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OZET
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CESITLI ULTRAVIYOLE KORUYUCU MADDELERIN GENOTOKSIK VE
SITOTOKSIK ETKILERININ SAGLIKLI HUCRE KULTURUNDE SAPTANMASI

Duygu SEVINC
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Damsman: Dog. Dr. Niliifer CINKILIC

Yapilan bu ¢alismada gilines kremlerinde bulunan avobenzon ve oktokrilen UV
koruyucularmm CCD-1094Sk insan saglikli deri fibroblast hiicrelerinde sitotoksik ve
genotoksik etkileri XTT formazan boyama ve tek hiicre jel elektroforez (Komet) testi ile
arastirilmstir.

Tez c¢alismasinda avobenzonun ve oktokrilenin saglikli hiicre hatti iizerinde tek
baslarina olusturduklar1 sitotoksik etkiyi belirlemek i¢in XTT testi uygulanmistir.
Saglikli insan deri fibroblastlar1 (SF); 32 ile 800 puM arasinda degisen dozlarda
avobenzon ve 130 ile 6500 uM arasinda degisen dozlarda oktokrilen UV koruyucularma
maruz birakilmis ve hiicrelerin canlilik egrileri hazirlanmistir. Uygulanan test
sonucunda avobenzonun IC50 dozu 100,2 uM, oktokrilenin IC50 dozu 1390,95 uM
olarak belirlendi. Bulunan IC50 sonuglarma dayanarak genotoksisite testinde
kullanilacak avobenzon ve oktokrilenin 1C50, 1C25 VE IC12,5 olmak iizere ti¢ farkh
dozu secilmistir.

Genotoksik etkileri belirlemek amaciyla kullanilan komet testi sonucunda avobenzonun
iki yliksek dozunda DNA hasar oranini1 anlamli arttirdigi, oktokrilenin de kullanilan {i¢
dozunda da DNA hasar oranin arttirdigi ve avobenzon ile oktokrilenin kombinlenmesi
durumunda tek baglarina olusturduklarina kiyasla anlamli oranda DNA hasari
olusturduklar1 saptanmastir.

Sonug olarak avobenzon ve oktokrilenin giines koruyuculardaki giivenli kullanimini
saglayabilmek i¢in bu kimyasallarin insandaki etkilerinin daha ileri in vivo ve in vitro
genotoksisite test yontemleri ile degerlendirilmesi gerektigini diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: UV, Avobenzon, Oktokrilen, Komet, Sitotoksisite,
Genotoksisite, CCD-1094Sk deri fibroblast hiicreleri.
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ABSTRACT
MSc Thesis

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF SOME
SUNSCREEEN COMPOUNDS ON HEALTHY CELL CULTURE

Duygu SEVINC
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Niliifer CINKILIC

This study investigated the cytotoxic and genotoxic effects of avobenzone and
octocrylene in sunscreen formulations alone or in combination on CCD-1094Sk human
healthy skin fibroblast cells using XTT formazan dye and single cell gel electrophoresis
(Comet) assay.

In this thesis; the XTT test was performed to determine the cytotoxic effect of
avobenzone and octocrylene. For cytotoxicity assays, CCD-1094Sk human healthy skin
fibroblast cells (SF) exposed to several doses of avobenzone (32 to 800 uM) and
octocrylene (130 to 6500 uM) and survival curves were prepared. IC50 dose of
avobenzone was found as 100.2 uM and octocrylene was found as 1390.95 uM with
XTT assay. According to results of XTT assay, 1C50, IC25 and 1C12,5 doses of
avobenzone and octocrylene used in genotoxicity testing.

We found the genotoxic effects in the comet assay at the two higher doses of
avobenzone and the three doses of octocrylene. They both increased the rate of DNA
damage significantly compared with control groups. Avobenzon plus octocrylene
combination treatment increased the level of DNA damage when compared with single
avobenzone or octocrylene treatments in comet assay.

In conclusion UVA filter avobenzon and UVB filter octocrylene are widely used in
sunscreen formulations however their possible cytotoxic and genotoxic effects on
human should be determine further in vivo and in vitro genotoxicity test methods.

Key Words: UV, Avobenzone, Octocrylene, Comet, Cytotoxicity, Genotoxicity,
CCD-1094Sk skin fibroblasts cells.
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1.GIRIS

Giines 15181 yeryliziindeki yasam i¢in temel olan enerjiyi tasir, ancak giinesten gelen
ultraviyole (UV) radyasyonun agik¢a gbzlenen zararli etkileri vardir. Giines, yiiksek
enerjili UVC band1 (280 nm’nin alt1) ve UVB bandindan (280-315 nm) UVA bandina
(315-400nm) genis bir yelpazede UV radyasyon yayar. Atmosferden gegerken biitiin
zararlh UVC ve UVB radyasyonunun ¢ogu '0zon tabakasi' tarafindan emilir. Bununla
birlikte, UVB 1s1mas1 yer seviyesine ulastiginda protein ve DNA tarafindan emilir ve

korumasiz hiicrelere zarar verebilir (Gruijl 1999).

Deri giiniimiizde, kanserden en fazla etkilenen organdir ve cilt kanseri orani, 6zellikle
genc yetiskinler arasinda, son yillarda hizla artmaktadir. Bu egilimin nedeni, UV
radyasyonun ciltte DNA hasarina neden olmasi ve karsinogenezi baslatabilmesidir.
Ozellikle, DNA icindeki aromatik heterosiklik bazlar, UVB'nin dalga boyu araligindaki
isinlart giiclii bir sekilde emer ve bu da siklobutan pirimidin dimerlerinin C—T ve
CC—TT mutasyonlarina yol agar. Son g¢alismalar, UVA radyasyonun da siklobutan
pirimidin dimer olusumu ile DNA 'ya zarar verebilecegini gostermektedir. Bu DNA
fototirtinii tiimor baskilayic1 p53 geni iceren mekanizmalarla onarilabilmesine ragmen
p53 geni de dipirimidin mutagenezine ugrayabilir (Schulman ve fisher 2009). UV
radyasyonun, p53 tiimor baskilayict gen ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir ve
insan ve fare deri kanserlerinde p53 geninde mutasyona sebep oldugu bilinmektedir
(Soehnge ve ark. 1997). Bu nedenle, UV aracili DNA hasar1 hem genom boyunca
mutasyonlar baslatarak hem de p53 fonksiyon kaybma neden olarak kanserojen bir

potansiyele sahiptir (Schulman ve fisher 2009).

Halk sagligi igin artan tehdit olan deri kanser artisina baglh olarak, ulusal ve uluslararasi
saglik otoriteleri UV radyasyonunun zararh etkilerine karsi koruyucu tedbirler alinmasi
konusunda 6nerilerde bulunmaya baslamislardir. Bunlar UV radyasyonun yogun oldugu
saatlerde giinesten kaginma ve koruyucu giysi kullanma, sapka ve giines kremlerinin
kullanim1 seklinde &zetlenebilir. Onerilen tiim koruyucu onlemlerin basinda giines
kremlerinin 6zellikle de agik eglence, spor, ya da su aktiviteleri sirasinda, sik sik

kullanilmas1 gelmektedir (Nohynek ve Schaefer 2001).



UV filtreleri genellikle giines 1s1gindan kaynaklanan ultraviyole 1smlarma kronik (cilt
kanseri) veya akut (giines yamigi, foto-yaslanma) maruz kalan cildi korumak ig¢in
kullanilir. Organik ve inorganik olarak iki tip gilines koruyucu gelistirilmistir.
Oktokrilen (OCT), 2-fenilbenzimidazol-5sulfonik asit (PBSA), homosalat, 2,4-
dihidroksibenzofenon, 2,2',4,4'-tetrahidroksi benzofenon, oksibenzon, 2-hidroksi-4-
metoksibenzofenon (benzofenon-3"4BP-3), 5-benzoil-4-hidroksi-2-metoksi-
benzensiilfonik asit (benzofenon-44BP-4), 4-metilbenziliden kamfor (4MBC), 2-etil-
heksil-4-trimetoksi sinnamat (EHMC) ve etil-4-aminobenzoat en yaygin olarak
kullanilan organik UV filtreleridir. Bagimsiz organik UV filtreleri, nispeten dar bir
absorbsiyon spektrumuna sahiptir. Bu nedenle, organik filtreler genellikle tim UV-
radyasyon spektrumuna karsi bir koruma elde etmek igin diger UV filtreleri ile
birlestirilir (Grabicova ve ark. 2013).

Manova ve ark. (2013) yaptig1 caligmalara gore; yil boyunca kullanilan iirtinlerdeki UV
filtre konsantrasyonlari, 6ncelikle giinesten korunma amagli ve sadece secilmis giinlerde
kullanilan giines kremlerinin UV filtre konsantrasyonlar1 ile benzerdir. Kisisel bakim
triinlerinde en ¢ok kullanilan UV filtrelerinden ikisi, EHMC ve oktokrilendir. BMDM
(butil metoksi di benzoil metan, avobenzon)’yi fotostabilize etmek i¢in kullanilan
oktokrilen (OCT), giines kremlerinde sik kullanilan ve en yiiksek oranda bulunan UV
filtresidir (Manova ve ark. 2013). Bu bilgilere dayanarak bu galismada avobenzon
(BMDM) ve OCT giines koruyucu filtrelerinin saglikli insan deri fibroblast hiicreleri

iizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaglanmastir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Radyasyon Nedir?

Radyasyonu ortamda yol alan enerji olarak tanimlamak miimkiindiir. Bu tanim
kapsaminda, dogal ya da yapay radyoaktif ¢ekirdeklerin kararli yapiya gecebilmek igin
disar1 saldiklar1 hizli pargaciklar ve elektromanyetik dalga seklinde tasman fazla
enerjilere radyasyon denir (Yaren ve Karayilanoglu 2005, Biiytikuslu 2007).

Radyasyonu tanimlamada ii¢ ana parametre kullanilir (Sekil 2.1).
* Enerjisi (diisiik ve yiiksek enerjili radyasyon)

» Tiirli (parcacik radyasyonu ve elektromanyetik radyasyon)

» Kaynagi (dogal ve yapay radyasyon kaynaklar1)

Parcacik Radyasyonu Elektromanyetik
Radyasyon

| aito | seta | notron S Gama | X snlan | or stesi | Gertnar sk | K stesi | Raco dalgalan |

Sekil 2.1. Radyasyonun ¢esitleri (Seyrek 2007)

Parcacik radyasyonu; belli bir kiitle ve enerjiye sahip ¢ok hizli hareket eden pargaciklari
ifade eder. Bunlar hizla giden mermilere benzerler, ancak gozle goriilemeyecek kadar
kiigliktiirler. Dalga tipi radyasyon; belli bir enerjiye sahip ancak kiitlesiz radyasyon
cesididir. Bunlar, titresim yaparak ilerleyen elektrik ve magnetik enerji dalgalar1 gibidir.
Goriiniir 151k dalga tipi radyasyonun bir ¢esididir. Biitlin dalga tipi radyasyonlar 151k
hiziyla (3x10° m/s) hareket ederler (Koklii 2006).

Dogada mevcut bulunan kararsiz elementler kararli yapiya ge¢meye ¢alisirken, hicbir
dis miidahale olmadan, sahip olduklar1 fazla enerjilerini ¢ekirdeklerinden disar1 salarlar.

Boyle elementlere dogal radyoaktif elementler, bunlarin enerji salma olayma da dogal
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radyoaktivite denir. Dogada kararli olarak bulunan izotoplar da yapay yollarla kararsiz
(radyoaktif) hale getirilebilirler. Radyoaktif hale gelen ¢ekirdek parcalanmaya ugrar. Bu
olay yapay radyoaktivite olarak adlandirilir (Gengay 1994, Seker 2000).

Yiiksek enerjili radyasyon iyonize radyasyon olarak da tanimlanir ve atomdan elektron
koparabilen dolayisiyla atomu iyonize edebilen radyasyon tiirtidiir. Bunlar: Alfa, Beta,

Gama, Notron ve X-Ismlari’dir.

Diistik enerjili ya da iyonize olmayan radyasyon ise etkilestigi materyal i¢indeki
atomlar1 yeteri kadar enerjisi olmadigi i¢in iyonize edemez ve sadece uyarmakla yetinir.
Mikrodalgalar, goriiniir 151k, radyo dalgalari, kizilotesi ve (¢cok kisa dalga boylular1 harig

olmak tizere) mordtesi 151k iyonize olmayan radyasyona ornektir (Seyrek 2007).

2.1.1. Iyonlastirict Radyasyon

Iyonlastiric1 radyasyon, c¢arptigi maddede yiiklii pargaciklar (iyonlar) olusturabilen
radyasyon demektir. iyon meydana gelmesi yani iyonizasyon olay1 herhangi bir
maddede meydana gelebilecegi gibi, insanlar dahil tiim canlilarda da olusabilir. O halde
iyonlastirici radyasyonlar, 6nlem alinmadigi takdirde tiim canlilar i¢in zararli olabilecek
radyasyon ¢esitleridir. Baslica bes iyonlastirici radyasyon ¢esidi vardir. Bunlar, Alfa

pargaciklari, Beta parcaciklari, X-ismlari, Gama isinlar1 ve Notronlardir (Biiyiikuslu
2007).

2.1.2. Iyonlastirici olmayan radyasyon tiirleri

Iyonlastirici olmayan radyasyon tiirleri asagida smiflandirilmistir:
-Mor6tesi(ultraviyole)

-Mikrodalgalar

-Kizilotesi

-Radyo dalgalaridir.



2.1.2.1. Mordtesi (Ultraviyole Radyasyon)

Mor renkli 151k, gozlerimizin fark edebilecegi en yiiksek enerjili 1siktir. Radyasyonun
enerjisi arttikca 151k rengi mor renk Otesine gider ve morétesi olarak adlandirilir.
Moroétesi 15181 goremez veya hissedemeyiz, ancak ortamda mevcuttur ve eger siddeti
biiyiikse ciltte birakacagi giines yanigmma benzer yanik izleri ile varligi hissedilir.
Ultraviyole (UV) radyasyon, giinesten gelen 1sik enerjisinin bir seklidir. Giines
elektromagnetik spektrum diye bilinen bir dizi enerji yayar. Enerjinin degisik sekilleri,
dalga boylarina gore smiflandirilir. En kisa dalga boylu radyasyon en fazla enerjik
olandir. UV radyasyonu 320-400 nm arasinda UV-A, 280-320 nm arasinda UV-B ve
200-280 nm arasinda UV-C olmak iizere {i¢ kategoride siniflandirabilir (Mutlu ve ark.
2003) (Sekil 2.2).

GAMA X ISINLARI uv KIZILOTESi MIKRODALGA RADYODALGALARI
ISINLARI RADYASYON
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Sekil 2.2. Elektromanyatik spektrumda UV radyasyon bolgesi ve bu bolgenin dalga

boylarina gore smiflandirilmasi (Harmansah 2008)

Ultraviyole (UV) radyasyon, yeryliziine erisen gilines enerjisinin bir pargasidir.
Yeryiiziine ulasan giines radyasyonunun yaklasik % 5'ini olusturur ve dalga boylar1 100-
400 nm arasmdadir. Araligin; % 95-98'i UVA, % 2-5' i UVB'dir, UVC yeryiiziine
ulagmadan stratosferik ozon tabakasinda emilir. Eger normalin istiinde miktarda UV
diinyaya erisirse, en kisa dalga boylu UV radyasyon ¢ok fazla oranlarda biyolojik zarar

verici olabilir (Karaduman 1999).



YUKSEKLIK (KM)

OZON (DU/KM)
Sekil 2. 3. Ultraviyole radyasyon bilesenleri ve ozon
(www.mgm.gov.tr/FILES/arastirma/ozonuv/UltraviyoleRadyasyon.pdf )

UV-A: UV radyasyonun en az zararh seklidir ve diinyaya biiyiik miktarlarda erisir.
UV-A stratosfer tabakasini gegerek yere kadar ulasir. Derinin daha alt kisimlarina kadar
etki yaparak, oncelikle cildin koyulasmasma neden olmaktadir. Ayrica deri kanserinin

gelisimini de artirmaktadir.

UV-B: Potansiyel olarak ¢ok zararhidir. Atmosferdeki stratosferik ozonun
konsantrasyonuna bagl olarak degisik oranlarda yer yiizeyine ulasir, ¢ogu stratosferde
ozon tarafindan yutulur. insan sagligi iizerine olumsuz etkilerinden dolayr UV-B

radyasyonuna ‘biyolojik UV’ denmektedir.

UV-C: Cok enerjik oldugundan potansiyel olarak en fazla zararhdir. Biitiin UV-C
stratosferde oksijen ve ozon tarafindan yutulur ve asla diinya yiizeyine erismez (Berkow

1997).



Stratosferik ozondan bagska faktorler de diinyamiza ulagan UV radyasyon miktarini
etkilemektedir. UV radyasyon enlem, sezon, giiniin saati ve meteorolojik kosullar gibi
birgok parametreye baghdir (Fourtanier ve ark. 2011). Giines 1sinlarinin yeryiiziine egik
veya dik gelmesi yeryiiziine ulasan UV radyasyon miktarini etkiler. Bunun yaninda,
glinesin giin igerisindeki konum degisikligi, atmosfer icerisinden gegen UV radyasyon
miktarin1 etkiler. Giines gokyiiziinde algak oldugunda, sabah ve aksam saatlerinde
isilar atmosfer igerisinde daha uzun bir mesafe kat etmektedir ve su buhari ile diger
atmosferik bilesenler tarafindan sagilmaya ugrayabilir ve yutulabilirler. Giines
kendisinin en yiiksek noktasinda oldugunda (6glen), yani giin ortast civarinda UV'nin
daha biiyiik miktarlar1 diinyaya ulasir. Ayrica topografik yiikseklik de etkilidir. Hava
parselleri dag zirvelerinde daha temiz ve daha az yogunluktadir, bundan dolay1 daha
fazla UV’yi gecirir. Bulut diinya yiizeyine erisen UV radyasyonun miktar1 iizerinde
onemli bir etkiye sahiptir. Ince bulut 6rtiisinden ¢ok daha fazla UV radyasyon gecisi
olur (Sen ve ark. 2003). Yagis kosullar1 ve hava kirliligi de UV tasmim miktarimi azaltir.
Zararlhh UV-B radyasyonu statosferik ozonun konsantrasyonuna bagli olarak yer
yiizeyine ulasir. UV-B 'nin yer yiizeyine ulagsmasini stratosferik ozon, bulutlar, havada
asili kalan partikiiller ve aerosoller engellemektedir. Bulutlar, UV 1smnlarin1 degisik

yonlerde absorbe edip dagitmaktadirlar (Lubin 1995).

2.2. UV’nin insan saghgina etkisi

Giines radyasyonun deriyi etkileyebilmesi i¢in bazi kriterler vardir, bunlar; radyasyon
deri yiizeyine ulasmali, deri yiizeyinden iceri girmeli ve bazi deri elemanlar1 tarafindan
emilmeli, emilen radyasyonun foton enerjisi fotokimyasal reaksiyonlari baslatacak
kadar biiyiik olmalidir. Giin igerisinde, glines en tepedeyken (6glen saati) yer yiizeyine
ulagmast beklenen ve cilt zararlarina neden olabilecek olan UV radyasyon miktarmin
smiflandirilmasma UV-Indisi denir. UV-I (UV Indisi) 0-15 veya 16 degerleri araliginda
kabul edilir ( 0: Gece, 15 veya 16: Tropiklerde 6gle saatinde ve agik havada olabilecegi
kabul edilir). Cizelge 2.1’de UV radyasyona maruz kalma genel olarak

simiflandirilmstir.



Cizelge 2.1. UV radyasyona maruz kalma kategorisi (Anonim 2002)

MARUZIYET KATEGORISi UV ARALIGI
DUSUK <2
ORTA 3—5
YUKSEK 6—7
ASIRI 11+

Ultraviyole radyasyonun etkisinde kalma kategorilerinin bilinmesi halkin saghigi
acisindan ¢ok oOnemlidir. Bu kategoriler giinesten kac¢inmayla ilgili olarak indisten
yararlanmada kilit rol oynar. Maruz kalma kategorileri olusturulurken, agik tenli
insanlarin  yanmalar1 ilke olarak benimsenmistir. Ac¢ik tenli insanlarin giines
radyasyonuna verdikleri ani tepkiler radyasyonun cilt {zerindeki etkilerinin
anlasilmasinda ¢ok yardimcidir. Bu indis uyarilar1 sadece giines yaniklarini dnlemeye
yoneliktir. Uzun zamana bagh saglik etkilerini ortaya ¢ikaran riskler cilt tipine bagh
degildir. Cok ¢esitli olan insan cildinin giinese olan hassasiyeti kisisel olarak
belirlenmelidir. Oncelikle viicudun degisik bdliimlerinin cilt renkleri belirlenmelidir.
Soyle ki; bacagin hemen altinin, dizin arkasmin ve kolun iist tarafinin i¢ rengi 6zellikle
onceliklidir. Cilt fototiplerine gore cildin verecegi reaksiyonlar Cizelge 2.2’de

belirtilmistir.



Cizelge 2.2. Cilt tiplerine gore giines tepkimeleri (Mutlu ve ark. 2003)

CILT OZELLIGI CILT RENGI CILDIN GUNES
FOTOTIPLERI (Goriinmeyen verler  REAKSIYONU
dikkate alinmistir)
Hi¢ Her zaman vanar ~ Soluk veva sitbeyazi  Geligen Kimuzi
bronzlasmanus giines vamklan, ac
veren sisikler ve cilt
soyulmasi
Bazen SIK yanar Cok agik kahverengi ~ Siklikla yanar
bronzlasan (Bazen kiiciik benler  Pembe veya kunuzi
olusur) renk olumlan
sergiler. Tedrici
olarak aqik
kahverengi
bronzlasma gorilie
Siklikla Bazen vanar Agik yamk, Nadiren yanar, orta
bronzlagan kahverengi veva derecelt uzh
zeytn; Farkh bronzlasma tepkilen
renklenmeler veru
Daima Nadiren yanar Kahverengi, koyu Nadiren yanar, ¢ok
bronzlasan kahverengi veya siyah  Iuzh bronzlagma
tepkilen veru

UVA ve UVB isinlar1 normal deri iizerinde akut ve kronik etkilere sahiptirler. Ayrica
giines yanig1 reaksiyonunun siddeti derideki koruyucu melanin ile ters, derinin giines

radyasyona maruz kalis siiresiyle dogru orantilidir (Mutlu ve ark. 2003).

2.2.1. UV’nin ani etkileri

UV’nin ilk etkileri arasinda gilines yanigi, bronzlasma, hiperplazi, immunosupresyon, D
vitamini sentezi ve fotoonikoliz bulunmaktadir. Gilines yanigi iltihaplanmasi, ultraviyole
1ismlarinin ilk ve en bilineni ani deri tepkisidir. Ozellikle acik tenli kisilerde, eritem, 1s1
artisi, agr1 ve 6dem gibi iltihaplanma klasik belirtileri bigiminde ortaya ¢ikar. Eritem
olusumundan UVB 1smlar1 sorumludur. Eritem, giines ismlarina maruz kalmadan
sonraki birkag saat i¢inde baslar. 6-24 saatte en iist seviyeye ulasir, birka¢ giinde yerini
soyulma ve bronzlagmaya birakir. Giines i1smlarmm DNA ve proteinler tarafindan

emilmesi molekiiler ve hiicresel yikima yol agar (Karaduman 1999).



UV’nin bir etkisi de cildin renginin degismesidir. Ultraviyoleden dolay1 cilt renk
degisimi ani ve ge¢ bronzlasma olmak iizere iki agsamalidir. Ani bronzlasma UVA ile
olusan kizarikligi izleyen deride var olan melaninin oksidasyonu ve Keratinositlerin
transferi sonucu olusmaktadir. Eger giines radyasyonuyla daha uzun temas olursa geg
cilt renk degisimleri gelisebilir. Ge¢ bronzlagsma ise UV' ye maruz kalmay1 izleyen 24-
72 saat sonra epidermal melanin olusumunun artmasi ile gelisir. UV nin bir diger etkisi
de hiicrelerin anormal c¢ogalmasidir (Mutlu ve ark. 2003). Ultraviyole ismlarinin
uyardigi inflamasyon uyarilma esigi arttiginda derinin stratum korneum, epidermis,
dermis tabakalarinda kalinlasmaya neden olur (Sekil 2.4). Ozellikle agik tenlilerde ve
derisinde beyaz lekeleri olanlarda tek UVB dozundan sonra derinin koruyucu tabakasi
kalinlagir. Bu kalinlasma deriyi giines yanigindan 10-20 kat korur. Hiperplazi, akut UV
ile karsilasmay1 izleyerek hem DNA, RNA ve protein sentezinin artmasi hem de
epidermal, daha az olarak da hiicre gogalmasi aktivitesinin artmasit sonucudur. Bu
kalinlasma agik tenli kisilerde, bronzlagsmadan daha fazla koruyuculuk saglar (Tekbas
2005).
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Sekil 2.4. insan derisinin yapis1 (Petrova 2009)
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UV sgmlar1 epidermal Langerhans hiicrelerinin sayilar1 ve gorevlerini etkileyerek
onlarin antikor iiretme yeteneklerini azaltir. Bu bozukluk T hiicrelerinin gelisimini
uyararak gec tipte asir1 duyarliligin baskilanmasina yol agar, tiimor gelismesini
engelleyemez. UV isinlar1 keratinosit hiicrelerinin (Langerhans hiicre (LH) islevlerinin
diizenlenmesini saglar) islevlerini de bozarak bunlarin LH hiicreleri {izerindeki
diizenleyici 6zelligini olumsuz etkilerler. Bagisikligin baskilanmasinda UV absorbe
eden, tirokonik asid dnemli rol oynar (Berkow 1997). UV radyasyonunun insan sagligi
iizerinde olumlu etkisi vitamin D3 sentezidir. UVB 1sinlari, orta miktarlarda epidermal
dehidrokolesterolii, provitamin D3'e doniistiirmektedir. Provitamin D3 glinler i¢inde
cogalarak plazma D vitamini baglayici protein ile dolasima katilmaktadir (Karaduman
1999).

2.2.2. UV’nin ge¢ (kronik) etkileri

Deri yaslanmasi i¢ ya da cevresel etmenlere bagli olarak ortaya cikar. Cevresel
etkilerden en biiylik paya sahip olan1 dogal ya da yapay ultraviyole isinlardir. Bu
1sinlara uzun siireli ya da tekrar tekrar maruz kalmak, derinin yapisini giderek bozarak
fotoyaslanmaya neden olur, ayrica derinin kalinlasmasmna neden olmaktadir (Wintrobe
1976). Viicudun gilines ile temas eden bolimlerinde yas ilerledik¢e ortaya ¢ikan
bozukluklardan ultraviyole 1smnlar1 sorumludur. Epidermal degisikliklere UVB,
dermisdeki (derinin orta katmani) degisikliklere hem UVB, hem de UVA neden olur.
Fotonlarin hiicresel DNA' ya dogrudan etkisi, UVA ve UVB i1sinlarinin ortaya ¢ikardigi
serbest radikaller, reaktif oksijen iirtinlerinin dolayli etkisi oldugu diisiiniilmektedir.
Biitiin bu degisiklikler fotoyaslanma ile sonu¢lanir (Karaduman 1999). Fotoyaslanma
sonucunda deride deformasyon, nemsizlik, sarkma, kabalasma, kilcal damar toplanmasi,
zamansiz pigmentasyon, deride sarmmsi renk, tiimorler goriilir. UV’nin kronik
etkilerinden birisi de cilt kanseridir. Giines 1gmlarinin ¢ok yogun bulundugu bolgelerde
yasayan Kimselerde bazal ve skuamoz kanser vakalari biiyiik artis gostermektedir
(Mutlu ve ark. 2003). Dogal ya da yapay ultraviyole 1smlar1 ile uzun siireli temas
sonucu insanlarda ve deney hayvanlarinda deri kanseri olustugu deneylerle
kanitlanmistir. 280-320 nm UVB 1sinlar1 kanser olusturur. Uzun dalga boylu UVA
(320-400nm) 1smlart UVB 1sinlariyla birlestiginde kanser riski artar. UV radyasyonu
11



isinimiyla uzun siire temasta kalmanin DNA yapisinda degisiklige yol agtigi
gozlenmigtir. UVB ve UVC; DNA yapisinda mutasyon, hiicre yikimi ve
transformasyona neden olmaktadir. Ayrica UV tiimor baskilayici gen olan p53 geninde
de mutasyona sebep olmaktadir (Setlow ve ark. 1993). Diger taraftan UV isinlari,
bagisiklik sitemini Langerhans hiicre islevlerini bozarak baskilar. Biitiin bu etkiler hiicre
cogalmasini bozarak tiimor gelisimine neden olur (Madronich 1993). Ultraviyole
iginlar1 etkisi ile bazal hiicreli karsinom, skuamoz hiicreli karsinom gibi melanom
olmayan deri kanserleri en ¢ok yiizde gelisir. Melanom olmayan deri kanserlerinin
gelisiminde alinan toplam doz dnemlidir. Melanom gelisiminde ise uzun siireli temastan
cok, yinelenen ve deride yanik olusturacak siddette UV iginlarina maruz kalma soz
konusudur. Melanom olmayan deri kanserlerinin teshisi zordur (Sekil 2.5) ve bu tip
kanserlere yakalanma riski irka baghdir, ayrica sariginlarda ¢ok fazla goériilmektedir.
Melanom olmayan kanserler, melanom olana gore daha ¢ok yaygindir ama 6liime yol
acmaz, ayrica tedavisi daha kolaydir. 1970 yilindan itibaren Amerika’da yapilan

arastirmalara gore, %4’liik bir deri kanseri artis1 gozlenmistir (Mutlu ve ark. 2003).

b
v

Sekil 2.5. Yaygin kanser tipleri: (2)bazal hiicreli karsinom (b)skuaméz hiicre karsinomu
(c)yiizeysel melanom (d)nodiiler melanom (Petrova 2009)
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Glinesin yakict 1smlart gozlere de zarar verebilir. Caligmalar, uzun siireli giines
isinlarma maruz kalmanin gormeyi azaltan ve siirekli korliigiin baslica nedeni olan,
gbzbebeklerini Orten katarakt1 baslattigini gdstermektedir. Ozon tabakasmdaki %10'Tuk
stirekli azalma sonucunda kiiresel olarak her yil yaklasik iki milyon yeni katarakt
vakasinin ortaya ¢ikacagi tahmin edilmektedir. Aci veren, fakat genellikle gegici goriis

kaybi olan kar korliigiine de UV isimnlar1 neden olmaktadir (Mutlu ve ark. 2003).

UV Radyasyonun insan ve diger canlilar tizerindeki etkileri sdyle siralanabilir:

Yaniklar: UV 1s1n, deri tizerinde giines yanig1 dedigimiz etkiyi yaratir.

Mutasyon Olusturmast: UV 1sin1, bakteri ve viriisler dahil tiim hiicrelerde, DNA’da
mutasyon olusturur.

Kromozom kirilmalar1 yaratmasi: UV'nin, iyonlayici radyasyona gore ¢ok daha az da
olsa kromozomlari kirabilecegi bilinmektedir.

Hiicre boliinmesinde gecikme ve dev hiicre olusumu: Hiicre boliinmesinin UV ile
engellenebildigi ve boyle hiicrelerin asir1 biiyiime gosterdigi tespit edilmistir.
Metabolizma ve protein sentezine etkisi: UV'nin DNA sentezi iizerinde iyonlayici

radyasyona gore daha fazla etkisi oldugu bulunmustur (Gtiler ve Cobanoglu 1994).

2.3. UV ile indiiklenen DNA hasarlan

UV, foto-iiriin denen DNA degisimlerine yol acar. Iki farkli lezyon olusturarak ayni
zincirde komsu pirimidinleri birlestirir. Bu lezyonlar siklobiitan pirimidin fotodimeri ve
6-4 fotolirlin olusturmasidir (Griffiths ve ark. 2005).

UV 1s1n1 sonrasi olusan siklobiitan pirimidin fotodimeri olusumu, en fazla bulunan ve en
sitotoksik lezyonlardir ancak 6-4 fotoiiriin olusumunun daha ciddi, potansiyel olarak

olimciil, mutajenik etkileri olabilir.
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» Siklobiitan pirimidin dimeri 6rneginde UV 1sm1 dort iiyeli siklobiitil halkasi
olusumunu aynt DNA zincirindeki komsu pirimidinler arasinda 5,6 ¢ift bag
iizerinde harekete gegerek olusturur.

* 6-4 fototiriin yapist iki komsu pirimidinin C-6 ve C-4 atomlar1 arasinda olusur

(cogunlukla 5’CC3’ ve 5’TC3’)

Pirimidin dimerleri heliks yapisini bozar. Dimerin 3’ pozisyonunda UV foto-iiriinlerinin

karsisina yanlis bazlar eklenir.

Timin Dimen 6=4 dimer

Sekil 2.6. Siklobiitan pirimidin fotodimeri ve 6-4 fotoliriin olusturmasi (Debeleg-
Biitiiner ve Kantarci1 2006)

2.4. UV kaynakh DNA hasari onarim mekanizmalari

Bir hiicrenin boliinmesiyle olusan diger hiicrelere genetik bilginin dogru aktarimi
organizmalarin yasam anahtaridir. Bu hedefe ulasmak igin; organizmalar UV veya
baska herhangi bir stres nedeniyle olusan DNA lezyonlarinin 6liimciil etkilerini ortadan
kaldirmak amaciyla etkin bir dizi DNA tamir mekanizmalar: gelistirmistir. Ozel onarim
proteinleri DNA lezyonlarinin varlig: icin siirekli olarak genom tarar. Lezyon tanima
proteini uyumsuz bir bazla karsilastiktan sonra genetik bilginin restorasyonunu saglayan

etkili bir DNA tamirini tetikler. Onemli tamir mekanizmalar1 sdyledir (Sinha ve Hider
2002):
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2.4.1. Dogrudan Tamir

Bazi DNA hatalar1 baz yada niikleotid ¢ikarilmadan diizeltilir. Siklobiitan pirimidin
dimerleri (CPDs), fotoliyaz enzimi tarafindan ayrilarak hasar giderilir. Reaksiyona
fotoreaktivasyon denir (Debeleg-Biitiiner ve Kantarct 2006). Pirimidin dimerleri 1sikla
uyarilan tepkimeler sonucu olusur. Fotoliyazlar bu hatalar1 yok etmek i¢in absorblanan

1s1ktan elde edilen enerjiyi kullanir.

Fotoliyazlar genellikle 151k absorblayict ajan veya kromofor olarak gorev yapan iki
kofaktor igerir. Kromoforlardan biri her zaman FADH tir. E.coli ve mayalardaki diger
kromofor ise folattir.Fotoliyazlar bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde, omurgasizlarda
ve ¢ogu omurgalida bulunur ancak insanda ya bulunmaz ya da fonsiyonel degildir
(Cakmakoglu 2012).

] ] hv
3

DNA Dimerli CPD, fotoliyaz Isik (>300nm) Dimerin geri donisi
DNA dimere baglanlr absorbSiyonU enzimin serbestlesmesi

|
TTTTIT
TTTTTT
TTTTT]

Sekil 2.7. Fotoreaktivasyon (Debeleg-Biitiiner ve Kantarci 2006)

2.4.2.Eksizyon Onarim

DNA hasarinin dogrudan geri dondiiriilmesinde, bazlardaki her kimyasal degisiklik
kendine 6zgii bir onarim mekanizmasi gerektirir. Ancak, hiicreler bir¢ok kimyasal hasar
tipini diizeltebilecek genel bir onarim mekanizmasina ihtiya¢ duyarlar. Bu da eksizyon
onarimidir ve yanhs yerlestirilen, hasarli bazlar1 uzaklastirmak i¢cin kullanilan onarim
mekanizmasidir (Debeleg-Biitiiner ve Kantarci 2006). Fotoreaktivasyonun aksine,

onarim yollar1 ¢ok daha karmasiktir ve dogrudan DNA hasarini tersine gevirmez ancak
15



bunun yerine yeni hasarli DNA hasarsiz niikkleotidle yer degistirir (Sinha ve Héder
2002).

Eksizyon onarim yollarinin iki ana kategorisi vardir: Baz eksizyon tamiri (BER) ve

niikleotid eksizyon onarimi (NER).

2.4.2.1. Baz Eksizyon Onarimi (BER)

Baz eksizyon yolu, DNA baz yapisini degistiren reaktif oksijen tiirleri veya hiicre ici
metabolitlerden, hidroliz ile indiiklenen endojen DNA hasarmin zararli etkilerinden
hiicreleri korumak i¢in gelistirilmistir. Buna ek olarak, BER iyonize edici radyasyon ve
giiclii alkile edici maddeler tarafindan {iretilen lezyonlara dayanmak i¢in de dnemlidir
(Sinha ve Hader 2002). Her yanlis baz tipine 6zgiin bir¢ok yolak vardir. Bu yolaklar 2.
ve 3. basamaklar ortak olmak tizere 3 adimdan olusur:

1. Yanhs bazin uygun bir DNA N-glikozilaz tarafindan uzaklastirilmas1 ve bir AP
(Apiirinik / Apirimidinik) bolge olusmasi. AP bolgeleri spontan olarak kaybolan ya da
glikozilaz etkisiyle uzaklastirilan DNA bolgeleridir. Bir memeli hiicresi giinde 10000
piirin ve 500 pirimidin kaybeder.

2. Hasarli DNA’ya AP bolgesinin 5' ucuna dogru AP endoniikleaz tarafindan c¢entik
atilmasi ve AP bolgesine komsu bir 3'-OH ucu olusturulmasi.

3. AP bolgesinin kesilip ¢ikarilarak uzaklastirilmasi ve DNA polimeraz tarafindan 3'-

OH ucunun uzatilmasi.

Insan hiicrelerinde ¢ok sayida DNA N-gikozilaz tanimlanmistir. Diger 6karyotik
organizmalarda ve prokaryotlarda da benzer yapida glikozilaz enzimi bulunmaktadir.
DNA N-gikozilaz, DNA sarmali {lizerinde hatali eslesmeden kaynaklanan biikiilmiis
yapiy1 tanir, baz ve deoksiriboz arasindaki N-glikozidik bagi hidroliz ederler. Ayrica
glikozilazlar bazlarin yiiksek afinite gdsterdigi baglanma bdlgelerine sahiptirler. Bu iki

etken birlesince yanlis eslesen bazin DNA ¢ift sarmalindan ¢ikarilmasi kolaylasir.
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Sekil 2.8. Urasil DNA N-glikozilazin aktivitesi (Debele¢-Biitiiner ve Kantarci 2006)

Spontan deaminasyon hatali baz eslesmesine ve boylece DNA replikasyonu esnasinda
kalic1 hale gelen mutasyonlara sebep olur. Ornegin; deaminasyon sitozini urasile ¢evirir
ve sonrasinda, urasil replikasyon esnasinda adenin ile eslesir. Urasil N-glikozilaz hatay1

tanir ve urasili ¢ikarir.

DNA N-gikozilazlar ayrica AP liyaz aktivitesine sahiptirler (sekil 2.9). Bu sekilde AP
bolgedeki 3'-OH ucunda DNA omurgasini keserler. Bir sonraki adimda AP
endoniikleazlar1 5’fosfodiester bagini hidroliz ederler ve uygun niiklotidin yer almasi
icin abazik deoksiribozu uzaklastirirlar. Son olarak, DNA polimeraz (polimeraz-f3)
tarafindan dogru niikleotidin yerlestirilmesi ve zincirin ligasyonu ile onarim

tamamlanair.
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Sekil 2.9. DNA N-gikozilazlarin AP liyaz aktivitesi (Debelec-Biitiiner ve Kantarci
2006)

2.4.2.2. Niikleotid Eksizyon Onarimi (NER)

DNA’da biiyiik sekil bozukluklarina yol acan sarmal yapidaki kusurlarin genelde
niikleotid eksizyon onarimi ile diizeltilmesinin hayati bir 6nemi vardir (Cakmakoglu

2012).

Insanlarda, giinesten gelen UV 1s18min karsinojenik etkilerine (dimerler) karst nemli

bir onarim mekanizmasidir (Onur ve ark. 2009).
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Sekil 2.10. Niikleotid Eksizyon Onarimi (Cakmakoglu 2012)

NER mekanizmasinin isleyisi:

1. Hasarm tanimmasi

2. Protein kompleksinin hasarli bolgeye baglanmasi

3. ~24-32 niikleotid uzunlugunda bir fragmenti i¢inde birakacak sekilde lezyonun her
iki tarafindan hasarli zincirin kesilmesi (insizyon)

4. Hasar1 igeren oligoniikleotidin uzaklastirilmas: (degradasyon)

5. DNA sarmali iizerinde meydana gelen boslugun DNA polimeraz tarafindan
doldurulmasi (polimerizasyon)

6. Ligasyon

asamalarindan olusur (Onur ve ark. 2009).
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1. Niikleotid eksizyon onarmminin iki alt yolag1 vardir:

Niikleotid Eksizyon Onarimi
Global genom Transkripsiyona bagli

0BB1

XPC Hasar tanima
RAD23 \ /

DNA acilmast

: e ST Hasar ekzisyon
Sinyal iletimi ‘

= Cll

2~ 3 :
— . ONA sentezi

Sekil 2.11. NER’in iki alt yolag1 (Cakmakoglu 2012)

TCR ve GGR sadece ilk basamakta birbirinden faklidir.
* GGR de hasarin taninma basamaginda XPC/hHR23B ve XPE (DDB2) proteinleri

gorev alir.

* TCR de RNA polimeraz II hasar1 kendisi tanir. CSA ve CSB proteinleri tanima

asamasina katilirlar.

2.Lezyon tanimlandiktan sonra her iki alt yolak birlesir ve farkli proteinlerin katildig1

reaksiyonlarla hasar uzaklastirilir.

3.XPG niiklez1 3' u¢ bolgesinden XPF/ERCCI niiklez1 ise 5' u¢ bdlgesinden DNA

zincirini keser.

Hasarli bolgeyi iceren 24-32 niikleotidlik oligoniikleotid serbest birakilir.
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4.DNA zincirindeki bosluk, DNA replikasyon faktorii C (RFC), prolifere edici hiicre
niikleer antijeni (PCNA) ve DNA polimerazlar ¢ ve ¢ ile doldurulur.
5.Niikleotid-Kesim-Tamir mekanizmasindaki son basamak, PCNA proteininin ayrilmasi

ve ligaz | enzimi ile yeni sentezlenen DNA zincirinin ligasyonudur.

Sekil 2.12. NER mekanizmasinin isleyisi (Cakmakoglu 2012)
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NER; hiicresel DNA’dan hasar iceren oligoniikleotit ¢ikarmak i¢in yaklasik 30 gen
triiniinii kullanir (Sinha ve Héder 2002). NER yolaginda lezyonlarin genel 6zelligi
DNA kimyasmin modifikasyonu ve DNA ¢ift sarmalinin helikal olarak sekil degisimine
ugramasidir. Niikleotid eksizyon onarim mekanizmalarinin genom biitiinliigiinii
koruyucu ve hayatin devamliligini saglayict islevleri, niikleotid eksizyon onarim
proteinlerinden herhangi birini kodlayan genlerdeki mutasyonlar sonucu olusan, nadir
goriilen, otozomal resesif gegisli li¢ sendromla anlasilabilir (Sekil 2.13). Bu sendromlar
Xeroderma pigmentosum / XP, Cockayne sendromu / CS, Trichothiodystrophy / TTD
olarak isimlendirilmistir. Bu bireylerde glinese duyarlilik, bazi organ dokularinda erken
yaslanma, norolojik bozukluklar ve genellikle UV kaynakli cilt kanseri insidansinda
artig gozlenir. Cockayne sendromu, XP ve TTD fenotiplerinin en belirgin ortak 6zelligi
ultraviyole 15181na olan asir1 duyarliliktir ancak, XP hastalarindan farkli olarak, CS ve

TTD hastalarinda deri tiimorleri gelismez (Kulaksiz ve Sansar 2007).

Global genom niikleotid uv Transkripsiyona bagh onarim
eksizyon onarim1 (GG-NER) ¥ (TCR)
‘_// Cﬁi‘H e S ™ ¢ csa}
Hasar : _«m"%g
Tanima »
A s D
T, I

P

Sarmal (;ozulmem

Hasar kontrolu
m w
l:nfm :H:I

XP sendromu Eksizyon CS éendromu

' E DNA SenteZ|
Ve

Ligasyon
DNA pol &/t DNA||gaz 9 y
PCNA
RFC v

-

TTD sendromu

v e
.

Sekil 2.13. XP, CS ve TTD sendromlarinin olusumu (Cakmakoglu 2012)
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2.5. UV Koruyucular

2.5.1. Dogal Koruyucular

2.5.1.1. Fenolik Bilesikler

Benzen halkasi igeren organik maddeler genel olarak fenolik bilesikler olarak
adlandirilmakta olup bunlar biitiin bitkiler aleminde bulunan ikincil metabolitlerdir
(Uylaser ve ince 2008, Akalin 2011). Fenolikler asidiktir ve kolay parcalanabilirler.
Bitkileri ultraviyole 1sinlarindan, hastalik ve zararlilardan korurlar (Timer 2006).
Serbest radikal siiptiriicii ve antioksidan 6zelliklere sahiptirler (Hertog 1995; Kato ve
ark. 1997; Lodovici ve ark. 2001) ve normal gelisim sirasinda, UV 1sginlarina maruz
kalma gibi stres kosullar1 altinda sentezlenmektedirler. Fenolik bilesikler, flavanlarin
polimerleri olup, baslica flavan 3-4-diollerden olustuklar1 bilinmektedir. Bu bilesikler
fenol halka sayilarimin fonksiyonuna bakilarak farkl gruplarda smiflandirilabilirler ve
bir halkay1 digerine baglayarak yapisal element gorevi iistlenebilirler (Okcu ve ark.
2011). Bitkilerin ikincil metabolizma frtinleri olarak tanimlanan fenolik bilesikler
bitkilerde en yaygin bulunan maddeler grubu olup, giinlimiizde binlerce fenolik
bilesigin yapisi tanimlanmistir. Bunlara devamli olarak bulunan yeni tanimlanan
fenolikler eklenmektedir. Fenolik bilesikler bitkilerin meyve, sebze, tohum, ¢igek,

yaprak, dal ve govdelerinde bulunabilirler (Nizamlioglu ve Nas 2010).

Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere iki gruba ayrilirlar
(Soylemezoglu 2003):

Fenolik Asitler; hidroksi benzoik ve hidroksisinamik asitler olarak iki gruba ayrilirlar.
Gallik asit ve ellajik asit, hidroksi benzoik asit grubuna; p-kumarik asit, kafeik asit ve
ferulik asit hidroksisinnamik asit grubuna dahildir. Yaklasik 6500 farkli flavonoid
bilinmektedir (Nizamlioglu ve Nas 2010). Flavonoidler yapisal olarak kendi igerisinde
alt1 alt gruba ayrilmaktadwr; Kuarsetin ve kaemferol flavonollara, genistein
isoflavanoitlere, katesin ve epigalaktokatesin/gallat flavanollara, hesperidin
flavanonlara, pelargonidin ve siyanidin antosiyanidinlere ve krisin flavonlara dahildir

(Y1maz 2010).
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Binlerce bitki fenoliklerinin bazilarini kdkenleriyle siralamak gerekirse; kolorojenik asit
(kahve, havug ve patateste), ferulik asit (misir, pancar ve tek cenekli sebzelerde),
flavonlar ve flavonollar (sogan, yesil sebzeler, ¢ay ve elmada), katesin ve diger flavan-
3’ler (¢ay, elma, liziim ve ¢ikolatada), isoflavonlar (soya tohumu), ligantlar (misirda)
yaygin olarak bulunmaktadir. Siit ve et {irlinleri, baz1 bitkisel gidalar, B-karoten, lutein,
likopen, B-kriptoksantin ve zeaksantin bakimindan zengindirler. Bitkilerdeki karotenoit
miktarlart bitkinin tiirti, aldig1 151k ve azot (N) miktar1 ile tarimsal islemlerden
etkilenmektedir. Karotenoitler bitkilerin fotosentetik kisimlarinda, meyvelerde yag
damlaciklar igerisinde ¢oziinmiis halde ya da havug ve domateste yari kristalize halde

bulunurlar (Yilmaz 2010).

Gallik, klorogenik, kafeik, ellajik ve ferulik asitler gibi meyvelerdeki fenolik asitler
antimutajenik (Malavcille ve ark.,1998), antikanserojen (Arimoto-Kobayashi ve ark.
1999), antioksidant (Namiki ve ark. 1993; Rice-Evans ve ark. 1996), ve antitimor
(Owen ve ark. 2000) etkiye sahiptirler.

2.5.1.2. Belirlenmis UV Koruyucu Fenolikler

Cizelge 2.3. UV koruyucu bazi fenolikler ve kaynaklar1 (Kullavanijaya ve Lim 2005)

AJAN KAYNAK FOTO-KORUMA
OZELLIGI

Kalsitriol Bobreklerde sentezlenir Serbest radikal
stipiiriicii

Kafeik asit ve Ferulik asit Bitki ve sebzelerde Radikal stipiiriicti

ve antioksidan
Loykotomos egreltisi Bitki ekstrati Antioksidan ve

iltihap onleyici

Cinko Antioksidan
Kadmiyum klorid Sentetik Metallotionein
Indiiksiyonu
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Cizelge 2.3. UV koruyucu bazi fenolikler ve kaynaklari (devam) (Kullavanijaya ve Lim
2005)

AJAN KAYNAK FOTO-KORUMA
OZELLIGI

Cistus Akdeniz ¢alisi Serbest radikal siipiiriicii

Fenolik bilesikler Yesil cay Antioksidan

izoflavon Bitkiler Antioksidan

izoflavon metabolitler

-Genistein Soya fasiilyesi
uv
indiiklenmesine karsi
koruyucu
-Equol Kirmizi yonca
Kafein Bitkiler Apoptosisin artist
Bitki oligosakkaritleri:
- Xyloglucan Demirhindi tohumlar1 UV ile indiiklenen
sistemik
-Aloe poli/oligosakkarit ~ Aloe Vera immiinosupresyonun
onlenmesi
T4 endoniikleaz Bakteriyel DNA eksizyon Siklobiitin
enzimi pirimidin dimeri onarimu
Omega-3 ¢oklu doymamis Balik yag1 Giines yanigi
yag asidi hiicre
formasyonunun
azalmast
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Propolis:

Arilarin  bitkilerden irettigi kovan temizligi ve yalitiminda kullandig1 bir ar1
yapiskanidir ve onun ana polifenolik bilesenleri yiiksek antioksidan aktivite gosterirler;
sodyum dodesil siilfat (SDS) misellerindeki linoleik asitin (LA) lipid peroksidasyonu ile
ilgili onleyici etki gdsterdigi bulunmustur. Ayrica ¢aligmalarin sonuglar1 gosteriyor ki,
propolis ve onun bilesenleri, cilt bakim pazarinda yaygin olarak kullanilan UV

filtrelerden kesinlikle daha iyi koruma saglar (Gregoris ve ark. 2010).

Kumarik asit:

Sekil 2.14. Kumarik asidin kimyasal yapis1 (Lodovici ve ark. 2002)

Hiicrelerin UV-B radyasyona maruz kalmasi, hiicresel hasar bileseni olan reaktif oksijen
tirlerinin (ROT) {retimini uyarabilir. Fakat serbest radikal siiplriiciiler ve
antioksidanlar ROT f{iretimini engelleyebilir. Fare korneal hiicrelerinde (SIRC) yapilan
aragtirmaya gore; UV-B radyasyon, SIRC hiicrelerde antioksidan savunma sistemlerini
etkiler ve oksidatif DNA hasarina neden olur ancak 4-kumarik asit, muhtemelen serbest
radikal siiptiriicii 6zelligi sayesinde, insanin maruz kaldigma benzer yogunluktaki UV-B
radyasyonunun zararh etkisini azaltir ve tavsan kornea hiicrelerini korur (Lodovici ve

ark. 2002).
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Loykotomos egreltisi:

Bu bitkisel kaynakli ajan, tek bir dozdan sonra insan cildi iizerinde fotokoruma
gostermistir. Bu baglamda, diisiik bir dozda bile; eritem, timin dimerler olusumu ve
Langerhans hiicre kaybini azaltarak insan cildi tizerinde bir koruyan bir etki gosterir. Bu
egreltinin  faydali etkileri, yiiksek antioksidan yetenegi; trans-urocanic asit
fotoizomerizasyon inhibisyonunu ve in vivo ve in vitro hiicre foto korunmay1 da igerir
(Gonzalez ve ark. 2008).

Omega-3 coklu doymams yag asidi:

Yapilan bir klinik ¢aligmada; omega-3 coklu doymamis yag asidinin UVB kaynakl
giines yamgi ve inflamasyonu azalttigi bildirilmistir; ayn1 zamanda balik yag1 alindiktan
3 ay sonra UVA bagimli tepkiler azalmistir (Gonzalez ve ark. 2008).

Rosmarinik asit:

Rosmarinik asit; esas olarak, antioksidan, anti-enflamatuar ve antimutajen olmak tizere
birden fazla biyolojik aktivite sergiler. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, ayni
zamanda, atopik dermatit tedavisinde ve foto-korumada yarar sagladigmi
gostermektedir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada, rosmarinik asit ile tedavi sonrasi
UVA’nin olusturdugu oksidatif hasara karsi HaCaT keratinositlerini korudugunu

gosterilmistir (Vostalova ve ark. 2010).

Oy
J\U_ COCH
= T,
U
HO \|’
DH

OH

HO

Sekil 2.15. Rosmarinik asit kimyasal yapis1 (Vostalova ve ark. 2010)
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Theaflavin:

Mor oOtesi radyasyon ile indiklenmis deri kanser olusumuna karsi yapilan
kemopreventif c¢aligmalarin ¢ogu yesil cay ve polifenolik bilesenler kullanilarak
yapilmistir. Ancak, kanser kemopreventif potansiyeli daha az bilinmesine ragmen diinya
cay tiikketiminin %80’inden fazlasi siyah ¢aydir. Siyah cay ile ilgili olarak, ¢alismalar
fare deri kanseri modellerinde theaflavinin ultraviyole B radyasyonun neden oldugu
timor olusumuna karst koruma sagladigimi gostermistir. Siyah ¢aydaki polifenoller;
theaflavin ve gallate tiirevleridir. Theaflavinler, siyah ¢ay imalati sirasinda katesin,
epikatesin ve gallokatesin katesin gallatlar gibi katesinlerin enzimatik oksidasyonundan

meydana gelirler (Katiyar ve Mukhtar 1997).

Theaflavin ve gallate esterlerinin kimyasal yapisi:

Theaflavins Thearubigins

Sekil 2.16. Siyah c¢ayin ana polifenol kimyasal yapilari.Fenolik gruplar antioksidan
potansiyeli saglar. R =galloyl grubu (Katiyar ve Mukhtar 1997)

Siyah ¢ay yapraklarinin su ekstrelerindeki katilarm 6nemli bir kismi, theaflavinlerden

daha yaygin okside ve polimerize olan thearubigenleri temsil eder (Wang ve ark. 1994).

Miller ve ark. tarafindan; siyah ¢aym su ekstrati ile ciltte yapilan kemopreventif
caligmalar1 ile cayin antitimor etkisi gosterilmistir. Sulu ve lipofilik asamalarinda
serbest radikalleri temizleme yeteneklerini inceleyerek theaflavinler ve gallat

esterlerinin antioksidan 6zelliklerini bildirmislerdir (Katiyar ve Mukhtar 1997).

28



Genistein:

Cok giiclii bir antioksidan aktiviteye sahip ¢ok giiclii bir soya fasulyesi isoflavonudur.
Ayrica, protein tirosin kinazlarm ve fitodstrojenin 6zel bir inhibitoridiir. Farelerde oral
olarak takviye edilen genisteinin, UVB ile indiiklenmis deri karsinojenezini engelledigi

de gosterilmistir (Gonzalez ve ark. 2008).

Silimarin:

Silimarin, devedikeni tohumlarindan izole edilen bir bitki flavonoididir (Tiirsen 2006,
Gonzalez ve ark. 2008). Bu; silibin, silidianin ve silikristin olmak iizere 3 flavonoid
karisimindan olusur. Giincel deneysel gozlemler silimarinin; giines yanigi, DNA hasar1

ve melanom dig1 deri kanserine karsi korudugunu gostermektedir (Gonzalez ve ark.
2008).

2.5.2. Kimyasal Koruyucular

Son yillarda, UVA radyasyonun giivenli oldugu diistiniilmesine ragmen UVB zararli
olarak kabul edilmistir (Fourtanier ve ark. 2011). Bununla birlikte, yiiksek yogunluklu
yapay UVA kaynaklarmin kullanilmaya baslanmasi ile UVA radyasyonun cildin
derinine niifuz etmesi ile zararli biyolojik etkilere neden olmustur. UVA radyasyonu
esas olarak endojen ve ekzojen kromofor ile etkilesim yoluyla reaktif oksijen tiirleri
(ROT) iiretir. Bu reaktif oksijen tiirleri DNA, hiicre, damar ve doku hasarma yol
acabilir. UVB’ye benzer sekilde, UVA da bagisiklik sistemi depresyonu ve melanom
gibi deri kanseri gelisiminde iliskili bulunmustur. Fotoallerjik ve fototoksik reaksiyonlar
gibi fotodermatozlar agirlikli olarak UVA kaynaklidir. Bu nedenle, UVA ve UVB
filtrelerinin bir kombinasyonunu ihtiva eden giinliik bir nemlendirici kullanmak, cilde

UVA maruz kalmasini azaltmak igin ¢ok 6nemlidir (Seité ve ark. 2012).

UVB filtreleri; UVB radyasyonun yaklasik %90°m1 bloke etmede yiiksek etkilidirler.
Sinnamatlar en sik kullanilan UVB ajanlaridir, ancak zayif kalici etkiye sahip

olduklarindan genellikle, diger maddeler ile kombine edilerek kullanilmaktadirlar.
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Cogu ticari giines koruyucular UVB 1ginlarina karsi miikemmel koruma saglar, ancak
bunlarm hepsi UVA radyasyona kars: esit derecede etkili degildir. Ote yandan UVA
filtrelerinin ¢ogu, UVB radyasyonun bir kismin1 emer. Bazi filtreler ise hem UVA hem
UVB radyasyonu emer. Ornegin, terephtalylidene dikamfor siilfonik asit (Mexoryl SX)
dayanikli fotostabiliteye sahiptir ve sik sik Avobenzone ile formiilasyonlarma dahil
edilerek genis spektrumlu bir giines kremi olusturur. insanlarda Mexoryl SX; UVA
maruziyeti ve pigmentasyon, epidermal hiperplazi, deri hidratasyon azalmasi ve

elastikiyet gibi zararli etkilerinden korur (Gonzalez ve ark. 2008).

Glines kremlerinde aktif maddeler diinya genelinde onemli olglide farklilik
gostermektedir. Aktif maddelerin izin verilen maksimum konsantrasyonlar1 bile ulusal
diizenleyiciler arasinda degiskenlik gostermektedir. AB'de kozmetik iriinlerde izin
verilen ultraviyole filtrelerin listesi son 20 yilda diizenli olarak giincellenmistir. Su anda
listelenen 27 farkli glines koruyucusu vardir. Avustralya'da 28 farkl giines koruyuculari
onaylanmig ve dort ek madde ise su anda inceleme altindadir. Buna karsilik, ABD'de
yeni Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) monografinda listelenen sadece 16 maddedir. 1978
yilindan bu yana, FDA sadece listeye ek olarak Avobenzone, Cinko oksit ve 2006’da
Mexoryl SX (Ekamsul) ekledi. Ciinkii; ABD'de, giines koruyucu aktif maddeler ilaglar
gibi kabul edilmektedir (Lautenschlager ve ark. 2007). Buna ek olarak, butil metoksi
dibenzoil metan (BMDM) olarak da adlandirilan, Avobenzonun kullaniminda bazi
sinirlamalar vardir. Avobenzonun konsantrasyonu % 3 ile sinirlandirilmistir ve titanyum
dioksit (TiO2) veya enzulizole gibi UV filtreleri ile kombinasyonlarina izin verilmez
(Fourtanier ve ark. 2011).
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Cizelge 2.4. Avustralya, Avrupa Komitesi (EC) ve ABD (Gida ve llag Idaresi
monografi)’de giines koruyucularda aktif madde kullanimma izin verilen ajanlar
(Lautenschlager ve ark. 2007)

Es anlamlisi,kisaltmasi,ticari adi Maximum izin
] ] konsantirasyon verilen
UVB filtreleri
*PABA tiirevleri
4-Aminobenzoik asit PABA 5%,*%15%+ EC,USA,AUS
Padimat O 2 Etilhekzil 4 dimetil aminno benzoat, 8% EC,USA AUS
Oktildimetil PABA, ED PABA
Etoksilli etil 4-benzoik asit PEG-PABA,Uvinul P25,Unipabol U17 10% EC,AUS
2,4,6-Trianilino- Oktiltriozin,etilhekzil triazon,ET, 5% EC,AUS
(p-karboetilhekzil-1-oksi) Uvinul T150
-1,3,5 triazin

*Sinnamatlar

Etilhekzil

metoksisinnamat

Cinoxate

Izopentenil- 4 -

metoksisinnamat

*Salisilatlar

2 - Etilhekzil salisilat

OKktil metoksi sinnamat, EMC(OMC)  7-5+-10%*+ EC,USA,AUS

Escalol 557 Eusoleks 2292, Parsol MCX

2-Etoksietil p-metoksisinnamat 3+6%+ USA,AUS

[zoamil 4 — metoksisinnamat, 10% EC,AUS

IMC,Neo Helipan E1000

Oksisalisilat, oktisalat, ES(OS) 5% EC,USA AUS

Escalol 587,Neo Helipan OS
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Cizelge 2.4. Avustralya, Avrupa Komitesi (EC) ve ABD (Gida ve llag Idaresi
monografi)’de gilines koruyucularda aktif madde kullanimmna izin verilen ajanlar

(devam)

UVB filtreleri

Es anlamhisi,kisaltmasi,ticari adi Maximum izin
konsantirasyon verilen

Homosalat

Trolamin salisilat

*Kafurlar

Benziliden kafur
sulfonik asit

3- Benzil kafur

UVA filtreleri

*Benzofenonlar

Benzofenon-3S

2-Hidroksi-4-

metoksibenzofenon

5- sulfonik asit

Dioksibenzon

*Digerleri

Metil antranilat

1-(4-tert-butilfenil)-

Homometil salisilat, HMS 10*-15%+
Trietanolamin salisilat 12%
BCSA, Mexoryl SD-20,Unisol-S22 16%
BC,Mexoryl SD-20, Unisol-S22 2%
Oksibenzon, BENZ-3, Eusolex 4360, 6+-10%*+

Neo Helipan BB, Escalol 567, Uvinul M40

Sulisobenzon, BENZ-4, UVAsorb S5, 5*-10%+
Escalol 577
Benzofenon-8 3%
Metil-2-aminobenzoat, meradimat 5%

Butil metoksi dibenzoil metan,

3(4metoksifenil) propan BMDBM, avobenzon, Parsol1789, 3+-5%*+

Eusolex 9020

EC,USA AUS

USA AUS

EC

EC

EC,USA AUS

EC,USA AUS

USA AUS

USA AUS

EC,USA AUS

32




ABD tarafindan onaylanmis UV A filtrelerinin ve Avrupa’da onaylanmis UVA ve UVB
filtrelerinin maximum absorbans degerleri de sirasiyla Cizelge 2.5 ve Cizelge 2.6’da

gosterilmektedir:

Cizelge 2.5. FDA (ABD) tarafindan onaylanmig UVA-emici oOzellikteki filtreler
(Fourtanier ve ark. 2011)

INCI isim (Diger isim ya da kisaltmasi) Maksimum dalgaboyu
absorbsiyonu (nm)

Avobenzon (Butilmetoksidibenzoikmetan) 357
Oksibenzon (benzofenon — 3) 288,329
Sulisobenzon (benzofenon - 4) 325
Meradimat (metil antranilat) 336
Titanyum dioksit (TiOz) 295
Cinko oksit (ZnO) 390

INCI: Uluslararas1 Kozmetik Maddeler isimlendirilmesi.

Cizelge 2.6. Avrupa’da onaylanmis UVA ve UVB emici 6zellikteki filtreler (Fourtanier
ve ark. 2011)

INCI isim (Diger isim ya da kisaltmasi) Maksimum dalgaboyu
absorbsiyonu (nm)

Sulibenzon (bezofenon — 4) 286,324
Drometrizol trisiloksan (DTS) 303,344
Butil metoksi dibenzoil metan (BMDM) 355

Oksibenzon (benzofenon — 3) 288,329

Disodyum fenil dibenzimidazol tetra siilfanat (DPDT) 335
Dietilamino hidroksi benzoil hegzil benzoat (DHHB) 354
Metilen bis-benzotriazolil tetrametilbutilfenol (MBBT) 305,360
Bis-etilheksiloksifenol metoksifenil triazin (BEMT) 310,343
Titanyum dioksit (TiO2) 295

Giines koruyucularin geligimi tarihsel yonleriyle son zamanlarda gozden gegirilmistir.
20. ylizyilin baslarinda giines koruyucularin en basarilis1 1935 yilinda Eugene Schueller

tarafindan hazirlanan benzil salisilat igeren, Amber Solaire olmustur. Kisa bir siire
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sonra; siilfonik asit benzilimidazol igceren Delial iiretilmistir. Bugiin, topikal gilines

kremleri organik ve inorganik ajan olarak iki genis kategoriye ayrilir.

2.5.2.1. inorganik UV filtreleri

Inorganik maddeler (titanyum dioksit ve ¢inko oksit) bir opak bariyer olusturur ve
partikiil biiylikliigiine bagl olarak, hem yansima ve hem de absorpsiyon yaparak
ultraviyole 1sinlarma karst koruma saglar. Organik giines koruyuculart ile
karsilastirildiginda 1s1k sagilim 6zellikleri nedeniyle, inorganik ajanlarin koruyucu etkisi
daha azdir. Opak inorganik giines koruyucular1 goriiniir 151k kaynakli hastaliklara kars1
koruyucu olabilir ve duyarlilik reaksiyonlari ile ilgili hi¢bir ¢alisma yoktur. Deri igine,
inorganik maddelerin niifuz etmesine iligskin endiseler tartigilmistir ancak in-vivo ve in-
vitro ¢alismalarda, titanyum dioksit penetrasyonu ve ¢ok az ¢oziiniir ¢inko oksitin smirli
penetrasyonu ile ilgili herhangi bir bulguya rastlanmamistir (Lautenschlager ve ark.
2007). Cinko oksit ve titanyum dioksit fotostabildir ve yeterli yansima elde etmek igin
kalin bir uygulama gerektirirler (Sambandan ve Ratner 2011). Cilt tahris edici bir
potansiyele sahip degildirler. (Fourtanier ve ark. 2011). Ancak inorganik giines filtreleri
opak olmasindan dolay1r genellikle kozmetik olarak kabul edilemez. Ama son
zamanlarda, mikronizasyon ve kapsiilleme gibi modern ila¢ yaklasimlari, Kkaliteli
inorganik giines kremlerinin gelismesini saglamistir. 10-50 nm (mikronize form)
parcacik boyutuna distlriilmesi, goriiniir 151¢in az sa¢ilimi ile sonuglanmakta ve
kozmetik agidan kabul edilebilir bir iiriine yol agmaktadir (Lautenschlager ve ark.
2007). Titanyum dioksit (TiO,) ya da ¢inko oksit (ZnO) gibi metal oksitlerin pigment
iceren tozlari, UVA araliginda koruma seviyesini arttirmak icin, organik filtreler ile bir
arada uzun yillardir kullanilmaktadir (Fourtanier ve ark. 2011). Titanyum dioksit iistiin
UVB koruma saglar ve kirilma indeksi daha yiiksek oldugu i¢in beyaz bir tona sahiptir;
¢inko oksit ise daha iyi bir UVA koruma sunar. Dogal ten rengine daha yakin olan
baska bir fiziksel engelleyici kirmizi renkli demir oksit, genellikle titanyum dioksit ve
¢inko oksit opakliginit maskelemek i¢in giines kremlerine eklenir (Sambandan ve Ratner
2011).
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Yalniz inorganik maddeler ihtiva eden giines koruyucular, genellikle ¢ocuklar igin
onerilmektedir. Ciinkii fotoalerjiye neden olmaz ve genotoksik olarak hic¢bir in vivo

kanit bulunmamistir (Lautenschlager ve ark. 2007).

2.5.2.2. Organik UV filtreleri

Organik giines kremleri ultraviyole radyasyonu emerek hareket ederler. Ultraviyole
radyasyon; kimyasal filtrelerim elektronlarini pasif halden uyarilmis duruma gegirir.
Kararli duruma donerken sicaklik veya floresan isima 6nemsiz miktarda yayilir. Bu
kimyasal ajanlar UVA, UVB veya genis bant emiciler olarak ayrilir. Etkili olmak igin,
filtreler; ¢oziilen ya da kolayca ve kalici olarak dagilan, ve terleme ya da ylizme sonrasi
yerinde kalan yapida olmalidir. Buna ek olarak, madde, toksik olmamali ve tahris veya
alerji temasma neden olmamalidir. UVB absorbanlar1 diinya ¢apinda yaygin olarak
kullanilmasina ragmen birgok UVA ve genis bant absorbanlari son yillarda yeni
gelistirilmektedir. Bir giines kreminin gorevi tiim ultraviyole spektrumuna karsi
korumak oldugundan, farkli filtrelerin aym iiriin icinde kombine edilmesi gerekir.
Genigbant ajanlar1 ve gelistirilmis fotostabilite i¢cin artan ihtiyag filtrelerin yeniden
diizenlenmesini saglamistir. Mexoryl SX, genis spektrumlu 1s18a karst emici ve
Mexoryl X, hem UVA hem UVB emicidir; birlikte kullanildiklarinda sinerjistik etKi
gostermektedir. Tinosorb S; yagda ¢Oziiniir, UVA araliginda iyi bir emme goésteren
genis spektrumlu bir ultraviyole filtresidir, Avobenzon ve EMC (2-etil p-
metoksisinamat), giines kremlerinin fotoverimliligini artirmak igin basarili bir sekilde
kullanilabilir (Lautenschlager ve ark. 2007). %3 ekamsul, % 10 oktokrilen, %2
avobenzon ve %5 titanyum dioksit igeren bir giines koruyucu kullanarak yapilan
arastirmada; Ekamsul ve Avobenzonun her ikisinin de dahil edildigi giines koruyucu,
sadece bir UVA filtre ihtiva eden formiilasyonlar ile karsilastirildiginda, klinik yarar
sagladigi ortaya konmustur (DeLeo ve ark. 2009). Organik ve inorganik mordtesi filtre
maddelerinin  SPF artrmak i¢in sinerjistik olarak hareket ettigi gosterilmistir

(Lautenschlager ve ark. 2007).
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Kuinolin ve tiirevleri:

Yapilan bir calismada; bir baz molekiil olarak kinolini kullanarak yeni giinesten
koruyucu kimyasal maddeler sentezlendi. On iki adet kinolin tiirevleri sentezlenmistir,
bunlarin dordiinde, yaygm gegirgenlik spektrofotometrisi kullanarak in vitro olarak
fotokoruyucu bir etkinlik tespit edilmistir. Calismada, bu molekiillerin SPF veya
UVAPF agisindan tek ya da sinerjistik etki olarak iyi oldugu ve yeni giines koruyucu
tirtinler yaratmak i¢in uygun oldugu gosterilmistir (Polonini ve ark. 2013).

UV filtreleri igeren iirtinlerin yiizdesinde yildan yila siirekli bir artis gézlenmektedir:

Cizelge 2.7. UV filtrelerinin giines kremlerindeki analizi (Wang ve ark. 2012)

1257 ankst 2003 ankst 2002 ankst
glnlik dinlenme toplam  ginlik dinlenme toplam  gindik dinlenme  toplam
ginko oksit 15% 0% 3% 37 53% 100% 57% 43% 100%
avobenmn 0% 2% 2% 1% 2TH 0% 43% 67% 54%
zvobenzon +oktokrilen 0% o o TH 12% 10% 3% 54% 3%
zvobenzon +okting k=3t o 2% 2% 24% 17% 20% 23% 13% 154

Avobenzon (Butil metoksidibenzoilmetan(BMDM), Parsol® 1789)

360 nm*‘de maximum emme sergileyen uzun dalga boylu UVA filtresidir (DelLeo ve
ark. 2009). UVA dalgaboyu araliginda 380 nm’ye kadar gii¢lii emilimi vardir. Fakat
giines 15131na maruz kaldiktan 1 saat sonra koruma kapasitesinin % 50 ile % 60 oraninda
azaldig1 gosterilmistir. Avobenzonun 1sikla bozunmasi sadece i1siktan koruyan giiciinii
azaltmaz ayn1 zamanda serbest radikallerin olusumuyla baslayan bir dizi bozulmus {iriin
olusumuna sebep olur (Sekil 2.15) (Armeni ve ark. 2004). Bu radikaller plasmid
DNA'daki, DNA kiriklarmm (Damiani et al. 1999) ve sigir serum albiimininde (BSA)
oksidatif modifikasyonlarin (Damiani et al. 2000) en olasi nedenidir. Ayrica giinesten
koruyucularin foto-ayrigmasi1 nedeniyle UV-cilt hasarina kars1 koruma etkisi azalabilir
(Damiani ve ark. 2006).
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Sekil 2.17. Avobenzonun 1s1k ile bozulmus {iriin olusturmasi1 (Armeni ve ark. 2004)

Ayrica, avobenzon fotolabil(isiga karsi kararsiz) oldugundan, fotostabiliteyi arttirmak
icin siklikla oktokrilen, salisilatlar, metilbenziliden kafur, mikronize ZnO ve / veya

TiO; ile birlestirilir (Kullavanijaya ve Lim 2005).
Oktokrilen (2-etilheksil-2-siyano-3, 3diphenylacrylate)
300 ve 310 nm arasinda maksimum emme ile UVB koruma saglar (DelLeo ve ark.

2009). Diger gilines koruyuculariyla birlestirildiginde, son olusan {iriiniin

fotostabilitesini arttirabilir (Kullavanijaya ve Lim 2005).
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------- Oktokrilen 22.9 mg/L
———- Avobenzon 8,6 mg/L
" Ekamsul 11,6 mg/L

104 .-
0.8 -
0.6 -
0.4 1

0.2 1

Absorbans degeri

0 T T T T T T T T T | e | 1
290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410

Dalga boyu, nm

Sekil 2.18. Oktokrilen avobenzon ve ekamsulun in vitro metadolojisine dayanan
spektrofotometrik koruma egrileri (DeLeo ve ark. 2009)

Damiani ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir deneyde Parsol ve oktokrilen tek baglarina
UVA ve UVB’ye maruz birakilmig, daha sonra ikisi birlikte UVA ve UVB i1smlarma

maruz birakilarak sonuglar yorumlanmustir:

Parsol giiclii bir UVA’ya maruz kaldiktan sonra UVA bdlgesinde biiyiik 6lgiide giiclii

bir emme gostermektedir:

ABS
S = Mo &

250 275 300 325 380 ars 400
A nm

Sekil 2.19. Parsoliin emme gostermesi

Istikrarli bir UVB filtresi olan oktokrilen ile, UVA maruz kaldiktan sonra emilim
derecesinde indirgeme Parsol’de oldugu kadar dikkat ¢ekici olmamakta ve herhangi bir

degisiklik spektrumu goriilmemektedir:
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Sekil 2.20. Oktokrilenin emme gostermesi

Oktokrilen varligi; oldukga Parsol(A)nin tek basina oldugu durumuna kiyasla, UVA’ya
maruz kaldiktan (Sekil 2.21) sonra UVA araliginda sadece % 30 azalma goriilmekte ve

Parsol 1789’un UV-emme kapasitesini arttirmaktadir:

ABS
Mot &

i1

0 r - r - r
250 275 300 325 380 ars 400
D nm

—

Sekil 2.21. Parsol ve oktokrilenin birlikte emme gostermesi

Su an piyasada bulunan ve avobenzon ile oktokrilen igeren giines koruyucularin

formulasyonlar1 asagida verilmistir:

Anthelios 40 olarak L'Oréal tarafindan regetesiz pazarlanan La Roche-Posay giines
koruyucu; % 3 ekamsul, % 2 avobenzon, UVB korumasi i¢in % 10 oktokrilen, ve UV

yelpazesinde koruma saglayan fiziksel bir filtre olarak % 5 titanyum dioksit icerir

(Jancin 2009).

Yine L'Oreal laboratuvarinda hazirlanan bazi giines koruyucu formiilasyonlardan;
fotostabil iriin, % 15 Miglyol igeren bir yag-igcinde-su emiilsiyonu iginde % 1.5
avobenzon, % 2 oktil triazon ve % 5 metilbenziliden kafurdan olusmaktadir, fotostabil

olmayan {iriin ise, % 15 vazelin yag1 iceren yag-icinde-su emiilsiyonu i¢inde % 1.5
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avobenzon ,% 2 oktil triazon ve % 5 oktil metoksi sinamat ihtiva etmektedir (Marrot ve
ark. 2005).

2.6. SPF Belirleme

Giines koruyucularin SPFsini belirlemek i¢in farkli yontemler ve normlar1 vardir. Test
yontemlerinin en 6nemli parametreleri Cizelge2.8'de 6zetlenmistir ve ABD’deki Food
and Drug Administration (FDA), Avrupa’daki Colipa ve Avusturalya/Yeni Zelanda da
ki parametreleri igerir. In vitro bir giines filtresi absorbsiyonu veya aktarimi ile in vivo

SPF tahmin etmek i¢in kullanilabilir.

Cizelge 2.8. FDA, COLIPA ve Yeni Zelanda da yayinlanan UV filtrelerin major
parametrelerinin karsilastirilmasi (Krutmann ve ark. 2009)

Deri fototipi LILIII LILIII LILIII
Test alam 50cm? 30 cm? 30 cm?
(arka deri) (arka deri) (arka deri)
Uriin miktan 2.0 mg/cm? 2.0 £0,1 mg/cm? 2.0+0,4 mg/cm?
Uygulama 15 dk 15 dk 15 dk
UV kaynag ve yapay lamba yapay lamba yapay lamba
spektrumu kaynagi. kaynagi. kaynagi.
290-400nm 290 ve 320 nm standart40° enlemine
boyunca arasinda spektrum. dayali epidermal
devam eden spektrum 400nm’ye kadar etkinligi 290-400nm
emisyon spektrumu. devam eder. arasinda tanimlanir.
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Cizelge 2.8. FDA, COLIPA ve Yeni Zelanda da yaymlanan UV filtrelerin major
parametrelerinin karsilastirilmasi (devam)

Isik kaynag WG320/Ilmm artt ~ WG320/Imm artt ~ WG320/Imm art1

filtresi UG5/1mm veya cift renkli veya UG11/Imm
IG11/1mm 1s1 emici filtre

Isik dozunun lcm kalinliginda lcm kalinliginda lem kalinliginda

uygulanmasi 5alan, dozen fazla 5 alan, 1,26’dan 5 alan, 1,26’dan
1,25 fazla degil fazla degil

UV maruziyetinden 22 — 24 saat 16 — 24 saat 20 + 4 saat

sonra MED zamani

belirleme

SPF hesaplanmas1  bireysel SPF bireysel SPF’lerin  bireysel SPF’lerin
aritmetik aritmetik aritmetik
ortalamasindan ortalamasi ortalamasi
diizeltme faktorii
¢ikarilmasi

Avrupa Kozmetik, Tuvalet ve Parflimeri Dernegi (Colipa), 1994 yili SPF test
yonteminde, UV kaynagmm emisyon spektrumunu belirlemek ve kalorimetrik cilt
tiplerini segmek igin yeni teknikler tanitmustir. Colipa, JCIA ve CTFA-SA 2000 yilinda
SPF 6l¢iim metodunun uyum iizerine tartisma basladi. Uluslararasi SPF Testi yontemi

tizerinde ortak bir anlagsmaya Ekim 2002'de ulasildi (Anonim 2006).

Bir giines kreminin etkinligi giines koruma faktorii(SPF) ile 6l¢iiliir. SPF, korunan cilt
iizerinde UV enerji tarafindan olusan minimal eritem dozu(MEDp)nun, korunmamas cilt
tizerinde UV enerji ile olusan minimal eritem dozu(MEDu)na boliinmesi ile tanimlanir
(Krutmann ve ark. 2009).
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MED (korunmus cilt) MEDp
SPF = -
MED (korunmamis cilt) MEDu

Uriiniin SPFsi, testte biitiin bireylerden alman tiim gecerli bireysel SPFi degerlerinin
aritmetik ortalamasidir, ondalik deger olarak ifade edilir. Her bir denegin cildinin
herhangi bir alani bir koruma olmadan ultraviyole 1s18a maruz kalir ve bagka bir (farklr)
alan bir test gilines koruma iiriiniin uygulanmasindan sonra maruz kalmaktadir. Bundan
baska en az bir baska bdlge daha, bir SPF referansh gilines koruyucu formiilasyonun
uygulanmasindan sonra maruz kalmaktadir. Asamali olarak UV dozu arttirilarak deri
eritemin degisen dereceleri olusturulur. Bu gecikmis eritemal tepkiler egitimli bir
degerlendirici karariyla, 16 ila 24 saat UV radyasyon sonrasi gorsel olarak kizariklik
yogunlugu ag¢isindan degerlendirilir. Korumasiz cildin minimum eritemal dozu(MEDu)
ve bir glines koruyucu uygulamasindan sonra elde edilen minimum eritemal
dozu(MEDp) ayni giin ayni konu {izerinde tespit edilmelidir. Birden fazla iiriin tek bir
testte ayni konuda test edilebilir. Test edilen her konu i¢in ayr1 bir giines koruma faktorii
(SPF) MEDp / MEDu orani olarak hesaplanir. Uriin igin giines koruma faktorii, her
denekten alman tiim gegerli SPFi sonuclarmin aritmetik ortalamasidir, ve ondalik olarak
ifade edilmelidir. SPF hesaplamada gegerli minimum 10, maximum 20 sonug
kullanilmalidir. Ortalama SPF i¢in giiven smirlar1 (% 95 Giiven Araligi) ortalama
SPF'nin +% 17 araliginda olmalidir. Her test, test formiilasyonlarinin beklenen SPF’sine
bagl olarak ,uygun bir yiiksek veya diisiik SPF giines koruyucu referans formiilasyonu
icerecektir. Elde edilen SPF, bir SPF giines koruyucu referans formiilasyonu araliginda
olmalidir (Anonim 2006).

Genel Denklemler:
1.Her bir {irliniin tek tek asagidaki denkleme uygun olarak SPF degeri hesaplanir:
SPFi = MEDpi / MEDui
2.Uriiniin SPF’si toplam denek sayisindan(n) elde edilen bireysel SPFi degerlerinin

toplamudir:
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SPF = (3 SPFi) / n
3.Standart sapma(s):

s =\ [(X(SPF#) - ((XSPFi)*/ n)) / (n - 1)]
4. Ortalama SPF icin % 95 giiven aralig1 (%95CI):

95%CI =( SPF — ¢) den (SPF + c¢)’ye kadar olan deger
5.¢’nin hesaplanmast:

¢ = (t degeri) . SEM = (t degeri) . s/ Vn

c=t.s/\n

6. CI[%] = 100 . ¢ / SPF

SEM: ortalamanin standart hatasi
n: kullanilan deneklerin toplam sayisi

t: t degeri

SPF; UVB ve UVA kisa dalga boylu (320-340 nm) 1sinlarin neden oldugu UV-kaynakli
eriteme kars1 bir koruma indeksi saglar. Bu dalga boylart DNA hasar1 ve deri tlimorleri
baslatmasina neden olacagi i¢in, SPF UV i1smlarma kars1 koruma degerleme igin iyi bir

parametre olarak kabul edilmistir (Bernerd ve ark. 2003).

In Vivo SPF test yontemleri ve in vivo UV A koruma faktorii (UVA-PF) test yontemleri;
insan cildi lizerinde giines yanig1 uyarilmasi i¢in kullanilan UV dozlar1 nedeniyle

fotodegresyonu dikkate alir (Fourtanier ve ark. 2011).
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2.7. Toksisite Testleri

2.7.1. Sitotoksisite Testi

XTT testi

Tetrazolium tuzu olan XTT, 2,3-bis[2-methoksi4-nitro-5-siilfofenil]-2H-tetrazolium-5-
karboksanilid, yaygin olarak, hiicre canlilig1 ve proliferasyonu élgmek igin kullanilan
test yontemidir (Berridge ve ark. 2005; Hasen and Bross 2010; Tsukatani ve ark. 2009;
Wang ve ark. 2010). Canlilik ve proliferasyon; canli hiicrelerdeki mitokondrial
dehidrogenaz enziminin suda ¢oziinen XTT’yi turuncu formazan iriliniine
indirgenmesine dayanir (Wang ve ark. 2011) (sekil 2.20). Formazan {iriin miktar1

goreceli hiicre canlilig1r tahmin etmek i¢in bir spektrofotometre kullanilarak olgiiliir.

Yaygin olarak, bu doniisiim sadece canli hiicrelerinde meydana gelmektedir (Zhu ve
ark. 2004).

Sekil 2.22. XTT tetrazolium tuzunun turuncu renkli formazan iriiniine indirgenmesi
(Moussa 2013)
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Sekil 2.23. XTT testi asamalar1

2.7.2. Genotoksisite testi

Komet testi

Komet testi ile ilgili bugiin ne biliniyorsa kokeni Peter Cook ve arkadaslari tarafindan
1970'li yillarda yapilan ¢aligmalara dayanir (Collins ve ark. 2013). Spesifik hiicrelerde
DNA hasar1 ilk kez 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan belirlendi. Mik-
roskop lami {izerinde agaroz jel i¢ine gomiilmiis hiicreler hafif alkali ortamda
bekletilerek membranlarin par¢alanip DNA sarmallarinin kismi agilmasi saglandi. Daha
sonra notralize edilen hiicreler akridin turuncusu ile isaretlendi ve DNA hasarmin

diizeyi yesil floresansin kirmizi floresansa oraninin fotometrik 6lgtimii ile belirlendi -
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yesil floresans c¢ift sarmal DNA’y1, kirmizi floresans ise tek sarmal DNA’y1 belirtir-
(Dinger ve Kankaya 2010). Daha sonra Ostling ve Johanson tarafindan tek hiicre
diizeyinde DNA hasar1 degerlendirmek i¢in komet testi gelistirildi ve bu teknik ile
deterjan ve yiiksek tuz ile hiicrelerin ¢6ziilmesi ve notr kosullar altinda elektroforeze
tabi tutulmasi sonucu serbest DNA olusturuldu (Liano ve ark. 2009). DNA miktar1
preperatlarin etidyum bromiir ile boyanmasiyla olusan floresansin yogunlugunun
floresans mikroskobu ile olgiilmesi sonucu belirlenir. Ancak burada elektroforezin
notral kosullarda uygulanmasi yontemin kullanimini sinirlamaktadir. Notral kosullarda
cift sarmal kiriklar tespit edilirken tek sarmal kiriklar: tespit edilemez. Tek sarmal
kiriklar1 tamamlanmamis kesip ¢ikarma onarim bdlgeleri ile apurinik ve apirimidinik
bolgelerde oldugu gibi alkali duyarli bolgelerden kaynaklanmaktadir. 1988 yilinda
Singh ve ark. elektroforezi kuvvetli alkali ortamda (pH >13) uygulayarak bu sorunu
¢ozmiislerdir. Gliniimiizde uygulanan ‘‘Comet Assay’’ Singh ve ark. tarafindan
gelistirilmis olan, tek ve ¢ift zincir kiriklarin tamammin tanimlanmasina olanak

saglayan yontemdir (Dinger ve Kankaya 2010).

Komet testi, genotoksik ajanlarin gesitli tip ve dozlarma maruz kalan toplumlarda DNA
hasarmi 6lgmek igin degerli bir aragtir ve mesleksel ve ¢evresel maruziyet konusunda
'doz-biyolojik etkisi ' agisindan yarar saglayabilir. Komet testi, saglik risklerinin erken
tespitine yardimci olabilir. Komet testi ile yapilan ¢alismalarda; hava kirliligi,
radyasyon ve pestisite maruz kalan insan popiilasyonlarinda artan DNA hasari

bulunmustur (Collins ve ark. 2013).

Komet testi agamalar1 sekil 2.24°de gdsterilmistir.
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Sekil 2.24. Komet analiz ¢aligmalar1 (Dikilitas ve Kogyigit 2010)

1. Lam iizerine agaroz hazirlanmasi

2. Hiicre kiiltiirii ortaminda hiicrelere kimyasal giines koruyucu verilmesi

3. Hiicrelerin falkon tiipiine toplanmasi

4-5. LMA ve hiicre siispansiyonunun agaroz kapl lam {izerine tatbiki

6. Elektirik akimi altinda elektroforez uygulanmasi

7. Notralizasyon sivisi konularak bekletilmesi

8. Soguk distile su ile yikanip havada kurutulmasi, kuruma sonrasi lamlar soguk
etanolde fikse edilmesi ve etidium bromiir ile boyanmasi

9. Komet sekillerinin floresan mikroskobunda incelenmesi

10. DNA hasarmin bilgisayar yardimiyla analiz edilmesi gosterilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu c¢aligmada giines kremlerinde kombin olarak bulunan avobenzon ve oktokrilen
kimyasal koruyucularinin CCD-1094Sk insan saglikli deri fibroblast hiicreleri
iizerindeki, tek baslarina ve kombin dozlarda sitotoksik ve genotoksik etkileri
arastirtlmigtir. Bu amagla sitotoksisite testi olarak XTT, genotoksisite testi olarak da tek
hiicre jel elektroforez (komet) testi kullanilnustir. Tez calismasi, Uludag Universitesi,
Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii blinyesinde bulunan Hiicre Kiiltiirli ve Genetik

Toksikoloji Laboratuvari’nda ytriitiilmiistiir.

3.1. Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeler

Tez ¢aligmamizda kullanilan ekipmanlarin modelleri ¢izelge 3.1°de, sarf malzemelerin

marka ve katalog numaralari ¢izelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan ekipman

Ekipman Marka / Model

Floresan/Isik mikroskop NIKON — ECLIPSE 80i

Goriintiileme sistemi

-80°C derin dondurucu
Distile su cihazi

Su banyosu

Ultrasonik su banyosu
Isitmali manyetik karistiric
Hassas terazi (Max: 220/82 g)
Kaba Terazi (Max: 2000 g)
Azot tanki

pH metre

KAMERAM

ELCOLD

MP MINI PURE — DEST UP
NUVEBATH NBS
BANDELIN — RK 31

MTOPS — MS300HS
SHIMADZU — AUW220D
RADWAG — WTB2000

INT. CRYOGENICS - IC 20R
HANNA — HI 221
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Cizelge 3.1. Caligmalarda kullanilan ekipman (devam)

Ekipman Marka / Model
-20°C derin dondurucu ALASKA — ADF 06 V
+4°C cam kapakli buzdolabi HORECA — HRS 375 CHL
Sogutmali santrifiij SIGMA - 2-16PK
Etiiv (37°C ve %5 CO, takviyeli) BINDER - CB 150
Class I1 steril kabin (laminar flow) THERMO
Inverted mikroskop SOIF
+4°C Standard Buzdolab1 BEKO
Hiicre sayim cihazi ROCHE
Elisa Reader

96 kuyucuklu plaka

Saf (Distile) su cihazi MP MINI PURE — DEST UP
Pastor firini ELEKTRO-MAG — M 3025P
FElektroforez Tanki

Elektroforez Tanki Gii¢ Kaynag1

Canli hiicre sayim cihaz lam1 ROCHE — CEDEX SMART
SLIDE
Hiicre sayim cihazi ve ucu MILLIPORE — MA 01821
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Cizelge 3.2. Calismalarda kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzeme

Firma / Katalog No

Oktokrilen

Avobenzon

Steril pipetler (5,10 ve 25 ml’lik)

Serolojik pipet tabancasi

Steril 15 ml lik tiipler

Steril flasklar (T-12,5, T-25 ve T-75)

Triton X-100

EMEM

L-Glutamin (100 ml)
Fetal Bovine Serum
XTT Test Kiti

Etil alkol

DPBS (500 ml)

Penisilin — Streptomisin
Sodyum piruvat (100 ml)
Agaroz

NaClLEDTA

FLUKA 02343

FLUKA 49858

COSTAR STRIPETTE

BIOHIT MIDI PLUS

FALCON

FALCON

GERBU 2000

LONZA BE 12-611F

SIGMA - ALDRICH G7513

SIGMA - ALDRICH F9665

Bl

AY-KIM

SIGMA- ALDRICH A9418

THERMO SH40003.12

THERMO SH30239.01

MERCK 1.01236

MERCK 106404
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Cizelge 3.2. Calismalarda kullanilan sarf malzemeler (devam)

Sarf Malzeme Firma / Katalog No

Tris SIGMA E5134

NaOH MERCK 1.08387
Low Melting Agar SIGMA S8045
Dimetilsiilfoksit DMSO SIGMA A9%414
Etidium Bromiir MERCK 1.6743
NEAA ( non esansiyel amino asit) SIGMA E7637
Trypan Blue SIGMA T8154

3.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.2.1.Besiyeri hazirlanmasi

500 mI’lik EMEM medyumu i¢ine ;
6 ml penisilin-streptomisin,

6ml sodyum piriivat,

60 ml fetal bovine serum,

3ml L- glutamin veya 6 ml NEAA (non esansiyel amino asit) eklenerek hazirlanmistir.

3.2.2.Hidrojen Peroksit (H20,) hazirlanmasi

%35’lik ana stok ¢ozeltisinden 6,318 ul H2O; lizerine 4993,682 ul distile su eklenerek 5

ml’ye tamamlanmis ve boylece yeni bir stok ¢ozeltisi hazirlanmustir.
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3.2.3.XTT testi

XTT ¢ozeltisinin hazirlanmasi
-20 °C’deki XTTI ve XTTII ¢ozeltileri karanlik ortamda olmak tizere 37 °C su

banyosunda 1sitilmig ve laminar akimda 1:50 oraninda karistirilmistir.

3.2.4.Komet testi

Lamlar icin agar hazirlanmasi
0,75 g melting agar isitilarak 100 ml distile su i¢cinde ¢oziilmiistiir. Lamlar agara

batirildiktan sonra alt yiizeyi silinip kurumaya birakilmstir.

Low Melting Agaroz (LMA) hazirlanmasi
0,48 g PBS 50 ml distile suda ¢ozlilmiistiir.

Hazirlanan bu PBS ¢ozeltisinin 10 ml’sinde 0,065 g low melting agaroz ¢oziilmiistiir.

Lizis Buffer hazirlanmasi

2,5 M (29,22 g) NaCl, 100 mM (7,44 g) Na;EDTA ve 100mM (0,2422 g) Tris 178 ml
distile suya eklenerek manyetik karistiricida 1sitmadan karistirilip, pH’1 NaOH
yardimiyla 10’a ayarlanmistir. Komet testi sirasinda uygulanmadan once 2 ml Triton X

100 ve 20 ml DMSO eklenmistir.

Elektroforez soliisyonu olan Running Buffer hazirlanmasi
0,56 g Na;EDTA ve 18 g NaOH 1500 ml distile suya eklenmis ve pH’1 13’e ayarlanip

+4 °C’de saklanmustir.
Notralizasyon ¢ozeltisinin hazirlanmasi

100 ml distile suya 4,8456 g tris tartilip karistirilmistir ve pH’1 HCI yardimiyla 7,5°a

ayarlanmistir.
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Etidium Bromiir boyama ¢ozeltisinin hazirlanmasi
0,1 ml etidium bromiir 100 ml distile suda ¢oziilmiistiir, oda sicakliginda ve karanlikta

saklanmalidr.

3.3. Cahsma Plam

Giines kremlerinin i¢inde UV A filtresi olarak bulunan avobenzon ve UVB filtresi olarak
bulunan oktokrilen ile tek baslarma ve kombine olarak muamele edilen deri fibroblast

hiicrelerinde XTT testi ve Komet testleri gergeklestirilmistir.

3.3.1. Cahismada Kullamilan Hiicre Hatt1 ve Pasajlanmasi

Calismada CCD-1094Sk insan deri fibroblast hiicreleri kullanilmistir. Hiicrelerin ATCC
katalog numaras1 CRL 2120’dir.

1. T-75 flaskta bulunan kiiltiiriin besiyeri aspirasyon yontemi ile uzaklastirilmistir.

2. Flanskin tabani1 5-6 ml PBS ile yikanmis ve PBS aspire edilmistir.

3. 4-5 ml tripsin (%0,25°1ik) ile 2 dk ‘y1 gegmeyecek sekilde beklenmistir.

4. Invert mikroskopta hiicrelerin flask tabanmdan ayrilip ayrilmadig1 kontrol edilmistir.
5. Hiicrelerin tabandan ayrilmasi ile flaska eklenen tripsin miktar1 kadar besiyeri eklenip
tripsin aktivitesi durdurulmustur.

6. Hiicre siispansiyonu serolojik pipetle uygun bir falkon tiipiine toplanarak 1000
rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.

7. Hiicrelerin lizerindeki siipernatant aspire edilmis kalan kisim siispanse edilmistir.

8. Toplam hiicre sayisi, hiicre sayim cihazi ile belirlenip belli miktardaki kismi i¢inde
10ml besiyeri bulunan bir T-75’lik flaska aktarilmistir.

9. Hazirlanan flask CO; inkiibatoriine kaldirilmistir.
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3.3.2. Cahismada kullanilan UV A ve UVB filtrelerinin 6zellikleri ve hazirlanisi
Avobenzon (Butil metoksidibenzoilmetan(BMDM), Parsol 1789)

Ma: 310,39 g/mol
Solvent: DMSO

O 0

Sekil 3.1. Avobenzonun kimyasal yapisi (Damiani ve ark. 2006)

0,001 g avobenzon tartilip, 100 pl %100 DMSO’da ¢oziildii.
Oktokrilen (2-etilheksil-2-siyano-3, 3diphenylacrylate)

Ma: 361,48 g/mol
Solvent: dH20 (distile su)

30 T

-G

O ©0—0—CHz~ GH—(CH,),CH,

O

Sekil 3.2. Oktokrilenin kimyasal yapis1 (Damiani ve ark. 2006)

Viskoz bir madde oldugundan bir miktar oktokrilen serolojik pipetle ¢ekilerek darasi
almmis eppendorfa konulup tartildi.

Yogunluk(d): 1,051g/ml’den hesaplama yapilarak yeterli miktar distile suda ¢oziildii.

54



3.3.3. Calismada kullanilan kontrol ve doz gruplan

Kontrol gruplan

Pozitif Kontrol (PK): Kullanilan test yontemlerinin dogru calisip ¢alismadigini

belirlemek i¢in hiicreler hidrojen peroksit (H20>) ile muamele edilmistir.

Biiyiime Kontrol (GC): Herhangi bir ajan kullanilmamis olup sadece hiicreler ve

besiyeri kullanilmagtir.

Solvent Kontrol (SK): Besiyeri, hiicre ve oktokrilen i¢in dH20, avobenzon igin DMSO

kullanilmastir.

Doz gruplan

Cizelge 3.3. XTT testinde kullanilan avobenzon dozlar1

32 uM 200 uM
65 uM 400 uM
130 uM 800 uM

Cizelge 3.4. XTT testinde kullanilan oktokrilen dozlar

130 uM 2600 uM
260 pM 3900 uM
750 uM 5200 uM
1300 uM 6500 uM
1950 uM
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Cizelge 3.5. Komet testinde avobenzon ve oktokrilenin tek basina ve kombin dozlar1

Avobenzon dozlari Oktokrilen dozlar1 Kombin dozlar
100 uM (IC50) 1390,955 uM (IC50) IC25 + IC25

50 uM (IC25) 695,477 uM (1C25) IC12,5 +1C12,5
25 uM (IC12,5) 347,738 uM (IC12,5)

3.3.4. XTT testi

Yapilan bu test, giines kremlerinin i¢inde UV foto koruyucu olarak bulunan avobenzon
ve oktokrilenin sitoksisitesinin belirlenmesi amaciyla yapilmustir.

Test protokolii;

1. 96 kuyucuklu plakanin ilk ve son sirast boyunca 100ul distile su eklenir.

2. Blanklar dahil olmak tizere diger tiim kuyucuklara 100 ul besiyeri eklenmistir.

3. Blanklar digindaki besiyeri igeren her bir kuyucuga 4000’er hiicre ekilmistir.

4. Hiicreler 37 °C’de, % 5 CO; inkiibatoriinde bekletilmistir.

5. Ekimden 3 giin sonra ¢izelge 3.3 ve cizelge 3.4’de belirlenen miktarda dozlama
yapilmistir ve plaka tekrar inkiibatore kaldirilmistir.

6. 24 saat sonunda kuyucuklar aspire edilip PBS ile yikanmasi sonrasi kuyucuklara
besiyeri eklenmistir.

7. Her bir kuyucuga 50 pul XTT 6l¢iim soliisyonu eklenmistir.

8. XTT soliisyonu konulmasmin 2 saat sonrasinda Elisa cihazinda 450nm ve 630nm’de
absorbans degerleri Ol¢tilmiistiir.

9. Absorbans sonuglarina gore % canlilik hesaplanmistir.

Inhibisyon degeri hesaplanmasi soyledir:

Inhibisyon= (1-inhibisyonu hesaplanan doz ort./biiyiime kontrol ort.)*100

% Canlilik= 100- hesaplanan doz inhibisyonu

% canlilhik sonucuna gore dagilim grafigi cizilmistir ve grafik ilizerinden 3 nokta
se¢ilmistir. Y=aX+b formiilinde Y yerine 50 yazilarak, X degeri hesaplanmistur.

Boylece IC50 degeri bulunmustur.
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3.3.5. Komet testi

Sitotoksisite testinden elde edilen IC50 degeri kullanilarak deri fibroblast hiicrelerine

genotoksisite testi olan komet testi uygulanmaistir.

Test protokolii;

1. T-12,5 flasklara 2,5ml besiyeri konulup, i¢ine 54000 hiicre atilmistir.

2. Flasklar hiicrelerin ¢ogalmasi amaciyla 4 giin boyunca 37 °C, % 5 CO2
inkiibatoriinde tutulmustur.

3. Komet testinde kullanilmak iizere agarla kapli rodajli lamlar hazirlanmistir.

4. Hiicre ¢ogalmasi yeterli oldugunda avobenzon dozlari, oktokrilen dozlar1 ve kombin
dozlar flasklara dozlanmaistir.

5. Dozlamanin oldugu giin lizis buffer hazirlanmustir.

6. Dozlamadan 24 saat sonra hiicreler falkon tiipiine toplanip +4 °C’de, 1000 rpm’de 5
dk santrifiij edilmistir. Stipernatant kismi aspire edilip, kalan kisim siispanse edilmistir.
7. Santriftij sirasinda LMA hazirlanip su banyosunda 37 °C’de bulunan ependorflarin
icine 250 pl aktarimistir.

8. Falkonlardaki hiicrelerden 100 pl ¢ekip, i¢inde 250 pul LMA olan ependorfa
aktarilmistir ve siispanse edilmistir. Bu siispansiyondan 50 pl alinarak agar kapl lama
yayma yapilmis ve iizerine lamel kapatilmistir.

9. Hazirlanan preperatlar buz akiilerinin iistiinde bir miiddet sogumaya brrakilmistir ve
sonrasinda +4 °C’de 15 dk bekletilmistir.

10. Sogutucudan ¢ikarilan preperatlarin iizerindeki lameller kaydirilarak alinmastir.

11. Preperatlar aliiminyum folyo ile sarilmis olan saleye dizilip, sale i¢ine lizis buffer
soliisyonu konulup bir gece +4 °C’de bekletilmistir.

11. Lamlar elektroforez tankina dizilmis ve daha Once hazirlanan Running Buffer
soliisyonu lamlarn {izerini kaplayacak miktarda tanka dokiilmiistiir.

12. 20 dk bekleme siiresi sonunda gii¢ kaynagi ¢alistirilmis ve 25 V, 300 mA’da 25 dk
yiriitme yapilmistr.

13. Lamlar toplanip aliiminyum folyo ile sarili saleye dizilmistir ve sale igine
notralizasyon sivisi konularak +4 °C’de 5dk bekletilmistir.
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14. Siire sonunda lamlar soguk distile su ile yikanip havada kurumaya birakilmistir.

15. Kuruma sonrasit lamlar soguk etanolde 5 dk fikse edilerek yine kurumaya
brrakilmaistir.

16. Islemler tamamlandiktan sonra komet lamlar1 etidyum bromiir (0,1 ml EtBr ¢ekilip
100ml suya karistirtlmistir.) ile 1 dk siire ile boyanmis ve tizeri lam ile kapatilmistir.

17. Floresan mikroskopta 40X biiylitmede her lamdan 100 hiicre sayilarak ve
fotograflanarak komet yazilimi ile degerlendirme yapilmistir.

18. Calismada; hiicrelerin kuyruk %DNA, Kuyruk uzunlugu ve Olive kuyruk momenti

degerleri saptanip istatistiksel analizler SPSS programu ile yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. XTT test bulgulan

Calismada kullanilan ve giines kremleri igerisinde kombin olarak bulunan avobenzon ve
oktokrilen molekiillerinin IC50 doz konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla SF
hiicrelerine XTT testi uygulanmustur.

XTT test sonuglarina gore; avobenzon igin IC50 degeri 100,2 uM, oktokrilen i¢in IC50
degeri 1390,955 uM olarak bulunmustur.

XTT testi ile belirlenen avobenzon ve oktokrilenin % canlilik orani ve standart hata

miktar1 sekil 4.1 ve sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Bliyuime 32 uM 65 uM 130 uM 200 M 400 uM 800 pM
Kontrol

Sekil 4.1. Avobenzonun XTT test sonucu belirlenen % canlilik grafigi ( IC50= 100,2
uM)

Sekil 4.1°de avobenzonun skin fibroblast hiicreleri tizerindeki XTT testi ile belirlenen
canlilik oranlar1 gosterilmektedir. Verilen % canlilik grafigine gore 32 uM doz canliligi
% 88’e, 65 uM doz canlilig1 % 60’a, 130 uM doz canlilig1 % 35’e, 200 pM doz canlilig1
% 27’ye, 400 pM doz canlilig1 % 11°e, 800 uM doz canlili1 % 2’ye kadar diistirmiistiir.

Testte % 50 inhibisyona neden olan 1C50 dozu 100,2 uM bulunmustur. Bu sonuca gore
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genotoksisite testinde uygulanmak {izere IC50 dozu ve bu dozun yaris1 olan IC25 ve

onun da yarisi olan IC12,5 olan dozlar se¢ilmistir.
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Sekil 4.2. Oktokrilenin XTT test sonucu belirlenen % canlilik grafigi ( 1C50= 1390,955
uM)

Sekil 4.2°de oktokrilenin skin fibroblast hiicreleri tizerindeki XTT testi ile belirlenen
canlilik oranlar1 gosterilmektedir. Hazirlanan % canlilik grafigine goére 130 uM doz
canlilig1 % 97’ye, 260 uM doz canlilig1 % 72’ye, 750 uM doz canlilig1 % 63’e, 1300
uM doz canlilig1 % 52’ye, 1950 uM doz canliligir % 37’ye, 2600 uM doz canlilig1 %
32’ye, 3900 pM doz canliligt % 23’e, 5200 uM doz canlilig1 % 14’e ve 6500 uM doz
canliligi % 6’ya kadar diigiirmiistiir. Testte % 50 inhibisyona neden olan 1C50 dozu
1390,955 puM bulunmustur. Bu sonuca gore genotoksiste testinde uygulanmak iizere
IC50 dozu,bu dozun yarist olan IC25 ve onun da yarist olan IC12,5 olan dozlar

secilmistir.

4.2. Komet testi bulgular

Komet testi bulgular1 iginden Kuyruk Uzunlugu, Kuyruk % DNA ve Olive Kuyruk

Momenti (OKM) verileri degerlendirmeye alinmistir.
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Sekil 4.3. Komet testinden elde edilen mikroskobik goriintiiler (X20). a) avobenzon
IC50, b)avobenzon IC25, ¢) avobenzon 1C12,5, d) oktokrilen 1C50 e)oktokrilen IC 25 f)
oktokrilen 12,5 g)kontrol h) kombin IC12,5 + IC12,5
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Komet testi ile elde edilen mikroskobik goriintii 6rnekleri sekil 4.1°de, degerlendirmeye

alinan veriler standart hata degerleri ile birlikte ¢izelge 4.1, ¢izelge 4.2 ve ¢izelge 4.3°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Avobenzon i¢in komet testi ortalama degerleri. K.U. : kuyruk uzunlugu,
K.%DNA : Kuyruk %DNA, OKM : Olive kuyruk momenti, S.H. : Standart hata

K.U.£SH. (um) | K.% DNA + S.H. OKM =+ S.H.
Biiyiime Kontrol | 6,616 +0,916 4,157 + 0,987 1,027 + 0,439
Solvent Kontrol 7,233 £0,7 6,716 + 0,581 1,270 + 0,249
Pozitif Kontrol 20,321 + 3,109 11,542 + 1,956 5,405 + 1,261
IC 12,5 9,706 + 1,312 7,291 +£1,410 1,913 +0,575
IC 25 10,076 + 1,631 4,821 + 0,753 1,448 + 0,395
IC 50 16,464 + 2,862 11,602 + 2,158 4,712 1,275
Cizelge 4.2. Oktokrilen i¢in komet testi ortalama degerleri

K.U.£S.H. (unm) | K.% DNA +S.H. OKM =+ S.H.
Biiyiime Kontrol | 6,616 +0,916 4,157 + 0,987 1,027 + 0,439
Solvent Kontrol 5,048 + 0,810 2,712 + 0,442 0,578 £0,175
Pozitif Kontrol 20,321 + 3,109 11,542 + 1,956 5,405 + 1,261
IC 12,5 13,288 + 1,904 9,264 + 1,367 3,002 + 0,601
IC 25 18,962 + 3,071 10,337 + 1,823 4,946 + 1,350
IC 50 22,443 + 3,220 17,356 + 2,691 7,551 +1,573

Cizelge 4.3. Avobenzon ve oktokrilen kombin dozlari i¢in komet testi ortalama

degerleri

K.U. £+ S.H. (um) K.% DNA + S.H. OKM = S.H.
Biiyiime Kontrol | 6,616 +0,916 4,157 + 0,987 1,027 + 0,439
IC125+1C 125 14,183 £ 2,186 15,01 £2,789 4,78 £1,179
IC25+I1C 25 26,257 + 1,996 22,927 £2,106 7,107 £ 0,821
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Bu parametreler i¢erisinden avobenzona ait kuyruk uzunlugu degerlerinden elde edilen
grafik sekil 4.4’de, oktokrilene ait kuyruk uzunlugu degerinden elde edilen grafik sekil
4.5’de ve avobenzon ve oktokrilen kombin dozlarna ait kuyruk uzunlugu degerinden
elde edilen grafik sekil 4.6’da gosterilmistir. Kuyruk Uzunlugu bakimindan tiim gruplar
kendi aralarinda Man Whitney U testi ile ikili olarak kargilagtirilmastir.

Kuyruk Uzunlugu (um)
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Sekil 4.4. Avobenzon i¢in komet testi kuyruk uzunlugu (um) degerleri ( Solvent
kontrole gore fark *P<0,01, **P<0,05)

Avobenzon solvent kontrol grubunda Kuyruk Uzunlugu degeri 7,233 + 0,7 olarak
belirlenmistir. Avobenzon IC12,5, IC25, IC50 dozlarinda ise sirasiyla 9,706 + 1,312;
10,076 + 1,631 ve 16,464 + 2,862 olarak belirlenmistir. Avobenzon IC12,5 dozunda
9,706 + 1,312 olarak belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri solvent kontrol ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamsiz bulunmustur (p>0,05). Avobenzon
IC25 dozunda 10,076 + 1,631olarak belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri
solvent kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,01).

Avobenzon 1C50 dozunda 16,464 + 2,862 olarak belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu
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degeri solvent kontrol ile Kkarsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli

bulunmustur (P<0,05).
Kuyruk Uzunlugu (pum)
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Sekil 4.5. Oktokrilen i¢in komet testi kuyruk uzunlugu (um) degerleri (Solvent kontrole
gore fark **** P<(0,0001)

Oktokrilen solvent kontrol grubunda Kuyruk Uzunlugu degeri 5,048 + 0,810 olarak
belirlenmistir. Oktokrilen IC12,5, IC25, IC50 dozlarinda ise sirasiyla 13,288 + 1,904,
18,962 + 3,071; 22,443 + 3,220 olarak belirlenmistir. Oktokrilen 1C12,5 dozunda
13,288 + 1,904 olarak belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri solvent kontrol ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli yiiksek bulunmustur (P<0,0001).
Oktokrilen 1C25 dozunda 18,962 + 3,071 olarak belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu
degeri solvent kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli yiiksek
bulunmustur (P<0,0001). Oktokrilen IC50 dozunda 22,443 + 3,220 olarak belirlenen
ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri solvent kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak fark anlamli yiiksek bulunmustur (P<0,0001).
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Sekil 4.6. Avobenzon ve oktokrilenin tek doz ve kombin dozlar1 igin komet testi kuyruk
uzunlugu (um) degerleri

Avobenzon 1C12,5 ve 1C25 dozu Kuyruk Uzunlugu degeri sirasiyla 9,706 + 1,312 ve
10,076 + 1,631 bulunmustur. Avobenzon 1C12,5 + oktokrilen 1C12,5 kombin dozu
Kuyruk Uzunlugu degeri 14,183 + 2,186 ve avobenzon IC25 + oktokrilen 1C25 kombin
dozu kuyruk uzunlugu degeri 26,257 + 1,996 bulunmustur. Avobenzon IC12,5 dozunda
9,706 = 1,312 olarak belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri 14,183 + 2,186
olarak belirlenen kombin IC12,5 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamsiz
bulunmustur (p>0,05). Avobenzon IC25 dozunda 10,076 + 1,631 olarak belirlenen
ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri 26,257 + 1,996 olarak belirlenen kombin 1C25 ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli yiiksek bulunmustur (P<0,0001).
Oktokrilen 1C12,5 ve 1C25 dozu Kuyruk Uzunlugu degeri sirasiyla 13,288 + 1,904 ve
18,962 + 3,071 olarak bulunmustur. Oktokrilen IC12,5 dozunda 13,288 + 1,904 olarak
belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri 14,183 + 2,186 olarak belirlenen kombin
IC12,5 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli bulunmustur (P<0,001).
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Oktokrilen 1C25 dozunda 18,962 + 3,071 olarak belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu
degeri 26,257 + 1,996 olarak belirlenen kombin 1C25 ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak fark anlamli yiiksek bulunmustur (P<0,0001).

Komet testinde Olgiilen parametreler icerisinden avobenzona ait kuyruk % DNA
degerlerinden elde edilen grafik sekil 4.7°de, oktokrilen ait kuyruk % DNA degerinden
elde edilen grafik sekil 4.8’de ve avobenzon ve ile kombinlenmis oktokrilene ait kuyruk
% DNA degerinden elde edilen grafik sekil 4.9°da gosterilmistir. Kuyruk % DNA
bakimmdan tiim gruplar kendi aralarinda Man Whitney U testi ile ikili olarak

kargilastirilmistir.
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16

%k k%

14

12 T
10
Frwx mSeril

3 1
6 %k %k %k k
4
2
0 T T T T T

PK

KONTROL SK IC12,5 IC25 IC50

Sekil 4.7. Avobenzon i¢in komet testi kuyruk %DNA degerleri (Solvent kontrole gore
fark ***P<0,001 **** P<0,0001)

Avobenzon solvent kontrol grubunda kuyruk % DNA degeri 6,716 + 0,581olarak

belirlenmistir. Avobenzon IC12,5, IC25, IC50 dozlarinda ise sirasiyla 7,291 + 1,410;

4,821 + 0,753 ve 11,602 + 2,158 olarak belirlenmistir. Avobenzon IC12,5 dozunda

7,291 + 1,410 olarak belirlenen ortalama Kuyruk % DNA degeri solvent kontrol ile
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karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli yiiksek bulunmustur (P<0,0001).
Avobenzon 1C25 dozunda 4,821 + 0,753 olarak belirlenen ortalama Kuyruk % DNA
degeri solvent kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli yiiksek
bulunmustur (P<0,0001). Avobenzon IC50 dozunda 11,602 + 2,158 olarak belirlenen
ortalama Kuyruk % DNA degeri solvent kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak fark anlamli bulunmustur (P<0,001).
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Sekil 4.8. Oktokrilen i¢in komet testi kuyruk %DNA degerleri (Solvent kontrole gore
fark **** P<0,0001)

Oktokrilen solvent kontrol grubunda kuyruk % DNA degeri 2,712 + 0,442 olarak
belirlenmistir. Oktokrilen IC12,5, 1C25, IC50 dozlarinda ise sirasiyla 9,264 + 1,367,
10,337 + 1,823 ve 17,356 + 2,691 olarak belirlenmistir. Oktokrilen 1C12,5 dozunda
9,264 + 1,367 olarak belirlenen ortalama Kuyruk % DNA degeri solvent kontrol ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli yiiksek bulunmustur (P<0,0001).
Oktokrilen 1C25 dozunda 10,337 + 1,823 olarak belirlenen ortalama Kuyruk % DNA
degeri solvent kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli yiiksek
bulunmustur (P<0,0001). Oktokrilen IC50 dozunda 17,356 + 2,691 olarak belirlenen
ortalama Kuyruk % DNA degeri solvent kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak fark anlamli yiiksek bulunmustur (P<0,0001).
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Sekil 4.9. Avobenzon ve oktokrilenin tek ve kombin dozlarimni i¢in karsilastirmali komet
testi kuyruk %DNA degerleri

Avobenzon I1C12,5 ve IC25 dozu kuyruk % DNA degeri sirasiyla 7,291 + 1,410 ve
4,821 + 0,753 bulunmustur. Avobenzon IC12,5 + oktokrilen IC12,5 kombin dozu
kuyruk % DNA degeri 15,01 £ 2,789 ve avobenzon IC25 + oktokrilen 1C25 kombin
dozu kuyruk % DNA degeri 22,927 + 2,106 bulunmustur. Avobenzon IC12,5 dozunda
7,291 + 1,410 olarak belirlenen ortalama Kuyruk % DNA degeri 15,01 + 2,789 olarak
belirlenen kombin IC12,5 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamsiz
bulunmustur (p>0,05). Avobenzon IC25 dozunda 4,821 + 0,753 olarak belirlenen
ortalama kuyruk % DNA degeri 22,927 + 2,106 olarak belirlenen kombin IC25 ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli bulunmustur (P<0,005).

Oktokrilen 1C12,5 ve IC25 dozu kuyruk % DNA degeri sirasiyla 9,264 + 1,367 ve
10,337 + 1,823 olarak bulunmustur. Oktokrilen 1C12,5 dozunda 9,264 + 1,367 olarak
belirlenen ortalama kuyruk % DNA degeri 15,01 £+ 2,789 olarak belirlenen kombin
IC12,5 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli yiliksek bulunmustur
(P<0,0001). Oktokrilen 1C25 dozunda 10,337 + 1,823 olarak belirlenen ortalama kuyruk
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% DNA degeri 22,927 + 2,106 olarak belirlenen kombin IC25 ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak fark anlamli yiiksek bulunmustur (P<0,0001).

Komet testinde belirlenen parametreler igerisinden avobenzona ait OKM degerlerinden
elde edilen grafik sekil 4.10°da, oktokrilen ait OKM degerinden elde edilen grafik sekil
4.11’de ve avobenzon ve oktokrilenin kombin dozlarina ait OKM degerinden elde
edilen grafik sekil 4.12°de gosterilmistir. Olive kuyruk momenti bakimindan tiim
gruplar kendi aralarinda Man Whitney U testi ile ikili olarak karsilastirilmistir.
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Sekil 4.10. Avobenzon i¢in komet testi OKM degerleri (Solvent kontrole gore fark
***P<0,001 **** P<0,0001)

Avobenzon solvent kontrol grubunda OKM degeri 1,270 + 0,249 olarak belirlenmistir.
Avobenzon IC12,5, IC25, IC50 dozlarinda ise sirasiyla 1,913 + 0,575; 1,448 + 0,395 ve
4,712 + 1,275 olarak belirlenmistir. Avobenzon IC12,5 dozunda 1,913 + 0,575 olarak
belirlenen ortalama OKM degeri solvent kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak fark anlamli yiiksek bulunmustur (P<0,0001). Avobenzon IC25 dozunda 1,448 +
0,395 olarak belirlenen ortalama OKM degeri solvent kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (P<0,0001). Avobenzon IC50 dozunda
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4,712 + 1,275 olarak belirlenen ortalama OKM degeri solvent kontrol ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli bulunmustur (P<0,001).
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Sekil 4.11. Oktokrilen i¢in komet testi OKM degerleri (Solvent kontrole gore fark ****
P<0,0001)

Oktokrilen solvent kontrol grubunda OKM degeri 0,578 + 0,175 olarak belirlenmistir.
Oktokrilen IC12,5, 1C25, IC50 dozlarinda ise sirasiyla 3,002 + 0,601; 4,946 + 1,350 ve
7,551 + 1,573 olarak belirlenmistir. Oktokrilen 1C12,5 dozunda 3,002 + 0,601 olarak
belirlenen ortalama OKM degeri solvent kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak fark anlaml yiiksek bulunmustur (P<0,0001). Oktokrilen IC25 dozunda 4,946 +
1,350 olarak belirlenen ortalama OKM degeri solvent kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli yliksek bulunmustur (P<0,0001). Oktokrilen IC50 dozunda
7,551 +£ 1,573 olarak belirlenen ortalama OKM degeri solvent kontrol ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli yiiksek bulunmustur (P<0,0001).
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Sekil 4.12. Avobenzon ve oktokrilen kombin dozlar1 i¢in komet testi OKM degerleri

Avobenzon IC12,5 ve IC25 dozu kuyruk OKM sirastyla 1,913 + 0,575 ve 1,448 + 0,395
olarak bulunmustur. Avobenzon IC12,5 + oktokrilen 1C12,5 kombin dozu OTM degeri
4,78 £ 1,179; avobenzon IC25 + oktokrilen IC25 kombin dozu OTM degeri 7,107 +
0,821 bulunmustur. Avobenzon IC12,5 dozunda 1,913 + 0,575 olarak belirlenen
ortalama OTM degeri kombin IC12,5 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark
anlamsiz bulunmustur (p>0,05). Avobenzon 1C25 dozunda 1,448 + 0,395 olarak
belirlenen ortalama OKM kombin IC25 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark
anlaml yiiksek bulunmustur (P<0,0001).

Oktokrilen 1C12,5 ve 1C25 dozu OKM degeri sirasiyla 3,002 = 0,601 ve 4,946 + 1,350
olarak bulunmustur. Oktokrilen 1C12,5 dozunda 3,002 + 0,601 olarak belirlenen
ortalama OKM degeri kombin IC12,5 ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak fark
anlamli yiiksek bulunmustur (P<0,0001). Oktokrilen IC25 dozunda 4,946 + 1,350 olarak
belirlenen ortalama OKM degeri kombin IC25 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
fark anlamli yliksek bulunmustur (P<0,0001).
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda giines kremlerinde giines koruyucu filtre olarak bulunan avobenzon ve
oktokrilen maddelerinin CCD-1094Sk insan saglikli deri fibroblast hiicre hattinda
olusturdugu sitotoksik ve genotoksik etkiler XTT formazan canlilik testi ve komet testi
yontemleriyle arastirilmistir. Yapilan bu ¢alismanin sonucunda bahsedilen iki kimyasal
filtrenin CCD-1094Sk deri fibroblast hiicrelerinin yarismi o6ldiirdiikleri 1C50 dozlar1
bulunmustur. Her kimyasal i¢in IC50 dozu ve altinda iki doz seg¢ilip, tek baslarina ve
birbirleriyle kombinlenerek ¢caligmada kullanilmistir. Tez ¢alismasinin hipotezine uygun
olarak UVA koruyucusu avobenzon UVB koruyucu ve avobenzon stabilize edici
oktokrilen ile kombinlendiginde tek baslarina olusturduklarina kiyasla sitotoksik ve

genotoksik hasar olusumunu anlamli oranda arttrmislardir.

Giines 1s1gindan gelen ultraviyole radyasyon, belli 6lgiide herkesin cildini etkiler, ancak
cildin verecegi tepki kisiden kisiye degisir (Anonim 2012). Giines 1sinlarinin zararli
etkileri; UV' ye maruz kalma siiresine ve sikligina, deri rengi ve fototipine baglidir
(Kaymak ve Ilter 2010). Son yillarda yasam tarzinin degismesi, bronzlasma modas1 ve
bu deri rengine ulagmak i¢in bilingsizce yapilan uygulamalar ve ozon tabakasinin
incelmesi sonucu UV 1smlara maruz kalma siiresinin artigina paralel olarak ciltte “foto-
hasar” dedigimiz belirgin degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir (Altuntas ve ark. 2011).Uzun
stireli giines 151¢1na maruz kalmanin deride eritem, bagisikligin baskilanmasi, erken cilt
yaslanmasi ve cilt kanserine sebep olacagi bilinmektedir (Armeni ve ark. 2004). Dogal
glines 15181 UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm), UVC (200-280 nm) ve goriilebilir
151k (400-700 nm) icermektedir. UVA radyasyonu cildin dermis tabakasmna kadar
ulagabilmektedir. UVB radyasyon ise eritema bdlgesi olarak bilinen epidermis
tabakasinda biiylik oranda emilerek az miktarda da iist dermis tabakasinda
kalabilmektedir. UVC radyasyonu ise Diinya yiizeyine erisemeyen radyasyon olarak
bilinmektedir (McGregor ve ark. 1996). Ciltteki foto-yaslanmanin olusumunda
fotonlarin hiicresel DNA’ya direkt etkisiyle birlikte, UVA ve UVB’nin ortaya ¢ikardig:
serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) indirekt etkisinin de sorumlu
oldugu disiiniilmektedir. Niikleik asit ve proteinler UVB’yi absorbe eden major
hiicresel kromoforlardir. Kollajen ve elastindeki capraz bagli aminoasitler de UV
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radyasyonu absorbe ederler. DNA tarafindan UVB’nin absorbe olmasi pirimidin bazlar1
arasinda ¢apraz reaksiyona neden olurken kromoforlar tarafindan UVA’nm absorbe
olmast ROT iiretimine neden olur (Beak ve ark. 2004; Yetkin ve ark. 2009;
Deliconstantinos ve ark. 1996). UVA olusumlu ROT, kollajenin ¢apraz baglanmasina
neden olur. UV radyasyonundan 6-24 saat sonra epidermisin bazal tabakasinda doza
bagli mitotik aktivite azalmasi goriiliir (Heck ve ark. 2003; Yetkin ve ark. 2009). Bunu
keratinosit, melanosit ve fibroblastlarda programlanmamis DNA sentezindeki artis takip
eder. Programlanmamis DNA sentezi, DNA’daki UV ile indiiklenen pirimidin
dimerlerini uzaklastiran tamir siirecinin sonucudur. Kalan dimerler hiicre 6liimiine veya
hiicre fonksiyonunda bozulmaya yol agar (Clydesdale ve ark. 2001 ). Benzer sekilde,
giinesin uzun siireli etkileri sonucunda derinin {ist katmaninda bulunan DNA’da
meydana gelen mutasyonlara bagli olarak deri kanserlerine, deri tiimorlerine yatkinlik
olabilmektedir (Clydesdale ve ark. 2001). Bu yiizden giines koruyucu filtreler tiim
diinyada kullanilmakta ve wuzmanlar tarafindan bu filtrelerin  kullaniimasi
onerilmektedir. Glines koruyucu olarak hem dogal hem de kimyasal filtreler
kullanilabilir. Dogal filtrelerin koruyuculugunun smirli oldugu, kimyasal olanlarin ise
daha etkili oldugu diistiniilmektedir. Calismada kullandigimiz avobenzon ve oktokrilen

kimyasal organik filtrelerdir.

Giinitimiizde giines koruyucularda, biri UV A bdlgesine karsi digeri UVB bolgesine karsi
olmak tizere UV radyasyona karsi koruyan iki filtre kullanilmaya baslanmistir
(Lhiaubet-Vallet ve ark 2010). Ge¢mis yillarda UVA radyasyonunun cilt kanseri etkisi
acikca bilinmediginden filtrelerde genelde UVB filtresi tek basina kullanilirdi. Ancak
hem dogal hem de kimyasal (organik ve inorganik) UVA filtrelerindeki problem ¢abuk
bozunmalar1 ve dayanikli olmamalaridir. Bu sorun hem UVB filtresi olan hem de UVA
filtresinin dayanikliligini saglayan UVB filtreleriyle kombinlenmis giines koruyucularin
gelistirilmesiyle ¢oziilmiistiir (Bens 2014). Iki UV filtre varhig1 aktif maddelerin hem
performans hem de stabilizasyon ile ilgili olarak sinerjistik etkilerine yol agar. Ancak bu
filtreler arasinda bir fotoreaksiyon meydana gelirse hizla ayrigmaya neden olabilir. Bu
ylizden UV filtre kombinasyonlarinin fotokimyasinimn anlagilmasi giines koruyucularinin
foto-dayanikliliginin gelistirilmesi agisindan 6nemlidir (Lhiaubet-Vallet ve ark 2010).

Giines koruyucularinin uzun siire dogrudan cilt ile temas halinde olmasi ve yiiksek
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oranda kimyasal madde igermesi insanlarda sitotoksik ve genotoksik etkiye yol
acabilme riskini arttirmaktadir. Bu sebeple, UV absorblayan tiim kimyasallarmn, katki
maddeleri ya da kozmetik iriinlerinin foto-toksik ve foto-genotoksik potansiyeli i¢in
test edilmeleri 6nerilmektedir (Lelie vre ve ark. 2007).

Calismada kullandigimiz avobenzon UVA radyasyonu aldiginda di-keto formundan
uyarilmis bir triplet radikal formuna dontiisiir bu da hem avobenzonun bozunmasina hem
de yakinindaki biyolojik hedeflere enerji aktararak zararh etkiler olusturmasma sebep
olur (Paris ve ark. 2009). Gergekten avobenzonun plazmid DNA’da zincir kiriklar
olusumu (Diamiani ve ark. 1999), albiiminin oksidatif hasarlanmasi (Diamiani ve ark.
2000) ve insan keratositlerinde sitotoksisite ve lipid peroksidasyonu (Armeni ve ark.
2004) gibi olasi1 zararh etkileri az sayida ¢alismada gosterilmistir. Bu tez ¢alismasinda
derinin dermis tabakasinda bulunan ve kollajen salgilayan fibroblast hiicrelerinde
avobenzonun sitotoksik etkisini arastirdik. Avobenzonun IC50 konsantrasyonunu 100,2
uM olarak belirledik. Armeni ve ark. (2004)’in calismasinda Avobenzonun cilt
keratinositlerindeki sitotoksik etkisi belirlenmemekle birlikte 10 uM’dan yiiksek dozlar1
sitotoksik oldugu i¢in sadece bu doz ile calisildigi goriilmektedir. Calismamizda
avobenzon ig¢in belirlenen IC50 dozu ile IC25 ve IC12,5 dozlarin1 komet testinde
kullanilacak dozlar olarak sectik. Bu {li¢c doz ile yaptigimiz alkalin komet testinde
avobenzonun secilen ii¢ komet parametresi olan kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA ve
Olive kuyruk momenti yiizdelerini IC25 ve IC50 dozlarinda solvent kontrole gore
anlamli oranda arttirdigini belirledik. Alkalin komet testi kimyasal ve fiziksel maruziyet
sonucu tek iplik DNA kiriklarini belirlemede yaygin olarak kullanilan bir genotoksisite
test yontemidir (Tice ve ark. 2000). Komet testindeki bulgularimiz avobenzonun UVA
radyasyonu ile karsilastiginda bir triplet radikal formuna doniismesi ve bu sayede
kazanacag1 oksidatif hasar potansiyeli ile uyumlu goriinmektedir. Fibroblast hiicreleri
dermis tabakasinda yer almakla birlikte avobenzonun topikal uygulamadan sonra
derinin alt tabakalarina kadar emildigi 6ne siirilmektedir. Genel olarak avobenzon gibi
yagda ¢oziinen UV filtrelerinin cilde uygulandiktan sonra epidermisin iist katmanlarica
daha fazla emildigi ancak uygulanan formulasyondaki konsantrasyonlarina bagl olarak
cildin alt katmanlarma ulasma potansiyellerinin arttig1 6ne siirtilmiistiir (Lazar ve ark.
1996). Avobenzonun, insan stratum corneum ve uygun epidermis i¢ine kayda deger

miktarda penetre oldugu Scalia arkadaslarinin ¢aligmasinda gosterilmistir (Scalia ve ark.
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2011). Ayrica avobenzonun 1sikla karsilastiktan sonra benzil ve arylglyoxal olarak
adlandirilan fotodegradasyon tiriinlerinin olustugu rapor edilmis ve sitotoksik ve cilt

hassaslastirict aktivite gosterdigi belirlenmistir (Manova ve ark. 2013).

Avobenzonun kullanildigi formulasyonlarda konsantrasyon araligi % 1.5 ile % 2
arasinda degigsmektedir. Calismada belirledigimiz IC50 konsantrasyonu olan 100 uM,
31 pg/ml seklinde ¢evrilebilir. Bu miktar 50 gr’lik bir kremin % 0,003’ iine denk
gelmektedir. Buldugumuz 31 pg/ml degeri her siirliste 2 mg/cm2 krem kullanildigini
kabul edersek % 2 oranindaki avobenzona (40 pg) olduk¢a yakin bir degerdir. Bu
durumda avobenzonun sitotoksik oldugunu kabul etmekteyiz. Ayni zamanda
avobenzonun bu doz ve altindaki dozlarda DNA hasarmna yol agtiginin goriilmesi bu
UVA filtresinin glines koruyucu kremlerde giivenli kullanimmin tekrar arastirilmasi

gerektigini diisiindiirmektedir.

Tez caligmasinda kullanilan diger kimyasal filtre olan oktokrilen bir UVB filtresi iken
ayni zamanda avobenzonun dayanikliligini arttirict madde olarak (fotostabil) giines
koruyucu kremlerde birlikte kullanilmaktadir. Oktokrilen varliginda avobenzonun UV A
1s1m1na maruz kaldiktan sonra sadece % 30 oraninda bozundugu gosterilmistir (Damiani
ve ark. 2006) (Sekil 2.19). Oktokrilen ile gergeklestirilen XTT canlilik testi sonucunda
IC50 konsantrasyonu 1390,95 uM olarak belirlenmistir. Bu sonuca gore oktokrilen,
CCD-1094Sk deri fibroblast hiicrelerinde diisiik sitotoksisite  olusturmustur.
Oktokrilenin 1C50, IC25 ve IC12,5 dozlar1 hesaplanarak alkali komet testinde
kullanilmistir. Komet testinde belirlenen ii¢ parametre olan kuyruk uzunlugu, % kuyruk
DNA ve olive kuyruk momenti oranlarinda kontrole gore her {ic dozda da anlamli artig
saptanmistir. Bu organik bilesik yagl viskoz bir yapiya sahiptir ve bu 6zelligi sayesinde
derinin alt tabakalarma kadar ulasabilmektedir. Hanson ve arkadaslarmin (2006) bir
calismasinda oktokrileni de igeren ii¢ giines Kkoruyucu filtre ile cilt epidermis
tabakasinda serbest radikal olusumuna sebep olup olmadiklari1 belirlenmeye
calisilmistir. Calismanin sonucunda ii¢ filtrenin de cildin epidermis tabakasina
gectiklerinde yiiksek oranda ROT olusumuna sebep olduklar1 gosterilmistir.

Tez calismasinda oktokrilenin deri fibroblast hiicrelerinde komet testi sonucunda her ti¢
dozda da DNA hasar oranmu ytikselttigi goriilmektedir. Oktrokrilenin IC50 ve altindaki
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iki dozda giicli genotoksik hasar olusturmasmin epidermal hiicrelerde ROT
Olusturabilme etkisinden kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Reaktif oksijen
tiirevlerinin DNA ve protein gibi makromolekiillerde oksidatif hasar olugturma etkileri
iyi bilinmektedir. Oktokrilenin giines koruyucu krem ve losyonlarda % 10 oraninda
kullanildig1 goriilmektedir. 1,7 Oz miktarindaki kremler 50 gr gelmektedir. Bu
kremlerde % 10 oraninda oktokrilen bulunmasi 5 gr’ a denk gelmektedir. Calismada
oktokrilen icin belirledigimiz IC50 degeri olan 1390,95 uM, 534 pg/ml seklinde
cevrilebilir. Bu miktar 50 gr’lik bir kremin % 0,05 ini olusturmaktadir ve % 10’luk
oranin altinda kalmaktadir. Bu kadar diisiik miktarda % 50 hiicre 6liimiine sebep olan
oktokrilen yine bu dozda ve altindaki dozlarda yiiksek DNA hasarma sebep olmustur.
UV hasarindan korunmak i¢in o6nerilen krem miktari 2 mg/cm2 seklindedir. Bu miktarin
krem i¢inde oktokrilen oran1 200 pg’dir. Bu oran da yine IC50 dozunun yarisinin da
altindadir. Bu durumda calismamizda oktokrilen sitotoksik goriinmemekle birlikte
diisiik dozlarda DNA hasar1 olusturmasi1 bakimindan dikkatle yaklasilmasi gereken bir
UVB filtresi gibi goriinmektedir.

Calismada buldugumuz anlamli sonuglardan biri giines koruyucu kremlerde birlikte
kullanilan avobenzon ve oktokrilenin birlikte kombinlenerek komet testinde
kullanildiginda gozlenen DNA hasar oraninin tek baslarma olusturduklarma kiyasla
daha yiiksek olmasidir. Komet testinde kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA ve olive
kuyruk momenti degerleri agisindan kombin verilerini tek basina avobenzon ve
oktokrilenin verileri ile karsilastrdigimizda 1C12,5 + 1C12,5 ve 1C25+ 1C25
kombinlerinin yiiksek oranda DNA hasar1 olusturdugunu belirledik. Kombin
uygulamalarinda IC50+ IC50 kombin grubunu fazla sitotoksik olacagi i¢in komet
testinde kullanilmamistir. Kombin uygulamasinda elde edilen komet verileri tek basina
oktokrilen uygulamasinda elde edilen verilerle biiyilk oranda Ortiismekle birlikte
oktokrilene oranla daha fazla hasar oran1 gézlenmistir (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3). Bu
durumun avobenzonun olusturdugu hasarin katkisi ile gerceklestigini diisiinmekteyiz.
Dolayisiyla calismada buldugumuz kombin doz ile uygulama sonuglari avobenzonun
tek basma oktokrilene oranla daha az DNA hasar1 olusturdugunu gostermektedir.
Oktokrilenin ise kombin uygulamalarda avobenzon ile sinerjistik etki gostererek

genotoksik hasar miktarimin ¢ok fazla artigina sebep oldugu goriilmektedir.
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Sonug olarak ¢aligmada kullandigimiz UVB filtresi olan oktokrilenin diisiik sitotoksik
etkisi olmasina ragmen avobenzonla kullanildiginda genotoksik etkiyi arttirdigi tespit
edilmistir. Diger bilesigimiz UVA filtresi olan avobenzon ise deri fibroblast
hiicrelerinde hem sitotoksik hem de genotoksik etki gdstermistir. Bu iki bilesigin
kullanildig1 glines koruyucu kremlere karsi dikkatli yaklasilmalidir. Genel olarak,
detayli detayl iirtin icerigi listelerini anlamak tiiketiciler igin zor olsa da, bilingli karar
verebilmek i¢in tiiketicilerin genellikle hangi UV filtre bulundugunu fark etmeleri ve
triin icerigi listelerini ayrintili okumalar1 gerektigini diisiinmekteyiz (Manova ve ark.
2013). Ayrica ¢aligmada kullandigimiz iki UV filtresi ile in vivo hayvan modelleri
iizerinde sitotoksisite ve genotoksisite calismalar1 ile bu etkilerini aydinlatacak

mekanizma belirleme ¢alismalarmin da gergeklestirilmesi uygun olacaktir.
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