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OZET

Spirulina platensis KATKILI CILT KREMLERININ
GELIiSTiRILMESi VE HUCRE KULTURLERI UZERINDE
ETKILERININ INCELENMESI

GUNES, Suna Seda

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Meltem CONK DALAY

Haziran 2009, 96 sayfa

Bu calismada, cilt kremi olarak gelistirilecek Spirulina platensis
ham ekstrakt katkili cilt kremlerinin hiicre kiltiirleri tizerinde in vitro

olarak sitotoksik, genotoksik ve yara iyilesmesi caligmalar1 yapilmistir.

Mikroalgler ve mavi-yesil algler, ¢cok eski yillardan beri terapotik
amaclh kullanilmaktadir. Mikroalgler, yararli terapotik ajan, etken madde
olarak kullanilabilecek biyolojik aktiviteye sahip bir¢ok yeni bilesigin
onemli iireticilerindendir. Spirulina, Chlorella gibi mikroalgler, protein,
karbonhidrat, gama linolenik asit, yag asidi, karotenoidler, vitamin B1 ve
B2 gibi bircok biyoaktif bileseni biinyesinde barindirmaktadir. Ayrica
bazi mikroalgler, icerdikleri omega-3 ve omega-6 yag asitleri,
karotenoidler, tokoferol, fikosiyanin ve fenolik bilesikler nedeniyle
antioksidan 6zellik gostermektedir. Bunlara baglh olarak bir¢ok mikroalg

ve mavi-yesil alg farmasotik ozellikleri ve olumlu etkileri nedeniyle



kozmetik sektoriinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikroalgal ve

siyanobakteriyel ekstraktlar cilt bakim iiriinlerinde kullanilmaktadir.

Bu calismada Spirulina platensis’in laboratuvar kosullarinda
kontrollii olarak iiretimi saglandiktan sonra ham ekstrakti elde edilmistir.
Krem formulasyonuna ilave edilecek olan optimum ham ekstrakt oranini
bulmak ic¢in farkli ham ekstrakt oranlariyla bir seri 6n deneme
yapilmigtir. Daha sonra belirlenen farkli oranlar gelistirilen cilt kreminin
formulasyonuna ilave edilmis ve in vitro sitotoksisite, genotoksisite ve

yara iyilesmesi testleri yapilmustir.

In vitro kosullarda hem sitotoksisite, proliferasyon ve yara
iyilesmesi hem de genotoksisite denemelerinde en iyi sonug, % 1.125

oraninda Spirulina platensis ham ekstrakt iceren kremde elde edilmistir.

Anahtar  sozciikler:  Spirulina platensis, kozmetik, fikosiyanin,
sitotoksisite, genotoksisite
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF SKIN CREAMS INCLUDING Spirulina
platensis EXTRACTS AND INVESTIGATION OF THEIR
EFFECTS ON IN VITRO CELL CULTURE

GUNES, Suna Seda
MSc in Bioengineering Department
Supervisor: Prof. Dr. Meltem CONK DALAY
June 2009, 96 pages

In this study, in vitro cytotoxic, wound healing and genotoxic
investigations of skin creams including Spirulina platensis crude extract

on animal cell culture were performed.

Microalgae have been used for agelong due to their therapeutic
value. Microalgae are important producers of new compounds which
have biological activity for using as therapeutic agent. Microalgae such
as Spirulina, Chlorella contain many bioactive ingredients such as
proteins, carbonhydrates, carotenoids, vitamins, gamma linolenic acids.
Additionally some of them have antioxidant properties due to omega-3
and omega-6 fatty acids, carotenoids, tocopherol, phycocyanin and
phenolic compounds. Thus, many microalgae have pharmaceutical
properties and positive effects on skin are used in cosmetic industry.
Microalgal and cyanobacterial extracts are mainly used in skin-care

products.



After production of Spirulina platensis in controlled laboratory
conditions, crude extracts of Spirulina platensis were obtained. Different
crude extract dilutions were studied to determine the optimum crude
extract ratio will be added in cream formulation. These optimum
dilutions were added to skin cream formulation and cytotocity, wound

healing and genotoxicity studies were carried out.

In in vitro conditions the best result was obtained in skin cream
including % 1.125 Spiruliina platensis crude extract either cytotoxicity,

proliferation and wound healing or genotoxicity assays.

Key words: Spirulina platensis, cosmetics, phycocyanin, cytotoxicity,

genotoxicity
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TESEKKUR

Tez caligmam siiresince bana destek olan, yardimlarini
esirgemeyen ve c¢alismalarimin her asamasinda beni yonlendirip fikir ve
tecriibelerini aktaran degerli hocam Saymn Prof. Dr. Meltem CONK
DALAY’a, yine ¢alismalarim boyunca degerli bilgi ve fikirleriyle bana
yol gosteren degerli hocam Prof. Dr. Ismet DELILOGLU GURHAN’a,
istatistiki degerlendirmelerim sirasinda yol gosteren hocam Dog. Dr. Nuri
AZBAR, Tuba KESKIN ve 6rneklerimin immunhistokimya
degerlendirmelerini gerceklestiren Do¢. Dr. Seda VATANSEVER’e
tesekkiirlerimi sunarim. “000189.STZ.2007-2” nolu San-Tez projesi ile
tezimi hayata gecirmemi saglayan, destek ve katkilarindan dolayr T.C.
Sanayi Bakanligi ve DALAN KIMYA A.S.’ye tesekkiirlerimi sunarim.
Laboratuvarda  beraber  calisu@im  sevgili  arkadasim  Sedef
TAMBURACI’'ya tesekkiir ederim. Hayvan Hiicre Kiiltiirii
Laboratuvari’ndaki denemelerim sirasinda birlikte calistigim ve destek

aldigim arkadaslarima tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans ve tez ¢alismalarim sirasinda bana her tiirlii manevi
destegi veren Caglar ERCAN, Ahenk ELBIRLER ve Seden GUNES’e
tesekkiir ederim. Su an yanimizda olmasa da hayatimda her zaman ayr1
bir yeri olan teyzemin manevi anisina da saygilarimi sunarim. Ve tabi ki
beni bugiinlere getiren, maddi ve manevi her yonden bana hayatim
boyunca destek olan, benden ilgi, sevgi, sefkat ve hosgoriilerini hicbir

zaman esirgemeyen canim aileme tesekkiir ederim.

Iyiki varsiniz....
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1. GIRiS

Son yillarda insan sagligina olumsuz herhangi bir etkisi olmayan,
biyouyumlu, biyobozunur, cevreci katki maddelerine kars1 6zel bir ilgi
olusmustur. Biyoteknolojinin de hizla gelismesi ve hayatimiza girmesiyle
birlikte yeni iiriinler ve yeni teknolojiler hizla gelistirilmektedir. Bunlara
bagh olarak da gida, kozmetik, ila¢ iiretimi gibi bir¢ok alanda sentetik

iiriin ve tiretimler yerine biyolojik iiriinlere yonelim vardir.

Diinya genelinde 30,000’in iizerinde mikroalg cesidi oldugu
ongoriilmektedir. Su ana kadar bunlardan sadece bir kac¢ yiiz tanesi
akademik olarak calisilmis ve bunlarin da sadece bir kag¢ tanesine ticari
anlamda 1ilgi gosterilmistir. Bu da demektir ki mikroalg sektorii,

girisimcilerine biiyiik kazang ve olanaklar vaat etmektedir.

Mikroalgler ve mavi-yesil algler, son yillarda yiiksek besin
degerleri, pigment, vitamin gibi degerli kimyasallar1 ve biyoaktif
bilesenleri, yiiksek biiylime hizlart nedeniyle giderek Onem
kazanmaktadirlar.

Mikroalgler, gida, yem, akuakiiltiir, tarim, tip, eczacilik ve

kozmetik iiriinlerinde katki maddesi olarak kullanilmaktadir.

Deniz algleri ve kullanim olanaklar iizerindeki calismalar ¢ok
uzun yillardan beri yapilmaktadir. M.O. 2700 yillarinda Kral Shen Nung,
algleri ilk kullanan kisi olarak bilinmektedir. Alglerden ilk olarak
kozmetik sanayinde renk maddesi olarak, Roma Imparatorlugu’nda Virjil
ve Heros zamaninda yararlanilmistir (Kaba vd., 2006). Gecmiste
Romalilar ve Misirhilar tarafindan kozmetik amacgli, Uzak Dogu
ilkelerinde gida ve Avrupa iilkelerinde giibre olarak kullanildigi

bilinmektedir.



Spirulina’nmin, Texcoco golii kiyisinda yasayan Aztekler
tarafindan tiiketildigine iliskin en eski kaynak 1524 yilina dayanmaktadir.
Ayrica Cad golii kiyisinda yasayan Kanembu Kabilesi yerlileri de bu
besini c¢ok eski c¢aglardan beri tanimakta ve yiyecek olarak
tilkketmektedirler. Ayrica Aztekli kadinlar Spirulina’yr ciltlerine siirerek
daha parlak ve saglikli ciltlere kavugsmuslardir. Ancak, ticari kiiltiirlerinin
yapilmast ve bilimsel alandaki c¢alismalarin baglamasi; {iriiniin 1963
yilinda Fransiz Petrol Arastirma Enstitiisii tarafindan ortaya c¢ikarilarak,
% 60-70 oraninda protein iceren Spirulina algi laboratuvar kosullarinda

tiretmeleriyle olmustur.

Kozmetik sektoriinde her giin gelistirilen onlarca alternatif {iriin
olmasina ragmen biyolojik iiriinlere olan ilgi her gecen giin artmaktadir.
Son yillarda algler giizellik enstitiileri tarafindan Tiirkiye’de oldukca
yaygin olarak kullanilmakta ve alg katkili kozmetik {iiriinlerinin ¢esidi

artmaktadir.

Ulkemizde iiretimi yapilmakta olan Spirulina, kozmetik
sanayinde oOnemli bir katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Bu
caligmayla birlikte hem katma degeri olan yerli ve dogal bir {iriiniin
gelistirilmesi hem de {iniversite-sanayi isbirliginin  kurulmasi

saglanacaktir.

Bu calismanin amaci, Spirulina katkili iiriinlerin Tiirkiye’de
uygulamalarina genel bir alt yap1 olusturmak ve Spirulina katkili cilt
kremininin biyouyumlulugunu hiicre kiiltiirlerinde in vitro olarak

arastirmaktir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Mikroalglerin Kullanim Alanlari

Mikroalgler, Okaryotik protistalar1 ve prokaryotik mavi-yesil
algleri kapsayan olduk¢a genis tek hiicreli organizmalar grubudur.
Mikroalgler, genis bir c¢evresel yayilima sahiptir: ofotik (1s1k alan
bolgeler) sucul bolgelerde yaygin olmakla birlikte tropikal mercan
kayaliklarindan kutup bolgelerine kadar genis aralikta ekstrem
habitatlarda da bulunmaktadirlar ve diinyanin fotosentetik aktivitesinin
hemen hemen yarisina katkida bulunmaktadirlar. Ayrica diinya
biyomasinin % 70’inden fazlasi icin besin zincirinin temelini
olusturmaktadirlar. Mikroalgler, cevresel ve biyoteknolojik olarak

olduk¢a 6nemli ve degerli kaynaklardir (Day et al., 1999).

Mikroalgler, yiizyillardir insanlar tarafindan kullanilmaktadir.
Ozellikle Spirulina, Nostoc ve Aphanizamenon gibi tiitleri de kapsayan
yenilebilir mavi-yesil algler binlerce yildir kullanilmaktadir. Bununla
birlikte mikroalglerin kiiltivasyonu ¢ok daha yenidir (Spolaore et al.,
2006). Ticari olarak iiretilen mikroalgler, cizelge 2.1 ve 2.2’de de

goriildiigii gibi cok farkli uygulama alanlarina sahiptirler.



Cizelge 2.1. Ticari olarak iiretilen mikroalglerin uygulama alanlari
(Becker, 1995).

I Gada Cu:ul_-c vE }'eti;:]r.uﬂe:rde besin vetersizhifme (eksklifine) karm
' Protemn destedl
1 Yem 3-1:].'12 Te ]r.m.)m et i;*in.be:]e:Eu !‘J.H]r":.'.]!lil.'l.'liili.: ':la]f.k Ve
' kabuklularm beslenmesinde protein vitanun destef
1 gﬁilﬂﬁ Szghkh besin urimlermde alzal bivokitlenin katk: ve destek
' Ur'-.iJJ]e:ri amacryla kullanmm
F-karotemn cilt kanser tedavilermde kullanmn Alzal
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[}, | Dngerlen Biyo gilbre, toprak ditzenleyier, ahk antmn




Cizelge 2.2. Biyoteknolojik uygulamalar1 ve mikroalgler (Pulz and Gross, 2004).

Tiir/Grup Uriin Uygulama Alam1 | Reaktor
Spirulina platensis/ | Fikosiyanin, Saglik, Acik havuz,
Cyanobacteria biyokiitle kozmetik dogal goller
Chlorella vulgaris/ | Biyokiitle Saglik, Acik havuz,
Chlorophyta gida suplementi, | fotobiyoreaktor
kozmetik
Dunaliella salina/ Karotenoidler, | Saglik, Acik havuz
Chlorophyta B-karoten gida suplementi,
yem sanayii
Haematococcus Karotenoidler, | Saghkl gida, Acik havuz,
pluvialis/ astaksantin farmasotikler, fotobiyoreaktor
Chlorophyta yem katkisi
Odontella aurita/ Yag asitleri Farmasotikler, Acik havuz
Bacillariophyta kozmetik,
bebek mamalari
Porphyridium Polisakkaritler | Farmasotikler, Tiibiiler
cruentum/ kozmetik, fotobiyoreaktor
Rhodophyta beslenme
Isochrysis galbana/ | Yag asitleri Hayvan yemi Acik havuz
Chlorophyta
Phaedactylum Lipit, Beslenme, Acik havuz
tricornutum/ yag asitleri yakit iiretimi
Bacillariophyta
Lyngbya majusculea/ | Immun Beslenme,
Cyanobacteria diizenleyiciler | farmasotikler

Mikroalgler, klasik gida preparasyonlarinin besinsel igeriklerini

arttirabilmektedir.

Bu nedenle

insan ve hayvan

saghigim  pozitif

etkilemektedir. Bu etki, mikroalglerin biyokimyasal kompozisyonundan

kaynaklanmaktadir (Spolaore et al., 2006).




Cesitli mikroalg tiirlerinin yiiksek protein icerigi, protein ve gida
destegi olarak diisiiniilmesinin esas nedenidir. Hemen hemen tiim alglerin
amino asit motifleri, diger gida proteinleri ile uygun olarak kiyaslanabilir.
Hiicreler, tiim amino asitleri sentezleyebildiginden insan ve hayvanlara
gerekli esansiyel amino asitleri saglamaktadir. Karbonhidratlar, nisasta,
glukoz, seker ve diger polisakkaritler seklinde bulunabilmektedir. Algal
hiicrelerin ortalama lipit icerigi % 1-70 oraninda degismektedir.
Mikroalgler ayrica, hemen hemen tiim esansiyel vitaminlerin onemli
kaynagim olusturmaktadir (A, By, B,, Be, B2, C, E, biotin, folik asit ve
pantotenik asit gibi). Vitaminler, algal hiicrelerin besinsel degerlerini
gelistirmektedir fakat bulunduklari miktar, cevresel faktorler, hasat
islemleri ve hiicreleri kurutma metotlarina gore degismektedir (Spolaore
et al., 2000).

Bazi1 mikroalg ve mavi-yesil algler, biyoaktif bilesenleri nedeniyle
antiinflamatuvar ve antioksidan etki gostermektedir (Sekil 2.1).
Siyanobakteriyel biyoaktif komponentler, antitiimor, antiviral, antibiyotik
gibi farkl1 biyolojik aktivitelere sahiptirler (Sekil 2.2). Immun etkininin
yanisira  mavi-yesil  algler, metabolizmayr  diizenlemekte ve
gelistirmektedirler. Microcystis, Anabaena, Nostoc ve Oscillatoria gibi
mavi-yesil algler cok cesitli sekonder metabolitleri tiretmektedir (Singh
et al., 2005).

Diger i lkloidler

Lrpadler
Lynann asitler
Esterler

Pirol gruplan
Inlakrolitler
Vag asitlen

Indol gruplan
Laktonlar

Lipopeptitler

Sekil 2.1. Mavi-yesil alglerden elde edilen degerli kimyasal ve biyoaktif maddeler
(Singh et al., 2005).
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Sekil 2.2. Mavi-yesil alglerden elde edilen bilesiklerin biyolojik aktiviteleri (Singh et
al., 2005).

Yaklasik olarak, makroalgleri de iceren 500 alg tiirii, insan gida
veya iirlinlerinde kullanilmaktadir. 160 civarinda tiir de ticari olarak
onemli kabul edilmektedir. Pratik bir bakis acis1 olarak, algal bir gida
iiriinii i¢in biyokiitlenin iiretilmesi en kolay yaklasimlardan biridir (Day
et al., 1999).

Mikroalgler, klorofil, karotenoidler ve fikobiliproteinler agisindan
da oldukca zengindirler. Bu biyoaktif molekiiller, oldukca genis
uygulama alanlarina sahiptirler (Spolaore et al., 2006). Mavi-yesil algler
onemli  miktarlarda  karotenoid  (B-karoten, likopen, lutein)
icermektedirler. Bu karotenoidler, antioksidan etkinin yanisira
antiinflamatuar aktiviteye de sahiptirler. Mavi-yesil alglerin bu
antiinflamatuar ~ aktivitesi,  Ozellikle  fikosiyanin = pigmentinden
kaynaklanmaktadir (Singh et al., 2005).

Mavi-yesil alglerden elde edilen fikobiliproteinler, bir¢ok
uygulama alani olmasi nedeniyle ticari anlamda giderek Onem
kazanmaktadir. Bu molekiillerin birincil uygulama alani, dogal boya
olarak kullanilmalaridir. Fakat insan sagligim1 destekleyici ozellikleri ve
genis aralikta farmasotik uygulamalar {izerine birgok ¢alisma mevcuttur.
Fikosiyanin, dogal gida pigmenti olarak sentetik pigmentler yerini

almaktadir. Sakizlarda, iceceklerde, giinliik iiriin ve ruj, far gibi kozmetik



iriinlerde renklendirici olarak kullanilmaktadir. Ayrica fikobiliproteinler,
klinik ve immunolojik arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadirlar
(Sekar and Chandramohan, 2007).

Mikroalgler, tablet, kapsiil ve s1vi olmak iizere degisik formlarda
marketlerde yerini almistir. Cesitli biyokimyasal 6zellikleri nedeniyle
mikroalgler, besin destegi veya dogal gida renklendiricisi olarak
kullanilmaktadirlar. Ticari uygulamalar 4 tiir izerinde yogunlasmaktadir:
Spirulina (Arthrospira), Chlorella, Dunaliella salina ve Aphanizamenon
(Spolaore et al., 2006).

Hayvan yem katkisi;

Mikroalgler, insan beslenmesindeki kullaniminin yani sira balik
kiiltiiriinden (akuakiiltiir) evcil ve ciftlik hayvanlarina kadar genis
cesitlilikte hayvan yemlerine ilave edilebilmektedir. Hatta diinya
genelinde bugiinkii algal {iretimin % 30’u hayvan yemi uygulamalar1 i¢in
ve Spirulina iretiminin de % 50’nin iizerindeki miktar1 besin destegi
olarak satilmakta ve kullanilmaktadir (Chopra and Bishnoi, 2008).

Mikroalgler, larva beslenmesinde kisa bir donem igin,
yumusakcalar ve karidesler tarafindan dogrudan tiiketilmekte veya kiiciik
balik larvalarin1 beslemek icin gida destegi olarak dogrudan
kullanilmaktadirlar. En c¢ok kullanilan tiirler; Chlorella, Tetraselmis,
Isochrysis, Pavlova, Phaeodactylum, Nannochloropsis, Chaetoceros,
Skeletonema ve Thalassiosira cinslerine ait bazi tiirlerdir (Spolaore et al.,
2000).

Mikroalgler, biyogiibre olarak kullanilmaktadirlar. Alg talluslari,
toprakta uzun zaman kaldiginda kolayca parcalanarak bol miktarda azot
ve kalsiyum aciga c¢ikarir. Hindistan’da mavi-yesil algler s1g toprak

havuzlarda yetistirilir ve su buharlastiginda kurumus olan algler



biyogiibre olarak satilir. Bu dogal azot kaynagi, kimyasal giibrelere
oranla daha ekonomiktir. Biyolojik azotun kullanimi inorganik azottan
daha yararhdir. Gerekli azotu daha cok karsilamasindan bagska, bitki
gelisimini arttirirken, karbon bilesiklerinin ve diger nutrientlerin serbest
birakilmasini saglar (Ahsan et al., 2008).

Protein icerigi, mikroalglerin besinsel degerinin belirlenmesindeki
en biiyiik faktordiir. Bunun yanisira doymamis yag asitleri (EPA, AA,
DHA gibi) igerigi biiyiik oneme sahiptir. Gercekten de bazi yag asitleri
bircok sucul hayvanlar i¢in esansiyeldir. Ayrica mikroalgal vitamin
icerigi de dikkate alinmalidir (Spolaore et al., 2006).

Kozmetik uygulamalarinda mikroalgler, katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Bircok kozmetik ve bakim iiriiniiniin formulasyonunda

yerlerini almaktadirlar (Spolaore et al., 2006).

Mikroalglerden, yag asitleri, pigmentler ve kararli izotoplar gibi
yiiksek degerli biyomolekiillerin elde edilmesi de miimkiindiir (Cizelge
2.3) (Spolaore et al., 2006).
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Cizelge 2.3. Mikroalgal iiriinler (Day et al., 1999).

Organizma

Botryococcus braunii

Chlorella

Chlorella
Chlorella

Euglena gracilis

Uriin/Kullanim
Fuel yakit

Kararl izotop
biyokimyasallari
Askorbik asit
Leutin

o- tokoferol

Referans
Murray and
Thompson, 1977
Behrens et al., 1989

Running et al., 1994
Shi ve ark., 1997
Ogbonna et al., 1998

Haematococcus spp. Astaksantin Johnson and An,
1991

Porphyridium Polisakkarit Becker, 1994

Spirulina spp. Fikobiliproteinler Glazer, 1994

Dunaliella spp. - karoten Ben-Amotz and
Avron, 1980

Cesitli -3 yag asitleri Barclay et al., 1994

Cesitli Antikanser aktivitesi Gerwick et al., 1994

Cesitli Antimikrobiyal aktivite | Patterson et al., 1994

Cesitli Hidrojen Benemann, 1990

Cesitli Vitamin Baker, 1981

Mikroalgler, ozellikle havuz ve goletlerin kullanildigr bir¢ok
kirlilik kontrol sisteminde anahtar bilesenlerdir. Bunlar1 iki kategoriye
ayirabiliriz; derinligin 1 metrenin {izerinde oldugu ve alglerle
sinirlandirilmig yiizey sularindan olusan fakiiltatif havuzlar ile genellikle
s1ig ve mekanik karigtirmali olan yiiksek hizli oksidasyon havuzlari
(HROP). HROP olmasi durumunda alglerin énemi yalnizca oksidatif
bakteriler tarafindan kullamilan O;’1 saglamak degildir. Bunlar ayni
zamanda agirlikli olarak karbon asimilasyonlarinin % 50’sini dogrudan
heterotrofik beslenme ile saglayan Euglena, Chlorella, and Scenedesmus

tiirlerini de iceren fakiiltatif heterotroflardir (Day et al., 1999).
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Bu sistemlerde alglerin verimliligi goreceli olarak artar. Bu,
hayvan yemleri icin algal biyokiitle {iretimi ile kombine atik aritan pilot
Olcekli bir prosesin gelisimine yol gosterir. Algler ayrica, c¢ikisinda
dezenfeksiyonu kapsayan atiksu aritiminda ikincil fonksiyonlarin

birkacini gerceklestirirler.

Mikroalg arastirmalarinda in vitro teknolojilerinin gelecekteki
uygulamalari, yararhi iiriinlerin biyolojik kaynagi olarak ve ekolojik
arastirmalarda sahip oldugu roller acisindan iki Onemli alani
kapsayacaktir (Day et al., 1999).

Algal biyoteknoloji i¢in pek ¢ok potansiyel vardir. Gelismeye
devam edecek olan {iiriin alanlari, lipitleri (6zellikle doymamis yag
asitleri), pigmentleri ve biyoaktif bilesenleri icerir. Ek olarak en onemli
yatirim, cikis gazindan karbondikoksiti ve diger kirleticileri gidermek
icin algal teknolojilerin gelisimidir (Japonyada RITE programinda
oldugu gibi). Ancak ekonomik basarinin anahtar1 gelistirilmis verimlilik
olacaktir. Bu da, proses ve iirlin optimizasyonuna ek olarak,
fotobiyoreaktorlerin ve klasik fermantasyon tesislerinin her ikisinin de
gelisimini  gerektirecektir. Fakat henliz asir1  iretici  suslarin
(overproducing strain) genetik manipulasyon, klasik mutanegenesis veya
direkt seleksiyon teknikleri ile seleksiyonu ve gelistirilmesi
gerceklestirilmemistir. Ayrica, modern molekiiler yaklasimlar ({iriin

araliginin artis1 i¢in kullanilabilir (Day et al., 1999).

2.1.1. Spirulina’nin kullanim

Spirulina ilk olarak, 1827°de P.J. Turpin tarafindan izole
edilmistir. 1844’te Wittrock ve Nordstedt, Montevideo’nun civarinda
Spirulina jenneri f. platensis olarak adlandirilan helikal, mavi-yesil bir
mikroalgin bulundugunu bildirmislerdir. Ancak 1852’de Stizenberg ilk
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taksonomik raporu hazirlayarak spiral goriiniimli (Sekil 2.3) morfolojik
yapisindan dolay1 bu genusa Arthrospira adin1 vermistir (Sanchez et al.,
2003).

Spirulina platensis’in taksonomisi:

Domain: Bacteria
Phylum: Cyanobacteria
Class : Cyanophyceae
Order: Oscillatoriales
Family: Oscillatoriaceae
Genera: Spirulina

Species: S.platensis

Sekil 2.3. Spirulina platensis’in tiretimi esnasinda ¢ekilmis mikroskobik goriintiisii

Spirulina platensis, temel morfolojik 6zelligi olan, ¢ok hiicreli
silindirik trikomlarin kendi uzunlugu boyunca heliks bi¢ciminde dizilisi
ile taninan filamentli bir mavi-yesil alg tiiriidiir. Filamentleri tektir, kendi
ekseni etrafinda kayarak hareket eder ve heterosistleri yoktur (Chronakis,
2000). Spirulina platensis, icerdigi yiiksek miktarda protein, pigmentler
ve GLA gibi iirlinler bakimindan 6neme sahip olan bir mavi-yesil alg
tiiriidiir. Bu ozelliklerinden otiirli Spirulina platensis’in bir besin destegi
olarak ticari y1&in kiiltiirleri 1970’lerin sonunda baslamistir (Kili¢ vd.,



13

2006). Spirulina, saglik, gida, yem ve biyokimyasal iiriinler olarak uzun
yillardan beri kullanilmaktadir (Ahsan et al., 2008).

Spirulina, yiiksek miktarlarda proteinle birlikte (kuru agirliginin
% 65’ine varan oranlarda), onemli miktarlarda esansiyel yag asitleri
(GLA gibi), polisakkarit, fikobiliproteinler, karotenoidler, vitamin
(6zellikle B) ve cesitli mineralleri icerdiginden onemli bir gida kaynagi
olusturmaktadir. Spirulina platensis’in biyokimyasal kompozisyonu
cizelge 2.4°de goriildiigii gibi, belirtilmektedir. Ayrica karotenoid/klorofil
orani 0,3 olarak bildirilmektedir (Tornabene et al., 1985).

Cizelge 2.4. S.platensis’in biyokimyasal kompozisyonu (Fox, 1996).

Kompozisyon (%) Kuru Agirhk
Protein 60-71
Karbonhidrat 13-16.5

Lipit 6-7
Mineral 6.4-9

Spirulina  iriinleri, diyetlerde fonksiyonel gida olarak
tiikketilmektedir (Richmond, 2004). Insanlar icin bir besin destegi olarak
kullaniminin yaninda, hayvan yemi olarak akuakiiltirde ve kanath
hayvan endiistrisinde yogun sekilde kullanimi mevcuttur (Kili¢ vd.,
2006).

Spirulina yliksek protein iceriginden dolayr akuakiiltiirde yem
maddesi olarak kullanilmaktadir. Bu 6zelligi ile Spirulina, diger hayvan

orijinli yem maddelerinden daha ekonomiktir.

Mavi-yesil algler klorofilin klorofil-a formuna sahiptirler. Ayrica
hepsinde karakteristik biliprotein pigmentleri olan, fotosentezde

yakalayici pigment olarak fonksiyon gosteren fikobilinler mevcuttur.
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Fikobilinlerin bir sinif1 olan fikosiyaninler ise mavi renklidir ve
klorofil-a ile birlikte bakteriye mavi-yesil rengini verirler. Bazi mavi-
yesil algler ise kirmizi renkli fikobilin olan fikoeritrini iiretirler. Bu
pigmente sahip olan tiirler ise kirmizi ya da kahve renklidir. Mavi-yesil
alglerde goriilen sitoplazmik yapilar arasinda gaz vezikiilleri de bulunur.
Bu 6zellikleri nedeniyle suyun yiizeyine c¢ikabilmektedirler (Madigan et
al., 2000).

Spirulina, C-fikosiyanin ve allofikosiyanin olmak {izere iki
biliprotein icerir. Bu mikroalgin protein fraksiyonunun yaklasik % 20’si,
suda c¢oziinen mavi bir pigment olan fikosiyaninden olusmaktadir
(Cohen, 1997). Bu biliproteinlerin, yiiksek molar absorbans katsayilari,
floresan kuantum verimleri, yliksek fotostabiliteleri nedeniyle flow
sitometrisi icin floresan isaretlemede, yiiksek verimli klinik analizler ve
fikobiliprotein temelli reaktif oksijen tiirleri testlerinde kullanilmaktadir.
Fikobiliproteinlerin yiiksek serbest radikal uzaklastirabilme kapasitesi
antitimor ve antikanser ilaglarinda yararli kilmaktadir. Ayrica, Spirulina
en zengin mikroalgal GLA kaynagidir (Richmond, 2004).

Spirulina’nin mavi-yesil rengi, sahip oldugu iki pigmentten ileri
gelir: fikosiyanin ve klorofil. Bu iki pigment karotenoidler olarak
adlandirilan baska bir grup pigment ile kombinedir. Spirulina’dan
ekstrakte edilen fikosiyanin gida sanayiinde renklendirici, dondurmalarda
boyar madde ve kozmetik endiistrisinde dogal boya olarak
kullanilmaktadir. Fakat bu madde 1s18a duyarli oldugundan agarmasindan

korumak i¢in itina gosterilmelidir.

Karotenoidler ve karotenoproteinler, kabuklularin  ¢esitli
renklerinden sorumludurlar. Astaksantinin kaplan karidesin (Penaeus
monodon) kirmizi rengi ile alakali baskin karotenoid oldugu
gosterilmistir (Ahsan et al., 2008).
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Spirulina platensis pacifica susu oksidatif proses yoluyla
astaksantine doniisen -karoten ve zeaksantini en yiiksek seviyede iceren
dogal kaynaktir. Spirulina’nin P.monodon igin pigment olarak etkinligi
zeaksantin sayesindedir ve zeaksantin 4-ketozeaksantin araciligiyla
astaksantine doniismektedir (Ahsan et al., 2008).

Son 10 yil icinde, arastirmalar Spirulina’nin potansiyel terapotik
etkileri {izerine yogunlasmistir. Preklinik ve klinik caligmalar,
biyokiitlenin, kolesterol ve nefrotoksisitenin azalmasi, cesitli patojenik
viruslarin replikasyonunun inhibisyonu ve immun sistemi giiclendirici
gibi birtakim saglik ve terapétik etkilerini ortaya koymustur. Ornegin,
Spirulina platensis’ten elde edilen siilfatlanmis polisakkaritin, kalsiyum
Spirulinan, Herpes simplex virus tip 1, Influenza A virusu ve HIV-1 gibi
baz1 zarfli viruslerin replikasyonunu inhibe ettigi bulunmustur
(Richmond, 2004).

2.2. Mikroalglerin Kozmetikte Kullanim

Canli organizmalar, farmasotik, saglik ve kozmetik uygulamalar
icin biyolojik aktif maddelerin ana kaynagini olusturmaktadirlar.
Fotosentetik oganizma olan mikroskopik yapidaki mikroalgler terapotik
amach cok eski yillardan beri kullanilmaktadir. Mikroalgler, yararl
terapotik ajan ve etken madde olarak kullanilabilecek biyolojik aktiviteye

sahip bircok yeni bilesigin 6nemli iireticilerindendir.

Mikroalgler, vitamin ve yag asitleri gibi cok sayida biyoaktif
bilesigin kaynagidir ve bir¢ok mikroalg tiirii provitamin A, vitamin B6,
B12, biotin gibi 6nemli vitaminleri sentezlemektedir (Cohen, 1999).
Mikroalgal biyokiitle iiretimi ve bu biyokiitleden farkli iiriinlerin alt akim
islemleri icin ¢cok sayida yeni teknik sistemler gelistirilmistir (Cizelge
2.5) (Pulz and Gross, 2004).
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Cizelge 2.5. Mikroalgal iiriinlerin pazar Ongoriileri (Pulz and Gross,

2004).
Uriin Grubu Uriin Perakende Gelisimi
Satis Degeri
(U.S. $*10°)

Biyokiitle Saglikli gida 1,250-2,500 Biiyliyen
Fonksiyonel 800 Biiyiliyen
gida
Yem katkisi 300 Hizl gelisen
Akuakiiltiir 700 Hizl gelisen
Toprak Gelecek vaad
sartlandirici eden

Renklendirici Astaksantin <150 Baslangic

bilesenler Fikosiyanin >10 Durgun
Fikoeritrin >2 Durgun

Antioksidanlar | - karoten >280 Gelecek vaad

eden
Tokoferol Durgun
Antioksidan 100-150
ekstraktlar
ARA 20 Biiyiiyen
DHA 1,500 Hizl gelisen
PUFA 10
ekstraktlari

Ozel iiriinler Toksinler 1-3
Izotoplar >5

Ozellikle diatomlar, dinoflagellatlar ve Chrysophyta iiyelerinden

bazi mikroalgler, y-linolenik asit, arasidonik asit, eikosapentanoik gibi

doymamis yag asitlerini icermektedir. Bu esansiyel yag asitleri, bir¢ok
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hastaligin tedavisi ve oOnlenmesinde Onemli bir role sahiptir. Ayrica

beslenmede de onemli bir yeri vardir (Cohen, 1999).

Mavi-yesil algler ve mikroalgler yaklasik olarak 3 milyar yildir
atmosferde bulunan oksijenin biiyiik bir cogunlugunu iiretmektedirler.
Ayn1 zamanda bu organizmalar, siiperoksit ve oksijen radikali gibi zararl
serbest radikalleri de iiretmektedirler. Kendi membran lipitlerini ve
hiicresel komponentlerini bu zararli radikallere kars1 korumak i¢in suda
coziilebilir askorbik asit ve siiperoksit dismutaz ile yagda coziilebilir
tokoferol ve karotenoidleri iiretmek gibi cesitli oksidatif savunma

mekanizmalart gelistirmislerdir (Gudin, 2009).

Antioksidatif komponentler, dogal kaynaktan elde edildigi icin
kozmetikteki uygulamalar1 hizla gelismektedir. Mikroalglerden elde
edilen diger antioksidatif veya biyoaktif bilesenlerle kombinasyonu
ozellikle giines koruyucu kozmetiklerde yiiksek talep gormektedir.
Fonksiyonel nétrosotikler i¢in mikroalgal iirtinlerin radikal uzaklagtirma
kapasiteleri giderek artan bir oneme sahip olmaktadir (Pulz and Gross,
2004).

Ly
1--I
-

Sekil2.4.Spirulina platensis’in mikroskoptaki goriintiisii (x100)

Bazi mikroalg tiirleri cilt bakim (skin-care) iirlinlerinde yerini

almistir ki bunlardan baslicalar1 Spirulina (Arthrospira) ve Chlorella’dir.
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Baz1 kozmetik firmalar1 kendi mikroalg iiretim sistemlerini kurmak i¢in
yatirnm yapmaktadir. Mikroalgal ekstraktlar, anti-aging kremleri,
yenileyici bakim {iiriinleri ve yumusatici losyonlar gibi yiiz ve cilt bakim
tiriinlerinde bulunmaktadirlar. Ayrica giinese karsi koruyucu ve sag
bakim {irlinlerinde de katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Ticari
olarak bulunan iki 6rnek ve firmalar tarafindan iddia edilen 6zellikleri su
sekildedir:

Spirulina’dan  (Arhrospira) elde edilen proteince zengin
ekstraktlar erken cilt yaslanmasinin belirtilerini onarmaktadir, cildi
sikilagtirict  etki  gostermektedir ve  kirigikliklarin - olusumunu
onlemektedir (Spolaore et al., 2006).

Chlorella vulgaris, oksidatif stresin etkilerini azaltan, antioksidan
aktivite gosteren bir diger mikroalg tiiriidir. Wu et al., Spirulina ve
Chlorella ekstraktlarinin antioksidan aktivitesini karsilastirmislardir. Bu
caligmanin sonucu, Spirulina’nin toplam fenolik igeriginin Chlorella’dan
5 kat daha fazla oldugunu gostermistir ve Spirulina’nin antioksidan
aktivitesinin Chlorella’dan daha fazla oldugu saptanmistir (Chopra and
Bishnoi, 2008).

Chlorella vulgaris ekstraktlan ciltte kollajen olusumunu stimule
ederek doku yenilenmesini (rejenerasyonunu) desteklemekte ve

kirisikliklart azaltmaktadir.

Son zamanlarda Pentapharm tarafindan iki yeni {iriin piyasaya
stirilmiistiir: Cilt sikilagtirict 6zellige sahip Nannochloropsis oculata
ekstrakti (kisa ve uzun donem etkili) ile hiicre proliferasyonunu stimule
edici ve cildin enerji metabolizmasini olumlu yonde etkileyen Dunaliella
salina ekstrakt1 (Spolaore et al., 2006).
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2.2.1. Kozmetikte etkili olan dogal etken maddeler

Kozmesotik olarak adlandirilan maddeler, farmasotik ozellige
sahip kozmetikleri ifade etmektedir. Kozmesotikler, fonksiyonel
kozmetik {iiriinleri ile bakim {iiriinlerini kapsamaktadir. Kozmesotiklerin
cilt tizerindeki en yaygin “anti-aging” etkisi, bariyer fonksiyonlarinin

arttirilmasi ve 1sinlardan koruma saglamasidir (Draelos, 2007).

2.2.1.1. Antioksidanlar

Cesitli mekanizmalar sonucu ortaya ¢ikan serbest radikallere karsi
viicutta dogal bir savunma mekanizmasi vardir. Bu savunma

mekanizmasini olusturan bilesiklere “antioksidanlar” denir.

Antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlar1 etkisiz hale

getirirler:

i. Siiptirme etkisi: Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek

etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu yolla etki
eder.

ii. Sondiirme etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive etmesine

denir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu sekide etki
eder.

iii. Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi: Hemoglobin, seriiloplazmin ve

agir mineraller oksidanlar kendilerine baglar ve inaktive eder.
iv. Onarma etkisi: Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilleri onarirlar
(Gokpinar vd., 2006).

Antioksidanlar, dogal antioksidanlar ve ilaclar olmak {iizere iki
grupta toplanabilir.
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Dogal antioksidanlar arasinda enzimler (superoksit dismutaz-
SOD, katalaz-CAT, glutation peroksidaz-GP, glutation rediiktaz,
sitokrom-C-oksidaz, hidroksiperoksidaz) ve mikromolekiiller (B-karoten,
A-vitamini, C-vitamini, E-vitamini, tokoferoller, glutation, N-asetil
sistein, metionin, polifenoller, koenzim Q10) sayilabilir (Gokpinar vd.,
2000).

Fenolik bilesikler, gida ve kozmetik iirlinlerin raf Omriinii
arttirmakla kalmaz aynm1 zamanda bir¢ok biyolojik sistemde antioksidan
olarak da etki eder (Colla et al., 2007).

Antioksidanlar, kozmetik {iriiniin formulasyonunda yer alan
hammaddelerin oksidasyonunu onlemek amaciyla eklenir. Krem gibi
kozmetik {irilinlerin, oksidasyona ve mikrobiyal ataklara karsi kararl
olmas1 gerekmektedir. Antioksidan maddeler sadece cildi zararl
1sinlardan korumak ve serbest radikalleri uzaklastirmakla kalmaz ayni
zamanda {iriiniin formulasyonundaki maddeleri de oksidasyona karsi
korur.

Antioksidan bilesikler bakimindan, karasal kaynakli gidalarin
yam sira fotosentetik mikroalg hiicreleri yiiksek antioksidan ozelliklere
sahip yararli pek ¢ok metabolitin 6nemli bir kaynagidir. Alglerdeki
yiiksek antioksidan etki glutatyon, askorbik asit (C-vitamini), vitamin-A,
vitamin-E, o-tokoferol (E vitamini Oncii maddesi), P-karoten,
flavonoidler, hidrokinonlar, fikosiyaninler, prolin, mannitol, fenolik
bilesikler ve poliaminler gibi antioksidan bilesikleri yiiksek diizeyde

icermesinden ileri gelir (Gokpinar vd., 2006).

Bazi1 mikroalg tiirleri ¢esitli stres kosullar1 altinda iiretilirse (azot
yetersizligi, yiiksek 1s1k siddeti, yiiksek tuzluluk v.b.), hiicre icinde
B-karoten, astaksantin, zeaksantin, lutein gibi yiiksek antioksidan
ozelliklere sahip pigment maddelerinin biriktirilmesi saglanabilir
(Gokpinar vd., 2006).
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Radikalleri siiplirme etkisi ile inhibe eden Chlorella ekstrakt,
a-tokoferol ve karotenoidler gibi lipofilik antioksidan bilesikler icerir.
Chlorella sorokiniana H-84’den izole edilen yiiksek molekiiler
agirhiktaki fotosentetik pigmentler gibi antioksidanlar kozmetik ve
farmasotik alaninda kullanilabilecek dogal antioksidanlardir (Gokpinar
vd., 2006).

Provitamin A aktivitesi gosteren karotenoidler a-, -, y-karoten ve
kriptoksantindir. Yani sira zeaksantin ve lutein pigmentleri Dunaliella
salina (Chlorophyceae)’dan elde edilmektedir (Gokpinar vd., 2006).

a. Fikosiyanin

Molekiiler Agirlik: 232 kDa

Kompozisyonu: o ve B alt {initelere sahip protein yapida bir pigmenttir.
Saflik: Ago /Az80> 4.0

Maksimum Absorbsiyon: 620 nm

Ekstinsiyon Katsayist: El%m =70

Fikobiliproteinler, fikobilizomlar1 olusturan yiiksek oranda
korunmus kromoprotein gruplaridir. Fikobilizomlar, mavi-yesil algler ve
Okaryotik gruplarda fotosentez mekanizmasinda 151k absorblayan
makromolekiiler protein kompleksleridir. En bilinen fikobiliprotein
siiflari, allofikosiyanin, fikosiyanin ve fikoeritrindir. Bu gruplar, o ve
protein alt iinitelerinden olusmaktadir ve farkli izomerik prostetik gruplar
tasimaktadir (Romay et al., 2003).

Fikosiyanin, mavi-yesil alglerden elde edilen suda coziilebilir,
floresan oOzellik gosteren protein bagli bir pigmenttir. Fikosiyanin,

terapotik ve besinsel degeri yiiksek olan Spirulina’nin en fazla miktarda
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icerdigi pigmentlerden biridir. Fotosentetik bir pigment olan fikosiyanin,
giiclii bir antioksidan ve antiinflamatuvar olarak tanimlanan dogal bir
bilesiktir. Gida renklendirmede, kozmetikte ve biyomedikal
arastirmalarda kullanilmaktadir. Spirulina platensis’ten elde edilen
fikosiyaninin antioksidan ve radikal uzaklastirma 6zelligi oldugu in vivo
ve in vitro modellerde gosterilmistir. Bu o6zelligi ile oksidatif stres
tarafindan indiiklenen hastaliklara karsi potansiyel bir terapotik ajan
haline gelmistir (Benedetti et al., 2004).

Reaktif oksijen tiirlerinin inflamasyon, noral dejenerasyona bagl
hastaliklar, ateroskleroz ve kanser gibi bir¢ok hastaligin patolojik
prosesinde etkili oldugu bilinmektedir. Fikosiyanin, antioksidan,
antiinflamatuar ve noral koruyucu etkileri oldugu saptanmistir. Bu
sekilde oksidatif stres ve inflamasyona bagli bircok rahatsizligin

onlenmesinde 6nemli bir role sahiptir (Romay et al., 2003).

Fikosiyaninin farmakolojik o©zelliklerinin yan1 sira cesitli
farmasotik ozellikleri de daha Onceden belirtilmistir. Fikosiyaninin
hepatoprotektif etkisi sitokrom p450 tarafindan yoOnlendirilen ara
metabolitlerin olustugu reaksiyonlar1 inhibe etmesinden
kaynaklanmaktadir. Serbest radikaller, membran lipitleri ile etkileserek
doku hasarina neden olan lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonlarini
baslatmaktadir (Bhat and Madyastha, 2000).

Yapilan calismalarda fikosiyaninin antioksidan ve antiinflamatuar
etkisi incelenmistir. In vivo ve in vitro olarak yapilan bir ¢alismada bu
dogal {iiriiniin ¢izelge 2.6’da da goriildiigi gibi alkoksil ve hidroksil
radikallerini uzaklastirabildigi bulunmustur (Romay et al., 2003).
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Cizelge 2.6. Fikosiyaninin in vitro ¢alismalarla belirlenmis antioksidatif
ozellikleri (Romay et al., 2003).

Reaksiyon Sistemi Etkisi Yazar Yil
Hipoksantin-ksantin - Romay et al. 1998
oksidaz ile iiretilen
sliperoksit
Hidrojen peroksit-ferr6z | Uzaklastirma Romay et al. 1998
siilfattam iiretilen (scavenge) Bhat et al. 2000
hidroksil radikali
AAPH termolizisi ile Uzaklastirma Lissi et al. 2000
tiretilen peroksil radikali (scavenge) Bhat et al. 2000
Singlet oksijen Siipiirme Tapia et al. 1999
(quench)
Lipit peroksidasyonu Inhibisyon Romay et al. 1998
Bhat et al. 2000
Peroksinitrit Uzaklastirma Bhat et al. 2001
(scavenge)
Fikosiyaninin alkoksil, hidroksil ve peroksil radikallerini

uzaklastirabilme aktivitesinin oldugu yapilan ¢alismalarla saptanmustir.
Ayrica ROS tarafindan yonlendirilmis lipit peroksidasyonu, yag asiti yan
zincirlerinin ~ lipit  peroksitlere  doniisiimiinii  tetikleyerek  hiicre
membranlarinin hasar gormesine neden olmaktadir. Bu da membranlarin
yapisal biitiinliglini. bozmakta ve biyokimyasal fonksiyonlarini
degistirmektedir. Fikosiyaninin, Fe*2-askorbik asit veya serbest radikal
onciisit AAPH (2-aminopropan hidroklorid) ile muamele edilmis rat
karaciger mikrozomlarindaki lipit peroksidasyonunu ©nemli oranda

inhibe ettigi saptanmistir (Romay et al., 2003).

In vivo modellerde fikosiyaninin, peroksit tarafindan indiiklenen

inflamasyonun etkisine bakilmistir. Yapilan denemelerde antiinflamatuar
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etkinin, hidroksil radikallerinin uzaklastirilmas1 ile olabilecegi

bulunmustur (Romay et al., 2003).

b. B-karoten

B-karoten yagda c¢oziinen bir pigmenttir ve yagda c¢oziinen
vitamin-A’nin hammaddesidir. Oksidasyon ile olusan serbest radikalleri
siipiirme etkisi ile uzaklastirir ve oksidasyonun neden oldugu hastaliklara
kars1 korur. Karotenoidler arasinda lutein’in antioksidan aktivitesi
a- veya P-karoten kadar yiiksek degildir. Ancak karotenoidlerin hiicre
icin antioksidan aktivitesi karisim yiizdelerine baghdir. Karotenoidlerin
antioksidan aktivitelerine bagl olarak kanser olusumunu inhibe ettikleri
pek cok arastirici tarafindan rapor edilmistir. Bazi karotenoidlerin UV
151k ve kimyasallarin neden oldugu tiimoérleri inhibe ettikleri ve immun
cevabir arttirdiklari, yiiksek antioksidan aktiviteye sahip vitamin-E ve
a-tokoferol’iin ise cildi UV 15181n neden oldugu hasarlara kars1 korudugu

gosterilmistir (Gokpinar vd., 2006).
Karotenoid biriktirme yetenegine sahip olan tiirler arasinda

Chlorella sorokiniana, Chlorella zoofingiensis, Dunaliella salina ve

Haematococcus pluvialis’i sayabiliriz (Gokpinar vd., 2006).

2.2.1.2. Enzimler ve enzimlerin kozmetikteki veri

Cildimiz, cevresel zarar ve tahribatlara karst1 korunmak icin
koruyucu mekanizma durumundadir. Bu koruyucu mekanizmalardan en
yaygin olarak bilineni ve {izerinde calisilani, serbest radikallerin
uzaklastirilmasidir (Lods et al., 2000). Serbest radikaller tiim hiicresel
komponentlere saldirip basta DNA gibi niikleik asitler olmak {izere hiicre

organellerine ve bilesenlerine zarar vermektedir. Serbest radikal
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uzaklastiricilar, tehlikeli bilesenleri notralize ederek cildin korunmasina

yardimc1 olmaktadirlar.

Siiperoksit dismutaz ve peroksidazin sinerjetik olarak calistigini
gosteren caligmalar mevcuttur. SOD, superoksit anyonunu nétralize
ederken peroksidaz da cildin lipit bariyeri icin zararh etkisi bulunan
hidrojen peoksiti notralize etmektedir. Boylece serbest radikallere karsi

yiiksek oranda koruma saglanmaktadir.

Enzimlerin kozmetikte kullanimi uzun yillardir savunulmaktadir.
Proteolitik enzimler (bromelain, papain, vs.) peeling ve yumusatma,
piiriizsiizlestirme amaciyla kullanilmaktadir. Fakat proteazlarin,
etkilerinin kontroliiniin zor olmasi ve enzimin iritasyona sebep olabilmesi
gibi cilt iizerine uygulanmasiyla ilgili birtakim problemleri
bulunmaktadir.  Enzimler  {istin  kozmetik  stabiliteleri  ile
varolmaktadirlar. Bu enzimler, c¢evresel etkilerle olusan serbest

radikalleri yakalayip notralize edebilmektedirler (Lods et al., 2000).

Siiperoksit dismutaz enzimi (SOD)

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) icerisinde ilk olarak {iretilen
stiperoksit anyonudur (O;") (Sekil 2.5). Siiperoksit radikalleri, hiicrelere
oldukca toksiktir. Bu radikaller, hiicre membran lipitlerindeki doymamis
yag asitlerine saldirarak membran yapisina zarar vermekte ve hiicrenin
yaralanmasina, zarar gormesine neden olmaktadir (Lods et al., 2000).
Ayrica kontrolsiiz bir seri univalan rediiksiyonlar ile O,", hidroksil
radikaline (OH °) doniismektedir. Hidroksil radikali, en reaktif oksijen
tiridiir.  Hidroksil olusumunu ve biyomolekiillerin oksidasyonunu
onlemek icin siiperoksit anyonu (O, ), siiperoksit dismutaz (SOD)

enzimi ile hidrojen peroksite doniismektedir (Sekil 2.6). SOD, sadece
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savunmanin ilk hatt1 degil ayn1 zamanda bu reaksiyonu katalizleyebilen
tek enzimdir. Bu nedenle SOD antioksidan mekanizmasinda anahtar bir

pozisyona sahiptir (Janknegt et al., 2007).

Bakir-cinko iceren SOD oldukga yiiksek stabilitededir ve boylece
kolayca izole edilebilmektedir. Bu enzim, maya, bitki ve havyanlar gibi
okaryotik hiicrelerde bulunmaktadir. Okaryotik hiicrelerden simdiye
kadar elde edilen tiim bakir cinko SOD’ler (CuZnSOD) 2 subunit
proteine ve 32000 molekiiler agirliga sahiptir (Lods et al., 2000).

0, > 0,

Sekil 2.5. Siiperoksit radikallerinin olusumu

2H"

Of_‘-- - Ol-- e I]:O:"‘ 0:
SOD

Sekil 2.6. Siiperoksit dismutazin etkisi

2.2.2. Spirulina’nin antioksidan aktivitesi ve kozmetikte
kullanmim

Spirulina icerdigi makro ve mikronutrientler ile degerli bir gida
katki maddesi haline gelmistir. Basta gida katki maddesi olarak
kullanilan Spirulina, protein ve esansiyel nutrientler acisindan zengin bir
mavi-yesil algtir. Spirulina, antioksidan 6zellik gosterdigi bilinen fenolik
asitler, tokoferol (E vitamini onciil maddesi) ve B-karoten icermektedir
(Chopra and Bishnoi, 2008).
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Bu zengin nutrient kaynagi baslica, yliksek oranda protein, demir,
y-linolenik yag asidi, karotenoidler, vitamin B1 ve B2’yi icermektedir.
Ayrica belirli alerjilerin, anemi, kanser, hepatoksisite, viral ve
kardiyovaskiiler = hastaliklar,  hiperglisemi,  inflamasyon  gibi
rahatsizliklarin tedavisinde etkili oldugu in vivo ve in vitro olarak
kanitlanmistir (Chopra and Bishnoi, 2008).

In vivo ve in vitro c¢alismalarin sonuclart Spirulina’nin
antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleri nedeniyle hem in vitro hem de
in vivo sistemlerde antioksidan koruma sagladigim1 gostermistir (Miranda
et al., 1998). Spirulina’nin bir¢ok alanda kullanimi cazip hale gelmistir.

Spirulina’nin bu 6zelliklerini ona igerdigi bilesenler kazandirmaktadir:

*  ®-3 ve w-6 yag asitleri

e [-karoten

¢ a-tokoferol

¢ Fikosiyanin

¢ Fenolik bilesikler

e (a-spirulan (Chopra and Bishnoi, 2008).
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Cizelge 2.7. Sodyum nitrat ve fenilalanin konsantrasyonlarinin
S.maxima’nin fenolik ve flavonoidleri iizerine etkisi (El-Bakyl et al.,
2009).

Toplam Toplam
. Fenol Fenolik Flanvonoid | Flavonoid
Islem . Oran . Oran
(mgg” dw) | (%) (mgg” d.w) | (%)
25(g. L
4.51+£0.23 0.45 1.00 1.32+£0.03 0.13 1.0
NaN03
+ 50 mg.L”
X 5.68 £0.33 0.57 1.26 1.54 £ 0.08 0.15 1.2
L-PA
+ 100 mg
r 7.36 +£0.36 0.74 1.63 1.94 + 0.06 0.19 1.5
L~ L-PA
3.125 (g.II
. 5.19+£0.35 0.52 1.15 1.45 +0.07 0.14 1.1
) NaNO;
+50mg L
. 8.64 £0.27 0.86 1.91 2.25+0.13 0.22 1.7
L-PA
+ 100 mg
. 10.95 £ 0.47 1.09 242 | 3.31+£0.21 0.33 2.5
L~ L-PA
3.777 (gL
X 6.54 £0.54 0.65 1.45 1.93 £0.05 0.19 1.5
) NaNO;
+50mg L’
X 12.94 £ 0.93 1.29 2.86 | 4.65+0.14 0.46 35
L-PA
+ 100 mg
y 16.96 £ 1.24 1.69 375 | 5.12+£0.22 0.51 39
L L-PA

El-Bakyl ve ark.nin (2009) yaptig1 bir ¢alismada, S.maxima’ nin
biiylime ortamina farkli konsantrasyonlar NaNO; ve fenilalanin (L-PA)
ilavesi ile fenolik ve flavonoid degisimleri incelenmistir. Cizelge 2.7" de
goriildiigii iizere ortama L-PA’nin ilavesi fenolik ve flavonoid tiretimini

arttirmistir.
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Desai and Sivakami (2007), Spirulina platensis’in siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz, askorbat peroksidaz gibi antioksidan enzimleri
eksprese ettigini bildirmistir. Ayrica yapilan ¢alismalarda Spirulina’nin
yilksek SOD aktivitesi gosterdigi belirtilmistir. Yapilan bir calismaya
gore Spirulina platensis’in 8 U/mL volumetrik SOD aktivitesine sahip

oldugu saptanmistir (Giines vd., 2009).

Spirulina’da yaklasik % 4.6 oraninda bulunan tirosin, hiicrelerin
yaslanmasin1  geciktirir. Ayrica giines 1sinlarina karst koruma
saglamaktadir (Tietze, H., 2004).

Bir¢ok alg tiirli icerisinde Spirulina ve Chlorella in vivo ve/veya
in vitro antioksidan potensiyelleri nedeniyle 6zel bir oneme sahiptirler.
Spirulina 6nemli bir nutrient kaynagi olmakla kalmayip ayni zamanda
endiistriyel kullanim (mavi pigmentleri, emiilsifiye edici, kivam arttiric
ve jellestirme ajan1 vs.) icin de yaygin olarak {iretilmektedir.
Spirulina’nmin  kimyasal kompozisyonu vitamin, mineral ve protein
kaynaklar1 agisindan yiiksek oranda besleyici oldugunu gostermektedir.
Bunlardan bagska ®-3 ve ®-6 doymamus yag asitleri, provitaminler ve
fenolik bilesenler gibi diger komponentlerini de icermektedir. Ayrica bu
alglerin biiylik 0Olcekli iiretimlerinin yapilabilmesi de bir diger
avantajlaridir (Miranda et al., 1998).

Giliniimiizde gida ve kozmetik gibi {riinleri oksidatif
deteriorasyondan korumak ve canli hiicreler {izerindeki oksidatif hasari
minimize etmek i¢in bitkisel materyaller gibi dogal kaynaklardan elde
edilen yeni ve giivenli antioksidanlarin bulunmasina yonelik bir ilgi
olusmustur.  Sentetik  antioksidanlarin  karsinogenezi tetikledigi
diistiniilmektedir ve bu yiizden kullanimi1 azalmaktadir (Miranda et al.,
1998).
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Miranda et al., (1998) tarafindan Spirulina maxima ekstraktinin
lipit peroksidasyonu iizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla yapilan
bir ¢calismada, Spirulina’nin metanolik ekstraktinda B-karoten ve toplam
tokoferol icerikleri 27.5 mg/l ve 18 mg/l olarak bulunmustur. Toplam
fenolik bilesenlerin miktar1 1 g kuru alg materyali metanol ekstraktinda
154 mg toplam fenolik miktarina karsilik olan 96.3 mg/l olarak
bulunmustur. Metanolik algal ekstraktta bulunan sasiklik asit, trans-
sinamik asit, sinaptik, klorojenik guimik ve kafeik asit gibi fenolik
bilesikler tek basina ya da sinerjistik olarak antioksidan aktivitesinden
sorumlu olabilmektedir. Spirulina ekstraktinda bulunan klorojenik ve
kaffeik asit gibi fenolik bilesikler diger asitlere gore daha etkili
antioksidanlardir. Sakata et al., algal ekstraktlar1 iceren farkli marin
tiirlerde antioksidanlar1 aragtirmistir. Bircok alg tiirii gii¢lii antioksidan

ozelligi gostermistir (Chopra and Bishnoi, 2008).

Manoj et al., (1992) 6nceki ¢alismalarindan birinde, Spirulina’nin
alkol ekstraktinin lipit peroksidasyonunu a-tokoferol (%35), bir cesit
antioksidan olan butillenmis hidroksiAnisol (BHA) (%45), B-karoten
(%48) gibi kimyasal antioksidanlara gore %65 gibi daha fazla oranda
inhibe ettigini bildirmislerdir (Chopra and Bishnoi, 2008).

Zhi-gang et al., (1997) tarafindan yiiriitiilen bir diger calismada
superoksit, lipit ve hidroksil radikali iireten 3 sistem kullanilarak
Spirulina’nin sicak su ekstraktinin 2 fraksiyonunun antioksidan etkisine
bakilmistir. Her iki fraksiyon da onemli Olciide hidroksil radikallerini
uzaklagtirma kapasitesi gostermistir. Spirulina’nin bu antioksidan etkisi,
a-tokoferol, B-karoten ve fenolik bilesiklerin tek basina veya sinerjik
halde etki gostermelerine dayandirilmaktadir (Chopra and Bishnoi,
2008).

Spirulina platensis’in farkli ekstraktlari, basingli solvent teknigi
(PLE) ve 4 farkli solvent kullanilarak elde edilmistir. Tiim ekstraktlar
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onemli Olclide antioksidan aktivitesi gostermislerdir (Chopra and
Bishnoi, 2008).

Spirulina ekstraktlar1 basta Avrupa iilkelerinde olmak iizere
kozmetik formulasyonlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
kozmetik iirinler arasinda, cilt nemlendiricileri, anti-aging kremler,
sampuanlar ve yiiz maskeleri gibi bircok iiriin bulunmaktadir. Onemli
esansiyel ve vitamin icgerigi nedeniyle cildi besler, korur, nemlendirir ve
cilde parlaklik kazandirir. Spirulina’dan elde edilen protein, yag asitleri,
B-karoten ve ekstraktlar, ciltteki porlardan penetre olarak cilt yapisini
gelistirir, nemlendirir ve kirigikliklar1 azaltir. Ayrica herhangi bir yan etki
ve alerjik etki olusturmamaktadir. Anti-aging etkisi gostererek

kirisikliklart azaltir, cildi sikilagtirir. Cildin genc kalmasini saglar.

Ayrica, Spirulina platensis ekstraktlarinin klinik denemelerle
seliilite kars1 etkili oldugu bulunmustur. Spirulina hiicrelerinden elde
edilen ekstraktlar, karotenoid, doymamis yag asitleri, esansiyel amino
asitler ve mineraller acisindan zengin kaynaklardir. Karotenoidler, cildi
oksidatif strese karst korumaktadirlar. Bu alg ekstrakti, cildin
elastikiyetini ve sikiligimi stimule ederek cildin giiclenmesine yardimci
olmaktadir (Schmid et al., 2009).

Bu uygulamalardan  yararlanilarak  kozmetik  iiriinlerin
formulasyonuna eklenerek cilt 6zelliklerini gelistirici dogal bir iiriiniin

gelistirilmesi amaclanmaktadir.
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Spirulina’nin Antioksidan Mekanizmasi

Serbest Radikalleri Uzaklastirarak: Siiperoksit anyonu, hidroksil,

alkoksil ve peroksil radikali gibi zararli serbest radikaller, mitokondride
oksijen molekiillerinin kismi rediiksiyonu nedeniyle cesitli dokularca
tiretilmektedir. Hepatoksik, nefrotoksik ve norotoksik kimyasallar,
serbest radikallerin iiretimine neden olur. Spirulina ekstrakti ve énemli
bir bileseni olan fikosiyanin, olusan bu serbest radikalleri
uzaklastirmaktadir (Chopra and Bishnoi, 2008).

Alkoksil ve hidroksil radikallerinin fikosiyanin ile uzaklastirildigi

kemiluminesans (CL) testi ile belirlenmistir (Chopra and Bishnoi, 2008).

Lipit Peroksidasyonunun Inhibisyonu: Serbest oksijen radikalleri

tarafindan yonlendirilen lipit peroksidasyonunun hiicre membranlarina
zarar ve yikimin Onemli bir nedeni oldugu belirtilmistir. Basit bir
baslangic, yiizlerce yag asitinin yan zincirlerinin lipit peroksitlerine
doniisiimii ile sonuclanabilmektedir. Olusan bu lipit peroksitler, hiicresel
membranlarin  yapisal biitiinliigii ve biyokimyasal fonksiyonlarini
degistirmektedir.  Spirulina’nin 6nemli bir antioksidan bileseni olan
fikosiyaninin, Fe*-askorbik asit veya serbest radikal onciisii AAPH ile
muamelesinden sonra rat karaciger mikrozomlarinda meydana gelen lipit
peroksitlerinin artisini inhibe ettigi bulunmustur (Chopra and Bishnoi,
2008).

Detoksifikasyon Enzimleri ile: Spirulina, ilag metabolizmasi ve

antioksidan enzimlerin yanisira detoksifikasyon enzimleri iizerinde
diizenleyici bir etkiye sahiptir. Antioksidan enzimlerle iligkili olarak,
siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon reduktaz ve glutatyon peroksidaz,
Spirulina’nin belirli se¢ilmis dozlar1 ile 6nemli 6l¢iide artmistir (Chopra
and Bishnoi, 2008).
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2.3. In Vitro Sitotoksisite ve Genotoksisite Testleri

Modern biyoteknoloji kullanilarak iiretilen ticari bilesikler ve
tiriinler, gida katki maddesi, kemoterapotik ajan (kozmetik, ilag vs) ve
pestisit olarak kullanilmaktadir. Farmasotik ve kozmetik ajani olarak
kullanilan, ilag, kozmetik iirlinii veya gida katkis1 gibi yeni gelistirilen
iriinlerde, viicut ici veya dist implant olarak kullanilan her tiirli
materyalin non-toksik olmasi gerekmektedir. Ayrica, anti-kanser ajani
olarak gelistirilen ilaclarin da aktivite gosterebilmesi icin sitotoksisite
onemli bir faktordiir. Bu iiriinlerin piyasaya siirilmesinden Once
biyouyumluluk  ve  sitotoksisite  testlerinin  gerceklestirilmesi
gerekmektedir. Bunun icin cok degisik inceleme yoOntemleri vardir.
Bunlardan biri de ¢ok sayida hayvan denemelerinin yapilmasidir. Ancak
bunun gerek etik boyutu gerek ekonomik boyutu diisiiniildiigiinde in vitro

denemeler onem kazanmaktadir (Freshney, 1994).

Biyomateryal ve medikal cihazlarin biyouyumlulugu farkh
yontemler ile test edilebilmektedir. ISO 10993 medikal cihazlarin
biyolojik degerlendirilmesi yonetmeliginde bu testler farkli basliklar
altinda incelenmektedir (Cizelge 2.8).
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Cizelge 2.8. ISO 10993 Medikal Cihaz Testleri (ISO 10993-1, 1999).

ISO Standart No Standart Adi

10993-1 Test sistemlerinin Sec¢imi

10993-2 Hayvan Haklar1 Gereklilikleri

10993-3 Genotoksisite, Karsinojenite ve Ureme Toksisitesi Testleri

10993-4 Kan ile Etkilesimde olan Malzemelerin Testleri

10993-5 In vitro Sitotoksisite Testleri

10993-6 Implantasyon Sonras1 Lokal Etkilerin Tespiti Igin Testler

10993-7 Etileoksit Sterilizasyonu Sonrast Kalintilarin  Test
Edilmesi

10993-8 Referans Madde Secimi

10993-9 Materyallerin Degredasyon Uriinlerinin Varligimin Test
Edilmesi

10993-10 [rritasyon ve Sensitizasyon Testleri

10993-11 Sistemik Toksisite Testleri

10993-12 Ornek Hazirlama Klavuzu

10993-13 Polimerik Materyallerin Salinan Degredasyon Uriinlerinin
Belirlenmesi ve Kantitasyon Klavuzu

10993-14 Seramiklerden ~ Salinan  Degredasyon  Uriinlerinin
Belirlenmesi ve Kantitasyon Klavuzu

10993-15 Metallerden Salinan Degredasyon Uriinlerinin
Belirlenmesi ve Kantitasyon Klavuzu

10993-16 Degredasyon Uriinlerinin ve Coziilme Ozelligindeki
Uriinlerin Toksikokinetik Calisma Dizayninin
Belirlenmesi

10993-17 Sagliga Dayali Risk Belirleme Yontemleri ile Coziinme
Ozelligindeki Maddelerin Tolere Edilebilen Limitlerinin
Belirlenmesi

10993-18 Materyallerin Karakterizasyonu
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Toksisite;
e Mutajenite,
e Karsinojenite,
e Teratojenite, (Teratojen, normalden farklt anlamindadir.
Teratojenite ise, teratojen etkinin olugsma potansiyelidir.)

¢ Kronik sitotoksisite
gibi etkilere neden olabilmektedir.

Hayvan denemeleri, yeni bilesik ve/veya materyallerin
giivenliginin arastirilmasinda 6nemli bir role sahiptir. Ancak,
¢ Hayvan denemelerinin ekonomik boyutu
e Etik kaygilar
¢ Insan metabolizmasiyla alakali olarak hayvan modellerinin sinirl
olmasi

e Standardizasyon sorunlari

gibi nedenler aragtirmacilari, alternatif test metotlarim1 gelistirmeye

yoneltmistir.

2.3.1. In vitro sitotoksisite testleri

Sitotoksisitenin tanimi, hiicrelerin 6lmesine veya metabolizmasini
degistirmesine bagli olarak degisebilmektedir. Alerjik ya da yangisal bir
olaya neden olabilir ve bunun in vitro‘da esik degerini (endpoint)
belirlemek zordur (Freshney, 1994).

Sitotoksisite testlerinde hiicrenin biiylimesi ve canliligr ele
alinabilir. Hiicre biiyiimesi, biiylime egrisindeki klonal biiyiime ve
populasyon sayisindaki net artig, biyokiitledeki degisim (toplam protein

veya DNA) veya solunum, DNA, RNA, protein sentezi gibi metabolik
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aktiviteler ile Olciilebilmektedir. Hiicre canliligi ise plazma membrani
biitiinliigii ve yukarida sayilan biiyiime kriterleri gibi parametrelerle
belirlenebilmektedir. Cizelge 2.9° da farkli test kriterlerine gore yapilan

in vitro uygulamalar goriilmektedir.

Cizelge 2.9. Toksisite testlerinin siniflandirilmasi (Freshney, 2001)

Test In Vitro
Uygulanabilirlik
Canlilik Membran gegirgenligi Evet
Metabolik aktivite
Uremenin devamliligi | Koloni olusturma Evet
Mutajenite Secici ortamda Evet
stirdiiriilebilirlik

Kardes kromatit degisimi

Malignan Suspansiyonda klonlama | Evet

transformasyon

Teratojenite Civcly, sican, fare Hayir
embriyosu

Inflamasyon Deri Hayir (?)
Goz
I¢ organlar

Bu amaca yonelik cesitli in vitro sitotoksisite testleri vardir.
Bunlardan bazilar1:
Laktat dehidrogenaz yontemi (LDH)
e ATP

e Notral kirmizisi

e izotop salinimi

e Floresan metotu
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e MTT (3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromiir
testi)

2.3.1.1.MTT (3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium

bromiir Testi)

Kolorimetrik bir test olan MTT testi, hiicre biiyiimesi/6liimiinii,
mitokondrinin tetrazolyum tuzlarimi (MTT) renkli bir iiriin olan
formazana doniistiirme yetenegi ile indirekt olarak ol¢mektedir. Bu da
spektrofotometrik olarak belirlenebilmektedir (Mather ve Barners, 1998).
Bu test, MTT’nin (3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium
bromiir) mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz araciligi ile indirgenmesini
Olcmektedir. Mitokondrinin tetrazolyum tuzlarini (MTT),
spektrofotometrik olarak Olciilebilen renklendirilmis formazan iiriiniine
doniistiirebilme yetenegi, bu testin ana prensibini olusturmaktadir
(Mather and Barners, 1998).

MTT ajani, belirteci (reagent) hiicrelere girerek mitokondrilere
gelir. Burada ¢6ziinmez formdaki, renkli, formazan iiriiniine indirgenir.
Olusan formazan {iiriinii, hiicre membranindan gecemez, boylece saglikli
hiicrelerde birikir (Fotakis et al., 2006).

Bu testin dayanak noktasi, canli, biiyiiyen hiicrelerin
mitokondrilerinin aktif olarak MTT’yi formazana doniistiirebilmesidir.
Tersine ¢evirecek olursak, 0lii ya da boyanabilen hiicreler mitokondriyal
fonksiyonlarini yitirdikleri i¢in daha az MTT formazana doniisiir (Sekil
7). MTT hiicrelere eklenerek standart kiiltiir kosullar1 altinda 2 saat
inkube edilir. Daha sonra suda ¢oziinmeyen formdaki formazani ¢6zmek
icin ekstraksiyon tamponu eklenir. inkube edildikten sonra UV-visible
spektrofotometrede 570 nm’deki absorbans olciiliir (Mather and Barners,
1998).
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Sekil 2.7. 96 gozlii pleytlerde MTT testi ve formazan olusumu

MTT yerine XTT de kullanilmaktadir. Bu boyanin avantaji,
XTT’nin formazan iiriinii suda ¢oziilebilir formda olmasidir (Mather ve
Barners, 1998). Bu testin avantaji ise, LDH gibi, 96 gozlii mikrotitre
pleytlerde gergeklestirilebilmesidir (Mather and Barners, 1998).

2.3.2. In vitro genotoksisite testleri

Genotoksisite, genetik materyal iizerinde olusabilecek zararli
etkiler olarak bilinmektedir. Gen mutasyonlar1 formunda olusan DNA
hasari, kromozomal hasarlar, rekombinasyon ve sayisal kromozom
degisiklikleri kalitsal etkilerin olusumuna neden olmaktadir. Bu yiizden
genotoksisite testlerinde DNA’da olusan degisiklikler belirlenir
(Anonymous, 2003).

Farmasotiklerin onaylanmas1 i¢in genis kapsamda genotoksik
potansiyellerinin  belirlenmesi  gerekmektedir. Tek bir test ilgili
genotoksik ajanlarin belirlenmesi icin yeterli olmamaktadir. Bu yiizden
genotoksisite icin hem in vitro hem de in vivo test gruplarinin

uygulanmasi gerekmektedir.

Testlerde standart gruplar genel olarak iki tip genetik hasari
belirlemek i¢in secilir:
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1.Gen mutasyonlar1

2.Kromozom hasar1 (Note For Guidance On Genotoxicity, 1998).

In vitro genotoksisite i¢in, AMES testi, klastogenisite testi (in
vitro memeli kromozom aberasyonu testi), mikronukleus testi ve comet

assay gibi testler yapilmaktadir.

ISO’ya gore genetik toksisitenin belirlenebilmesi i¢in 3 ¢esit test
yapilmalidir. Bu testler, bakteride ters mutasyon testi (AMES testi),
genetik mutasyonun veya kromozom aberasyonlarinin belirlenebilmesi
icin in vitro memeli kromozom aberasyonu veya fare lenfoma testi, in
vitro mikronukleus testi seklinde siralanabilir (ISO 10993-3, 1999).

2.3.2.1. In vitro kromozom aberasyonlari

Hiicre hatlar1 {izerinde veya primer hiicre kiiltiirleri ile yapilirlar.
Testte kullanilacak olan hiicreler, kiiltirde biiyiime kapasitelerine,
karyotip kararliligina, kromozom sayisi, kromozom cesitliligine ve
kendiliginden olusan kromozom aberasyonlarinin frekansina gore
secilmektedir Olast memeli karsinojenlerin veya mutajen ajanlarin
belirlenebilmesi i¢in yapilmaktadir (ISO 10993-3, 1999).

Testin prensibi:
= Hiicre kiiltiirleri metabolik aktivasyon kaynagi varliginda ve
yoklugunda test maddesine maruz birakilir.
= Kimyasal maddeye maruz kalma asamasindan sonra ,0nceden
belirlenmis zaman araliklarinda  hiicre kiiltiirleri metafazi
durdurucu maddeyle (kol¢isin) muamele edilir.
= Daha sonra metafaz hiicreleri boyanir ve mikroskopta kromozom

aberasyonlarinin olusup olusmadigi gozlenir (Anonymous, 1997).



40

2.3.2.2. In vitro mikronukleus testi

In vitro mikronukleus testi, interfaz hiicrelerinin sitoplazmasinda
bulunan mikronukleuslar gibi kiicik membranla c¢evrili DNA
parcalarininin  olusumuna neden olan kimyasallarin belirlenmesinde
kullanilan bir mutajenite testidir. Mikronukleus olusumu hiicre
boliinmesinde mitozun metafazdan anafaza gecis asamasinda gerceklesir
(Sekil 2.9). Bu mikronukleuslar asentrik parcalardan (sentromersiz
kromozom pargalar1) ya da hiicre boliinmesinin anafaz evresinde diger
kromozomlarla birlikte go¢ edemeyen biitiin kromozomlardan meydana
gelmektedir (Anonymous, 2004). Bu yiizden bu test hem klastogenik
hem de aneugenik kimyasallarin belirlenmesinde kullanilabilmektedir.
Bu testte hem hiicre hatlar1 hem de insan lenfositlerinin primer kiiltiirleri
kullanilabilir (Anonymous, 2004).

mikronukleus '|

L

Sekil 2.8. Metafaz plaginda mikronukleuslar

(http://we.vub.ac.be/~cege/volders/ENG/tests/MN.htm)
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Sekil 2.9. Mikronukleus olusumu ve analizi

(http://we.vub.ac.be/~cege/volders/ENG/tests/MN.htm)

2.3.3. In vitro yara iyilesmesi
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Yara iyilesmesi olduk¢a kompleks bir biyolojik olaydir. Dokuda,

yaralanma sonucu yara iyilesmesi ile sonlanan organize ve karmagsik

birtakim hiicresel ve biyokimyasal olaylar gelisir. Yaranin daralmasi,

kapanmasi ve fonksiyonel bariyerin restorasyonu ile sonuclanan ¢ogul

faktorlii bir siirectir. Yara iyilesmesi ayri, fakat birbirleriyle ici ice gecen

hemostaz ve inflamasyon,

adlandirilan 3 ayr1 asamadan olusur (Nursal vd., 1999).

proliferasyon ve maturasyon olarak

Yara iyilesmesi testleri arastirmacilara, hiicre gociinii ve hiicre

etkilesimlerini ¢alisma olanagi sunmaktadir.
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Bariyer fonksiyonu bozulan derinin bu 06zelligini yeniden
kazanabilmesi i¢in epidermisin rejenerasyonu ve dermisin onarimi
gereklidir. Bir yara, yiizeyi epitelle kaplandigi, madde kaybinin sebep
oldugu kopukluk giderildigi ve uygun doku direnci gelistigi zaman
iyilesmis  sayilir. Epidermal yenilenme esas olarak cogalan
keratinositlerin yara yiizeyine yayilmasiyla olusur. Yalnizca epidermisi
icine alan doku kayiplarinda epitelizasyon, hem yara kenarlarindan hem

de dermiste saglam kalan deri eklerinden gelisir (Senol, 1995).

Yara iyilesmesi testi, in vitro yonlii hiicre gociinii ¢alismak igin
gelistirilen basit, ekonomik ve en eski metotlardan biridir. Bu metot, in
vivo yara iyilesmesi sirasinda hiicre gociinii taklit etmektedir. Temel
asama, monolayer hiicre icerisinde yara olusturmak, baslangic
asamasindan itibaren yaranin kapanma siirecinde hiicre gociinii belirli
araliklarla gozlemlemek ve hiicrelerin go¢ hizim fotograflarla
karsilastirmaktir (sekil 2.10). Bu, ozellikle hiicre-matriks, hiicre-hiicre
etkilesimlerinin hiicre gocii iizerindeki etkilerini ¢alismak, in vivo’daki
yara iyilesmesini taklit etmek i¢in uygun bir yontemdir. Ayrica homojen
hiicre populasyonunun gogiinii gozlemlemenin yani sira bu metot,
olusturulan yaranin kenarindaki hiicrelerin bulundugu hattan itibaren
bireysel hiicrelerin gé¢ hizin1 6l¢mek i¢in de kullanilmaktadir (Rodriguez
et al., 2008; Liang et al., 2007).
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Sekil 2.10. /n vitro yara iyilegmesinin gortiniimii
(http://www.biophysics.com/applications/woundhealing.html)

Canli hiicrelerin ylizey ile olan etkilesimleri biyomateryallerin
doku miihendisligi gibi uygulamalar1 acisindan Onemlidir. Hiicrelerin
doku miihendisliginde kullanilacak materyal lizerinde tutunmasi, gocii ve

proliferasyonu potansiyel uygulamalarina 6nemli bir bakis saglamaktadir.

Tremel A. ve ark.’min (2008) yaptigr bir ¢alismada NIH-3T3
fibroblast hiicrelerinin doku kiiltiirii flaskinda proliferasyonu ve hiicre
gocil in vitro olarak belirlenmistir. Rastgele dagilmis bireysel hiicrelerin
konfluent monolayer hiicreye gelisimi hiicre yogunlugu ile birlikte
ilerlemektedir. Farkli yilizey ve kosullar altinda hiicre davranislarini
karsilagtirmak icin hiicre yayilimi ve biiylime hizlar1 kullanilmistir. Yara
iyilesmesi testleri, doku Kkiiltiirlinde farkli hiicre tipleri ve kiiltiir
kosullarinin proliferasyon ve hiicre gocii hizlarin1 tahminlemek iizere
yillardir kullanilmaktadir. Bu testler genellikle ilk olarak biiyiiyen
konfluent monolayer hiicre tabakasini icermektedir. Daha sonra kiiciik bir
alanda hasar olusturulur veya kiirdan, pipet ucu vs. yardimiyla ince bir
tabaka seklinde cizilir. Boylelikle in vitro yaralar olusturulmus olur.
Acilan bosluk, zamanla hiicrelerin hareketi ve hasarli bdlgeyi

doldurmalar1 mikroskobik olarak gozlemlenir. Bu iyilesme siireci hiicre
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tipine ve acilan yara alanmma bagli olarak saatler veya giinler
alabilmektedir

(http://www .biophysics.com/applications/woundhealing.html).

Bu calismada yara iyilesmesi, gelistirilen cilt kreminin deri
hiicreleri iizerindeki go¢iinii ve proliferasyonunu ne sekilde etkiledigini
incelemek amaciyla yapilmustir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Organizmalar

Mavi-yesil Alg Kiiltiirii: Bu ¢calisma kapsaminda iiretilmis olan Spirulina

platensis Parachas susu, Ege Universitesi, Biyomiihendislik Boliimii,
Mikroalg Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (EGE-MACC 38) saglanmistir. EGE-
MACC aynm1 zamanda ulusal ilk mikroalg kiiltiir koleksiyonudur.

Hayvan Hiicre Kiiltiirii: In vitro sitotoksisite, yara iyilesmesi ve

proliferasyon ¢alismalarinda kullanilmis olan HS, keratinosit hiicre hatti
ile HEP 299 insan fibroblast hiicre hatti SAP Enstitiisii, Hayvan Hiicre
Kiiltiirii Koleksiyonu (HUKUK)’ndan saglanmistir. Genotoksisite
caligmalarinda kullanilan insan periferik kan kiltirii ise Etik Kurul
Karar1 aliman, kan verme acisindan herhangi bir saglik engeli
bulunmayan, kan verme islemine engel teskil edebilecek herhangi bir ilag
ve sigara kullanmayan, 18-35 yas araliginda bulunan saglikli bireylerden

alinan kan o6rnekleri ile hazirlanmistir.

3.1.2. Kullanilan kimyasallar

3.1.2.1. Kiiltiir ortamlari ve vasatlar

Mavi-yesil Alg Kiiltiir Ortami: Spirulina platensis’in  kiiltiirii i¢in
Modifiye Zarrouk Ortami kullanilmistir (Morist, et al., 2001). Ortam

icerigi distile suda ¢oziildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilizasyonu saglanmustir. Kiiltiir ortaminin kompozisyonu cizelge
3.1°de belirtilmistir.
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Cizelge 3.1. Modifiye Zarrouk Ortaminin Icerigi (Morist, et al., 2001).

Madde Miktar (g/L.
MalCl 1
MgS0,. TH,0 0.2
Call; 0,04
FeS0: TH:O 0.0
EDTA 0,08
MalMiO; 2.5
K,HPO, 0.3
K250y 1
MaHCOs 10,8
Hﬂ.:': D3 ?:IS
A 1 ml
"Bs 1 ml

"As iz element cizeltizi "Bs iz element cizeltisi
Madde Milstar(z/L) Madde

Miktar{gL})
H.BO, 2,86 NH.VO, 00022
MnCl.4H.O 1,81 KCr(50.). 12H,0 0,095
ZnS04 TH2O 0,222 MiS0.6H0 0,045
Cus04.5H-0 0,075 MNa: W0 0018
WMeoOy H-0 0,015 Ti0, 0,016

Hayvan Hiicre Kiiltiirii Ortamlari: HS, keratinosit ve HEP 299 insan
fibroblast hiicre hatt1 i¢in %10 fétal sigir serumu (FBS), 10 ug/mL olacak
sekilde % 1 L-glutamin ve 10 ug/mL penisilin/streptomisin (Biochrom,
Almanya) antibiyotik iceren DMEM/F12 (Sigma, Almanya) besi ortami
kullanilmistir. HEP 299 fibbroblast kiiltiirii icin hazirlanan besi ortamina

ayrica %1 oraninda sodyum piruvat eklenmistir.

Periferal kan hiicre kiiltiirii i¢in ise, %20 fotal sigir serum (FBS) ve 20
pg/mL penisilin/streptomisin (Biochrom, Almanya), %1 L-glutamin
iceren RPMI 1640

hazirlanmustir.

(Biochrom, Almanya) ortami1 vasat olarak
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3.1.2.2. Tampon, Reaktif ve Cozeltiler

Protein Analizinde Kullanilan Reaktif ve Cozeltiler:

e Standart BSA (S1gir Serum Albumini) ¢ozeltisi: 700 mg/L

e Reaktif A: %5’1lik Na,COs3

e Reaktif B: %1’lik K-Na-tartarat icerisinde %0.5’lik CuSO,4.5H,0
(Her zaman taze hazirlanir ve reaktifler ayr1 ayr ¢oziilmiistiir.)

e Reaktif C: 50 ml reaktif A+ 2 ml reaktif B

e Reaktif D: IN folin-Ciocalteau (2 N folin reaktifi 1:1 oranminda
ultra saf su ile seyreltilerek hazirlanmistir.)

e 1 N NaOH

Ham Ekstrakt Icin Kullanilan Tampon:

0.01 M potasyum fosfat tampon (pH 6.7, 0.15 M NaCl iceren)

hazirlanmustir.

Fikosiyanin Tayininde Kullanilan Tampon:
100 mM fosfat tampon (pH 7.0).

In Vitro Sitotoksisite-MTT I¢in:

%90 oraninda besi ortamina ve %10 oraninda MTT (Sigma, Almanya)

stok solusyonu (5mg/ml) iceren MTT ortami hazirlanmustir.

Genotoksisite Igin:
Mikronukleus Analizinde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler:

KCI: 0.075 M KCI solusyonu hazirlanmistir.

Fiksatif: Metanol/Asetik asit karisimi, 3:1 oraninda hazirlanmistir.
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3.1.3. Kullanilan cihaz ve ekipmanlar

e pHmetre ( Meinsberg Electrode, Almanya )

e Spektrofotometre ( Biosciences- Ultraspec 1100 pro, ABD)

e Hassas terazi ( Mettler Toledo, ABD )

e [sik Olctimleri icin kullanilan kuantum metre (Lutron LX 105,
ABD)

e  Mikroskop ( Olympus CH40) ve Neubauer sayma lami1

e Kabin

e Su banyosu ( Niive NB20, Tiirkiye)

e [siticili manyetik karistirict (Biosan MSH 300, Letonya)

¢ Vorteks (Biosan Bio Vortex V1, Letonya)

e Sicaklik ayarli inkubat6r dolaplar1 (Ugur, Tiirkiye)

e Buzdolab1 (Vestel RINA 465 HG, Tiirkiye)

e Desikator

e Nuche Erleni filtrasyon aparat1 (Sartorius, Almanya)

e Sogutmali santrifiij (Eppendorf, Centrifuge 5810 R)

e Sogutmali santrifiij (Sigma, Labortory Centrifuges 4K15C,
Almanya)

e Inkubator (Heraeus, Almanya)

e Vertikal akisl class II kabin (Heraeus, Almanya)

3.2. Metot

3.2.1. Spirulina platensis’in inokulasyonu ve takibi

Spirulina platensis iiretimi baslangicinda denemeler, 3 paralel
kiiltiir seklinde hazirlanmistir. Inokulum, sekil 3. 1°de goriilen 2 L’lik
siselerde (Simax) calisma hacmi 1,5 L olacak sekilde gerceklestirilmistir.
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Inokulum, oran olarak Pelizer at al., (2003) belirttigi sekilde 0,15 g kuru
agirhik/L iizerinden yapilmistir. Sekil 3.2’de goriildiigii gibi tiretim, 2000
liikks 151k yogunlugunda siirekli aydinlatma (Wiselite ESL/H, 20W, 0,175
A, daylight) ve 1 L/dk. havalandirma saglanarak gerceklestirilmistir.

Yapilan 12 giinliik iiretim boyunca optimum ortam kosullari

cizelge 3.2°de goriildiigii gibi kontrol edilmistir. Kiiltiir morfolojisi

mikroskobik (Olympus CH40) olarak incelenmistir.

Cizelge 3.2. Spirulina platensis optimum iiretim kosullar

Sicakhik 25°C
pH 9.8-10.0
Isik yogunlugu 2000 Liiks
Havalandirma 0,66 vvim

— Hava cikist

Hava mirsi l Omek Alma

Jo

Sekil 3. 1. Uretimde kullanilan 2L lik kiiltiir siseleri
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Sekil 3.2. Spirulina platensis’in kiiltiir siselerinde havalandirmali tiretimi

Kiiltiirtin  tremesi ve biyokiitle artis1, kuru agirhk ve
spektrofotometrik olarak optik yogunluk Olgiilerek incelenmistir.
Kiiltiirtin absorbansi, kiiltiir ortami kor olarak kullanilarak 750 nm’de
Olctilmiistiir. Kuru agirlik olgtimii icin ise, kiiltiirden ornek alinarak
filtrasyon yapilmistir. 105 °C’de 2 saat etiivde bekletilerek sabit hacme
getirilmis Whatman GF/C (Whatman glass microfibre filters, 1,2 um, 47
mm) filtreler kullanilmistir. Kiiltiirden alinan Ornekler, darasi alinan
filtrelerden siiziilmiistiir ve tekrar 105 °C’de 2 saat etiivde inkube
edilerek sabit hacme gelmesi saglanmistir. 2 saat sonunda filtrelerin

agirliklar alinarak kuru agirlik hesaplanmustir.



3.2.2. Protein analizi ve fikosiyanin tayini

Protein analizinde modifiye Lowry protein analiz yOntemi
standart BSA

cozeltisinden, cam deney tiiplerine konulup, destile su ve 1 N’lik NaOH

kullanilmigtir.  Cizelge 3.3’te belirtilen miktarlarda

cozeltisinden ilave edilerek standartlar elde edilmistir. Kiiltiirlerden
alman Orneklere 1 N NaOH ilave edilip 5 dakika 100 °C’lik su
banyosunda bekletilmis hemen ardindan tiipler soguk su banyosuna
alinarak sogutulmustur. Reaktif C ilave edilip oda sicakliginda 10 dakika
bekledikten sonra vortekslenmistir. Daha sonra reaktif D ilave edilip 20
dakika bekletilereks vorteks ile karigtirilmis, yapilan inkiibasyon sonunda

750 nm’de absorbanslar1 spektrofotometre ile okunmustur.

Cizelge 3.3. Protein analizinde kullanilan 6rnek, standart ve reaktifler

Miktar (mL)
Standart BSA

coOzeltisi
Distile Su

1 N NaOH
Ornek
Reaktif C
Reaktif D

Kor
0

0,5
0,5
2,5
0,5

Stl
0,05

0,45
0,5
2,5
0,5

St2
0,1

0.4
0,5
2,5
0,5

St3
0,15

0,35
0,5
2,5
0,5

St4
0,2

0,3
0,5
2,5
0,5

StS
0,25

0,25
0,5
2,5
0,5

St6
0,3

0,2
0,5
2,5
0,5

Ornek

0,5
0,5
2,5
0,5

St: Standart BSA’larin degerleri
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3.2.2.1. Fikosiyanin miktar tayini

Boussiba and Richmond’un (1979) belirttigi prosediir ile
Spirulina platensis’ten elde edilen ham ekstrakt ve kuru hiicrenin

fikosiyanin miktarina bakilmstir.

® 40 mg Spirulina tozu 10 ml santrifiij tiipiine alinip tizerine 100
mM potasyum-fosfat tamponu eklenmistir.

¢ Vortekslenerek etkin bir sekilde karigmasi saglanmaistir.

¢ Buzdolabinda bir gece bekletilmistir.

e Tekrar vortekslenerek karistirilmistir.

e [0 °Cde 3200 rpm hizinda sogutmali santrifiijde
santrifiijlenmistir.

e Kor olarak potasyum-fosfat tampon kullanilalrak 620 nm

spektrofotometrede absorbansi ol¢iilmiistiir.

3.2.2.2. Ham ekstraktin elde edilmesi

Spirulina’dan ham ekstrakt elde etmek icin Minkova et al., (2002)
yaptiklar1 ¢alismada fiziksel dondur-¢ozdiir hiicre parcalama yontemini

uygulamiglardir. Calismalarda asagidaki prosediir kullanilmigtir:

- 800 mg kuru agirlik biyomas 100 mL ekstraksiyon tamponu (0.01
M K-fosfat tamponu, pH 6.7) ile resuspanse edilmistir.

- Suspansiyon -20 °C’ ye konularak dondurulmustur.

- Dondurulduktan sonra 30 °C’de karistirilarak ¢ozdiiriilmiistiir.

- 44 °C’de 1 gece bekletilmistir.

- 13100 g santrifiij (Sigma, Labortory Centrifuges 4K15C,
Almanya) hizinda 30 dk. boyunca santrifiij yapilmistir ve pellet
kistm atilarak siipernatant ilerleyen c¢alismalarda kullanilmak

tizere liyofilize edilmistir.
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- Swvi kismu liyofilize etmek i¢in -86 °C’de bekletilmistir.
- -86 °C’den alinan materyal liyofilizatére atilarak dondurarak

kurutma islemi gerceklestirilmistir.

3.2.3. Ham ekstrakt dilusyonlarimin hazirlanmasi ve
krem ekstraksiyonu

Krem formulasyonuna ilave edilecek Spirulina ham ekstrakt
oranini belirlemek amaciyla farkli ekstrakt dilusyonlar1 hazirlanarak

sitotoksik etkilerine bakilmistir:
0,4 g ekstrakt/20 mL vasat = %2 stok
0,2 g ekstrakt/20 mL vasat = %1 stok hazirlanarak asagida

belirtilen dilusyonlar bu oranlar iizerinden yapilmustir.

Calisilan konsantrasyonlar:

%1
%0.5
%0.1
%0.05
%0.01
%0.001
%0.0001

Sterilizasyon: % 2’lik ekstrakt soliisyonu 6nce 0,8u , daha sonra 0,45
um por c¢apl filtreden gecirilerek asamali olarak klarifiye edilmistir.

Daha sonra kabinde 0,2 p’luk filtreden gecirilerek sterilize edilmistir.

Krem viskoz yapida oldugu i¢in genotoksik ¢aligsmalarda direkt

olarak kullanilamamistir. Bunun i¢in ISO 10993-12 y6netmeligine uygun
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olarak kremin ekstraksiyonu yapilmistir. Bu prosediire gore cizelge
3.4’de belirtildigi sekilde, 0.2 g/mL oraninda krem kontrol (Spirulina
ham ekstrakt icermeyen), %0.5 Spirulina ham ekstrakt iceren ve %1.125
Spirulina ham ekstrakt iceren kremlerin 37 °C etiivde (Heraeus,

Almanya) 72 saat inkube edilerek ekstraktlar1 hazirlanmstir.

Cizelge 3.4. ISO 10993-12’nin belirttigi ekstraksiyon oranlar1 (ISO
10993-12, 1999)

Ekstraksiyon Orani
Kalinhk . ..
(Yuzey alani/Hacim) Ornek Materyaller
(mm)
+10%
) Metal, sentetik polimer, seramik,
<0.5 6 cm /ml o
komposit film, tabaka/levha
Metal, sentetik polimer, seramik,
0.5-1.0 3cm*ml komposit film, plaka, kaliplanmis
madde
> 1.0 1.25 cm*/ml Dogal elastomerler

Diizensiz 0.2 g 6rnek/ml, L
) Toz, peletler, kopiik, vb.
6 cm”/ml

Ekstraksiyon orani: Test maddesinin agirligl/ Ekstraktant hacmi

Ekstraksivon Kosullari: 37°C-72 saat.

Bu kosullarda ekstraksiyonu hazirlanan kremler, 3000 g
sogutmal1 santrifiij ile (Sigma, Labortory Centrifuges 4K15C, Almanya)
10 °C’de 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Pelet uzaklastirilmais,

siipernatant alinarak sterillenmistir.
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Krem Ekstraktlarinin Sterilizasyonu: Krem ekstraktlari1 6nce 0,8u, daha

sonra 0,45 p’luk filtreden gecirilerek asamali olarak klarifiye edilmistir.
Daha sonra kabinde 0,2 um por capl filtreden gegirilerek sterilize

edilmistir.

3.2.4. In vitro sitotoksisite testi-MTT

Ham Ekstraktlarin Sitotoksisite Denemesi:

HS keratinosit hiicre hatt1 -86 °C” den ¢ikarilarak ¢ozdiiriilmiistiir
ve DMEM/F12 hiicre besi ortamui ile flaska aktarilmistir. HS; hiicre hatti
karbondioksite ihtiya¢ duyan hiicre tipi oldugundan 37 °C’de % 5’lik
COy’li etiivde inkiibe edilmistir (Sekil 3.3). Bu sekilde calisma igin
hazirlanan hiicreler sayilarak 96 gozlii pleytlere ekimi yapilmistir ve
hiicrelerin yiizeye tutunabilmesi icin 3 saat 37 °C’de % 5’lik CO;’li
etiivde inkubasyona birakilmistir. Tutunma asamasindan sonra normal
vasat c¢ekilerek 200 pL ekstrakth vasatlar eklenmistir. 1, 3 ve 7 giin
siirelerle 37 °C’de % 5’lik CO», 11 etiivde inkube edildikten sonra MTT

uygulanmistir.

e

Sekil 3.3. 48 saatlik HS2 hiicre hattinin 25 cm *flasktaki goriintiisii
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Ham Ekstraktin MTT Uvygulamasi:

Hiicreler ekstrakthh vasatla 1. giin, 3. giin ve 7. giin
etkilestirildikten sonra ekstraktli vasat dokiilip 200ul MTT vasati
eklenmistir. 4 saatlik inkiibasyondan sonra MTT’li vasat dokiilerek
olusan formazan kristallerini ¢ozmek icin DMSO eklenmistir ve

kolorimetrik okuyucuda 570 nm’de okutulmustur.

Kremin Sitotoksisite Denemesi:

Dalan A.S. tarafindan gonderilmis olan ham ekstrakt icermeyen
kontrol kremi ile %0.50 ham ekstrakt konsantrasyonuna sahip cilt

kreminin hiicre kiiltiirleri izerindeki sitotoksik etkileri incelenmistir.

Krem, yiiksek viskoziteye sahip olmasi nedeniyle hiicre kiiltiirii
pleytleri iizerine direkt olarak ilave edilememistir. Etkilesimi saglamak
amaciyla Sekil 3.4’de goriilen hiicre kiiltiirii insertleri (Nunc, Almanya)

kullanilmustir.

Sekil 3.4. 24 gozlii pleyte uygun hiicre kiiltiirii insertleri

24 gozli pleytlerin en alt tabakasina HS, keratinosit hiicre

ekilmis, pleytin goziine yerlestirilen insertin iizerine de 200 uL krem
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konulmustur. Insert ile pleyt arasindaki bosluga da 600 pL vasat
eklenmistir. Etkilesim sekil 3.5’te goriildiigii sekilde gerceklesmistir.

Erem ™ ‘
—— = Vazat
Hiicre

Sekil 3.5. Insertler ile cilt kremi sitotoksisite denemesi

-86 °C’den cikarilan HS, keratinosit hiicre hatt1 ¢ozdiiriilmiistiir
ve DMEM/F12 hiicre besi ortami ile flaska aktarilmistir. Bu sekilde
calisma icin hazirlanan hiicreler sayilarak 24 gozlii pleytlere ekimi
yapilmistir ve hiicrelerin yiizeye tutunabilmesi i¢in 3 saat 37 °C’de
%5’lik CO;’li etiivde inkubasyona birakilmistir. Tutunma asamasindan
sonra vasat cekilerek insertler yerlestirilmis ve insertlerin iizerine de 200
uL cilt kremi dikkatli bir sekilde yayilmistir. Hiicreler bu sekilde 37
°C’de % 5’lik CO,’li etiivde, 24 saat, 72 saat ve 7 giin boyunca krem ile
etkilesime tabi tutulmustur. Bu siireler tamamlandiktan sonra MTT

uygulanmustir.

Kremin MTT Uygulamasi:

Hiicreler bu sekilde 1. giin, 3. giin ve 7. giin etkilestirildikten
sonra cilt kremi iceren insertler uzaklastirilarak MTT’1i vasat eklenmistir.
37 °C’de % 5’lik CO;’li etiivde 4 saatlik inkiibasyondan sonra MTT’li
vasat dokiilerek olusan formazan kristallerini ¢6zmek icin DMSO

eklenmistir ve spektrofotometrede 570 nm’de okutulmustur.
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3.2.5. In vitro yara iyilesmesi

HS, keratinosit ve HEP 299 hiicre hatlari, -86 °C’den ¢ikarilarak
cozdiiriilmiistir ve DMEM/F12 hiicre besi ortamu ile flaska aktarilmistir.
37 °C’de % 5’lik CO;’li etiivde inkiibe edilmistir.

Yara iyilesmesi denemesi 4 asamada gerceklestirilmistir.

I. Asama: HEP 299 fibroblastlarin ekimi

25 cm’ flaskta iiremis olan HEP 299 fibroblast hiicre hatti
tripsin/EDTA (Sigma) solusyonu ile kaldilmistir. 25 cm?® flaskta
hiicreler, 24 gozlii pleytlere aktarilmig ve hiicreler 37 °C, CO,’li etiivde
inkubasyona birakilmustir.

Baslangi¢ hiicre konsantrasyonu i¢in hiicre sayimi yapilmustir.
X0 =300%5%10" /9= 1,66%10° hiicre/mL

II. Asama: Yaranmin acilmasi

3 saat boyunca tutunmus olan fibroblast hiicreleri iizerine onceden
otoklavlanarak sterilize edilmis olan Ege Universitesi, Dis Hekimligi
Fakiiltesi, Arikan ve ark. tarafindan gelistirilen 24 gozlii pleyt icin uygun
yara olusturma aparati ile yaralar acilmistir (Sekil 3.6) (Arikan vd.,
2007). Boylelikle her gozde homojen yaralar agilmasi saglanmistir. Yara

olustururken kalkan hiicreleri uzaklastirmak i¢in vasat yenilenmistir.
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Sekil 3.6. Yara olusturma aparati ve 24 gozlii pleytler izerinde yaralarin agilma agamasi

III. Asama: Epitellerin Ekilmesi

25 cm® flasktaki HS, epitel hiicrelerin vasati bosaltilip
tripsin/EDTA solusyonu eklenerek hiicreler kaldirilmistir.

Kaldirilan hiicreler, +4°C sogutmali santrifiijde (Eppendorf,
Centrifuge 5810 R, Almanya) 800 rpm/5 dk santrifiijlenmistir. Insertler
gozlere yerlestirilmistir. 5 dakika sonunda siipernatant dokiiliip hiicreler
homojenize edilerek vasat ile homojenize edilmistir. Her bir insert
iizerine 0.5 mlL/gdz olacak sekilde hiicreli vasat eklenerek hiicreler

tutunmaya birakilmagtir.
X0=85%5%10"/ 9 = 4.7%10 hiicre/mL

IV. Asama: Kremin Konulmasi

HS, keratinosit hiicreler insert membraninin tizerine tutunduktan
sonra, insertlerin iizerine 200 pL cilt kremi dikkatli bir sekilde
yayilmistir. Hiicreler bu sekilde 37 °C’de % 5’lik CO;’li etiivde, 7 ve 14
giin boyunca krem ile etkilesime tabi tutulmustur. Bu siireler

tamamlandiktan sonra Giemsa boyama yapilmistir.
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* Hiicreler, kollajen artisinin incelenmesi amaciyla
immunhistokimya c¢alismasi icin Celal Bayar Universitesi, Tip

Fakiiltesi’ne gonderildi.

Immunhistokimya ‘da Uygulanan Prosediir:

Hiicreler %4 liik paraformaldehit ile 30 dk. fikse edildikten sonra
3 kez 5 dk. PBS (Phosfate buffer solution) ile yikandi. %3’liik hidrojen
peroksit (H,O,) (1 08600, Merck, Darmstadt, Almanya) uygulandi (5 dk)
ve 3 defa PBS ile yikandi. Permeabilizasyon ic¢in %0.1’°lik Triton-X 100
ile 15 dk inkiibe edildikten sonra 3 defa PBS ile yikandi. 1 saat bloking
uygulamasindan sonra direkt olarak anti-collagen 1 (GTX 41285,
GeneTex) antikoru ile 1 gece inkiibe edildi. Ertesi giin 3 defa PBS ile
yikandiktan sonra ikincil antikorlar biotinlayted IgG (30 dk) ve ardindan
streptavidin (30 dk) (SentiTek HRP Anti-Polyvalent, SHP125, Skytek)
uyguland1. Iki uygulama arasinda ve son uygulamadan sonra 3 defa PBS
ile yikamalar yapildi. DAB kromojeni uygulanarak
immunoreaktivitelerin goriiniirliigii saglandi. Distile su ile yikandiktan
sonra lameller cikartilarak kapatma mediumu ile kaplanarak kapatildi.
Ornekler 151k mikroskobunda (BX40 Olympus) incelendi.
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3.2.6. Mikronukleus analizi

Bu calismada, goniillii olan saglikli bireylerden alinan kanlar
kullanilarak RPMI 1640 vasat ile periferal kan Kkiiltiirii hazirlanmistir.
Mikronukleus analizi i¢in hiicre kontrol, mitomisin C kontrol, krem
kontrol, %0.5 ham ekstrakt iceren krem ve %1.125 ham ekstrakt iceren
krem ile calisilmis ve her bir test grubu iicer tekrarli olacak sekilde

hazirlanmustir.

Mikronukleus analiz protokolii asagidaki gibidir (Cizelge 3.5):

1) Goniilliden heparinli tiip kullanilarak yaklasitk 2 ml kan Ornegi

alinmustir.

2) Hazirlanan hiicre kiiltiiri ortami 5’er ml’lik yatik tiiplere (Nunc,
Almanya) boliinerek her bir tiipe 0.4 ml kan + 4.6 mL vasat + 50 puL
fitohemaglutin (PHA, Biochrom, Almanya) eklenmistir.

3) Tiipler 37°C inkiibatorde 72 saat boyunca kiiltiire edilmistir.

4) Kiiltiir baglangicindan 24 saat sonra ortama krem ekstraktlar1 + PHA
ilave edilmistir. Mitomisin C ve hiicre kontrol tiiplerine de RPMI 1640
vasat + PHA eklenmistir. Aym1 zamanda pozitif kontrol olarak final
konsantrasyonu 0.10 pg/ml olacak sekilde mitomisin C, (Applichem,
Almanya) 10 pg/ml’lik stok solusyonundan 100 ul alinarak mitomisin C

tiiplerine eklenmistir.

5) Sabah, ogle, aksam tiipler birer kez calkalanarak homojenizasyon

saglanmistir.

6) 44. saatte sitokalasin B (Sigma, Almanya) eklemesi yapilmistir. Son
olarak ml’de 6 pg sitokalasin B (Anonymous, 2004) olacak sekilde 10
ml’lik tiiplere 2000 pg/ml stok solusyonundan 30 ul ilave edilmistir.
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7) Kiiltiir siiresi bitiminde 72. saatte tiipler inkiibatorden ¢ikarildilar.

8) 10 dk. boyunca 1000 rpm’de santrifiij edildiler. Santrifiij bitiminden
sonra konik kisma kadar olan (yaklasik 0.5 mL) siipernatant pastor pipeti
ile atilmistir. Kalan pelet homojenize edilmistir. Hipotonik KCI
soliisyonundan (0.075M KCI 6nceden 4°C’ye sogutuldu) yaklasik 8 mL
damla damla hiicrelerin sismesi ic¢in vorteks esliginde eklenmistir. 10 dk.

boyunca tiipler buzdolabinda inkube edilmistir.

9) Siire sonunda tiipler tekrar santrifiij edilmistir. Ust kisim atilarak tekrar
damla damla soguk metanol:asetik asit (3:1) fiksatifinden yaklasik 8 mL
her tiipe vorteks ile karistirilarak eklenmistir. Tipler, 1. fiksatif

eklemesinden sonra 15 dk. buzdolabinda bekletilmistir.

10) Sonra tekrar santrifiij edilmistir. Bu islem (fiksatif asamasi) iki kez
daha yapilmistir, her islemden sonra tiipler 5’er dk. buzdolabinda
bekletilmistir. 3. fiksatife hiicrelerin bozulmadan kalmasi icin %1’lik

formaldehitten (Merck, Almanya) 3-4 damla eklenmistir.

11) Son fiksatiften sonra tiiplerin konik kisma kadar olan (yaklasik 0.5
mL) siiprnatant atilmistir. Kalan kisim yaklasik 0.5 ml olup pastor pipeti

ile homojen hale getirilmistir.

12) 5-10 cm yiikseklikten 5-6 damla yavasca daha 6nceden steril edilmis
ve alkolde bekletilen soguk lamlara egik tutularak damlatilarak yaymalar1

yapildi.

13) Yaklasik 10 dk. bekletilerek kurutulduktan sonra %35’lik giemsa
(Applichem, Almanya) 30 dk. boyanmustir.

14) Hazirlanan preparatlar lamel ile kapatilarak uzun siireli saklamaya

uygun hale getirilmis ve mikroskobik analizleri yapilmstir.
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Cizelge 3.5. Mikronukleus analizi sirasinda yapilan iglemler

Ornek ve Saatler

Mikronukleus Analizi-Yapilan islemler

0.saat

Alinan kandan tiiplere

RPMI vasat+kan+PHA eklenmistir.

24 .saat

Hiicre kontrol tiipiine vasat+PHA,

Krem ekstrakti i¢eren tiiplere ekstrakt+PHA

eklenmistir.

Mitomisin C tiipiine vasat+PHA+ mitomisin

C eklenmistir.

44 saat

Sitokalasin B eklenmistir.

72.saat

KCl ve fiksatif eklemesi yapilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Spirulina platensis Biiyiime Egrisi

Spirulina platensis’in 15 giin boyunca kontrollii laboratuvar
kosullarinda iiretimi yapilmistir. Uretim sirasinda kiiltiir artisi, kuru
agirlik ve optik dansite 6l¢iimii ile takip edilmistir. Mikroskobik analizler
ile kiiltiiriin morfolojisi ve bilyiimesi incelenmistir. Denemelerde spesifik
bliylime hizlarinin ve ikilenme siirelerinin hesaplamalar1 asagidaki

formiile gore yapilmistir (Becker, 1995) .

_Inx, —Inx DT—E
At T u

p ; Spesifik biiylime hizi

X, ; t, zamanindaki hiicre konsantrasyonu
X1 ; t; zamanindaki hiicre konsantrasyonu
At = to-t;

D.T. ; ikilenme siiresi
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Spirulina platensis Biiyuime Grafigi

y = 0,0602x + 0,1664

Absorbans (750 nm)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Zaman (Giin)

Sekil 4.1. Spirulina platensis’in 15 giinliik tiretim sonucunda elde edilen biiyiime egrisi

Baslangi¢ inokulum konsantrasyonu olarak Pelizer et al., (2003)
bildirdigi gibi 0.15 g/L kullamilmistir. Biyokiitle verimi ve ekonomik
kiiltiiri  agisindan inokulum konsantrasyonunun optimum olmasi
gerekmektedir. Cok diisiik baglangi¢ konsantrasyonlari, diger algal tiirler
tarafindan kontaminasyona veya fotoksidasyon nedeniyle kayiplara
neden olabilmektedir. Cok yiiksek baslangic konsantrasyonlar1 ise,
golgeleme ile 15181in etkin kullanilamamasina neden olabilir (Becker,
1982). Ayrica inokulum, logaritmik fazdaki genc kiiltiirden yapilmistir.
Bu nedenle inokulumu takiben iireme evresindeki hiicreler, sekil 4.1°de
de goriildiigii gibi 1. ve 2. giinler arasinda kisa bir lag (uyum) fazi

gecirmistir. Ureme daha sonra logaritmik bir sekilde devam etmistir.

Bu kosullar altinda 15 giin boyunca iiretimi gerceklestirilen
Spirulina platensis’in spesifik biiyiime hizi, p, 0,154 giin’, ikilenme

sliresi ise 2,7 giin olmustur.

Optimum kiiltiir kosullar1 altinda Spirulina platensis hiicreleri
sekil 4.2°de goriildiigii gibi spiral bir morfolojiye sahiptir. Optimum
kiiltiir kosullarinin disina c¢ikildiginda (yiiksek 151k ve sicaklik gibi stres
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kosullar1 altinda) hiicrelerin kivrimli yapisinda bozulmalar meydana

gelmekte ve Kkiiltiirler uzun siire bu kosullara maruz kaldiginda yapisinda

S§

S

. Orjinal

diizlesmeler goriilmektedir.

5.

==

Sekil 4.2. Spirulina platensis’in 15 giinliik tiretim sirasinda ¢ekilmis olan mikroskobik
goriintiisii (x200)

4.2. Protein Miktan ve Fikosiyanin icerigi

Spirulina platensis’in laboratuvar kosullarinda iiretimi sonucunda
protein ve fikosiyanin miktarlarina bakilmistir. Modifiye Lowry protein
analizi sonucu sekil 4.3’te goriilen standart grafigi elde edilmistir. Bu
standart egriden yola c¢ikilarak iiretim sonucu biyokiitlenin sahip oldugu
protein miktar1 belirlenmistir. Uretim sirasinda kosullar sabit oldugundan
standart veriler elde edilmistir. Spirulina platensis yiiksek protein ve
fikosiyanin igerigiyle bilinmektedir. Cizelge 4.1’de goriildiigi tizere kuru
agirh@inin  yaklasik yaris1 kadar protein icermektedir. Literatiirde
biyokiitlesinin  %355-70 oraninda protein igerdigi bildirilmektedir.
Oliveira ve ark. (1999), yaptiklari bir calismada ise laboratuvar

kosullarinda S.platensis’in  %40-60 oraninda protein igerigine sahip
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oldugu bildirilmistir. Cizelge 4.2’de goriildiigli gibi kontrollii kosullarda

yapilan iiretim sonucu, kuru agirliginin % 7’si kadar fikosiyanin icerdigi

saptanmistir. Ham ekstrakttaki fikosiyanin miktar1 ise % 4.5 olarak

belirlenmistir.
Grafik Baghgi
0,9
0,8 -
0,7 —e— Protein
2 0,6 - Konsantrasyonu
8 05 (mg/L)
8 0.4 Dogrusal (Protein
ﬁ 0,3 - Konsantrasyonu
0,2 - (mg/L))
0,1 -
0 T T T T
0 100 200 300 400 500
Standart Konsantrasyon

Sekil 4.3. Modifiye Lowry Standart Grafigi

Cizelge 4.1. Spirulina platensis modifiye Lowry yoOntemine gore

protein miktari

Organizma Protein Miktar1 | Kuru Agirhk Protein

(g/L) (g/L) (%)
Spirulina platensis 1.6 4.0 40
Spirulina platensis- 0.5 4.0 12.5
Ham ekstrakt
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% ham fikosiyanin miktarinin belirlenmesinde;

A620 x (10) x (100)

3.39 x (mg Ornek) x (% kuru agirlik)

formiilii kullanilmistir. 3,39 ekstinksiyon katsayisidir (Boussiba and

Richmond, 1979).

Cizelge 4.2. Spirulina platensis tfikosiyanin miktar1

Materyal Fikosiyanin | Kuru Fikosiyanin
Miktari Agirhk Miktari
(mg/mL) | (mg/mL) (%)

Spirulina platensis-Ham 0.18 4 4.5

ekstrakt

Spirulina platensis-Kuru 0.28 4 7

hiicre
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4.3. In Vitro Sitotoksisite Testleri-MTT

4.3.1. Ham ekstraktlarin MTT sonuclar:

Gelistirilecek olan krem denemelerinden ©Once Spirulina
platensis’ten elde edilen ham ekstraktin farkli dilusyonlar1 kullanilarak
sitotoksisite calismalar1 gerceklestirilmistir. DMEM/F12 besi ortami ile
hazirlanan %1.25, %1, %0.75, %0.50, %0.1, %0.05, %0.01, %0.001,
9%0.0001 dilusyonlar, kendi icinde de 3 tekrarli olmak suretiyle 3 seri
seklinde denenmistir. 1, 3 ve 7 giin olmak iizere farkl siirelerle 37 °C’de
% 5’lik COy’li etiivde inkube edilmislerdir. 1nkubasyon suresi sonunda
hem mikroskobik olarak hiicre morfolojileri incelenmis hem de MTT
testi ile hiicreler iizerindeki sitotoksik etki belirlenmistir. Kendi icinde 3
tekrarin ortalamalar1 alinarak her bir setin absorbans degerleri

belirlenmistir.

Sekil 4.4’te HS, keratinosit hiicrelerinin farkli ham ekstrakt
oranlartyla muamelesi sonucu morfolojileri goriilmektedir. Sekil 4.5’te
ham ekstraktlarin farkli dilusyonlarinin MTT sonucu elde edilen
degerleri ve grafikleri yer almaktadir. Sekil 4.6’da ise, MTT testi ile elde
edilen % canlilik degerleri ve hiicre iiremesi iizerindeki -etkileri

goriilmektedir.
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Sekil 4.4. HS, keratinosit hiicrelerinin
farkli ham ekstrakt oranlariyla muamelesi

sonucu morfolojik goriiniimleri
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MTT- 1.Gilin

1,5
1,44
1,3
1,24
1,14
1 4
0,9
0,8 1
Absorbans 0.7 1
0,6 1
0,5 1
0,4
0,3
0,2
0,1 1
O |

0,10%

0,01%
Konsantrasyon

0,0001%

I (+) Kontrol
B Spirulina platensis

MTT- 3.Giin

2
1,8 4
1,6 4
1,4 4
1,2 4

Absorbans 1 -
0,8 -

0,6 -

0,4

0,2 1

0 4

1,00%

0,10%

0,01%

Konsantrasyon

0,0001%

B (+) Kontrol
B Spirulina platensis
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MTT-7.Giin

1,00% 0,10% 0,01% 0,0001%
Konsantrasyon

B (+) Kontrol
@ Spirulina platensis

Sekil 4.5. HS, keratinosit hiicre hatt1 ile a.1, b.3 ve c.7 giin siirelerle inkube edilen

ekstraktlarin MTT sonuglari

Spirulina platensis Ham Ekstrakt Sonuglar

% Canhiik

1,0000%

Spirulina platensis Ham Ekstrakt Oranlar

0 1.Gln
B 3.Gln
0 7.Gln

Sekil 4.6. HS, keratinosit hiicre hattt ile 1, 3 ve 7 giin siirelerle inkube edilen

ekstraktlarin MTT sonuglarina gore % canlilik oranlar
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Spirulina platensis’ten elde edilen ham ekstrakt inkubasyon siiresi
boyunca iiremeyi stimule edici etki gostermistir. In vitro kosullarda ham
ekstraktlarin HS, hatt1 ile etkilesimi, 1 giinliik inkubasyonda tam olarak
gerceklesememis, 3.giinde etkisini gostermistir. Hiicreler 7 giin siiresince
inkube edildiginde ise, fazla oranda iireme nedeniyle pleytte yeterli yer
kalmadigr i¢in hiicreler yavas yavas dokiilmeye baslamistir. 7. giin
sonuclariin diisilk ¢ikmasinin nedeninin sitotoksisiteden degil de bu
durumdan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bu durumda grafikten de
anlasilacag tizere, 7. giine gore 1. ve 3. giin sonuglart anlamlhidir. Farkli
stirelerle yapilan MTT testine gore, sitotoksisite degil aksine hiicrelerin
proliferasyonunu stimule eden bir etki sz konusudur. Elde edilen
sonuglara gore en iyi sonucu veren konsantrasyonlarin siralamast % 0,1 >
0,05 > 0,5 > 0,01 seklinde yapilabilir. Her bir inkubasyon siiresi i¢in
hiicrelerin ~ iiremesini en fazla oranda stimule eden, en 1iyi
konsantrasyonun %0,1’lik ham ekstrakt konsantrasyonu oldugu

gozlenmistir.

In vivo’da canlinin sahip oldugu bariyerler ve savunma
mekanizmas1  gibi  direngler in  vitro kosullarda  hiicrelerde
bulunmamaktadir. In vitro metabolik stabilite, sadece hedef hiicrenin
aktivitesine baghdir. In vivo sistemik dagilim, maddeyi farkli dokularin
etkisi altinda yerlestirebilir. Ozellikle karaciger enzimleri baz1 bilesenleri
aktive ederken bazilarim1 inaktive etmektedir. Vaskuler endotelyum,
kalinlik ve doku kompleksligi nedeniyle permeabilite limitasyonlar1 in
vivo’da oldukca farkli olabilmektedir (Freshney, 2001). Bu nedenle in
vitro’da elde edilen bu degerler in vivo’da daha yiiksek oranlarda ayni
etkiyi gostermektedir. Sitotoksisite ve canlilik testi icin cesitli metotlar
kullanilmasina ragmen in vitro sensitivite ve in vivo cevaplar arasinda bir
korelasyon oldugu bildirilmistir (Masters, 2000). In vitro ve in vivo
yapilan farkli ¢alismalarda elde edilen sonuclara gore yaklasik 10 kat

fark oldugu Ongoriilmiistiir. Bu nedenle gelistirilen cilt kremi
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formulasyonuna %0.5 ve %1.125 oraninda ham ekstrakt ilave edilmesi
diistiniilmiistiir. Bu oranlar ile hazirlanan cilt kremlerinin sitotoksisite

testleri yapilmustir.

4.3.2. Cilt Kremleri MTT Sonuclar:

%100 dogal hammaddeler ile hazirlanmis olan cilt kremlerinin,
hiicre kiiltiirli insertleri kullanilarak sitotoksisite testleri yapilmistir. Bu
denemeler sirasinda olast etkinin kremin kendi formulasyonundan mi
yoksa ham ekstrakttan mi1 kaynaklandigini kontrol edebilmek igin
Spirulina ham ekstrakt icermeyen krem kontrol krem olarak kullanilmis
ve %0.5 oraninda ham ekstrakt iceren cilt kreminin in vitro sitotoksisite
testleri yapilmistir.

Krem MTT Deneme

E 08"

o

2 061 @ 1.Gun
2 8 3.Gln
8 041 @7.Gin
[=]

3

2 02

0

(+) Hucre Kontrol Krem Kontrol Krem (%0.50)
Ornekler

Sekil 4.7. 9%0.50 oraninda Spirulina ham ekstrakt iceren cilt kreminin HS, keratinosit
hiicre kiiltiirleri iizerindeki sitotoksik etkisi.

Yapilan bu denemelerin sonucu Sekil 4.7°de acikca
goriilmektedir. Sonuclardan da anlasildig1 iizere cilt kreminin kendi

formulasyonundan kaynaklanan bir sitotoksik etki s6z konusudur.
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Cilt kremleri ile yapilan denemede, cilt kremlerinin (+) hiicre
kontrol grubuna gore %50’den fazla oranda toksik etki gosterdigi

bulunmustur.

Cilt kremi formulasyonunda yer alan hammaddelerin teker teker
sitotoksisiteleri incelenmis ve kremin bilesenlerinden kaynaklanan
herhangi bir etkinin olmadigi bulunmustur. Bunun nedeni; in vitro’da bir
deri modeli olusturulamamis olmasi ve hiicrelerin insert membrani

araciligiyla krem ile direk temasta bulunmasidir.

Buradan yola ¢ikarak, bir sonraki deneme olan in vitro yara
iyilesmesi testinde insert membraninin iizerine HS, epitel hiicreler,
pleytin alt kismina da HEP299 fibroblastik hiicreler ekilerek in vitro deri
modeli taklit edilmeye calisilmistir. Boylelikle krem, Once epitel
hiicrelerden daha sonra da membrandan penetre olarak alt tabakadaki

fibroblast hiicreler {izerine etki etmistir.

4.4. In Vitro Yara lyilesmesi Testi

Spirulina ham ekstrakt icermeyen kontrol krem, %0.5 Spirulina
ham ekstrakt iceren ve %1.125 oraninda Spirulina ham ekstrakt iceren
cilt kremlerinin, fibroblast ve keratinosit hiicreler ile cift tabaka
olusturularak in vitro yara iyilesmesi denemesi yapilmistir. Bu deneme 3
seri seklinde tekrarlanmistir. Elde edilen sonuglarin birbirleri ile
paralellik gosterdigi gozlenmistir. Acgilan yaralar, 7 giin ve 14 giin
stirelerle inkubasyona birakilmistir. Sekil 4.8 ab,c,d ve sekil 4.9

a,b,c,d’de acilan yaralarin iyilesme oranlar1 goriilmektedir.



76

Yara Iyilesmesi-L.Deneme-7.Giin

Sekil 4.8. 7.giin sonunda a. Hiicre kontrol, b. Krem kontrol, c., d. %0.5 ham ekstrakt

iceren cilt kremi-Acilan yaralarin iyilesme durumlari ve hiicre gocleri



Yara Iyilesmesi-I.Deneme-14.Giin

Sekil 4.9. a.,b. Hiicre kontrol, c. Krem kontrol, d. %0.5 ham ekstrakt iceren cilt kremi-

Acilan yaralarin iyilesme durumlari ve hiicre gocleri

IIk denemede elde ettigimiz sonuglara gore, 7 ve 14. giinde
geligtirilen cilt kremlerinin yara iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi
ancak Spirulina ham ekstrakti iceren cilt kremlerinin hiicre
proliferasyonunu ve yara iyilesmesini daha fazla oranda arttrdigi

gbzlenmistir.

Kremin yag bazli olmasi hiicrelerin boyanmasina engel teskil
etmistir ve bu nedenle hiicreler, boyama Oncesi gozlemlenip hiicre
gocleri ve yara iyilesmeleri incelenmistir. Iyilesme 7.giinde daha belirgin
bir sekilde goriilebilmektedir (Sekil 4.10-4.11).



Yara Iyilesmesi-IL. Deneme-7.Giin

Sekil 4.10. 7.giinde a.hiicre kontrol, b.krem kontrol, c.%0.5 ham ekstrakt iceren

d.%]1.125 ham ekstrakt iceren cilt kreminde acilan yaralarin iyilesme durumlari ve hiicre

gocleri
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Yara Iyilesmesi-Il. Deneme-14.Giin

Sekil 4.11. 14.giinde a.hiicre kontrol, b.krem kontrol, ¢.%0.5 ham ekstrakt iceren
d.%1.125 ham ekstrakt iceren cilt kreminde agilan yaralarin iyilesme durumlari ve hiicre

gocleri

9%0.5 ve %1.125 Spirulina ekstrakthh denemelerde %1.125
oraninda ham ekstrakt ihtiva eden cilt kreminin hiicre gociinii ve

proliferasyonunu daha fazla oranda arttirdig: saptanmustir.

Hiicre kiiltiirtinde 14. giinde hiicreler yavas yavas dokiilmeye
basladiklarindan dolayr bir diger denemede 5 ve 10 giin siirelerle

inkubasyona birakilmistir.
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Yara Iyilesmesi-IIL. Deneme-5.Giin

Sekil 4.12. 5.giinde a.hiicre kontrol, b.krem kontrol, c.%0.5 ham ekstrakt iceren
d.%1.125 ham ekstrakt iceren cilt kreminde agilan yaralarin iyilesme durumlar ve hiicre

gocleri
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Yara Iyilesmesi-III.Deneme-10.Giin

Sekil 4.13. Yara iyilesmesi testinin 10.giiniinde a.hiicre kontrol, b.krem kontrol, c.%0.5
ham ekstrakt igeren d.%1.125 ham ekstrakt iceren cilt kreminde agilan yaralarin

iyilesme durumlar ve hiicre gocleri

Farkli siire inkubasyonlarla yapilan yara iyilesmesi testlerinde, en
iyi sonuglarin 5 ve 10.giinlerde oldugu gozlenmistir. Sekil 4.12 ve 4.13’te
goriildiigli gibi hiicre gogii ve proliferasyonu %1.125’lik kremde en fazla
oranda gozlenmistir. Gelistirilen cilt kremlerinin hiicre kontrole gore
daha fazla oranda yara iyilesmesi sagladigi saptanmistir. %1.125
oraninda Spirulina platensis ham ekstrakt iceren cilt kremlerinin %0.5
Spirulina katkili krem ve krem kontrol grubuna gore profilerasyonu ve
hiicre gociinii daha yiiksek oranda arttirdigi gozlenmistir. Ayrica Celal
Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji Embriyoloji A.B.D tarafindan
yapilan immunhistokimya analizi sonucunda kollajen olusumunda da

belirgin bir artis bulunmustur.
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Immunbhistokimya Sonuclari

Tiim gruplarda hiicrelerin ¢ogu fibroblast karakterinde iken, yer
yer yuvarlak hiicrelerde rastlandi. Kollajen 1 immunoreaktivitesinin
kontrol grubunda hiicrelerde zayif siddette gozlendi. Krem uygulanan
grupta ise kollajen 1 immunoreaktivitesinin zayif siddette oldugu, 0.5
oraninda uygulama sonucunda immunoreaktivitenin daha arttig1 izlendi.
1.25 oraninda uygulama yapilan hiicrelerde ise kollajen 1
immunoreaktivitesinin siddetli pozitif oldugu saptandi.
Immunohistokimya boyamasinin kontrolii amaciyla yapilan orneklerde

ise boyanmaya rastlanmadi (Sekil 4.14).



10. Giin
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Sekil 4.14. Immunhistokimya sonuclar1
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4.5. In Vitro Genotoksisite Testleri - Mikronukleus Test
Sonuclar:

Krem kontrol ve farkli oranlarda Spirulina ekstrakti iceren cilt
kremlerinin mikronukleus analizleri yapilmistir. Yara iyilesmesinde
pozitif sonuglar elde edilen %0.5 ve %1.125 Spirulina ham ekstrakt
iceren cilt kremlerinin mikronukleus analizi ile genotoksik etkisi
incelenmistir. Denemeler kendi icinde 3 tekrarli olacak sekilde

gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.3’de mikronukleus analizine ait sonuglar goriilmektedir.
Sekil 4.15’te ise Giemsa boyama sonucu mikroskobik olarak

gozlemlenen mikronukleuslar goriilmektedir.

Sekil 4.15. Metafaz plaginda goriilen mikronukleus



Cizelge 4.3. Cilt kremi mikronukleus sonuglari
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%0.5 %1.125
Mitomisin C | Hiicre Krem Spirulinali | Spirulinah
Kontrol Kontrol | Kontrol | Krem Krem
522 249 468 490 672
Mikronukleussuz 9%52.2 %24.9 | %46.8 | %49 %67.2
Tek 169 16 4 10 13
= Mikronukleuslu %16.9 %1.6 | %0.4 %1 %1.3
§ Cift 56 3 - - -
% | Mikronukleuslu %5.6 %0.3 | %0 %0 %0
i 3 ve iizeri 62 3 - - -
= Mikronukleuslu %6.2 %0.3 | %0 %0 %0
135 680 |526 490 315
Mikronukleussuz %13.5 %68 | %52.6 | %49 %31.5
Tek 34 30 2 10 -
= Mikronukleuslu %3.4 %3 | %0.2 %1 %0
§ Cift 11 19 - - -
% Mikronukleuslu %1.1 %1.9 | %0 %0 %0
aZ: 3 ve iizeri 11 - - - -
G Mikronukleuslu %1.1 %0 | %0 %0 %0
5
&
= 1000 1000 1000 1000 1000
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Mikronukleus Sonuglar

B Mikronukleussuz

® Mikronukleuslu

Mikronukleus Sayisi/1000 Hiicre

Hiicre Mitomisin C Krem %0.5 %1.125
Kontrol Kontrol Kontrol Spirulinali  Spirulinah
Krem Krem

Test Materyalleri

Sekil 4.16. Mikronukleus sonuglarinin degerlendirmesi

Mikronukleus analizi sirasinda kor kontrol olarak hiicre iiretme
ortaminda iretilen hiicreler, pozitif kontrol olarak mutajenik etkisi
oldugu bilinen ve mikronukleus olusumuna neden olan mitomisin C
kimyasali kullanilmistir. Mikronukleus olusumlari, sitokalasin B ile
sitokinezi durdurulmus ¢ift ¢cekirdekli hiicrelerde mikronukleus sayim ile

incelenmistir.

Metafaz plaklart sayilmis ve gozlenen 1, 2, 3 ve iizeri
mikronukleuslu hiicreler kaydedilmistir. Mitomisin C kimyasalin1 igeren
hiicrelerde 1, 2 ve 3 mikronukleus igeren hiicreler sirasiyla % 3.5, %1.1
ve %]1.1 oranlarinda bulunmustur (Sekil 4.16). Krem kontrol ve %1.125
Spirulina ham ekstrakt iceren kremlerde mikronukleus olusumlari
gozlenmezken %0.5 Spirulina ham ekstrakt iceren kremde %1 oraninda

mikronukleus olusumu gozlenmistir.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu calismada, farkli Spirulina platensis ham ekstrakt iceren cilt
kremlerinin in vitro sitotoksik, genotoksik ve yara iyilesmesi {izerine
etkileri belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu amaca yonelik oncelikli olarak
Spirulina platensis’in  kontrollii laboratuvar kosullarinda {iretimi
gerceklestirilmistir. Gelistirilen kremin formulasyonuna ilave edilecek
olan ham ekstrakt ve biyokiitlenin protein analizi, fikosiyanin tayini ile

ozellikleri standardize edilmeye ¢aligilmistir.

Bu c¢alisma sonucunda, %1.125 Spirulina platensis ham ekstrakt
iceren cilt kreminin yara iyilesmesini olumlu yonde gelistirdigi, hiicre
gocii ve proliferasyonunu arttirdigi saptanmistir. Ayrica yapilan in vitro
genotoksisite testleri ile de genetik materyalde herhangi bir kalic1 hasar

olusturmadigi belirlenmistir.

MTT test yonteminin sitotoksisitenin belirlenmesinde, kullanisl
ve hizli bir metot oldugu belirtilmektedir. MTT ile olusan formazan
yogunlugunun, direkt olarak yasayan, canli hiicre sayisiyla iliskili oldugu
bildirilmistir (Sipahi vd., 2005). Ancak hiicre yogunlugundan etkilendigi
diistiniilmektedir. Bu nedenle alternatif, paralel metotlarla tekrarlanabilir.
Yapilan in vitro ¢alismalarda 3 boyutlu episkin gibi deri modelleri de
kullanilabilir.  Ayrica bir sonraki asamada in vitro test sonuglari
kullanilarak in vivo denemeler yapilabilir ve boylelikle in vitro ile in vivo
testler arasinda bir korelasyon saglanabilir. Boylece hayvan
denemelerinin Oniine gecilebilir. Yapilan bir¢cok calismada bu sekilde
korelasyon yapilmaktadir. Genotoksik etkiyi gozlemlemek amaciyla
yapilan mikronukleus analizine ek olarak karyotip analizi yapilarak

karyogrami ¢ikartilabilir.

Bu bitirme tezi calismasi, bir SANTEZ projesi olarak 6zel sektor

igbirligi ile yapilmis ve hayata gecirilmistir. Bu sekilde yerli bir iiriin
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gelistirilmis ve hiicre diizeyinde cilt iizerindeki etkileri incelenmistir.
Boylece bilimsel giivenilirligi olan yeni bir iiriiniin ortaya c¢ikmasi
gerceklestirilmistir.  Bu calismanin, kozmetik sektoriinde 6zellikle
mikroalg gibi dogal kaynaklardan yeni iirlin ve formulasyonlarin
gelistirilmesi acisindan Oncii olmasi ve yeni Ar-Ge projelerinin Oniinii
acmasi beklenmektedir.
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