariyeridir. Su 

stratum korneum'da hızla buharlaĢır ve bu da dehidrasyona yol açar.  Dehidrasyon 

sorunu cilde esneklik sağlayan nemlendiriciler kullanılarak önlenebilir. Lipozomlar, 

nanoemülsiyonlar, KLN'ler uzun süreli etkileri nedeniyle yaygın olarak kullanılan 

nemlendirici formülasyonlardır. Bunlar çeĢitli cilt problemlerinin (örneğin atopik 

dermatit, sedef hastalığı ve pruritus) yönetimi için en yararlı ürünler olarak kabul 

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

2.8.2.2 Güneş kremleri 

GüneĢ kremleri, cildi güneĢ ıĢınlarının zararlı etkilerinden korumak için 

yaygın olarak kullanılmaktadır. Çinko oksit (ZnO) ve titanyum dioksit (TiO2 ) cildi 

güneĢten koruyan en etkili ve onaylı mineral bazlı bileĢenlerdir. Bu mineral, cilt 

üzerinde materyalist bir bariyer oluĢturur, UVA ve UVB ıĢınlarını cildin daha derin 

katmanlarına nüfuz etmemesi için yansıtır ve daha az tahriĢ edicidir. Geleneksel 

veya klasik güneĢ koruyucularının temel dezavantajı, uygulandığında cilt üzerinde 

beyaz bir tabaka bırakmasıdır. ĠĢte bu noktada nanopartiküller devreye girmektedir.  

GeliĢtirilmiĢ güneĢ koruyucuları nanoteknolojinin yenilikçi kullanımından sadece 

bir tanesidir. ZnO veya TiO2 nanopartiküllerin kullanan güneĢ koruyucu ürünler 

Ģeffaf, daha az yağlı ve daha az kokulu ve estetik çekiciliğe sahiptir (Grande and 

Tucci, 2016). 
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2.8.2.3 Yaşlanma karşıtı (anti aging) ürünler 

Kozmesötik sektörü, retinol, koenzim Q10, proteinler, peptitler ve 

biyoteknolojik olarak üretilen moleküller gibi daha pahalı aktif madde ve 

bileĢenlerin kullanımını yapmaktadır. YaĢlanma karĢıtı ürünler Ģu anda piyasada 

nanoteknoloji kullanılarak üretilen ana kozmesötiklerdir (Jose and Nette, 2018; 

Marto et al., 2017). NLC veya KLN ile, aktif bileĢenlerin cilde iletilmesi için 

oldukça uygun araçlardır (Suter et al., 2016), (Garces et al., 2018). 

Gainza (2014), rekombinant insan epidermal büyüme faktörü (rhEGF) ile 

yüklenen KLN ve NLC'yi geliĢtirmiĢ ve kronik yaraların iyileĢme süresini 

azaltmak için bu sistemlerin kapasitesini değerlendirmiĢtir. Suter (2016), Nrf2'nin 

Keap1 bağlanma motifine karĢılık gelen heptapeptit P7'yi içeren katı lipit 

nanoparçacıklarını araĢtırmıĢtır. 

Çizelge 2.2 2010 ve 2017 yılları arasında kozmetik amaçlı KLN kullanılan formülasyonları. 

Formulasyon Aktif madde Kozmetik sınıfı Kaynaklar 

Nano emulgel Argan yağı, 

oktinoksat, vitamin E 

Nemlendirici, güneĢ 

koruyucu 

(Tichota et al., 2014) 

Su içinde dağılım Koenzim Q10, 

likopen, kuersetin, 

rekombinant 

epidermal büyüme 

faktörü (r EFG) 

Anti aging, (Lohan et al., 2015; 

Okonogi and 

Riangjanapatee, 2015; 

Bose et al., 2013; 

Gainza et al., 2014) 

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

 

2.8.3 Nanopartiküllere maruz kalma 

Nanopartiküllerin sektörel kullanımı yeni fırsatlar yaratmanın yanı sıra bazı 

riskler ve belirsizlikler de doğurmaktadır. Nanomateryallerin üretim ve 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928098717306528?via%3Dihub#bb0135


34 

kullanımının artması ile artan sayıda iĢçi ve tüketici nanomateryallere maruz 

kalmaktadır. Bu, maruz kalma yollarıyla ilgili daha fazla bilgiye ihtiyaç olduğunu 

göstermektedir. Ġnsanlar solunum, yutma ve dermal yollarla nanoparçacıklara 

maruz kalmaktadır. Soluma, havadaki nanoparçacıklara maruz kalınan en yaygın 

yoldur. ĠĢçiler, üretim sırasında nanoparçacıkları soluyabilirken, tüketiciler aerosol 

haline getirilmiĢ kozmesötikler (deodorant, parfümler, vb.) yoluyla 

nanoparçacıkları soluyabilir. Solunum sisteminde nanoparçacıkların depolanması, 

solunum epitel membranı ile etkileĢimlerine bağlıdır.  

Nanopartiküller, nazal sinirler yoluyla beyne gidebilir (olfaktör epitelyum 

yoluyla solunumdan sonra transsinaptik transport) ve sinir sistemine eriĢim 

kazanabilir. Boyutları nedeniyle, bu nanoparçacıklar kolayca kan akıĢı veya deriye 

eriĢebilir ve buralardan çeĢitli organlara nakledilir. Yutma, nanoparçacıkların 

istemsiz bir Ģekilde elden ağıza nakilinden veya ağız veya dudakların yakınında 

uygulanan kozmetiklerden (örneğin ruj, dudak parlatıcısı) oluĢabilir.  

Nanoparçacıkların büyük parçaları sindirimden sonra hızla vücuttan dıĢarı atılır 

ancak farklı organlara giren parçacıklar vücut içinde kalabilir.  Nanoparçacıkların 

sistemik dolaĢıma girmesinin bir diğer yolu cilt tarafından emilimidir (Lohani et al., 

2014).  

2.8.4 Nanopartiküllerin cilt emilimi 

Bir molekülün stratum korneum'u geçebileceği pasif yollar, interselüler, 

transselüler ve foliküler yollardır. Nanopartiküllerin deri yoluyla taĢınması 

nanopartikülün ve araçların yapısı, fiziko-kimyasal özellikleri, maddenin yapısı ve 

cildin koĢulları ile ilgilidir.  
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Şekil 2.8 Nanopartiküllerin emilim yolları (Toll et al., 2014). 

Nanopartiküller iki gruba ayrılabilir:  

(1) Çözünebilir ve / veya biyolojik olarak çözünebilen nanopartiküller.  

(2) Suda çözülmeyen ve / veya biyolojik olarak çözünmeyen nanopartiküller. 

Nanopartiküllerin deriden emilimi hemen gerçekleĢmez, ancak belirli koĢullar 

altında gerçekleĢebilir. Kozmetik ürünlerinin normal deride kullanılması 

gerekmesine rağmen, sağlıksız deride de uygulandıkları bilinmektedir. Bu gibi 

durumlarda, cildin bariyer özellikleri bozulabilir (Toll et al., 2004). 

2.8.5 Kozmetikte nanomateryal kullanma riski 

Bazı araĢtırmacılar nanopartiküllerin deri ve sistemik dolaĢım yoluyla 

istenmeyen Ģekillerde nüfuz ettiğini bildirmiĢlerdir. GüneĢ koruyucu ürünlerinde 10 

ila 200 nm arasında değiĢen çinko oksit ve titanyum dioksit nanopartiküllerin 

sağlam bir cilde nüfuz edebildiği ve istenmeyen biyolojik hasara yol açabileceği 

gösterilmiĢtir. Çinko oksit nanopartikülleri nöron kök hücreleri üzerindeki 

nörotoksisitesi de (NSCs) in vitro olarak gösterilmiĢtir. Bazı araĢtırmacılar 

tarafından titanyum dioksit nanopartiküllerin sitotoksisitesi de bildirilmiĢtir. Yakın 

zamanda yapılan bir çalıĢmada, titanyum dioksit nanopartiküllerin, sertoli 

hücrelerinde otofaji ve nekroz oluĢturma potansiyeline sahip olduğu ve Zebra 

balıklarında spermatojenik hücreleri ve testiküler morfolojiyi ters yönde etkilediği 

gösterilmiĢtir. Bu nanopartiküllerin cildin daha derin katmanlarına ve genel 
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dolaĢıma nüfuz etmesi, ciltte egzama, akne, yara, sedef hastalığı ve UV hasarını 

önemli ölçüde artırır.  

Nanomateryallere genel olarak solunum, yutma ve dermal emilim yoluyla 

maruz kalınmaktadır. Nanomateryallerin bazı çevresel riskleri de vardır. 

Nanomateryallerin su, hava ve toprağa üretim, kullanma veya bertaraf sırasında 

yeterli miktarlarda bırakılması bazı çevresel sorunlara neden olabilir. Örneğin, 

antibakteriyel etkileri olan nanomateryaller, doğal ekosistemlerdeki yararlı 

bakteriyel sistemi etkileyebilir. Nanomateryallerin bazıları, kadmiyum veya 

petrokimyasallar gibi hava kirleticileri ile bağ kurabilir ve bunları uzun mesafelere 

taĢıyabilir. Sonuç olarak, tüm bu konular nanokozmetiklerin formülasyonu, 

kullanımı ve bertarafı sırasında dikkate alınmalıdır (Shokri, 2017). Toksikolojik 

olarak genel geçerliliği kabul edilmiĢ olan testlerin yapılması  gerekmektedir (ġekil 

2.9). 

GeliĢen ve Yeni Tanımlanan Sağlık Riskleri Bilimsel Komitesinin 

(SCENIHR,2007) görüĢleri, nanoteknoloji ürünlerinin olası olumsuz sağlık ve 

çevresel etkilerini değerlendirmek için mevcut risk değerlendirme yöntemlerini ele 

almaktadır ve ayrıca nanometaryellerin araĢtırılmasında nanomateryallerin spesifik 

özelliği, neden olabilecekleri potansiyel yaralanma mekanizmalarını belirlemek için 

yeni test stratejileri gerekmektedir. Nanomateryallerin güvenliği için 

değerlendirilen ana parametreler aĢağıdaki gibidir (Raj et al., 2012).  
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Şekil 2.9 Geçerliliği kabul edilmiĢ in vitro testler (Raj et al., 2012). 
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3. MATERYAL VE METOD  

3.1 Peptit Sentezi  

Bu tez çalıĢması kapsamında, tasarlamıĢ olduğumuz MMP-12 enzimine özgü 

inhibitör peptitlerimiz Gen Script firması (NJ, USA) tarafından sentezlenmiĢtir. Üç 

adet peptit tasarlanmıĢ ve aĢağıdaki Ģekilde adlandırılmıĢtır. 

Peptit 1 = PEP1 

Peptit 2= PEP2  

Peptit 3= PEP3 [(Dervatyl
TM

, dermal renovation peptide)] olarak Türk Patent 

tarafından 20160642 no ile tescillenmiĢtir. 

Peptitlerin; 

 Saflık oranı %98 dir. 

 Ġyi Üretim ve Laboratuvar Uygulamaları (GMP / GLP) ile  

üretilmiĢtir. 

 Kozmetik amaçlı olarak sentezlenmiĢtir. 

 Asetat oranı ≤15 dir. 

 Su oranı ≤ 5 dir. 

 Peptit içeriği ≥80 dir. 

Peptit sentezinde Fmoc katı fazda peptit sentezi yöntemi kullanılmıĢtır. Fmoc 

(9-florenilmetoksikarbonil) yönteminde, ilk olarak Fmoc korumalı amino asit 

reçine üzerine bağlanır. Ardından Fmoc koruma grubu piperidin ile amino asitten 

koparılır ve yıkama yapılır. Diziye uygun bir Ģekilde bir sonraki Fmoc korumalı 

amino asit, aktivatörler ve aktivatör bazlarla beraber ortama eklenir. Aktivatörler 

amino asidin karboksil ucunu aktive ederek yeni amino asidin reçine üzerindeki 

amino asidin amino grubuna bağlanmasını sağlar. Tekrardan yıkama yapılır ve 

ortama piperidin eklenerek Fmoc koruma grubu uzaklaĢtırılır. Sonraki amino asitler 

de aynı iĢlem akıĢına göre birbirlerine birbirlerine bağlanırlar. Sentez bittikten 

sonra trifloroasetik asit (TFA) ile muamele edilerek reçineden uzaklaĢtırılır. Aynı 
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zamanda, amino asit yan zincirleri üzerindeki koruyucu gruplar da ham lineer 

peptidi çıkararak çıkarılır. Ters fazlı HPLC ile tek basamaklı saflaĢtırma, yapılır. % 

95 ‗den büyük oranda peptit elde edilir (Mende and Seitz, 2011). 

3.2 MMP-12 İnhibitör Tarama Testi (Kolorimetrik)  

TasarlamıĢ olduğumuz PEP1, PEP2 ve PEP3 oligopeptitlerinin MMP-12 

üzerinde ki inhibisyon düzeyleri Ridless ve ark.‘nın (1979) yöntemine göre yapıldı. 

Abcam MMP-12 Ġnhibitör tarama testi (ab139441) kromojen substrat (Ac-

PLG-[2-mercapto-4-methyl-pentanoyl]- LG-OC2H5) olarak tiyopeptit 

kullanılmasıyla MMP-12 inhibitörlerini belirlemek için dizayn edilmiĢtir. MMP-12 

bölünme bölgesi peptit bağı tiyopeptitte bir tiyoester bağı ile yer değiĢtirilir. Bu 

bağın bir MMP ile hidrolizi bir sülfhidril grubunu üretir, bu grup DTNB 

[5,5‘dithiobis(2-nitrobenzoic acid)] ile reaksiyona girerek 2-nitro-5-tiyobenzoik asit 

oluĢturur. Bu da 412 nm (ε=13,600 M-1cm-1, pH 6.0 ve üzeri) ile saptanabilir. Kit 

MMP-12 inhibitör belirlenmesi için kullanıĢlıdır. Pozitif kontrol MMP inhibitörü 

olarak (NNGH) proN-Ġzobütil-N- (4-metoksifenilsülfonil) glisil hidroksamik asit 

kullanıldı.  

Yöntem 

MMP substrat ve MMP inhibitörü oda sıcaklığında DMSO içinde çözüldü. 

Deney tamponu içinde MMP inhibitörü (NNGH) 1/200 oranında seyreltildi. MMP 

substratı 1/25 oranında deney tamponu ile seyreltildi. MMP-12 enzimi 1/285 

oranında deney tamponu ile seyreltildi. Çizelge 3.2.1 de belirtilen oranlarda 96 

kuyucuklu hücrelere uygulama yapıldı. Enzim inhibitör etkileĢimi için 96 

kuyucuklu hücreler 1 saat boyunca 37 
o
C de inkübe edildi. Her bir örnek en az 3 er 

kez tekrarlandı. Ġnkubasyon sonunda 412 nm de 10 dakika boyunca ölçüm alınarak 

değerlendirme yapıldı. Ġnhibitör konsantrasyonu olarak 6,5 ve 13 µM kullanılarak 

inhibisyon düzeyi belirlendi. 
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Çizelge 3.1 MMP12 inhibitör testi uygulama yöntemi. * PEP1, PEP2, PEP3 

Örnek 
Deney 

tamponu 

MMP12 

(35mU/µL 

Inhibitor 

(6.5 µM) 

Substrate 

(

1mM) 

Total 

Hacim 

Blank (kör) 
90 µl 0 µl 0 µl 10 µl 100 µl 

Kontrol  
70 µl 

20 µl 0 µl 10 µl 100 µl 

MMP Ġnhibitör 
50 µl 20 µl 20 µl 10 µl 100 µl 

Test inhibitör* 
50 µl 20 µl 20 µl 10 µl 100 µl 

 

412 nm de 10 dakika boyunca alınan absorbans değerine karĢı doğru grafiği 

çizildi. Enzim inhibisyonu, absorbans–zaman grafiğinde ki doğrunun eğimi 

(V=slope) bulunarak aĢağıda verilen formül ile hesaplandı. 

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

3.3 Hücre Kültürü Deneyleri 

PEP1, PEP2 ve PEP3 oligopeptitlerinin MMP-12 inhibisyonu üzerindeki 

etkilerini hücre düzeyinde belirlemek için, ATCC‘den temin edilen insan deri 

fibroblast hücre hattı HS68 (ATCC CRL-1635) kullanıldı. Hücreler, %10 FBS 

(fetal sığır serumu) ve %2 glutamin ile desteklenmiĢ DMEM (dulbecco‘s modified 

eagle ortamı) (ATCC Kat No: 30-2006) besiyerinde çoğaltılarak, %5 CO2‘li etüvde 

37°C‘de inkübe edildi. ATCC‘nin önerdiği Ģekilde hücrelerin tripsinazyonu için 

%0,25 tripsin, %0,03 EDTA karıĢımı kullanıldı. Hücre yoğunluğuna bağlı olarak 

pasajlama oranı 1:2 veya 1:3 olarak belirlendi. Hücreler %95 besiyeri ve %5 

DMSO içeren ―dondurma‖ besiyeri içerisinde kısa süreli olarak -80 °C derin 

dondurucuda uzun vadede sıvı azot tankları içerisinde saklandı (Hwang et al., 

2012). 

3.3.1 %10’luk FBS içeren DMEM besiyerinin hazırlanması 

Hücre kültürü besiyerleri laboratuvar ortamında hücrelerin normal metabolik 

aktivitelerini sürdürebilmeleri için gerekli olan mikro çevreyi sağlayan besleyici 

solüsyonlardır. Hücre kültürü besiyerleri içeriklerindeki aminoasit, karbonhidrat, 

vitamin ve iyonlarla hücrelerin geliĢimini desteklemektedirler. Bu amaçla; 500 

mL‘lik besiyeri içerisine 50 mL FBS, 5 mL esansiyel olmayan amino asit 
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solüsyonu, 10 mL L-Glutamin, 2,5 mL sodyum piruvat ve 1 mL antibiyotik 

çözeltisi ilave edilerek %10‘luk taze besiyeri hazırlandı. 

3.3.2 Dondurma besiyerinin hazırlanması 

Hücrelerin uzun süre saklanabilmesi için -80 °C derin dondurucu veya -196 

o
C de azot tankı kullanılmaktadır. 97,5 mL FBS‘nin içine 2,5 mL DMSO (Dimetil 

sülfoksit) sıvısı eklenerek dondurma besiyeri hazırlandı ve +4°C‘de muhafaza 

edildi.  

3.3.3 Peptit dozlarının ayarlanması 

PEP3 ultra saf su ile çözüldü, 100 ng /ml, 500 ng /ml, 1 µg/ml 10 µg/ml, 

20µg/ml olacak Ģekilde seyreltildi. 

3.4 Hücrelerin Deneyler İçin Bölünmesi  

HS68 hücreleri proliferasyon, elisa, western blot ve immunfloresan boyama 

deneyleri için, 96 ve 6 kuyucuklu platelere bölünerek uygun büyüme ortamı 

oluĢturuldu. 

3.4.1 Hücrelerin tripsinizasyonu 

Petri kabına yapıĢan hücreler sürekli olarak büyüme eğilimi gösterirler. 

Hücrelerin pasajlanması için tripsinizasyon gereklidir. Tripsin hücre 

pasajlamalarında kullanılan temel enzimdir. 

Bu amaçla, petri kabını en az %70 oranında dolduran hücreler, hücre kültürü 

kabinine alındı. Burada petri kaplarındaki besiyeri pipetör ile çekilerek atıldı. 

%0,25 tripsin, %0,03 EDTA karıĢımından büyük petriler (150x25 mm) için 4 mL 

küçük petriler (100x20 mm) için 2 mL eklendi. Mikroskop ile kontrol edilerek tüm 

hücrelerin kalkmaları beklendi. Kalkan hücreler %10‘luk FBS içeren DMEM 

besiyeri ile falkon tüplere aktarıldı ve 1000 rpm‘de 5 dakika santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrası üst kısımdaki süpernatan atıldı. Dipte kalan hücre peleti diğer 

iĢlemler için kullanıldı. 
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Tripsinasyon iĢlemi ile santrifüj sonrası falkon tüpte elde edilen hücreler 

üzerine 10 mL %10‘luk FBS içeren DMEM besiyeri eklenerek iyice karıĢması 

sağlandı. Daha sonra ependorf tüpün içerisine 900 μL %10‘luk DMEM besiyeri, 

100 μL de içerisinde hücre bulunan besiyerinden eklenerek 10 kat sulandırıldı. Bu 

hücre karıĢımı Thoma lamında sayıldı.  

Proliferasyon ve toksikolojik deneyleri için hücreler, 96 kuyucuklu plaklara 

her bir kuyucuk baĢına 5x10
3
 hücre olacak Ģekilde bölündü. Elisa ve Western blot 

deneyleri için hücreler, 6 kuyucuklu plaklara her kuyucuk baĢına 2x10
5
 hücre 

olacak Ģekilde bölündü. 

3.5 Hücre Proliferasyonu Testi  

Proliferasyonunu testi, hücrelerdeki DNA‘ ya BrdU (5-bromodeoksiüridin) 

bağlanmasının saptanması ile ölçülen bir test yöntemidir (ROCHE, 2012). Prolifiye 

olan hücrelerin DNA‘ sındaki timidinle BrdU yer değiĢtirmektedir. S fazındaki 

hücrelerin BrdU ile iĢaretlenmesi ve bu iĢaretli hücre grubunun hücre siklusundaki 

ilerlemesinin izlenmesine dayanmaktadır.  

PEP3 oliopeptidinin hücre çoğalması üzerindeki etkilerini incelemek için doz 

taraması yapıldı. HS68 hücreleri 5x10
3
 hücre/kuyucuk olacak Ģekilde 96 kuyucuklu 

steril plaklara bölündü ve yapıĢmaları için 24 saat inkübe edildi. Ġnkübasyon süresi 

sonunda hücrelerin besiyerleri çekilerek her bir kuyucuğa farklı konsantrasyonlarda 

ki (1 µg/ml, 10 µg/ml, 20µg/ml) PEP3, 100µl/kuyucuk olacak Ģekilde uygulandı. 

72 saat boyunca inkübatörde bekletildi. Süre sonunda, anti-BrdU-peroksidaz 

antikoru eklendikten sonra oluĢan immün kompleksler spektrofotometrede 370 nm 

de ölçülerek değerlendirildi. 

Roche marka Cell Proliferation Elisa BrdU (kolorimetrik) Version 16 kiti ile 

ölçümlemeler her bir konsantrasyon 5 kez tekrar edilerek yapıldı. Instad 10.0 

istatistik programında Student-Newman-Keuls Multiple Comparisons Testi ile 

değerlendirildi. Sonuçlar 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 Gösterilmesi 

Western Blot (WB) testi 1979 yılında Towbin tarafından tanımlanan 

moleküler biyolojide kullanılan protein analiz yöntemidir (Towbin et al., 1979). 

HS68 hücrelerinin 48 boyunca, 10 ve 20 µg/ml konsantrasyonlarda PEP3 ile 

uygulanmasından sonra hücrelerdeki kollajen I, IV, elastin ve fibronektin miktarları 

ölçülmüĢtür. 

3.6.1 Hücre lizatların hazırlanması  

Hücre lizatının amacı hücre içinde bulunan, moleküllerin hücre dıĢına 

çıkartılarak analiz için uygun Ģartların oluĢturulmasıdır. PEP3 uygulanması ile 

hücre içinde kol I ve IV, elastin ve fibronektin miktarlarını belirlemek için aĢağıda 

belirtilen solüsyonlar kullanılmıĢtır. 

Hücre lizis tamponu: Biosource firmasından temin edilen lizis tamponu 

kullanıldı.  

Proteaz/Fosfataz inhibitör kokteyli: Thermofisher Scientific (Rockford, IL, 

USA) firmasından temin edilen 100X inhibitör kokteyli, çalıĢma sırasında hücre 

lizis tamponu ile 1X‘e dilüe edildi.  

Yöntem 

HS68 hücreleri, tripsin-EDTA yardımıyla bulundukları flaskın yüzeyinden 

kaldırıldı ve 100mm çapındaki steril kültür petri kaplarına aktarıldı. Hücreler, %80 

yoğunluğa gelinceye kadar rutin olarak beslendi. Daha sonra PEP3 muamelesi için 

ilgili petrilere 10 µg/ml ve 20 µg/ml stok solüsyonlardan 40 µl eklendi. Hücreler 

PEP3 ile 1.5 saat boyunca 37 
0
C‘lik inkübatörde bekletildi. 

Süre sonunda 1 kez 1X PBS ile yıkanan hücreler, 100 µl lizis tamponu 

içerisinde hücre toplayıcı yardımıyla petrilerden alınarak sonikasyon yoluyla 

parçalandı. 10000 x g ve 4 
0
C‘de 5 dakika santrifüj sonucunda elde edilen 
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supernatan temiz bir tüpe aktarıldı. Immunoblotlama aĢamasında her numuneden 

eĢit miktarda proteinin yüklenebilmesi için, supernatandaki protein miktarı 

kuantifiye edildi ve bu numuneler immunoblot analizi için kullanıldı. 

3.6.2 Protein miktar tayini 

Bradford yöntemi, proteinlerin asidik ve bazik grupları ile etkileĢerek renk 

oluĢturması prensibine dayanmaktadır. OluĢan mavi renk Ģiddeti, 595 nm‘deki 

dalga boyunda ölçülerek proteinlerin miktarı tespit edildi (Bradford, 1976). 

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

HS68 hücrelerinde PEP3 muamelesi sonrasında oluĢan Kollajen I, IV, elastin 

ve fibronektin protein ekspresyonundaki değiĢiklikler immunoblotlama yöntemi ile 

gösterilmiĢtir. Bu yöntem, elektriksel ortamda molekül ağırlıklarına göre jelde 

ayrıĢan proteinlerin, membrana aktarılarak önce spesifik antikorları ile sonra da 

bunu tanıyan ve belirli bir substrat ile reaksiyon verebilen ikincil bir antikora ile 

bağlanması sonucu oluĢan yanıtın filmde gösterilmesi prensibine dayanmaktadır. 

Bu amaçla proteinler önce SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile 

ayrıĢmalı, sonra ilgili primer antikoru ile blotlanmalıdır. 

Kullanılan kit ve solüsyonlar 

AyrıĢma jeli tamponu (Resolving Buffer): 1.5 M Tris (pH 8.8) + 14 mM SDS 

9.085 g Tris, 50 ml distile suda çözündü. HCI ile pH 8.8‘e ayarlanan tampona 0.2 g 

SDS eklenerek solüsyon hazırlandı. 

Yükleme jeli tamponu (Stacking Buffer): 0.5 M Tris (pH 6.8) + 14 mM SDS 

3.025 g Tris, 50 ml distile suda çözündü. HCI ile pH 6.8‘e ayarlanan tampona 0.2 g 

SDS eklenerek solüsyon hazırlandı. 

Akrilamid – Bisakrilamid Solüsyonu: %40 (v/v) oranında kullanıma hazır 

olarak BioRad‘dan (Hercules, CA, USA) temin edildi. %10 (w/v) Amonyum 

persülfat (APS): 0.1 g amonyum persülfat 1 ml distile suda çözünerek hazırlandı. 
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TEMED (N, N, N‘, N‘-tetrametiletilendiamin): Akrilamid ve bisakrilamidin 

polimerizasyonunu katalizlemesi amacıyla kullanılan Temed solüsyonu, kullanıma 

hazır olarak Merck‘den (Darmstadt, Germany) temin edildi. 

Yükleme Tamponu (Loading Dye): 2X olarak BioRad‘dan (Hercules, CA, 

USA) kullanıma hazır olarak temin edildi.  

Elektroforez Tamponu (Running Buffer): 5X stok olarak hazırlandı.15 gr 

Tris, 72 gr Glisin ve 5 g SDS tartılıp 1L distile suda çözüldü. Kullanım aĢamasında 

ise 5X‘lik bu stok solüsyon, distile su ile 1X‘e seyreltildi. 

Blotlama Tamponu (Blotting Buffer): 10X stok olarak hazırlandı. 30.3 g Tris, 

144 g Glisin ve 10 g EDTA tartılıp 1L distile suda çözüldü. Kullanım aĢamasında 

ise 10X‘lik bu stok solüsyon %20 metanol ile 1X‘e seyreltildi. Merck‘den 

(Darmstadt, Germany) temin edilen metanol, transfer sırasında membranın ĢiĢmesi 

ve yapıĢan proteinlerin korunabilmesi amacıyla blotlama tamponuna eklendi. 

PBS-T (%0.1 Tween 20): 10X stok PBS solüsyonu hazırlandı. 87.6 g NaCI, 

2.76 g NaH2PO4 (monobazik), 11.36 g Na2HPO4 (dibazik), 1.87 KCI tartılıp 1L 

distile suda çözüldü. Hazırlanan bu 10X‘lik stok solüsyon, kullanılmadan önce 

distile su ile 1X‘e seyreltildi. 1L için 1 ml Tween-20 eklenerek PBS-T solüsyonu 

hazırlandı. 

%5 Bloklama Solüsyonu: 1 g yağsız süt tozu, 20 ml TBS-T içerisinde taze 

olarak hazırlandı.  

Kollajen I, IV, elastin ve fibronektin‘nin primer antikor (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) solüsyonları: 1:1000 oranında PBS-T 

içerisinde taze olarak hazırlandı. Her iki antikor da anti-rabbit, poliklonal karaktere 

sahiptir. Sekonder Antikor (Cell Signaling Technology, USA) Solüsyonu: IgG anti-

rabbit sekonder antikoru, 1:5000 oranında PBS-T içerisinde taze olarak hazırlandı. 
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SDS-PAGE Elektroforezi Yöntemi 

Ġki fazlı akrilamid jel üzerinde elektroforez gerçekleĢtirildi. %10‘luk 

ayrıĢtırma jeli ve % 5‘lik yükleme jeli, çizelge 3.2‘ de belirtildiği Ģekilde hazırlandı. 

Çizelge 3.2 AyrıĢtırma ve yükleme jellerinin hazırlanması. 

  Ayrıştırma Jeli (%10) Yükleme Jeli (%5) 

Distile Su  2.45 ml 3.1 ml 

Tris-HCI 

tamponu 

pH 8.8 1.25 ml - 

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 yerleĢtirildi ve 

plakalar arasına ayrıĢtırma jeli arkasından yükleme jeli dökülerek, oda ısısında 

sırasıyla 50 ve 20 dakika süreyle donmaya bırakıldı. 

Protein miktarları Bradford yöntemiyle önceden tayin edilen numuneler, her 

bir kuyucukta 35 μg olacak Ģekilde, 2X yükleme tamponu ile 1:1 oranında 

seyreltildi. Bu aĢamada ilgili tüplere final konsantrasyonu 30mM olacak Ģekilde 

DTT eklendi. 95 
0
C‘lik termoblok içerisinde 8 dakika hazırlanan numuneler inkübe 

edildi. Ġlk kuyucuğa molekül ağırlıkları bilinen proteinlerden oluĢan markır, 

diğerlerine de numuneler jele yüklenerek elektroforez 120 V‘a ayarlanarak 

elektroforez iĢlemi gerçekleĢtirildi. 

Immunoblotlama  

Elektroforez sonunda cam plakaların arasından alınan jel, 1X transfer 

tamponu içerisinde nitroselülöz membran ile sandviçlendi. Sandviç için, katottan 

anota doğru sırasıyla sünger, whatmann kağıdı, jel, nitroselüloz membran, 

whatmann kağıdı ve sünger sandviç aparatı içerisinde üst üste yerleĢtirildi ve aparat 

sıkıca kapatıldı. Hazırlanan sandviçin anot kutbunun anotta, katot kutbunun da 

katotta olmasına dikkat edilerek transfer tankına yerleĢtirildi. Transfer iĢlemi 1X 

transfer tamponu içerisinde +4 
0
C ve 85 V‘da, 4,5 saat süresince gerçekleĢtirildi.  
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Transfer sonucunda sandviç aparatının içinden alınan membran, önce non-

spesifik bağlanmaların engellenmesi amacıyla %5‘lik bloklama solüsyonu ile oda 

ısısında 1 saat, daha sonra kollajen I, IV, elastin fibronektin‘ne spesifik primer 

antikor ile +4 
0
C‘de gece boyunca, son olarak ise HRP iĢaretli sekonder antikor ile 

oda ısısında 1 saat süresince inkübe edildi. Süre sonunda membrandaki bantlar, 

kolorimetrik olarak görüntülendi.  

Bantların yoğunluk analizi 

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

dansitometre programı ile analiz edildi.  

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

Yöntemi ile Hücre İçi Gösterilmesi 

Floresans veren özel boyalı konjuge antikorlarla, spesifik antijenlerin 

birleĢmesi(aglitunasyon) ve floresan mikroskopta incelenmesi esasına dayanan bir 

test yöntemidir. PEP3 ile muamele edilen HS68 hücre içi protein miktarlarını 

floresan ıĢıma ile tespit edilmesi amacıyla yapılmıĢtır. 

Yöntem  

Hs68 hücreleri PEP3 ile 20 µg/ml olacak Ģekilde muamele edildi ve lamlara 

aktarıldı. 48 saat boyunca etüvde inkübe edildi. Hücreler 1:1 soğuk aseton-metanol 

karıĢımı ile +4 derecede 5 dk fikse edildi. Fazla fiksatif uzaklaĢtırıldı ve PBS ile 3 

kez 5 dk yıkandı. UV Blok ile 5 dk bloklandı. 

Hücreler, primer antikorlar ile +4 
o
C de gece boyu inkübe 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 gün, antikor uzaklaĢtırılıp PBS 

ile 3x5 dk yıkandı. 

Florasan iĢaretli sekonder antikor (Goat anti-rabbit IgG-FITC, Santa Cruz, 

sc-2012, (1:500) ile 1 saat oda ısısında karanlıkta inkübe edildi, PBS ile 3 kez , 5 dk 
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yıkandı. DAPI li VectaShield mounting medium ile kapatıldı. (Mounting Medium 

with DAPI ,Vector Labs, H-1500). Floresan mikroskopda 40x ile görüntülendi. 

Floresan ışıma yoğunluğu analizi 

Analizler Image J – Versiyon 1.36 (National Institute of Health, Maryland, 

USA) dansitometre programı ile yapıldı. Instad 10.0 istatistik programında Student-

Newman-Keuls Multiple Comparisons Testi ile değerlendirildi. Sonuçlar ortalama 

± standarta hata (SEM) olarak verildi. 

3.8 Katı Lipit Nanopartiküllerin Hazırlanması 

Kozmetik amaçlı olarak katı lipid nanopartikül sistemi biyobozunur ve 

biyouyumlu sistemler olması, düĢük sistemik toksik ve sitotoksik etkiye sahip 

olmaları, uzatılmıĢ etkili kontrol sistemler olması, hem lipofilik hem de hidrofilik 

etkin maddelerin hapsedilmesi, büyük ölçekte ve düĢük maliyette üretilmesi ve aynı 

zamanda UV bloker olarak görev yapması dolayı nedeniyle seçildi. 

Tezimiz de, sanayi ölçeğinde üretilebilmesi, daha kontrollü karıĢım elde 

edilmesi ve partikül büyüklüğünün ayarlanabilir olmasından dolayı mikro akıĢkan 

yöntem [mikro fluidik sistem (MF)] ile nanopartikül sentezlendi. 

Mikro akıĢkan sistemler mikro boyutlardaki elektriksel ve mekanik 

bileĢenlerden oluĢan cihazları ifade eder. Mikro akıĢkan teknolojisinde oluĢturulan 

sistemlerde mikro ve nano hacimlerdeki sıvılar, mikrometre boyutlarındaki kanallar 

aracılığıyla taĢınıp iletilebilmektedir. Kanallar içerisinde bulunan mikroçipler 

sayesinde hızlı bir Ģekilde karıĢım yaparak, ölçeklenebilir bir üretim metodu 

oluĢturmaktadır. MF sistemi belli basınç ve akıĢ hızının kontrol edilmesiyle mikro 

kanallardan geçen solüsyonların hızlı bir Ģekilde geçerek hidrodinamik açıdan daha 

stabil yapıları ortaya çıkartan sistemlerdir (Zhigaltsev et al., 2012). 

3.8.1 Peptit yüklü-KLN hazırlanması  

Tez kapsamında KLN üretiminde solvent enjeksiyon yöntemine ek olarak 

mikro fluidik (mikro akıĢkan) yöntemi kullanıldı. Solvent enjeksiyon yöntemi ile 
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hazırlanan lipitler, peptidimiz ile karıĢtırılarak mikro kanallara sahip MF cihazı ile 

belli basınç ve sıcaklık ve akım hızında geçirilerek istenilen nm de lipit nano 

partikül elde edilmesine dayanmaktadır. Elde edilen nanopartiküllerde etken madde 

kapsüllemesinin yüksek olmasından dolayı, endüstriyel üretim açısında önem arz 

etmektedir (Zizzari et al., 2017). 

Solvent enjeksiyon yönteminde; organik solventlerin kullanılması, kolay 

olması ve komplike bir ekipman gerektirmeden hızlı üretim sağlaması gibi 

avantajları vardır. Uygulaması basit olan bu yöntemde lipit suda çözünen bir 

organik solventte çözülür (etanol, aseton, isopropanol gibi) bu solüsyon suya 

Ģırınga ile aynı zamanda karıĢtırma iĢlemi uygulanırken enjekte edilir ve lipit su ile 

temas ettiğinde nanopartikül formuna çökerek nanopartikül oluĢumu gözlenir. 

(Charcosset et al., 2015). 

Yöntem 

1,2-Dioleoil-3-trimetilamonyum-propan (DOTAP) ve N-palmitoil-sfingosin-

1-süksinil [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 

diğer kimyasal maddeler ve reaktifler Sigma-Aldrich Chemical Co.'dan (St. Louis, 

MO, ABD) temin edildi. 

Katyonik lipit çözeltisi (KLN) oluĢturmak için; çizelge 3.3‘de belirtildiği 

Ģekilde DOTAP/yumurta PC/Chol/Ceramide-PEG2000 (45:18:35: 2, mol/mol), 

karıĢımı 5 ml etanolde çözüldü (Yu et al., 2011). 

Çizelge 3.3 KLN formülasyonu hazırlama oranları. 

Kimyasal Madde mol/mol mg 

DOTAP 45 31,4 

Yumurta PC 35 14 

Kolesterol 2 13,5 

Ceramide-PEG2000 18 5,3 

 

ÇözünmüĢ olan lipitler ucu kesik enjektör yardımı ile 10 ml HEPES çözeltisi 

(20 mM HEPES, pH 7,4) içerisine manyetik karıĢtırıcı üzerinde, ekleme hızı dakika 
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da 1,5 ml olacak Ģekilde eklendi (Charcosset et al., 2015). Ekleme den sonra 15 

dakika daha karıĢması sağlandı. KarıĢım sonunda etanol, 2 saat süreyle oda 

sıcaklığında HEPES tamponuna (20 mM HEPES, pH 7.4) karĢı rejenere selüloz 

membran (MWCO: 1000) ile diyaliz edilerek uzaklaĢtırıldı. KLN‘ler, 500 µg/ml 

olacak Ģekilde HEPES ile seyreltildi. 

Peptit çözeltisi oluĢturmak için; PEP3 ml de 50 µg olacak Ģekilde HEPES 

tamponu ile çözüldü. PEP3, 50 µg/ ml olacak Ģekilde HEPES ile seyreltildi. 

Mikro fluidik (mikro akıĢkan) sistem hazırlığı (mikro-mix tekniği) (Phapal 

and Sunthar, 2013) için; etanol lipit enjeksiyon metodu ile elde edilen KLN ile 

PEP3 1:1 (v/v) oranında karıĢtırıldı.  

 

 

Şekil 3.1 PEP3 yüklü KLN oluĢumunun Ģematik gösterimi. 

KarıĢım MF sisteminden 13,000 PSI basınç altından geçirilerek KLN 

oluĢumu sağlandı (ġekil 3.1, 3.2). 

 

Şekil 3.2 MF sistemi ile KLN oluĢumunun gösterilmesi. 
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3.8.2 KLN partiküllerinin karakterizasyonu 

Yeni nesil kolloidal taĢıma sistemi olarak KLN‘lerin, partikül büyüklüğü 

dağılımı ve fizikokimyasal özelliğini belirlemek partikülün karakterizasyon 

hakkında bilgi vermektedir. Partikül boyutu ve boyut dağılımı, nanopartikül 

sistemlerinin en önemli karakteristik özelliklerinden birisidir. Bu özellik 

nanopartikül sistemlerinin in vivo dağılımını, toksisitesini, hedeflenebilme 

yeteneğini, nanopartiküllerin kararlılığını, ilaç yükleme kapasitesini ve ilaç salınımı 

gibi önemli özelliklerini belirler (Xu et al., 2011). 

3.8.2.1 Partikül boyutu ve PDI değeri ölçümü 

Tez çalıĢmasında hazırlanan nanopartiküllerin partikül büyüklüğü ve PDI 

(Poly dispersity index) ölçümleri Zetasizer Nano Series (Nano-ZS) (Malvern 

Instruments, Ġngiltere) kullanılarak yapıldı. Ölçümler sırasında cihazın sıcaklığı 25 

°C ve ıĢık saçılım açısı 90 °C olarak ayarlandı. 

3.8.2.2 Geçirimli elektron mikroskobu (TEM) ile görüntüleme 

çalışmaları  

Nanopartikül içeren çözeltiden 3 damla alındı. Örnekler 300 kere ızgaralı 

bakır grid üzerine bırakılarak 2 saat boyunca oda sıcaklığında kuruması beklenildi. 

TEM görüntüleri JEOL JEM 1400 Plus TEM cihazı (Tokyo, JAPONYA) ile 120 

kV çalıĢma voltajında elde edildi ve dijital olarak fotoğrafları çekildi. 

3.9 Enkapsülasyonun Değerlendirilmesi 

Hazırlanan formülasyonların yükleme etkinliği direkt olarak nanopartikül 

içinde bulunan etkin madde miktarından veya dolaylı olarak serbest halde bulunan 

ve nanopartikül içerisine girmeyen etkin madde miktarının tayini ile hesaplanabilir. 

Süpernatant da serbest halde bulunan yüklenmemiĢ etkin madde miktarının 

tayininde LC-MS/MS (Sıvı Kromatografi-Kütle Spektrometri Sistemi) (Quantum 

Max UHPLC/MS/MS) cihazı kullanıldı. Giorgianni ve ark‘ larının (2004) 

yöntemine göre peptit analizi yapıldı.  
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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 gerçekleĢtirildi. Kromatografik değerlendirmeler 

Xcalibur yazılımı kullanılarak yapıldı. Kromatografik ayırım için analitik kolon 

olarak Hypersil Gold RP C18 (1.9μm), 50x2.1 mm, (Thermo Fisher Scientific Inc. 

Waltham, Massachussetts, USA) HPLC kolonu kullanıldı. Çözgen olarak metanol 

kullanıldı. ĠyonlaĢtırıcı olarak da formik asit ve amonyum format kullanıldı  

Cihaz çalıĢma koĢulları da aĢağıda belirtildiği gibi ayarlandı, 

Kolon fırın sıcaklığı: 40ºC, 

Enjeksiyon hacmi: 10 µL 

Kapiler sıcaklığı: 270 ºC 

BuharlaĢtırma sıcaklığı: 50 ºC 

Auxiliary gaz basıncı (Arb): 20 

Sheath gaz basıncı (Arb): 50 

Sprey Voltaj (V): ±3500 

Süpernatantın KLN‘ler den ayrıĢtırılması ultra santrifüj ile yapıldı. Santrifüj 

iĢlemi (Becman Coluter‘s Optima TL) 50000 g de 30 dakika boyunca +4 
o
C de 

yapıldı. Bu süre sonunda elde edilen süpernatant içerinde bulunan PEP3 miktarı 

LC-MS/MS ile belirlendi. Enkapsülasyon etkinliği (% EE) aĢağıdaki formül 

kullanılarak hesaplandı. 

% EE=Toplam etken madde miktarı-YüklenmemiĢ etken madde miktarı x100   

Toplam etken madde miktarı 
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3.10 KLN Liyofilizasyon Çalışmaları 

KLN‗lerin fiziksel ve kimyasal stabilitesini korumak için kurutma 

(liyofilizasyon) iĢlemi yapılmaktadır. Liyofilize halde partikül büyümesi ve 

bozunumu azalmaktadır. Bu amaçla kriyoprotektanların (dondurma iĢlemi 

koruyucuları) kullanılması gerekmektedir(Date et al., 2010). 

Stabilite çalıĢmaları için nanopartiküller -86 
0
C de 48 saat boyunca soğutmalı 

kurutma yöntemi (liyofilizasyon) ile (Labconco Freeze Dreyer, USA) farklı 

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 firmasından temin edildi. Liyofilizasyon iĢleminin ve 

kriyoprotektantların hazırlanan KLN üzerine etkisi partikül büyüklüğü ve PDI 

değerleri ölçülerek değerlendirildi. 

3.10.1 Liyofilize edilmiş KLN’lerin stabilite çalışması  

Uluslararası Ġlaçların Ġnsan Kaynaklarına ĠliĢkin Teknik Gerekliliklerin 

UyumlaĢtırılması Konseyi (ICH) protokolleri gereği mannitol ile kurutulan 

nanopartiküllerin, 4± 2 
o
C/60 ± 5% nem, 25 ± 2 

o
C/60 ± 5% nem ve 40 ± 2◦C/75 ± 

5 nem koĢullarında stabilite çalıĢmaları yapıldı. (EMA, 2003). Liyofilize KLN‘ler, 

3 ve 9 ay sonra redisperse edilerek, partikül büyüklüğü ve PDI değerleri açısından 

incelendi. 

3.11 PEP3 yüklü KLN’nin Kozmetik Amaçlı Formülasyonu 

In vitro difüzyon çalıĢmaları ve in vivo klinik etkinlik çalıĢmalar için PEP3 

yüklü KLN mannitol ile kurutulduktan sonra jel yapıda formulüze edildi  

Jellerin hazırlanmasında çok çeĢitli polimerler kullanılmaktadır. Ġlaç ve 

kozmetik endüstrisinde kullanılan jel yapıcı maddelerin saf olmaları, 

formülasyondaki etkin maddeler ve yardımcı maddelerle geçimli olmaları, düĢük 

konsantrasyonda kullanılmaları, ekonomik açıdan uygun, kolay temin edilebilir 
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olmaları ve reolojik açıdan stabil olmalarından dolayı genelllikte KLN içeren 

formülasyonlarda kullanılmaktadır. 

Tez kapsamında Lucas Meyer firmasında temin edilen Lecigel ürün adı ile 

ticari satıĢı yapılan jelleĢtirici ajan olarak kullanıldı. Lecigel, sodyum akrilat 

kopolimer ve lesitin karıĢımı bir üründür. Sodyum akrilat kopolimer jel yapıcı ajan, 

lesitin ise penetrasyon arttırıcı olarak kullanılmaktadır.  

Mikrobiyolojik açıdan formülasyonun korunması için koruyucu olarak 

Akema firmasından Kem Diol ticari adı ile satıĢa sunulan fenoksietanol ve kapril 

glikol içeren kimyasal kullanıldı. Formülasyon içeriği çizelge 3.4‘de verildi. 

Formülasyona ―F1‖ adı kullanıldı. 

Çizelge 3.4 F1 formülasyonu % ağırlıkça miktarları. 

No  Kimyasal adı A/A % (ağırlıkça) 

1 Ultra saf su  96,8 

2  Leci gel 1 

3 PEP3 yüklü KLN+ Mannitol 1 

4 Kem Diol 1,2 

5 Ph ayarlayıcı 

% 18 NaOH 

Yeteri kadar 

 

Lecigel ultra saf suya %1 (a/a) konsantrasyon da olacak Ģekilde 1500 rpm‘de 

ufak porsiyonlar halinde yavaĢça ilave edilip 20 dakika boyunca oda sıcaklığı 

koĢullarında Heidolph marka karıĢtırıcı ile homojen bir görünüm elde edinceye 

kadar karıĢtırıldı. KarıĢtırıcı hızı 500 rpm‘e düĢürülerek PEP3 yüklü 

KLN+mannitol eklendi 10 dakika daha karıĢtırıldı. Kem Diol eklendikten sonra, % 

18‘lik NaOH ile pH 5,5 olarak ayarlandı.  

In vitro difüzyon çalıĢmaları ve in vivo testler için F1‘e ―Hücre Bazlı Cilt 

Yapılandırma Serumu‖ (Cellular Remodelling Serum) adı verildi. 
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3.12 In Vitro Transdermal Difuzyon Çalışması  

HazırlamıĢ olduğumuz formülasyonda bulunan PEP3‘ün deriden emilim 

çalıĢması için deri modeline yakın korelasyon gösteren 25 mm (4,9 cm
2
) Strat-M 

membran (Merck Millipore, Cat no: SKBM02560) kullanılmıĢtır. In vitro difüzyon 

çalıĢmaları Franz difüzyon hücreleri (ġekil 3.3) kullanılarak yapıldı.  

 

Şekil 3.3 Franz difüzyon hücresi görünümü. 

Strat-M Membran (ġekil 3.5), polietersulfon ve polyoefin olmak üzere iki 

tabaka içermektedir. Ġnsan derisinde ki meydana gelen değiĢimleri minimize 

ederek, hayvansal olmayan, sentetik transdermal difüzyon testi için uygun bir 

modeldir. Total membran kalınlığı 300 µm dir. Ġnsan derisine eĢlenik bir model 

olarak oluĢturulmuĢtur (Jimenez et al., 2004). Strat-M membrane, transdermal 

çalıĢmalarda insan derisine yakın korelasyon göstermiĢtir (Haq et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Şekil 3.4 Strat –M Membran yapısı. 

 

 

 

 

 

 

 

Polietersulfon 

Polyolefin 
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Yöntem  

PBS çözeltisi (pH: 7,4): 250 mL 0.2 M KH2PO4 ve 393.4 mL 0.1 M NaOH 

çözeltisi hazırlandı.  

Franzcell cihazının sıcaklığı 32 
o
C ye ayarlandı. Donör kompartımanına ˜0.3 

gram örnek (Hücre Bazlı Cilt Yapılandırma Serumu) konuldu. Reseptör 

kompartımanına 5 mL PBS çözeltisi konuldu. 

0., 2., 4., 6., 8. ve 24. saatlerde reseptör kompartımanından 5 mL örnek alındı, 

yerine 5 mL taze tampon ortamı eklendi. Reseptör faza geçen peptit miktarı LC-

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

Sonuçlar zamana karĢı kümülatif akıĢ grafiği ile gösterildi. 

3.13. In Vitro Toksikolojik Testler 

In vitro toksisite testleri kozmetik ve kiĢisel bakım ürünlerinin güvenliği 

tolere edilebilirliğinin değerlendirilmesine yönelik önemli araçlardır. KLN lerin Raj 

(2012) belirtildiği gibi toksikolojik çalıĢmaların yapılması gerekmektedir.  

3.13.1 In Vitro 3T3 NRU fototoksisite testi 

Fototoksisite, cildin zararlı kimyasallara maruz kalmasıyla meydana gelen 

sistotoksik cevabın göstergesi olarak yorumlanmasıdır (Kim et al.,2015).  

3T3 NRU fototoksisite testi EU/COLIPA projesinde 1992-1997 arasında 

geliĢtirilmiĢ ve in vivo testlere alternatif olarak belirlenmiĢtir. (OECD Test 

Guidelines Programme,1996). 

Yöntem 

ÇalıĢmada ATCC firmasından temin edilen fare fibroblast hücre dizisi (3T3) 

kullanıldı. Hücre kültürü çalıĢmaları dizin 3.3 ve 3.3.1 de belirtilen Ģekilde yapıldı.  
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2 adet 96-kuyulu plakalara kuyu baĢına 1x10
4
 hücre ekildi. Peptit yüklü KLN 

için (test kimyasalı), (-UVA) ve (+UVA) olmak üzere iki plaka hazırlandı. Hücreler 

24 saat boyunca etüvde inkübe edildi.  

Ġnkübasyondan sonra kuyucuklar 150 μL PBS ile iki defa yıkandı. Uygun 

miktarda test kimyasalı veya sadece çözücü (negatif kontrol) içeren 100 μL PBS 

ilave edildi. 8 farklı konsantrasyondaki test kimyasalı uygulandı. Hücreler test 

kimyasalıyla karanlıkta 60 dakika boyunca inkübe edildi. Yöntemin (+UVA) 

kısmını uygulamak için hücreler yapay güneĢ smilatöründe oda sıcaklığında 50 

dakika boyunca 1.7 mW/cm² UVA (= 5 J/cm²) ile 96-kuyucuklu plaka kapağından 

ıĢınlandı. 

Ġkili plakalar (-UVA) oda sıcaklığında karanlık kutuda 50 dakika (= UVA 

maruziyet süresi) muhafaza edildi. Sonra,150 μL PBS ile yıkandı. Kültür ortamı ile 

bir gece inkübe edildi. 

Hücreleri 150 μL PBS‘le yıkandı. 100 μl NR (Nötr kırmızısı) koyuldu ve 37 

°C‘de 3 saat inkübe edildi. Ġnkübasyondan sonra NR uzaklaĢtırıldı, hücreler 150 μL 

PBS ile yıkandı. 150 μL NR desorb çözeltisi (taze hazırlanmıĢ etanol/asetik asit) 

eklendi. Plakalar karıĢtırıcıda 10 dakika boyunca NR hücrelerden ekstrakte 

edilinceye ve homojen bir çözelti oluĢuncaya kadar karıĢtırıldı. NR ekstraktının 

optik yoğunluğu spektrofotometrede 540 nm‘de ölçüldü.  

PIF (Foto Ġrritasyon Faktörü), test kimyasalının ıĢığın varlığında (+UV) ve 

yokluğunda (-UV) EC50 (kullanılan kimyasalın en etkili olduğu konsantrasyonun 

yarısı) değeri photox version 2 programı ile bulundu. 

PIF değeri, (-UV) EC50 /(+UV) EC50  formülü ile hesaplandı. PIF < 5 ise, test 

kimyasalının fototoksik olmadığı, PIF >5 ise fototoksik olarak değerlendirildi 

(OECD Test Guidelines Programme,1996). 
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3.13.2 Bakteriyel geri mutasyon ames testi  

Dr. Bruce Ames tarafından 1972 yılında geliĢtirilmiĢ olan kimyasal 

maddelerin mutajenik etkilerini belirlemek amacıyla tarama testi olarak uygulanan 

bir testtir (Mortelmans and Zeiger, 2000). 

Test maddelerinin toksik, mutajenik-karsinojenik etkilerini incelemek için 

güvenilir bir yöntem olarak kabul edilmektedir. 

Mutasyonla meydana getirilmiĢ Salmonella typhymurium‘un histidin 

sentezleme yeteneklerini kaybetmiĢ suĢlarının, sitokrom P-450 enzimlerini içeren 

memeli karaciğer post mitokondriyal süpernatant (+S9) varlığında veya yokluğunda 

(-S9), test bileĢeni uygulandıktan sonra ikinci bir mutasyon geçirip histidini 

sentezleyebilen ve histidinden bağımsız ortamda çoğalması esasına dayanmaktadır. 

Histidinsiz ortamda üreyebilmelerine yol açan kendiliğinden geri mutasyona 

uğrayan koloniler sayılarak mutajenite belirlenmektedir (Zwarg et al., 2018). 

Yöntem 

EBPI firmasından temin edilen Amest ISO 384
TM 

 (384 Well Format) test kiti 

ile analizler yapıldı. Kit içeriğinde bulunan prensipler uygulandıktan sonra test 

kimyasalı 6 farklı konsantrasyon ile 2 gün boyunca 37 
0
C‘de etüvde bekletildi. Her 

bir konsantrasyon için 48 kuyucuk kullanıldı. 

Salmonella typhymurium TA100 (-S9) suĢu kullanıldı. Negatif kontrol olarak 

Ultra saf su (NC), pozitif kontrol 4-Nitroquinoline 1-oxide (PC) kullanıldı. 

PEP3 yüklü –KLN+ mannitol ―test kimyasalı‖ olarak adlandırıldı. 80 µg/ml, 

40 µg/ml, 20 µg/ml, 10 µg/ml, 5 µg/ml, 1 µg/ml konsantrasyonlarda test kimyasalı 

kullanıldı. 

Süre sonunda konsantrasyon baĢına 48 kuyucuk baĢına ≤15 den olması 

durumunda negatif [(mor-non revertant)], 48 kuyucuk baĢına ≥15 den olması 

durumunda pozitif [(sarı- revertant)] olarak değerlendirildi. 
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3.13.3 In Vitro Epiderm
TM 

deri korozyon testi 

Kozmetiklerin deri irritasyonuna neden olması kozmetik üreticileri için 

önemli bir sorundur. Son yönetmeliklere göre bir kozmetik üreticisinin ürününü 

markete sürmeden önce güvenlik testlerini yapması zorunlu hale gelmiĢtir. Cilt 

korozyon testi, ciltte meydana gelen geri dönüĢsüz hasarı saptayan testlerdir. 

Deney hayvanlarının kozmetik ürün ve bileĢenlerinin yasaklanmasının sonucu 

olarak alternatif test yöntemi olarak geliĢtirilmiĢtir (OECD,2004). Epiderm, 

insandan üretilmiĢ epidermal keratinositlerin katmanlı bir modelidir (Liebsch et al., 

2000) 

Epiderm
TM 

Deri Korozyon Test kiti MatTek Corporation firmasından temin 

edilmiĢtir. Deneysel çalıĢmalar test kitinde belirtilen prosedürler çerçevesinde 

yapıldı. 

EpiDerm
TM

 testi, üç boyutlu insan epidermis (RhE) modeli üzerine uygulama 

ve hücre canlılığının metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) ile ölçülmesi esasına 

dayanan testtir. Deri modelinin test kimyasalı ile 3 dakika ve 60 dakika sonundaki 

maruziyeti ile meydana gelen sitotoksik cevaba göre koroziv (aĢındırma) özelliği 

belirlendi. Negatif kontrol olarak, ultra saf su (NK), pozitif kontrol olarak, 8N KOH 

(PK) ve test kimyasalı olarak, PEP3 yüklü KLN + mannitol (25mg) kullanıldı. 

Spektrofotometrik ölçüm sonrası yapılan canlılık hesabına göre 

değerlendirme yapıldı. 

3 dakika test kimyasalı ile dokunun maruziyetin sonunda doku canlılığı % 

50‘nin altında ise test kimyasalının koroziv olduğu, 

3 dakika test kimyasalı ile doku maruziyetinin sonunda doku canlığı % 50‘nin 

üzerinde fakat 60 dakika maruziyet ile % 15‘in altında ise koroziv 

3 dakika test kimyasalı ile maruziyetin sonunda doku canlılığı %50‘nin 

üzerinde ve 60 dakika sonunda %15‘in üzerinde is non-koroziv (aĢındırıcı özelliği 

olmayan) Ģeklinde değerlendirildi. 
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3.14 In Vivo Etkinlik Testleri 

Ġn vivo etkinlik testleri Skin Lab INTERNATIONAL Ltd. firmasında 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Testler; Avrupa Parlamentosu ve Konsey Tüzüğü (EC) 

Yönetmeliği, Kozmetik ürünlerle ilgili 30 Kasım 2009 tarih ve 1223/2009 sayılı, 

Kozmetik Avrupa - KiĢisel Bakım Derneği (eski adı COLIPA) kuralları, Ġnsan Cildi 

Uyumluluğunun Değerlendirilmesine ĠliĢkin Ürün Testi kuralları, Kozmetik 

Ürünlerin Etkinliğinin Değerlendirilmesine Yönelik Kılavuzlar‘a (2008) göre 

yapıldı.  

ÇalıĢmaya katılan gönüllüler Polonya ve Avrupa Hukuku, COLIPA 

yönergeleri ve Helsinki Bildirgesi (1964) eklerine uygun olarak seçildi.  

Ürünün uygulama testleri için kadınlar seçildi. Test için seçilen tüm 

gönüllüler onam formu imzalatıldı ve çalıĢmanın amacı, nasıl yapıldığı ve olası yan 

etkileri konusunda bilgilendirildi.  

3.14.1 Dermatolojik test (patch –yama testi) 

Yama testi, kozmetik ürün ve bileĢenlerinin deri yüzeyinde meydana getirdiği 

etkiyi test etmek amacıyla uzman hekim nezaretinde sağlıklı gönüllüler üzerinde 

yapılmaktadır. 

Dervatyl adlı hammaddemizin alerjik olup olmadığını test etmek için 25 

gönüllü üzerinde, yaĢları 18 ile 62 arasında olan kiĢiler kullanıldı. F1 formülasyonu 

sırt bölgesinde 48 saat kalacak Ģekilde uygulandı. Uygulama tamamlandıktan 30 

dakika sonra dermatolog tarafından değerlendirme yapıldı.  

Test sonucunda cilt üzerinde tespit irritasyonun derecesine göre 

değerlendirme yapıldı. Az dan çoğa doğru 0 ile 5 arasında değer verildi.  

3.14.2 Cilt elastikiyet (esneklik) testi  

Cilt yaĢlandıkça, kollajen ve elastin proteinleri azalır ve elastikiyetini 

kaybeder. Cilt elastikiyeti, gerilmeye ihtiyaç duyulduktan sonra cildin esneme ve 



61 

normal bir duruma dönme yeteneğidir. Elastikiyet derecesi, cildin tuttuğu kolajen 

ve elastin (iki doğal olarak oluĢan protein) miktarı ile belirlenir. Yüksek elastikiyete 

sahip cilt dolgun, sıkı ve genç görünür.  

F1 formülasyonu 10 gönüllü üzerinde 4 hafta günde 2 kez denendi. Cildin 

elastikiyeti ASW 300 ile polarize ıĢık (Aram Huvis, Korea) ile ölçümlendi Ürün 

kullanımı öncesi ve sonrası değerlendirme yapıldı. Ġstatiksel analiz olarak Wilcoxon 

Signed Rank Testi yapıldı. 

3.14.3 Cilt kırışıklık testi (anti wrinkle) 

F1 formülasyonu 10 gönüllü üzerinde 4 hafta günde 2 kez denendi. Cilt 

kırıĢıklık oranı ASW 300 ile polarize ıĢık (Aram Huvis, Korea) ile ölçümlendi. 

Ürün kullanımı öncesi ve sonrası değerlendirme yapıldı. Ġstatiksel analiz olarak 

Wilcoxon Signed Rank testi uygulandı. 
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4. SONUÇLAR 

4.1 PEP1, PEP2 ve PEP3’ün HPLC Kromatogram Görüntüleri 

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

kromatogramları sırasıyla aĢağıda (ġekil 4.1, 4.2, 4.3) verilmiĢtir. 

 

Şekil 4.1 PEP1 HPLC kromatogram görüntüsü  

 

Şekil 4.2 PEP2 HPLC kromatogram görüntüsü  

 

Şekil 4.3 PEP3 HPLC kromatogram görüntüsü  

PEP1 

 

 

 

PEP2 

 

 

PEP3 

 



63 

4.2 İnhibitör Tarama Testi ile PEP1, PEP2 ve PEP3’ün İnhibitör 

Etkisinin Ölçülmesi. 

MMP-12 enzimine özel olarak tasarlanmıĢ olan PEP1, PEP2 ve PEP3 

oligopeptitlerinin inhibisyonu kinetik olarak ölçümlendi. 10 dakika boyunca alınan 

ölçümlerden sonra oluĢturan doğrunun eğiminden bölüm 3. 2‘de anlatıldığı gibi % 

inhibisyon değeri olarak hesaplandı. 

4.2.1 6,5 µM düzeyindeki inhibitör konsantrasyonun 

belirlenebilmesi için doğru eğiminin hesaplanması  

PEP1‘in % 5,91, PEP2‘nin %25,26 ve PEP3‘ün % 22,58 oranında inhibisyon 

yaptığı belirlendi (ġekil 4.5, 4.6, 4.7). 

 

Şekil 4.4 Kontrolün zamana karĢı doğru eğimi grafiği. OD (Optik yoğunluk). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Şekil 4.5 PEP1‘nin zamana karĢı doğru eğimi grafiği OD (Optik yoğunluk). 
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Şekil 4.6 PEP2‘nin zamana karĢı doğru eğimi grafiği OD (Optik yoğunluk). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.7 PEP3‘ün  zaman karĢı  doğru eğimi grafiği OD (Optik yoğunluk). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4. 8 PEP1, PEP2,PEP3 ve NNHGH‘nin MMP-12 inhibisyonu üzerine etkisinin zamana 

karĢı gösterilmesi. OD (Optik yoğunluk). 
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4.2.2 13 µM düzeyindeki inhibitör konsantrasyonun 

belirlenebilmesi için doğru eğiminin hesaplanması  

ġekil 4.10 ve 4.11 de gösterilen grafikler yardımıyla, % Enzim 

inhibisyonu formülü kullanılarak, PEP2‘nin %87,83 ve PEP3‘ün % 88,05 

oranında inhibisyon yaptığı belirlendi. 

 

Şekil 4.9 Kontrol grubunun zamana karĢı doğru eğimi grafiği. OD (Optik yoğunluk). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.10 PEP2‘nin zamana karĢı doğru eğimi grafiği. OD (Optik yoğunluk). 

 

Şekil 4.11 PEP3‘ün zamana karĢı doğru eğimi grafiği. OD (Optik yoğunluk). 
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Şekil 4.12 PEP1, PEP2,PEP3 ve NNHGH‘nin MMP-12 inhibisyonu üzerine etkisinin zamana 

karĢı gösterilmesi. OD (Optik yoğunluk). 

 

4.3 Farklı Konsantrasyonlardaki PEP3’ün, HS68 Hücrelerine Olan 

Proliferatif Etkisinin Belirlenmesi. 

72 saat süresinde PEP3 ile muamele edilen HS68 hücrelerinde, 20 µg/ml 

konsantrasyonda kontrolüne göre proliferatif etkide istatiksel artıĢ gözlendi (ġekil 

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

proliferatif etkinin, 20 µg/ml de anlamlı derecede arttığı bulundu. (p<0,01). 

 

Şekil 4.13 Farklı konsantrasyonlardaki PEP3‘ün, 72. saat sonunda HS68 hücrelerine olan 

proliferatif etkisinin dağılımı. *(p<0,05), kontrol grubuna göre anlamlı;** 

(p<0,01), 10µg/ml konsantrasyona göre anlamlı. 
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4.4 Kollajen I, IV, Elastin ve Fibronektin’nin Immunofloresan 

Analizinin Değerlendirilmesi 

20 µg/ml konsantrasyonda PEP3 uygulanan HS68 hücrelerinin 48 saat süresi 

sonunda vermiĢ olduğu ıĢıma görüntüleri floresan mikroskobu ile 40x büyütme de 

alındı. Imaje J programı ile görüntüler analiz edilerek floresan boyama yoğunluğu 

grafiği ile gösterildi. Kollajen I proteinine ait kontrol ve PEP3 floresan yoğunluğu 

karĢılaĢtırıldığı zaman PEP3 grubunda kontrole göre anlamlı bir artıĢ meydana 

geldi (p<0,05). PEP3 grubundaki floresan boyama yoğunluğunun kontrol grubuna 

göre 1,99 kat artıĢ gözlendiği hesaplandı (ġekil 4.14, 4.15). 

 

Şekil 4.14 Kollajen I proteinin yaymıĢ olduğu floresan yoğunluğunun mikroskobik 

görüntüleri.  

 

Şekil 4.15 Ġmmun floresan boyama yoğunluğu hesabının, kollajen I proteini için kontrol ve 

PEP3 grubunda istatiksel olarak karĢılaĢtırılması, *p<0,05 kontrol grubuna göre 

anlamlı. 
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Kollajen IV proteinine ait kontrol ve PEP3 floresan yoğunluğu 

karĢılaĢtırıldığı zaman PEP3 grubundan kontrole göre anlamlı bir artıĢ meydana 

geldi (p<0,05). PEP3 grubunda ki floresan boyama yoğunluğunun kontrol grubuna 

göre 2,88 kat artıĢ gözlendiği hesaplandı (ġekil 4.16, 4.17). 

 

 

Şekil 4.16 Kollajen IV proteinin yaymıĢ olduğu floresan yoğunluğunun mikroskobik 

görüntüleri. 

 

Şekil 4.17 Ġmmun floresan boyama yoğunluğu hesabının, kollajen IV proteini için kontrol ve 

PEP3 grubunda istatiksel olarak karĢılaĢtırılması, *p<0,05 kontrol grubuna göre 

anlamlı. 

 

Elastin proteinine ait kontrol ve PEP3 floresan yoğunluğu karĢılaĢtırıldığı 

zaman PEP3 grubundan kontrole göre anlamlı bir artıĢ meydana geldiği gözlendi 
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(p<0,05). PEP3 grubunda ki floresan boyama yoğunluğunun kontrol grubuna göre 

2,67 kat artıĢ hesaplandı (ġekil 4.18,4.19). 

 

Şekil 4.18 Elastin proteinin yaymıĢ olduğu floresan yoğunluğunun mikroskobik görüntüleri. 

 

 
 

Şekil 4.19 Ġmmun floresan boyama yoğunluğu hesabının, elastin proteini için kontrol ve 

PEP3 grubunda istatiksel olarak karĢılaĢtırılması, *p<0,05 kontrol grubuna göre 

anlamlı. 

 

Fibronektin proteinine ait kontrol ve PEP3 floresan yoğunluğu 

karĢılaĢtırıldığı zaman PEP3 grubundan kontrole göre anlamlı bir artıĢ meydana 

geldi (p<0,05). PEP3 grubunda ki floresan boyama yoğunluğunun kontrol grubuna 

göre 3,18 kat artıĢ gözlendiği hesaplandı (Ģekil 4.20,4.21). 
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Şekil 4.20 Fibronektin proteinin yaymıĢ olduğu floresan yoğunluğunun mikroskobik 

görüntüleri. 

 

Şekil 4.21 Ġmmun floresan boyama yoğunluğu hesabının, fibronektin proteini için kontrol ve 

PEP3 grubunda istatiksel olarak karĢılaĢtırılması, *p<0,05 kontrol grubuna göre 

anlamlı. 

4.5 Kollajen I, IV, Elastin ve Fibronektin Proteinlerinin 

Ekspresyonlarının Western Blot Tekniği İle Değerlendirilmesi 

10 µg/ml ve 20 µg/ml konsantrasyon PEP3 uygulanan HS68 hücrelerinin 48 

saat süresi sonunda protein ekspresyon miktarları Western blot yöntemi ile analiz 

edildi. Imaje J programı ile bantların dansitometresi yarı kantitatif olarak analiz 
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edildi. Protein ekspresyonu/β aktin–konsantrasyon grafiği ile protein 

miktarlarındaki dağılım gösterildi. Kollajen I proteinine ait kontrol ve 

konsantrasyonlar birbirleriyle karĢılaĢtırıldığı zaman, kontrole göre en fazla artıĢın 

10µg/ml de olduğu bulundu. 10 µg/ml de kontrole göre 3,33 kat protein miktarında 

artıĢ, 20 µg/ml de kontrole göre 2,34 kat protein miktarında artıĢ gözlendi (ġekil 

4.23). 

 

Şekil 4.22 Farklı konsantrasyonlardaki PEP3‘ün kollajen I protein bantlarının görüntüsü. 

 

 

Şekil 4.23 PEP3 konsantrasyonlarının kollajen I proteini ekspresyonlarının kontrol grubuna 

göre gösterilmesi 

Kollajen IV proteinine ait kontrol ve konsantrasyonlar birbirleriyle 

karĢılaĢtırıldığı zaman, kontrole göre en fazla artıĢın 10µg/ml de olduğu bulundu. 

10 µg/ml de kontrole göre 3,88 kat protein miktarında artıĢ, 20 µg/ml de kontrole 

göre 2,43 kat protein miktarında artıĢ gözlendi (Ģekil 4.25). 

 



72 

 
 

Şekil 4.24 Farklı konsantrasyonlardaki PEP3‘ün kollajen IV protein bantlarının görüntüsü. 

 

 

Şekil 4.25 PEP3 konsantrasyonlarının kollajen IV proteini ekspresyonlarının kontrol grubuna 

göre gösterilmesi.  

Elastin proteinine ait kontrol ve konsantrasyonlar birbirleriyle karĢılaĢtırıldığı 

zaman, kontrole göre en fazla artıĢın 10µg/ml de olduğu bulundu. 10 µg/ml de 

kontrole göre 2,7 kat protein miktarında artıĢ, 20 µg/ml de kontrole göre 2,6 kat 

protein miktarında artıĢ gözlendi (ġekil 4.27). 

 



73 

 

 

Şekil 4.26 Farklı konsantrasyonlardaki PEP3‘ün elastin proteini bantlarının görüntüsü 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.27 PEP3 konsantrasyonlarının elastin proteini ekspresyonlarının kontrol grubuna göre 

gösterilmesi.  

 

Fibronektin proteinine ait kontrol ve konsantrasyonlar birbirleriyle 

karĢılaĢtırıldığı zaman, kontrole göre en fazla artıĢın 10µg/ml de olduğu bulundu. 

10 µg/ml de kontrole göre 1,37 kat protein miktarında artıĢ, 20 µg/ml de kontrole 

göre 1,26 kat protein miktarında artıĢ gözlendi (ġekil 4.29). 
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Şekil 4.28 Farklı konsantrasyonlardaki PEP3‘ün fibronektin proteini bantlarının görüntüsü. 

 

 

 

Şekil 4.29 PEP3 konsantrasyonlarının fibronektin proteini ekspresyonlarının kontrol grubuna 

göre gösterilmesi.  

4.6 KLN Formülasyonun Değerlendirilmesi 

PEP3 yüklü KLN hazırlığı bölüm 3.9 ve 3.9.1‘de anlatıldığı gibi yapıldı. 

Çizelge 3.3‘e gösterildiği gibi hazırlanan KLN ler mikrofluidik sistem ile 

oluĢturuldu. 
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Şekil 4.30 BoĢ KLN‘ye ait partikül büyüklüğü dağılım grafiği. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.31 PEP3 yüklü KLN‘ye ait partikül büyüklüğü dağılım grafiği. 

 

Çizelge 4.1 KLN formülasyonun ölçülen partikül büyüklüğü ve PDI değerleri ( ortalama±   

standart sapma değeri). 

 Ölçüm sırasında 

seyreltme oranı 

Partikül büyüklüğü 

(nm) 

PDI 

 

BoĢ partikül - 65,90 ±0,49 0,064±0,016 

PEP3 yüklü KLN - 128,02 ± 3,87 0,388±0,023 

 

 

ġekil 4.32‘de görüldüğü gibi PEP3 yüklü KLN yapısının TEM analizi yapıldı. 

Nanopartiküllerin küresel ve homojen bir görünüm sergilediği gösterildi. 
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Şekil 4.32 PEP3 yüklü KLN TEM mikroskopu görüntüsü. 

4.7 Kriyoprotektanlar ile Liyofilizasyon İşleminin KLN Üzerine 

Etkisi 

KLN‗nin uzun süreli fiziksel ve kimyasal stabilitesini artırmak için çeĢitli 

kriyoprotektanlar ile farklı konsantrasyonlarda liyofilizasyon iĢlemi yapılmıĢtır. 

Kriyoprotektan olarak nanopartikül yapısına uygun olabilecek olan fruktoz, sukroz 

ve mannitol Ģekerleri kullanılmıĢtır. Liyofilize edilen KLN ler 1/100 oranında ultra 

saf su ile redisperse edilerek partikül büyüklüğü ve PDI değerleri ölçüldü.  

Büyüme oranı ise liyofilize KLN‘nin partikül büyüklüğünün baĢlangıç KLN 

partikül büyüklüğüne bölünmesi ile hesaplanmıĢtır. Bu sonuçlara göre en az 

büyüme oranınına  %10‘luk (W/v) mannitol ile kurutulan nanopartiküllerin sahip 

olduğu tespit edilmiĢtir (Çizelge 4.2) 
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Çizelge 4.2 Farklı konsantrasyonlardaki kriyoprotektanlar ile liyofilize KLN lerin redisperse 

edilmesi ile ölçülen partikül büyüklüğü ve PDI değerleri (ortalama± standart 

sapma değeri). 

 

  

Partikül büyüklüğü 

(nm) PDI Büyüme oranı  

Boş KLN 65,90±0,49 0,064±0,016   

Başlangıç ( peptid yüklü) KLN 128,02±3,87 0,388±0,023   

Kriyoprotektan kullanılmamış PEP3 yüklü 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 %5 (w/v) 122,2±0,50 0,252±0,007 0,96 

Mannitol %10 (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 İle Liyofilize Edilen PEP3 Yüklü KLN’nin 

Stabilizasyonunun Değerlendirilmesi 

% 10 luk mannitol ile kurutulan PEP3 yüklü KLN‘nin stabilite çalıĢması için, 

4± 2 
o
C/60 ± 5% nem, 25 ± 2 

o
C/60 ± 5% nem ve 40 ± 2◦C/75 ± 5 nem koĢullarında 

stabilite çalıĢmaları yapıldı. 0. ay, 3. ay ve 6.ayın sonunda partikül büyüklüğü ve 

PDI değerleri (ġekil 4.33), 9.ayın sonunda KLN den ortama salınan peptit düzeyi 

bölüm 3.9‘ da anlatıldığı Ģekilde yapıldı. 

Çizelge 4.3 PEP3 yüklü KLN lerin zamana göre farklı sıcaklıklardaki redisperse edilmesi ile 

ölçülen partikül büyüklüğü ve PDI değerleri (ortalama± standart sapma değeri), 

nd*(değerlendirme yapılamadı),  öd ( ölçüm alınmadı). 

Aylar Sıcaklık Partikül büyüklüğü (nm) PDI Ortama salınan PEP3 

düzeyi (ppm) 

0. 4 oC 128,02±3,87 0,50±0,02 0 

3. 4 oC 188,33±3,194 0,317±0,045 ö.d 

25 oC 249±8,54 0,419±0,03 ö.d 

40 oC 1184±15,06 0,70±0,01 ö.d 

9. 4 oC 190,60±6,26 0,328±0,02 0,8 

25 oC 266,01±7,82 0,547±0,03 1,4 

40 oC n.d*   
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Şekil 4.33 PEP3 yüklü KLN‘ye ait farklı zaman ve koĢullardaki partikül büyüklüğü dağılımı 

grafiği. A (3. Ay 4 oC), B (3.Ay 25 oC), C (6. Ay 4 oC), D (6. Ay 25 oC). 

4.9 PEP3 Yüklü KLN’lerin Enkapsülasyon Veriminin Ölçülmesi  

ġekil 4.34‘de görüldüğü gibi LC/MS-MS ile standart grafiği çizildi. En 

kapsülasyon verimi ölçümü bölüm 3.10‘da anlatıldığı Ģekilde yapıldı ve verim % 

59,92 olarak bulundu (Çizelge 4.4). 
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Şekil 4.34 LC-MS/MS ile PEP3 standart grafiğinin çizilmesi. 

Çizelge 4.4 Enkapsülasyon verimi hesabı 

BaĢlangıçta toplam etken 

madde mikarı (ppm) 

YüklenmemiĢ etken madde 

miktarı (ppm) 

% EE 

 

50 

 

20,039 

 

59,92 

 

 

4.10 In Vitro Transdermal Difuzyon Çalışmasının 

Değerlendirilmesi 

In vitro difüzyon çalıĢmaları ve in vivo testler için ―Hücre Bazlı Cilt 

Yapılandırma Serumu‖ adı verilen formulasyon içeriğinde bulunan PEP3 yüklü 

KLN‘nin trans dermal salınımı için difüzyon çalıĢması yapıldı. 0, 2, 4, 6, 8, 24. saat 

aralıklarında membrandan geçen süzüntü de peptit analizi bölüm 3.10 da belirtildiği 

gibi yapılarak trans dermal emilim ölçüldü. Zaman aralıklarında kümülatif 

deriĢimin zamana bağlı olarak artıĢ gösterdiği bulundu. ġekil 4.35‘de gösterildiği 

gibi 24.saat sonunda 30,58 ppm PEP3‘ün emilim gösterdiği hesaplandı.  
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Şekil 4.35 PEP3yüklü KLN in vitro difüzyon çalıĢmasının grafik olarak gösterilmesi. 

4.11 In Vitro Toksikolojik Testlerin Değerlendirilmesi 

4.11.1 Fototoksisite- In Vitro 3T3 NRU fototoksisite testi sonuçları 

IĢık varlığında (+UVA) ve yokluğunda 8(-UVA) farklı konsantrasyonlarda 

ölçülen optik dansite değerlerine göre (Çizelge 4.5 ve 4.6) Photox Version 2 

programı ile konsantrasyon-cevap eğrileri elde edildi. EC50 değerleri bulundu (ġekil 

4.36). Fotoiritasyon Faktörü (PIF) bölüm 3.14.1‘ de verilen formulasyona göre 

hesaplandı.  

Çizelge 4.5 UVA ıĢık yokluğunda (-UVA) 3T3 hücrelerinde farklı konsantrasyonlarda 

ölçülen OD değerleri. (n=6). 

Kontrol 0.252 0.248 0.327 0.347 0.358 0.342 

100 

µg/ml 

0.285 0.269 0.293 0.391 0.268 0.324 

80 µg/ml 0.292 0.301 0.216 0.304 0.340 0.335 

60 µg/ml 0.266 0.302 0.244 0.320 0.325 0.393 

40 µg/ml 0.215 0.281 0.299 0.328 0.420 0.418 

20 µg/ml  0.298 0.403 0.269 0.377 0.437 0.434 

10 µg/ml 0.345 0.306 0.215 0.304 0.229 0.296 

5 µg/ml 0.313 0.419 0.308 0.469 0.370 0.437 

1 µg/ml 0,32 0.347 0.354 0.290 0.305 0.366 
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Çizelge 4.6 UVA ıĢık varlığında  (UVA+) 3T3 hücrelerinde farklı konsantrasyonlarda 

ölçülen OD değerleri. (n=6). 

Kontrol  0.314 0.375 0.209 0.292 0.363 0.237 

100 µg/ml 0.243 0.226 0.226 0.323 0.306 0.269 

80 µg/ml 0.239 0.268 0.322 0.343 0.321 0.270 

60 µg/ml 0.206 0.283 0.247 0.281 0.337 0.376 

40 µg/ml 0.390 0.320 0.351 0.271 0.291 0.292 

20 µg/ml 0.319 0.260 0.333 0.277 0.249 0.222 

10 µg/ml 0.217 0.239 0.201 0.253 0.223 0.233 

5 µg/ml 0.222 0.227 0.276 0.355 0.307 0.247 

1 µg/ml 0.207 0.235 0.212 0.307 0.225 0.371 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.36 UVA ıĢığı varlığında ve yokluğunda doza bağlı olarak cevap ve EC 50 

değerlerinin gösterilmesi. A= UVA+ , B= UVA- 

-UVA grup da EC 50 değeri 44,20, +UVA grup da EC 50 değeri 19,20 olarak 

bulunmuĢtur. PIF değeri 2.31 olarak hesaplandı (ġekil 4.36). 

4.12 Bakteriyel Geri Mutasyon Ames Testi Değerlendirmesi 

EBPI firmasından temin edilen Amest ISO 384
TM 

 (384 Well Format) test kiti 

ile bölüm 3.14.2 de kit prosedürlerine göre analizler yapıldı ve sonuçlar 

değerlendirildi.  
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Çizelge 4.7 PEP3-KLN ‘nin S9‘suz ortamdaki TA100 suĢu ile verdiği revertant koloni 

sayıları. (Ort: Ortalama, SS: standart sapma) 

PEP3 yüklü KLN Konsantrasyonu Revertant Koloni Sayısı TA100 (Ort±SS) 

80µg/ml 

 

3,33 ± 1,15 

40µg/ml 

 

3,30 ± 0,57 

20µg/ml 

 

3,34 ± 0,58 

10µg/ml 

 

3,30 ± 1,52 

5 µg/ml 

 

2,6 ± 1,5 

1 µg/ml 

 
2,6 ± 0,98 

 

TA100 suĢu ile yapılan deney sonuçları değerlendirildiğinde, S9‘suz ortamda 

tüm çalıĢma konsantrasyonlarında revertant koloni sayıları 15 kuyucuktan az 

bulunmuĢtur. PEP3-KLN‘nin mutajenik etkiye sahip olmadığı tespit edilmiĢtir. 

4.13 In Vitro Epiderm
TM 

Deri Korozyon Testi Değerlendirmesi 

Epiderm
TM 

Deri Korozyon Test kiti MatTek Corporation firmasından temin 

edildi. Deneysel çalıĢmalar test kitinde belirtilen prosedürler çerçevesinde yapıldı. 

Bölüm 3.10.3 de belirtildiği gibi değerlendirme yapıldı. 3. dakikanın sonunda 

PEP3-KLN grubunda hücre canlılığı kontrol grubuna göre %4 oranında arttığı 

bulundu. 1. saatin sonunda da kontrol grubuna göre %35 oranında azaldığı tespit 

edildi (ġekil 4.37).  

 

Şekil 4.37 PEP3 yüklü KLN yapısının zamana bağlı olarak koroziv etkisinin gösterilmesi. 
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Epiderm yapay deri modeli ile yapılan cilt korozyon testinde; PEP3-KLN 

bileĢiğinin 3.dakikanın sonunda negatif kontrole göre % 50 oranında hücre 

ölümüne neden olmadığı ve 1. saatin sonunda % 15 den fazla hücre canlılığı olduğu 

için cilt korozyunu (non-corrosive) yapmadığı sonucuna varıldı. 

4.14 In Vivo Etkinlik Testleri 

Ġn vivo etkinlik testleri Skin Lab INTERNATIONAL Ltd. firması 

tarafından 13/06/18/D/1 ve 13/06/18/A/1 test numarası ile rapor edilmiĢtir 

(Bkz. Ek 1, EK2).  

4.14.1 Dermatolojik test (patch –yama testi) sonucu 

değerlendirilmesi 

Test yöntemi bölüm 3.15.1‘de anlatıldığı gibi uygulandı. Dermatolojik test 

sonucunda cilt üzerinde tespit edilen kızarıklık, ödem, kuruluk ve dökülme gibi 

sonuçlara göre 0 ile 5 arasında (irritasyon yoktur-irritasyon vardır Ģeklinde) 

puanlama yapıldı. YaĢları 18 ile 62 arasında bayan gönüller üzerinde herhangi bir 

irritasyon yapmadığı rapor edildi (Bkz. Ek 1). 

4.14.2 Cilt elastikiyet (esneklik) testi değerlendirilmesi 

F1 formülasyonu, 10 gönüllü üzerinde 4 hafta günde 2 kez denendi. Süre 

sonunda kullanım öncesi ve kullanım sonrası elastikiyet değerlendirmesi yapıldı. 

%1 (w/w) oranında PEP3 yüklü KLN+ mannitol içeren F1 formulasyonun, 

kullanım öncesine göre % 9,92 oranında (ġekil 4.38) elastikiyeti arttırdığı bulundu 

(Bkz. Ek 2). 
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Şekil 4.38 F1 formülasyonun, kullanım öncesi ve sonrasında cilt elastikiyet testi dağılım 

grafiği.* p<0,01. 

4.14.3 Cilt kırışıklık testi (anti wrinkle) değerlendirilmesi 

F1 formülasyonu,10 gönüllü üzerinde 4 hafta günde 2 kez denendi. Süre 

sonunda kullanım öncesi ve kullanım sonrası kullanıcılar üzerinde kırıĢıklık 

değerlendirilmesi yapıldı. 

%1 (w/w) oranında PEP3 yüklü KLN + mannitol içeren F1 formulasyonun, 

kullanım öncesine göre % 18,17 oranında  (ġekil 4.39) cilt kırıĢıklığını azalttığı 

bulundu (Bkz. Ek 2). 

 

Şekil 4.39 F1 formülasyonun, kullanım öncesi ve sonrasında cilt kırıĢıklık testi dağılım 

grafiği. * p<0,05. 
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ASW 300 cihazı 30x büyütme ile gönüllü resmi alındı (ġekil 4.40) 

Öncesi Sonrası 

 
 

Şekil 4.40 F1 formülasyonun, kullanım öncesi ve sonrası ASW 300 cihazı ile alınan cilt 

görüntüleri.  
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5. TARTIŞMA 

Ġnsanlığın doğuĢu ile baĢlayan, güzellik veya güzel olma duyusu, 

Mısırlı‘lardan ve Sümer‘lerden bu yana 6000 yıldır hayatımızın içinde var 

olmaktadır. Güzellik arayıĢını edebiyatta, sanatta ve müzikte görmekteyiz. 

Güzelliğin sosyal etkilerinden büyülenen bilim adamları, araĢtırmalarını kozmetik 

bilimine entegre etmesiyle birlikte, kozmetik bilimi derin bir devrime maruz 

kalmıĢtır. Geleneksel bakıĢ açısıyla ―kavanozun içindeki umut‖ olarak görülen 

kozmetik ürünleri, bilimin ıĢığında tüketicinin taleplerini karĢılayan, cilt 

hücrelerinde fizyolojik değiĢikler meydana getiren, etkin ürünler olarak karĢımıza 

çıkmıĢtır. 

21. yüzyılın anahtar teknolojisi olan biyoteknoloji, tüketicinin daha etkili ve 

güvenli ürün arayıĢları talepleri doğrultusunda, kozmetik endüstrisini etkisi altına 

almıĢtır. Tıp bilimi ve kozmetiğin bir araya gelmesiyle meydan gelen kozmesötik 

ürünler, cilt yaĢlanmasını güzellik ürünleri ile yenmenin mümkün olabileceği kanısı 

tüketicinin zihninde yer edinmiĢtir. Bu anlamda biyoteknoloji ürün inovasyonu 

sağlaması açısından güzellik endüstrisinin büyümesine katkı sağlamıĢtır. Tüketici 

algısı açısından bakıldığı zaman, yeni bir kozmetik dalgası olarak ortaya çıkan 

biyoteknolojik kozmetik ürünlerin, geleneksel ürünlere göre daha güvenli ve daha 

etkili ürünler olması, karĢı konulmaz konulmaz genç ve güzel görünüm vaadinden 

dolayı, önem arz etmektedir (Coresight Research, 2016). 

Kozmetik markalar, biyoteknoloji ve ilaç firmaları, ürün yeniliklerini teĢvik 

etmek için yeni teknolojilere büyük yatırımlar yapmaktadırlar. Bilimsel 

araĢtırmalara ve yeni teknolojiye yapılan yatırımlarla, güzellik ürünleri ile cildin 

yaĢlanmasını ―yenmek‖ giderek daha fazla mümkün hale gelecektir. Biyomimetik, 

3D biyoprinting, genetik ve kök hücre teknolojileri, gelecekte güzellik sektöründe 

araĢtırma odak alanları olacaktır.  

GeliĢmiĢlik düzeyi yüksek olan ülkelerde, yaĢlı nüfuz hızla artmakta, bunun 

sonucu olarak, yaĢlanmanın belirtilerini minimize etmek için, anti aging ürünlerin 

kullanımı ve pazar payı da artmaktadır (Zouboulis and Makrantonaki, 2011). 

Kozmetik ürün kullanımın 2020 yılında orta yaĢ segmentinden, genç segment diye 
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tabir edilen 20-34 yaĢlara kayacağı düĢünülmektedir. Genç neslin ileri teknoloji 

içeren, sosyo-psikolojik rahatlamaya neden olabilecek, yüksek güvenlik 

standartlarında üretilen ve geliĢtirilen ürünlere ilgisi artacaktır. YaĢlanma karĢıtı 

(anti aging) cilt bakım ürünlerinde yıllık % 6 lık bir büyüme hacmine sahip sahip 

olması, yaĢlanma karĢıtı ürünlerde yeni stratejilerin geliĢtirilmesine olanak 

sağlamıĢtır. Aktif bileĢenlerin deri altına bozulmadan geçebilmesi için kozmetik 

sektörü nanoteknoloji ile hibrit teknolojiler meydana getirmiĢtir (Katz et al., 2015). 

Yeni nesil cilt bakım ürünleri, yenilikçi deri altı iletim sistemleriyle birlikte 

fonksiyonel aktif bileĢenleri kullanarak, yaĢlanma mekanizmalarını 

hedeflemektedir (Golubovic et al., 2011). 

YaĢlanma karĢıtı ürün geliĢtirme stratejilerine bakıldığında, fonksiyonerlik ve 

etkinlik vurgusu önem arz etmektedir. Günlük yaĢlanma karĢıtı cilt bakımına 

peptitler eklemek, özellikle en etkili içerik dağıtım sistemleriyle birleĢtirildiği 

zaman daha sofistike ürünler olarak karĢımıza çıkmaktadır. Gıda alanında glutensiz 

ürünler ne kadar cazip ise ―cilt bakım dünyasında peptit içeren ürünler o kadar 

değerlidir. Son yıllarda tüketiciler özellikle ambalajlar üzerinde ―peptit‖ adını 

aramaktadırlar. Peptitler gelecek için ümit vaad eden, çok yönlü yaĢlanma karĢıtı 

bileĢen haline gelmektedir. Özellikle yaĢlanma karĢıtı ürünlerde meydana gelen % 

6 oranında ki büyüme, yeni stratejileri ve ürünleri beraberinde getirecektir.  

Bu anlamda tez çalıĢmasında; zaman içinde ortaya çıkan kaçınılmaz biyolojik 

bir süreç olarak deri yaĢlanmasına karĢı geciktirebilir ve engellenebilir (Kammayer 

and Lutein, 2015) ürünler ortaya çıkarma amacıyla MMP-12 enziminin 

inhibisyonuna yönelik inhibitör peptit dizayn edilmiĢtir. MMP‘lar, ESM 

devamlılığını ve bütünlüğünü sağlayan kollajen, elastin, laminin ve fibronektin 

proteinlerinin yıkımını arttırarak, cildin yaĢlanma belirtisinin dıĢa yansıması olan 

kırıĢıklıkların artıĢına neden olmaktadırlar (Taddese et al., 2008). 

YirmibeĢ yıl önce, geniĢ ölçüde kollajenaz (matriks metalloproteinaz (MMP) 

1), stromelisin-1 (MMP3) ve jelatinaz A'nın (MMP2) inhibisyonu kanser 

kontrolüne yönelik terapötik strateji ile baĢlamıĢtır (Overall and Kleifeld, 2006).  
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Batimastat, peptidomimetik inhibitör olarak, kanser tedavisinde klinik 

denemelere ulaĢan ilk peptittir. Batimastat, MMP'ler -1, -8 ve -13 ile proteolize 

edilen kollajen içindeki glisin-lösin bölünme bölgesine dayanılarak tasarlanmıĢtır. 

(Cathcart and Cao, 2015). Peptit bazlı MMP-1, 2, 9 ve MT1-MMP‘a inhibitörleri 

kullanılmıĢtır (Ndinguri et al., 2012). MMP-12 için peptit yapısında olmayan 

inhibitör tasarımları yapılmıĢtır (Morales et al., 2004). 

Aerts ve ark.‘ları (2015) anti inflamatuar amaçlı hidroksipron bazlı, 

potansiyel ve spesifik MMP-12 inhibitörünün sentezi ve validasyonu ile ilgili 

çalıĢmalar yapmıĢtır. Yalancı peptit olarak MMP-12 ye özel inhibitör olarak dizayn 

edilen RXP470 bileĢiği atheroskloritk plakların tedavisi amaçlı çalıĢmalarda 

kullanılmıĢtır (Bordenave et al., 2016). 

BileĢik 21, MMP-2 ve MMP-9'a MMP-1, MMP-3, MMP-8, MMP-12 ve 

MMP-13'den daha fazla seçiciliğe sahip bir karbamoil fosfonat MMP inhibitörüdür. 

BileĢik 21, immün yetmezlikli farelerde insan prostat tümör hücrelerinin 

implantasyonu ile üretilen bir murin modelinde tümör büyümesini ve metastazı 

azaltır (Liu and Khalil, 2017). 

MMP enzimlerinin ESM içerisinde cilt yapısı için gerekli olan proteinleri 

degrade etmesi, araĢtırmacıları MMP inhibitörlerinin de kozmetik alanda 

kullanabileceği fikrini vermiĢtir. 2000 yılından bu yana, kozmesötik ürünlerdeki 

peptitlerin kullanımı çarpıcı bir Ģekilde artmıĢtır. Bu peptitlerin inhibisyondan daha 

çok, ESM içerisinde bulunan proteinlerin miktarlarını arttırmaya yönelik olan 

çalıĢmalar olduğu görülmektedir. (Katayama et al., 1999; Murphy and Poczatek, 

2000; Gorouhi and Maibach, 2009). 

Bakır tripeptit kompleksi (Bakır Gly-L-His-L-Lys) en iyi incelenen peptitler 

arasındadır. MMP-2 üzerinden fibroblast hücre kültürü ile yapılan çalıĢmalarda 

MMP-1, 8 ve 13‘ü degrade ettiği gösterilmiĢtir (Badenhorst et al.,2016). Tripeptit-

2'nin MMP-1, 3 ve 9‘u inhibe ettiğini ve foto yaĢlanma ve kronolojik yaĢlanmada 

görülen aĢırı dermal matriks yıkımını en aza indirdiğini gösterilmiĢtir (Loing et al., 

2012). 
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Solabia firması tarafından Peptiskin ticari adı ile biyoteknolojik enzimatik 

proses ile üretilen oligopeptit MMP-1 enzimi inhibisyonu yapmaktadır (Peptiskin, 

2018). 

Bu veriler ıĢığında literatür taramaları, patent (Ege Üniversitesi Teknoloji 

Transfer Ofisinin yapmıĢ olduğu patent araĢtırma sonuçlarına göre; araĢtırma türü 

olarak; yenilik araĢtırması, rakip araĢtırması, benzerlik araĢtırması yapılmıĢtır. 

Veritabanı Espacenet, patent bilgi servisi olarak ta PatBase kullanılmıĢtır) ve piyasa 

araĢtırmaları sonucunda, MMP-12 enzimine yönelik olarak anti-aging amaçlı peptit 

sentezinin ve üretiminin olmadığı görülmektedir. Ġnovatif üretim stratejileri 

açısından ar-ge ve yenilik stratejisi ve fırsatları izleme stratejisi takip edilerek peptit 

tasarımı yapılmıĢ ve sentezlenmiĢtir. 

Tez kapsamında tasarlamıĢ olduğumuz, PEP1, PEP2 ve PEP3 oligopeptitlerin 

MMP-12 enzimine özel inhibitör tarama testi ile inhibisyon düzeyi ölçülmüĢtür. 6,5 

µM konsantrasyonda PEP1‘in % 5,91, PEP2‘nin %25,26 ve PEP3‘ün % 22,58 

oranında inhibisyon yaptığı belirlenmiĢtir (ġekil 4.5, 4.6 ve 4. 7). Bu sonuçlar 

üzerinden 13 µM PEP2 ve PEP3 konsantrasyonunun sırasıyla %87,83 ve % 88,05 

oranında inhibisyon yaptığı ölçülmüĢtür (ġekil 4.10 ve 4.11). Maliyet avantajından 

ve daha az aminoasit dizisi içermesinden dolayı tezimizde belirtilen deneyler, PEP3 

olarak adlandırılan peptit dizilimi üzerinden gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Hücre canlılığının devamı için yapılan proliferasyon deneyinde HS68 hücre 

hatlarında PEP3‘ün hücre büyümesi üzerine olumsuz etkisinin olmadığı 

gözlenmiĢtir. 20 µg/ml PEP3 konsantrasyonda 72. saatin sonucunda kontrol 

grubuna göre hücre büyümesinin anlamlı bir Ģekilde arttığı istatiksel olarak 

bulunmuĢtur (ġekil 4.13). Park ve ark. (2014) yapmıĢ oldukları çalıĢmada gallolil-

RGD peptit yapısının insan keratonosit hücreleri üzerinde 1000 ppm düzeyinin 

sitotoksik etkisinin olduğu bulunmuĢtur. 

Immun floresan boyama yöntemiyle yapılan deneylerde kollajen I, IV, elastin 

ve fibronektin proteinlerinin boyama yoğunluğunun kontrol grubuna göre istatiksel 

anlamda artıĢ gösterdiği gözlenmiĢtir. MMP-12; elastin, kollajen tip IV ve 

fibronektin gibi birçok ESM proteinini degrade etmektedir (Amar et al., 2017).  
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Immun floresan ve Western blot deneylerinde kontrol grubuna göre kollajen 

I, IV, elastin ve fibronektin proteinlerinin miktarında meydana gelen artıĢ 

tasarlamıĢ olduğumuz peptit yapısının yaĢlanma karĢıtı ürün stratejilerine farklı bir 

bakıĢ açısı getirmektedir. Western blot analizlerinde, özellikle 10 µg/ml PEP3 

konsantrasyonunda dört protein içinde istatiksel olarak kontrol grubuna göre artıĢ 

göstermiĢtir (ġekil 4.23, 4.25, 4.27 ve 4.29). Ġnhibitör tarama testinde PEP3‘ün 13 

µM konsantrasyonda %88 oranında MMP-12 yi inhibe etmesi, sonuçların 

birbirleriyle uyumlu olduğunu göstermektedir.13 µM konsantrasyonun yaklaĢık 

olarak 9,5 µg/ml ye karĢılık gelmesi bu konsantrasyonda in vitro koĢullarda yeterli 

etkinliğin alındığını göstermektedir. 

MMP-12, elastine karĢı en etkili MMP'dir. Makrofajlar ve fibroblastlar, akut 

UVA ıĢığına tepki olarak MMP-12 salgılarlar. MMP-12 solar elastoz geliĢiminde 

çok önemli bir rol oynar. GüneĢ elastosisi süreci, dermiste distrofik elastotik madde 

toplanması anlamına gelir ve direk olarak cilt kırıĢıklığının artması ile sonuçlanır. 

MMP-12 ayrıca pro-MMP-1, MMP-2, MMP-3 ve MMP-9 gibi diğer pro-

MMP'ların aktivasyonundan sorumludurlar (Sbardella et al., 2012; Pittayapruek et 

al., 2016). MMP-12 seviyeleri, melanom hücresi invazyonu, lenf nodu metastazı ve 

tümör metastazı ile iliĢkilidir. Melanomlu hastaların prognozu için potansiyel bir 

belirleyicidir (Zhang et al., 2015). Bu açıdan bakıldığı zaman PEP3 oligopeptit 

diziliminin aynı zamanda terapötik amaçlı olarak da kullanılabileceği fikrini 

vermektedir. 

Literatür taramaları sırasında gözlemlediğimiz dermokozmetik amaçlı 

çalıĢmaların genellikle ESM proteinlerinin ekspresyonu üzerine olması fakat onları 

degrade eden enzimlerin inhibisyonuna yönelik çalıĢmaların az olması tezin 

üstünlüğünü ortaya koymaktadır. Ticari ürünlerde MMP 1, 3, 9 ve 13 üzerine 

inhibisyon çalıĢmalarının yapıldığı görülmüĢtür. (Gorouhi and Maibach, 2009; 

Loing et al., 2012; Pickart and Schagen, 2015). Lu ve ark. (2013) dermal 

fibroblastlar üzerinde yapmıĢ oldukları çalıĢmada lipoik asit-KTTKS peptit 

diziliminin MMP-1 enzimini inhibe ettiğini ve kollajen I miktarını arttırdığını 

bulmuĢlardır. 
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Kollajen I, III ve fibronektin sentezini, dermatan sülfat ve kondrotin sülfat 

miktarını, cilt fibroblast proliferasyonunu artırmaya yönelik peptit dizilimleri 

kullanılmaktadır (Reddy et al., 2012). Kwon ve ark. (2015) HS 68 hücrelerinde 

yaptıkları çalıĢmada mıristoil tetrapeptidin MMP-1 ekspresyonunu azalttığını ve 

hücrelerde sitotoksik etkiye neden olmadığını göstermiĢlerdir. ÇalıĢmaların daha 

çok kollajen, elastin sentezini arttırmaya, melanin üretimini azaltmaya ve anti- 

mikrobiyal kullanıma yönelik olduğu görülmüĢtür (Reddy et al., 2012). UVA ıĢını 

ile fotoyaĢlanma olayında MMP-12‘ye özel inhibe edici yaklaĢımlar ortaya 

çıkarmak geleceğe yönelik stratejiler arasında yer almaktadır. Özellikle ESM 

remodelling (yeniden yapılanma) olayında MMP-12‘ nin önemi çok büyüktür 

(Tewari et al., 2014).  

MMP-12 inhibitörü olarak peptit kökenli olarak fosfonik peptitlerin, (Devel et 

al., 2006) akciğer hastalıklarında ve kardiyovasküler hastalıklarda kullanılan ve 

optimizasyon çalıĢmaları araĢtırmalar ile yapılan hidroksamat ve karboksilat (Nuti 

et al., 2018) türevleri bulunmaktadır. 

MMP-12, kollajen IV‘ü α1 ve α 3 zincirlerini degrade eder (Sandy et 

al,2013). Tez çalıĢmasında PEP3‘ün MMP-12 inhibisyonu ile kollajen IV 

düzeylerinde artıĢ gözlenmiĢtir. YaĢla beraber kollajen IV miktarında meydana 

gelen azalma epidermal ve dermal birleĢimi de azaltmaktadır. Feru ve ark.‘ları 

(2016) yaĢları 40-70 arasında olan insanlarda yapmıĢ oldukları araĢtırmaya göre 

fibroblast hücrelerinde kollajen IV miktarlarında azalıĢ bulmuĢtur. Kollajen IV 

miktarında artıĢ meydana getirebilecek yaklaĢımlar, önem arz etmektedir. 

Epidermis ve dermis arasında köprü görevi gören kollajen IV‘ü korumak fizyolojik 

yaĢlanma olayının etkilerini minimize etmesi açısıdan önemlidir (Abreu-Velez and 

Howard, 2012). 

Fibronektin, ESM'nin karmaĢık bir bileĢenidir. Fibroblast büyümesini, 

yayılmasını, migrasyonunu arttırır (Gildner et al., 2014). Fibronektin, yara 

iyileĢmesinde ve ESM organizasyonunda ve stabilitesinde kritik bir rol 

oynamaktadır. In vitro çalıĢmalar fibronektinin, kollajen I'in ve diğer yapısal 

proteinlerin ESM içerisinde tutunmasında gerekli olduğunu ortaya koymuĢtur 

(Sottile and Hocking, 2002).  
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Yun (2014) ve Lai (2012) ark. yapmıĢ oldukları çalıĢmalarda MMP-12‘nin 

fibronektini degrade ettiğini göstermiĢlerdir. Fibronektinin fibroblast aracılığıyla 

kollajen kontraksiyonunda (Sethi et al., 2002) rol oynaması deri yaĢlanması 

açısından fibronektinin korunması için önem arz etmektedir. 

GeliĢtirmiĢ olduğumuz PEP3 (Dervatyl
TM

) oligopeptit yapısının yukarıda 

verilen sonuçları etkili bir Ģekilde in vivo ortamda da gösterebilmesi için 

transdermal geçiĢini hızlandırabilmek ve proteolitik enzimler tarafından 

bozunumunu azaltmak için, penetrasyon arttırıcı olarak KLN sistemleri ile 

kapsüllenmiĢtir. KLN'lerin, partiküllerin küçük boyutu ve dolayısıyla yüksek yüzey 

alanı nedeniyle aktif maddelerin stratum korneum ile temasını kolaylaĢtırmak 

konusundaki kapasitesi, taĢınan maddelerin deriye yüksek oranlarda nüfuz etmesini 

sağlamaktadır (Raj et al., 2012 ). 

KLN sistemleri ile vitaminler bitkisel özler, yağlar, polipeptit yapıları 

kapsüllenmiĢ ve kozmetik amaçlı olarak piyasada kullanılmaktadırlar (Ganesan and 

Choi, 2016; Kaul et al., 2018). 200 nm boyutundaki KLN lerin 1 µm ye göre % 40 

oranında cilde daha fazla penetre olduğu bulunmuĢtur. Daha fazla yüzey alanı 

oluĢturması ile epidermal su kaybını azaltmıĢtır (Souto and Muller, 2008). Suter ve 

ark.‘nın (2016) yapmıĢ olduğu çalıĢmada hepta peptit yüklü KLN yapısının cilt 

hücrelerine emiliminde etkili sonuçlara ulaĢılmıĢtır 

Mikrofluidik (mikro akıĢkan) yöntemi ile yapılan kapsülasyon çalıĢmalarında, 

homojen kapsül elde edilmesi endüstriyel üretim süreci açısından önem arz 

etmektedir. GeliĢtirilen ürünün sürdürülebilir olması açısından bu yöntem tercih 

edilmiĢtir (Bjornmalm et al., 2014). LC-MS/MS analizi ile enkapsülasyon verimi % 

59,92 olarak ölçümlenmiĢtir. Kitosan türevli yapılan nanolipozomlarda pACC1 

peptidin yükleme kapasitesi peptit-kitosan kapasitesine bağlı olarak %41 ile % 66 

arasında bulunmuĢtur (Kaliaperumal et al., 2016). Gallarate ve ark. (2014) KLN ile 

insülin kapsülasyonunda % 41 oranında kapsülasyon verimine ulaĢmıĢlardır.  

Tez çalıĢmasında MF ile kapsülasyondan önce kapsül büyüklüğü 65,90 nm, 

PEP3 yüklü KLN büyüklüğü ise 128,02 nm olarak ölçülmüĢtür. TEM analizlerinde 

KLN yapısının küresel ve homojen bir Ģekilde dağılım gösterdiği görülmektedir. 
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(ġekil 4.32). Yu ve ark. (2011) ile aynı kapsülasyon modelinde siRNA yüklü KLN 

boyutunu 220-280 nm arasında bulmuĢlardır. Xu ve ark. (2011) polietilen glikol ve 

kolesterol içeren lipozom çalıĢmasında 193 nm boyutunda nanopartikül elde 

etmiĢlerdir. Peptit kapsüllenmesi için farklı lipitler üzerinden farklı lipozom ve 

KLN modelleri oluĢturulmuĢtur (Du and Stenzel, 2014; Martins et al., 2007; 

Miragoli et al., 2018; Wong et al., 2018). 

KLN yapısında kullanılan yumurta PC doğal bir lipit olarak, biyo 

yararlanımın yüksek olması, sitotoksik etkisinin ve sistemik toksistesinin az olması 

açısından önemlidir (Hoppel et al., 2015). Hücresel alımı arttırır ve enkapsülasyon 

verimini yükseltir. KLN yapısında polietilen glikol kullanılmasıyla ġekil 3.1‘de 

gösterildiği gibi deri yüzeyine kapsülün tutmasını arttırır (Dhule et al., 2014). 

Seramitle birlikte termal stabilite sağlanarak deri altında uzun süre dayanımını ve 

dolayısıyla salınımını kontrol etmektedir. Aynı zamanda epidermis tabakasında 

bulunan seramit yapısına katkıda bulunarak, KLN yapısı derinin epidermal su 

kaybını engelleyerek elastikiyet kaybının azalmasına neden olmaktadır (Draelos, 

2008; Rabionet et al., 2014). KLN yapısında bulunan DOTAP‘ın polietilen glikol 

ve seramit ile birlikte kullanılmasının sonucu olarak sisteme kazandırmıĢ olduğu 

pozitif yük ile etken maddenin hücresel alınımını da attırmaktadır (Lechanteur et 

al., 2016). Polietilen glikollenmiĢ seramit ile oluĢturulan nanopartiküllerin düĢük 

sterik engel oluĢturmasından dolayı siRNA (Furst et al., 2016) ve miRNA 

salınımında etkin rol oynadığı bulunmuĢtur (Li et al., 2018). 

Kusumoto ve ark. (2012) yapmıĢ oldukları gen transferi çalıĢmasında PEG-

kolesterol lipozomların sadece kolesterol ile yapılan lipozomlara göre % 69 daha 

iyi penetrasyon yaptıkları bulunmuĢtur. Wieber ve ark. (2012), dekapeptit yapısında 

bir oligopeptiti kolesterol DOTAP kullanarak kapsüllemiĢler ve yükleme 

kapasitesini % 16 olarak bulmuĢlardır. Li ve ark. (2018) ASKAIQVFLLAG peptit 

dizilimini DOTAP içeren KLN içine hapsederek yara iyileĢmesi yönetiminde 

DOTAP içeren nanopartiküllerin etkin bir tedavi gücü olacağını belirtmiĢlerdir. 

DOTAP son yıllarda, katyonik yapı oluĢturmada in vitro ve in vivo etkinliğinin 

bilinmesi açısından kullanılan en iyi moleküllerden biridir (Simberg et al., 2004). 



94 

KLN‘ler, sulu dispers halde fiziksel ve kimyasal kararsızlıkları ve 

yapılarındaki fosfolipidler nedeniyle, oksitlenmeye veya hidrolize olmaya 

eğilimlidirler. KLN‘ler de bu kimyasal dengesizliğinin yanı sıra, depolama 

sırasında füzyon, etken madde sızıntısı veya bileĢenlerin çökelmesi gibi fiziksel 

dengesizlikler ortaya çıkabilir (Mohammed et al., 2006). Bu kimyasal ve fiziksel 

dengesizliklerin üstesinden gelmek için, dondurularak kuru KLN yaklaĢımları 

önemli bir geliĢmedir (Wieber et al., 2012). 

Tez çalıĢmasında stabilite çalıĢmaları için nanopartiküller -86 
0
 C de 2 gün 

boyunca soğutmalı kurutma yöntemi ile farklı konsantrasyonlardaki kriyo 

protektantlar ile kurutulmuĢtur (Çizelge 4.2). BaĢlangıç (peptit yüklü) nanopartikül 

boyutuna göre, %10 (w/v) mannitol ile kurutulan nanopartiküllerin en az büyüme 

oranına sahip olduğu tespit edilmiĢtir. Kurutma sonrası /kurutma öncesi oranının 

1.3 dan büyük olmaması gerekmektedir (Date et al., 2010).  

KLN yapısında bulunan polimer ve stabilize ajanlara göre kriyoprotektanlar 

değiĢebilmektedirler (Abdelwahed et al., 2006). Li ve Kim (2002) yapmıĢ oldukları 

çalıĢmada stabilize edici ajan olarak yumurta PC ve kritoprotektan olarak % 5‘ lik 

sukroz kullanılmıĢtır. ÇalıĢmamızda kullanmıĢ olduğumuz %5‘lik sukroz dondurma 

öncesi KLN büyüklüğünde 1,53 oranında artıĢ meydana getirmiĢtir. Naguib ve ark. 

(2014) yumurta PC kullandıkları KLN yapısında mannitolü penetrasyon arttırıcı 

olarak kullanmıĢlardır (Naguib et al., 2014). Kumar ve ark. (2016) %10‘luk 

mannitol ile KLN kurutmuĢlardır. 30 
o
C de 6 aylık stabilite çalıĢmaları sonucunda 

baĢlangıca göre partikül büyüklüğü ve PDI değerinde istatiksel olarak artıĢ 

meydana gelmediğini ve mannitolun en iyi kriyoprotektan olduğunu çalıĢma 

sonucunda belirtmiĢlerdir. Alihosseine ve ark. (2015) kolesterol kullanarak 

hazırladıkları KLN yapısında en az büyüme ve agregasyonu % 5‘lik mannitol ile 

yapılan kurutma iĢleminde bulmuĢlardır.  

ICH protokolleri gereği mannitol ile kurutulan nanopartiküllerin bölüm 

3.10.1‘ de belirtildiği Ģekilde stabilite çalıĢmaları sonucunda 0. aya göre 3. ve 9. 

ayda 4 ve 25 
0
C sıcaklıklarda partikül boyutunda artıĢ meydana gelmiĢtir. 3.ay 40 

0
C sıcaklıkta ise agregatlaĢmadan dolayı partikül boyutu 1184 nm olarak 

ölçülmüĢtür (Çizelge 4.2). del Pozo- Rodriquez ve ark.‘da (2009) trehaloz Ģekeri 
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kullandıkları stabilite çalıĢmalarında 40 
o
C sıcaklıkta KLN yapılarını 

ölçememiĢlerdir. LC-MS/MS analizi ile 9. ayın sonunda ortama salınan PEP3 

miktarı ölçümlenmiĢtir. 0. aya göre 9.ay 4 
0
C sıcaklıkta ortama salınan PEP3 

miktarı 0,8 ppm, 25 
o
C da ise 1,4 ppm olarak ölçülmüĢtür. Date ve ark. (2010), 12 

ay boyunca yapmıĢ oldukları stabilite çalıĢmasında, nanopartikül boyutunda 

baĢlangıç ayına göre istatiksel olarak artıĢ gözlenmemiĢtir. Etken madde içeriğinin 

ise %90 oranında korunduğunu tespit etmiĢlerdir. Howard ve ark. (2012) 25 
0
C de 

sulu disperse sistemlerde yapmıĢ oldukları çalıĢmada KLN yapısının stabil 

olmadığını ve etken madde kaybı olduğunu gözlemlemiĢlerdir. 4 °C'de saklanan 

liyofilize KLN'ler, tutarlı bir parçacık boyutu sergilemiĢ ve % 20'lik ilaç kaybı 

göstermiĢtir. Graverini ve ark. (2018) oluĢturmuĢ oldukları KLN yapısının 1. ayda 4 

o
C ve 25 

0
C de fiziksel ve kimyasal stabilitesini koruduğunu belirtmiĢlerdir. 

OluĢturmuĢ olduğumuz KLN yapısı her ne kadar 0. aya göre büyüme gösterse de 

ortama salınan PEP3 miktarı açısından stabilitesinin ve yapısının korunduğunu 

göstermektedir. 

In vitro difüzyon çalıĢmaları ve in vivo klinik etkinlik çalıĢmalar için peptit 

yüklü KLN‘ler mannitol ile kurutulduktan sonra jel yapıda formulize edilmiĢtir. 

Ġlaç ve kozmetik endüstrisinde kullanılan jel yapıcı maddelerin saf olmaları, 

formülasyondaki etkin maddeler ve yardımcı maddelerle geçimli olmaları, düĢük 

konsantrasyonda kullanılmaları, ekonomik açıdan uygun, kolay temin edilebilir 

olmaları ve reolojik açıdan stabil olmalarından dolayı genellikte KLN içeren 

formülasyonlarda kullanılmaktadır. 

In vitro transdermal salınım çalıĢmaları için kullanılan membran, 

polietersulfon ve polyoefin olmak üzere iki tabaka içeren ve hayvansal olmayan, 

sentetik ve dermatolojik çalıĢmalarda kullanılabilmesi açısından uygun bir 

modeldir. Ġnsan derisine yakın korelasyon göstermektedir (Uchida et al., 2016). In 

vitro transdermal çalıĢmalar için mebrandan geçen peptit miktarı 0. saate göre 24 

saat boyunca artıĢ göstermiĢtir. 2. saatte kümülatif akıĢ cm
2
 baĢına 8,5 ppm olarak 

bulunurken, 24 saatte geçen PEP3 miktarı cm
2
 baĢına 30,58 ppm olarak 

bulunmuĢtur (ġekil 4.35). Zhang ve ark. (2014) domuz kulak derisi ile yaptıkları 

emilim çalıĢmalarında hidrofilik karakterde olan tetrapeptit-3 ve asetil heksapeptit-

3 peptitlerinin zamana bağlı olarak transdermal salınımlarının arttığını 
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bulmuĢlardır. Strat M membranın hidrofilik ve lipofilik maddeleri geçirmesi insan 

ve rat derileri ile yakın korelasyon göstermesi, bulunabilir ve ucuz olması salınım 

çalıĢmaları için tercih edilir hale gelmiĢtir (Haq et al., 2018; Uchida et al., 2016). 

OluĢturmuĢ olduğumuz KLN‘nin partikül büyüklüğünün 200 nm den az olmasının 

sonucu olarak membrandan geçiĢi hızlı bir Ģekilde olmuĢtur. Dawgul ve ark. (2017) 

antimikrobiyal peptit salınım çalıĢmalarında da Strat M membran kullanmıĢlardır 

(Dawgul et al., 2017). 

GeliĢen ve Yeni Tanımlanan Sağlık Riskleri Bilimsel Komitesinin 

(SCENIHR, 2007) görüĢleri, nanoteknoloji ürünlerinin olası olumsuz sağlık ve 

çevresel etkilerini değerlendirmek için mevcut risk değerlendirme yöntemlerini ele 

almaktadır. Bu amaçla in vitro Ģartlarda PEP3 yüklü KLN‘nin toksikolojik yapısını 

belirlemek için belirtilen testlerden fototoksisite testi, bakteriyel geri mutasyon 

ames testi ve epiderm deri korozyon testi yapılmıĢtır. 

PEP3 yüklü KLN sekiz farklı konsantrasyonda 3T3 hücrelerine 24 saat 

boyunca uygulanarak UVA ıĢığının varlığında ve yokluğunda nötral red boyasının 

hücresel alımına bağlı olarak ölçülen optik yoğunluk değerleri kullanılarak EC 50 

değerleri belirlenmiĢtir. PIF değeri 2,31 olarak bulunmuĢtur. OECD test 

kılavuzlarına göre PIF değerinin 5 den küçük olmasından dolayı PEP3 yüklü KLN 

yapısının fototoksik olmadığı sonucuna varılmaktadır. Bazı güneĢ filtreleri foto 

toksik potansiyeli olabilir (Kim et al., 2018). Sonucunda da hücresel bazlı olarak 

oksidatif stresi arttırmaktadır (Hossy et al., 2017). Fototoksisiteye bağlı olarak 

meydana gelen fotogenotoksite, DNA hasarını ve fotoantijen miktarını 

arttırmaktadır (Onoue et al., 2017). KLN partiküllerin cilt yüzeyinde UV bloker 

(Wissing and Muller, 2001) olarak görev yapmasından dolayı, fotoaktiviteye bağlı 

olarak sito-toksikolojik reaksiyonlar geliĢebilir. Bu yüzden KLN içeren kozmetik 

formülasyonların bu testi yaptırması gerekmektedir. Youssef ve ark. (2012) 

hiperisin yüklü katı lipid partiküllerin, hiperisinin fototoksik etkisini azalttığı 

bildirilmiĢtir (Youssef et al., 2012). 

PEP3 yüklü KLN yapısının meydana getirdiği veya getireceği mutasyonları 

hücre düzeyinde belirlenmesi amacıyla ames testi kullanılmıĢtır. TA100 ile yapılan 

deney sonuçları değerlendirildiğinde, S9‘suz ortamda tüm çalıĢma 
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konsantrasyonların da revertant koloni sayıları 15 kuyucuktan az bulunmuĢtur 

(Çizelge 4.5). Kit yöntemine göre, PEP3 yüklü KLN‘nin mutajenik etkiye sahip 

olmadığı tespit edilmiĢtir. Literatür taramalarında çinko oksit, titanyum oksit ve 

silika içeren nanopartiküllerin mutajenik etkilerine in vitro ve in vivo ortamlarda 

bakılmıĢtır (Kwon et al, 2014). 

Epiderm yapay deri modeli ile yapılan cilt korozyon testinde; PEP3 yüklü 

KLN bileĢiğinin 3.dakikanın sonunda negatif kontrole göre % 50 oranında hücre 

ölümüne neden olmadığı ve 1. saatin sonunda % 15 den fazla hücre canlılığı olduğu 

için cilt korozyunu (non-corrosive) yapmadığı sonucuna varılmıĢtır (ġekil 4.37). 

KLN içeren formülasyonların korozyon testlerinin yapıldığı çalıĢmalar mevcuttur 

(Choi et al., 2014; Padois et al., 2011). 100µg/ml konsantrasyonda PEP3 yüklü 

KLN nin sitotoksik etki göstermemesi ile aynı deney prensibine dayanan korozyon 

testi sonucunda hücresel ölümlerin % 50 de az olması deneyler arasına ki 

korelasyonu göstermektedir. In vitro düzeyde gerçekleĢtirmiĢ olduğumuz yukarıda 

bahsedilen toksikolojik testler açısından ürünümüz dermato-toksikolojik açıdan 

güvenilir bir ürün olduğunu göstermektedir. Kozmetik ürün formülasyonlarında 

kullanılan bileĢenlerin toksisitesi ve ürünlerin sağlığına zara vermeyeceğine dair 

güvence, günümüz tüketim toplumu için önem arz etmektedir. 

In vivo etkinlik testleri yapılan PEP3 yüklü KLN formülasyonun herhangi bir 

irritasyona neden olmadığı görülmüĢtür (Bkz. Ek1). Bu sonuç yapay deri modeli ile 

yapmıĢ olduğumuz cilt korozyon ve fototoksisite testi sonuçlarını destekler 

niteliktedir (Jirova et al., 2010). ġekil 4.37 de gösterildiği gibi nanomateryallerin 

güvenliği açısından PEP3 yüklü KLN yapısının nanotoksik olmadığı sonucuna 

varılmaktadır.  

Cilt elastikiyet testinde %1 oranında PEP3 yüklü KLN+ mannitol içeren F1 

formülasyonun, kullanım öncesine göre % 9,92 oranında elastikiyeti arttırdığı 

bulunmuĢtur (Bkz. Ek 2). In vitro deneylerimizi destekler nitelikte PEP3 yapısının 

inhibisyona bağlı olarak kollajen I, IV elastin ve fibronektin miktarlarında meydana 

getirdiği artıĢ, F1 formülasyonu içerinde 10 ug/ml konsantrasyona karĢılık gelen 

PEP3‘ün 28 günlük kullanım sonrası elastikiyeti arttırması olumlu bir sonuçtur. 

Elastikiyet kaybına neden olan kollajen ve elastin proteinlerine ek olarak ESM de 
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bulunan hyalüronik asit dolgu materyalinin de formülasyonlarda bulunması gerekir. 

Hyalüronik asit, kollajen ve elastin proteinlerinin bir arada tutunması açısından 

önem arz etmektedir (Jegasothy et al., 2014). Elastikiyet için vitamin C ve B önemli 

bir kofaktördür (Pullar et al., 2017). Bu açıdan bakıldığı zaman, F1 

formülasyonumuzun baĢarılı bir sonuç verdiği düĢünülebilir. 10 ug/ml 

konsantrasyonda PEP3 formülasyonu düĢünmemizin sebebi in vitro deneylerde 

göstermiĢ olduğu etkinliğe göre düĢünülmüĢtür. Ticari olarak satıĢa sunulan 

tripeptit-10 sitrulinin, 40 ppm içeren formülasyonu 22 gönüllü üzerinde 28 gün 

kullanım sonrası plaseboya karĢı cilt esnekliğinde %54 oranında artıĢ gözlenmiĢtir 

(Puig et al.,2008). 

F1 formülasyonu,10 gönüllü üzerinde 28 gün günde 2 kez denenmiĢtir. 

Kullanım öncesine göre % 18,17 oranında cilt kırıĢıklığını azalttığı bulunmuĢtur 

(Bkz. Ek 2). In vitro deneylerimiz destekler nitelikte olan sonuçlarımız, kollajen I, 

IV, elastin ve fibronektin proteinlerini artıĢını, in vivo denemelerde de kırıĢıklık 

azalıĢı olarak gözlemlemekteyiz.  

Ticari anlamda örnek olması açısından; Matriksil
TM

 ticari adı ile piyasaya 

sürülen Pal-Lys-Thr-Thr-Lys-Ser dizilimi peptit yapısı kollajen I, IV, fibronektin ve 

glikozaminoglikanların sentezini arttırmaktadır. 6 ppm peptit konsantrasyonu içeren 

formulasyonun 23 gönüllü üzerinde denenmesinde sonra baĢlangıca göre 2. ay 

sonunda kırıĢıklık derinliğinde % 21,8 azalma, elastikiyette ise % 5,5 artıĢ meydana 

gelmiĢtir (Matrixyl 3000).  

Asetil octapeptit-3 ürünün % 10 içeren krem formülasyonun 10 gönüllü 

üzerinde 28 gün kullanılmasıyla anti aging test sonucunda baĢlangıca göre % 35 

oranında cilt kırıĢıklıklarında azalma meydana gelmiĢtir (Lipotec,2008). 

Bu veriler ıĢığında tezimizden elde edilen Dervatyl
TM 

 marka ürünün yenilikci 

yönünü Ģu Ģekilde belirtebiliriz; 

1) Ticari anlamda piyasada sunum ve arzı yapılan çok sayıda peptit kaynaklı 

ürün bulunmaktadır. Genellikle kendi içlerinde, farklı kategorilerde etkinlikleri 

çalıĢılmıĢtır. Bu ürünleri incelediğimiz zaman ESM içerisinde bulunan proteinlerin 
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arttırmaya yönelik etken maddelerin tasarlandığını ve geliĢtirildiğini görmekteyiz. 

MMP inhibisyonu üzerine tasarlanan peptit yapılarının sınırlı sayıda olduğunu ve 

MMP-12 için inhibitör peptit kullanan ticari ürünlerin olmadığını görmekteyiz. 

Peptit kullanımın gelecekte cilt bakımında çok güçlü bir ajan olarak kullanılacak 

olmasından dolayı ürünümüz teknolojik dıĢa bağımlılığımızı azaltması ve rekabet 

gücümüzü arttırması açısından önemlidir.  

2) Dervatyl marka ürünümüz ürün stratejisi açısından yenilik sunmaktadır. 

PEP3‘ün KLN sistemi ile kapsüllenmesi, ürünümüzün teknolojik farkındalığını 

ortaya koymakta ve ―kritik faydayı sağlayan teknolojiyi‖ sunması açısından avantaj 

oluĢturmaktadır.  

3) Ürünümüzün biyoteknolojik yöntemlerle üretilmiĢ ve yüksek güvenirlik 

düzeyine sahip etken madde olması, insan sağlığı ve yaĢam kalitesini arttırmada 

yardımcı etkisi olacaktır. 

4) Ülkemizin ―teknolojik geliĢmiĢlik indeksinin"nin yükselmesine ve küresel 

alanda ülkemizin marka değerinin artmasına olanak sağlamasına ve kozmetik 

konusunda vizyonunun olmasına neden olacaktır. 

Dervatyl
TM

 ürününün tüm paydaĢ ve potansiyel kullanıcıların 

faydalanabileceği ulusal kazanım ve olası çıktılarını aĢağıda tabloda açıklandığı 

Ģekilde sıralayabiliriz. 

 

 

 

 

 



100 

 

 

 

 

 

 

Tezin ulusal kazanım ve çıktıları  
İlgili 

Sektör/Kurum/Kuruluş 

 

INCI (Uluslararası kozmetik etken madde adlandırma sistemine) veri 

tabanına kaydı gerçekleĢecektir. Görsel proje tanıtım katalogu 

hazırlanarak, her yıl düzenlenen Kimya Arge Proje pazarı ve Türkiye 

Ġnovasyon Haftası etkinliklerinde giriĢimci ve yatırımcılarla ürünümüz 

buluĢturulacaktır. 

Kozmetik hammadde geliĢtiren firmaların katıldığı bir arge fuarı olan ―In 

cosmetics‖ (http://www.in-cosmetics.com) fuarlarında, fuarın Innovation 

Zone bölümünde sergilenecektir. 

 

Kozmetik sektörü  

Kimyagerler Derneği ve Türk Dermatoloji Derneği tarafından düzenlenen 

ulusal ve uluslararası kongrelerde sözlü bildiri Ģeklinde sunum yapılması 

planlanmaktadır 
Kozmetik sektörü 

Proje Tanıtım Toplantıların düzenlenmesi 

ĠKMİB (Ġstanbul Kimyevi Maddeler ve Mamulleri Ġhracatçıları 

Birliği)kozmetik tanıtım grubu 
Kozmetik sektörü 

 

Dermokozmetik preperatlarda (krem ve losyon) yaĢlanma karĢıtı kremler 

ve losyonlarda,lipit nanopartikül yapısından dolayı  UV bloker olarak 

güneĢ kremlerinde, 

 

KullanmıĢ olduğumuz nanopartikül yapısında bulunan seramid 

bileĢiğinden dolayı, nemlendirici kremlerde etken madde olarak 

kullanılabilir. 

 

Kozmetik sektörü 

 

Peptitlerin mikro iğne tekniği ile deri altı enjeksiyonunu içeren çalıĢmalar 

mevcuttur.  

Medikal estetik sektörü 

 

UV bloker ve nemlendirici özelliğe sahip olmasından dolayı atopik 

dermatit tedavisinde kullanılabilir.  

 

Ġlaç sektörü (dermatoloji) 

 

Tezimizin sonuçlarından biri de ilaç öncüllerinin elde edilmesine olanak 

sağlamasıdır. Özellikle UV bağlı cilt kanserlerinde engelleyici ajan olarak 

kullanılabilir. 

 

Ġlaç sektörü (kanser) 

http://www.in-cosmetics.com/
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