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ONSOZ

Lisans ve Yiiksek lisans egitimim sirasinda bilgi ve tecriibeleriyle beni aydinlatan ve
yonlendiren, hi¢cbir zaman yardimimi ve destegini esirgemeyen, akademik Kkisiligi,
samimiyeti,iyi niyeti, ¢calisma prensipleri ve basarilariyla bana 6rnek olan, birlikte
caligmaktan her zaman mutluluk ve memnuniyet duyacagim saygideger danigsmanim Dog.
Dr. Pmar OBAKAN YERLIKAYA’ya , desteklerini esirgemeyen, bilgileriyle beni
aydinlatan ve yol gdsteren miidiirim Yildiz BODURLAR’a , laboratuvar ¢alismalarimin
gerceklesmesi igin beni destekleyen ve tez calismami gerceklestirmem icin tlim imkanlart
sunan ACTV Biyoteknoloji Laboratuvarlarina , kardesligin sadece kan bagi ile olmadigini
ogreten, dostluklarmi sevgilerini ve desteklerini hi¢cbir zaman eksik etmeyen, her kosulda
yanimda olan yiiziimii hep giildiiren sevgili arkadaslarim Begiim GOKCE ve Kiibra
CAGLAR ERKAL’a tesekkiir ederim.

Hayatimm her aninda yanimda olan, beni bugiinlere getiren, maddi manevi her konuda
destegini asla esirgemeyen, aldigim her kararda arkamda olan, sevgisini ve inancini tm
kalbimle hissettigim, sevgili babam Taskin ERKOK ’e, sevgili annem Nurcan ERKOK’e ,
ve sevgili ablam Bihter ERKOK CENGIZ’e , destegi, bana olan inanci ile her diistiigiimde
ayagi kaldirmay1 bilen, her animi paylastigim, biitiin zor zamanlarimda bana guc¢ veren
hayat arkadasim Berkay SAKARY A’ya, son 6 ayimi daha ¢ekilir bir hale getiren sevginin
yalnizca insanlara 6zel bir duygu olmadigmi bana o&greten canum Odin’e, beraber
biiylidiiglim, hala biiylimeye devam ettigimiz acis1 ile tatlis1 ile cok gilizel zamanlarimizin
oldugu ve olmaya devam ettigi canim arkadaslarim Ceren ULUS ve Berrin

OSMANOGLU’ya en igten tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Seliilit kadinlarda % 80-90 oranda gorulen bir bozuluktur. Kesin nedeni bilinmemekle
birlikte deri altindaki bag dokusu ve yag tabakasi arasindaki etkilesimin sonucu oldugu
bilinmektedir. Seliilit tedavisi ile ilgili uygulanan bir ¢cok yontem olmasina ragmen hala
kesin bir ¢ozlime kavusturulamamistir. Ayrica selulit ve seliilit tedavisi ile ilgili yayinlarin
azlhig, seliilitin daha fazla arastirilmasi gerektigini gostermektedir. Seliilit tedavisini temel
hedefleri mikrosirkiilasyonu arttrarak kan dolagimmin artmasi, bag dokunun
giiglendirilmesi ve yag olusumunun azalmasma yoneliktir. Soya bitkisi ve bilesenlerinin
adipogenezi baskiladigi ve lipolizi arttirdig: bilinirken, badem bitksinin ve bilesenlerinin
bag doku bilesenlerini giiclendirici etkisi bilinmektedir. Tezin temel amaci soya ve badem
bitkilerinden elde edilen kok hiicre ekstraktlarmin bitkilerin bilinen 6zelliklerinden yola
cikarak, bu ekstraktlarin giivenilirligini ve etki mekanizmasini kanitlamak ve seliilite kars1
alternatif tedavi yontemi bulmaktir. Adipogenezin baskilanmasi ile ilgili etkinlik testleri
3T3-L1 fare pre-adiposit hiicreleri Uzerinde yapilacakken, bag dokunun guclendirilmesi ile

ilgili etkinlik testleri CRL2076 insan normal fibroblast hiicreleri Gizerinde yapilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Selllit, badem, soya, selllit tedavisi, 3T3-L1 hicreleri

viii



ABSTRACT

Cellulite is a disorder seen in 80-90% of women. Although the exact cause is unknown, it
is known to be the result of the interaction between subcutaneous connective tissue and fat
layer. Although there are many methods used for cellulite treatment, there is still not a
definite solution. In addition, the scarcity of publications on cellulite and cellulite treatment
indicates that cellulite should be investigated more. The main goals of cellulite treatment
are to increase blood circulation by increasing microcirculation, strengthen connective
tissue and reduce fat formation. While soybean plant and its components are known to
suppress adipogenesis and increase lipolysis, the effect of almond plant and its components
to strengthen connective tissue components is known. The main purpose of the thesis is to
prove the reliability and mechanism of action of stem cell extracts obtained from soy and
almond plants, based on the known properties of the plants and to find alternative treatment
methods against cellulite. Efficacy tests for suppressing adipogenesis will be performed on
3T3-L1 mouse pre-adipocyte cells, whereas efficacy tests for strengthening connective

tissue will be performed on CRL2076 human normal fibroblast cells.

Key Words: Cellulite, Almond, Soybean, Cellulite treatment, 3T3-L1 cells



1 GIRIS VE AMAC

Seliilit kadinlarin hemen hemen hepsinde goriilen (%80-90) ciltte portakal kabugu
gOruntmine sebep olan bir bozukluktur. Fibroz ag igerisinde fazla yag birikimi ile olusan
fizyolojik bir durumdur. Seliilit siklikla pelvis, kalcalar ve abdominal bdlgede
goriilmektedir. Seliilitin kesin nedeni bilinememektedir fakat deri altindaki bag dokusu
ile yag tabakasi arasidaki etkilesimin bir sonucu oldugu bilinmektedir. Seliilitin olas1
nedenleri arasinda genetik faktorler, kilo alimi, sagliksiz beslenme, hareketsiz yasam tarzi
ve sigara kullanimi bulunur. Bunlarm disinda dar kiyafet giymenin ve cok fazla
oturmaninda kan dolagimini yavaslattigindan seliilit olusumuna sebep oldugu
bilinmektedir. Ayrica Gstrojen, insiilin, noradrenalin, tiroid hormonlar1 ile prolaktinin
seliilit olusum ihtimalini yiiksekligi diisiiniilmektedir. Temel olarak Ostrojen hormonu
azaldik¢a deri altindaki bag dokusunda kan akisinda da azalma goriiliir. Bu bolgede
mikrosirkiilasyonun azalmasi bolgenin daha az oksijen alabildigi ve daha az
beslenebildigi anlamina gelir. Bu da daha diisiik kolajen {iremine sebep olur. Bolgesel
tedaviden lazer tedavilerine kadar ¢esitli tedaviler mevcuttur ve hepsi seliilit gérintimund
azalttiklarmi1 iddia etmektedir; bununla birlikte, bu tedavilerin sonuglar1 genellikle
hastanin 6z degerlendirmesine baghdir. Seliilitin dogas1 geregi yag dokusunun cilt
dokusuna kaymasi nedeniyle, tedavilerin etkili olabilmesi i¢in hem deriyi onarmasi ve
giiclendirmesi hem de dermisin altindaki yag dokusu hareketinin geri dondiirmesi

gerekmektedir. Seliilit i¢in tedavi stratejileri asagidaki sekli ile 6zetlenmistir.

Seliiliti artiran faktorlerin azaltilmasi; Seliilit ilerletici faktorler: stres, kilo alimi,

yasam tarzi ve hormonal faktorlerdir.

Fiziksel, mekanik ve termal yontemler: Selillit tedavisinde kullanilan gesitli masaj ve
vakumlama teknikerinin temeli, seliilitin dolasim bozuklugundan kaynaklandigi
gerekcesine dayanmaktadir. Bu uygulamalarm hepsi dolasim bozuklugunu gidermek igin

yapilan uygulamalardir.



Liposuction (yag aldirma): Liposuction, deri alt1 yag birikintilerini azaltmak i¢in
kullanilan bir islemdir. Bazilar1 tarafindan viicut seklinin iyilestirilmesi i¢in mitkkemmel

bir arag olarak bilinmekle iken selulit igin 6nerilen bir tedavi yontemi degildir.

Mezoterapi: Mezoterapi, tedavi igerikli ilag ve driinlerin derialtina enjeksiyonunu
icermektedir. Bu tedavinin bir kullanim alani, yag erimesini uyarmak ve seliilit

goriiniimiinii iyilestirmektir.

Ekstrakorporal sok dalga tedavisi (ESWT): Sok dalgalari, kaynaklandigi noktadan
tedavi bolgelerine enerji ileten yiiksek genlikte dalgalardir. ESWT'nin deri yag tabakasi
kalinliginda onemli bir diisiis sagladigi, seliilit goriinlimiinii azaltmada derinin sikligini

arttirmada etkili oldugu bilinmektedir.

Lazer tedavisi: Lazer tedavisi yeni kollajen olusumunu tesvik eden yara iyilestirici bir

yanit liretmek icin deri altina termal enerji verilmesi durumudur.

Radyofrekans tedavisi: Selllitin tedavisinde Radyofrekans (RF) teknikleri siklikla
kullanilmaktadir. Genellikle RF enerjisi ile derinin 1sitilmasinin, deride kollajen
yapimiyla iligkili doku sikilagsmasma yol actig1 6ne siiriilmektedir. Deri alt1 tabakaya

iletilen 1smin yag hiicrelerinin par¢alanmasini saglayan yontemdir.

Ila¢ tedavisi: Seliilit tedavisinde ¢ok sayida ilag kullanilmaktadir. Bunlar metilksantinler,

retinoidler, laktik asit ve bitkisel ilaglar1 icermektedir.

Fakat tiim bunlara ragmen bilimsel olarak etkisi ortaya konulmus ¢ok az sayida iiriin
bulunmaktadir. Seliilit ile ilgili az sayida bilimsel arastirmanin olmasimdan dolay, etkisi
ve giivenirligi kanitlanmis hammadde arayisi devam etmektedir. Soya bitkisinin
adipogenezi baskiladig1 ve badem bitkisinin ise bag dokuyu gii¢clendirdigi bilinmektedir.
Selilit tedavisinin temel hedefleri; mikrosirkiilasyonu arttirmak, bag dokuyu
giiclendirmek ve adipogenezi baskilamaktir. Biyoteknolojik yontemlerle gelistirilmis
farklh etki mekanizmalar1 ile hammadde gelistiren ACTV Biyoteknoloji’den Soya ve ve
Badem hammaddeleri temin edilmis olup bu hammaddelerin giivenligi ve etkinliginin in

vitro olarak ortaya konulmasi tezin temel amacidir.



2 GENEL BILGILER

2.1 SELULIT

Seluliti iyi anlamak icin derinin mikroanatomisini bilmek gerekmektedir. Derinin en
distaki tabakas1 epidermis olarak adlandirilir, onun hemen altindaki tabakaya ise dermis
denmektedir. Dermis sa¢ folikiillerini, ter bezlerini, kan damarlarini, sinir reseptorlerini
ve bag dokuyu barindirmaktadir. Dermisten sonraki tabakaya ise hipodermis ( subkutandz
tabaka — ya da ylzeysel fasia ) denmektedir [1]. Subkutan6z yag tabakasmin ilk boliimii
selliiliti tanimlamak ic¢in bakilan bdlgedir ve bu tabakaya arerolar tabaka ( gevsek bag
dokusu) denilmektedir[2], [3]. Bilimsel agiklamalara gore seliilit olusumunun ilk sebebi
yaglarin bulunduklar1 tabakadan (arerolar tabaka-gevsek bag dokusu) dermise dogru
cikint1 yapmasi ile tanimlanir. Subkutanéz yag dokusunda olusan yapisal de§isim ve
dermise dogru tabakasinin ¢ikintili sekilde biiyiimesi sonucu deride girintili ¢ikintili bir
yap1 olusur [4]. Ikinci sebebi ise dermiste bulunan bag doku bantlarmin elastikiyetini

kaybetmesi ve dermise dogru ¢ikintili yag dokusunun biiyiimesi ile gergeklesir [5].



Hipodermiste bulunan subkutondz yag tabakasinda bulunan yag hiicreleri normalden
fazla biiyliyerek cildin gerilmesine sebep olmaktadir, fakat bag dokuda bulunan
kollajen bantlar belli bir boyuta sahip oldugundan ve elastikiyet Ozelligini
kaybettiginden belirli bir boyda kalir ve yag doku dermise dogru biiyiime gosterir bu
durumdan otiirii deri (epidermis) girintlili ¢ikintili goriinmektedir. Bu durum
sonucunda dokudaki gerginlik ve sikisma nedeniyle damarlara bask: olup, lenf ve kan
dolasiminda bozulma meydana gelmektedir. Dolasimda bozukluk meydana geldikten
sonra damarlarda basing olusmaktadir, basingtan dolay1 ise dokulara damarlardan sivi
gecisi gerceklesir ve bu durum sonucunda olusur, boylece hem yag hiicrelerinin
genislemesinden hemde dokuda 6dem olusmasi nedeniyle dermis ve epidermiste

girintili ¢ikintili gériintii meydana gelmektedir [1], [6].

Saghkl p Ba :
| cillteki yag DOkgu Seliilit olusumu ve
hiicreleri sagliksiz yag
hicreleri

Sekil 2. 1 Normal ve Seliilitli Cilt Goriiniimii

Erkeklerde ve kadinlarda yag doku arasindaki bag dokularm dizilimi birbirinden farklilik
goOstermektedir. Kadinlar bu bag dokular dermise dogru dikey konumlanirken erkekler ise

caprazlama bir ag gibi konumlanmaktadir.

KADIN ERKEK

Sekil 2. 2 Kadinlarda ve erkeklerde bag doku dizilimi [7]
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Bag dokularmnin konumlanmasindan dolay: kadinlarda ve erkeklerde yag depolanmasi
farkli olacagindan erkeklerde selulit gortilme olasiligi1 ¢cok daha diisiiktiir. Ayrica 6strojen
yag yapimii tetiklerken testesteron yag yikimimni tetiklemektedir. Hormon diizeyleri
normal olan kadinlarda Ostrojen seviyesi erkeklerden yuksekken, hormon seviyesi normal
olan erkeklerde ise testeron seviyesi kadinlardan yiiksektir. Bu da erkeklerde seliilit
goriilmesinin bir bagka sebebidir. Kadinlarda adipoz dokuda g¢ember benzeri yapi
bulunmaktadir ve adipoz doku dermise dogru genisler. Ustelik kadinlarda adipoz
dokudaki bag dokusu dermise dik (vertikal) olacak sekilde konumlanmistir. Erkeklerde
ise bag dokusu dizilimi capraz ¢izgiler seklindedir ve yag dokusu biiyiidiiglinde yan
(leteral) ve iclere (internal) olarak biiylimektedir. Bu yilizden erkeklerde dermise dogru
girintli- ¢ikintili bir biiylime olmaz. Ayrica erkeklerde kadinlara gore dar ve siki

epidermis-dermis yapis1 bulunmaktadir [8].

2.1.1 Selllit ve Evreleri

Selulit, histopatolojik ve Kklinik 6zelliklerine gore dort evrede incelenebilir [9]:

1. EVRE: Disaridan bakildiginda gozle goriiliir bir sekil degisikligi olmaz, sadece
histopatolojik bulgular mevcuttur. (areolar tabakada kalinlasma, damar gegirgenliginde
azalma.)

2. EVRE: Deri sikistirildiginda soluk renk gozlemlenmesi, doku isisinda azalma ve
elastikiyette azalma meydana gelir. Deri sikistirilmadigiunda yani serbest birakildiginda
degisiklik gozle goriilmez [10].

3. EVRE:

Deri sikistirilmadiginda yani dinlenme aninda bile portakal kabugu goriinlimiinde
goziikmektedir. Elastikiyette azalma, 1sida azalma major degisikliklerdendir. Adipositler
bir araya gelerek kiiglik nodiiller olustururlar [10].

4. EVRE: 3. Evre ile ayn1 6zellikler goriinmektedir. Derin dokularda yapisiklik olur ve

bu sebepten dolay1 tam anlamiyla deride dalgali bir goriiniim hakim olur [10].



Seliilitin Evreleri
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Sekil 2. 3 Seliilitin Evreleri [56]

2.1.2  Selllit tedavisinin hedefleri

Rossi ve Vergnanini yaymladiklar1 derlemede seliilitin bir ¢ok hedefinin oldugunu
belirtmistir. Onlarin analizine gore fibroblastlar Ostrojen ile aktive olurlar ve
glikozaminogilikan (GAG) sentezini arttirilar. GAG sentezinin artmasi ¢atlak ve 6demi
arttrmaktadir. Odem olusmas1 sonucunda kan damarlarinda basing olustugu icin
hipoksiya tetiklenir. Bolgesel inflamatuar sitokinler kolajen sentezini indiklemektedir.
Kapiler basing artarken plazma osmotik basincini azaltir ve ¢atlak olusmasi igin ozmatik
basinci arttirir bu da hiicre i¢i 6deme sebep olur. Osmatik giicilin artmasi fibroblastlarin
hiicresel fenotipini etkilemektedir. Subkutan6éz yag dokunun anatomisi siiperfizyal
bantlar ile iki tabakaya ayrilmistir. Dermise yakin olan tabaka arecolar tabaka olarak
adlandirilir ve globuler sekilli biliyiik adipositleri barindirirlar bu adipositler vertikal
olarak diizenli sekilde swralanirlar. Bu bolgede kan damarlar1 gesitli ve kirilgandir.
Derinde bulunan tabakada ise (yani dermisten uzak olan) hucreler kigik ve horizontal
sekilde dizilmislerdir ve kan damarlar1 genistir. Insanlar kilo verdiginde bu derinde
bulunan tabaka genisler. Kadinlarda ve ¢ocuklarda areloar tabaka incedir. Bu tabaka
biiylik bir ¢ogunlukla 6strojen ile kontrol edilir ve kalga kemiginde adipositlerin lipolize
daha dayanikli olmasini saglar. Cesitli hormonlar lipogenezi stimile etmektedir. (instlin,
Ostrojen, prolaktin). Fakat ketokalaminler lipolizi adenil siklazin aktivasyonu ile
azaltirlar. Seliilit tedavisi i¢in uygulama yapilan tiim tedaviler orta dizeyde tedavi
ederken uzun vade de bir diizelme saglamamaktadir, kisacasi seliilit yine geri
doniisebilmektedir. Seliilit tedavisi ile ilgili yapilan caligmalar az kisi sayis1 ile hatali
yontemler kullanilarak yapildiginda her bir tedavi yonteminin basarisi slipheli olarak

degerlendirilebilir. Seliilit tedavisi i¢in yontemleri siralamak gerekirse; siddetlendiren



faktorlerin ortadan kaldirilmasi, fiziksel-kimyasal ve 1s1iya dayali yontemler, farmakolojik

yontemler olarak siralanabilir.
2.1.2.1 Kilo Verme

Seliilit obez insanlarda yani hem obez kadinlarda hem obez erkeklerde goriilmektedir.
Ayn1 zamanda normal kiloda olan kadinlarda da seliilit goriiliir. Kilo kaybindan sonra

seliilit siddetinde azalma goriildiigii bildirilmistir.[11]
2.1.2.2 Mezoterapi

Mezoterapi; yag dokunun erimesi i¢in deriye bir takim maddelerin enjeksiyonu islemidir
[12]. Genellikle kullanilmasi tercih edilen maddeler lipoliz saglayan maddeler olup,
fosfodiesteraz enzimini inhibe edici ve c-AMP miktarini arttirici olarak gorev yaparlar
[13].

2.1.2.3 Topikal Ajanlar

Topikal ajanlar masajla birlikte kombine sekilde uygulanmaktadir. Seliilitin erken
evresinde topikal ajan uygulanmasi seliiliti tedavi etmektedir. Ayrica topikal
uygulamanin terapotik etki gostermesi igin aktif i¢eriklerin konsantrasyonlarmin etkili

diizeyde kullanilmas1 gerekmektedir [5], [14], [15].

Metilksantinler ve retinoidler seliilitin topikal formiilasyonlarinda kullanilmaktadir.
Hipoteze gore metilksantinler lipolizi aktive, fosfodiesterazi enzimini ise inhibe
etmektedir. Retinoidler ise seliiliti; dermal kalinligi, anjiyogenezi, yeni bag doku
bilesenlerinin sentezini ve aktif fibroblast sayisini arttirarak tedavi etmektedir. Her iki
ajan icin de (retinodiler ve metilksantinler) gesitli ve tutarli yaymnlar bulunmaktadir. Fakat
calismalar uzun siireli degil de kisa stireli takip edildigi i¢cin etkinligi yeteri kadar
bilinmemektedir. Genel olarak degerlendirildiginde bu formilasyonlar kollajen tretimini

arttirip, cilt gevsekligini azaltarak tedavi etmektedir.
2.1.2.4 Selektif kriyoliz

Kriyoliz bdlgesel yaglanmanin giderilmesi ve adipositlerin sicakliktan faydalanilarak
kirilmast esasma dayanan bir yontemdir. Adiposit hiicreleri igerisinde bulunan
sitoplazmadaki lipidlerin, donma sicakligidindan daha diisiik sicakliklar uygulanarak

kristalize edilmesi temeline dayanmaktadir [16]. Kriyoliz uygulanan alanlarda goriiniir
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derecede yag tabakasinda azalma goriilmiis ve herhangi bir yan etkiye ratlanmamistir

[17].
2.1.2.5 Bitkisel ekstreler, Kimyasal ve Dogal kaynakli bilesikler

Yesil cay ve kirmizi iiziim i¢cinde bulunan flavonoitler sayesinde, sandal agaci iginde
bulunan polar ve nonpolar liptler sayesinde antioksidan etki gosterir ve lenfatik
damarlardaki sizdirmazlik bariyerini giiclendirmektedir. Kahve ve kakao bitkisinin en
belirgin 6zellikleri igerisindeki flavonoitler sayesinde lipogeniz baskilamak ve lipolizi
arttirmaktir. Dokuda gevseme olmasi seliilite sebep olan diger etkenlerde biridir. Bu
sebeple retinoitler, alfa hidroksi asitler, hyaluronik asit, izoflavonoitler dokuyu
sikilastirirak seltliti 6nlemektedirler [18]. Centtella asiatica icerisinde bulunan kafein ile
mikrosirkiilasyonu arttirmakta madakassik asit, madekossosit ve asiyatikosit nedeniyle
kolajen sentezini arttirir ve bag dokunun giliglenmesini saglamaktadir [19], [20]. Soya,
Ginko biloba, Hint bademi peroksizom proliferator aktive reseptor agonisti olarak gérev
yaparlar [20].
Kisacasi seliilit tedavisinin hedeflerini 6zetlemek gerekirse;

1- Mikrosiirkilasyonun artirilmasi

2- Bag dokunun glclenmesi

3- Yag hiicresi olusumunun azalarak adipoz doku hacminin azalmasi seliilitin

hedefleridir.

2.1.3 Adipogenez

Adipogenez; pre-adipositlerin yag hiicrelerine doniismesi olarak tanimlanabilmektedir.
Besin alimmin fazla olmasina gore adiposit hiicreleri biiyiiklerini arttirabilirler.
Yetigskinler yag hiicrelerine doniisecek yeni pre-adiposit hicreleri Uretebilirler. Pre-

adipositlerin adipositlere doniismesinde PPAR y ve C/EBP temel rol oynamaktadir.
2.1.3.1 Pre-adiposit adiposit doniisiimii

Preadipositlerin, olgun yag dolu adipositlere donligmesi karmagik transkripsiyon
faktorlerinin birbirleri arasinda baglant1 kurmasiyla gerceklesmektedir ve bu durum iki
kisimda gergeklesmektedir [21], [22]. 1lk kisimda in vitro’da adipositlerin olgun
adipositlere ddniismesi i¢in adipogenik kokteyl kullanilmasidir. Ikinci kisimda ise

transkripsiyon faktorleri rol almaktadir. ikinci kismin anahtar bilesenleri PPARYy ve
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C/EBPo’d1r, bu bilesenler direk olarak adiposit olusumunu saglayan gen yolaklarini
aktive etmketedir. Hem ex vivo hem in vivo ¢alismalarda, PPARy adipogenez siirecinde
mutlaka yer almaktadir [23], [24]. PPARY’ nin adipogenez siirecinde yer almasi ise
adiposit fenotipinin olusmasini saglamaktadir [25]. Benzer olarak ¢esitli in vivo
modellerde C/EBPa, farklilagsma ve beyaz yag dokusunun elde edilmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir [26], [27]. Ayrica C/EBPa spesifik olarak insiilini stimiile etmekte ve
glukoz alimin1 arttirmaktadir [28], [29].

Kisacasi PPARyve C/EBP ailesi adiposit farklilasmasi igin master diizenleyicidirler [30].
Hiicrelerin IBMX veya deksametazona maruz kalmasi C/EBPf ve C/EBPy’nin eksprese
olmasini saglamaktadir. C/EBPB ve C/EBPy eksprese oldugunda ise PPARYy up-regile
olmaktadir [31], [32]. Aktif olan PPARy, C/EBPa’nin ekspresyonunu indiikler ve
C/EBPa’da adiposit farklilasmasinda hiicrelerin olgun adipositlere doniismesi i¢in gerekli
olan genlerin anlatimmnin gergeklesmesini saglar [29]. Adipoz doku disaridan gelecek
darbelere ya da enfeksiyon gibi etkenlere karsi tampon gorevi gérmek i¢in i¢ organlarin
cevresinde ve derinin altinda konumlanmistir. Adiposit hiicreleri iglevlerine gore beyaz

ve kahverengi olarak ikiye ayrilir [33].
2.1.3.2 Beyaz Yag Dokusu

Beyaz ve kahverengi adipoz dokunun farki; beyaz yag dokusundaki adipositler tek yag
damlacigi seklinde ve biyik bulunurken kahverengi yag dokusunda birden fazla adiposit
bulunmaktadir. Beyaz adipoz doku subkutan6z olarak derinin altinda bulunur, 6zellikle
karin, bacak bdlgelerinde belirgin bulunurlar. Kemirgenlerde ise beyaz adipoz doku

visseral olarak bulunur ve insanlardakine esit olarak islev goriir [34].

Sekil 2. 4 Beyaz Yag Hiicresi



2.1.3.3 Kahverengi Yag Dokusu

Kahverengi yag dokusu, yagi depolamaz. Depolanan yagi yakarak viicuda sicaklik saglar.
Her insanin viicudunda bulunan kahverengi yag dokusu viicut kiitle indeksi ile ters
orantilidir. Yani viicut kiitle indeksi yiiksek olan birinin kahverengi yag dokusu az iken,
vicut kitle indeksi diisuk olan birinin kahverengi yag dokusu fazladir [35]. Ayrica kadin
bireylerdeki kahverengi yag dokusu erkek bireylere gére daha yuksektir. [35].Kahverengi
yag dokusu soguk maruziyeti ile aktive olabilmekte ve enerji harcanmasinda artis
meydana gelmektedir.Kahverengi yag dokusunun artmasmim glikoz metabolizmasi

tizerinde olumlu etkileri de vardir [36].

Sekil 2. 5 Kahverengi Yag Hiicresi

2.1.4 Adipogenezde rol alan faktorler
2.1.4.1 Adipokinler

Adipokinleri adipoz dokudan iletilen sinyaller olaral 06zetleyebiliriz. Metabolik
dokularimda tiimiinden gelen uyarilar1 adipositlere otokrin, parakrin ve endokrin olarak

iletirler. Kisacadi1 adipokinlere hiicreden sinyal tasiyan proteinler diyebiliriz [37].

2.1.4.2 Leptin

Leptin adipoz dokudan salgilanan ve tokluk hissi veren bir hormondur. Leptin gida
alimin1 engellemekle birlikte lipidlerin depolanmasinda sinirlama saglar. Kanda bulunan
leptin yag orani ile dogru orantilidir. Kaninda leptin orani yiiksek birinin yaglanmasi
yliksek olacaktir. Leptin adipositlerdeki oksidasyonu uyarir ve yag asiti sentezinin

artmasini engeller [38].

2.1.4.3 Adiponektin

Dolasimdaki adiponektinin diisitk molekiler agirlikta trimer yapida, orta molekul agirlikli

hexamer ve ylksek molekiler agirlikli multimerik (12-18 merik) yapilarda olacak sekilde
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farkli formlar1 tammlanmstir. Insulin duyarlihigiyla iliskili olmasi ve tip 2 diyabette
multimerik yapidaki adiponektinin az olmasit nedeniyle, adiponektinin aktif olan
formunun yiiksek molekiiler yapiya sahip olan formu oldugu tespit edilmistir (Waki ve
ark. 2003). Adiponektinin, baglandig1r reseptor tiirline gore hiicre iginde farkl
sinyalizasyon yolaklarmni aktiflestirdigi, AdipoR1 ve AdipoR2 olmak iizere iki tip
reseptorii oldugu, bunlardan AdipoR1’in AMPK fosforilasyonunda, AdipoR2 nin ise
PPAR-a aktivasyonunda etkili oldugu bildirilmektedir.[2]. Ayrica, AdipoR1’in
cogunlukla iskelet kasinda, AdipoR2’nin ise en fazla karacigerde eksprese edildigi

belirtilmektedir.

Adipenektin; antiinflamatuvar, insuline duyarhilik, disilerde iiremeye yardimci etk,ler
olan bir adipokin olup yalnizca adipoz dokuda degil insan isleleti ve insan kaslarinda da
salgilandig1 belirlenmistir[39]. Adiponektinin AdipoR1 ve AdipoR2 adinda iki adet
reseptorii vardir ve AdipoR1 AMPK fosforilasyonunda etkiliyken AdipoR2 ise PPAR
o’nin aktiflestirilmesinde etkilidir [40].

2.1.5 Selulitin Histopatolojisi

Selulitin patofizyolojisi hala tam olarak bilinememektedir. Yeni patofizyolojiler yeni
kesfedilen beyaz adipoz dokunun 6zellikleriyle kesfedilmektedir. Bu teoriye gore seliilit
hipertropik yag dokusunda goriinmekte ve hyaliiranin fazla {iretilmesiyle iliskilidir.
Selulitin histopatolojisi;
- Proteoglikan konsantrasyonun artisi ile birlikte su seviyesinin artmasi ve 6dem
olusumu
- Bolgesel mikrosirkiilasyonda degisme; lenfoddem.
- Dokuda anormal kollejen yapmin goriilmesi ve yag dokusunun kompak hale
gelmesi seklinde gorilmektedir.
Yag dokuyla ilgili klasik ve 6nemli dogmalar seliilitin patofizyolojisini direk veya indirek
etkiler. Bunlar;
- Her bolgesel yag deposunda homojen dagilmis adipositleri icerir.
- Yetiskinlerde adiposit doniisiimii olmaz.

- Yag dokusunda su ve kolajen miktar1 diistiktiir.
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Bu dogmalar yanlis bilinen ve yenilenmeye ihtiyact olan dogmalardir. Sadece yag
dokusundaki genel teoriler degil seliilitin patofizyolojiside etkilenmektedir. Hepsinden
once adipositler farkli bolgelerde farkli biiylikliikklerde bulunabilmektdirler. Adiposit
kiiciik veya biiyiik olmak iizere iki sekilde bulunabilirler [41]. Insanlarda bulunan viicut
kiitle indeksine gore iki farkli tipte hiicre bulunmaktadir; hipertropik (diistik seliilit
olusturma kapasitesine sahip ve biiyiik olan adipositler) ve hiperplastik (yiiksek seliilit
olusturma kapasitesine sahip ve kiiciik hiicreler). Adipositlerin %10 kadar1 her yil
yenilenmektedir. Bu da her 10 yilda bir tiim yag dokusunun yenilendigi anlamina
gelmektedir. Her y1l yenilenen yag hiicresi sayis1 4 milyon ile 12 milyon arasindadir [42].
Ayn1 zamanda bu yenilenme ekstraselliiler matriksin yeniden modellenmesine, kollajen
ve su iceriginin rastgele bigimde degismesine sebep olmaktadir. Yag dokusu yapisi 1
yilda onemli dlciide degisebilmekteyken seliilitin derecesi ise 1 yildan fazla siirede
degismektedir. Normal viicut kiitle indeksine sahip insanlarin femoral bdlgesinde (kalga
bolgesinde) biiyiik adipositler yer almaktadir [43]. Adiposit biiyiiklerinin ortalamasimin
artmas1 viicut kiitle indeksini arttirmaktadir. Hipertropi genel olarak farkli viicut kiitle
indeksine sahip insanlarda goriilmektedir. Seliilit goriintiisiiniin 6zelligi hipertropik

adipositlerin 6zel olarak gelismesi ve ekstraselliiler yapisidir.

2.2 SELULIT OLUSUMUNUN GENETIGI

Molekuler seviyede ise mikrovaskiler disfonksiyonun sebebi spesifik olan gen
polimorfizmi ile iliskilendirilir. Bu gen ise angiotensin 1- converting enzimi (ACE) dir
ve SAT- yani yag dokusundaki adipokinlerin adiponektin ekspresyonunu azaltmaktadir.
Bununla birlikte, yakin zamanda, anjiyotensin-donistiiriicii enzimi (ACE) kodlayan
gendeki insersiyon/ delesyon (I / D) polimorfizminin, selllit icin major genetik bir risk
faktorii olarak hareket edebilecegi gosterilmistir. Kadinlarda selilit riskinin artmasi ACE
enzimindeki D allelindeki delesyon ile iliskilir. Cunkii ACE enziminde D allelinde
delesyon meydana geldiginde adipoz dokudaki angiotensin 2 formasyonu artar ve buda
bolgesel olarak kan akiginin azalmasima sebep olarak seliilit olusmasina sebep olur [9].
Ikinci bir gen ise HIFIA nm T alleli selulit gelisiminde rol oynamaktadir. Hypoxia
inducible factor 1 heterodimerik bir yapida (o/f) transkripsiyon faktorudir. HIF1 geninin
alfa alt iinitesi (HIF1A) direk olarak oksijen tansiyonu ile diizenlenir. Asir1 kalorik alim

zamanlarinda ve adipoz doku genislemesinin erken asamalarinda, adipoz dokunun
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mikrogevresi, yeterli vaskiiler agin bulunmamasindan dolay1 hizla hipoksik hale gelir.
Normoksik kosullar altinda ise HIF1A ubikutin-proteozom yolagi ile hizli bir sekilde degrede
olur. Fakat hipoksik kosullarda bu molekiil seviyesi izl bir sekilde artig gésterir [44].

Seliilitler olan kadinlarda ACE ve HIF1 A genlerinde dagilimi, seliilit gelisimi olmayan
kadmlara gore farklilik géstermektedir. flag ¢alismalarinda seliilitli kadinlarda lokal ACE
inhibitorlerine veya anjiyotensin II reseptorii 1 blokerlarine cevap verilmesi garanti
edilmektedir. Ayn1 zamanda genetik faktorler bireysel olarak fibrogenik cevap ve
hipoksia kosullar1 ile ilgilidir. Tedavi stratejisi olarak adipoz dokuya oksijen
gecirgenligini arttirmak bir strateji olabilir [13]. Cunku seliilit olusumunun sebeplerinden
bir tanesi dokuda olusan hipoksik kosullardir. Ayrica seliilitin olusumu kompleks ve
hormonal faktorleride icermektedir. Mikrosirkilator sistem, ekstraselliiler matriks,

inflamatuar alterasyonlarda adipositleri etkilemektedir [1].

2.3  SELULIT OLUSUMUNUN MOLEKULER MEKANIZMASI VE ILISKILI
MOLEKULLER

Adipogenik farklilagma c¢esitli transkripsiyon kaskatlar1 ile diizenlenmektedir. Bu
transkripsiyon faktorleri; CCAAT/ enhancer-binding protein (C/EBP) ailesi ve Uyeleri ve
peroksizom proliferator-activated receptor (PPAR)y’dir. Adiposit farklilasmasi ¢oklu
adipogenik transkripsyon faktorlerinde sinerjistik aksiyon gdstermelidir. ilk indiiklenen
transkripsiyonel ag CCAAT/ enhancer binding protein (C/ebp) ailesidir. C/ebp B ve C/ebp
o adipoasit farklilasmasinin ilk evrelerinde eksprese edilir ve hemen Ppar y ve C/ebp o
nin transkripsiyonunu indiiklerler [45]. Ppar v ve C/ ebp a adiposit farklilasmasinda
master diizenleyicilerdir. Iki gen birlikte koordineli sekilde ¢alisarak adiposit spesikif
genlerin ekspresyonunu saglarlar (yag asiti sentaz, yag asiti baglanma proteini, leptin ve
adiponektin gibi) [46]. Insiilin ile diizenlenen GLUT4 glukoz transporterlar1 graniillerin
icerisine gomiilidiir ve hiicre yiizeyi membrani ile birleserek hiicresel glukoz alimini

arttirirlar bu durumda lipid damlaciklarmm olusumunu saglar [47].

2.3.1 PPARy

PPARy; adiposit farklilagsmasi, lipid metabolizmasi ve glukoz dengesinde yer alan bircok

genin diizenlenmesinden sorumludur. Ayrica diyabet ile iliskili birgok geninsentezinden
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PPARy nin sorumlu oldugu bildirilmistir. PPARy ligandlar1 adipoz dokuda yag asit
alimin1 ve depolanmasmi saglamaktadir. Ppary lingandlar1 adipoz dokudan salinan
hormonlar1 da duizenlemektedir. PPARy preadipositlerin adipositlere doniismesinde kritik
bir transkripsiyon faktoridur [48].

23.2 C/EBP

C/EBP izoformlarmim yag doku farklilasmasindadnemli bir rolii oldugu bilinmektedir.
Ozellikle C/EBPa’nin yag doku farklilasmasindaki rolii dnem teskil etmektedir. Yag
dokusu farklilagsmaya basladiginda C/EBP6 ve C/EBPJ yiiksek seviyelerde amlatimi
gerceklesmektedir. C/EBPa’nin anlatimi arttiginda C/EBPS ve C/EBPB’nin anlatimi
azalmaktadir [57].

2321 C/EBPa

C/EBPa mRNAs1; karaciger, yag doku, bobrek ve akciger de yiikse seviyede
sentezlenirken, diger dokularda daha diisiik seviyelerde sentezlenmektedir [57] En
onemlisi hiicresel farklilasma sirasinda C/EBPa ekspresyon seviyesi yiiksek seviyeler
ulagmaktadir . C/EBPa’nin ekspresyon seviyesi hiicreden bagimsiz faktorler tarafindan

dizenlenmektedir [58].
2322 C/EBPS

Adipogenez bir transkripsiyonel kaskat tarafindan kontrol edilmektedir. Tanskripsiyonel
faktorlerin buyuk bir ¢ogunlugu CCAAT enhancer binding proteinlerdir ve adipogenezde
esas rol oynar. 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasmasi boyunca C/EBPP mitotik kolonal
genisleme, epigenetik diizenleme, katlanmayan protein cevabi ve otofojide gorev
almaktadir. C/EBPB post-transkripsiyonel modifikasyonlarla dizenlenmektedir ve

adipogenik programda bu sekilde etkili olur [59].
2.3.2.3 C/EBPy

C/EBPy geni neredeyse biitiin dokularda eksprese olmasina regmen, ekspresyon
seviyeleri degigkelilk gostermektedir. C/EBPy’nin ekspresyon seviyesi en fazla B
hiicrelerinde  gergeklesmektedir. C/EBPy, genlerin  ekspresyon  seviyelerinin

diizelmesinde C/EBP aktivatdrleri sayesinde 6nemli rol almaktadir [60].
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2.3.3 BITKI EKSTRAKTLARIININ SELULIT ILE ILiSKiSi
2.3.3.1 Bag dokuyu giiclendiren badem

Badem Rosacae ailesine ait bir bitki olup cilt durmunu etkileyen egzama ve sivilce gibi
bir cok hastalikta kullanilmaktadir. Badem yagmnin, nemlendirici, yumusatici, anti
inflamatuvar ve anti-aging aktivitelerinden dolay1 kozmetik sektoriinde genis kullanimi
bulunmaktadir [49]. Bademin sahip oldugu zengin fenolik bilesikler sayesinde
antioksidan aktivite gosterdigi yapilan ¢alismalarda ortaya konulmustur [50]. Badem
kabugu ekstresinin ayni konsantrasyondaki alfa tokoferole kiyasla oksidasyonu gii¢lii
sekilde baskiladig1 belirlenmistir [51]. Tohum, kahverengi ince kabuk ve yesil kabuk
ekstraktlarinin igerdikleri kersetin, kamferol-3-0-rutinosid, Kkersitrin, izoramnetin-3-
glukozid ve morin sayesinde diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunu
baskiladig1 ve metal iyon selatlama aktivitesi gosterdigi raporlandirilmistir [52]. Yapilan
bir klinik ¢alismada hamilelik boyunca, badem yag1 ile masaj yapilan bireylerde c¢atlak
olusumunun azaldig1 belirlenmistir. Fareler ile yapilan bir caligmada badem yaginin UV
maruziyetine bagl foto-yaslanmaya kars1 koruyucu 6zellik gosterdigi bildirilmistir [53].
Badem reginesinin, sigan fibroblast hiicrelerindee kolajen ifadesini arttirdigi ve kontrol
grubuna gore %74,3 oraninda yara iyilesmesi sagladigi bildirilmistir [54]. Bu
Ozelliklerinden dolay1 tez kapsaminda seliilit karsiti etki saglamada bag doku
giiclendirmesi ve oksidatif strese karsi koruyucu etkisinden dolay1r badem ekstraktinin

deneyleri gergeklestirilmistir.
2.3.3.2 Adipogenezi Baskilayan Soya

Adipogenez farklilasmamis pre-adipositlerin tamamen farklilasmis adipositlere doniistim
stirecidir. Seliilitin daha goriiniir hale gelmesinin sebeplerinden biri adiposit sayisinin
artisidir. Adipoz doku kiitlesi, yeni adipositlerin olusturulmasi (adipogenez) ile ya da
mevcut adipositlerin hacmi ile kontrol edilebilmektedir. Lipoliz ise trigliseridlerinkiiciik
molekiillii yag asitlerine donligmesi ve hiicreden atilmasi anlamina gelmektedir [19].
Dolayisiyla seliilit tedavisinde lipolizin uyarimi ve yag olusumunun baskilanmasi
hedeflenmektedir. Tez kapsaminda adipogenezi etkili sekilde baskilayan bilesiklere sahip
soya bitkisinden elde edilen ekstrakt kullanilacaktir. Soya bitkisinin major
izoflavonoidlerinden biri olan genisteinin adipogenezi baskiladigi ve adipoz

depolanmasini azalttig1 ortaya konulmustur [55].
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Sekil 2. 6 Soya Kok Hiicre Hammaddesinin Yag Damlaciklarma Etkisi
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3 MATERYAL VE METOD

3.1 3T3-L1 HUCRELERININ DEVAMLILIGI VE STOKLANMASI

Tez kapsaminda kullanilan, CL-173 ve CRL2076 American Type Tissue Culture
Collection’ dan temin edilmistir. CRL207 hiicreleri IMDM+ %10 fetal sigir serumu ile,
CL-173 hucreleri ise DMEM+ %10 fetal sigir serumu ile % 5 CO. igeren 37°C’de
inklbatorde dretilmistir. Hucreler 75 cm: lik petri kaplarinda yetistirilmistir. Protein
izolasyonu i¢in 100 ve 60 mm’lik, icin 60 mm’lik petri kaplarina, RNA izolasyonu
uygulamalar1 igin 25 cm? petri kaplarina, floresan mikroskobu ¢alismalari igin 12 kuyulu
petrilere hiicre ekimleri gergeklestirilmistir. Hiicrelerin gece boyunca petri kaplarina
yapismalar1 beklendikten sonra gerekli doz uygulamalar1 belirlenen strelerde uygulanmis
ve 37 °C ‘de % 5 CO:. igeren etiivde bekletilmistir.

Hiicre ekimi ya da petri kabindaki hiicrelerin sayilarmm artmasi sonucu hiicre
pasajlanmasi iglemi icin ortamdan besiyeri uzaklastirildiktan sonra hicreler 75 cme lik
petri kaplarinda 2 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikanip 2 ml tripsin-EDTA
(etilen diamin tetra asetik asit) (% 0,25) ile CO:. iceren etiivde 2 dakika bekletilmislerdir.
Bu stre sonunda hiicrelerin zarar gérmesinin engellenmesi icin petri kabina 2 ml besiyeri
besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi durdurulmus hiicreler santrifiij tiibiine alinmistir.
2000 rpm’de 5 dakika santrifiij isleminden sonra siipernatant atilmis, hiicrelerin iizerine
Iml taze besiyeri eklenmistir. Iyice pipetaj yapilpp homojen bir hale gelen hiicre
stispansiyonu hiicre sayimina hazirlanmig bulunmaktadir. Hiicre sispansiyonundan 10 pl
almarak Neubauer hemositometresinin kanalina aktarilmis ve tizeri lamel ile
kapatilmistir. Hemositometrede 25 karede sayilan hiicre sayisi, 1ml’deki hiicre sayismin
bulunabilmesi icin 10: ile carpilmistir.1,5x10¢ hiicre, 75 cm’lik petri kaplarma ekilerek
hucrelerin pasajlama islemi gergeklestirilmistir. Erken pasaj sayilari olan hiicreler
yedeklenmek amaciyla asamali olarak 6nce bir gece -80 °C buzdolabinda, daha sonra
uzun sure saklamak icin -196 °C sivi azot tankina alinmiglardir. Bu islem igin hiicreler

tripsin-EDTA ile muamele edilerek kaldirildiktan sonra, 2000 rpm’de santriftj edildikten
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sonra sayilmis ve yaklasik 1x10 hiicre kriyovial tiplerde dondurulmustur. Dondurma
islemi i¢cin % 10’luk DMSO (Dimetilsulfoksit) kullanilmistir. Gerekli goriildiigiinde
hiicreler sivi azottan ¢ikartildiktan sonra, hizli bir sekilde ¢6zdiiriilmiis ve 6nceden
isitilarak 37 °C’ye getirilmis besiyerinde 75 cmz’ lik petri kaplarina alinmislardir.
Hicreler petri kabma yapistiktan sonra tripsin-EDTA ile kaldirilarak santrifiijleme

islemine tabi tutulmus ve DMSO uzaklastirilmstir.

3.2 BITKi KOK HUCRE EKSTRAKTLARIININ ELDE EDIiLMESI

Tez boyunca kullanilam tiim bitki ekstraktlart ACTV Biyoteknoloji Laboratuvarindan

temin edilmistir.

3.3 3T3-L1 HUCRELERININ FARKLILASTIRILMASI

Hucreler %70-80 yogunluga gelene kadar inkiibe edilir. Daha sonra tripsin ile yiizeyden
kaldirilarak 12 kuyulu plakaya 40.000 hiicre / kuyu olacak sekilde ekilip 48 saat boyunca
yapisip %100 yogunluga gelmeleri beklenir. 48. Saatin sonunda pre-adiposit blyutme
besiyeri uygulanir ve yine 48 saat bekletilir. 48.saat sonunda farklilasma besiyeri
uygulanir ve 48-72 saat bekletilir. 14.gtinin sonunda hiicrelerin mikroskop goruntleri
cekilir ve hiicreler Oil Red O boyast ile boyanarak gozlemlenir.

Farklilasma Besiyeri igerigi ise su sekildedir: %90 DMEM, %10 FBS, 0.5 M IBMX, 1
uM Dekzametazon, 1 pg/ml Insulin

ATCC Number: CL-173
Designation:  313-L1

Low Density Scale Bar=100ym  High Density Scale Bar = 100um

Sekil 3. 1 3T3-L1 Hucrelerinin Mikroskop Gorintiisu [62]
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34 SOYA KOK HUCRE EKSTRAKTININ DOZLARININ 3T3-L1
HUCRELERI UZERINDEKI CANLILIGA ETKIiSININ MTT IiLE
BELIiRLENMESI

Soya ve badem kok hiicre ekstraktlarinin sitotoksik etkisinin zaman ve doza bagli olarak
tespit edilmesi, hiicre canliligina etkisi metilltiazol difeniltetrazolyum bromur (MTT) testi
ile belirlenmistir. Kisaca 1x10¢ hiicre/kuyu 96 kuyucuklu petri kaplarinda ekilip gece
boyunca yapismalar1 beklendikten sonra, hiicrelere 0-100 uM Soya ekstraktr 0-48 saat
boyunca farkli zaman araliklarinda uygulanmistir. Segilen soya kok hiicre ekstrakti
dozunu takiben, diger deneyler 48 saatlik periyotlarda gerceklestirilmistir. MTT
tetrazolium tuzu ile 4 saat bekletilen 6rneklerde olusan kesilmis formazan bilesikler canli
hiicrelerin ylizeyinde birikir. Bu bilesiklerin verdigi renk 570 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik okumaya tabi tutulmus ve doz uygulanmamis kontrol Orneklere

oranlama yapilarak bagil soya kok hiicre ekstraktinin sitotoksik diizeyi belirlenmistir.

3.5 3T3-L1 HUCRELERININ OIL RED O BOYASI iLE BOYANMASI

14. gunin sonunda 3T3-L1 hiicrelerini igeren kiiltiir plakalarindan besiyerleri
uzaklastirildiktan sonra hiicreler %3,7’lik formaldehit ile 15 dk fikse edilmis ve PBS ile
yikandiktan sonra Oil Red O boyasi uygulanmistir ardindan plakalar 1 saat 37°C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler PBS ile yikanip Oil Red O boyasmin
¢Oziiciisii olan izopropil alkolden her bir kuyuya 1 ml eklenmistir. Plakalarin absorbans1
490 nm’de Ol¢ililmiistiir. Okuma sonucunda elde edilen absorbanslar kullanilarak kontrol
hiicreleri ve soya kok hiicre ekstraktmin belirli dozlar: ile inkiibe edilen hiicrelerin
trigliserit miktarlar1 hesaplanmistir. Bu degerlendirmeler sonucunda en etkili sekilde

adipogenezi baskilayan ve trigliserit miktarin1 azaltan soya hticre ekstrakti belirlenmistir.

3.6 BAG DOKUYA ETKILEYEN EKSTRAKTLARI BULMAK iCiN Q-RT-
PCR CALISMASI

3.6.1 Badem hiicresi ekstraktinin kolajen ve elastin genlerinin ifadesine etkisinin

g-RT PCR analizi ile belirlenmesi

Badem hiicre ekstraktinin kolajen ve elastin genlerinin ifadesine etkisi CRL-2076 insan

normal fibroblast hiicrelerinde analiz edilmistir. Insan fibroblast hiicreleri (CRL-2076) 25
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cm? hiicre kiiltiirii flasklarma 0,5x10° hiicre/flask olacak sekilde 24 saat inkiibe edilmistir.
Siire sonunda serumlu besin ortami uzaklastirilip flasklara serumsuz besin ortam ile
hazirlanmig ekstraktin 2 farkli dozu ve diger flasklara yalnizca serumsuz besin ortami
eklenmistir. 48 saat inklbasyon sonrasinda plakalardaki hucrelerin RNA’lari RNA
izolasyon kiti kullanilarak izole edilmistir. Elde edilen RNA’lar ile cDNA sentezi

yapilmis ve gen ifadediizeyi belirlenmistir.

3.6.2 Hucrelerden RNA izolasyonunun yapilmasi

RNA izolasyonu firmanin 6nerdigi protokole gore gerceklestirilmistir (E.Z.N.A. Total
RNA Kitl, Omega Bio-tek). Hiicreler ayr1 ayr1 flasklardan tripsin-EDTA ile kaldirilarak
santrifiijedilmistir. Santriflij sonrasinda elde edilen pellet lizerine 700 pl liziz tamponu
(TRK liziztamponu) ve her 1 ml liziz tamponu i¢in 20 pl B-Mercapto etanol eklenmistir.
Hiicre lizat1 homojenize olmasi i¢in lizat 1 ml’lik santrifiij tlipiine konulmus ve igerisine
boncuk atilarak magNa lyser (Roche) cihazinda 45 saniye homojenize edilmistir. Lizat
Uizerine esit hacimde %70 etanol eklenip, dikkatlice pipetleyerek karistirilmistir. Ornekler
spin kolonlara aktarilip, 12000 rpm’de 30 saniye santriflij edilmistir. Boylece lizatin spin
kolona baglanmasi saglanmis ve toplama tlipiniin dibine uzaklastirilmistir. Kolon izerine
500 pl yikama soliisyonu-1 eklenerek 12000 rpm’de 30 saniye santriflij edilip, dipte
toplanan siv1 dikkatlice uzaklastirilmistir. Kolonlar iki kez de 500 pl yikama sollisyonu 2
ile yikanmistir. Kurutma islemi i¢in kolonlar yeni bir toplama tiipiine alinarak 14000
rpom“de 1 dakika santrifiij edilmistir. RNA eliisyonu i¢in kolonlar 1,5 ml“lik kapakl
mikrosantriftj tipine alinmis ve kolon Gzerine 40 ul su eklendikten sonra 12000 rpm‘“de 2
dakika santrifiij edilmistir. RNA eliisyon isleminde RNA molekiillerinin su ile kolon
filtresinden yikanarak mikrosantrifiij tiipiine toplanmasi saglanmistir. Elde edilen

RNA’larin miktar1 ve saflig1 nanospektrofotometre ile belirlenmistir.

3.6.3 cDNA sentezi

Miktarlar1 belirlenen RNA ana stoklar1t RNaz/DNaz’s1z su ile 100 ng’a seyreltilmistir.
Seyreltilen RNA’lardan cDNA kiti (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits,
Applied Biosystems) iireticisi firmanin 6nerdigi prosediire gore cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. cDNA sentezi i¢in kullanilan prosediir asagida basamaklar halinde
listelenmistir:

1. Kt bilesenleri buz {izerinde ¢oziindiiriilmiistiir.
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2. Her bir cDNA sentez reaksiyonu i¢in buz tizerinde Tablo 1 ’de verilen kokteyl
hazirlanmastir.

3. Hazirlanan her bir kokteyl iizerine 10 pL 100 ng/uL RNA o6rnekleri nazikce
pipetlenerek aktarilmistir. Hacmi ve bilesenleri tamamlanan tiipler Thermal Cycler
(T100, Biorad) cihazina aktarilana kadar buz lizerinde bekletilmistir.

4. Son olarak tiipler Thermal Cycler cihazinda 25 °C’de 10 dakika, 37°C’de 120 dakika,
85°C’de 5 dakika inkiibe edilerek cDNA sentezi gerceklestirilmistir.

5. Elde edilen ana stok cDNA’lar 25 kat seyreltilerek RT-qPCR ¢aligmalarinda

kullanilmastir.

3.6.4 Q-RT PCR Analizi

1. COL1A1 (kolajen tip ), EIn (Elastin) genlerinin ifadeleri diizeyleri tasarlanmis primer
ciftleri kullanilarak SYBR green (PowerUp SYBR Greeen Master Mix, Applied
Biosystems) yontemi ile dl¢lilmiistiir. COL1A1 ve Elastin genlerin ifadesinin analizinde
kullanilacak olan primer dizileri Tablo 2’de verilmistir.

2. RT-gPCR reaksiyonlar1 Tablo 3’de agiklandig1 sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan
kokteyl, RT-gPCR 96-kuyucuklu mikroplaka igerisine, her kuyucukta 7.5 pL olacak
sekilde dagitilmistir. Daha sonra cDNA’lar kuyucuklara her bir reaksiyon icin 3’er teknik
tekrar olacak sekilde 2.5’er uL eklenerek, son hacim 10 pL’ye tamamlanmustir.
Mikroplaka,1500 rpm’de 2 dk boyunca santrifiijlenmistir. Son olarak RT-gPCR cihazinda
SYBR green iiretici firmanin 6nerdigi termal dongii saglanarak reaksiyon yiirtitilmiistiir
(Tablo 4).

3. Hedef genlerin (COL1AL, Eln) ifade dlzeyleri, referans genin (ACTB) ifade diizeyine
oranlanacak ve 2 -AACT (Schmittgen ve Livak, 2008) ydntemine gére normalize edilerek

kat artiglar1 (ing. fold change) belirlenmistir.

Tablo 1 cDNA Sentez Reaksiyon Bilesenleri

Bilesenler Miktarlar
10X RT Buffer 2 UL
25X dNTPMix (100 mM) 0.8 uL
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10X RT RandomPrimers 2 uL

Multi ScribeReverseTranscriptase 1pL
Nuclease-Free H.O 4.2 uL
Toplam kokteyl hacmi 10 pL

Tablo 2 COL1AL1 ve Eln genlerinin revers ve forward primer dizileri
https://gecftools.epfl.ch/getprime

Primer Kodu Sekans Sentez Miktar
COL1Al-Forward CTGGAAGAGTGGAGAGTACTG| 100 nmol
COL1A1-Reverse GTCTCCATGTTGCAGAAGAC 100 nmol
Elastin-Forward ACCTCTTAAGCCAGTTCCC 100 nmol
Elastin-Reverse CTTTATAGGCTGCAGCAGC 100 nmol

Tablo 3. RT-qPCR reaksiyon kokteylinin hazirlanisi

Malzeme Miktar
SYBR Green Master Mix 5ulL
ForwadPrimer 0.5 uL
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ReversePrimer 0.5 uL
Nukleaz-free H,O 1,5 uL
Toplam kokteyl hacmi 7,5 ul

Tablo 4. SYBR Green ile g-RT PCR termal dongusti

Deteksiyon formati

SyberGreen

Program adi Donguler Analiz Modu
UDV Activation 1 None
Dual-Lock DNA Polimeraz 1 None
Annealing 40 Quantification
Melting 1 MeltingCurves
Cooling 1 None
Sicakhk Hedefleri
Sicaklik (°C) Acqusition Mode |Hold Ramp

(hh:mm:ss)

Rate(°C/s)

UDG Activation
50 None 00:02:00 4.4
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Dual Lock DNA Polymerase

95 None 00:02:00 4.4
Anneling
95 None 00:00:15 4.4
58 None 00:00:15 2.2
72 Single 00:01:00 4.4
Melting
None 00:00:15 1.6
None 00:01:00 1.6
Continious 0.11
Cooling
40 None 00:00:10 2.2
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4 SONUCLAR

41 SOYA, BADEM KOK HUCRE EKSTRAKTLARININ VE ASKORBIK
ASITIN HUCRELER UZERINDEKI TOKSISITESNIN BELIRLENMESI

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi CRL2076 insan normal fibroblast hiicreleri tizerinde Badem
kok hiicre ekstraktinin 25-50-100-200 pg/ml dozlari uygulanmis ve herhangi bir toksisite
goriilmemistir. RT-qPCR deneylerine toksik olmayan en yuksek iki doz ile devam
edilecektir. Sekil 4.1°de goriildiigi gibi Askorbik asit pozitif kontrol olarak
kullanilacagindan toksisitesine bakilmistir. 250 ve 500 uM dozlarinda herhangi bir
toksisite goriilmemistir. Sekil 4.2 *deki 3T3-L1 fare pre-adiposit hiicrelerinin Gizerinde
yapilan sitotoksisite sonuglarma bakildiginda Soya kok hiicre ekstraktlarmin %10, %70,
%80, %96 Etanol 100 ve 200 pg/ml dozlarinda toksisitelerine bakilmis ve herhangi bir

toksisite goriilmemistir. Farklilasma deneylerine bu dozlar ile devam edilecektir.
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Badem K&k Hiicre Ekstrakt Dozlari (pg/ml) Askorbik Asit Dozu (M)
sKorpi SI ozu (M

p<0,05 olarak kabul edilmistir.

p<0,05 olarak kabul edilmigtir.
Kontrole gore anlamli farkhlik yoktur. Kontrole gore anlamli farklilik yoktur.

Sekil 4. 1 Badem Kok Hiicre Ekstraktinin ve Askorbik asit maddesinin CRL2076 hiicreleri

Uzerindeki Sitotoksisitesi
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p<0,05 olarak kabul edilmistir.

Kontrole gére anlamli farklilik yoktur.

Sekil 4. 2 Soya K6k Hiicre Ekstraktlarmin 3T3-L1 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksisitesi

4.2 3T3-L1 HUCRELERININ FARKLILASTIRILMASI

3T3-L1 hiicrelerine farklilasma medyumu ile birlikte soya kok hiicre %10 etanol, %70
Etanol, %80 etanol, %96 etanol ekstraktlarinm 100 ve 200 pg/ml dozlar1 uygulanmis ve
bu deney 14 giin boyunca siirdiiriilmiistiir, 14. Giiniin sonunda deney sonlandrilmis ve
hiicreler Oil Red O boyasi ile boyanmistir. Once mikroskop goriintleri cekilmis ardindan
absorbans degerleri elde edilmek i¢in mikroplaka okuyucuda absorbanslar1 okunmustur
bu sonuglara gore en etkili ekstraktin Soya %10 etanol ekstrakti oldugu belirlenmistir.
Sekil 4.3°te mikroskop gorintilerine bakildiginda ve Sekil 4.4’teki absorbans degerlerine
bakildiginda 100 pg/ml dozunun trigliserid olusunumu %10 azalttigi, 200 pg/ml dozunun
ise trigliserid olusumunu %35 azalttig1 belirlenmistir. %10 etanol ekstraktin sonra en
etkili ekstrakt ise %80 etanol ekstraktidir. %80 etanol ekstraktinin 100 pg/ml dozu

trigliserdi olusumunu baskilamazken 200 pg/ml dozu trigliserid olusumunu %13

baskilamistir.

26



Kontrol C.K %10 EtOH 100 pg/ml %10 EtOH 200 pg/ml

%70 EtOH 100 pg/ml %70 EtOH 200 pg/ml

Sekil 4. 3 3T3-L1 Hiicrelerinde Soya Kok Hiicre Ekstresinin Yag Olusumuna Etkisi

|
100 —

'

50

% Trigliserid Olusumu
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Soya Kok Hiicre Ekstraktlar (ng/ml)

Sekil 4. 4 Soya Kok Hiicre Ekstraktlarimin 3T3-L1 Hiicreleri Uzerinde Trigliserid Olsumuna
Etkisi
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4.3 BADEM KOK HUCRE EKSTRAKTININ KOLAJEN VE ELASTIN
GENINE ETKISININ Q-RT PCR iLE BELIRLENMESI

Sekil 4.5’te goriildiigii gibi Askorbik asitin toksik olmayan yiliksek dozu COLI1AIl
anlatimin1 %20 arttirirken, badem ektraktiimn 100 pg/ml dozu %32, 200 pg/ml dozu %82
oraninda arttirmistir. Askorbik asitin toksik olmayan yiliksek dozu Elastin anlatimini %2
arttirrken, badem ektraktinin 100 pg/ml dozu %20, 200 pg/ml dozu %40 oraninda

arttrmistir.
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Sekil 4. 5 Badem Kok Hiicre Ekstraktinin CRL2076 Hiicreleri Uzerinde COL1A1 ve Elastin
Gen Ifadesine Etkisi
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5 TARTISMA

Gnumiizde selulit, kadinlarin buyik bir gogunlugunda (%80-90) kilodan bagimsiz olarak
goriilen estetik bir bozukluktur. Bu bozuklugun sebebinde bulunan ana etmenler tek bir
tedavi veya tek bir madde ile tedavi edilemeyen etmenlet olup, bu estetik bozuklugun
birden fazla mekanizmaya etki ederek tedavi edilmesi gerekir. Ayrica selulit tedavisi igin
bulunan imkanlarin yetersizligi ve bilimsel olarak kanitlanan az tedavinin olmasi seliilit

tedavisinin gelistirilmesi gerektiginin gostergesidir.

3T3-L1 hiicreleri pre adiposit hiicreleri olup yag metabolizmasi ile ilgili deneylerin
yapildig1 in vitro bir sistemdir. Kozmetik maddelerin etkinligini belirlerken hayvan
deneyleri kullanmanm yasak olmasi ve etik olmamasindan dolayr seliilit ile ilgili
caligmalar1 3T3-L1 hicreleri Gizerinde in vitro olarak gergeklestirmek biiyiik bir avantaj
saglamaktadir. CRL2076 hiicreleri normal insan fibroblast hiicreleri olup yaslanma karsit1
in vitro deneyleri ve bag doku ile ilgili in vitro deneylerin gergeklestirilmesi i¢in biiyiik

bir avantaj saglamaktadir.

Soya bitkisi (Glycine max) baklagiller familyasindan olup kismen sarilici,dallanmus, tek
yillik Dogu Asya kdkenli bir bitkidir. Geleneksel olarak soya bitkisi proteinler i¢in harika
bir kaynaktir. Bu proteinlerin yani sira ¢esitli mikronurientler ve fitokimyasallar igerir
[61]. Soya bitkisi baklagiller ailesinin 6zel bir Gytsedir ¢linki izoflavonoitler bakimindan
yogun kaynak olarak kullanilirlar [62]. Soya bitkisinin tohum ekstraktlar1 ve taze soya
stitli, kozmetik ve dermatolojide cilt tonunun esitlenmesi, pigmentasyon ve diger foto-
yaslanma iirlinlerinde kullanilmaktadir [63]. Flavonotiler polifenolik igerikler olup
bitkinin tim bolgelerinde sentezlenirler [64]. Flavonoller, izoflovoneller, katekinler
seklinde katagorize edilirler [65]. Izoflavonlar flavonoidlerin bilyiik bir alt grubudur.
Cilinkii 6strojenik aktiviteleri vardir ve fitodstrojenler olarak bilinirler [66].

Soya bitkisinin igerisinde bulunan izoflavonotilerin yag olusumunu inhibe ettigi
bilinmektedir[67] [68].
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Badem (Prunus dulcis), gulgiller (Rosaceae) familyasmin Prunoideae alt familyasindan
meyvesi yenilebilen kiiciik bir agac tiiriidir. Badem Akdeniz bdlgesinde yetisir.
Kozmetik endiistiirisinde badem yagi igerigindeki skualen, alfa tokoferol ve beta-
zoosterol sayesinde cilt ylizeyinden hizlica geger ciltte nemlendirme ve yenileme
ozelligine sahiptir [69]. Fibroblastlar kolajen salgilayan hiicreler olup bag doku ailesinin
ekstraselliiler matriksine katkida bulunan hiicrelerdir. Kolojen ve elastin bag dokunun
guclenmesinde temel rol oynayan ekstraselltler matriks bilesenleridir [70]. Badem bitkisi
iceriginde bulunan alfa tokoferol sayesinde bag dokuyu gii¢lendiren bir bitki olup
genellikle kirigiklik karsiti tirtinlerde kullanilmaktadir.

Soya kok hiicre ekstraktlarinin sitotoksik etkisine 3T3-L1 hiicreleri {izerinde bakilmis
olup, Badem kok hiicre ekstraktlarmin sitotoksik etkisene CRL2076 hiicrelerinde
bakilmistir. Ekstraktlar DMSO’da (dimetilsiilfoksit) ¢6ziilmiis olup DMSO’nun
etkisinden bagimsiz olarak higbir toksisite gostermemistir. Sitotoksite testlerinin
sonucuna bakilarak en yiiksek dozlar belirlenmis olup diger deneylere se¢ilen dozlar ile
devam edilmistir ( Sekil 10 ve Sekil 11) .Askorbik asit kolajen sentezini arttirdig: bilenen
bir madde olup pozitif kontrol olarak kullanilacagindan [71],askorbik asitin de
sitotoksisitesine CRL2076 hiicrelerinde bakilmis ve hicbir  sitotoksite
gbzlemlenmemistir. 3T3-L1 hiicrelerine farklilasma medyumu ile birlikte soya kok hiicre
%10 etanol, %70 Etanol, %80 etanol, %96 etanol ekstraktlarinin 100 ve 200 pg/ml dozlar1
uygulanmis ve bu deney 14 giin boyunca siirdiiriilmiistiir, 14. Giiniin sonunda deney
sonlandrilmis ve hiicreler Oil Red O boyasi ile boyanmustir. Once mikroskop goruntileri
cekilmis ardindan absorbans degerleri elde edilmek icin mikroplaka okuyucuda
absorbanslar1 okunmustur bu sonuglara gore en etkili ekstraktin Soya %10 etanol ekstrakti
oldugu belirlenmistir. Hem mikroskop goriiniilerine bakildiginda hem de absorbans
degerlerine bakildiginda 100 pg/ml dozunun trigliserid olusunumu %10 azalttig1, 200
Hg/ml dozunun ise trigliserid olusumunu %35 azalttigi belirlenmistir. %10 etanol
ekstraktin sonra en etkili ekstrakt ise %80 etanol ekstraktidir. %80 etanol ekstraktinin 100
pg/ml dozu trigliserdi olusumunu baskilamazken 200 pg/ml dozu trigliseerid olusumunu
%13 baskilamistir. Bu sonuglara bakildiginda en etkili soya kok hiicre ekstraktinin %10

etanol ekstrakti oldugu gorulmektedir. Badem kok hcre
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ekstraktinimn kullanim amaci bag dokuyu giiclendirmek oldugundan RT-PCR ile kolajen
ve elastin genlerinin anlatimma bakilmistir. CRL2076 hiicreleri {izerinde badem kok
hiicre ekstraktinin kolajen anlatimina (COL1A1) bakildiginda; pozitif kontrol olan
askorbik asitten daha etkili oldugu goriilmiistiir. Askorbik asitin toksik olmayan yiiksek
dozu COL1Al anlatimint %20 arttirirken, badem ektraktinin 100 pg/ml dozu %32, 200
pg/ml dozu %82 oraninda arttirmistir. Askorbik asitin elastin tiretimini arttirdigiyla ilgili
de yaymlar mevcuttur [74]. Bu sebeple yine pozitif kontrol olarak askorbik asit
kullanilmistir. Askorbik asitin toksik olmayan yiiksek dozu Elastin anlatimmi %2
arttirirken, badem ektraktinin 100 pg/ml dozu %20, 200 pg/ml dozu %40 oraninda
arttrmistir. Bu sonuglar goz oniinde bulunduruldugunda Soya kok hiicresinden elde
edilen kozmetik hammaaddesinin trigliserid olusumunu baskilarken, Badem kok
hlcresinden elde edilen kozmetik hammaddesinin bag dokuyu gii¢lendiribilecegi in vitro
testler sonucu kanitlanmustir.

Literatiir bilgisine bakildiginda seliilit ile ilgili tedavi hedefi gosteren makalelerde
calismamizda kullanilan yontem gibi 3T3-L1 hiicreleri farklilastirilmis ve Oil-Red O
boyasit ile boyanarak madde uygulamasinin yag olusumuna nasil etki etiigi
gozlemlenmistir [75]. Soya maddesinin bitkisel olarak kullanilan tedavilerde yag
olusumunu baskiladig ile ilgili literatlrde bir cok yaym bulunmaktadir. Bitkisel tedavinin
coklu etkisinin yag dokusuna etkinliginin bakildig1 bir yayinda igerisinde soya bulunan
bir karigimin 30 giin boyunca uygulandiginda subkutan6z yag dokusunda 2,8 mm’lik bir
incelme meydana geldigi goriilmektedir [76]. Hammadde saglayacisi olan ve kozmetik
pazarmda biiyiikk yeri olan Mibelle firmasinin yayminda soya bitkisinin igeriginde
bulunan genistein maddesinin insan adiposit hucreleri {izerinde adipogenez olusumuna
etkisi aragtirilmigtir. Yayina gore farklilasma sirasinda genistein uygulanmis adiposit
hiicrelerinde yag olusumu 3. Giiniin sonunda %31 baskilanmisken 5. Giiniin sonunda %
42 baskilanmistir [69]. Fakat bu yayinda soyanin izoflavonoidi olan genistein ile direk
calisilmis, bizim ¢alismamizda oldupu gibi soya kok hiicre ekstrakti ile ¢aligilmamastir.
Bizim ¢alismamizda ise soya kok hiicre ekstrakti ile calisiimis ve %10 etanol ile ekstrakte
edilmis soya kok hiicrelerinin 200 pg/ml dozunun adipogenezi %35 baskiladig:
goriilmiistiir. Ileride yapilacak galismalarda hedef olarak soyanin igeriginde bulunan
genistein miktar1 bir kramotografi yontemi ile belirlenip pozitif kontrol olarak genistein

kullanilarak adipogenez inhibisyonuna bakilabilir. Kolajen ve elastin bag dokunun
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onemli proteinleri olup cilde elastikiyet ve siki1 bir gorliniim saglar. Seliilit olusumunun
sebeplerinden biri de bag dokunun gevsek olmasi ve yag hiicrelerinin bu gevseklikten
faydalanarak epidermise dogru cikintilar yapmasidir. Yapilan bir klinik c¢aligmada
hamilelik boyunca, badem yag1 ile masaj yapilan bireylerde catlak olusumunun azaldigi
belirlenmistir. Fareler ile yapilan bir ¢alismada badem yaginin UV maruziyetine bagh
foto-yaslanmaya kars1 koruyucu 6zellik gosterdigi bildirilmistir [53]. Bademreginesinin,
sican fibroblast hiicrelerindee kolajen ifadesini arttirdig1 ve kontrol grubuna gore %74,3
oraninda yara iyilesmesi sagladig: bildirilmistir [54]. Literatlirde bulunan makalelerde
fibroblastlar lizerinde badem yagmin kolajen sentezini arttirdig1 da bilinmektedir [77].
Badem bitkisinin bu 6zelliklerinden faydalanarak bag dokusu ilizeinde olumlu bir etkisi
olup olmadig1 ¢caligmamizda yapilan deneylerle de belirlenmisr. Normal insan fibroblast
hiicreleri ziierinde yapilan deneylere goére badem kok hiicre ekstraktmin uygulandigi
hiicrelerde kolajen ve elastin sentezinin arttigi goriilmiistiir. Boylece seliilitin tedavi
hedeflerinden biri olan bag dokunun gii¢lendirilmesinde de badem kok hiicre ekstraktinin
kullanilabilecegi in vitro deneyler ile berlienmistir. Bu in vitro deneylere ek olarak
kullanilan kok hiicre hammaddelerinin protein diizeyinde de etkinliginin belirlenmesi

hammaddelerin etkinligi ile ilgili daha net sonuglar elde edilmesini saglayacaktir.

Bu hammedelere ek olarak mikrosirkiilasyonu arttiracak bir hammadenin daha etkinligi
belirlenmelidir ¢iinkii seliilitin tedavi hedeflerinden bir digeri ise mikrosirkiilasyonun
arttirilarak seliilitin tedavi edilmesidir. Ayrica bu hammeddelerin in vitro deneyleri
tamalandiktan sonra etik kuruldan izin alinarak in vivo deneyleri de gonalliler Uzerinde
test edilmeli ve bu test sonuglar1 goriintiisel olarak degerlendirilmelidir. Goniilliiler
secilirken her evreden selllit iceren gonillu bireylerin secilmesi hammaddelerin hangi
evreye nasil etki ettikleri hakkinda net bir bilgi elde edilebilir. Bu arastirmalardan yola
¢ikilarak yapilan in vitro deneylere ek olarak protein dizeyinde de etkinliklerin
kanitlanmas1 ve bu hammaddelere ek olarak mikrosirkiilasyonu arttiracak bir hammadde
bulunup etkinlik testlerinin in vitro olarak hem gen hem protein diizeyinde anlatimlarinin
kanitlanmas1 ardindan bu hammedelerden bir karisim elde edilerek her evreden seliilite
sahip olan gonalluler tzerinde in vivo olarak test edilmesi sonucu hammaddelerden elde
edilen karigim seliilit iirlinii piyasaya ¢ikarilabilir. Tiirkiye’de pazarlanan iriinlerin

yalnizca %10’unu Tiirkiye temelli {iriinler olusturmaktadir. Geri kalan %90°1ik kozmetik
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ve kigisel bakim {iriinii ithal edilmektedir. Tirkiye’de iiretilecek olan kozmetik
hammedelerin iiretimi ciddi 6nem arz etmektedir. Bu sebeple tez kapsaminda kozmetik

sektoriine yonelik aktif hammadde gelistirilmesi hedeflenmistir.
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