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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BRONZLASTIRICI AJAN DIHIDROKSI ASETONUN OLASI SITOTOKSIK VE
GENOTOKSIK ETKILERININ SAGLIKLI DERi FIBROBLASTLARINDA
INCELENMESI

Ayse Mine SAYGIN KAYA

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Damisman: Prof. Dr. Niliifer CINKILIC

Kozmetikler, insanlar tarafindan ¢ok uzun yillardir kullanilmaktadir. Eski donemlerde
farkli bitki bolimleri gibi dogal malzemelerden elde edilen firiinler, teknolojinin de
gelismesi ile birlikte ¢ok cesitli hale gelmistir. Bu cesitlilik beraberinde dogalliktan
uzaklagsmay1 ve uzun vadede dogabilecek sorunlar1 dngdrebilmekte zorlanmay1 getirmistir.
Gilinlik hayatimizda siklikla kullandigimiz her {riiniin, cagimizin en onemli saglik
problemlerinden biri olan kansere neden olabilecek potansiyele sahip olabilecegi
diistiniilmelidir. Bu alanda yapilan ¢alismalar 1s1ginda iriinlerin saglik agisindan giivenli
hale getirilebilmesi gerekmektedir. Bu ¢alismada kozmetik amacli kullanilan bronzlastirici
iriinlerin igeriginde bulunan dihidroksiasetonun 1.929 fare fibroblast hiicre hatti tizerindeki
in vitro sitotoksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi amag¢ edinilmistir. Bu amaca
istinaden, dihidroksiasetonun sitotoksik etkileri XTT testi ile klonojenik test uygulanarak,
genotoksik etkileri ise komet testi ve annexin-V testi uygulanarak degerlendirilmistir. Bu
testlere ek olarak dihidroksiasetonun sebep olabilecegi hiicre i¢i reaktif oksijen tiirevlerinin
seviyesindeki degisiklik ROS testi kullanilarak Olglilmiistiir. Sitotoksisite testleri,
dihidroksiasetonun konsantrasyona bagli olarak 1929 hiicre hattinda canlilik oranlarinda
azalmaya sebep oldugunu gostermektedir. Komet testinde dihidroksiasetonun dozlarina
bagl olarak kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA ve olive kuyruk momenti parametreleri
degerlendirilmis ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli artiglar saptanmigtir. ROS
Ol¢iimiinde de uygulanan dihidroksiaseton dozlarma gore hiicre i¢i ROS artis1 oldugu
goriilmistiir. 1929 hiicre hattinda Annexin-V testi sonucunda apoptotik potansiyelin doz
artisina bagli olarak, anlaml bir sekilde arttig1 gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Dihidroksiaseton (DHA), sitotoksisite, genotoksisite, anti-kanser,
L929, Annexin V, Klonojenik testi, Komet testi, ROS testi, XTT testi
2022, ix + 65 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

THE INVESTIGATION OF THE POTENTIAL CYTOTOXIC AND GENOTOXIC
EFFECTS OF THE TANNING AGENT DIHYDROXYACETONE ON HEALTHY SKIN
FIBROBLASTS

Ayse Mine SAYGIN KAYA

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Niliifer CINKILIC

Cosmetics have been used by people for many years. In ancient times, products obtained
from natural materials such as different plant parts have become very diverse with the
development of technology. This diversity has brought with it a move away from
naturalness and difficulty in foreseeing the problems that may arise in the long run. It
should be considered that every product that we use frequently in our daily life may have
the potential to cause cancer, one of the most important health problems of our age, and in
the light of studies in this field, products should be made safe for health. In this study, it
was aimed to determine the in vitro cytotoxic and genotoxic effects of dihydroxyacetone,
which is in the content of tanning products used for cosmetic purposes, on the L929 mouse
fibroblast cell line. For this purpose, the cytotoxic effects of dihydroxyacetone were
evaluated using the XTT test and clonogenic test, and the genotoxic effects were evaluated
by applying the comet test and annexin-V test. In addition to these tests, the change in the
level of intracellular reactive oxygen derivatives that may be caused by dihydroxyacetone
was measured using the ROS test. Cytotoxicity tests show that dihydroxyacetone causes a
decrease in viability in the L929 cell line depending on the concentration. Tail length, tail
% DNA and olive tail moment parameters were evaluated depending on the doses of
dihydroxyacetone in the comet test, and significant increases were found when compared to
the control group. In the measurement of ROS, it was observed that there was an increase in
intracellular ROS compared to the doses of dihydroxyacetone applied. As a result of the
Annexin-V test in the L929 cell line, it was observed that the apoptotic potential increased
significantly depending on the dose increase.

Key words: Dihydroxyacetone (DHA), cytotoxicty, genotoxicity, , Anticancer, L929,
Annexin-V assay, Clonogenic assay, ROS assay, XTT assay
2022, ix + 65 pages.



TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesi ve yiiriitiilmesinde, biitiin ¢alismalarim boyunca bana rehber
olan, ilgisini, bilgisini ve yardimlarini higbir zaman esirgemeyen, 6grencisi olmaktan onur
ve mutluluk duydugum, danigmanim sayin hocam Prof. Dr. Niliifer CINKILIC a,

Laboratuvar ¢aligmalarimda bilgi ve deneyimlerinden faydalandigim ve yardimlarini hi¢bir
zaman esirgemeyen sayin hocam Dog. Dr. Ozgiir Vatan’a,

Lisansiistii egitimim boyunca bana her tiirlii konuda destek ve yardimer olmanin yanisira,
ciktigim bu yolda yalniz hissetmememdeki en bilyiik etken olan sevgili arkadasim Uzman
Biyolog Zehra Nur Diizen’e ve her zaman yardimima kosan degerli arkadasim Harun
Seringay’a,

Beni korkmadan risk alabilecek, hatalarini diizeltebilecek giicii ve cesareti kendinde
bulabilecek bir birey olarak yetistiren, evlatlar1 olmaktan gurur ve mutluluk duydugum
sevgili annem, babam; kardesi olmaktan gurur ve mutluluk duydugum sevgili ablama, bu
siireci en giizel sekilde yonetebilmem adina hicbir destek ve yardimdan kaginmayan,
kendime inanmami saglayan hayat arkadasi olmaktan gurur ve mutluluk duydugum sevgili
esim Burak Kaya’ya sonsuz minnet ve tesekkiirlerimi sunarim.

AYSE MINE SAYGIN KAYA
31/08/22
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1.GIRIS

Insanlardaki giizellik algisinin bir getirisi olan ve uzun yillar &ncesinden beri saglikli
goriinimii de destekledigi diisiilen bronz tene olan ilgi bireylerin gilines 1sinlarina
gereginden fazla miktarda maruz kalmalarmma ve hatta solaryum gibi dogal olmayan

bronzlagma yontemlerini tercih etmelerine neden olmustur.

Bronz ten isteginin ve sahip olunan bronzlugu siirdiirmenin alkol, sigara bagimlili§ina
benzer bagimlilik diizeylerine gelebildigini ve ultraviyole (UV) 1smlarinin bu davranisi
pekistirici bir uyaran olabildigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (Sheehan ve Lesher 2005).
Ozellikle genclik dénemlerinde brozlasan bireylerde bu eylemin siireklilik gosterebildigi
anlasilmistir (Curtis ve ark. 2006). Bronzluk saglayabilmek i¢in giineslenme, solaryum gibi
farkli yontemler ile 151k almak zararli miktarlarda UV maruziyetine yol agmaktadir. Aslinda
ciltte meydana gelen bronzlagsma, giines 1sinlarina maruz kalindiginda fizyolojik olarak

olusan bir cevaptir (Jux ve ark 2011).

UV 1sinlan dalga boylarina gore iki tiptir, 320-400 nm araliginda olan uzun dalgalara UVA,
280-320 nm araliginda olan kisa dalgalara UVB adi verilmektedir. Bu i1smlar cildin
derinliklerine ulasabilmektedir. ROS olusumu, DNA hasarlari, melanomlar gibi ciddi
sorunlara yol agmalarinin yaninda cilt yaglanmasini da hizlandirmaktadirlar (Wang ve ark.
2019). Ozellikle ciddi melanomlar basta olmak iizere yapilan bircok calisma UV 1sinlarinin
zararlarim1 vurgulamaktadir. Sonug olarak UV 1sinlarina maruz kalmadan bronzlasma fikri
uzun yillardir insanlarin ilgisini ¢ekmektedir. Bu sebeple kozmetik bronzlastiricilar
kullanilmaya baslanmistir. Bronzan olarak kullanilan kozmetik {riinlerin igerikleri
degiskenlik gostermektedir ancak en sik rastlanan ana bilesik dihidroksiasetondur. Bu
bilesik, cilde uygulandiktan sonra aminoasit ve proteinler ile etkilesimi sonucu, ciltte renk
degisiklikleri meydana getiren melanin pigmenti gibi davranan melanoidinlerin olugsmasini
saglamaktadir (Amano ve ark. 2020). Bireysel kullanim amaciyla piyasaya siiriilen bir¢ok
kozmetik {irlinlinde oldugu gibi mevcut iceriklerin arastirilmast saglik agisindan bir

zorunluluk haline gelmistir. Hafif alerjik reaksiyonlardan kanser gibi ciddi saglik



sorunlarina kadar ortaya c¢ikabilecek her tlirden olumsuz etkinin kaynagini saptamak ve
kullanilan tiriinleri giivenli hale getirebilmekte bilimsel ¢alismalar en etkili yoldur. Bu tez

calismasinin amaci, insanlarin kolayca ulasabildigi ve siklikla kullandig1 bronzan iiriinlerin
ana bilesigi olan dihidroksiasetonun sitotoksik ve genotoksik etkilerini deneysel yontemler
kullanarak aragtirmaktir. Amaca yonelik olarak, 1L929 fare fibroblast hiicre hattinda
dihidroksiasetonun sitotoksik etkileri XTT testi ile klonojenik test, genotoksik etkileri ise
komet testi ile ararstirilmistir. Hiicre 6liim mekanizmalarinin saptanmasi amaci ile annexin-
V testi uygulanmistir. Dihidroksiasetonun hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin

olusumlarindaki etkisi ROS 06l¢limii ile arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kozmetik Nedir?

Yunanca kos ve metikos kelimelerinden kokenlenmis olan bu kavram ‘‘stislenme ustas1’’
manasini tagimaktadir (Comoglu 2012). Amerikan gida, ilag ve kozmetik kanununda
kozmetik kelimesi; dokiilmek, serpilmek, ovulmak veya baska herhangi bir sekilde
uygulanarak viicudun herhangi bir kisminin temizlenmesi, giizellestirilmesi, cazibesinin
arttirilmasi1 veya goriinlisiiniin degistirilmesi amaciyla kullanilan preparatlar ve bunlarin

hazirlanmasi i¢in kullanilan maddeler olarak tanimlanmistir (Millikan 2001).

23.05.2005 tarihli ve 5324 sayili Kozmetik Kanununa gore; “Kozmetik iiriin; insan
viicudunun epiderma, tirnaklar, killar, saglar, dudaklar ve dis genital organlar gibi degisik
dis kisimlarma, diglere ve agiz mukozasina uygulanmak iizere hazirlanmis tek ve temel
amact bu kisimlar1 temizlemek, koku vermek, goriinimiinii degistirmek ve/veya viicut
kokularmni diizeltmek ve/veya korumak veya iyi bir durumda tutmak olan biitlin preparatlar

veya maddeler’’ olarak tanimlanmistir (Anonim 2005).

2.2. Kozmetiklerin Siniflandirilmasi

Kozmetikler etki alanlarina ve uygulanma bi¢imlerine gore siiflandirilmistir. Uygulanma
bigimlerine gore siiflandirilmalart deri, sa¢ dis ya da agiza uygulanmalarina ek olarak toz

halde ya da pigment halde preparatlar ile diger preparatlar olmalarina gore yapilmistir.

Etki alanlarina gore siniflandirmada ele alinan esaslar tabaka olusturup olusturmamalari,
sebatrop etkiye sahip olmalari, direkt ya da indirekt dermatrop olmalar1 ve keratin

icermeleridir. Bu siniflandirma Cizelge 2.1 de verilmistir.



Cizelge 2.1. Kozmetiklerin siniflandirilmasi (Sar1 2021)

1-Uygulamy yerine giire kozmetik iiriinler

Deri Sa¢ Dis ve afz Tozlar ve Diger
preperatlary pigmentli kozmetikler

Yumusak kremler Sekil veren Dis patlan Yiiz pudralan Ayak iiriinlen
Yumusak losyonlar Diizlestiren Dis temizhin ~~ Alhk Bebek iiriinlen
Temizleyici kremler Sampuanlar Agiz sulan Dudak boyalan  Banyo iiriinlen
Temizleyici losyonlar Sag boyalan Timak cilalan Viicut pudralan
El krem ve losyonlan Renk acan Goze uygulanan  Depilatuvarlar
Temel kremler Parlakhk veren
Giinliik kremler Sekil koruyucu
Hormon kremlen Besleyici
Sterat kremler Sac tokalan

Yiiz maskelen

Cildin rengimi acan/ lekelen gideren preparatlar
Giines 15mnlarma kars: koruyucu /bronzlasmay: saglayici preparatlar
Ter énleyici

Ter kokulanm &nleyen preparatlar

Tiras preparatlan

2- Temel etki alanlarina gire kozmetikler
Tabaka olusturan maddeler

Keratinh maddeler

Secbatrop maddeler

indircktdermatrop maddeler

Direkt dermatrop maddeler

2.3. Kozmetiklerin insan Saghgina Etkileri

Kozmetoloji, kozmetik kaygilarin yayginlagsmasi ile beraber, kullanilan ve gelistirilen her
nevi kozmetik iriinlin saglik agisindan incelenmesi, fayda ve zararlarinin belirlenmesi

adina yapilan ¢aligmalar1 iceren bilim dalidir (Uzel 2011).

Kozmetik iriinleri, bakim ve giizelligin yani sira cildi olumsuz dis etkenlere ve yaglanmaya
kars1t koruma saglama amagcli da kullanilmaktadir. Tiim bu {irtin kullanimlarinin temelinde

ise glizellik arayis1 bulunmaktadir.



Giizellik arayis1 insanlik tarihi boyunca toplumlarin vazgecilmezi olmustur. Bu nedenle
bitkisel ve kimyasal icerikli ¢cok sayida kozmetik kullanilmaktadir. Kozmetik firiinlerde
kullanilan kimyasal maddelerin olumsuz etkileri ile ilgili ¢calismalar giderek artmaktadir

(Caglar ve Saral 2014).

Kozmetiklere bagli olarak hafif reaksiyon gelisen bir¢cok hasta kullandig1 liriinii degistirerek
ya da kullanimina ara vererek doktora gitmemektedir. Ancak ¢ok belirgin bir rahatsizligin
ortaya c¢iktig1 durumlarda doktora basvurmaktadir. Bu yiizden kozmetiklere bagl
dermatitlerin sikligin1 belirlemek zordur (Utas 2013). Rhiel melanozisi olarak bilinen
hastaligin asil kaynaginin kozmetikler oldugu belirtilmektedir. Kozmetik igeriklerindeki
koku molekiilleri veya farkli bilesenleri ile temas1 sonucunda hiperpigmentasyon olusumu

ile saptanan bir alerjik dermatit ¢esididir (Daadaa ve Tanfous 2020).

Kozmetiklere bagli istenmeyen etkiler su sekilde siniflandirilabilir (Rietschel ve Fowler
2008);

e Objektif veya subjektif irritasyon

o Kontakt allerji

o Fotosensitivite

e Kontakt tirtiker

o Akne/follikiilit

e Deri ve eklerinde renk degisikligi

e Diger lokal yan etkiler

e Sistemik yan etkiler

Farkli kozmetiklerin sebep oldugu ¢esitli yan etkiler Cizelge 2.2” de verilmistir.



Cizelge 2.2. Tiketiciler tarafindan istenmeyen reaksiyona neden oldugu bildirilen
kozmetikler (Rietschel ve Fowler 2008)

Banyo sabun ve deterjanlari Siklikla irritasyon
Deodorant ve antiperspiranlar Siklikla irritasyon, nadiren alerjik
kozmetik dermatit (AKD)

Goz farlan Siklikla irritasyon

Sac boyalari AKD

Maskara Siklikla irritasyon

Nemlendiriciler [rritasyon ve AKD

Perma soliisyonlari frritasyon ve AKD

Sampuanlar Siklikla irritasyon

Kozmetiklere bagli alerjik reaksiyonlarin % 50’si yiizde gerceklesir ve bu olgularin %79’u
kadindir (Rietschel ve Fowler 2008). Pafiimlerde ve kokulu kozmetiklerde bulunan
kokulara karsi AKD, fotosensitivite, kontakt tirtiker, pigmente kontakt dermatit ve

solunum problemlerinde kétiilesme gibi yan etkiler bildirilmistir (Utag 2013).

Agir metaller, sa¢ boyalari, renk acicilar, pudralar, nanoteknoloji iiriinleri ve paraben son
yillarda en fazla iizerinde durulan maddeler olmustur. Kozmetiklerde kullanilan tiim bu
kimyasallar kanser, infertilite ya da dogum defektlerine kadar pek c¢ok patolojinin
etiyolojisinde etkindirler (Caglar ve Saral 2014).

2.4. Kozmetiklerde Kullanilan Toksik Maddeler

Biyolojik sistemde ksenobiyotiklerin neden oldugu tiim olumsuz etkilere ve zarar verme
kapasitelerine toksisite denilmektedir. Bu zararlara sebep olan maddeler ise toksik madde
olarak adlandirilir. Kozmetik maddelerin toksisite diizeylerinin degerlendirilmesinde bu

maddelere maruziyet, deriye temas edecegi yiizey alani, uygulanan madde miktari,



uygulama siiresi ve siklig1, lokalizasyon ve maruz kalma yollar1 dikkate alinmalidir (Caglar
ve Saral 2014). Kozmetiklerde siklikla kullanilan ve toksisite agisindan en ¢ok suclanan
maddelerden bazilari; fitalatlar, triklosan, 1,4-dioksan, paraben, etilen oksit, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, basta kursun ve civa olmak iizere agir metaller ve giines

koruyucular igerisindeki nanoteknoloji tiriinleridir (Caglar ve Saral 2014).

2.4.1. Fitalatlar

Fitalatlar; yap1 gerecleri, besin ambalajlari, tekstil, oyuncak, biberon ve emziklerin de dahil
oldugu bebek iiriinleri, kan torbasi, tibbi malzeme dahil, poli vinil kloriir (PVC) tipi plastik
tirtinlerin esnekligini ve dayanikliligini saglamak i¢in plastiklestirici olarak kullanilan ve bu
nedenle c¢ok sik karsilagilan kimyasallardir (Erkekoglu ve ark. 2010). Kozmetiklerde ise;
parfiim, parfiim igeren diger kozmetikler ve ojeler gibi iirlinlerde kullanilan bir grup
kimyasallardir. Fitalatlar viicuda kolaylikla deri yoluyla absorbe olabilirler (Janjua 2008) ve
ayrica inhalasyon ya da medikal injeksiyonla viicuda girebilirler (Schettler 2005). Fitalatlar
Ostrojen ve androjen hormon sistemlerininde dahil oldugu ¢ok sayidaki hormon sistemi
tizerindeki karmasik etkileri nedeniyle endokrin bozucular olarak kabul edilirler (Kang ve
Lee 2005). Endokrin bozucu; endokrin sistemin ¢alismasini degistiren ve sonunda saglikli
organizmada veya onun nesilleri ilizerinde ters etkilere neden olan, organizmaya disaridan
alinan madde ve bilesikler olarak tanimlanir. Endokrin ¢evre bozucular {ireme sistemini
etkileyerek oligospermi, sperm yapisinda anormallik, testikiiler atrofi, uterus boyutlarinda

artis ve erken ergenlikten sorumlu olabilir (Cetinkaya 2009).

Kozmetiklerde fitalatlarin ilk kullanimina dibiitilfitalatin (DBP) oje gibi {iriinlerde
plastiklestirici olarak kullanilmasiyla baglamistir. Daha sonraki yillarda bunu
dimetilfitalatin (DMP) sag¢ spreylerinde sertlestirici olarak kullanilmasi ve dietilfitalatin
(DEP) parfiimlerde solvent ve fiksatif olarak kullanilmasi izlemistir (Anonim 2010). 2010
yilinda FDA’nin son arastirma raporuna gére DMP ve DBP artik nadiren kullanilmaktadir.
DEP ise kozmetiklerde hala yaygin olarak kullanilan fitalat tliridiir. Fitalatlarin kimyasal

yapilar1 Sekil 2.1° de verilmistir.
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Sekil 2.1. Fitalatlarin kimyasal yapist (Olujimi ve ark. 2010)

Goz irritasyon testi i¢in insan korneal endotel hiicre hatti (B4GI2) kullanilarak yapilan
caligmalarda; dibiitil fitalat (DBP), benzil biitil fitalat (BBP) ve dietil fitalat (DEP)
maruziyetinden sonra hiicre proliferasyonunda azalma buna ek olarak DBP ve BBP

maruziyetinde hiicre toksisitesi goriildiigii bildirilmistir (Kriiger ve ark. 2012).

BBP’nin kanser gelisimi tizerindeki etkisini aciklamak {izere meme kanseri hiicre hattiyla
(MCF-7) yapilan ¢alismada BBP’nin meme kanseri hiicrelerinde yasama ve yayilma

yetenegini arttirdigi bildirilmistir (Hsieh ve ark. 2012).

Fitalatlarm meme dokusunda Ostrojen uyarisi ve androjen engellenmesi arasinda
dengesizlik yaratarak, ostrojen etkinliginin fazlalig1 ve androjen eksikligi yaratarak pubertal
jinekomastiye neden oldugu (Erkekoglu ve ark. 2010) ve pubertal jinekomastinin de
ilerleyen yillarda meme kanserine yakalanma riskini arttirdigi bildirilmistir (Steingraber

2007).



2.4.2. Triklosan

Cogunlukla dis bakimu, cilt bakimi ve 6zellikle son iki y1l igerisinde gilinliik hayatimizda da
siklikla kullandigimiz cilt dezenfeksiyon {iriinlerinde bulunan, genis spektrumda etkili
antimikrobiyal bir maddedir (Shi ve ark. 2022). Antimikrobiyal bir ajan olmasindan dolayi

deterjan, sabun gibi temizlik maddelerinde de bulunmaktadir.

Triklosanin (Sekil 2.2) yaygin kullaniminin, bakterilerin antibiyotiklere karsi direncli hale
gelmesine ve regeteli ilaglarin bakteriyel enfeksiyonlarla savagamamasina neden oldugu

bildirilmistir (Ilozumba ve ark. 2022).

OH Cl

Cl Cl

Sekil 2.2. Triklosanin molekiiler yapisinin sematik gosterimi (Fang ve ark. 2010)

Dis macunlar1 ve deterjanlardaki triklosan sebeke sularinda da bulunan klor (Cl) ile temasa
gectiginde reaksiyona girer ve zehirli kloroform gazi olusur. Bu gazin solunmasi ya da
deriden niifuzu depresyon, karaciger rahatsizliklar1 ve kanser riskini ortaya ¢ikarmaktadir.
Triklosan maruziyetine bagli olarak ¢ok sayida irritasyon ve kontakt dermatitis vakasi

bildirilmistir (Glaser 2004).

Insan meme kanseri hiicreleriyle yapilan ¢alismalarda triklosana maruz birakilan MCF-7
hiicrelerinin ¢ogalmasini arttirdigi ve endokrin bozukluklara neden oldugu bildirilmistir
(Gee ve ark. 2008). Triklosan lipid sentezinde 6nemli rolii olan enol agil tasiyici protein
rediiktaz (ENR) enziminin aktif bolgesini bloke eder. Bu blokaj enzimin inhibe olmasina

sebep olarak bakteriye boliinmede, hiicre membraninin yapiminda gerekli olan yag



asitlerinin sentezini engeller (Glaser 2004). Triklosan diisiikk konsantrasyonlarda pek ¢ok
bakteri i¢in bakteriyostatik etki gostermektedir. Ayni c¢alisma bu maddenin yiiksek

konsantrasyonlarda bakterisidal etki gostermektedir (Gomez Escalada ve ark. 2005).

Yapilan g¢alismalar, triklosanin genotoksik etkilerinin yaninda ndrotoksik, hepatotoksik,
kardiyotoksik, immiinotoksik etkilerinin varligim1 dogrulamaktadir (Szychowski ve ark.
2022). Ek olarak; alerji, goz ve cilt tahrisi, immiin sistem zayifligi, kas fonksiyonlarinda

gerilemeye sebep olduguna dair ¢alismalar bulunmaktadir (Parenti ve ark. 2019).

Kan ve karaciger hiicreleri kullanilarak mikroniikleus protokoliiniin uygulandigi ¢calismaya
gore, farkli sicaklik sartlarinda triklosana maruz kalan hiicrelerde DNA hasar1 saptanmistir
(Paul ve ark. 2019).

2.4.3. 1,4-Dioksan

1,4-dioksan; bir¢ok kisisel bakim iiriinti, ilag ve ¢esitli ev lirliniiniin iiretiminde kullanilan
tiretim hacmi yiiksek bir kimyasal maddedir (Lee ve ark. 2021). Kauguk, cila, boya, vernik
gibi iirlinler imal edilirken solvent olarak kullanilmasinin yanisira ve klor igerikli solventler
icin laboratuvar reaktifi ve stabilizatér olarak kullanilir. Kozmetik amagli iiretilen

kopiirtiicti maddeler, deterjanlar iiretilirken yan {iriin olarak olusur (Zhou 2019).

Genis bir kullanim alanina sahip olan 1,4-dioksan asir1 hidrofilik 6zelliginden dolayi
bulundugu ortamlardan kolayca diflize olabilmekte, hava, su ve toprak gibi ortamlarda

yayilabilmekte, solunum ya da deriden difilizyon yoluyla viicuda alinabilmektedir.
Canli organizmalarda 1,4-dioksanin parcalanmasi ile aldehitler (formaldehit, asetaldehit ve

glioksal gibi) ve organik asitler (formik, metoksiasetik asit ve oksalik asit gibi) meydana
gelmektedir (Sagir ve ark. 2013).
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Sagir ve ark. (2013) Swiss albino farelerde fizyolojik parametrelerin indikatorii olarak
viicut agirligi, genotoksik parametrelerin indikatdrleri olarak ise mikroniikleus (MN) ve
kromozomal anormallik sikliklar1  kullanilarak yaptiklar1 ¢alismada, 1,4-dioksan
uygulamasmin kontrol grubuna gore viicut agirhifinda istatistiksel ac¢idan onemli bir
azalmaya, MN ve kromozomal anormallik sikliginda ise bir artisa neden oldugu

belirtilmistir. 1,4-dioksanin molekiiler yapisi Sekil 2.3’ te verilmistir.

Sekil 2.3. 1,4-dioksanin molekiiler yapisinin sematik gosterimi (Zenker ve ark. 2003)

2013 yilinda, ABD Cevre Koruma Ajans1 (EPA) kobay, fare ve sicanlarda yapilan 2 yillik
karsinojenite c¢aligmalarinda elde edilen sonuglar 1s1ginda bu maddenin insanlar igin
kanserojen olabilecegini kabul ederek 1,4-dioksan1 AB Kozmetik yonetmeligi EK II de
(kozmetik triinlerde yasakli maddeler listesi) listelemistir (Zhou 2019). EPA ve IARC

tarafindan yapilan karsinojen siniflandirmasi Cizelge 2.3 ve Cizelge 2.4’ te verilmistir.

Cizelge 2.3. ABD Cevre Koruma Ajansi (EPA) (2003) ‘e gore karsinojenler (Basaran
2009)

Grup A Insanlarda karsinojen olan maddeler

Grup B1 Insanlarda karsinojen oldugunu gosteren smirli sayida kanit bulunanlar maddeler
Grup B2 Insanlarda karsinojenik olabilecegine dair kamitlar bulunan maddeler

Grup C Hayvanlarda karsinojenik oldugunu gosteren smirli kanit bulunanlar ( Insanlar

icin kanit yok) maddeler

Grup D Karsinojenik olasilig1 igin yetersiz bilgi igerenler

Grup E Insanlarda karsinojenik olmadig1 gdsteren yeterli kamt bulunanlar maddeler
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Cizelge 2.4. Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’na (IARC) (2004)’e gore karsinojenler
(Basaran 2009)

Grup 1 Insanlara karsinojen

Grup 2a Insanlara olasi karsinojen

Grup 2b Insanlara muhtemel karsinojen

Grup 3 Insanlarda karsinojen olarak siiflandirilmayan
Grup 4 Insanlarda muhtemel karsinojenik olmayan

2.4.4. Parabenler

Parabenler; gida endiistrisinde yiyecek ve iceceklerin islenmesinde aromatik ve koruyucu,
kozmetik ve kisisel bakim iiriinleri ile ila¢ iiretiminde antibakteriyel 6zelliklerinden dolay1
90 yildan uzun siiredir koruyucu olarak kullanilir (Zhao ve ark. 2022). Yapilan galigmalar
parabenlerin yapisinda bulunan alkil zincir uzunlugunun, parabenin antimikrobiyal etkisi

tizerinde direkt olarak etkili oldugunu gostermistir (Lite ve ark.2022).

Kozmetik tirtinlerin formiilasyonlarinda en ¢ok kullanilan koruyucu maddelerden biri olan
parabenlerin en yaygin tipleri FDA’ya gore metilparaben, etilparaben, propil paraben ve
biitilparabendir (Cordeiro ve ark. 2022). Paraben grubu metilparaben, etilparaben,
propilparaben, izopropilparaben, butilparaben, izobutilparaben, benzilparabenden
olusmaktadir. Sekerleme ve kurutulmus etlerde de metilparaben, etilparaben ve
propilparaben kullanilmaktadir. Parabenler sindirim yoluyla alinabilir ya da kullanilan

topikallere bagli deriden absorbe olabilirler (Castelain 2012).

Yapilan bir ¢alismaya gore kozmetik triinlerin topikal olarak uygulanmasiyla parabenler
hizli bir sekilde deriden absorbe olup hidrolize ugrayarak idrarla viicut disina atilmaktadir
(Marchese 2014). Parabenlerin &strojenik etkilerinin var oldugunu bildiren caligmalar
bulunmaktadir. Meme kanseri dokularia bakildiginda, metilparaben varlig1 saptanarak, bu
duruma endokrin bozucu etki ile sebep oldugu diisiiniilmiis ve bu aktiviteyi dogrulamak
adina ¢esitli in vivo ve in vitro ¢aligmalar genisletilmistir (Kizhedath ve ark. 2019). Meme

kanserinin olusmasinda &strojenlerin; biiyiimeyi, ilerlemeyi ve hatta metastazi artirmasi
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yoniinde etkileri vardir. Bu etki; MCF-7 adi ile bilinen insan meme kanseri hiicreleri ile
yapilan deneysel ¢aligmalarda hiicre proliferasyonunu artirmasi sonucu ortaya c¢ikmistir
(Fransway ve ark. 2019). Meme kanserlerinin siklikla iist dis kadranda olmasi, bu alanin
antiperspirant uygulanan alanda olmasi bu siipheyi desteklemektedir. Kanserli meme

dokusunda paraben varliginin tespit edilmesi de stipheleri arttirmaktadir (Castelain 2012).

COOR,
HO” ::

COOR,
HO” :;

Cl

Cl COOR,
HO ]
Cl
Sekil 2.4. Paraben ve klorlu tiirevlerinin molekiiler yapisinin sematik gosterimi (Terasaki
ve ark. 2008)
Propil ve biitil parabenlerin erken ¢ocukluk doneminde maruz kalinmasina bagli olarak
erkeklerde fertilite iizerine olumsuz etkileri olabilecegine dair siipheler de mevcuttur
(Castelain 2012). Saral ve Caglar (2014) tarafindan bildirildigine goére; metil ve

propilparabenlerin mitokondri fonksiyonlarmin kuvvetli inhibitorleri olmalari nedeniyle

erkek infertilitesinden sorumlu olabilecekleri diisiiniilmektedir (Crinnion 2010).

Fareler iizerinde yapilan bir deneyde gebelik ve emzirme doneminde annenin yiiksek
dozlarda biitil parabene maruz kalmasina bagli olarak (100 mg/kg dozda subkutan

uygulama) epididimiste sperm say1r ve motilitesinin azaldigi gosterilmistir (Kang ve ark.
2001).
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10 Nisan 2014 tarihli AB Resmi Gazetesi’'nde yayimlanan 1223/2009 sayili mevcut AB
Kozmetik Tiiztigii Ek II’sinde diizeltme yapilarak kozmetikte kullanilan 5 paraben bilesigi
isopropil paraben, isobiitil paraben, fenil paraben, benzil paraben ve pentil parabenin

kozmetikte koruyucu amagli kullanimi yasaklanmistir (Anonim 2014).
2.4.5. Agir Metaller

Yogunlugu 5 gr/em® den biiyiik olan elementlere agir metal adi verilir. Agir metaller
biyolojik proseslere katilma derecelerine gore yasamsal (demir, kobalt, bakir, mangan,
molibden, ¢inko) ve yasamsal olmayan (civa, platinyum, kursun, kadminyum, krom,
arsenik vb.) olarak siniflandirilirlar. Yasamsal olarak tanimlanan agir metallerin organizma
yapisinda belirli bir konsantrasyonda bulunmalar1 gerekir. Fakat yliksek dozlari insan

sagligin1 olumsuz etkilemektedir (Asri ve Sonmez 2006).

Kozmetiklerde bulunan toksik &zellikli agir metaller genellikle kursun (Pb), kadmiyum
(Cd), nikel (Ni), arsenik (As) ve civa (Hg)dir. Diger grup krom (Cr), demir (Fe), bakir (Cu)
ve kobalt (Co) gibi, icerikte bulunma miktarina gore toksik etki gosterebilecek

elementlerdir (Borowska ve ark. 2015)

Kozmetik {irtinlerin igerdigi agir metaller cilde niifuz edebilmekte ve sistemik sekilde
absorbe edilmektedir. Bu etkilesim sonucu viicutta birikerek yasamsal organlarda islevsel
bozukluklar dahil bir¢ok ciddi saglik sorunlarini dogurabilmektedir (Suliman ve ark. 2021).
Kozmetik {irlinlerinde agir metaller genel itibari ile boyar kozmetikler, terleme Onleyici
driinler, mantar karsiti kozmetikler, antibakteriyel 0Ozellikli {irtinlerde karsimiza
cikmaktadir. Ek olarak losyonlar, fonddtenler, beyazlatici kremler ve glines kremleri, rujlar

ile sa¢ boyalarinda bulunmaktadir (Arshad ve ark. 2020).
Kursun (Pb) ve kadmiyum (Cd) metalleri, renk vermek amaciyla boya benzeri iiriinlerde

kullanilmaktadir. Literatiirde kursun ve kadmiyumun kozmetikte kullaniminin toksik

etkileri hakkinda pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Yilmazcan ve ark. 2013).
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Bu iki elementin, kozmetik {iriinlerde kullaniminin toksik etkilerini destekleyen ¢aligmalar
is1ginda Avrupa Birligi Direktifi 76/768 EEC ile belli sinirlar igerisinde kullanilmasina

karar verilmistir (Yilmazcan ve ark. 2013).

Kursun (Pb), DSO smiflandirmasinda 2.simf kanserojenlere dahildir. Bu metal insan
metabolizmasina ve ekolojik sisteme ¢ok ciddi zararlar veren ilk metal olarak
adlandirilmistir (Kahvecioglu ve ark. 2004). Kursunun toksikolojik profili olduk¢a yiiksek
olup viicut igerisine yayilarak ve hemen her hiicreyi etkileyebilmesi sebebiyle sinir sistemi,
dolagim sistemi ve renal fonksiyonlar lizerinde olumsuz etkilere sahiptir (Suliman ve ark.
2021). Bu zararli etkileri destekleyen bir diger ¢aligmada da yine kursun toksisitesinin

bobrekler ve sinir sistemi lizerinde olumsuz etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Almayahi

2021).

Hemmaphan ve Bordeerat (2022) tarafindan yapilan ¢alismada kursun metalinin direkt
olarak kanser olusuma sebebiyet vermese bile DNA tamir mekanizmalarinda bozulmalara
yol actig1 i¢in genotoksik etkilerinin oldugunu belirtmislerdir. Bir baska calisma, meme

kanseri dokularinda yiiksek konsantrasyonda kursun metali varligini saptamistir

(Mohammadi ve ark. 2014).

Kozmetikler disinda farkli sekillerde de kursun maruziyetinin etkilerinin arastirildigi
calismada, kursunun kanserojen etkileri oldugunu desteklemekle birlikte, farkli

kanserojenlerin etkisini de artirabildigini belirtmektedir (Balasubramanian ve ark. 2020).

Kadmiyum (Cd), toksik agir metaller icerisinde ilk siralarda yer almaktadir. Diinya Saglik
Orgiitiiniin siniflandirmasma goére kadmiyum 1. simf kanserojen gruptadir. Herhangi bir
kozmetik tiriinde kullanimina dair kullanim izni bulunmamaktadir. Sudaki ¢6ziintirliigiiniin
yiiksek olmasi nedeniyle bitki ve deniz canlilar1 tarafindan biyolojik sistemlere alinir.
Normal olarak insan viicudunda 40 mg kadar kadmiyum bulunabilmektedir (Demir ve ark.
2014).
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Yapilan ¢alismalarda, farkli sekillerde kadmiyuma maruz kalmanin 6zellikle karaciger ve
bobrekler igin toksik etkilerinin fazla oldugu ve meme, prostat, akciger, pankreas gibi
kanser cesitlerini tetiklemesine ek olarak osteoporoz riskini artirdigi, ROS olusumu
artirdigl, patojenik risklerin de gelismesini tetikledigini belirlenmistir (Genchi ve ark.
2020). Uluslararas: standartlar disinda kadmiyum igeren kozmetik ftriinler ile yapilan
calismada, kadmiyumun zatilirre ve bobrek tasi olusumuna sebep oldugu ek olarak kemik
yogunlugunda kayiplar olusturdugu saptanmistir (Genchi ve ark. 2020; Suliman ve ark.
2021).

Farkli toksik etkileri arastirilan kadmiyumun, hiicre proliferasyonu, farklilagsma ve apoptoz
tizerinde olumsuz etkilere sahip oldugunu, bu etkiler ile DNA nin tamir mekanizmasini
bozarak ROS iiretimini de artirdigi belirlenmistir (Rahimzadeh ve ark. 2017). Yine bu
calismada kadmiyumun karaciger ve bobreklerde fonksiyon bozukluklari gelistirdigi,
kardiyovaskiiler sistem disfonksiyonuna neden oldugundan bahsedilerek karsinojenik

etkilerine de ayrica yer verilmistir.

Insan saghg iizerindeki toksik etkileri ¢aligmalarla desteklenen ve yasakli maddeler
listesinde olan bu metallerin kozmetiklerde kullanildigi, Demir ve ark. (2014) tarafindan
sa¢ boyalar1 ve ojelerle yapilan ¢alismada inceledikleri tirinlerin tamaminda Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan 1. ve 2. siif kanserojen olarak agiklanan kadmiyum ve kursun metalleri
tespit edilmesi ile deneysel olarak kamtlanmistir. Calismalarinda kullandiklari
kozmetiklerin c¢esitleri ve iceriklerinde saptanan kursun ve kadmiyum miktarlar1 asagida

Cizelge 2.4 ve Cizelge 2.5 te gosterilmistir.
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Cizelge 2.5 . Sa¢ boyalarinda tespit edilen Pb ve Cd miktarlar1 (Demir ve ark. 2014)

No Sac Boyvasi Pb Cd
(ng/L) (ng/L)
1 Bakir Sarisi 2,610 0,002
2 Cikolata 5,040 0,344
3 Kumral Kiillii 4,390 0,618
4 Yogun San 3,502 0,516
5 Acik Kumral 3,952 0,857
6 Koyu Kahve 8,560 1,023
7 Karamel 6,945 0,754
8 Kizil 2,553 0,726
9 Agik Sari 3,260 0,525
10 Sicak Kahve 5,154 0,872

Cizelge 2.6. Ojelerde tespit edilen Pb ve Cd miktarlar1 (Demir ve ark. 2014)

No Oje Pb Cd
(ng/L) (ng/L)
1 Siyah 517,40 0,12
2 Bordo 329,88 53,67
3 Koyu Pembe 389,90 52,10
4 Acik Pembe 183,12 110,15
5 Yesil 19,43 3,53
6 Sedef 29,17 9,38
7 Kirmizi 15,59 3,70
8 Kahverengi 25,61 1,48
9 Lacivert 24,16 0,98
10 Mor 28,77 1,93

Nikel (N1), kozmetikte renklendirme amacli kullanilan malzemeler, sa¢ sekillendiriciler ve
sampuanlarda bulunmaktadir. Kozmetik kaynakli alerjik dermatitlerin ¢ogunlugu nikel
kaynakli meydana gelmektedir (Sipahi ve ark. 2015). Nikelin ve nikel bilesiklerinin

karsinojenik etkisi genel itibariyle solunum yoluyla maruziyet ile iliskilendirilerek
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kanserojen olarak siniflandirilmis ve kozmetiklerde bulunan nikel igeriginin olumsuz
etkilerinin nikele kars1 hassasiyet gelismesi ile ortaya ¢iktig1 belirlenmistir (Bocca ve ark.
2014). Insanlarda nikelin toksik etkilerinin, lipid ve protein yapilarinda, DNA da ve DNA
tamir mekanizmalarinda bozukluklara yol agma ve baska biyomolekiillere baglanarak
ozelliklerini degistirmesi histon metilasyonuna neden olmast olarak agiklanmistir

(Macomber ve Hausinger 2011).

Arsenik (As) kozmetikte goz farlar1 ve kalemleri, sampuan ve sa¢ kremi gibi sa¢ bakim
trtinleri ve dus jellerinde bulunabilmektedir. Arsenigin toksik etkileri; hiicresel boyutta
enerji Uretimi siireclerine etki etmesi, DNA eslenmesi ve tamir mekanizmalarindaki enzim
aktivitelerini bozmasi1 ve hatta duraklatmasi ile DNA hasarina yol agmasi olarak
aciklanmistir (Yasar ve Akdeniz 2020). Ek olarak arsenik cilt kanserleri, bazal hiicreli ve

skuamdz hiicreli karsinoma neden olmaktadir (Tapia ve ark. 2021).

Viicuda soluma yoluyla ya da kozmetik iceriklerinden deri yoluyla girebilen arsenigin, cilt
rengini agmak icin kullanilan baz1 kozmetikler kullanilarak toksik etkileri arastirildiginda
bireylerin kanser riskini artirdig1 ve c¢oklu sistem bozukluklarina yol actig1 belirlenmistir.
Arsenik kaynakli diger belirtiler hiperpigmentasyon, cilt degisiklikleri ile ndropati,
kardiyak rahatsizliklar, hafiza sorunlari ile diyabet riskinde artistir (Mohammed ve ark.
2017).

Civa (Hg) sampuan ve sa¢ kremleri, dudak renklendiriciler, ojeler, likit géz iiriinleri,
makyaj temizleme sivilari gibi kozmetik iriinlerinde bulunmaktadir (Yasar ve Akdeniz
2020). Melanin iiretimini engellemesi sebebiyle nemlendirici kremlere nazaran, cilt rengini
acmak i¢in kullanilan kozmetik kremlerde daha fazla bulunan civa deri yoluyla emilerek
cesitli cilt rahatsizliklarina neden olmaktadir. Bu rahatsizliklar arasinda, kontakt dermatit,
ciltte renk degisiklikleri, bir ¢esit dokiintii olan purpura bulunmaktadir (Bocca ve ark.
2014). Civanin Ostrojenik etki yaparak meme kanseri dokusunun biiyiimesini tetikledigi

belirlenmistir (Mohammadi ve ark. 2014).
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Bir bagka calismada civa maruziyetinin otoimmun rahatsizliklara yol acabildigi, beyni
hedef alarak periferik sinir fonksiyonlarini, bdbrek isleyisini, enzim sistemlerini ve kas
yapilarin1 olumsuz etkilediginden bahsedilmistir (Carocci ve ark. 2014). Ozet olarak,
yiiksek oranda agir metal maruziyeti ciltte alerjik reaksiyonlara, sisliklere, 6nemli boyutta
kizarikliklara ve iilserlere sebep olmaktadir. Ek olarak norotoksik etki gostermekte, hafiza
kaybina sebep olabilmekte, iremede yetmezlik goriilmesine yol agmaktadir. Hiicresel 6liim,
DNA hasari, oksidatif stres ve kanserojen etki gibi ¢ok sayida saglik problemi
olusturabilmektedir (Arshad ve ark. 2020).

Bahsedilen agir metaller diginda bazi metaller de kullanim ve maruziyet mikarlarina gore
toksik etki yapabilmektedir. Ornegin bakir ve ginko zehirlenmelerinde gastrointestinal
bozukluklar, diare, kusma, stomatit, ataksi, paralizi, konviilsiyon, depresyon, pndmoni

goriilebilir.

Kozmetiklerde boya amaciyla kullanilan krom toksisitesinde ciltte dokiintii, bobrek ve
karaciger hasari, akciger kanseri, solunum yolu hastaliklar1 ve 6liim goriilebilir. Biyosid
etki amaciyla kullanilan bakir ise deride dermatit ve diskolorasyon, burun ve bogazda
tahrise yol agabilir. Kronik bakir maruziyeti beyin hasari, progresif demyelinizasyon,
psikiyatrik rahatsizliklar, depresyon, intihar egilimi, agresif ruh hali, hemolitik anemi, siroz,

motor disfonksiyon ve korneal opasiteye neden olabilir (Ayenimo ve ark. 2010).

Kozmetiklerin i¢inde bulunan agir metaller de dongiiye eklenerek dogaya yayilmakta ve
insan saghg lizerindeki olumsuz etkilerini daha genis bir alanda gostermektedir. Kisisel
kullanimda bireye verdigi zararlarin yanisira dogaya, dogadaki dongii sonucunda da tekrar
canlilara ulasarak olumsuz sonuglar dogurmaktadir. Bu durum Sekil 2.5 te sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Agir metallerin dogada yayilma yollari (Kahvecioglu ve ark. 2003)

2.4.6. Nanoteknoloji Uriinleri

Metrenin milyarda birini ifade eden nano terimi sa¢ telinin genisliginden 80.000 kat daha
kiigiik bir boyutu ifade etmektedir. Nanoteknoloji kavrami 1 nm ile 100 nm arasindaki
aralikta bulunan her tiirlii yapimin cihaz, sistem tasarlanmasi ve gelistirilmesi, karakterize

edilmesi iretilmesi ve uygulamaya alinmasin1 kapsayan modern bir bilimdir (Raj ve ark.

2012).

Nanoteknoloji sayesinde tiriinler, iletkenlik, yiiksek dayaniklilik, korozyon korumasi, su ve
kir tutmama, ¢izik direnci gibi yeni islev ve Ozellikler kazanmaktadir. Bu nedenle son
donemde elektronik, kozmetik, gida, spor malzemeleri ve ila¢ endiistrisinde kullanimi

yayginlasmistir (Caglar ve Saral 2014). Nano iligkili {irin patentli ilk firmalar Sekil 2.6’ da
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verilmistir. Bu iriinlerin hizla pazara girmesiyle, fizyolojik ve kimyasal olarak etkilerini
nasil gerceklestirdikleri, tetikleyebilecekleri biyolojik olaylar zinciri, sistemik etkileri ve
toksisiteleri gibi pek ¢ok soru ortaya ¢ikmistir. Kisacasi nanoteknoloji oldukca kiiciik
boyutlu seyleri yapabilmek ve kullanima sunabilmek amaciyla bilim ile miihendislik

prensiplerinin birarada uygulanmasidir (Mu ve Sprando 2010).

30 1

25 H

20 9

15 =

10 A

Sekil 2.6. Nano iliskili iirlin patentine sahip ilk 10 firma (Raj ve ark. 2012).

Nanoteknoloji kozmetolojide 2 temel alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.
e Nemlendiricilerde ve yaslanma karsiti lirtinlerde tasiyici sistemler olarak.

e Giinesten koruyucu tiriinler olarak (titanyum dioksit ve ¢inko oksit).

Ayrica, makyaj Uriinleri, parfiimeri, agiz, tirnak ve sa¢ bakim triinleri gibi farkli kullanim
alanlar1 da vardir (Kaptanoglu 2013). Giines koruyucularinda, UV filtresi olarak kullanilan
nanopartikiiller titanyumdioksit (TiO2) ve ¢inkooksit (ZnO) tir . Bu bilesiklerin UV filtresi
olarak kullanilmasiin sebebi 15181 yansitmak ve dagitmaktir (Raj ve ark. 2012, Mu ve
Sprando 2010).
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Insan lenfosit hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, TiO; in sitotoksik ve genotoksik etkileri
farkli testler ile gosterilmistir. Uygulanan komet testi sonucu DNA da olusan hasari
gostererek bu nanopartikiiliin genotoksik oldugunu dogrulamaktadir, ek olarak tripan blue

ile uygulanan testte alinan sonuglar nanopartikiiliin sitotoksik etkilerini dogrulamaktadir

(Ghosh ve ark. 2010).

ZnO in genotoksik etkisi insan keratinositleri ile yapilan ¢alismada oksidatif stres kaynakli
oldugu disiiniilerek gosterilmistir (Sharma ve ark.2011). Ayrica bir bagka ¢alismada da
yine oksidatif stres kaynakli olarak ZnO in genotoksik etkilerinin yani sira, mitokondriyal
aktiviyeti bozdugu, hiicre morfolojisini degistirdigi hiicre i¢i homeostaziyi etkileyerek
hiicre oliimiine yol agtigi belirtilmistir (Kocbek ve ark. 2010). Toksikoloji ¢alismalari
nanomateryallerin santral sinir sistemi, bagisiklik sistemi ve akciger ilizerine cesitli yan

etkileri olabilecegini gostermistir.

Bir diger nanomateryal olan karbon siyahi ise makyaj iirlinlerinde renklendirici olarak
kullanilmaktadir. Fondotenler, eyelinerlar, farlar, maskaralar ve ojelerde bulunur.
Kozmetiklerde karbon siyahi konsantrasyonu %0,001 ile %10 oraninda degisir (ojelerde
%35, g6z makyaj iirlinlerinde %10 konsantrasyonda). Karbon siyahmin siganlarda ve
farelerde inhalasyon, dermal uygulama ve subkutan enjeksiyon seklinde uygulamalari
sonucunda karsinojenik olduklar1 saptanmis olmasi nedeniyle IARC tarafindan insanlarda

muhtemel karsinojenik olduklar: belirtilmistir (Caglar ve Saral 2014).

2.5. Oto-bronzlastiricilar

Bireylerin bronz cilde sahip olmak adina yaptiklar1 uygulamalarin basinda gilineslenme ve
solaryum uygulamalar1 gelmektedir. Dogal bronzlasma giineslenme ile saglanirken uygun
mevsim donemleri disinda elde edilen cilt rengi solaryum uygulamalari ile korunmaktadir.
Bu uygulamalar kisa siirede istenilen bronzlugun saglanamadigi ve ekonomik olmayan
uygulamalardir. Giineslenme siiresini kisaltmak adina farkli bitki yaglari gibi dogal

icerikler veya ¢esitli kozmetik tiriinler de kullanilmaktadir.
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Bronzlagma siirecinin en disiindiiriici kismi zararli 1sinlara tehlikeli dlgiide maruz
kalinmasidir. Yillar igerisinde yapilan ¢alismalar sayesinde UV 1sinlarina maruz kalmanin
ne denli riskli oldugunun fark edilmesi ile birlikte, UV 1sinlar1 ile herhangi bir sekilde
etkilesim olmadan bronzlagma saglayabilecek iirlinler kozmetikler igerisinde oldukca biiyiik
bir yer edinmeye baglamistir (Schmid ve ark. 2007). Kozmetik endiistrisinde {iretimi artan,
saglik endiseleri olmadan pratik bir sekilde wuygulanabilecek, diisiik maliyetli

bronzlastiricilarin kullanim1 yayginlasmaktadir.

Cancer Association of South Africa (CANSA) isbirligi ile yayinlanan ‘Fact Sheet and
Position Statement on Sunless Tanning’ te agiklandigi gibi sprey formda, krem ya da
losyon formda topikal olarak uygulanan, gilinessiz, kendi kendine bronzlagma, sahte
bronzlasma gibi farkli sekillerde tanimlanabilecek bronzluk saglayan iiriinlere ek olarak
ag1z yoluyla ya da enjeksiyon ile uygulanabilen tiriinler de mevcuttur. Bu tiir triinler oto-

bronzlagtiricilar veya oto-bronzanlar olarak adlandirilabilir (Herbst 2014).

Oto-bronzanlar kisaca su igerisinde ¢oziinebilen ve cilde uygulanmasimin hemen ardindan
renklenme olusturan boyalardir. Salt kozmetik beklentilerin yaninda, oto-bronzanlar
vitiligoya ve postinflamatuar pigment degisikligi gibi dermatolojik kokenli rahatsizliklara
sahip olan bireylerdeki renk farkliliklarmin kamuflajint saglamak amaci ile de
kullanilmaktadir (Rogers 2005). Oto-bronzanlar giineslenme ve solaryuma kiyasla oldukg¢a
diistik riskli oldugu kabul edilen, kolay uygulanabilen iirlinlerdir. Oto-bronzanlar viicudun
tercih edilen bolgelerine esit sekilde uygulanarak, uygulanan iiriin miktarma bagli olarak
dereceli ve dogal goriinen bronzluk saglamaktadir. Uygulama sirasinda, iriinleri tim
bolgelere esit sekilde uygulamak onemlidir. Dikkat edilmediginde farkli koyulukta bolgeler
olusmaktadir. Ozellikle bilekler, diz ve dirsekler, parmaklar gibi leke olusumunun kolay
oldugu bolgelere daha az miktarda iiriin kullanilmalidir. Tirnaklar ve saglar uygulama igin
uygun bolgeler olmadigindan, bu bolgelere uygulanmasi Onerilmemektedir. Uygulanan
bolgede yara, pullanma gibi herhangi bir hassasiyete sahip noktalar var ise bu noktalarda
fazla koyulasma dolayisiyla lekelenme goriilmesi muhtemel oldugundan dikkatli

olunmalidir (Draelos 2002).
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2.5.1 Oto-bronzlastirici Cesitleri

Cancer Association of South Africa (CANSA) isbirligi ile yaynlanan ‘Fact Sheet and
Position Statement on Sunless Tanning’ te yer verilen bronzlastirici iriinler pudralar,
spreyler, mumsu {riinler, mendiller, losyonlar, mendiller, tablet ve kapsiiller ile

enjeksiyonlardir (Herbst 2014).

2.5.1.1 Bronzlastirici Pudra, Sprey, Stick ve Mendiller

Sikistirllmis ya da gevsek toz formunda olabilen pudralar klasik makyaj iirlinleridir.
Spreyler, stickler ve mendiller de kozmetik amach kullanilan bagka bronzlastirict
formlardir. Bu {iriinler uygulandiklar1 bolgede cildin pigmentasyonunda herhangi bir
degisiklik yapmadan yiizeysel olarak aninda renklendirme i¢in kullanilmaktadir. Cesitli cilt
tonlarina gdre pigment yogunluklar1 degisiklik gostermektedir. Istege bagh miktarda
uygulanabilen bu kozmetiklerin igeriginde giines koruyucular bulunabilmekte ve boylelikle
giines hassasiyetini azaltabilmektedir. Oto-bronzanlarin kimyasal olarak olusturduklar
pigmentasyondan farkli olarak kozmetik tabanli bu iirlinler cilt iizerinde kaldig1 miiddetge
bronzluk saglamaktadir. Cilt ylizeyinden uzaklastirildiginda, cilt kendi rengine geri

donmektedir.

2.5.1.2 Bronzlastiric1 Tablet, Kapsiil ve Enjeksiyonlar

Bu {iriinler, yukarida bahsedilen tiirlerden farkli olarak ciltte kimyasal pigmentasyon ile
renk degisikligi saglamaktadir. Tablet ve kapsiiller hemen hemen ayni igerige sahip, oral
yol ile alinan ve uygulama sonrasinda belirli bir bolgeyi hedefleyemeyen ve viicudun her
noktasinda turuncudan kahverengiye renk degisikligine neden olan iriinlerdir. FDA
tarafindan onaylanmamis olan bu bronzanlar bir¢cok yan etkiye sahiptir. Enjeksiyonlar ise
sentetik bir hormon olan melatoninin deri altina verilmesi ile renk degisikligine neden

olmaktadir. Kullanim1 tamamen izinsiz ve yasadisi olan bronzanlardir (Rogers 2005).
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2.5.2 Oto-bronzlastirici icerikleri ve Bilinen Zararh Etkileri

Kimyasal olarak ciltte melanin pigmenti iiretimini arttirarak bronzluk olusturan oto-
bronzanlarin igeriklerinde farkli maddeler bulunabilmektedir. Bu maddeler tirozin, 5-

methoxypsoralen, karotenoid kantaksantin ve dihidroksiasetondur.

Tirozin, bronzan hap ve kapsiillerin igeriginde bulunmaktadir, melanin stimiilant hormon
aktivitesini artirarak melanin Giretimini hizlandirmaktadir (Schwahn ve ark. 2001). Melanin
olusumuna melanogenez adi verilmektedir. Tirozin, tirozinaz tarafindan katalizlenerek
dihidroksifenilalanine sonra da depokinona doniismektedir. Bu maddeler sonraki
tepkimeler ile eumelanin ve feomelanine doniisiir. Melanogenez sirasinda meydana gelen
reaksiyonlar sirasinda olusan ara iiriinlerin bircogunun yiiksek redoks toksisitesine sahip
olmasindan dolayr melanin hiicrede korumali bir bi¢cimde iiretilmektedir (Ohbayashi ve
Fukuda 2022). Melanogenezin kontrolsiiz bir bigimde artis1 melanom olusumuna sebep
olabilmektedir. Tirozin igerikli bronzan iiriinlerin FDA onay1 bulunmamaktadir (Rogers

2005).

5-methoxypsoralen (5-MOP) bronzanlarda kullanilan bergamotun (Citrus bergamia)
ekstraktinda bulunan bir bilesiktir. Bu bilesik melanin olusumunu artirmaktadir. Bir vakada
bergamot yagi kullanimmin ardindan gilines 1sinlarina maruz kalinmasi sonucu ciltte
kabarcik olusumu ile sonuglanan dermatit bildirilmistir. Aynm1 ¢alismada, aromaterapi yagi
olarak kullanilan bergamot sonrasinda ikinci derece yanik olusumu bildirilmistir. Bu
hasarlarin, 5-MOP bilesiginin cilde uygulanmasi ile UV hassasiyetini artirmasi sonucu, ve
melanogenezi indiikklemesi sebebiyle bilesigin fototoksik ve kanserojen 6zellikte oldugu
bildirilmistir (Clark ve Wilkinson 1998). Kantaksantin aslinda bir karotenoiddir ve ilk kesfi
chanterelle mantarinda (Cantherellus cinnabarinus) yapilmistir. Bu mantar disinda, bazi
bitkiler ve bakterilerde de dogal olarak bulunabilmektedir. Ayrica yapay bicimde
sentezlenebilen bir bilesiktir. Karotenoid kantaksantin de diger bilesenler gibi melanin
tiretimini artirmasi ile bronzan igeriginde kullanilmaktadir. Bu bilesik daha cok tablet

seklinde olan bronzanlarda bulunmaktadir ve kozmetik veya vitiligo gibi hastaliklar1 oldugu
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icin bu tabletleri kullanan kisilerde {irtiker, aplastik anemi, retinopati ve hatta hepatit
bulgular bildirilmistir (Gupta ve ark. 1985, Rogers 2005). Bir diger oto-bronzan bilesigi

olan dihidroksiaseton bu ¢alismada kullanilmis olup ayr1 bir baglik altinda incelenmistir.

2.6 Dihidroksiaseton (DHA)

Dihidroksiaseton ilk olarak tadi sebebiyle diyabet tedavisinde glikoz yerine kullanilmistir
1920 li yillarda diyabet hastasi olan kisilerce tatlandirici olarak kullanilmasi sirasinda
¢ignendikten sonra, kisilerin tlikiirtigiiniin ciltlerinde lekelere sebep olmasi bunun yaninda
agizda veya kiyafetlerde herhangi bir renk degisikligine sebep olmamasindan dolay1
kullanim1 konusunda tereddiitler olusmustur. 1950 1i yillarda giinessiz bronzlasma {iriinleri

olarak ortaya ¢ikmasina kadar kullanilmamistir (Draelos 2002).

Dihidroksiaseton hayvanlar ve yiiksek yapili bitkilerde glikoliz ve fotosentez gibi enerji
tretimi icin gerceklesen karbonhidrat metabolizmalarinda goriilen 3 karbonlu seker
molekilidiir (Curtis ve ark.2006). Tatli tadindan dolayr gida endiistrisinde tatlandirict
olarak ve emiilgator ya da plastiklestirici olarak kullanilmasinin yaninda kozmetikte 1s18a
ithtiya¢ olmadan bronzlasma saglayan losyon igeriklerinde, medikal olarak vitiligo tedavisi
ve kanama durdurucu biyomateryallerde kullanilmaktadir (Cichowska ve ark. 2019).
Bronzlastiric1 olarak kullaniminin kesfinden once seker komasinin tedavi siirecinde
diyabetli bireylere glikoza alternatif olarak kullanilmistir. Sedef hastalarina uygulanan

fotokemoterapi tedavilerinde de kullanilmistir (Curtis ve ark.2006).

Uzun yillardir bronzlastirict olarak kullanilan DHA, ABD Gida ve ilag Dairesi tarafindan
1973 yilinda kozmetik igeriklerinde bulunan renklendirme amagli kullanilan katki maddesi
olarak kabul edilmistir (Petersen ve ark. 2004). Sivi, krem, losyon ya da kopiik formunda
olabilen bu kozmetik iiriinlerinin iceriginde %3 ila %5 oraninda DHA bulunmaktadir. Elde

edinlen bronzluk miktari, DHA igerigine gore degisebilmektedir (Curtis ve ark. 2006).
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Bahsedilen bu bronzlagsma {iriinleri, kisa bir siire igerisinde, gilines 1sinlarinin hasar
olusturma riski olmaksizin, iiriin formiilasyonuna gére 3-10 giin siire ile kalabilen bronzluk
saglamaktadir (Ciriminna ve ark. 2018). Stratum corneumdaki esmerlesmis keratinli
hiicreler ylizeyden dokiildiikten sonra, melanoidinler de uzaklagmis olacag icin cilt rengi

normale doner (Sun ve ark. 2021).

2.6.1 Maillard Reaksiyonu

Glines 15181na ihtiya¢ duyulmadan bronzluk saglayan kozmetiklerin igerigindeki ana bilesen
DHA, uygulandiginda cildin ylizey yapisindaki protein ve aminoasitler ile etkilesime
girerek dogal olarak melanin ile saglanan bronzlasmaya Oykiinebilen melanoidinleri
meydana getirir (Amano ve ark. 2020). Melanoidinler, Maillard reaksiyonu sirasinda
tiretilirler. Enzimatik olmayan Maillard reaksiyonu, indirgeme 6zelliginde olan sekerler ile
serbest amino grubu barindiran amin, aminoasit ve proteinler gibi yapilar arasinda

gerceklesen esmerlesme reaksiyonu seklinde tanimlanabilir (Shipar 2006).

Maillard reaksiyonu ile melanoidin olusumu cildin stratum corneum denilen en {ist
yiizeyindeki keratinli hiicrelerin bulundugu tabakada a-keratin kaynakli serbest
aminoasitler ile DHA nin reaksiyonu sonucunda gergeklesir. Bu olusumun sematik

gosterimi sekil 2.7 de verilmistir (Sun ve ark. 2021).

i Rearrangement
pDHA Condensation
NHR # N\ o NHR
|0| //;\\\ H: l H:; H: TRHZ /\ " | H-': //’,
HOH,C—C—CH,OH HO—-C —(ll—C —-OH HO-C -C-C -OH H‘C-Cl-C -OH " /'l/‘_"
hift base y By %
‘ OH v SR ) (”L‘_\l\r:‘ph‘dlkll . % )

: Y v Y
: Dehydration \9(.0 %, %,
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Maillard Reaction
— SN, Stratum Comeum *~

Epidermis

Sekil 2.7. Ciltte maillard reaksiyonu (Sun ve ark. 2021)
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Indirgeyici sekerler ile epirdermis ve iist yiizeydeki stratum corneumdaki hiicresel
bilesenler ve aminoasitler arasinda meydana gelen reaksiyonlarin baglangic asamalarinda,
ketoamin adi verilen bilesikler meydana gelir. Bu ketoaminler Amadori {iriinleridir.
Amadori iirtinleri girdigi cesitli reaksiyonlar serbest radikal olusumuna neden olmaktadir.
Olusan serbest radikaller oksidatif hasarlarin meydana gelmesinde etkilidir (Jung ve ark.
2008).

Reaksiyon basamaklarinin devaminda, glikasyon olarak adlandirilan amino-karbonil
reaksiyonlar1 sonucunda kompleks yapili Ileri glikasyon fdiriinleri (AGEs) ortaya
¢ikmaktadir. Amadori iiriinleri ve AGE proteinlerinin olusumu sematik olarak sekil 2.8 de
verilmistir. Ileri glikasyon iiriinlerinin kimyasal yolaklar1 sirasinda reaktif ara maddeler
meydana gelir. Bu reaktifler arasinda reaktif oksijen tiirleri (ROS) de bulunmaktadir (Yildiz
2020, Perer ve ark. 2020).

NH, ‘ ‘ ’

NH NH N
0 o | O ¢
\e? CH - - o
> PN ’ - | N \( D)
(CHOM), {CHOH), co O/é - 5
| \=
CH,OH CH,OM (CHOH),
CH,OM ‘
B protesn
e Scht Amacon AGE.
Phucose base compound protein

Sekil 2.8. Maillard reaksiyonu iiriinleri (Jung ve ark. 2008)

Viicutta fizyolojik bir {iriin olarak ortaya ¢iktig1 i¢in, DHA molekiiliiniin toksik 6zellik
gosterebilecegi diisiiniilmemistir. DHA nin ne sekilde toksik olabilecegine bakildiginda,
melanoidinlerin olusumu sirasinda gergeklesen bu reaksiyonlarin ara ve son irtinlerinin yol
actig1 hasarlar ve bozukluklar akla gelmektedir. Maillard reaksiyonu ve iiriinleri sebebiyle

toksik olma potansiyeli diisiiniilerek yapilan cesitli ¢aligmalarda DHA nin toksik 6zellik
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gosterdigi ve gostermedigi orneklemeler mevcuttur. Bir ¢aligmada DHA kaynakli kontakt
dermatit varlig1 belirtilmis, bir baska ¢alismada ise mutajenik etki yaptig1 gosterilmistir. Ek
olarak keratinosit ile c¢alisildiZinda DNA da hasar olusturdugu, hiicre dongiisiinde
bozukluklar meydana getirdigi ve apoptotik yolaklar1 indiikledigi saptanmustir (Curtis ve
ark. 2006).

Farkli dozlar ve farkli siireler ile DHA ya maruz birakilan insan keratinositleri (HaCaT) ile
yapilan bir calismada, siire ve doz ile dogru orantili olarak hiicre dongiisii blokaj1 ile
apoptozun indiiklendigi ve hiicre boliinmesi ile hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi

belirlenmistir (Petersen ve ark. 2004).

Petersen ve ark. (2004) tarafindan yapilan caligmay1 destekleyen nitelikteki bir baska
calismada da insan  Keratinositleri (HaCaT) kullamilmistir. Bu ¢alismada da DHA
konsantrasyonuna bagli olarak hiicre canliliginda ve proliferasyonunda 6nemli Slgiide
azalma gozlenmistir. Bu sonucun alinmasindaki etkenin, belirli bir siire hiicrelerin DHA ya
maruziyeti sonrasinda oksidatif stres ve DNA tamir mekanizmalarinin gen
ekspresyonlarinin regiilasyonlarinda degisim gozlenmistir (Perer ve ark. 2020). Dolayli
olarak toksisite gostermesi ve yeterli ¢alisma bulunmamasi 1s1ginda FDA tarafindan DHA
nin kozmetiklerde kullanimi, topikal kullanim disinda (dudaklar ya da g6z bolgesinde
kullanimi) sinirlandirilmis durumdadir (Fu ve ark. 2004). DHA nin neden oldugu

regiilasyon degisikligi sematik olarak Sekil 2.9 da verilmistir.
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DHA |

4
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Oxidative Stress DNA Repair Cell Cycle
Up-regulated  Up-regulated Up-regulated
HSPA1A XRCC2 Cyclin A2
HSPA6 ERCC3 Cyclin B1
HSPD1 SIRT1
IL-6
DDIT3
EGR1

Sekil 2.9. DHA gen regiilasyon semasi (Mehta ve ark. 2021)

Tez calismamizda diinyada yaygin olarak kullanilan dihidroksiasetonun olasi sitotoksik ve
genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaci ile, fare deri fibroblast L929 hiicre hatinda XTT
ve klonojenik hiicre canlilik testleri ile komet DNA hasar testi, ROS oksidatif hasar testi ve

Annexin-V canlilik testleri uygulanmistir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullamilan Ekipman ve Sarf Malzemeler

Tez ¢alismasinda kullaninal ekipmanlar Cizelge 3.1’ de ve sarf malzemeler ise Cizelge 3.2’

de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan ekipmanlar

Ekipman Marka/Model
Sogutmali santrifiij SIGMA-2-16PK
Laminar akim kabini BERNER

Hassas terazi

SHIMADZU-AUW220D

Kaba terazi

RADWAG-WTB2000

Pastor firini

ELEKTRO.MAG-M3025P

Invert mikroskop

SOIF

Floresan mikroskop

NIKON-ECLIPSE 80i

Isik mikroskobu

NIKON-ECLIPSE E100

Komet yazilimi

KAMERAM 21

Elektroforez gii¢ kaynagi

PEQLAB-REQPOWER 300

Elektroforez tanki

CLEAVER SCIENTIFIC

Mikroplaka okuyucu

BIO TEK, ELx800 U.S.A

Azot tanki INT. CRYOGENICS - IC 20R
Ph metre HANNA — HI 221

+4 buzdolab1 REGAL

Manyetik Karistirict ISOTEX

-20 derin dondurucu ALASKA — ADF 06 V

-80 derin dondurucu ELCOLD

Karistirici-1sitici M TOPS MS300HS

Hiicre sayim cihazi CEDEX XS
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan ekipmanlar (devam)

Distile su cihazi

MP MINI PURE - DEST UP

Su banyosu

NUVEBATH NBS

Fluoroskan  Ascent

FL

Florometre ve Liminometre

Mikroplaka

THERMO SCIENTIFIC

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzeme

Firma/ Katalog No

Serolojik pipet COSTAR

Serolojik pipet tabancasi BIOHIT-MIDI PLUS/Dragon Med Levo
plus

Steril 15 ml’ lik tiipler ISOLAB

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

NEST BIOTECHNOLOGY

RPMI-1640 (500 ml)

PAN BIOTECH/ P04-22100

Penisilin-Streptomisin

SIGMA/ P0781

I-Glutamin (100 ml)

SIGMA/ RNBB4386

Fetal-Bovine serum

PAN BIOTECH/ P30-1985

Sodyum piriivat (100 ml)

PAN BIOTECH/ P04-43100

EDTA disodium salt

CARLO ERBA/ 303201

DPBS PAN BIOTECH/ P04-36500
Etanol MERCK

NaCl MERCK/ 7647-14-5

NaOH SIGMA/S8045-1 KG

Triton X-100 GERBUY/ 34021300

Lowmelting agaroz

SIGMA/ A9414-25 G

Normal agaroz

SIGMA/ A9539-100 G

DMSO

MERCK/ K39661843

Tripsin-EDTA

GIBCO/ 1304898

DCFH-DA (ROS Kit)

CELL BIOLABS’Oxiselect™/ 59342021

Hiicre proliferasyon Kkiti

BIOLOGICAL INDUSTRIES/ 1548576
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3.2 Kullanilan Hiicre Hatt

Bu tez calismasinda, 1.929 fare fibroblast hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicre hatlari, baslik
3.3.1 de aciklandi@1 sekilde hazirlanan besiyeri icerisinde, 75 ve 25 cm? lik flasklarda 37 °C

ve %5 CO, ortama sahip inkiibatorde kiiltiir edilmistir.

3.2.1 Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

Hiicreler yeterli biiyiikliige ve flask igerisinde yeterli doluluk oranina ulastifinda besiyeri
aspirasyon ile uzaklastirilir. Hiicreler flask tabaninda tutunmus halde bulunduklarindan
aspirasyondan etklenmemektedir. Besiyeri uzaklastirildan sonra Phosphate Buffered Saline
(PBS) kullanilarak yikanarak, PBS aspire edilir. Yikama isleminin ardindan, tutunmus
haldeki hiicrelerin flask tabanindan ayrilmalarin1 saglamak iizere flaska tripsin eklenir,
yaklagik 3 dakika inkiibator icerisinde bekletilir. Siire sonunda flask mikroskopta kontrol
edilir, hiicreler ylizeyde goriiniiyorsa, tripsin ile ayn1 miktarda besiyeri eklenmesi ile tripsin
reaksiyonu durdurulur. Flask igerigi 15 ml lik falcon tiiplere aktarilir. 5 dakika siire ile +4
°C, 2500 rpm de santrifiijlenir. Islem sonunda siipernatant tiipten uzaklastirilir. Hiicrelerin
pipetajlanarak silispanse olmasi saglanir. Hazirlanan hiicre siispansiyonundan yeterli

miktarda hiicre, besiyeri eklenmis yeni flasklara aktarilir.

3.3 Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1 Besiyerinin Hazirlanmasi

Olusturulmak istenen hiicre kiiltlirline uygun besiyeri igerigi hiicrenin kaynagina, tipine,
adaptasyon yetenegine ve besin ihtiyacina gore belirlenir. Bu calismada kullanilan 1.929
hiicre hattina uygun besiyeri; 500 ml EMEM medyum igerisine 6 ml penisilin-streptomisin,
60 ml fetal bovine serum, 6 ml NEAA (nonesansiyel aminoasit) ve 3 ml L-glutamin

eklenmesi ile hazirlanmistir.
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3.3.2 Hidrojenperoksit (H202) Hazirlanmasi

%35 lik ana stoktan aliman 6,318 pl H2O2, 4993,682 ul distile edilmis su ile 5 ml ye

tamamlanarak yeni stok ¢ozelti hazirlanmustir.

3.4 Kullanilan Madde

Molekiil agirligi 90,08 g/mol olan dihidroksiaseton, graniiler parcaciklar igerebilen, kristal
yapili beyaz pudra seklinde fiziksel yapiya sahiptir. Kimyasal kimligi Cizelge 3.3’ de
molekiiler yapisinin sematik gosterimi Sekil 3.1° de verildigi gibidir (Directorate-General
for Health&Consumers, SCCS 2010).

Cizelge 3.3. DHA nin kimyasal kimligi

INCI Adi Dihydroxyacetone

Kimyasal Adi 1,2-Dihydroxy-2-propanone

Ticari Adlar 1,3-Dihydroxydimethyl ketone / Propane-1,3-diol-
2-one / DHA

CAS Numarast 96-26-4

EC Numarast 202-494-5

Kimyasal Formiilii C3HeO3
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CH, CH,

HO OH

Sekil 3.1. DHA nin kimyasal yapisinin sematik gosterimi

Bu calismada DHA farkli konsantrasyonlarda kullanilmak iizere besiyerinde ¢oziilerek
hazirlanmistir. L1929 fare fibroblast hiicre hattinda sitotoksisite belirlenmesi adina XTT testi
ile Klonojenik testler uygulanmistir. DHA’ nin genotoksik etkileri de komet testi ile
arastirilmistir. Hiicre 6liim mekanizmalarinin belirlenebilmesi adina Annexin-V protokolii
uygulanmistir. Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin olusumda DHA nin etkisinin arastirilmast

ise ROS ol¢timii ile gerceklestirilmistir.

3.5 XTT Testi

XTT testi, canli hiicrelerin metabolik aktivitesi ile XTT ajaninin suda ¢6ziinebilen
formazan firlinlerine doniismesi sonucu olusturdugu renk farkliliklarinin mikroplaka
okuyucuda belirlenmesine dayanir. Bu test ile hiicre canlihigi (viabilite) ol¢lilmektedir

(Loures ve Levitz 2016).

3.5.1 XTT Test Protokolii

Hiicreler, 1 hafta siiresince 75 cm2 lik flasklarda biyiitiilmiistiir. Flasklarin doluluk orani
%80 e ulastiginda pasajlanmis ve 96 kuyucugu olan platelere aktarilmistir. Her kuyucuga
L929 hiicre hattindan 5x10° hiicre eklenmistir. 37 °C ve %5 CO, ortama sahip inkiibatorde
24 saat siire ile inkiibasyona birakilmis, siire sonunda yeni besiyeri eklenmis ve 125 pg/mL,

250 pg/mL, 500 pg/mL, 750 pg/mL, 1250 pg/mL, 2000 ug/mL, 3250 pg/mL, 5000 pg/mL,
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6000 pg/mL, 7500 pg/mL konsantrasyon ile 24 saat boyunca muamele edilmistir. Ardindan
kuyucuklara PBS 1i yikama yapilarak, 100 pL besiyeri ve aktive XTT soliisyonu
eklendikten sonra 3 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
mikroplaka okuyucu kullanilarak 450 nm’de absorbans Ol¢limii yapilmistir. Blankler
cikarilarak (1-A muamele grubu / A kontrol) x100 formiilii ile hesaplama sonrasi
proliferasyon egrisi ¢izilmistir. Proliferasyon egrisi dogrultusunda 1.929 ICs
konsantrasyonu belirlenmistir. Kullanilan kimyasallar deneyin hemen 6ncesinde 37 °C de

eritilmistir.

XTT soliisyon A ya 1:50 hacim oraninda elektron baglama soliisyonu eklenerek XTT
Olctim soliisyonu hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plate i¢in gerekli 5000 pL. XTT soliisyonu
icin 10 pL aktive edici ajan gerekmektedir.

3.6 Klonojenik Test

Klonojenik test, kesfedildigi donemlerde radyasyona maruz kalan hiicrelerin maruziyet
sonucu durumlarint incelemek {izere kullanilmistir (Rafehi ve ark. 2011). Hiicrelerin
tiremeye dayali sekilde koloni olusturabilme yeteneklerinin 6l¢iilmesine dayanan sitotoksik

bir test yontemidir (Brix ve ark. 2020).

3.6.1 Klonojenik Test Protokolii

T75 flaskta ve %80 konfluent olan flasklara pasajlanan hiicreler sonrasinda toplanarak
+4°C’de 2500 rpm’de santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda supernatant kismi atilarak
hiicreler siispanse edilmistir. Hiicre sayim cihazi kullanilarak toplam hiicre sayisi
belirlenmistir. Belirlenen sayida hiicre, deney gruplar sayis1 kadar T25 flaska ekilmistir.
T25 flasklarda bulunan hiicreler %80 doluluk oranina ulastiginda DHA i¢in kontrol grubu,
ICé,25, 1C1255, 1C25, ICs0 konsantrasyonlarinda dozlama yapilmistir. 24 saat gegtikten sonra
hiicreler pasajlanmis ve 15 mL’lik tiiplere aktarilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda

siipernatant kismi atilmig, hiicrelerin silispanse edilmesinden sonra canli hiicreler
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sayllmistir. Hiicre sayimi sonrasinda 60 mm lik petrilere 500° er hiicre olacak sekilde ekim
yapilmistir. Hiicre ekimi tamamlanan petriler 37 °C ve %5 CO, ortama sahip inkiibatdrde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi, petrilerin her giin invert mikroskopta kontrol
edilmesi ve belirli bir koloni biiyiikliigiine ulasmasinin saptanmasina kadardir. Inkiibasyon
siiresi sonunda kristal viyole ile boyanmis, her bir petride olusmus koloniler sayilarak tablo
olusturulmus ve asagida verilen formiil kullanilarak ylizde yasayabilirlik orani, kullanilan

maddenin sitotoksisitesi hesaplanmustir.

) . Petri basina disen ortalama koloni sayist
Canlilik(sitotoksisite) = — - - x 100
Kontrol petrisindeki ortalama koloni sayist

3.7 Komet Testi

Komet testi DNA da meydana gelen hasar1 ve olusan hasarin onarim durumunu incelemeye
yarayan bir genetoksisite testidir DNA da meydana gelen zincir kiriklart tamir
mekanizmalar tarafindan tamir edilemediginde, DNA molekiilleri elektroforez sayesinde
hiicrenin ¢ekirdeginden uzaklasarak kuyrukli yildiz goriintiisii olusturacak bicimde goc
ederler. Kuyruk uzunlugu DNA da meydana gelen hasar hakkinda bilgi sahibi olmay1
saglamaktadir (Olive ve Banath 2006).

3.7.1 Komet Test Protokolii

L.929 hiicre hattinin bulundugu 75 cm? lik flasktan 25 cm? lik flasklara pasajlanan hiicreler
37 °C ve %5 CO, ortama sahip inkiibatérde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda hiicreler biiyiime kontrol, pozitif kontrol gruplari ile DHA i¢in IC125, 1C2s, 1Cso
konsantrasyonlarinda dozlanarak 24 saat siire ile bekletilmistir. Belirlenen siire sonunda
flask tabaninda konfluente olan hiicreler tripsin eklenerek kaldirilarak santrifiijlenmistir.
Santrifiijleme isleminden sonraki adimlarin soguk soliisyonlar kullanilarak karanlik

ortamda gerceklestirilmesine dikkat edilmistir. Siipernatant kismi tiipten aspire edilmis,
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kalan kisim 1 ml PBS eklenerek seyreltilmis ve pipetajlanarak karismasi saglanmistir.

37 °C ye ayarlanmis su banyonu igerisine, 250 pul LMA eklenen eppendorf tiipler
yerlestirilmistir. 100 pl hiicre pelleti hazir eppendorflara aktarilarak pipetaj yontemiyle
karistirilmistir. Tyice karistirilan hiicre-jel siispansiyonundan 80 ul lik miktarlar ¢ekilerek
test protokoliinden 1 giin 6nce low melting agaroz ile kaplanarak hazir hale getirilmis
lamlara yayilmistir. Lamlar 15 dakika siiresince +4°C de bekletilmistir. Uzerlerine
kapatilan lameller dikkatlice kaldirilarak lizis soliisyonu hazirlanmis ve folyo ile sarilarak
karanlik bir ortam haline getirilmis saleler igerisine yerlestirilmis ve 24 saat siire ile +4°C

de bekletilmistir.

Bekleme siiresi sonlandiginda lamlar elektroforez tankina yerlestirilerek, elektroforez
tamponu igerisinde 30 dakika bekletilmistir. 30 dakika sonunda 500mA, 25V akim ile
yiirlitme iglemi baglatilmistir. Yiiriitme islemi sonrasi tanktan alinan lamlar nétralizasyon
tamponu ile 5 dakika boyunca karanlikta notralize edilmistir. Soguk distile su kullanilarak
yikanan lamlar kurulanip fikse edilmek tizere 5 dakika saf etanolde bekletilmistir. Floresan
mikroskopta incelemeye hazir hale getirebilmek i¢in konsantrasyonu 20 ug/ml olan EtBr
den 0,2 ml ¢ekilmis ve lamlara damlatilmistir. Lameller ile kapatilan lamlarin mikroskobik
incelemeleri, her lamdan 100 hiicre sayilarak, komet sayim programinda komet ve kuyruk

uzunluklari ile kuyruk moment uzunluklar1 degerlendirilerek yapilmistir.

3.8 ROS Testi

DHA’ nin hiicre i¢i ROS olusumuna etkisi DCF-DA (2°,7’-dichlorofluorescein diacetate)
maddesinin RPMI medyumda c¢oziilerek degerlendirilmistir. DCF-DA boyast floresan
ozellikte degildir. Hiicreye difilize olarak girer ve hiicresel esterazlar ile DCFH’ a hidrolize
olur. DCFH, ROS varliginda hizla okside olarak yiiksek oranda floresan etkiye sahip olan
2’,7’-dichlorodihydrofluorescein (DCF) e doniismektedir.
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3.8.1 ROS Testi Protokolii

75 cm? lik flasklarda iiretilen 1.929 hiicre hattt 96 kuyucuklu syah platelere ¢ift tekrarl
olacak sekilde ekilmis ve 24 saat siire ile 37 °C ve %5 CO, ortama sahip inkiibatorde

inkiibasyona birakilmigtir.

Besiyeri uzaklastirilip, PBS ile iki kez yikanmistir. Sonraki adimda hiicrelere 0,5 mM
DCFH-DA stok c¢ozeltisin RPMI’da ¢6ziilmesi ile hazirlanan. 1X DCFH-DA/Besiyeri
cozeltisinden 1:9 seyreltme ile tiim kuyucuklara 100 pl eklenerek 37 °C ve %5 CO, sartlar
altinda inkiibe edilmistir. 120 dakikalik inkiibasyon sona erdikten sonra DCFH-DA
yiikklenmig olan hiicrelerin bulundugu kuyucuklar PBS ile 2 kez yikanarak ortamdan
DCFH-DA uzaklastirilmistir.

Yikli hiicreler, XTT ile belirlenen IC12,5, 1C25, IC50, IC75 ve IC90 DHA dozlan ile 2
saat siiresince dozlanmistir. Pozitif kontol igin H202’ nin 1C50 konsatrasyonu
kullanilmistir. Siire bitiminde plateler 480nm/530 nm florometrik plaka okuyucuda 24
saatlik belirlenen araliklarda okutulmustur. Okuma sonuglarinda RFU (relative

fluorescence units) degerleri ROS olusum potansiyelini yansitmistir.

3.9 Annexin-V Testi

Kontrollii hiicre 6liimii, hiicre homeostazisi ve organizmanin canliliini siirdiirebilmesi i¢in
olduk¢a Onemli ve gereklidir. Apoptozis denilen bu hiicre 6lim mekanizmasinda
bozukluklar meydana geldiginde kanserlesme ve bircok norodejeneratif hastaliklar ortaya
cikar (Kupcho ve ark. 2018). DHA maruziyeti sonucu meydana gelen hiicre 6liimlerinin
apoptotik olup olmadigini saptayabilmek i¢in Muse Annexin-V & Dead Cell kit (Millipore,

Almanya) kullanilmistir.
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3.9.1 Annexin-V Test Protokolii

Muse Annexin-V & Dead Cell Kiti temel olarak, hiicrelerde bulunan molekiillerin Annexin-
V ve 7-AAD (7-Aminoactinomycin D) ile isaretlenmesi sonucu, molekiillerin floresans
sekilde saptanmasidir. Bu islem sonucu hiicrelerin erken ve ge¢ apoptotik olarak

belirlenmesi saglanir.

Hiicreler 25 m?’ lik flasklara 25000 hiicre/flask oraninda ekilmistir. Flasklar 24 saat
stiresince 37 °C ve %5 CO, ortama sahip inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda hiicreler 24 saat boyunca, XTT testi sonucu belirlenen IC125, 1C2s, I1Cso, IC75 Ve
ICg0 konsantrasyonlarinda dozlanmistir. Dozlama sonrasinda, herbir gruptan 500 hiicre/ pL
oraninda siispanse edilerek, olusan siispansiyondan 1:1 oraninda Annexin V & Dead Cell
Assay kit ¢ozeltisi ile karistirilarak 30 dakike siire ile oda sicakliginda karanlik bir ortam
olusturularak beklemeye alinmistir. Muse Cell Muse® Cell Analyzer (Millipore, Almanya)
ile canliligint siirdiiren hiicreler ile birlikte erken apoptotik hiicreler, ge¢ apoptotik hiicreler

ve Olil hiicrelerin ylizdeleri saptanmustir.

Istatistik Analiz

Bu tez calismasinda tiim deneyler en az ii¢ bagimsiz tekrar olarak gerceklestirilmistir.
Sonuglarda bu verilerin ortalama degerleri ve standart hata degerleri verilmistir. Elde edilen
verilerin istatistiksel analizleri SPSS 22 paket programiyla gergeklestirilmistir. Analizlerde
One way ANOVA ardindan Tukey, Tamhane veya Mann Whitney U testlerinden uygun
olanlar verilerin normal daglim gosterip gostermemesine ve/veya varyanslarin
homojenligine bagl olarak segilerek uygulanmis, her deneyin bulgularinda sonuglara yer

verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 XTT Testi Bulgular:

L929 hiicre hatt1 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 750 pg/mL, 1250 pg/mL, 2000
pug/mL, 3250 pg/mL, 5000 pg/mL, 6000 ug/mL, 7500 pg/mL konsantrasyonlarinda 24 saat
stire ile dozlanmis ve Sekil 4.1° de verilen 1Cso degeri 3267 pg/mL olarak belirlenmistir.

L1929 Hiicre Hatt1
120

100

8

6

4

| 11
0 [

750 1250 2000 2500 3250 5000 6000 7500

% Canlilik

o

-20
Dihidroksiaseton Konsantrasyonlari (pug/ml)

Sekil 4.1. 1929 hiicre hattinda uygulanan dozlar sonucu bulunan ICso degeri

4.2 Klonojenik Test Bulgular

L929 hiicre hattinda 408 pg/mL, 816 upg/mL, 1633 pg/mL, 3267 pg/mL
konsantrasyonlarinda yapilan dozlama sonucunda canlilik oranlar1 saptanmis ve Sekil 4.2’
de gosterilmistir. Bu test sonucunda dozlara bagh olarak koloni olusumunda belirgin bir

azalis izlenmistir.
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Sekil 4.2. Farkli DHA dozlari ile muamele edilen 1.929 hiicrelerinde klonojenik test ile
saptanan canlilik oranlari

4.3 Komet Testi Bulgular:

Komet testinde kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA ve Olive kuyruk momenti (OTM)
parametreleri degerlendirilmistir. Elde edilen verilerin istatistik analizi SPSS22 kullanilarak

yapilmustir.

4.3.1 Kuyruk Uzunlugu Bulgular

L929 hiicre hattinin, farkli konsantrasyonlarda dihidroksiaseton ile 24 saat boyunca
muamele edilmistir. Uygulanan IC125, 1C25, ICs0 konsantrasyonlarinda kuyruk uzunluklar
sirastyla; 15,8916 + 2,028851 pm, 30,00438 + 2,982061 pm, 62,71508 + 4,277578 um
olarak saptanmistir. Ek olarak kontrol gruplarinda biiylime kontrol (BK) i¢in 6,93001 +
0,234072 um ve pozitif kontrol (PK) i¢in 25,51678 + 2,81541 um olarak hesaplanmistir.

Gruplar arasinda Mann-Whitney U testi kullanilarak karsilagtirmalar yapilmistir.
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Analiz sonucunda kontrol gruplari ile IC125 dozu arasinda (p < 0,01**), IC2s dozu arasinda
(p < 0,001***) ve ICso dozu arasinda (p < 0,001***) anlaml1 farklilik oldugu belirlenmistir.

Elde edilen sonuclar Sekil 4.3 te verilmistir.

1929 Hiicre Hatt1

%k k%
* %k ¥
, N .
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Sekil 4.3. Komet testi ile belirlenen kuyruk uzunluklar

4.3.2 Kuyruk % DNA Bulgulan

L929 hiicre hattinin, farkli konsantrasyonlarda dihidroksiaseton ile 24 saat boyunca
muamele edilmistir. Uygulanan 1C125, IC2s, 1Cso konsantrasyonlarinda elde edilen kuyruk
% DNA degerleri sirastyla; 11,40449 + 1,46695 pm, 23,36795 + 2,19770 um, 50,69072 +
2,65486 um olarak saptanmistir. Ek olarak kontrol gruplarinda biiylime kontrol (BK) igin
10,02923 + 0,64535 um ve pozitif kontrol (PK) i¢in 17,6425 + 2,08996 um olarak
hesaplanmistir. Gruplar arasinda Mann-Whitney U testi kullanilarak karsilagtirmalar
yapilmistir. Analiz sonucunda kontrol gruplari ile IC2s dozu arasinda (p < 0,001%**) ve
ICs0 dozu arasinda (p < 0,001***) anlamli farklilik oldugu belirlenmistir. Elde edilen

sonuclar Sekil 4.4 te verilmistir.
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Sekil 4.4. Komet testi ile belirlenen kuyruk % DNA bulgulari

4.3.3 Olive Kuyruk Momenti Bulgulari

L929 hiicre hattinin, farkli konsantrasyonlarda dihidroksiaseton ile 24 saat boyunca
muamele edilmistir. Uygulanan 1C125, 1C2s5, 1Cso konsantrasyonlarinda elde edilen olive
kuyruk momenti degerleri sirasiyla 3,39206 + 0,79702 pum, 8,54212 + 1,369017 pum,
25,79738 + 2,075285 pum olarak saptanmistir. Ek olarak kontrol gruplarinda biiyiime
kontrol (BK) i¢in 1,33515 £ 0,083262 um ve pozitif kontrol (PK) i¢in 6,81338 + 1,104332
um olarak hesaplanmistir. Gruplar arasinda Mann-Whitney U testi kullanilarak
karsilagtirmalar yapilmistir. Analiz sonucunda kontrol gruplari ile IC2s dozu arasinda (p <

0,001***) ve ICso dozu arasinda (p < 0,001***) anlaml farklilik oldugu belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar Sekil 4.5 te verilmistir.
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Sekil 4.5. Komet testi ile belirlenen OTM bulgular:

4.4 ROS Testi Bulgular:

1.929 hiicre hatt1 dihidroksiasetonun, XTT ile belirlenen 1Ci25, IC2s5, ICs0, IC75 ve 1Cgo
dozlar1 ile muamele edilmis ve alt1 saat, on iki saat ve yirmi dort saat sonraki ROS
seviyeleri olgiilmistir. Uygulanan dozlar ile belirlenen ROS degerleri 6. saatte sirasiyla
11,9925 + 0,664235, 5,4504 + 0,386381, 9,572638 + 0,440138, 9,0572 + 0,367497,
15,74625 + 0,41937 olarak saptanmistir. Kontrol gruplarinda bu degerler biiyiime kontrol
(BK) i¢in 6,841475 + 0,353641 ve pozitif kontrol (PK) i¢in 31,4175 + 3,806714 olarak
belirlenmigtir. 12. saatte sirasiyla 13,77125 + 0,459921, 13,6875 + 0,417521, 15,62 +
0,319523, 8,69875 + 0,703306, 5,869625 + 0,359733 olarak saptanmistir. Kontrol
gruplarinda bu degerler biiylime kontrol (BK) igin 2,8915 + 0,577855 ve pozitif kontrol
(PK) icin 68,48875 + 2,096096 olarak belirlenmistir. 24. saatte sirasiyla 2,842375 +
0,239645, 3,768125 + 0,400821, 4,60325 + 0,366103, 2,409363 + 0,353567, 2,150275 +
0,726502 olarak saptanmistir. Kontrol gruplarinda bu degerler biiylime kontrol (BK) i¢in
1,093413 + 0,170808 ve pozitif kontrol (PK) i¢in 0,2438 + 0,003308 olarak belirlenmistir.

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS22 kullanilmistir. One-way Anova ve Post-Hoc /

Tamhane uygulanmstir.
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Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda 6.saat i¢in IC125 dozu arasinda (p < 0,01%%), I1Cgo
dozu arasinda (p < 0,001***) dozu arasinda anlaml farklilik oldugu belirlenmistir. 12.saat
icin IC2s dozu arasinda (p < 0,001***), ICso dozu arasinda (p < 0,001***) ve 1C7s dozu
arasinda (p < 0,001***) anlamli farklilik oldugu belirlenmistir. 24. saat i¢in kontrol gruplari
ile IC125 ve ICos dozu arasinda (p < 0,01**), 1Cso dozu arasinda (p < 0,001***) anlaml
farklilik oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’ de

verilmistir.
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Sekil 4.6. 6. saat ROS 6l¢timii bulgulari

46



12. saat
80

70
60

50

RFU

40
30
20 KKk Kk
**kk
- H =
BK PK IC12,5 Ic25 IC50 IC75 1C90
Dihidroksiaseton konsantrasyonlari(pg/ml)

Sekil 4.7. 12. saat ROS 6l¢timii bulgulari
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Sekil 4.8: 24. saat ROS 6l¢timii bulgular
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4.5 Annexin-V Testi Bulgulari

XTT testi sonucu belirlenen IC125, IC25, I1Cs0, 1C75 Ve 1Cqo konsantrasyonlarinda 24 saat
stiresince gergeklestirilen DHA ile dozlanma sonucunda elde edilen canli hiicre, erken
apoptotik, ge¢ apoptotik, 6lii hiicre ve total apoptotik hiicre sayilarinin yilizdelik oranlar1 ve
standart hata degerleri sirasiyla 94,35 + 0,225469 (canli hiicre), 5,333333 + 0,296282
(erken apoptotik), 0,116667 + 0,016667 (ge¢ apoptotik), 0,4 + 0,100003 (6lii), 5,45 +
0,28432 (total apoptotik), 88,11667 =+ 0,202765 (canli), 10,95 + 0,160732 (erken
apoptotik), 0,333333 + 0,066669 (ge¢ apoptotik), 0,6 + 0,028868 (6li), 11,28333 +
0,216673 (total apoptotik), 84,19 + 0,766247 (canli), 15,29333 + 0,770333 (erken
apoptotik), 0,233333 + 0,044097 (geg apoptotik), 0,283333 + 0,033334 (6lii), 15,52667 +
0,790726 (total apoptotik), 40,96 + 5,155656 (canli), 56,40333 =+ 4,738076 (erken
apoptotik), 1,666667 + 0,537458 (ge¢ apoptotik), 0,976667 + 0,617657 (olii), 58,06667 +
5,269545 (total apoptotik), 21,06 + 2,038916 (canli), 63,18333 + 6,114393 (erken
apoptotik), 12,72667 + 6,385173 (ge¢ apoptotik), 3,03 + 3,030089 (5li1), 75,91 + 2,147488
(total apoptotik) seklinde belirlenmistir. Kontrol gruplarinda bu degerler biiyiime kontrol
(BK) igin 93,73333 + 0,258744 (canli), 6,05 = 0,300009 (erken apoptotik), 0,083333 +
0,044097 (ge¢ apoptotik), 0,133333 + 0,044097 (6lii), 6,133333 + 0,268232 (total
apoptotik) seklinde ve pozitif kontrol (PK) igin 11,08667 + 3,283694 (canli), 0 (erken
apoptptik), 76,41667 + 4,844184 (geg apoptotik), 12,49667 + 5,773477 (6lii), 76,41667 +
4,844184 (total apoptotik) seklinde belirlenmistir ve elde edilen sonuglar Sekil 4.9 da

verilmistir.
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ANNEXIN-V
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Sekil 4.9. Annexin-V bulgulari
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5. TARTISMA ve SONUC

Uzun bir gegmisi olan kozmetiklerin kullanimi giiniimiizde de olduk¢a yaygindir. Gegmiste
cogunlukla dogal yontemler ile elde edilen kozmetikler, modern zamanda teknolojinin de
destegi ile bir¢cok farkli icerik kullanilarak iiretilmektedir. Dogal bilesenlerin yanisira
sentetik bilesenlerin de kozmetik iiriinlerde bulunmasi sebebiyle bu tiriinlerin giivenli olup
olmadiklar1 sorusunu akillara getirmektedir. Kullanilan her bilesigin bilimsel yontemlerle
aragtirtlmasi, kullanima uygun olup olmadiklart ve hangi miktarlarda giivenli olduklarinin

belirlenmesinde en etkili yontemdir.

Kozmetik iiriinlerin, iceriklerinde bulunan bilesenlerin etkilerinin bilinmemesi, gereginden
fazla kullanilmasi ya da yanlis uygulanmasi saglik sorunlarina yol agmaktadir. Bu saglik
sorunlar1 hafif alerjik reaksiyonlar olabilecegi gibi ¢agin hastaligi olan kanserin bir ¢esidi

olan melanoma da neden olabilmektedir.

Melanom diinya ¢apinda hizla biiyliyen ve hizli metastaz yetenegi olan, lokal olarak
tekrarlayabilen malign karakterde bir timor olarak tanimlanabilir. 2020 senesi kanser
istatistiklerinde melanom insidansi incelendiginde %7 erkek hastalarin % 4 kadin hastalarin
saptanmast ile bes ve altinci siralarda yer aldigr goriilmektedir. Kiiresel diizeyde yillik
olarak hemen hemen 23 100 vaka ve 55 500 6liim ile Amerika’da yayginlikta altinci sirada
yer almaktadir (Chen ve ark. 2022).

Melanomlarin 6énemli nedeni UV maruziyetidir. Glines 1sinlar1 diginda brozlagsma saglamak
ya da elde edilen bronzlugu koruyabilmek adina solaryum cihazlari kullanilmaktadir.
Solaryum cihazlarmin kullanimi ile de UV radyasyonuna maruz kalinmaktadir. Alinan UV
radyasyonu DNA da hasar olusturmakta, oksidatif stresi artirmakta ve cilt
iltihaplanmalarina yol agmaktadir. Temelde bronzlasma UV isinlarina karsi gelistirilen
fizyolojik bir tepkidir. Bu tepkinin diizeyi, genetik yapi, cilt ve sa¢ rengi, ciltte olugmus
onceki bronzlagsmanin ge¢misi gibi faktorlerce belirlenmektedir (Sample ve He 2017).

Malign cilt tiimorlerinin %2 si melanomdur ve en tehlikeli formu kutan6z melanomdur.
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Kutonéz melanom pigmentli melanositlerden kdkenlenmektedir (Zhang ve ark. 2022).
Genellikle, siirekli gilines 1sinlarmin  alinmasi ile cilt melanositleri melanomlara
doniisebilmektedir (Shoji ve ark. 2022). Bu doniisiimiin temelinde melanositlerin UV

1sinlara verdigi tepkinin diizensizlesmesi yatmaktadir (Sample ve He 2017).

Ciddi melanomlara ek olarak UV i1sinlara maruz kalmak gesitli mutasyonlara, 1s1k kaynakli

yaslanmaya (fotoyaslanma), ve immun sistem baskilanmasina da sebep olmaktadir

(Vechtomova ve ark. 2021).

Birgok c¢alismada yer verilen UV zararlarinin bilinmeye baslanmasi ile bronzlugun
saglanmasinda daha giivenli yollar aranmaya baslanmistir. Giinessiz bronzlastirilar ya da
otobronzlastiricilar olarak adlandirilan iirlinlerin amaci UV maruziyeti olmadan dogal
bronzlugu taklit etmektir. Cilde topikal uygulama ile gegici olarak bronzluk olusturulur.
Elde edilen renk miktar1 uygulanan iirliniin miktar ile baglantilidir. Bronzan kozmetiklerin
tercih edilmesinde bir diger etken ise uygulanma kolayligi ve dogal goriiniim
Olusturmasidir (Foltis ve ark. 2022). Bronzlastirici kozmetiklerin ana bileseni
dihidroksiasetondur (DHA). DHA, cildin stratum korneum tabakasinda bulunan
aminoasitler ile etkilesime girerek Maillard reaksiyonunun gerceklesmesini saglar. Bu
reaksiyon ile melanositler gibi bronzlasma olusturan melanoidinler meydana gelir. Boylece
DHA, UV igilarma gerek olmadan ciltte bronzluk saglamis olur (Turner ve ark. 2022).
Siklikla kullanilmaya baglanan bronzan kozmetiklerin ana bileseni olan DHA nin oksidatif
stresi artirdigi ve meydana getirdigi maillard reaksiyonu sonucunda ileri glikasyon

triinlerinin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (Smith ve ark. 2018).

Bu bilgiler 1s181inda, tez calismamizda, otobronzanlarda kullanilmasi FDA tarafindan
onaylanmis tek bilesen olan (Striz ve ark. 2021) DHA’ nin sitotoksik ve genotoksik etkileri
L.929 fare fibroblast hiicreleri kullanilarak arastirilmistir. Muhtemel sitotoksik etkiler XTT
ve klonojenik test yontemleri ile aragtirllmistir. Tez calismamizda uygulanan XTT
protokolii sonucunda, 1929 fare fibrolast hiicre hattinda ICso degeri 3267 pg/mL olarak
belirlenmistir. Smith ve ark. (2019) tarafindan HEK293T hiicre hattinda yapilan ¢calismada,
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hiicrelerde DHA maruziyeti sonucu hayatta kalma oranlarinin diistiigli bildirilmistir. Bu
diistisin DHA’ nin gelistirdigi reaksiyonlar sonucu olusan ileri glikasyon {irlinlerinden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. A375P hiicre hatti ile yapilan bir baska ¢alismada da DHA
maruziyetinin hiicre 6liimiinii indiikledigi belirlenmistir (Smith ve ark. 2018). Bahsedilen
caligmalar ile tez c¢alismamizda uyguladigimiz XTT protokolii sonuglar1 DHA’ nin

sitotoksik etkileri oldugu diisiincesini desteklemektedir.

DHA bileseninin sitotoksik etkilerini aragtirdigimiz bir diger yontem olan klonojenik testte
L929 fare fibroblast hiicre hatti farkli konsantrasyonlarda DHA ile 24 saat siire ile
dozlanmistir. Test Sonucunda elde ettigimiz bulgulara bakilarak doz artisi ile birlikte,
belirlenen 1633 pg/mL dozuna kadar hiicrelerin koloni olusturabilme yeteneklerinde diisiis
gozlenmis ve bu doz sonrasinda hiicrelerin koloni olusturamadigi saptanmistir. Uygulanan

iki sitotoksisite testi de dihidroksiasetonun sitotoksik etkilerinin varligini gostermektedir.

Tez calismamizda DHA’ nin sitotoksik etkilerin arastirilmasina ek olarak DNA iizerindeki
genotoksik etkileri de komet testi uygulanarak arastirilmistir. 1Ci25, 1C2s, 1Cso
konsantrasyonlarinda uygulanan DHA etkileri kuyruk uzunlugu, kuyruk % DNA ve olive
kuyruk momenti parametreleri ile degerlendirilmistir. Kuyruk uzunlugu bulgularina
bakildiginda L.929 hiicre hattinda 24 saat DHA maruziyeti sonucunda kontrol gruplar ile
anlaml farkliliklar oldugu goriilmektedir. Kuyruk % DNA parametresi incelendiginde ise
uygulanan farkli konsantrasyonlarda, 6zellikle IC2s ve ICso konsantrasyonlarinda %DNA
icerigindeki artisin kontrol gruplarina gore anlamli derecede farkli oldugu belirlenmistir.
Olive kuyruk momenti parametresi ise yine IC2s ve ICsp konsantrasyonlarinda, kontrol
gruplarina gore istatistiki olarak en yiiksek anlamli farkliligin olustugu goriilmektedir.
Uygulanan komet protokolil ile DHA' nin DNA'da tek ve ¢ift iplik kiriklar1 olusturdugu
anlasilmaktadir. Cift iplik kiriklar1 DNA'da onarilmasi olduk¢a zor ve toksik hasarlar
grubundandir (Barrows ve ark. 2022). DHA'nin direk olarak deri epitel hiicreleri iizerine
uygulanmasindan sonra cildin canli katmanlarina ulasamadigi disiiniilmekteydi. Ancak
sonrasinda yapilan calismalar DHA’nin canli kisimlara absorbe oldugu ve hatta kan

dolagimina katildiginin ortaya ¢ikmasi sebebiyle bu hiicrelerdeki DNA hasar olasiliginin
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artis1 gdz Oniinde bulundurulmasi gereken bir durumdur (Smith ve ark. 2019). Insan
epidermal keratinositleri ile yapilan ¢alismada DHA' nin benzer sekilde 50 mM ve 100 mM
konsantrasyonlarinda DNA'da hasar olusturdugu komet testi ile belirlenmistir (Striz ve ark.
2021).

Oksidatif stres sitotoksik ve genotoksik etkilerin artmasina neden olan bir diger sebeptir.
Hiicrede reaktif oksijen tiirevlerinin olusumu ve artis1 oksidatif stresi yiikseltmektedir. Bu
bilgiye dayanarak tez ¢alismamizda DHA’ nin hiicre i¢i ROS olusumundaki etkisi ROS
Olctimii testi ile arastirilmistir. Calismamizda kullanilan 1929 fare fibroblast hiicre hatti
DHA’ nin XTT ile belirlenen IC125, 1C2s, I1Cso, IC75 Ve ICgg dozlari ile alti, on iki ve yirmi
dort saat boyunca dozlanmis ve hiicre iginde meydana gelen ROS olusumlar hesaplanmistir.
Belirlenen RFU degerleri incelenerek DHA maruziyeti sonrasinda hiicre igi ROS
olusumunda artig saptanmistir. Mehta ve ark. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada
bahsedildigi gibi bu tez calismasinda da her {i¢ zaman dilimine ait 6l¢iim ve istatistiksel
analiz sonucunda kontrol gruplar1 ile karsilatirma yapilmis ve ROS seviyelerindeki artis
gozlenmistir. ROS kavrami hiicrede farkli sinyaller meydana getiren ve hasarlara sebep
olan molekiilleri tanimlamaktadir (Sies ve ark. 2022). Bu molekiiller yiiksek oranda reaktif
ozellige sahip olmakla birlikte hiicre icinde artis1 oksidatif hiicre oliimiine ve apoptoza
neden olmaktadir. (Mansoor ve ark. 2022). Ek olarak hiicre farklilasma ve
proliferasyonunda, translasyon ardindan meydana gelen proteinlerin modifikasyonunda,
gen ekspresyonu olaylarinda 6nemli bir rol {istlenen bu molekiiliin miktari, fizyolojik
acidan normal olan hiicrelerde homeostazinin saglanmasi i¢in korunmaktadir (Zhang ve
ark. 2022). Hiicre i¢inde metabolizmaya katilan oksijenin indirgenmesi ile olusan reaktif
oksijen tiirlerinin (serbest radikaller ve prooksidanlar) miktar1 artmaya baslar. ROS artis1
olarak ifade edilen bu durum hiicrede oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres hiicre
tizerinde toksik etkiye sahiptir. ROS artis1 ile oksidatif stres diizeyindeki yilikselmenin
toksisitesinin sonucunda DNA hasarlar1t meydana gelmektedir. Olusan DNA hasarlari ise
kanserlesmenin en temel nedenidir (Ozcan ve ark. 2015). Calismamizda kullandigimiz
DHA’ nin da meydana getirdigi ROS artis1 olasi risklerin gostergesidir. DNA' da hasar ve

ROS artis1 hiicre 6liimii yani apaoptoza yol agan 6nemli olaylardir.
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Bu sebeple hiicre 6liimii mekanizmalarint gostermesi nedeniyle galismamizda uygulanan
protokoller sonucunda elde edilen bulgular 1s1ginda hiicrelerin 6liim mekanizmalarini
anlayabilmek adina 1.929 hiicre hattinda XTT testi sonucu belirlenen IC125, IC2s, ICsg, IC75
ve ICgo konsantrasyonlari ile Annexin-V testi yapilmistir. Bahsedilen konsantrasyonlar ile
24 saat siire ile gerceklestirilen dozlama sonucunda DHA’ nin hiicrelerdeki apoptozu
indiikledigi gozlenmistir. Gegmis yillarda Petersen ve ark. (2004) tarafindan DHA ile
yapilan bir calismada elde edilen bulgular neticesinde hiicrelerin apoptoza gittigi

diistiniilmiistiir ve giiniimiizde yapilan bu tez ¢alismasi bu fikri desteklemektedir.

Calismamizda elde ettigimiz veriler ve gecmiste yapilan caligmalar 1s1ginda DHA
kullaniminin risklerinin belirlenebilmesi i¢in daha genis kapsamli arastirmalar yapilmasinin
onemli oldugunu ve ilerletilen ¢aligmalar ile bu bilesigin hangi mekanizmalar ile hangi
riskleri dogurdugunun da bilinmesi saglanacaktir. Meydana gelebilecek olumsuzluklarin,
ortaya ¢ikis seklinin bilinmesinin ¢oziime ulagmada en giivenilir yol oldugunu
diisiinmekteyiz. Ozellikle kozmetik iiriinler gibi kolay ulasilabilir ve kolay uygulanabilir
iiriinler vasitasiyla bu bilesene maruziyetin artmasi sonucu dogabilecek olumsuz sonuglari
en aza indirebilmek adina yapilacak olan ¢alismalar sayesinde, bilingli ve giivenli kullanim

saglanmasini umut etmekteyiz.
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