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OZET

BAZI KOZMETIK MADDELERIN CILT iRRITASYON
POTAI\_ISiYELiNiN TESPIiTINDE KULLANILABILECEK IN
VITRO BIR TEST MODELININ GELiISTIRILMESI

TUGRUL, S.Yeliz

Yiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Bolimii
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. S. Ismet DELILOGLU GURHAN
Eylil 2011, 102 Sayfa

Ciltle temas halinde bulunan kozmetik materyallerin, kisisel bakim
(sampuan, sabunlar, dis macunlari, vb.) ve temizlik trtinlerinin igerdikleri
kimyasal maddelerin cilt irritasyon potansiyellerinin test edilerek belirlenmesi
gerekmektedir. Bu c¢aligmada; etik agidan deney hayvani kullanmaksizin
kimyasalin insan derisi tizerindeki irritasyon potansiyelini net bir sekilde
belirlemek i¢in in vivo hayvan testlerine alternatif, hiicre kiltiir yontemleri
kullanilarak in vitro bir test metodu gelistirilmesi amaglanmustir.

Bu amag dogrultusunda insan epidermal keratinositleri (IEK) in vitro hiicre
kiilttirti teknikleri kullanilarak izole edilip monoklonal sitokeratin 8 ve 14
ankikorlar1 ile karakterize edilmistir. IEK, besi ortamu ile doyurulmus filtre
tabakasi tastyicist (substrat) ile desteklenmis, kollajen kapli por6z membranlar
tizerinde hava-siv1 ara yiizeyinde kiiltiire edilerek tabakalandirilmistir. Olusturulan
epidermal kiiltiir modelinin (EKM) uygunlugu a. Histolojik olarak Hematoksilen -
Eosin boyama, b. Canlilik, MTT veya vital boyama teknikleri ile c. Bariyer
fonksiyonu degerlendirmesi ile saptanmistir. EKM tizerine farkli konsantrasyonda
SLS solusyonlar1 topikal olarak uygulanmistir. Kimyasallarin kiiltiir tabakasi ile
sabit tutulan temas siiresi sonunda hiicrelerin mitokondrial aktivitesi MTT analizi
ile belirlenmigtir. Paralel olarak EKM’ nin kiiltiir siipernatanti1 i¢inde bulunan
inflamatuar sitokin (IL 1o) salinim diizeyi de Olgiilerek, test edilen kimyasallarin
cilt irritasyon potansiyeli belirlenmistir. Her SLS konsnatrasyonu i¢in analizler ii¢
tekrarli gergeklestirilmistir.

15 dakika bekletilen 1,5mg/ml ve 20 dakika bekletilen 1mg/ml tizerindeki
SLS konsantrasyonlarinda iritasyon tespit edilmistir. Olusturulan EKM’ nin
piyasada bulunan ticari epidermal model (EpiDerm) ile karsilastiriimasi
sonucunda, bu EKM’ nin test edilen edilen kimyasallar karsisinda daha hassas
oldugu izlenmistir.

Anahtar sozciikler: Irritasyon, kozmetik maddeler, keratinosit hiicre kiiltiirii, in
vitro deri testleri, sitotoksisite, emilim.
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ABSTRACT

RECONSTRUCTION OF IN VITRO TEST MODEL FOR
DETERMINATION OF THE SKIN IRITATION
POTENTIAL CAUSED BY SOME COSMETIC MATERIALS

TUGRUL, S.Yeliz

MSc in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. S. ismet DELILOGLU-GURHAN
September 2011, 102 pages

Skin irritation potentials of chemical ingredients available in cosmetics,
personal care products (shampoos, soaps, toothpatses etc) and cleaning
preparations, which are coming in contact with the skin, must be determined by
suitable test methods. The aim of this work is to develop an in vitro test method,
based upon cell culture techniques, through which the irritation potenrials of
chemicals upon human skin can be evaluated, as an alternative to in vivo animal
tests, ethically without the usage of any test animals.

Human epidermal keratinocytes (HEK) have been isolated by using in vitro
cell culture techniques and have been characterized by monoclonal cytokeratine 8
and 14 antibodies. HEK’ s have been cultured upon collagene impregnated porous
membranes, which were supported by the culture medium saturated filter vehicles
(substrate) to obtain cell layers at the air — liquid interferance. The suitability of
the achieved epidermal culture model (ECM) has been controled and identified ;a.
histologically by H&E dyeing,b. by viability determination techniques (MTT or
vital dyeing), and c.by barrier function evaluation. SLS solutions have been
applicated onto the ECM topically at different concentrations. After the fixed
contact period of the chemicals with cultured layer, mitochondrial activities of the
cells have been determined by MTT analysis. Parallely, irritation potentials of the
tested chemicals have also been controlled by the excretion level measurement of
the inflammatory cytokine Interleukin 1-o (IL 1-a) within the supernatant of the
culture system. For each concentration determinations have been repeated 3 times.

We have observed detectable irritations by the SLS concentrations of 1,5
mg/ml (contact time period of 15 minutes) and by 1,0 mg / ml (contact time
period of 20 minutes). The comparison of the ECM cultured by us with the in
market allready existing model, we have noticed that this ECM is apparently more
sensitive against the chemicals tested by in our work.

Keywords: irritation, cosmetic ingredients, keratinocyte cell culture in vitro skin
tests, cytotoxicity, permeability.
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1. GIRIS

Ciltle temas halinde bulunan kozmetik materyallerin, kisisel bakim
(sampuan, sabunlar, dis macunlari, vb.) ve temizlik urilinlerinin icerdikleri
kimyasal maddelerin cilt irritasyon potansiyelinin ve korozivitesinin test edilerek
belirlenmesi gerekmektedir. Bu amacgla kullanilan pek ¢ok in vivo yontem

bulunmaktadir. Bu in vivo yontemlerin ¢ogunda deney hayvani kullanilmaktadir.

Draize testi, deney hayvani kullanilarak yapilan kozmetik toksisite
testlerinin basinda gelmektedir (Draize et al., 1944). 1965’ te Buechler, daha
yiiksek hassasiyete sahip ‘topikal kapali yama teknigini 6nermistir. 1969 yilinda
Magnusson ve Kligman ‘kobay maksimizasyon testini’ gelistirmistir. 1980° den
beri bir¢ok alternatif test metotu gelistirilmistir. Bu testlerin (NPPET; non-
perfused pig ear test), (SIFT; fare derisi biitiinliik fonksiyon testi), (TER;
transkutanoz elektriksel direng testi) bir kismi hala kullanilmakta ve ECVAM
(European Centre for the Validation of Alternative Methods; Avrupa Alternatif
Yontemlerin Onaylanmasi Merkezi) tarafindan validasyon prosesi igerisine

sokulmamaktadir (Kidd et al., 2007).

Avrupa Birligi Kozmetik Yonetmeligi (The 7th Amendment to the
Cosmetics Directive - Council Directive 2003/15/EC) dogrultusunda
kozmetiklerde, yeni kozmetik iirtinlerde ve katkilarinda hayvan deneylerinin sona
erdirilmesi ile (6neri olarak 2013 yilinda) Avrupa Birligi pazarlarinda hayvan
deneyleri uygulanmis bu tiir {riinlerin satisina yasaklar getirilmesini 6n
gormektedir. Bu yonerge cergevesinde s6z konusu madde ve iriinlerin insan
saghigma etkilerinin belirlenebilmesi i¢in gerekli, yeni ve alternatif test
yontemlerinin gelistirilmesi siirecinde ortaya ¢ikabilecek teknik sorunlar ve
gecikmeler dikkate almarak, oOnerilen tarihlerde degisiklikler olabilecegi de
vurgulanmistir. S6z konusu karar, diger taraftan da, halen ECVAM tarafindan
kabul edilmis olup Avrupa Birligi pazarlarma uyarlanmis olan alternatif test
yontemlerinin bulundugu konularda ise hemen yasaklamalarin getirilmesini
gerektirmektedir. Ayn1 zamanda kozmetik ham ve katki maddeleri Avrupa Birligi
Kimyasal Maddeler Yonetmeligi [Directive 67/548/EC and Regulation (EC) No
1907/2006] kapsaminda da yer aldiklarmdan Kozmetik Yonetmeligi dogrudan



kimyasal maddelerin kontrolii ile de iliskilendirilmektedir. Ilgili Avrupa Birligi
kimyasal maddeler kontrol politikalar1 30.000 kadar kimyasalin, insan sagligi
acisindan tekrar test edilmesini Ongoérmektedir. Eger uygun alternatif test
yontemleri gelistirilemezse, REACH (Registration, Evaluation, Authorisation
and Restriction of Chemical substances; Kimyasal maddelerin Degerlendirilmesi,
Kaydimin olusturulmasi, Simirlandirilmas: ve Izinleri) diizenlemeleri kapsaminda,
biliylik miktarlarda hayvanin telef edilmesi s6z konusu olacaktir. Bu yiizden
yonetmelikte geleneksel hayvan deneylerine alternatif test yontemlerinin
gelistirilmesinin Oncelikli bir ¢alisma alani oldugu vurgulanmaktadir (Hoffmann

et al., 2005; Spiekstra et al., 2009).

Kozmetik materyallerin toksisitesinin tespitinde hayvan testlerine alternatif
metotlar olusturulmasinin kontroliinde gorev alan uluslar arasi otoritelerin basinda
Ekonomik Kalkmma ve Isbirligi Orgiiti (Organization for Economic Co-
operation and Development, OECD), Avrupa Alternatif Yontemlerin
Onaylanmas1 Merkezi (European Centre for the Validation of Alternative
Methods, ECVAM) ve Avrupa Kozmetik, Tuvalet Malzemesi ve Parfiimeri Birligi
(The European Cosmetic, Toiletry & Perfumery Assosiation, COLIPA)

gelmektedir.

Insan derisinde kimyasallarin yarattig1 tahris potansiyelinin belirlenmesinde,
deney hayvani kullanmaksizin, ECVAM tarafindan onaylanmis EpiDerm™
(MatTek Corporation, Ashland, MA, USA), EPISKIN™ (Episkin, Chaponost,
France), SkinEthic RHE™ (SkinEthic Laboratories, Nice, France) gibi in vitro test
yontemleri bulunmaktadir (D.A. Kidd,2007). Bunlar hayvan testlerine alternatif
olabilecek ve o6zellikle etik kurallara uygun olduklar1 i¢in kabul edilen testlerdir
ve hiicre kiiltiir yontemleri ile laboratuvar kosullarinda keratinositler kullanilarak
insan epidermal kiiltiir modelleri olusturulmas: temeline dayanmaktadir

(ECVAM, 2008).

Memeli canlilarin en genis organi olan deri, insan viicudu ile onun etrafinda
bulunan ¢evre arasinda koruyucu bariyer niteligindedir. Viicudun igerindeki
organlar1 ve viicudu her tiirli patojen ve mikroorganizmadan korumaktadir.

Zararli mikrobiyal, termal, mekanik ve kimyasal etkilere dogrudan maruz



kalmaktadir. Gegtigimiz 25 yil boyunca insan derisini taklit edebilecek bir yapinin
olusturulmasi amaciyla cesitli calismalar gergeklestirilmistir (MacNeil, 2007). Bu
yapilar klinik uygulamalarda kullanilmak, akut ve kronik yara iyilesmelerini
desteklemek veya farmasotik uygulmalarda kullanilmak {izere insan temelli organ
benzeri test sistemleri olusturmak amaciyla gelistirilmektedir. Bu siirecte deri
modelleri olusturulurken ileri doku miihendisligi yaklasimlar1 kullanilmaktadir
(Ponec, 2002; Groeber et al., 2011). Deri doku mithendisliginde fonksiyonel doku
modelleri olusturulurken ¢esitli biyolojik ve sentetik materyaller in vitro kiiltiire

edilmis hiicreler ile biraraya getirilmektedir (Vacanti, 1995).

In vitro sartlarda yapilandirilmis ¢esitli insan deri modellerinin ¢ogu, normal
insan derisi ile yiiksek oranda benzerlik gostermektedir. Keratinositler kiiltiirde
yaklagik 2 hafta hava-sivi ara yiizeyinde kiiltiire edilerek epidermal farklilasma
tetiklenmektedir. Bu modeller olusturulurken keratinositlerin alt kisminda hiicre
icermeyen dermal matrisler, gegirgen filtreler, fibroblast tutundurulmus kollajen
matrisler ve kollajen- GAG membranlar gibi ¢esitli yapilar kullanilmaktadir

(Boyce et al., 1988; Bell et al., 1981; EI Ghalbzouri et al., 2008).

Bu tez projesinde, kozmetik maddelerin cilt {izerinde meydana getirdigi
irritasyonun potansiyelini belirlemek amaciyla insan keratinositleri kullanilarak
yapay epidermal bir model olusturulmasi amaglanmistir. Kimyasal madde topik
olararak olusturulan model iizerine uygulanmis ve sonrasinda olusan reaksiyonun
potansiyeli, hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi ve inflamatuar sitokinlerin salimi

Olciilerek belirlenmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Derinin Yapisi ve Fonksiyonlar:

Deri hacim ve agirlik bakimindan viicudumuzdaki organlarin en biiytigidiir.
Viicut 1sismin korunmasida, D vitamin sentezlenmesinde, duyu algilanmasinda,
ter bezleri yardimiyla bosaltimda, disaridan gelen kimyasal maddelere ve
mikroorganizmalara kars1 ilk bariyerin olusturulmasinda gorev almaktadir. Deri
baslica epidermis, dermis ve hipodermis (subkutan tabaka) olmak tizere {i¢

tabakadan olusmustur ( Ponec, 2002; Gawkrodger, 2002; Alenius et al., 2008).

2.1.1 Hipodermis

Bu tabaka damar ve sinir yoniinden ¢ok zengindir ve tiim viicutta ve deride

1s1 diizenlenmesinden sorumludur (Tuncer , 2006).

2.1.2 Dermis

Epidermisin altinda bulunan, derinin kivam ve elastikiyetini saglayan
tabakadir. Esas yapiy1 jelatinéz bir madde olusturur. Bu madde fibroblastlar
tarafindan salgilanir. Hiyaliironik asit, kondroitin siilfat, heparan siilfat, dermatan
siilfat ve diger mukopolisakkaritlerden meydana gelir, ¢ok yiiksek oranda su
tutma kapasitesine sahiptir. Bu yap1 igerisinde kollajen, elastik, retikiiler lifler ve
farkli hiicreler dagilim gosterir. Viicudun yapisal proteini kollajendir. Kollajen
cogunlukla tendonlarda, ligamentlerde ve dermisde bulununmaktadir. Derinin

kuru agirhigmin %70’1 kollajenden olugsmaktadir (Eroschenko, 2008).

Dermiste kan ve lenf damarlari, yag ve ter bezleri, kil follikiilleri, deri
kaslar1 ve ¢esitli duyular1 alan sinirler bulunur. Dermis ile epidermis birbirleriyle
girintili ¢ikintili bir sekilde birlesmistir. Epidermis dermis igerisine el parmagi
seklinde girerken, dermis de epidermise ayni goriinimde ilerler (papilla). Bu iki
tabakanin birlesim yerinde bazal membran denilen bir bolge mevcuttur. Bu yap1
epidermisin beslenmesini ve iki tabakanin birbirine siki bir sekilde tutunmasini

saglamaktadir(Eroschenko, 2008).



Dermis papiller ve retikiiler kat olmak tizere iki tabakadan olusmustur.
Papiller tabakada kapiller damarlar ve duyu alan sinir lifleri bulunur. Bu katta
konnektif lifler deri yiizeyine dik olarak yerlesmistir. Retikiiler kat dermisin alt
kismina verilen isimdir. Bu bolgede konnektif lifler deri yiizeyine paralel

goriiniim sergilemektedir.
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Sekil 2.1 Derinin yapisi (http://www.bilimvesaglik.com/duyu-organlari)

2.1.3 Epidermis

Epidermisin ¢ok katli yassi epitel tabakasinda dort ayri hiicre tipi
bulunmaktadir. Hakim hiicre tipi keratinosittir. Bu hiicreler, baslica iiriinleri olan
ara filaman proteini keratin nedeniyle bu ismi almistir. Melanositler, melanin
tiretiminden sorumlu noral krista kokenli hiicrelerdir. Langerhans hiicreleri, kemik
iligi kokenli dendritik hiicrelerdir. T lenfositlere antijen sunan hiicreler olarak
gorev yaparlar. Merkel hiicreleri, dokunma duyusunda rol alan noral krista

kokenli hiicrelerdir (Kierszenbaum., 2006).



Epidermis, derinin en st tabakasi olup asagidan yukariya dogru bazal
tabaka (stratum bazale), spinozum tabakasi (stratum spinozum), graniiler tabaka
(stratum graniilozum), lusidum tabakasi (stratum lucidum) ve korneum tabakasi

(stratum korneum) adin1 alan bes katmandan meydana gelmektedir.
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Sekil 2.2 Epidermisin tabakalari ( Funchs and Raghavan., 2002)

2.1.3.1 Bazal Tabaka (Stratum Bazale)

Epidermisin en alt tabakasi olup “dogurucu tabaka” olarak da
adlandirilmaktadir. Tek swra halindeki silindirik hiicrelerden meydana gelmistir.
Bu tabakada ti¢ tip hiicre bulunmaktadir. Bunlar; keratinositler, melanositler ve
Merkel hiicreleri’ dir. Bu tabakadaki tiim hiicreler, yukar1 dogru gogle birlikte

sayilar1 gittikce artan oranda ara keratin filamanlar1 igerirler.

Keratinositler derinin bir nevi “kok hiicreleri” olarak kabul edilmektedir.
Cogalarak ve  degisiklige (farklilasarak) ugrayarak iist tabakalar1
olusturmaktadirlar. Esas gorevleri keratin denen fibriller proteinleri
sentezlemektir. Bazal  hiicreler hemidesmozomlarla bazal membrana,

desmozomlarla diger keratinositlere baglanmaktadir. Epidermal hiicrelerin %90-



95’1 keratinositlerden olusmaktadir. Keratinositler, sitokin ve inflamatuar

mediatorleri salgilayarak immiin cevap gelisiminde de rol almaktadir.

Melanositler, melanin pigmentini sentezlemekle gorevlidirler ve
keratinositler arasinda yerlesmislerdir. Bu hiicrelerin dendritik uzantilar1 vardir.
Bu uzantilar vasitasiyla hiicrede sentez edilen melanin, melanozom denen melanin
paketleri halinde keratinositlerin iist bolimlerine tagmir. Bir melanosit 30-40
keratinositi melanize eder, bu sisteme epidermal melanin {nitesi

denir(Kierszenbaum., 2006).

Merkel hiicreleri, néroendokrin ve duyusal fonksiyonlu hiicreler olup bazal
tabakada yer almakta ve epidermal hiicrelerin yaklasik olarak %1’ ini

olusturmaktadirlar.

Sekil 2.3 Dermo- epidermal baglant1 bolgesinde bazal epidermisin goriintimii (Gawkrodger,

2002).

2.1.3.2 Spinozum Tabakasi (Stratum Spinozum)

Hiicreler, epidermis i¢inde yukari dogru go¢ ederken, ikinci bir hiicre
tabakasin1  (dikenli tabaka) olustururlar. Bazal tabakanin tistiinde yer alan 5-7
sira, ¢ok koseli (poligonal) hiicreler toplulugundan olusur. Rutin histolojik

incelemelerde, bu tabakadaki hiicreler biiziistirler. Sonug olarak, hiicreler arasinda



olusan bosluklar, hiicre yiizeyinden ¢ikan ¢ok sayida sitoplazmik uzantilar ve
dikensi ¢ikintilar (dezmozom) olustururlar. Bu uzantilar, dezmozomlarin keratin
filaman demetleri veya tonofilamanlar ile komsu hiicrelere baglandig1 yerlere
karsilik gelir. Tonofilamanlar, epidermisin asmnmalara karsi direncli olmasini
saglamaktadir Bu tabakanin iist kisimlarinda keratinin 6n maddesi olan filagrin
iceren keratohiyalin grantilleri ve lipid igeren Odland cisimcikleri goriiliir.
Hiicreler arasinda lenf sivisina benzer interselliiler bir sivi bulunur (Eroschenko,

2008).

Bu tabakada immiinolojik fonksiyona ve antijen sunma yetenegine sahip
Langerhans hiicreleride yer almaktadir ve epidermal hiicrelerin yaklasik olarak

%3-5"1ni olustururlar.

2.1.3.3 Graniiler Tabaka (Stratum Graniilozum)

Bu tabaka 3 - 5 sira halinde dizilmis yassi hiicrelerden olugsmaktadir.
Hiicrelerin ¢ekirdekleri kismen atrofiktir ve sitoplazmalarinda keratohiyalin
graniilleri mevcuttur. Mukozalarda bu tabaka goriilmez. Lokoplazi gibi

keratinizasyonun arttig1 durumlarda stratum korneum ile birlikte bulunmaktadir.

Bu  hiicrelerin sitoplazmalarinda ayrica, ¢ift yapili lipit zarla cevrili
lamelli graniiller de bulunur. Lamelli graniillerin igerikleri, stratum graniilozum
da hiicrelerarasi bosluga birakilir ve burada yapistiric1 6zelligin yani sira lipid bir

bariyer olustururlar.

2.1.3.4 Lusidum Tabakas1 (Stratum Lucidum)

Yalniz el i¢i ve ayak tabaninda goriilen bir tabakadir. Normal tabakalardan
daha acik renkte goriiliir. Bu tabakadaki hiicreler ig seklinde yassilagsmis atrofik

cekirdege sahip hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda eleidin bulunmaktadir.



2.1.3.5 Korneum Tabakasi (Stratum Korneum)

Derinin en st kismudir. Cekirdeksiz lameller halindeki hiicrelerden
meydana gelir. Hiicreler bol miktarda keratin igerir ve hiicreler aras1 baglar gevsek

oldugundan dolay1 dokiilme 6zelligine sahiptir.

Bazal tabakadaki keratinositler mitotik aktiviteye ve farklilasma o6zelligine
sahiptir. Bazal tabakadan tireyen keratinositlerin stratum korneum tabakasini
olusturup dokiilmesi sayesinde deri devamli yenilenme 6zelligi kazanmaktadir.
Bazal tabakada mitoz sonrasi olugan bir keratinosit yaklasik 14 giinde korneuma

ulasir ve 14 giinde de deskuame olur. Bu siirece derinin yenilenme zamani denir.
2.2 Derinin Biyokimyasal Ozellikleri

Keratin, melanin, kollajen ve glikozaminoglikan deri tarafindan sentezlenen

molekiillerin baginda gelmektedir.

Keratin: Keratinositler tarafindan olusturulan yiiksek molekiiler agirliga
sahip polipeptit zincirlerdir. Keratin, stratum korneumu, kil ve tirnaklari
olusumunda temel bir bilesendir. Farklilasma prosesinin ¢esitli asamalarinda
bulunan epidermisin farkli tabakalarinda farkli molekiiler agirlia sahip keratin
polipeptitler bulunmaktadir. Epidermal keratin sa¢ keratini ile karsilastirildiginda

az miktarda kysitin ve yiiksek oranda glisin igermektedir(Gawkrodger, 2002 ).

Sekil 2.4 Keratinin molekiiler yapist (Gawkrodger, 2002 )
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Melanin: Melanositler i¢inde bulunan tirozinler tarafindan meydana gelir.
Omelanin ve fakomelanin olmak tizere 2 farkli formu bulunmaktadir. Omelanin,
en ¢ok bulunan melanin formu olup kahverengi-siyah renk olusturmaktadir.
Fakomelanin, daha az bulunan bir melanin formu olup sar1 ve kirmizi renk
olusumundan sorumludur. En dogal melaninlerde her 2 form birarada
bulunmaktadir. Melaninler enerji ve UV ismlarinin absorbsiyonundan da

sorumludur.

Kollajen: Fibroblastlar tarafindan sentezlenmektedir. Kollajen, dermisin
kuru agirhiginin %70-80 nini olusturan temel yapisal proteinidir. Yapisinda
buulunan aminoasitlerin baglicalar1 glisin, prolin ve hidroksiprolindir. Dogada
14’ iin tzerinde kollajen tipi bulunmaktadir. Bunlardan sadece 5 tanesi deride
bulunmaktadir. Tip I; retikiilar dermiste, Tip III; papiller dermiste, Tip IV ve VII;

bazal membran yapisinda, Tip VIII; endoteliyal hiicrelerde bulunmaktadir.

Glikozaminoglikan (GAG): Derinin viskozitesini ve hidratasyonunu

saglayan, deri yapisinin esas bilesenidir. Kondroitin siilfat, beraberindeki
dermatan siilfat ve hyaluronan ile dermiste bulunan temel GAG’ 1 olusturmaktadir

(Gawkrodger, 2002 ).

2.3 Epidermal Bariyer

Deri emilimi kompleks bir fenomendir. Stratum korneum’ un en onemli
fonksiyonu epidermal gegirgenlik bariyerini olusturmasidir. Boylelikle su,
elektrolit gecisini ve topikal uygulanan druglarin perkutandz absorbsyonunu
konrol etmektedir. 10 — 20 um kalmhigmdaki stratum korneum da bulunan
korneositler arasindaki lipid lamelleri gecirgenlik bariyerini olusmaktadir (Ponec,
2002). Stratum korneum un hiicreler arasi bosluklarinda bulunan hidrofobik
lipidlerin % 45 — 50’ si seramid, % 25’1 kolesterol, % 15’1 uzun zincirli serbest

yag asitleri ve % 5’1 diger lipidlerdir (WHO, 2002; Jennemann et al., 2007).
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Sekil 2.5 Epidermisin bariyer fonksiyonu( Simonsen, 2002)

Kimyasallarin, deri igerisinden ge¢cmesi kompleks bir prosestir. Cilt

absorbsyonu ii¢ ana mekanizma ile ger¢eklesmektedir.

a) Hiicre i¢i absorbsyon: Kimyasallar, keratin kapli korneositler igerisinden

hiicre membraninin i¢inde ve disinda parcalanarak gecerler.

b) Hiicreler aras1 absorbsyon: Kimyasallar, korneositlerin etrafindan lipitce

zengin ekstraseliiler bolgelerden gecerler.

c) Ara yollardan absobsiyon: Kimyasallar, kil folikiilleri ve ter bezleri

tarafindan olusturulan yan yollar1 kullanarak korneositleri gegerler

(M.Ponec,2002).
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Sekil 2.6 St. Korneum membrani, diffizyonda izlenen yolaklar (Bronaugh and Maibach, 1991)

In vivo cilt irritasyon reaksiyonunun konsantrasyonu, stratum korneumun
bariyer kapasitesi ile yakindan iligkilidir. Bu bakimdan uygun bir in vitro deri
modeli olusturulurken derinin bariyer fonksiyonu taklit edilmelidir (Ponec,

2002).

2.3.1 Perkutanéz (Dermal) Absorbsiyon

Dermal absorbsiyon, kimyasallarin dis ortamdan gelerek deri igerisine niifuz

edip sistemik dolasima katilmasi olarak tanimlanmaktadir (OECD, 2004).

Epidermisin stratum korneum bolgesi, yar1 gegirgen bir membran yapisi
sergileyerek perkutandz absorbsiyonu belirleyen en 6nemli bariyerdir (Brisson,
1974). St. korneumun ¢ogunlukla su gecirmez yapisina ragmen giinliikk ortalama
400 ml kadar su, icerisinden gegerek buharlagsmaktadir. Hareketsiz bir kisi glinde
ek olarak 200 ml suyu ter olarak kaybetmektedir. Ter; suyun, az miktarda tuzun,

karbondioksitin, amonyak ve {irenin salgilanmasinda tasiyici rol oynamaktadir.



Suda ¢oziiniir maddelerin deriden absorbsiyonu ihmal edilecek oranda azdir.
Fakat yagda ¢6ziinen maddeler kolaylikla deri igerisine niifuz edebilmektedir.
Bunlar yagda ¢6ziinen vitaminler (A, D, E ve K), bazi druglar, oksijen ve
karbondioksit gazlaridir. Kursun gibi agir metallerin tuzlari, civa, arsenik ve
zehirlerin toksinleri gibi deri igerisine absorbe olan toksik maddeler, aseton gibi
organik solventler ve karbontetraklorit (kuru temizleme sivisi) igermektedirler.
Kortizon gibi topikal steroidler, yagda c¢oziindiikleri i¢in dermisin papiller
bolgesine kolayca ulasabilmektedirler. Burada anti- enflamatuar o6zelliklerini
gostererek mast hiicrelerinin  histamin {iretimini inhibe ederler. Dermal

absorbisyonu etkileyen Onemli parametreler bulunmaktadir (WHO, 2002;

Yourick, 2008).
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Cizelge 2.1 Dermal absorbsiyonu etkileyen parametreler( WHO 2002; Brisson,1974)
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2.4 Kozmetik Maddelerin Ciltte Yarattig1 Reaksiyonlar

Deri lizerine uygulanan ¢esitli drug ve kimyasal maddelerin klinik etkileri,
epidermis igerisine penetre olabilen miktar ve konsantrasyonlarma bagli olarak
degismektedir. Bu triinlerin igerdikleri bilesikler deride irritasyon, korezyon,
hassasiyet, fototoksisite, kontakt allerjikdermatit gibi lokal reaksiyonlara sebep
olmaktadir. Bu reaksiyonlar sonucunda immiin ve allerjik yanitlar olusmaktadir

(Brisson, 1974; Alenius et al., 2008).

Cilt reaksiyonuna yol a¢an kozmetik maddelerin basinda; banyo sabunlari,
deodorantlar, g6z makyaj malzemeleri, nemlendiriciler, kalci dalga olusturan
losyonlar (6zellikle gliseril monotioglikolat igerenler), sampuanlar, ojeler
(formaldehit igeren) ve rujlar gelmektedir. P- fenilindiamin ve amonyum persiilfat
gibi renk ag¢ic1 madde igceren sa¢ boyalar: da ciltte g¢esitli reaksiyonlara sebep
olmaktadir. Alfa- hidroksi asit (AHAs) igeren kozmetik iirtinler bazi kisilerde
problemlere yol agmaktadir. FDA tarafindan yayinlanan raporda, %10’ luk
konsantrasyonun tizerinde AHAs igeren {iriinlerin kullanimi sonrasinda ciltte
kizariklik, sislik, yanma ve kasint1 gibi etkilerin gozlendigi belirtilmektedir. Baz1
kisilerde ise retin-A kirigiklik krem ve serumlari, irritan kontakt dermatitlere yol

acmaktadir.

Kozmetik endiistrisi tarafindan  binlerce kimyasal icerik olarak
kullanilmaktadir. Bunlar saf birlesikler, karisimlar, bitki ekstreleri, yaglar,

surfaktanlar (ylizey aktif maddeleri), prezervatifler ve polimerlerdir.

Kozmetik maddelerin igeriginde en sik rastlanan surfaktanlarm basinda

sodyum lauril sulfat (SLS) gelmektedir. SLS, bircok hijyen ve temizlik
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tirtinlerinde kullanilan anyonik bir yiizey aktif maddesidir. Tuzu, siilfat grubuna
bagli 12 karbon igeren bir anyonik organosiilfat igermektedir. Bu da maddeye
deterjanlar i¢in gerekli olan amfifilik 6zellikleri kazandirmaktadir. SLS, ¢ok giiglii
bir surfaktan olup deterjan endiistrisinde yag lekelerinin ¢ikarilmak amaciyla
kullanilmaktadir. Endiistriyel {triinlerde yiiksek konsantrasyonda bulunmakla
birlikte dis macunlarinda, sabun ve sampuanlarda daha diisiik konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. Ayn1 zaman da kopiik olusumunu saglamaktadir. Arastirmalar
SLS’in direkt cilde uygulanmasinda karsinojenik etki gosterdigi yoniindedir
(NICNAS, 2007). Cilt Irritasyon potansiyeli belirlenmis SLS, cilt irritasyon
mekanizmasinin anlagilmasi ve irritasyon belirteclerinin tanimlanmasi amaciyla
cesitli calismalarda pozitif kontrol olarak kullamilmaktadir. Ozellikle in vitro
epidermal kiiltiir modelleri olusturulurken ve parametreleri belirlenirken tercih

edilmektedir (Fletcher et al., 2006; 2001)

Tiim bu kozmetik igerikleri giivenlik testlerinden gegirilmelerine ramen baz1
tiikketicilerde reaksiyonlar meydana gelmektedir. En sik rastlanan reaksiyonlarin
basinda kontakt irritasyon daha seyrek olarak da kontakt alerjik reaksiyonlar
goriilmektedir. Testler sonucu giivenli bulunan maddeler farkli formulasyonlarda,
deri icerisine daha fazla emilim gosterdigi i¢in ciltte irritasyona sebep olabilir.

(Draelos, 2010).
2.4.1 Irritasyon

Cilt irritasyonu:

Cilt irritasyonu; kimyasal maddenin 4 saatten fazla uygulanmasi sonucu geri
donistimlii hasarin ciltte meydana gelmesi olarak tanimlanmaktadir (OECD,

1987).

Topikal bir formulasyon deri ilizerine tatbik edildiginde aktif bilesenin
(drug) st. korneum’ dan niifuz ederek canli dokuya gegmesi gerekmektedir. Deride
bulunan protein ve lipitlerin yiizey aktif ajanlar1 ile reaksiyona girmesi sonucu

irritasyon olusmaktadir. Irritan kimyasal oOncelikle sz. korneumun bariyer
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fonksiyonunu hasara ugratmakta ve sonrasinda deri icerisindeki hiicrelere etki

etmektedir (Welss et al., 2004).

lokal dermal irritasyonun enflamasyon basamaklan

>
Irritan
Ksenobiyorik
g ™, s ) s ™
Travma Enflamatuar cevaplann Enflamatuar cevaplann
Hiicre hazan/@liimi erken evrelen: son evrelen:
Doku hazan ar. sitokin salm ddem ve eritem
I A e A M I A
in vitre RhE testleri in vive irritasyon
ile hiicre canhlhig testleri ile
(MTIT) degerlendirilmektedir
dlciilmeltedir

Sekil 2.7 Dermal irritasyon mekanizmalar1 ve 6l¢tiimii (OECD, 2002)

Genel olarak kimyasal maddenin tavsan derisi veya goziine uygulanmasi
sonrasinda olugan 6dem ve eritrema Draize puanlamasina gore degerlendirilerek
irritasyonun potansiyeli belirlenmektedir (OECD TG 404, 2002; Welss T. et al.,
2004). Giintimiizde irritasyonun tespitinde kullanilmak tizere in vitro epidermal

kiiltiir modelleri olusturulmaktadir (Robinson et al., 1999).

Cilt korrozyonu:

Cilt korrozyonu; kimyasal maddenin 4 saatten fazla uygulanmasi sonucu
dermise kadar ulagan nekroz goriinimli geri doniisiimsiiz dermal hasar olarak
tanimlanmaktadir (OECD, 2002). Korroziv reaksiyonlar sonucu kanama ve iilser

olusabilmektedir.

GOz irritasyonu:

Kimyasal maddenin goziin 6n kismina uygulanmasi sonrasinda 21 giin
icerisinde gozde olusan geri doniisiimlii hasar olarak tanimlanmaktadir (OECD,

2002).



17

2.4.2 Cilt Hassasiyeti

Cilt hassasiyeti sonucu olusan allerjik kontak dermatit olaylarina, insanlarda
cok sik rastlanmaktadir (Gerberick, 2007). Allerji, spesifik immiin cevaplarin

uyarilmalar1 sonucu olusan advers bir reaksiyondur.

Allerjik kontakt dermatit (AKD):

AKD, allerjen kimyasal maddelerin deri igerisine niifuz etmesi sonucu
olusan immiin bir cevaptir. Enflamasyonun basladig1 hassasiyet fazi ve
lokositlerin gorev aldigr agiga c¢ikma fazi olmak tizere 2 faz seklinde
gerceklesmektedir. Deri igerisine giren kontakt allerjen, tastyict protein
kompleksleri ile etkilesime ge¢mektedir. Bu tastyici protein kompleksleri, antijen
salimindan da sorumlu olan olgunlasmamis dendritik hiicreler tarafindan
salgilanmaktadir. Bu tasiyic1 proteinler kimyasal madde ile birlestiginde
antikorlarin olusumunu uyaran tam olmayan antijen niteligi kazanmaktadir.
Tastyict proteinler yalniz bagina immiin yanit olusturmaz, ancak olusmus immiin
yanitla reaksiyona girebilir ya da bir protein molekiilii ile birlestiginde antijen
ozelligi kazanabilirler. Kimyasalin hassasiyet olusturmasi sonrasinda lokositler
devreye girer ve hassasiyetin olustugu bolgede 1s1, 6dem, kasinma ve vezikiil

olusumu meydana gelir (Alenius et al., 2008; Draelos, 2010).
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Sekil 2.8 Akut kontakt dermatit’te hassasiyet (1-7) olusumu ve agiga ¢ikma fazlarinin
modeli. Molekiiller epidermise penetre olup (1) ve deri igerisindeki tasiyici protein molekiilleri ile
etkilesime gecmektedir(2). Olgunlasmamis dendritik hiicreler tarafindan tasiyici protein
kompleksleri salnir (3). Kontakt allerjenler irritasyon olusumunu tetikler. Irritasyon olusumu
dendritik hiticrelerin olgunlasmasi igin gerekli proenflamatuar sitokinlerin salinimimni uyarir.
Olgunlasma siirecinde(4), enflamatuar kemokin reseptérlerinin ekspresyonu azalmakta, MHC
molekiillerin ve kemokin reseptdr 7(CCR7) nin ekspresyonu artmaktadir (5). Lenf nodunda immiin
cevabin kabulii ger¢eklesir. Burada MHC molekiillerine bagli antijen T- hiicrelerine islenmektedir
(6). T — hticreleri, antijene 6zgii T — hiicrelerine doniistip ¢ogalmasi igin birtakim sinyallere
(CD28-CD80/86 ve CD40-CD40L etkilesimi gibi) ihtiyag duymaktadir (7). Ikinci kez ayni
molekiil ile karsilasiimasi ( CD4+ veya CD8+ CLA baglantili T-hiicreleri)ile allerjen bulunan
bolgede allerjene 6zgii T-hiicreleri goreve baslar(8). AKD te oldugu gibi molekiile 6zgii T-
hiicreleri IFN-y salgilamakta ve T-hiicre aracili sitotoksisite enflamasyonla sonu¢lanmaktadir(9)

(Alenius et al., 2008) .
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Akut Dermal Toksisite:

Kimyasal maddenin kisa siireli deri tizerine tek doz uygulanmasi sonucu

olusan olumsuz etkidir (OECD, 1987).

2.5 Kozmetik Maddelerin Toksisite Testleri

Uriin giivenlik testleri ve risk/yarar  analizleri, kozmetik iiriinlerin
etkinliklerinin ortaya konmasi ve cilt {izerinde ters bir etkiye (cilt irritasyonu, goz
irritasyonu, cilt hassasiyeti, fototoksisite vb.) sahip {riinlerin tanimlanmasi
amaciyla yapilmaktadir. Her tiirlii kimyasal maddenin kozmetik iirtin olusumunda
kullanilabilmesi i¢in tehlike analizlerinin yapilmasit ve insan sagligma olan
etkilerinin ortaya konmas1 gerekmektedir (Berthaud et al., 2011). Geg¢miste ve
hala bazi resmi kurumlarda bu tip testlerin yapilmasi amaciyla deney hayvani

kullanilmaktadur.

Draize testi, deney hayvani kullanilarak yapilan kozmetik toksisite
testlerinin basinda gelmektedir (Draize et al. 1944). 1965’ te Buehler, daha yiiksek
hassasiyete sahip ‘topikal kapali yama teknigini Onermistir. 1969 yilinda
Magnusson ve Kligman ‘kobay maksimizasyon testini’ gelistirmistir. 1980° den
beri birgok alternatif test metodu tanimlanmaktadir. Bu testlerin (NPPET; non-
perfused pig ear test), bir kismi hala kullanilmakta ve ECVAM tarafindan

validasyon prosesi icerisine dahil edilmemektedir.

Kozmetik iriinlerin ve igerdikleri maddelerin test edilebilmesi i¢in deney
hayvani kullanimma alternatif ECVAM tarafindan onaylanmis EpiDerm™
(MatTek Corporation, Ashland, MA, USA), EPISKIN™ (Episkin, Chaponost,
Fransa;), SkinEthic RHE™ (SkinEthic Laboratories, Nice, France) (D.A.
Kidd,2007) yeniden yapilanadirilmis epidermis modelli test metotlar1 ve TER
(Transkutanoz elektriksel direng testi), SIFT (Fare derisi biitiinliik fonksiyon

testi), BCOP (s1g1r kornea opaklik ve gegirgenlik testi) yontemleri bulunmaktadir.
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Sekil 2.9 Kimyasal maddelerin toksisite testleri

2.5.1 Draize Testi

Herhangi bir hastaligi bulunmayan, g6z yapilar1 normal olan albino
tavsanlar kullamlarak uygulanan bir yontemdir. Ozellikle kozmetik alanda
kullanilan  kimyasallarin  toksisitesini ve gozde yarattigi irritasyonu
belirlemektedir. Genellikle her bir test dozu i¢cin 3 veya 6 sdet tavsan
kullanilmaktadir. Tavsanin sag goziitest icin tasarlanirken, sol gozii kontrol
amaciyla uygulama dis1 birakilir. G6z bagsma 0,1 ml hacimde kimyasal tek damla
(yaklasik 0,04 ml) halinde uygulanir. Bu oran diisiik hacimli dozlarda 0,01ml’ ye

kadar indirilir. Steril tuz solusyonlar1 ile zaman zaman okiiler yiizey nemlendirilir.
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Sekil 2.10 Draize testi A)Tavsan goziine kimyasalin uygulanmasi, B)Kimyasalin
uygulanmasi sonucu tavsan goéziinde meydana gelen degisimler ve hasarlar

(http://www.unleashed.org.au )

Deney 6ncesi ve sonrasi degerlendirmeler biokiiler biiyiite¢ veya mikroskop
ile gerceklestirilir. Kimyasal uygulanmasindan 1, 24, 48 ve 72 saat sonra, gerekli
ise 7 ve 21 giin sonra degerlendirmeler gerceklestirilir. Okiiler degisimler (g6z

kapag1, konjuktiva, kornea ve iris) bir puanlama sistemine gore tanimlanmaktadir

(Wilhelmus, 2001; Liu, 2001).

Cizelge 2.2 Draize testi puanlama sistemi (Wilhelmus K.R., 2001, Chambera et al., 1993)

Degerlendirme Puan

Korneal opakhk
Bulamkl veya iilser olusumu yok
Daginik halde bulaniklik var, iris net bir sekilde gdziikmekte
Yar1 saydam goriiniimli bolgeler; irisi hafifce Grtmekte
Opaklasan bolgeler; iris ayrintis1 ve pupil boyutu gériinmemekte
Opak kornea; bulamikliktan iris gdriinmemekte

iritis
Normal

Iriste kan birikmesi, komea ¢evresindeki enfeksiyona bagh sislik 1
olusmas1

Kanama, wriste biiyiik yikim veva 1s18a kars1 duvarlihik kavbi

Konjuktival Kizarikhk
Kan damarlar1 normal
Bazi kan damarlarinda kan artis:

Damarlar goriiniirligiinde azalma ve kirmizimsi bir renk olugmasi
Giicli bir kirmizi renk vayilmasi

N R R L]

o]

b2

LIPS S ]

Toplam Puan = Tiim puanlarin toplami (kornea, iris ve konjuktiv)
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2.5.2 Kobay Maksimizasyon Testi (GPMT)

Magnusson ve Kligman tarafindan gelistirilen adjuvan tiiri bir test
metodudur. Adjuvan olmayan testlere oranla olasi hassasiyetin belirlenmesinde

daha etkilidir (Momma et al, 1998).

Indiiksiyonda kullanilacak (intradermal ve topikal) kimyasalin konsantrasyonlari,
sistemik olarak tolere edilebilir ve hafif cilt irritasyonuna yol agacak nitelikte
olmaldir. Eger kimyasal irritan degil ise, uygulama oncesinde lokal irritasyonun
saglanmasi amactyla sodyum lauril siilfat kullanilir. Kimyasalin uygulanmasi i¢in
en az 10, kontrol grubu i¢in ise en az 5 deney hayvani kullanilmaktadir. Tekrarl
topikal uygulama sonrasinda, ciltte meydana gelen reaksiyonlar gozlenir ve

kontrol grubu ile karsilastirilarak degerlendirme yapilir (OECD, 1992)

Cizelge 2.3 GPMT ve Buehler test i¢in kullanilan derecelendirme skalast (OECD, 1992)

DEGERLENDIRME MORFOLOJI
0 Goriinen bir degisikligin olmamasi
1 Aralikl eritem
2 Konfluent eritem
3 Siddetli eritemve sislik

2.5.3 Lokal lenf nodu Testi (LLNA)

Kimyasalin deri tizerinde yarattig1 hassasiyeti belirlemeye yarayan ve
kobay testlerine alternatif olusturan bir metottur.  Kimyasal maddenin
uygulandig1 bolgede bulunan lenf diigiimlerinde indiiklenmis proliferatif cevap
artist meydana gelmektedir. Bu artis Olciilerek allerjen maddeler tespit
edilebilmektedir. Her bir kimyasal doz grubu icin 4 fare kullanilmakta ve her

testte pozitif/negatif kontrol hari¢ minumum 3 farkli kimyasal madde
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konsantrasyonu (%100, %50, %25, %10, %5, %2,5) test edilmektedir. Kimyasal,
farenin her iki kulagmin arkasina topikal olarak uygulanmaktadir. Ug giin
boyunca, hergiin uygulama devam ettirilir. Fareler bir siire dinlendirildikten sonra
altinct giin bromodeoksiuridin (BrdU) enjekte edilir. Fareler sakrifiye edilir ve
aurikiiler lenf nodiilleri izole edilir. Lenf nodu hiicreleri isaretlenir ve ¢ogalmalari

akis sitometrisi ile 6l¢tilmektedir.(OECD, 2010; Gerberick, 2007).

2.5.4 Yama (Patch) Testi

Direkt olarak insan derisi tizerine uygulanarak cilt tahris potansiyelinin
tespit edildig bir metottur. Kozmetik maddelerin, madde karisimlarinin ve bitmis
tiriinlerin test edilmesine olanak vermektedir. Ozellikle allerjik kontakt dermatit

tanisinda kullanilmaktadir.

\

Sekil 2.11 Yama testi uygulanmasi (http://www.qacs.gr/tr/patch-test.php)

Yama testi {initelerinin igerisine test kimyasali eklenir. Olusturulan test tinitesi
yetiskin goniilliilerin sirt kismi alkol ile temizlendikten sonra yapistirilir. 48 saat
sonunda test tnitesi ¢ikartilmaktadir. Bu islemi takip eden 30. dakika da ve ge¢
ortaya c¢ikabilecek reaksiyonlarin tespiti amaciyla 72. veya 96. saatte

degerlendirmeler gerceklestirilmektedir.
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Cizelge 2.4 Yama testi i¢in kullanilan derecelendirme skalasi (tiirk dermatoloji dernegi)

DEGERLENDIRME KLINIK YORUM
+ Reaksiyon yok Kontakt allerji yok
+/- | Hafif eritem Kuskulu reaksiyon
+ Eritem, infiltrasyon ve | Olasi kontakt allerji

6dem

++ | Eritem, infiltrasyon ve | Allerjik kontakt dermatit

vezikiil olusumu

+++ | Vezikiilobiilloz ~ ve/veya | Allerjik  kontakt dermatit
iilseratif reaksiyon (kesin)
IR | irritasyon Kontakt allerji yok

2.5.5 Prick (igne) Testi

Uygulama alant yama testine benzer olup testin gergeklestirilme

tekniginde farkliliklar icermektedir.

Testin gerceklestirilecegi deri bolgesi alkol ile temizlenir. Kimyasalin
damlatilacag1 deri bolgeleri aralarinda en az 2ger cm aralik olacak sekilde
isaretlenir. Test edilecek kimyasal maddenin solusyonlar1 hazirlanir. Hazirlanan
bu solusyonlar goniilliillerin derisi tizerine damlatilmakta  ve damlalarin
bulundugu kisim igne ile delinmektedir. Deri yanit1 15-20 dakika bekleme siiresi

sonunda maksimuma ulagir.
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Steril penset Porzitif test: knrmizhik ve
kasinti gizlenir

Cesitli sayida kimyasal
allerjen ayni anda kolun
izerine uygulanmaktadir

Sekil2.11 Prick testi uygulanmasi (http://dustmitespedia.com/articles/allergy-skin-test-

picture-skin-prick-allergy-test-pictures)

Pozitif sonu¢ kendini ¢evresinde eritemli bir daire bulunan 6demli bir papiil
seklinde gostermektedir. Pozitif ve negatif sonuclar goz 6niinde bulundurularak

kimyasallarm irritasyon potansiyeli degerlendilir.

Cizelge 2.5 Prick testi i¢in kullanilan derecelendirme skalasi (tiirk dermatoloji dernegi)

Reaksiyon yok
+ Eritem <I15mm; 6dem yok
++ Eritem >15mm; 6dem < 3mm
-+ Odem 3-6mm
- Odem > 6mm ve psédopod gelisimi

2.6 Kozmetik Alaninda Kullanilan Alternatif Test Metotlar:

Avrupa Birligi Kozmetik Yonetmeligi (The 7th Amendment to the
Cosmetics Directive - Council Directive 2003/15/EC) dogrultusunda, alt1 yil
icinde kozmetiklerde, yeni kozmetik {riinlerde ve katkilarinda hayvan
deneylerinin sona erdirilmesi ile (6neri olarak 2013 yilinda) Avrupa Birligi

pazarlarinda hayvan deneyleri uygulanmig bu tiir iriinlerin satigmna yasaklar
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getirilmesini 6n gormektedir. Bu yonerge ¢ercevesinde s6z konusu madde ve
trtinlerin  insan saghigma etkilerinin (toksikokinetikleri, tekrarlanan doz
toksisiteleri ve reproduktif olumsuz aktiviteleri vb gibi) belirlenebilmesi i¢in
gerekli, yeni ve alternatif test yontemlerinin gelistirilmesi siirecinde ortaya
cikabilecek teknik sorunlar ve gecikmeler dikkate alinarak, onerilen tarihlerde
degisiklikler olabilecegi de vurgulanmistir. S6z konusu karar, diger taraftan da,
halen ECVAM tarafindan kabul edilmis ve Avrupa Birligi pazarlarina uyarlanmis
olan alternatif test yontemlerinin bulundugu konularda ise hemen yasaklamalarin
getirilmesini gerektirmektedir. Ayn1 zamanda kozmetik ham ve katki maddeleri
Avrupa Birligi Kimyasal Maddeler Yonetmeligi kapsaminda da Directive
67/548/EC and Regulation (EC) No 1907/2006] yer aldiklarindan Kozmetik
Yonetmeligi dogrudan kimyasal maddelerin kontrolii ile de iliskilendirilmektedir.
Ilgili Avrupa Birligi kimyasal maddeler kontrol politikalar1 30.000 kadar
kimyasalin, insan saglig1 acisindan tekrar test edilmesi gibi, eger uygun alternatif
test yontemleri gelistirilemezse, REACH diizenlemeleri kapsaminda, biytik
miktarlarda hayvan telef edilmesine yol agabilecek agir yiikiimliiliikklere de yol
acmaktadir. Bu yiizden geleneksel hayvan deneylerine alternatif test
yontemlerinin  gelistirilmesinin ~ 6ncelikli  bir  ¢alisma  alan1  oldugu

vurgulanmaktadir (Hoffmann et al., 2005, 2008; Spiekstra et al., 2009).

2.6.1 Sigir Kornea Opaklik ve Gecirgenlik Testi (BCOP)

1940’ 11 yillardan beri sigir kornealar1 toksisite testlerinde kullanilmaktadir.
Glintimiizde uygulanan BCOP testi, Pierre Gautheron ve Joseph Sina tarafindan
kimyasalin g6z de yarattig1 irritasyonun belirlenmesi amaciyla, Draize testine
alternatif olarak gelistirilmistir. Bu testte floresan gegirgenligi ve 1sik iletimi

Olciilerek kimyasal maddenin kornea tizerindeki etkisi belirlenmektedir.

Mezbaha’ dan elde edilen hasara ugramamis sigir kornealar: disekte
edildikten sonra 1 saat isotonik ortam igerisinde inkiibasyona birakilir. Bu siire

sonunda her bir korneanin bazal opaklik opasimetre ile 6l¢iiliir ve kaydedilir.
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Kimyasalin fizikokimyasal ozelliklerine gore diliisyonlar hazirlanir ve
korneanim yiizeyine uygulanir. Bekleme stiresinin sonunda opaklik 6l¢iilmeden,
kornealar taze ortam igerisinde 2 saat daha bekletilirler ve opaklik Ol¢timii
gergeklestirilir. Gegirgenlik 6l¢timii i¢in fluoresan bir solusyon korneanin {izerine
uygulanir ve bekleme siiresi sonunda korneanin alt kismindaki vasat toplanarak
spektrofotometre ile okutma gergeklestirilir. Opaklik ve gecirgenlik sonuglari
birlestirilerek kimyasalin irritasyon potansiyeli belirlenmektedir (Invittox No:
127, OECD Test guideline No: 437). BCOP testi ile alinan sonuglar in vivo

sonugclar ile %85 oraninda uyum gostermektedir (Gautheron et al., 1992).

Bu test protokoliinden elde edlilen sonuglar, alkoller ve ketonlar i¢in yanlis pozitif

deger ve bazi kat1 maddeler i¢in yanlis negatif deger verebilmektedir.

=S
s ava Ay ]

Sigir korneas: kesip gikartilir ve BCOP kuyucuklan igcerisine yerlestirilir.

Sivi ve Kati Maddelerin
Topikal Dozlanmas:

Korneal epitelyum (zerine sivi ve kati maddeler topikal olarak
uygulanabilmektedir.

- 1 I_ll Opakhik . |
I I skoru Gegirgenlik
. - |I._J E- |_.|| ' Skoru

Sekil 2.12 Sigir Kornea Opaklik ve Gegirgenlik Testi (Kaynak:

http://www.mbresearch.com/bcop.htm)
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2.6.2 HET-CAM (Hen’in Yumurta Testi- Korioallantoik Membran)

Asindiric1 veya okiiler irritan maddelerin toksisitesini belirlemekte deney
hayvani kullanilarak yapilan testlere alternatif bir metottur. Test materyalinin,
tavsan goziinde oldugu gibi kii¢iik damarlar ve membran proteinleri tizerinde yol
actig1 akut etkinin tespitinde uygulanir. Koryoallantoik membran (CAM), teknik
acidan calisilmast kolay ve kan damarlar1 igeren tam bir dokudur. Tavsan
goziindeki (Draize test) konjuktival doku gibi CAM’ da hasarlara karsi bir
enflamasyon prosesi ile cevap vermektedir. Genel olarak test bes asamadan
olusmaktadir: (I) yumurtanin hazirlanmasi, (II) test orneklerinin ve pozitif
kontroliin hazirlanmasi, (III) deney prosediiriiniin uygulanmasi, (IV) yumurtalarin
puanlamalarinin yapilmasi, (V) puanlar hesaplanarak irritasyonun belirlenmesi

(Cazedey et al., 2009).

(a)

(d)

Sekil 2.13 HET-CAM testinin agamalari, a) yumurtalarin dogrulanmasi ve inkiibasyonu, b)
4. giin yumurtalarm gozlemlenmesi, embriyo varliginin ve pozisyonun gozlenmesi, c)yumurta
kabugunun agilmasi ve nemlendirilmesi, d) siv1 test meteryalinin eklenmesi, e) kat1 test
materyalinin eklenmesi, f) a¢ik kisimin bant ile kapatilmasi, g) damar hasarinin gézlenmesi

(Cazedey E.C.L. et al., 2009,CAMVA, 2008)
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2.6.3 In vitro Deri Irritasyon Testi; Insan Epidermal Modeli
2.6.3.1 Epiteliyal Hiicrelerin Kiiltiirii

Epitelyal hiicre  tabakalar1  kollajen, laminin, fibronektin  ve
proteoglikanlardan yapilmig bir bazal membran sayesinde diger hiicresel
yapilardan ayrilmigtr. Bu bazal membranin in vitro kosullarda yeniden
yapilandirilmas1 sonucu fonksiyonel bir epitelyum olusturmak miimkiindiir
(Freshney,2002). Epitelyal hiicrelerin en onemli 6zelliklerden biri yiizeye ve
birbirlerine tutunma egiliminde olmalaridir. Bu nedenle normal veya Oliimsiiz
epiteliyal hiicreler tutunduklar1 yilizeyden kaldirildigi zaman apoptozise
gidebilmektedir. Bu ylizey etkilesimi, metastatik proseste malign hiicrelerin
yayilmasini etkileyen bir parametredir (Rheinwald and Green, 1975;1981). Bunun
yaninda epidermis gibi ¢ok tabakali epitelyumda hiicrelerin tabakalanma sirasinda
bazal membrandan ayrilmalar1 terminal farklilagma programimin bir pargasidir.

(Jost M. and Rodeck U.,2004).

Epidermisteki hiicreler canliliklarini  siirdiirebilmek i¢in  birbirlerine
tutunmaya ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle keratinosit izolasyonu sirasinda kullanilan
ayirma tekniklerinde tek hiicre stispansiyonu olusturmaya calisilmamalidir. Hiicre
ayrimi sirasinda mekanik yontemler ve kollajenaz kullanimi tripsinizasyon
islemine oranla daha etkindir. Kollajenaz kullaniminda epitelyum tam olarak
ayrilmadigindan kiiltirdeki canlilik oran1 daha yiiksektir (Frizell et al., 2005;
Freshney, 2005).

Epidermal hiicre izolasyonunda karsilagilan sorunlarin baginda, bazal
membran kaynakli fibroblastlarin ortamdan uzaklagtirilmast gelmektedir.
Fibroblastlarin, epidermal kiiltiirler tizerinde baskin bir sekilde hizli biiytimeleri
fiziksel metotlar ile ortamdan uzaklastirilmalarini  giiclestirmektedir.

(Freshney,2002) .

En popiler yiizey modifikasyonu, UV 1gmnlar1 veya mitomisin C
uygulanarak tiremesi durdurulmus tek tabakali fibrobalastlarin olusturdugu

besleyici tabakadir. 3T3 fare fibroblastlar1 keratinositler basta olmak tizere
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bir¢ok epiteliyal hiicrenin canli kalmasini1 kolaylastirmaktadir. Besleyici tabaka
keratinositlerin tutunabilecekleri bir ylizey saglamakta ve parakrin faktorleri
salgilamaktadir (Rheinwald ve Green, 1977; Wang et al., 2001; Freshney R,
2002).

Insan epidermal keratinositleri ortamda diisiik oranda Ca bulundugunda
cogalmakta, yiikksek oranda Ca varliginda ise farklilagmaktadir. Fakat ortamda
diisik Ca ve serumsuz vasat varsa konfluent oldugunda c¢ogalmayi durdurup
farklilagsmaya baslamaktadir (Ura, et al, 2004). Epidermal farklilasmanin
tetiklenmesi dort ana parametre tarafindan kontrol edilmektedir. Bunlar; a)hticre —
hiicre etkilesimi, b) hiicre — matriks etkilesimi, ¢) polarite ve hiicre sekli,
d)¢6ziinen tetikleyicilerdir (hidrokortizon, retinoik asit, vitamin D,E ve K,

parakrin faktorler, cogunlukla sitokinler ve biiytime faktorleri) (Freshney,2002).

Polarite ve Sekil

| Membran trafigi

Hiicre-hiicre etkilesimi ' Sekresyon

CAMs, ‘E}ap junction Celkirdek pozisvonu
Homokrin ve parakrin faktorler in vitre simiilasyon:
in vifro simiilasyon: . . Filtrel nsertler
Organotipik kiiltirler Doku iskeleleri
(oztinen parakrin faktorler Matris

Céziinen tetikleyiciler Matriks etkilegimi
Hormeonlar. bityiime fak., Ekstraseliler maﬁnfﬂﬁ
vitaminler ) Kollajen, laminin,
in vitre simiilasyon: Medium proteoglikanlar, integrin smvali
eklentileri in vifo simiilasyon:

Matrijel, matriks iirimleri

Sekil 2.14 Epidermal farklilagsmayi kontrol eden faktorler (Freshney R.1.,2002).
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a)hiicre — hiicre etkilesimi:

Hiicre-hiicre tutunmasi, dokularda bulunan hiicreler arasinda genetik
bilginin taginmasini saglamaktadir (Gumbiner et al., 1988). Epitelyumun doku
fonksiyonu gosterebilmesi igin epiteliyal hiicrelerin diizgiin sekilli olmasi ve
cevresindeki hiicreler ile siki bir yapi olusturmasi gerekmektedir. Epiteliyal
hiicreler dezmozomlar ve tutunma baglantilari olmak {izere 2 tip adezyon
olusturmaktadir. Adezyon komplekslerinde bulunan transmembran reseptorler
hiicrelerin dis ylizeyine baglanirlar ve hiicre i¢inde meydana gelen etkileri
belirlerler. Icerdikleri sitoplazmik proteinler sayesinde transmembran reseptorler
hiicre iskeletine baglanabilmektedir. Boylece diger hiicre-hiicre ve hiicre-matriks

baglantilari ile iletisim saglanabilmektedir.

Epiteliyal yapt olusumunda, epiteliyal hiicreler stirekli hiicre ici
etkilesimini degistirmektedir. Ornegin yara iyilesmesi swrasinda epiteliyal
hiicreler, hiicre i¢i adezyonlarini azaltmakta ve hiicre ¢ogalmasini arttirmaktadir

(Maheswaran et al., 2007).

b) hiicre — matriks etkilesimi:

Cogu ¢oziinen parakrin faktor, aktif hale gelmek amaciyla ekstraseliiler
matrikse Ozgii elemanlara baglanmaya ihtiya¢ duymaktadwr. Cogu matriks
molekiilii arginin, glisin, aspartik asit gibi integrin smifi reseptorlerin
baglanmasindan sorumlu aminoasitleri i¢ermektedir. Ekstraseliiler matriks,
hiicrelerin mikrogevrelerini kontrol eden ¢ok kompleks ve degisken bir sistemdir.
Cogu  hiicre, farklilasma fonksiyonunun gergeklestirilmesi amaciyla uygun

matriks ytlizeylerde gelistirilmektedir.

c)polarite ve hiicre sekli:

Cogu okaryotik hiicre polarize fenotip gostermektedir. Hiicrenin polarite
karakteri; hiicrenin sekli, aktin hiicre iskeleti ve membran baglantili hiicre

korteksi yapisia bagli olarak belirlenmektedir (Knust, 2000).
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d)coziinen tetikleyiciler

Kiiltiir vasati icerisine ¢esitli ¢6ziinen maddeler eklenerek keratinositlerin
farklilagsmalar1 tetiklenmektedir. Ornegin epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve
fetal sigir serumu (FBS) igeren vasat ile icerisinde fibroblast bulunan kollajen jel
tizerinde kiltiire edilen geng dondrlerden elde edilmis keratinositler, birkag¢ hafta
icerisinde tabakalanarak kiiltiirde bosaltim kanali benzeri yapilar olusturmaktadir
(Shikiji et al., 2003). Vasat igerisine vitamin C eklenmesi ise keratinositlerin
kiltiirdeki canlilik siirelerini uzatmakta ve in vitro epidermal bariyer olusumunu

tetiklemektedir (Boyce et al., 2002).

Cizelge 2.6 Epidermal farklilagsmay: kontrol eden faktorler (Freshney R.1.,2002)

Etken Hiicreler Referans

Fizyolojik, Diffiize olan:

£a Keratinositler Boyce and Ham, 1983
KGF Keratinositler Marchese et al., 1990
KGF Prostatik epitelvam Thomson et al., 1997
HGF MDCK hiicrelert Montesano et al., 1997
TGF-8 Bronsival epitebyum Masui et al. [1986]

Hidrokorfizon, OSML

_q) <’ "
I1L-6. akciger fibroblastlan A549 hiicreleri

ile sartlantmus vasat

Retinoik asit Trake-bronsival epitelyum
Vitamin D [EC-6 hiicreleri

Vitamin K Babrek epitelmmu
Insiilin, prolaktin ve Meme epitelyunm
hidrolcortizon

Epimorfin Bébrek epitelyunm
Fizyolojik olmayan, Diffiize olan:

Sodium butyrate HT29 hiicrelerd

PMA (TPA) Brongsival epitehyum

PMA HT29, CaCo-2 hiicreler

{See also Chapter 8)

Speirs et al., 1991; McCormick
et al., 1995; McCormick and
Freshney, 2000

Kaartinen, 1993

Jeng et al.,, 1994

Cancela et al., 1997

Marte et al., 1994

Hirai et al., 1992

Veleich et al., 1995

Willey ct al., 1984

Pignaia et al.. 1994: Velcich et al.,
19495

2.6.3.2 Epiteliyal ve Keratinosit Belirtecleri

Secilen epiteliyal hiicre hattinin ¢alismalarda kullanilabilmesi i¢in
tanimlanmas1 ve karakterize edilmesi gerekmektedir. Morfoloji, bu amagla
kullanilan yontemlerin basinda gelmektedir. Epidermal doku olusumu veya
epiteliyal hiicre karakterizasyonunda 151k ve elektron mikroskobu ile morfolojik
gozlem gerceklestirilmektedir. Epitelyal hiicrelerin ¢ogu siki, mozaik benzeri

goriinimde ve ¢evrelerindeki sinirlar1 belirgin sekildedir. Bu karakteristikler tiim
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epitelyal hiicreler i¢in gegerli degildir. Ornegin tiimérlerden elde edilen epitelyal
hiicreler, sekil bakimindan yiiksek oranda plastisite géstermektedir. Endotelyum
gibi baz1 mezengimden tiirevlenen hiicreler ve fare embriyonik fibroblast hiicreleri
kiltiirde konfluent oldugunda epitelyal benzeri goriiniim sergilemektedir. Bu
nedenle epiteliyal karakterizasyon amaciyla ortamda spesifik belirteglerin
varliginin tespit edilmesi gerekmektedir (Maas-Szabowski et al., 2000; Marionnet

et al., 2006; Luchi et al., 2005).

Cogu epitelyal hiicre, keratin polipeptitlerden olugsmus ara filament bir hiicre
iskeleti (sitokeratinlerin olusturdugu) ve/veya dezmozomal hiicre i¢i temaslari
icermektedir. Sitokeratinler farkli ¢esitlilige sahip biiyiik bir gruptur. Bu da farkli
epiteliyal hiicrelere veya cesitli farklilasma basamaklarina 6zgii farkli anti-
sitokeratin  antikorlar bulunmakta anlamma gelmektedir. Keratinositlerin
karakterizasyonunda kullanilabilecek 6zellikle epiteliyal tabakalanma gosteren
hiicreler ile reaksiyona giren bircok monoklonal antikor bulunmaktadir.
Sitokeratin 14, epidermisin bazal tabakasinda bulunmakta, apikal tabakalara dogru

gidildik¢e miktarinda azalma gozlenmektedir (Harris, 1996).

Kiltiirdeki hiicreler konfluent oldugu sirada dezmozom baglantilar:
olusturmaktadir. Bu dezmozom baglantilar1 elektron mikroskobu ile
gortintilenmekte ve desmozomal proteinler desmoplakin ile immiinolojik olarak

boyanabilmektedir (Moll et al., 1986).

Cizelge 2.7 Epiteliyal hiicre karakterizasyonunda sitokeratinler (Freshney R.1.,2002° den

uyarlanmistir.)

Sitokeratin Ekspresyonu
Hiicre tipi Int vive In vitro
Epidermal Hepsi K5. K14 K5. K14
keratinosiler  Tiim suprabazal KI. K10 K1, K10
Stratum K2e K2e
granillozim
Servikal Eliaseriiks K5, K19 K5, K19
keratinositler  pudpceriks KIi8 K18
Meme TDLU K19 KI9
Bazal K5, K7, K14
K18 (postelection)
Prostat Bazal K5, K14 K5, K14

Luminal K8, KI8 KR, K18
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2.6.3.3 Epiteliyal Hiicrelerin Organotipik Kiiltiirii

Epiteliyal hiicreler, mezenkimal hiicreler ile kokiiltiire edildiginde dokuya
Ozgl farklilasma gostermektedir (Maas- Szabowski et al, 2000). Bu temele
dayanarak, epitelyal- mezenkimal etkilesimler ve diffiize olan regiilasyon

faktorlerinin belirlenmesi amaciyla ¢esitli in vitro modeller olusturulmaktadir.

Diger taraftan organotipik kiiltiir hazirlanmasi, kiiltiirdeki kisa yasam siiresi
ve heterojen hiicre yapisi bakimindan  ¢esitli sinirlamalar1 da beraberinde
getirmektedir. Genel olarak organotipik kokiiltiirler a) bilinen lokal ve sistemik
davranan biiyiime faktorii, hormon ve vitaminlerin etki mekanizmasinin
calisilmasi, b) transforme olmus hiicrelerin degisen biiyiime ve farklilasma
mekanizmalarinin ortaya konmasi, c) malign hiicrelerin yayilmasi, timor
olusturmasi ve histotipik yapist gibi karakteristik davraniglarinin anlasilmasi

amacityla kullanilmaktadir(Freshney R.1.,2002).

Organotipik kiiltiirlerde, insan epidermal keratinositleri kollajen tipl
iceren matrikslerin kapl oldugu gecirgen membran (insert) sistemleri {izerinde
gelistirilir. Bu membran sistemleri sayesinde keratinositler, in vivo sartlardakine
benzer olarak  hava-sivi ara yiizeyinde kiiltiire edilebilmektedirler. Insan
keratinositleri naylon mikro gézenekli membranlar tizerinde bir siire gelistirilir ve
sonrasinda hava- sivi ara yiizeyinde 2 hafta daha kiiltiire devam edilir (Rheinwald
and Green, 1975; Sobral et al., 2007) Yapilan immiinohistokimyasal ¢aligmalar
ve elektron mikroskobu goriintiileri, bu kiltiir stiresi sonunda {iist hiicre
tabakalarinda 56,5 ve 65-67 kDa keratinler ve filegrin tip proteinlerin
bulundugunu gostermistir.  Ayrica olusturulan bu yapi icerisinde in vivo
epidermiste bulunan desmozomlar, hemidezmozomlar, lamellar graniiller,
keratohiyalin benzeri graniiller  gozlenmektedir (Poumay et al., 2004;
Fleischmajer et al, 1993; Bernstam et al., 1990). Kiiltiirtin tst kisminda

keratinize hiicreler yogun olarak bulunmaktadir.

Insan keratinositleri besleyici tabaka kullanilmadan da gesitli yiizeylerde
kiiltiire edilebilmekte ve olusturulan bu sistemler kimyasallarin topikal olarak

uygulanmasma olanak verip toksikolojik c¢aligmalara kolaylik saglamaktadir
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(Bernstam et al., 1990). Keratinositlerin alt kisminda fonksiyonel bir dermal yap1
olusturulmak isteniyorsa kollajen jel i¢erisine dermal fibroblastlar eklenir (Lee et
al., 2009). Bu epiteliyal-mezenkimal etkilesim sayesinde keratinositlerin
kiiltiirdeki iireme katsayis1 artmaktadir (Tuan et al, 1994). Ozellikle yara
iyilestirilmesinde kullanilan bu modellerde, ortamda bulunan fibroblastlar
ckstraseliiler matriks bilesenlerini sentezlemektedirler (Coulomb et al.,1984;

Smola et al.,1993;Lillie et al., 1988).

Epidermal
hiicreler

b Fibroblast iceren
kollajen matriks

s Filtreli insert

Sekil 2.15 Keratinositler tarafindan olusturulan organotipik kiiltiir sistemi (Freshney R.1.,2002)

Deride bulunan IL-1, IL-6, IL-8, GM-CSF, TGF-a ve B, NGF ve PDGF
gibi ¢esitli biiyiime faktorleri ve interlokinler, keratinosit ve fibroblast
kiltiirlerinde de bulunmaktadir (Luger ve Schwarz, 1995, 1996). Bu faktorler
immiin reaksiyonlarda ve enflamasyon prosesinde kuvvetli araci (mediyator)

maddelerdir. Yara olusumu sonrasindaki deri tamirinde de bu maddeler etkin rol

oynar.

Yapilan ¢alismalar sonucu kokiiltiire edilmis fibroblastlarin, keratinositler
tarafindan IL-1 salimi uyarildigi zaman KGF (keratinosit biiylime faktorii) tiretip
depoladig1 bilinmektedir (Maas-Szabowski et al.,1996). IL-1 alfa sinyalinin

engellenmesi KGF salimimi inhibe etmektedir.



36

Sekil 2.16 Fibroblastlar ile olusturulan organotipik kokiiltirde keratinositlerin biiylimesinin

diizenlenmesinde karsilikli parakrin yol izleri (Mass- Szabowski et al., 2000; Freshney R.1.,2002)
2.6.3.4 Yeniden Yapilandirilmis insan Epidermis Modeli

Insan keratinositlerinin kiiltiirii ilk kez Rheinwald ve Green tarafindan 1970
yilinda ¢alisilmistir. Bu Oncli ¢aligma neticesinde, kiiltiire edilmis kerastinosit
greftleri yaniklarda ve kronik damar {iilserleri gibi diger yara olusumlarinda
uygulanmaya baglanmistir. Keratinosit kiiltiir teknikleri, keratinositlerin
cogalmalarin1 ve koloni olusturma kapasitelerini stimiile eden etkili maddelerin
kullanilmasiyla her gecen giin gelismektedir. Klinikte bu greftlerin kullanimi

hala tatmin edici diizeyde degildir.

Doku iskelesi (scaffold) destekli keratinosit tabakalar1  beraberinde
kirilganlik, kullanim, kasilma ve uygun yara yatagmin hazirlanmasi gibi bir
takim sorunlara yol agmaktadir. Ancak yapilan bir¢ok calisma, dermal bir tabaka
varliginin  kiilttire edilen keratinositlerin btiytimesinin ve farklilagsmasinin
diizenlenmesinde ©nemli rol oynadigini gostermistir. Gilinimiizde, deri dokusu
mithendisliginde fibroblast tutundurulmus ii¢ boyutlu ortamin keratinositlerin
gerekli adhezyon ve ekstraseliiler matriks proteinlerini in vitro ortamda eksprese
etmesine yardimci oldugu bilinmektedir. Cesitli amaglar dogrultusunda deri
modeli olusturulurken keratinositler, a) tip 1 kollajen jel icerisinde iireyen
fibroblastlar, b) kimyasal ajanlar ile capraz baglanmis liyofilize kollajen —
glikozaminoglikan (GAG) membrani, ¢) 6li domuz dermisi, d) epidermis

icermeyen bazal laminasi korunmus insan dermisi gibi mezenkimal yapilar ile
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biraraya getirlmektedir (Fleischmajer et al., 1993; Green et al., 1979; Groeber et
al., 2011; Frizell et al., 2005; Dietmar et al., 2005)

Dogru yapilandirilmis ti¢ boyutlu bir deri modelinin, klinikte dermal veya
epiteliyal hasarlarm iyilestirilmesinde kullanimi miimkiindiir. Bell ve arkadaslar1
tarafindan dizayn edilen Apligraf FDA tarafindan onaylanmis ilk deri greftidir.
Bu yap1 tip 1 kollajen ve fibroblast karigimi tizerinde konfluent bir tabaka halinde
kiiltiire edilen keratinositlerden meydana gelmektedir. (Perkins et al., 1999; Li et

al., 1991)

Sekil 2.17 Deri yapilarinin karsilastirilmasi; /n vivo derinin (A) ve in vitro-mithendislik

uygulamalart sonucu olusturulan epidermal/dermal yapinin (B) histolojik boyama goriintiisii

(Groeber et al., 2011)

Normal insan keratinositlerinin gecirgen membranlar {izerinde hava — sivi
ara ylizeyinde tabakalandirilmalart1 sonucunda insan epidermis modeli
olusturulmaktadir. 14 giinlikk bu siirecte insertlerin altindan yiiksek Ca igeren
serumsuz vasat ile besleme yapilmaktadir. Bu tabakalandirilmig kiiltiir modeli in
vivo epidermis ile benzer histolojik goriinim sergilemektedir (Sun et al., 20006;

Poumay, 2004).

Yeniden yapilandirilmis insan epidermal modelleri, olusturulmasinin ve
goriintiilenmesinin kolayligi bakimmdan tercih edilmektedir. Yapilan morfolojik
calismalar bu modellerin epidermal farklilagma belirteglerini ifade ettigini ve ¢ok
tabakali bir epitelyum olusturdugunu gostermektedir. insan epidermal modelleri,

glinlik hayatimizda topikal olarak uygulanan {iriinlerin basta irritasyon olmak
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tizere fototoksisite, deri agmmasi (geri doniisiimsiiz hasar), deri hassasiyeti
(immiinolojik mekanizmalar sonucu olusan) gibi ¢esitli potansiyellerinin
belirlenmesinde avantajlar saglamaktadir. (El1 Ghalbzouri et al, 2008). Bu
epidermal modelleri ¢esitli derecelerde ve siirelerde 1stya maruz birakarak
tizerlerinde yaralar olusturulup yanik modeli olarak ta kullanilmaktadir (Sobral et

al., 2007).

{

Hiicre izolasyonu

Otolog/Allojenik deri

greftleri
=== NS —=ad
0 Sy
% Keratinositler
Fibroblastlar

Insan hiicresi temelli
in vitro test sistemeleri

Doku mithendisligi ile
olusturulmug deri

Hiicre iskelesi (scaffold)

Sekil 2.18 Deri doku miihendisligi prensipleri; hiicre iskelelesi tizerine in vitro ortamda
eklenmek amaciyla primer keratinosit ve fibroblastlar insan dokularindan izole edilir. Tam bir deri
yapist gelistirirken, fibroblast ve matriks dermal kisim1 olusturmak tizere kullanilir. Keratinositler
ise epidermal kismi olusturmak tizere dermis kismi tizerine eklenir. Bu sekilde olusturulmus deri

greftleri in vitro test sistemlerinde kullanilmaktadir (Groeber et al., 2011).
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Cizelge 2.8 Ticari olarak piyasada bulunan in vitro deri yapilar1 ve epidermal malzemeler

(Groeber et al., 2011).

Hiicre iskelesi

Corporation Madison WI, USA

T S PR ' Test metodu
Uriin ismi, Uretici firma malzemesi Hiicre tipl Dermis
Episkin™ L'0real Nice, France | Kollajen Keratinosit [estetik cerrahi sonucy Yok Cilt irritasyonu
karin dokusundan elde edilen) Cilt aginmasi
Skinethic™ RHE 1 Oreal, Nice, | Polikarbonat Keratinosit (yenidogan sinnet Cilt irritasyonu
France membran derisi, yetiskin meme dokusu) Yok Cilt asinmas!
Epiderm™ Matlek Corparation, | Kollajen kaplanmis | Keratinosit (yenidogan sinnet Giltimitasyonu
Ashland MA, 1S4 polikarbanat derisi, yetiskin meme dokusu) Yok Cilt asinms)
membran
EpiDermFT™ MatTek Carparation| Kollajen Insan keratinosit yenidogan sinnet derisi, v Tam olarak
Ashland MA 154 Yetiskin meme dokusu), insan fibrdblast i saptanmamis
EST-1000,CellSystems, Troisdorf, | Polikarbonat Keratinosit {yenidogan siinnet ok .
Cermany membran derisi 0 Cilt aginmas
AST-2000 CellSystems, Traisdorf, | Kollzjen Insan keratinosit, Tam alarak
Cermany insan fibroblast Var s3I
Phenion® FT Model Henkel Liyofilize kollajen Insan keratinosit, Tam olarzk
AC&CoKCaA Duesseldorf, insan fibroblast Var Saptanmans
Cermany
StrataTestd Stratatech . alumstz, insan NIK:S Tam alarak
kolljen Keratinosit, dermal fibroblast Var

saptanmamis

2.6.3.5 Insan Epidermal Modeli ile kozmetik maddelerin irritasyon

potansiyelinin belirlenmesi

Tek tabakali (monolayer) kiiltiirler kullanilarak gerceklestirilen ¢aligmalar

ile kimyasal bilesiklerin, hiicre ¢ogalmasina karsi etkileri, toksisiteleri ve bazi
molekiiler parametreleri ortaya konulabilmektedir. Fakat kimyasallarin topikal
uygulanmalar1 sonucu derinin farkli bolimlerinde yol agtiklari etkiler tespit

edilememektedir. Bu amagla ozellikle yeni bilesiklerin farmakolojik

karakterizasyonu amaciyla mekanik olarak stabil epidermal modeller

kullanilmaktadir (Zoller et al., 2008).
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Irritasyon tespiti oncesinde olusturulan epidermal modelin fonksiyonel
analizleri (canlilik, bariyer fonksiyonu, morfoloji) gerceklestirilmektedir

(ECVAM, 2009; Kandarova et al., 2006).

Canlilik : Modelin canliligini tespit etmek i¢cin MTT testi uygulanmaktadir.
MTT; hiicrelerin mitokondriyal enzim aktivitesini belirleyen kolorimetrik bir
yontemdir. Canli hiicrelerin mitokondriyal enzim aktiviteleri sayesinde sar1
tetrazolyum tuzu 3-[4,5- dimethylthiazol-2-yl] 2,5 diphenyl tetrazolium bromit,

mor renkli formazan kristallerine doniismektedir (Carmichael et al., 1987) .

Bariyer fonksiyonu: Olusturulan epidermal modelin st. korneum yapist ve

lipit kompozisyonunun sitotoksik belirte¢ kimyasallarn hizli penetrasyonuna
elverisli olmas1 gerekmektedir. Bu amagla SDS veya Triton X-100 doku {izerine
uygulanarak ICsy veya ETso degerleri tespit edilir. Bu degerler onaylanmis

epidermal modellerin sonuglari ile karsilastirilmaktadir.

Morfoloji: Epidermal modelin histolojik analizi (parafine gomme,
hematoksilen&eosin boyama) ger¢eklestirilmektedir (OECD, 2009; ECVAM,
2009).

Fonksiyonel analizler sonucu uygunlugu tespit edilen epidermal model
kimyasallarin irritasyon ve korozyon potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla
kullanilmaktadir. Kimyasalin dokuda meydana getirdigi irritasyonun potansiyelini
belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlardaki kimyasal madde olusturulan
epidermal modelin iist kismina (Sz. corneum’a) topikal olarak uygulanmaktadir.
Cesitli bekleme stireleri sonunda epidermal model PBS ile yikanarak kimyasal
ortamdan uzaklastirilir. Uygulama sonrasinda, epidermal model 42 saat siireyle
inkiibasyona bitrakilir. Bu inkiibasyonun amaci ortamda bir irritasyon meydana
gelmis ise enflamatuar sitokinlerin salmimmin gerceklesmesidir. Inkiibasyon
stiresi sonunda modelin i¢inde bulundugu vasat, daha sonra gergeklestirilecek 1L
la saliniminm 6l¢iilmii amaciyla toplanmaktadir. Epidermal model tizerindeki
hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi (MTT canlilik testi) ve inflamatuar sitokinlerin
(IL 1a) salimi Olgiilerek degerlendirme yapilmaktadir (irritant yada irritant

olmayan seklinde) (Spiekstra et al., 2005). MTT canlilik testi gergeklestirilirken



41

pozitif kontrol olarak %5 SDS ve negatif kontrol olarak distile su veya PBS
uygulanmis epidermal modeller kullanilmaktadir (Uchino et al., 2009; El
Ghalbzouri et al., 2008; Spiekstra et al., 2009; Perkins et al., 1999; Borlon et al.,
2007).

Kimyasalin uygulandigi doku modelinde hiicre canliligmmin, kontrol
grubuna nazaran %50’ nin altina diismesi, kimyasali “‘irritan’’ olarak siniflandirir
(E1 Ghalbzouri et al., 2008). Kimyasalin uygulanmasi sonrasinda asagidaki

tabloya gore degerlendirme yapilmaktadir.

Eger canlilik < %50 irritan (R38)

Eger canlilik > %50 Irritan olmayan

Eger IL-1a salim1 > 50 pg/ml Irritan

Eger IL-1a salim1 < 50 pg/ml irritan olmayan

Rekonstriikte insan epidermis modelleri ile normal insan derisi
arasindaki ana farklardan biri rekonstrikkte insan epidermis modellerinde
kimyasalin deriden niifuz edebilme orani normal insan derisine kiyasla daha
fazladir. Bu fark RHE modellerinde irritasyonun tespitinde daha yiiksek bir
hassasiyet saglamakta ve hafif irritan kimyasallarmn tespitini kolaylastirmaktadir

(Jones et al., 2009).

Irritasyon mekanizmasmin arastirilmas1 ve in vitro epidermal modellerin
olusturulmasi sirasinda in vivo ¢alismalar sonucunda irritan olarak siniflandirilmis
kimyasal maddeler kullanilmaktadir. Bu amagla, kozmetik alaninda da kullanilan
ve irritan kabul edilen maddelerin basinda sodyum lauril siilfat (SLS) ve tiirevleri

gelmektedir(Fletcher et al., 2001; Fletcher and Basketter, 2006).
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3. MATERYAL METOT

Bu tez projesi ¢ergevesinde gerceklesen her tiirlii uygulamada kisinin ve
olusturulacak test diizeneginin olas1 risklerden korunmasi amaciyla gerekli
giivenlik 6nlemleri almmistir. Ege Universitesi IAEK 09-7.1/25 no’ Iu etik kurulu
onay1 alindiktan sonra ¢alismaya dahil edilen tiim bireylere, hazirlanmig olan
“Bilgilendirilmis Goniilliit Olur Formu’’ imzalatilmistir. Epidermal hiicreler anti-
HIV 1 ve 2, Hepatit C antikor ve Hepatit B antijen degerleri negatif olan goniilli
vericilerden temin edilmistir. Epidermis ve epidermis ile etkilesim halinde olan
materyaller ve vasatlar kullanim sonrasinda dekontamine edilmistir. Diseksiyon
malzemeleri, kullaniom Oncesinde otoklav ile 121C’de 45 dakika sterilize
edilmistir. Tiim hiicre kiiltiirti islemleri (hiicre ekimi, besi ortami degistirilmesi,
dondurma, ¢6zme vb.) “Class 27 laminar akigh biyoglivenlik kabininde

gergeklestirilmistir. Uygulamalarda pudrasiz eldiven kullanilmstir.

PROJE PLANI

NIH 3T4 hiicrelerinin karakterizasyonu ve besleyici tabaka olusturulmast

4

Deriden primer keratinosit hiicre kiiltiiriiniin haznlanmasi, stoklanmasi ve karakterizasyonu

Hava-sv1 ara yiizeyinde kiiltiire edilen keratinositlerin kollajen ve fibroblast kaph pordz membranlar
tizerinde tabakalandirilmasi

Keratinosit kiiltiir modelinin (KKM) (hematoksilen & eozin boyama) histolojik, canhlik ve bariyer fonksiyonu
analizi

Olusturulan KKM iizerinde SLS ‘in irritasyon potansiyelinin belirlenmesi

inflamatuar sitokinlerin (IL 1d)

MTT canlilik testi g .
saliniminin élglilmesi
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3.1 NIH 3713 (Fare Embriyonik Fibroblast) Hiicrelerinin iiretilmesi ve

stoklanmasi

Hiicrelerin ¢6zdiiriilmesi: ATCC (Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu,
ABD)’ den temsn edilen NIH 3T3 (CRL-1658, ATCC) hiicre hattmi i¢geren ampul

sivi azot tankindan alinarak 37°° deki su banyosunda kismen ¢oziindiiriildii.
Ampuliin dis kism1 %70’ lik etil alkol ile temizlendi ve laminar hava akish kabin
(HERA Safe, Heraeus, Almanya) igerisine yerlestirildi. Sml %10 FCS (Hyclone,
SH30118.03, Utah), %1 HEPES (Biochrom, L1613, Almanya) iceren DMEM
(Biochrom, F0445, Almanya) ile ampul icerigi santrifiij tiipline toplandi. Santrifiij
tipiine  aktarilan  hiicre  slispansiyonu, igerisindeki  kriyoprotektanin
uzaklastiriimasi i¢cin 4°C” de 800 rpm’ de 5 dakika santriftij (Eppendorf, 5810R,
Almanya) edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra santrifiij tiipiiniin alt
kisminda bulunan hiicre kiimesi taze vasat ile homojenize edildi. Hiicre
siispansiyonu 25 cm’ vyiizeyli kiiltir kaplarma (Biochrom, Cellstar,690175,
Almanya) aktarilarak 37°° deki CO;’li etiivde (Heraeus, Almanya) inkiibasyona
brrakildi.,

Sekil 3.1 NIH 3T3 (Fare Embriyonik Fibroblast) Hiicrelerinin farkli hiicre
yogunluklarmdaki mikroskop goriintiileri (http://www.atcc.org/Attachments/1825.jpg)

Hiicre sayimi: Hiicrelerin pasajlanmasi ve dondurulmasi dncesinde istenilen
sayida hiicrenin kullanilmasi i¢in hiicre saymmi gergeklestirildi. Tripan mavisi
(Sigma, T6146, Almanya) ve hemositometre (Neubauer, ISOLAB, Laborgerate,
GmbH, Almanya) kullanilarak boya almama esasli bu yontem her tiirlii hiicre

kiltiirii islemi 6ncesinde uygulanmaktadir. Hazirlanan hiicre siispansiyonundan



44

100 pl alinarak 100 pl tripan mavisi ile karistirildi ve homojenize edildi. Bu
siispansiyondan 50 pl alinarak hemositometrenin lami ile lamelinin arasina
yerlestirildi. Isik mikroskobu (Olympus CX31, Japonya) kullanilarak boya
almayan canli hiicreler sayildi ve asagidaki formiilden yararlanilarak

stispansiyondaki canli hiicre yogunlugu “‘hiicre/ml’’ olarak hesaplandi.

Sayilan hiicre miktan X diisyon oram X Ill]i
= canh va da 6l hiicre vogunhiu
9 (savmu vapilan biivik kare saysi) (bicre saysyml)

Hiicrelerin pasajlanmasi: Fibroblastik yap1 sergileyen NIH 3T3 hiicreleri

kiiltiir kabinin ytizeyi %70-80 oraninda kaplandigi zaman pasajlama (sub-kiiltiir)
islemine ge¢ildi. Kiiltiir kabi icerisinde bulunan kullanilmis vasat bosaltildi.
Kiiltiir kab1 yiizeyi Ca™ ve Mg igermeyen PBS (Biochrom, 0211835, Almanya)
ile yikand1 ve sonrasinda ylizeye tutunmus hiicreleri kaldirmak amaciyla kiiltiir
kabr i¢cine 500ul %0,25 tripsin-EDTA (Biochrome AG, L2123, Almanya) eklendi.
Kiltir kab1 37°” deki CO;’li inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin enzimatik olarak
yiizeyden kalkmalar1 saglandi. Mikroskopta hiicrelerinn yiizeyden kalktig1
gozlemlendikten sonra tripsinin inaktivasyonu i¢in ortama Sml serum igeren vasat
ilave edildi. Kiiltiir kab1 igerigi santrifiij tiipiine toplanip 4°C’ de 800 rpm’ de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra santrifiij tiiptiniin alt
kisminda bulunan hiicre kiimesi taze vasat ile homojenize edildi. Hiicre
siispansiyonu 1’e 3 oraninda 25 cm” yiizeyli kiiltiir kaplarmna aktarilarak 37° deki
CO’li etiivde inkiibasyona birakildi. 5.pasaja kadar cogaltillarak her pasaj

numarasinda bir miktar hiicre stoklanmak amaciyla donduruldu.

Hiicrelerin dondurulmasi: Dondurulacak hiicreler sayildiktan (Neubaer,

ISOLAB, Laborgerate, GmbH) sonra 300.000 hiicre/ml olacak sekilde hiicre

siispansiyonu hazirlandi. 4°C° de 800 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi,
sonrasinda tiipilin alt kisminda kalan hiicre kiimesi tizerine hazirlanan dondurma
solusyonu [ %10 FCS ve %90 dimetilsiilfoksit, DMSO CryoSure, Wak-chemie
mesdical GmbH, 1.1-33-30215, Almanya] eklendi. Homojenizasyon sonrasinda

hiicre stispansiyonundan alman Iml hacimli 6rnekler kriyotiiplere aktarild.



45

kriyotiipler 1 gece —86°C’ deki derindondurucuda bekletildikten sonra -196°C’
deki s1v1 azot tankina kaldirildi.

3.1.1 NIH 3T3 (Fare Embriyonik Fibroblast) Hiicrelerinin

Karakterizasyonu

Kalibrasyon egrisinin olusturulmasi: Hiicre yogunluklarmin absorbans

degerleri belirlenirken MTT yontemi kullanildi. MTT, hiicrelerin mitokondriyal
enzim aktivitesini belirleyen  kolorimetrik bir yontemdir. Canli hiicrelerin
mitokondriyal enzim aktiviteleri sayesinde sar1 tetrazolyum tuzu 3-/4,5-
dimethylthiazol-2-yl] 2,5 diphenyl tetrazolium bromit (Sigma Chemical Co.,
M5655, Almanya) , mor renkli formazan kristallerine dontismektedir (Carmichael

et al., 1987) .

1. NIH 3T3 hiicreleri, %0,25 tripsin-EDTA (Biochrome AG, Cat No:
L2123, Almanya) kullanilarak hiicreler enzimatik olarak kiiltiir kab1

yizeyinden kaldirildi ve santrifiij tiipii igerisine hiicre siispansiyonu

toplandi. 4°C” de 800 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi.

2. Tripan mavisi kullanilarak hiicre saymmi gerceklestirildi. 1x107 hiicre/ml

olacak sekilde hiicre stispansiyonu hazirlandi.

3. 96 gozlii pleytin 1. dikey sirasma 200pl 1x10” hiicre/ml sayida
fibroblast eklendi. Diger kuyucuklara yar1 yariya diliisyonlar
gergeklestirilerek fibroblastlar eklendi.

1. NIH 3T3 fibroblastlarinin yiizeye tutunmalar1 i¢in 96 gozli pleyt 37°’
deki CO;’li inkiibatore yerlestirildi ve 2 saat inkiibe edildi.

2. 2 saat sonra her bir goze 100 pl MTT (Sigma Chemical Co., M5655,

Almanya) igeren taze kiiltiir vasati eklendi.

3. Hicreler karanlikta 37°C’ deki %5 CO, iceren inkiibatorde 3 saat
inkiibasyona birakildi.
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Bekleme siiresi sonunda goézlerdeki kullanilmis MTT solusyonu pipetle
cekildi. 96 gozlii pleytin her bir goziine 200 ul DMSO (Merck,
8.02912.2500, Almanya) eklenerek hiicrelerin igerisndeki MTT nin

mitokondriyal enzimlerle parcalanmasi sonucu ortaya ¢ikan formazan

kristallerinin ¢6ziilmesi saglandu.

Spektrofotometre (Molecular Devices, Spectra Max 190) ile 570-690 nm

dalga boyunda absorbans saptandi.

Elde edilen absorbans degerlerine karsilik gelen hiicre sayisi

belirlenerek tablo olusturuldu. Bu islem 3 kez tekrarland1 ve ortalama

degerler alindu.

Ureme kinetiginin olusturulmasi: Ureme kinetigi, hiicrenin iireme,

duragan ve oOlim fazlarmin ne kadar siirdigti hakkinda bize bilgi
vermektedir.

1. 10 giin boyunca, hergiin 2 petri deki canli hiicreler sayilacagi i¢in
toplamda ‘ty’ dahil olmak tizere 22 adet petri isaretlendi.

2. 22x 35 mm’ lik petrilerin (Greiner, Cellstar, Almanya) her birine
10* hiicre/ml olacak sekilde hiicre siispansiyonu pipetlendi.

3. Petriler 37°C’ deki %5 CO; igeren inkiibatore yerlestirildi.

4. 2 saat sonunda inkiibatorden ‘ty’ petrileri ¢ikartildi ve petriye
tutunmayan hiicreler sayilarak, 10* hiicre/ml sayismdan
cikartilarak ylizeye tutunan hiicrelerin ‘baslangi¢ hiicre sayist’
belirlendi.

5. Saymm islemi 10 giin boyunca devam ettirildi ve hiicre sayisinin

zamana gore degisimi grafik haline getirildi. Bu islem 3 kez

tekrarlandi1 ve ortalama degerler alind1.
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3.1.2 NIH 3T3 (Fare Embriyonik Fibroblast) Hiicreleri ile

Besleyici Tabaka Olusturulmasi

Besleyici  tabaka olusturmak iizere gereken Mitomisin C

konsantrasyonunun belirlenmesi: Besleyici tabaka olusturmak iizere

gereken mitomisin C konsantrasyonu belirlemek amaciyla ¢esitli

konsantrasyonlar test edildi.

1. DMEM (Biochrom, F0445, Almanya) ile diliie edilerek farkli
mitomisin C (Applichem, A2190, Almanya) konsantrasyonlari
(12,5pg/ml,  12pg/ml, 1lpg/ml, 10pg/ml, 9pg/ml, 8Spg/ml,
7,5ug/ml, 7ug/ml, Spg/ml) hazirlandi.

2. 6 gozlii pleytlere NIH 3T3 fibroblastlar1 eklendi ve 37°C’ deki %5
CO; iceren inkiibatore yerlestirildi.

3. Ertesi giin % 70-80 oraninda yiizeyi kaplamigs NIH 3T3
fibroblastlarin kullanilmis vasat1 ortamdan uzaklastirildi ve Ca’,
Mg" icermeyen PBS ile yikama yapildi.

4. 6 gozli pleytin her bir goziine hazirlanan farkli mitomisin C
konsantrasyonlarindan 2ml eklendi. Calisma her konsantrasyon
icin 3 tekrarh gerceklestirildi.

5. Hicreler 37°C” deki %5 CO, ig¢eren inkiibatérde 2 saat bekletildi.

6. Bekleme siiresi sonunda mitomisin C ortamdan uzaklastirildi ve
PBS ile yikama yapildi.

7. Her bir géze 2 ml taze vasat eklendi ve pleytler inkiibatore
yerlestirildi.

8. Herglin inverted mikroskop ile morfolojik gozlem yapilarak
hiicrelerinin tiremesini durdurup canliliklarini koruyan en uygun

mitomisin C konsantrasyonu belirlendi.

Yapilan denemeler sonrasinda en uygun konsatrasyon 10pg/ml olarak
tayin edildi. 10pg/ml mitomisin C uygulanmis hiicreler dondurularak doku
laboratuara geldigi zaman kullanilmak tizere -196 C’ deki siv1 azot tankina

yerlestirilmis ve stoklar olusturuldu.
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3.2 insan Kaynakh Epidermal Keratinosit (IEK) izolasyonu

Bu tez projesinde, Ege Universitesi IAEK 09-7.1/25 no’ lu etik kurulu onay1
alindiktan sonra c¢alismaya dahil edilen tiim bireylere, hazirlanmis olan
“Bilgilendirilmis Goéniilli Olur Formu’’ imzalatild. ANKA Ozel Saghk
Hizmetleri biinyesinde bulunan Ozel Dr. Cevdet Tugrul Saghk Poliklinigi’nde
herhangi bir bulasici hastaligi bulunmayan saglikli bireylerden elde edilen atik
niteligindeki deri parcalari, penisilin/streptomisin  (Biochrome, A2213),
gentamisin (Hyclone, SV30080, Utah) , amfoterisin B (Biochrome AG, A 2612,
Almanya) , vankomisin (Meditera Ilag, Tiirkiye) iceren tasima solusyonu
icerisinde Ege Universitesi, Biyomiihendislik Béliimii, Hayvan Hiicre Kiiltiirii ve
Doku Miihendislgi Grubu Laboratuvar’ na getirildi. Tagima kabmnin dis ylizeyi
%70’ lik alkol ile temizlenerek kabin igerisine alndi. Genel keratinosit izolasyon

prosediirii asagidaki sekilde gerceklestirildi.

1. Kabin igerisine alinan doku pargasi, yag ve kan damarlarindan ayrild1.

Steril Ca’, Mg icermeyen PBS ile 3 kez yikama gerceklestirildi.

2. Epidermis tabakasi altta olacak sekilde doku parcasi, dispaz soliisyonu

(BD, 354235, ABD) eklenmis petrilerin igerisine yerlestirildi.
3. Petriler, +4C’ de 1 gece bekletildi.

4. Es zamanli olarak besleyici tabaka olusturmak tizere stoklanmis
hiicrelerden 1 ampul 6 gozli pleyte ¢ozdiiriildi. Pleyt 37°C* deki %5
CO; igeren inkiibatore yerlestirildi.

5. Ertesi giin, deri dokusu antibiyotikli PBS igerisine alind1 ve pensetler

yardimiyla epidermis - dermis ayrimi gergeklestirildi.

6. Epidermis, petri igerisinde bistiiri ile lcm’den daha ufak pargalara

ayrildi
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7. Pargalara ayrilan epidermis tripsin- EDTA iceren 15ml’ lik santrifiij
tiiplerine alindi.Santrifiij tipleri 37 C’ de toplamda 15 — 20 dakika
olacak sekilde inkiibe edildi. Bu siire zarfinda 5 dakikada 1 tiipler elde
calkalanarak doku parcalarmin askida kalmasi ve bdylece tripsin-

EDTA’ nin daha etkin olmasi sagland1.

8. Esit hacimde %10 FBS iceren serumsuz keratinosit besi ortami(KSFM;

Invitrogen, 17005-034, Almanya) eklenerek enzim aktivitesi inhibe

edildi.
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Sekil 3.2 Deri dokusundan keratinosit izolasyonu: A-B-C; Deri dokusunundan yag ve kan

damarlarindan uzaklastirilmasi, D; Temizlenen deri parcasinin enzim solusyonu icerisine konmasi,

E; Pargalara ayrilan epidermisin enzim solusyonu iceren santriflij tiipli igerisine toplanmasi ve

enzim aktivitesinin gerceklesmesi amaciyla 37 C’ deki inkiibatore yerlestirilmesi, F; 5 dakika

800rpm’ de hiicrelerin santriflij edilmesi.

10.

11.

12.

13.

14.

Bu hiicre siispansiyonu, 70 um gozenek capli hiicre siizgecinden (BD,
352350) gecirilerek biiylik dokular elimine edildi ve yeni bir santrifiij

tiiptine alind1.

Hiicre stispansiyonu +4 °C’ de 800 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda siipernatant dokildii.

Santrifiij tiiptiniin dibinde bulunan pellet KSFM ile homojenize edildi
ve NIH 3T3 fibroblastlar1 tarafindan olusturulan besleyici tabaka

tizerine aktarildi.

Hiicreler 37 C’ de % 5 CO; iceren inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

48 saat sonra vasat degistirilerek pleytin yiizeyine tutunmayan hiicreler

uzaklastirildi.
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Sonraki giinlerde diizenli olarak vasat degistirilerek keratinositler

inverted mikroskop ile gozlemlendi.

3.2.1 Epidermal Keratinositlerin Karakterizasyonu

Izole edilen keratinositlerin ¢alismalarda kullanilabilmesi icin
karakterize edilmeleri gerekmektedir. Bu hiicrelerin karakterizasyonu
amactyla monoklonal sitokeratin 8 ve 14 antikorlar1 kullanilmistir.
Sitokeratin-8 erken keratinosit belirteci iken, sitokeratin-14 ise ge¢

dénem ve tabakalanan keratinosit belirtecidir.

. Izole edilen keratinositler, immiinohistokimyasal karakterizasyonlar1

amaciyla 6 gozli pleytlerde kiltiire edildi.

6 gozlii pleytlerin i¢erisine uygun steril lameller yerlestirildi.

Lameller tizerinde bulunan keratinositler uygun hiicre yogunluguna
ulastig1 zaman 6ncelikle 2 kez 5’er dakika PBS ile yikandi.
Keratinositlerin iizerine paraformaldehit soliisyonu (%4) eklenip 30
dakika bekletilerek, hiicreler tespit edildi.

3 kez 5’er dakika PBS ile yikama yapild1.

3.yikama islemindeki PBS ortamda birakilarak pleyt sikica kapatildi ve
6 gozlii pleyt CBU. Histoloji Embriyoloji AD. Laboratuvarma
gotiirildi.

Hiicre membran lipidlerine etki ederek, membranda gozenekler agmak
amactyla 10 ml triton X-100 (Santa Cruz, sc-29112, Almanya)
soliisyonu (%0,1) hazirlandu.

Keratinositlerin tizerine H,O, solliisyonu (%3) eklenerek 10 dakika
bekletildi.

2 kez PBS ile yikama yapildi. Her goéze 2ml triton X-100 soliisyonu
(%0,1)eklenerek 15 dakika bekletildi.

3 kez 5’er dakika PBS ile yikama yapildi.

Bloklama solusyonu eklendi ve 1 saat bekletildi.

Isaretlenen gozlere primer antikorlar (Sitokeratin-8, Santa Cruz, sc-
8020, Almanya ve Sitokeratin-14 Genetex, GTX62683, USA) eklendi ve
+4°C’ de 1 gece bekletildi.
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13. Ug kez 5’er dakika PBS ile yikama yapildu.

14. Biyotinlenmis sekonder antikor (Scytek, Sensitek HRP anti polyvalent
lab pack, USA) uygulandi ve 30 dakika bekletildi.

15. 3 kez 5’er dakika PBS ile yikama yapildi.

16. Streptavidin  (avidin-biyotin kompleksi) uygulandi ve 30 dakika
bekletildi.

17. 3 kez S’er dakika PBS ile yikama yapildi. DAB/ AEC
(diaminobenzidin) boyamas1 yapildi.

18. Sitokeratin-8 (K8) ve sitokeratin-14 (K14) uygulanan gozler ve kontrol
grubu 3 dakika oda sicakliginda bekletildi.

19. 1 kez PBS ile yikama yapildi. Sonrasinda 3 kez 5’er dakika distile su ile
yikama gerceklestirildi.

20. Hiicreler inverted mikroskopta incelenerek resimleri ¢ekildi.

3.3 Epidermal Kiiltiir Modeli (EKM)’ nin Olusturulmasi

3.3.1 Gozenekli membran yapilarinin kollajen ile kaplanmasi

Doku modeli olusturmak tizere ¢ok gozli tablalara yerlestirilecek por6z
membranlar keratinositlerin yiizeye tutunmasini kolaylastirmak ve yapay bir bazal
membran yapis1 olusturmak tizere tip I kollajen ile kaplandi. Bu gozenekli
membran sistemi keratinositlerin tabakalanmasi sirasinda kiiltiiriin  alttan
beslemesine olanak vermektedir. Boylelikle keratinositler hava — sivi ara

yiizeyinde kiiltiire edilebilirler.
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1. Son konsantrasyon % 0,1 (w/v) olacak sekilde kollajen (Sigma, C7661,
Almanya) 0,1 M asetik asit ile karistirildi. Oda sicakliginda 1-3 saat arasinda

bekletilerek kollajenin ¢6ziinmesi saglandi.

2. Kollajen soliisyonu, dip kisminda %10 kloroform bulunan cam sise igerisine
yerlestirilir. +4 °C’ de 1 gece bekletildi ve ertesi giin sisenin iist kisminda

bulunan kollajen soliisyonu aseptik kosullar altinda alind1.

3. 10 pg/em’® olacak sekilde kollajen soliisyonundan 500ul alinarak insertlerin

tizeri kaplandi. Kollajen igerisindeki proteinlerin baglanmasi i¢in 37°C’ de

birkag saat veya +4°C’ de 1 gece bekletildi.

Sekil 3.4 Epidermal kiltir modeli olusturulurken kullanilan pordéz membran
(http://www.greinerbioone.com/UserFiles/File/ThinCert/ThinCerts ApplGuide new 2008.pdf)

4. Kaplh yiizeylerden agiga ¢ikan sivi uzaklastirildi ve 1 gece kurumaya birakildi.

5. Sterilizasyon amaciyla kapli insertler 1 gece UV altinda bekletildi.

6. Kapli insertlerin iizerine hiicre eklenmeden o6nce PBS ile yikama

gergeklestirildi.
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3.3.2 Kollajen kaplhi poroz membranlar iizerinde epidermal model

olusturulmasi

1. Tip I kollajen kapli pordz membranlarin iizerine 1x10° hiicre/ml sayida

fibroblast ekildi.

2. Pordz membranlar 24 saat 37 °C’ deki CO; igeren etiivde inkiibe edildiler. Bu
siire sonunda fibroblastlarin {izerine bir kat daha tip 1 kollajen kaplanir ve 3

saat sliresince inkiibasyona birakild.

3. Ust kistmda biriken sivi toplanarak hazirlanan kiiltiir modeli {izerine %10
FBS (Fotal sigir serumu, Biochrome, SO0115, Almanya) ve 10 mg/ml
gentamisin (HyClone, sv30080, Utah) iceren DMEM eklendi.

4. Ertesi giin olusturulan modelin {izerine %5 FBS ve 10 mg/ml gentamisin
iceren basal keratinosit vasat1 (Keratinocyte SFM, 17005, Invitrogen, ABD)
ile siispanse edilmis 1,5 x 10> hiicre/ml sayida keratinosit eklendi ve 2 saat

inkiibasyona birakildi.

5. 2 saat sonunda (keratinositler yiizeye tutunduktan sonra) vasat %5 FBS ,
15mg/500ml sigir hipofiz ekstrakti (BPE, Keratinocyte SFM Supplement,
37000-015, ABD) ve 0,1 pg/500ml epidermal biiylime faktorii (hEgF,
Keratinocyte SFM Supplement, 37000-015, ABD) igeren basal keratinosit

vasati ile degistirildi.

6. Kiiltiir modeli tizerindeki vasat icerisindeki FBS miktar1 %5’ ten 0 oluncaya

kadar hergiin azaltilarak degistirildi.

7. Ortamdan serumun uzaklastirilmasinin ardindan poréz membranlar i¢ hacmi
daha genis olan 12 g6zl tablalara (Thinsert plate, Greiner, 665110, Almanya)
gecirildi.

8. Hava — siv1 ara ylizeyinde kiiltiire edilen keratinositler por6z membranlarin

alt kismmdan 1,88Mm CaCl,, sigir hipofiz ekstrakti (BPE, 15mg/500ml) ve
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epidermal biliylime faktorii (hEgF, 0,1 nG/500ml) igeren keratinosit vasati ile
kiltiire edildiler.

9. Hava — siv1 ara yilizeyinde bulunan hiicrelerin 7. ve 14. gliniinde vasat
degistirildi. Bu siire zarfinda membranlar iizerinde bulunan keratinositler

morfolojik olarak gozlemlenerek, tabakalanma siireci takip edildi.

3.3.3 Keratinosit Kiiltiir Modelinin Histolojik Analizi

Olusturulan epidermal kiiltiir modelinin tabakalanmis yapisinin ortaya

konmas1 amaciyla histolojik analizi gergeklestirildi.

Boyama Oncesi Islemler:

1. Uzerinde epidermal kiiltiir modelinin olusturuldugu poréz membranlar
tizerinden vasat uzaklastirildi.

2. PBS ile yikama gergeklestirildikten sonra 30 dakika formalin igerisinde
bekletilerek fiksasyon gerceklestirildi.

3. 2kez 5’ er dakika PBS ile yikama yapildi

4. Uciincii kez PBS epidermal model iizerine eklendi ve doku modelleri
Hematoksilen&Eosin (H&E) boyamasi icin CBU. Histoloji Embriyoloji
AB. Laboratuvarina getirildi.

5. Burada iizerinde epidermal yap1 olusturulmus por6z membran bistiiri ile
cikartilarak agar icerisine gomiildii. Agarin katilagmasmin ardindan
membranlarin etrafindan diizgiin kareler kesilir ve normal parafine gomme
takip islemine gecildi.

6. Daha sonra asagidaki uygulamalar sirasiyla gerceklestirildi.

- %60’ lik etil alkolde 30 dakika bekletildi.
- % 70’lik etil alkolde 30 dakika bekletildi.
- % 80’lik etil alkolde 30 dakika bekletildi.
- % 100’liuk etil alkolde 1 saat bekletildi.
- %100’lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
- Kasilen - etil alkolde 30 dakika bekletildi.
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- Ksilen I’ de 1 saat bekletildi.

- Ksilen I’ de 1 saat bekletildi.

- Etiiv igerisindeki parafin — ksilen’ de 30 dakika bekletildi.
- Parafin I’ de 1 saat bekletildi.

- Parafin I’ de 1 saat bekletildi.

- Cikan 6rnekler parafine gomiildii(tam takip).

Buzdolabinda donmaya birakilan 6rnekler kesim igin ¢ikarildi ve asagidaki

islemler uygulandt:

- Bloklar traslandi (trimleme).
- Bloklar sirasiyla mikrotoma yerlestirildi ve Sum’ lik kesitler alind1.

- Kesit alindiktan sonra lamlara alman ornekler etiive yerlestirilip

deparafinize olmasi saglandi .
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Sekil 3.5 Epidermal kiiltiir modelinin histolojik analizi. A; Epidermal yapi olusturulmus por6z
membranin bistiiri ile ¢ikartilarak agar igerisine gomiimesi , B-C-D; Tam takip islemi sonunda

orneklerin parafine gomiiliip bloklarin olusturulmasi.

Hemotoksilen — Eozin Boyama:

- Etiivden ¢ikarilan 6rnekler ksilen I i¢erisinde 30 dakika bekletildi.
- Ksilen II igerisinde 30 dakika bekletildi.

- % 95’lik etil alkol i¢erisinde 2 dakika bekletildi.
- %380’lik etil alkolde 2 dakika bekletildi.

- % 70’lik etil alkolde 2 dakika bekletildi.

- % 60’1k etil alkolde 2 dakika bekletildi.

- Distile suda 5 dakika bekletildi.

- Hemotoksilen boyasinda 2,5 dakika bekletildi.

- 5 dakika boyunca akar sudan gegirildi.

- Asit alkol igerisinde batirilip ¢ikartildi.

- 5 dakika boyunca akar sudan gegirildi.

- Eozin boyasinda 1 dakika bekletildi.

- 5 dakika boyunca akar sudan gegirildi.

- % 80’lik etil alkolde 45 saniye bekletildi.

- % 95’lik etil alkolde 45 saniye bekletildi.

- Kurumaya birakild.

- Kisilen igerisinde 1 saat bekletildi.

- Ornekler kurumaya birakildu.

- Entellan ile lamel kapatilip 151k mikroskobunda 6rnekler incelendi.

3.4 Epidermal Kkiiltiir modeli iizerine kimyasallarin uygulanmasi ve
irritasyon potansiyelinin tespiti
Keratinositler ile olusturulan epidermal kiiltiir modelinin, kozmetik

maddelerin irritasyon potansiyelinin tespitinde kullanilabilmesi igin ¢esitli

parametrelerinin ortaya konmasi gerekmektedir. Bu amacla in vitro test modelini
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olustururken kozmetik {iriinlerin bilesiminde sik¢a kullanilan, cilt {izerinde

irritasyona sebep olan sodyum lauril sulfat (SLS) tercih edildi.

Qo

W A

,xﬁwwwmﬂﬁmﬂ- Na*

Molekiil agirhg: 228 38 [2'mol]

Molekiil formiili: CH;(CH;),,CH;00500Na

Sekil 3.6 SLS’1n genel kimyasal yapisi

3.4.1 MTT Testi

Farkli konsantrasyonda hazirlanan SLS solusyonlari, keratinosit kiiltiir
modelleri tizerine uygulandi. Denemelerde, negatif kontrol olarak distile su ve
pozitif kontrol olarak %5 (aq) SDS (sodyum dodegil sulfat, Sigma, L3771,
Almanya) kullanildi. Farkli zaman araliklarinda kimyasal, doku modeli iizerinde

bekletildi (EpiDerm, 2004, Kidd et al., 2007, Chatterjee et al., 2006).

1. 14. Guniinii dolduran tabakalanmis dokular taze vasat icerisine alindi ve

bir siire 37°C’ de CO>’11 inkiibatore konuldu..

2. 25ul/ 25mg kimyasal madde (KM) veya negatif kontrol (NK) veya
pozitif kontrol (PK)’ {in her biri i¢in 3 doku modeli kullanild1.

3. Hazirlanan konsantrasyonlar doku modeli tizerine topikal olarak

uygulandi ve oda sicakliginda dokular bekletildi.

4. Bekleme siiresi sonunda PBS ile yikama yapilarak kimyasal madde

ortamdan uzaklastirildi.
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5. Dokular taze vasat igerisine aktarildi ve 37 °C, %5 CO; igeren etiivde 27

saat inkiibe edildi.

6. 27 saat dolmadan vasat IL-1 alfa analizi i¢in kriyotiiplere toplandi ve -86

°C’ deki derin dondurucuya yerlestirildi.

7. Dokular kurutuldu ve igerisinde MTT vasat1 bulunan 6 gozlii tablalara

transfer edildi.

Sekil 3.7 Farkli SLS konsantrasyonlarinin doku modeli tizerine uygulanmasi

8. 37 °C’ de %5 CO, igeren etiivde 3 saat inkiibe edildi.

9. MTT vasat1 uzaklastirildi ve dokular PBS ile yikandi.

10. Ekstraktan solusyonu (isopropanol) igerisine dokular yerlestirildi.
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11. Dokular1 iceren tablalar 2 saat oda sicakliginda, formazanin ekstrakte

edilmesi amaciyla karistirilarak bekletildi.

12. Bu siirenin sonunda doku tizerindeki ve altindaki ekstrakt homojenize

edilerek toplandu.

13. Her bir doku modelinden toplanan ekstrakt, 96 gozlii tablanin 2 goziine

aktarild1 ve 96 gozlii tabla spektrofotometre ile 570 nm’ de okutuldu.

3.4.2 EC5y/ IC59 ve ET5y Degerlerinin Hesaplanmasi

ECs0/ICsp; %50 maksimum etkinin gozlemlendigi kimyasal maddenin
konsantrasyonunu ve dolayisiyla sitotoksisiteyi belirlemektedir. MTT testi sonucu
hiicre canlilig1 kontrol grubunun %50 sinin altina diistiigi taktirde, uygulanan

kimyasal irritan bir bilesik olarak kabul edilir.

ETsop; kontrol grubu ile kiyaslandiginda hiicre canliligini %50 azaltan

kimyasal maddeye maruz kalinan siireyi belirten degerdir.

Farkli siirelerde epidermal doku modeli tizerinde bekletilen SLS
konsantrasyonlarinin MTT testi sonucu elde edilen absorbans degerleri ve kontrol
grubunun absorbans degerleri kullanilarak kimyasal maddenin % canlilik

degerleri hesaplandi.

Test kimyasahnn

Test kimvasalnm % absorbans degeri

canhik degeri = x 100
Negatif kontroliin

absorbans degeni
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3.4.3 insan interlokin 1- a (hIL-1- a ) Analizi

SLS’ in irritasyon potansiyelini ve olusturulan modelin yeterliligini ortaya
koymak amaciyla MTT oncesinde ortamdan toplanan kiiltiir siipernatant1 IL-1
alfa analizi i¢in kullanildi. MTT sonucu kontrol grubunun % 50’sinin 6liimiine yol
acan SLS konsantrasyonlar1 irritasyon varligmin desteklenmesi amactyla IL-1
alfa analizine tabi tutuldu. Tez projesinin amaci irritasyon tespit modelinin
gelistirilmesi oldugu i¢in kontrol grubunun % 50’sinin 6liimiine neden olmayan
diger SLS konsantrasyonlar1 da test edildi. Tim o6rnekler ve reaktifler
calisiimadan énce oda sicakhigina getirildi. Ornekler, kiiltiirde kullanilan vasatin

aynisi ile seyreltildi.

1. Test edilecek her siipernatanttan pleytin 2 géziine 50ul eklendi.
2. Pleytin tizeri kapatildi ve oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

3. Pleytin her goziine 50ul biyotinlenmis antikor reaktifinden (Human IL-1a
ELISA Kit, Thermo Scientific, EH2IL1A, ABD) eklendi.
4. Pleytin tizeri kapatildi ve oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

5. Pleyt 3 kez yikama soliisyonu ile yikandu.

6. Pleytin her goziine 100ul hazirlanan streptavidin —-HRP eklendi.
7. Pleytin tizeri kapatildi ve oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.
8. Pleyt 3 kez yikama soliisyonu ile yikandi.

9. Pleytin her goziine 100ul dnceden karistirilmis TMB substrat soliisyonu
eklendi.

10. Pleytin tizeri kapatildi ve karanlik ortamda oda sicakliginda 30 dakika
bekletildi.

11. 100 pl durdurma soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

12. 450 ve 550 nm dalga boylarinda UV spektrofotometrede absorbanslar
belirlendi.
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Sekil 3.8 ELISA sonuglarinin degerlendirilmesinde kullanilmistir.

Z.4

2.2
2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
.8

Az minus Asg

0.6
0.4
0.2

u'l} L ] L] L] L
o 100 200 200 400 500

hiL-1 alpha pg/ml

Sekil 3.8 ELISA kalibrasyon egrisi (www.thermo.com/pierce.)

3.5 istatiksel Degerlendirme

Calismadaki istatistiksel degerlendirmeler SPSS 16 istatistiksel analiz
programi kullanilarak gergeklestirildi. Deneme sonunda elde edilen veriler tek
yonlii varyans (one-way ANOVA) analizi ve t-test gerceklestirilerek
degerlendirilmistir. Caligma ve kontrol gruplar1 arasindaki farklar p<0.05

istatistiksel olarak anlamli sayilmaktadir.
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4. BULGULAR
4.1 NIH 3T3 Hiicrelerinin Karakterizasyonu
Yapilan mikroskobik go6zlemler sonucunda NIH 3T3 hiicrelerinin

fibroblastik bir yap1 sergiledigi, kiiltiirde go¢ ederek homojen bir gelisim
gosterdigi saptandi.

Sekil 4.1 NIH 3T3 (Fare Embriyonik Fibroblast) Hiicrelerinin inverted mikroskop
(Olympus, Japonya) altindaki goériintiileri; A)P/0° daki NIH 3T3,(20x), B)Subkdiltiir isleminden
sonraki 2.gtindeki NIH3T3 (10x), C)Kiiltiir kabinda %70 yogunluga ulagmis NIH 3T3 (10x)

MTT yontemi kullanilarak absorbans 6l¢timii gerceklestirildi ve bu veriler
dogrultusunda kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 4.2). Olusturulan kalibrasyon
egrisi sayesinde testlerde kullanilabilecek NIH 3T3 fibroblastlarinin absorbansa
karsilik gelen anlamli hiicre sayisi araligi belirlendi. Bu aralik 2,50E+06 > x
>7,80E+04 seklinde degerlendirildi. NIH 3T3 hiicrelerinin karakterize edilmeleri
amaciyla olusturulan kalibrasyon egrisinde, absorbans degerlerine karsilik gelen

hiirce sayilar1 Cizelge 4.1.” de gosterildi.
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Absorbans (570-690 nm)
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Hiicre Sayis1

Sekil 4.2 NIH 3T3 hiicrelerinin kalibrasyon egrisi; absorbansa karsilik gelen anlamli hiicre sayisi

araligr 2,50E+06 > x >7,80E+04 kirmizi halka igerinde gosterildi.

Cizelge 4.1 Absorbans degerlerine karsilik gelen NIH 3T3 hiicre sayilar1

Absorbans degeri NIH 3T3 hiicre sayisi

4,00 10.000.000
4,00 5.000.000
4,00 2.500.000
2,20 1.250.000
1,00 625.000
0,56 312.500
0,45 156.000
0,27 78.000
0,22 39.000
0,18 19.500
0,14 9.760
0,13 4.880

0,12 2.440
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NIH 3T3 fibroblastlarmin tireme 06zelliklerinin belirlenmesi amaciyla
olusturulan treme kinetiginde (Sekil 4.3), hiicrelerin maksimum iremeyi
gergeklestirdigi log fazi (1-6 giinler arasinda), duragan faz (6.giin) ve ilireyen

hiicrelerin sayisinin azaldigi 6liim fazi (6. Giinden sonrasi) ortaya kondu.

350000
300000 \
250000 /
200000

150000 /

100000

50000 4
0

Hiicre sayisi

Zaman (giin)

Sekil 4.3 NIH 3T3 hiicrelerinin iireme kinetigi. O. Giinde 1x10*
hticre/ml yogunlugunda ekimiden itibaren zamana kars1 hiicre sayis1 degisimi

gosterilmistir.

4.2 Mitomisin C Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Deri dokusundan keratinositlerin izolasyonu sirasinda besleyici
tabaka olusturmak iizere uygun mitomisin ¢ konsantrasyonu belirlendi. 6 gozlii
pleytlerde kiiltire edilen NIH3T3 fibroblastlar, kiiltiir kab1 yiizeyini %60-70
oraninda kapladi. Sonrasinda farkli mitomisin ¢ konsantrasyonlar1 yiizeye
uygulandi. Farkli konsantrasyonlarin NIH3T3 fibroblastlar1 tizerinde yol agtiklari
etki Sekil 4.4 ve 4.5’te ve Cizelge 4.2°de gorsterildi.

Yapilan mikroskobik gozlemler sonucunda hiicrelerin canliliklarini ve
morfolojik yapilarmi korundugu en uygun mitomisin ¢ konsantrasyonu 10pg/ml

olarak tespit edildi.. 10 pg/ml altindaki mitomisin ¢ konsantrasyonlarinda
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tiremenin devem ettigi, 10 pg/ml iizeri konsantrasyonlarda ise  hiicre

cekirdeginde ve sitoplazmasinda graniillii yapilarin meydana geldigi belirlendi.

Sekil 4.4 Mitomisin C uygulamasi dncesinde NIH 3T3 hiicreleri (10x) (Olympus, Japonya)

Sekil 4.5 Mitomisin C uygulamasi sonrasinda NIH 3T3 hiicrelerinin goriintimii; A- 7pug/ml,
B- 8ug/ml, C- 9ug/ml, D- 10ug/ml, E- 11pg/ml, F-12pg/ml mitomisin C uygulanmig NIH3T3
(10x) (Olympus, Japonya)
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Cizelge 4.2 Farkli mitomisin C konsantrasyonunun NIH3T3 fibroblatlari tizerine etkisi.

Mitomisin C Mitomisin C
konsantrasyonu konsantrasyonu

12,5 pg/ml Hiierelerde graniillii yapn, 8 ng/ml Hiicreleriremeye devam etti
morfolojik degisim

12 pg/ml Hucrelerde graniilhia yaps, 7,5 ng/ml Hiicreleriremeye devam etti
morfolojik degisim '

11p g/ml Hiterelerde gramilli yap, ” ug/ml Hiicrelertiremeye devam etti

‘ " worfolujik degizim S

10 IIS/ ml Hiicre morfolojisi korunuyor, s 118/ ml Hiicreler tremeye deva elli
twewenin engellends

9 ng/ml Hitere morfolojisi korumuyor,

9 ug/ - riskli gorildii

4.3 Deri Dokusundan iEK izolasyonu ve Morfolojik Ozellikleri

Insan deri dokusundan izole edilen keratinositler calisma siiresince inverted
mikroskop ile morfolojik olarak incelendi. Kiiltiirde yiizeye tutunma egilimi
gosteren keratinositler, kiiltiir kabmin ¢cogunlukla kenarlarinda gelisti. Besleyici
tabaka olarak kullanilan NIH 3T3 fibroblastlar1 zamanla vasat degisimi sirasinda

kiiltiirden elimine oldu. Keratinositler, ilk izolasyon giiniinii takiben 18-20’ nci

giinlerde kiiltiirde dis geperleri belirgin, koseli goriiniim ve kiimelesme sergiledi.

Sekil 4.6° da IEK lerin kiiltiirdeki goriintiileri verildi.
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Sekil 4.6 IEK’ lerinin morfolojil goriintiisii. A- B; NIH 3T3 hiicrelerinin olusturdugu
besleyici tabaka tizerinde deri dokusundan izole edilen primer keratinositlerin gériintiisii (20x) , C-
D; Deri dokusundan elde edilen keratinosit kiiltiirlerin 20. giin’deki gértntiileri (10x) (Olympus,
Japonya).

Kiltiirde ilk keratinosit kiimeleri olusmasidan sonraki 4- 5 giin i¢erisinde
keratinositlerin kiiltiir kabi yiizeyini %70-80 oraninda kapladig1 (konfluent hale
geldigi) ve pasajlanma asamasina geldigi gézlemlendi. Diisiik Ca iceren KSFM
ile kiiltiire edilen keratinositler serum igeren vasata oranla daha hizli bir gelisim
gosterdi. Serumsuz keratinosit vasatinin, izolasyon sonrasinda ortamda bulunan

dermal kaynakli fibroblastlarin uzaklastirilmasinda da etkili oldugu saptandi.

Sekil 4.7 Deri dokusundan elde edilen keratinosit kolonilerinin goriintiileri; A-10x biiytitmedeki

gorlintli, B-20x biiytitmedeki goriintii (Olympus, Japonya).
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4.4 insan Epidermal Keratinositlerin (IEK) Karakterizasyonu

4.4.1 IEK ¢ lerinin Ureme Kinetigi

Insan epidermal keratinositlerinin iireme 6zelliklerinin belirlenmesi
amactyla olusturulan tireme kinetiginde (Sekil 4.8), hiicrelerin maksimum
tiremeyi gerceklestirdigi log fazi (1-7 giinler arasinda), duragan faz (7.giin) ve
tireyen hiicrelerin sayisinin azaldig1 6liim fazi (7. giinden sonrasi) ortaya kondu.

Bu verilerden daha sonraki EKM olusturma asamalarinda faydalanildi.

350000
300000 ,//‘\\
250000 ~—
200000 //

150000 /

100000

50000 /
o L o&—*F

Hiicre sayisi

Zaman (giin)

Sekil 4.8 IEK lerin iireme kinetigi. O. Giinde 1x10* hiicre/ml yogunlugunda ekimiden

itibaren zamana kars1 hiicre sayist degisimi gosterilmistir.

4.4.2 IEK’lerin iImmiinohistokimyasal Ozellikleri

IEK’ nin karakterizasyonu amactyla immiinohistokimyasal boyamalar
gerceklestirildi. Pasaj 2> de bulunan IEK ler, keratinositler icin spesifik
sitokeratin 14 (K14) ve sitokeratin 8 (K8) monoklonal antikorlar1 kullanilarak
Mayers hematoksilen ve diaminobenzidin (DAB) ile boyand1 (Sekil 4.9, 4.10).
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Yapilan ¢alismada, kontrol grubu ile kiyaslayinca K14 bulunan gozlerin daha
koyu renkte boyandig1 belirlendi. Bunun sonucunda IEK lerin yiiksek oranda

tabakalanma belirteci K14 ve diisiik oranda K8 eksprese ettigi sonucuna varildi.

|$ekil 4.9 IEK” lerin (P/2) Mayers hematoksilen Boyama gériintiisii; A-Kontrol (10x), B-
Kontrol (20x), C-K8 (10x), D-K8 (20x), E-K14 (10x), F-K14 (20x) (Olympus, Japonya).
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Sekil 4.10 IEK’ lerin (P/2) DAB (diaminobenzidin) boyama gériintiisii;A-B;Kontrol
(10x), C-D;K8 (10x), E-F;K14 (10x) (Olympus, Japonya).
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4.5 IEK’nin Poréz Membranlar Uzerinde Gelistirilmesi

Epidermal kiiltir modeli olusturmak amaciyla gézenekli membranlarin {izerine
1,5 x 10° hiicre/ml sayida keratinosit ekildi. 2-3 giin icerisinde keratinositlerin
ylizeyi tamamen kapladigi, 7. giinden itibaren inverted mikroskop goriintiilerinde
alttaki membran yapisindaki gozeneklerin goriilmedigi saptandi. Bu veriler
dogrultusunda, kiiltiirdeki keratinositlerin zamanla tstiiste tabakalanarak alttaki

membran yapisinin goriintiilenmesini engelledigi belirlendi.

Sekil 4.11 0,4pm goézenek ¢apli membran yapisi tizerine keratinositlerin ekilmesi. A-

Gozenekli membranin inverted mikroskop altindaki goriintimii (20x), B- Por6z membran tizerinde

gelsen keratinositlerin 7.gilin goriintiileri (20x) (Olympus, Japonya).

4.6 Epidermal Kiiltiir Modelinin Histolojik Analizi

IEK leri kullanilarak olusturulan epidermal kiiltir modelinin ~H&E
boyamas1 yapilarak gerceklestirilen histolojik analizinde, modeli olusturan
keratinositlerin ¢ekirdekleri mavi-mor renkte boyandi. Boyanan hiicre ¢ekirdekleri
goriintiilendiginde, keratinositlerin tabakalanarak en az 6 sira olusturdugu
saptand1. Epidermal kiiltiir modeli, hassas bir yap1 oldugu i¢in etrafi agar ile
kaplanarak takip islemi gergeklestirildi. Bunun sonucunda bloklardan alinan
kesitler boyandiginda modelin list kisminda bulunan St kornmeum tabakasi

olusumu goriintiilenemedi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Tabakalanmis epidermal kiiltir modelinin H&E boyamasi; A- EKM (10x), B-

EKM’ ni gevreleyen agar yapisi ve model icerisinde bulunan keratinositlerin ¢ekirdekleri (40x)

(Olympus, Japonya).

4.6.1 Epidermal Kiiltiir Modelinin Bariyer Fonksiyon Analizi

Triton X-100 sol. (%1) piyasada bulunan ticari modellerin onaylanmasi
stirecinde ECVAM tarafindan bariyer fonksiyon tespitinde kullanilmaktadir.
Ticari epidermal modellerden EpiDerm’ in bariyer fonksiyonu degerlendirilirken,
triton X-100 sol. (%]1) uygulanmasi sonucu ETs, degerleri 4,8- 8,7 saat arasinda

belirlenmistir (OECD, 2004).

Bu bilgilerden faydalanarak, olusturulan epidermal kiiltiir modelinin bariyer
fonksiyonunu degerlendirmek amaciyla model tizerine triton X-100 sol. (%1)
uygulandi. 4 ve 8 saat bekleme siiresinin ardindan MTT analizi gergeklestirilerek

hiicre canlilig1 saptand1 (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 EKM tizerinde farkl siirelerde bekletilen Triton X-100 sol. (%1) sonrasi

canlilik degerleri (%)

Canhhk Siire

S

- (%) (saat)

o

=

> 32 4 saat

=

2

E 21,7 8 saat

4 ve 8 saat araligindaki bekleme siiresi sonunda EKM’ndeki hiicrelerin
canliliginin %50 dolaylarinda olmasi beklenirken yapilan MTT analizi sonunda
%21,7 ve 32 olmak tizere daha diisiik bir canlilik orani saptandi. Bu sonu¢ EKM’
ndeki hiicrelerin %50 sinin 6liimiine yol agan ETsy degerinin 4 saatin altinda
oldugunu gosterdi. EKM kullanilarak elde edilen canlilik degerleri (%) EpiDerm
ile kiyaslandiginda, olusturulan epidermal modelin kimyasal maddelere kars1

hassasiyetinin daha yiiksek oldugu oldugu belirlendi.
4.7 EKM kullamlarak SLS’ n Irritasyon Potansiyelinin Belirlenmesi

SLS’ 1n irritasyon potansiyeli belirlenirken ECVAM ve OECD tarfindan kabul

goren irritasyon parametraleri kullanildi(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.3 Irritasyon parametreleri (ECVAM, 2007)

Canlilik < %50 Irritan (R38)
Canlilik > %50 Irritan olmayan
IL-1a salim1> 50 pg/ml [rritan

IL-Ta salim1 <50 pg/ml [rritan olmayan
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4.7.1 MTT Analizi

Olusturulan  epidermal kiiltiir modeli , sodyum lauril siilfatin irritasyon
potansiyelinin tespiti amaciyla kullanildi. Calismada SLS’ 1n farkl
konsantrasyonlarmin (0,01mg/ml, 0,Img/ml, 0,25mg/ml, 0,5mg/ml, 1mg/ml,
1,5mg/ml 2mg/ml, 3mg/ml, Smg/ml, 10mg/ml, 25mg/ml, 50mg/ml) farkli zaman
araliklarinda (10, 15, 20 dakika) yol actig1 irritasyon, hiicrelerin canliligini ortaya
koyan MTT yontemi kullanilarak test edildi. Kimyasal, olusturulan keratinosit
kiilttir modeli {izerine topikal olarak uygulanmasinin ardindan 6lgiilen absorbans
degerleri ve karsilig1 olan SLS konsantrasyonlar1 belirlendi. . Sekil 4.13, 4.14,
4.15, 4.16, 4.17, 4.18, 4.19 °‘da absorbans degerlerine karsilik gelen SLS

konsantrasyonlar1 gosterilmistir.

EKM iizerinde bekletilen 5mg/ml, 10mg/ml, 25mg/ml, 50mg/ml SLS
konsantrasyonlari, 20 dakika bekleme siiresi sonunda model tizerindeki hiicre
butiinligiiniin bozulmasina ve hiicre kaybi yasanmasina neden oldu. Bunun
sonucunda gerceklestirilen MTT analizinde pozitif kontrole yakin absorbans

degerleri elde edildi (Sekil 4.13).

Farkh SLS Konsantrasyonlarmm (mg/ml) EKM Uzerine
Sitotoksik Etkisi
08
T 07 T
£ o5
w05
w04
g 03
'E 0,2
5 01—
Il B .
01
NC PC 5mg/ml  10mg/ml 25mg/mi 50mg/ml
m20dakika| 0622 [ 0053 | o049 | ooss | o005 | o052 |

Sekil 4.13 Epidermal kiiltiir modeli iizerinde 20 dakika bekletilen SLS konsantrasyonlar1
(5mg/ml, 10mg/ml, 25mg/ml, 50mg/ml) sonrasinda model tizerinde MTT ile canlilik 6l¢timii



76

EKM iizerinde bekletilen Img/ml, 0,5mg/ml, 0,25mg/ml, 0,1mg/ml,
0,01lmg/ml SLS konsantrasyonlari, 10 dakika bekleme siiresi sonunda model
tizerinde sitotoksisiteye sebep oldu. EKM iizerinde olusan sitotoksisitenin orant
degerlendirildiginde, irritan bir madde konsantrasyonu saptanmadi (Sekil 4.14).
Ayn1 SLS konsantrasyonlar1 15 dakika model {izerinde bekletildiginde, siirenin
uzamasina paralel olarak EKM’in canlilik oranmin azaldigi belirlendi (Sekil

4.15).

Farkh SLS Konsantrasyonlarinin (mg/ml) EKM Uzerine
1 Sitotoksik Etkisi
T 08 T
=
S 06
SO
= 04
32
= 02
174
z il
02 0,5 0,25 0,1 0,01
#NC #pC | 1mg/ml | mg/ | 0,25mg/ | 0,1mg/ | 0,01mg/
ml ml ml ml
|l10 dakika| 0,754 0,08 0,528 0,512 0,627 0,629 0,591

Sekil 4.14 Epidermal kiiltiir modeli {izerinde 10 dakika bekletilen SLS konsantrasyonlari
(Img/ml, 0,5mg/ml, 0,25mg/ml, 0,Img/ml, 0,0lmg/ml) sonrasinda model tizerinde MTT ile

canlilik 6lgtimii

Farkh SLS Konsantrasyonlarinin (mg/ml) EKM Uzerine
Sitotoksik Etkisi

0,8
E 06 T
=
2
o 04 !
g
2 02
o
z -
=
< 0

-0,2

#NC #PC 1mg/ml 0,5mg/ml | 0,25mg/ml | 0,1mg/ml
| H 15 dakika 0,653 0,068 0,37 0,419 0,539 0,597

Sekil 4.15Epidermal kiiltiir modeli tizerinde 15 dakika bekletilen SLS konsantrasyonlari (1mg/ml,
0,5mg/ml, 0,25mg/ml, 0,1mg/ml, 0,01mg/ml) sonrasinda model {izerinde MTT ile canlilik 6l¢gtimii
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Farkh SLS Konsantrasyonlarinin (mg/ml) EKM Uzerine Sitotoksik

Etkisi
~ 0,9
: .
S 0,8
w07 T
- 7
S 06
=
5 05
2 T
2 04
0,3
0,2
011 T T
0
-0,1
#NC #PC 1mg/ml | 0,5mg/ml |0,25mg/ml | 0,img/ml |0,01mg/ml
M 10 dakika 0,754 0,08 0,528 0,512 0,627 0,629 0,591
MW 15 dakika 0,653 0,068 0,37 0,419 0,539 0,597

Sekil 4.16 Epidermal kiltir modeli tizerinde 10 ve 15 dakika bekletilen SLS
konsantrasyonlarmin (Img/ml, 0,5mg/ml, 0,25mg/ml, 0,Img/ml, 0,0lmg/ml) MTT analiz

sonuglarmin karsilagtirilmasi

EKM iizerinde bekletilen 3mg/ml, 2mg/ml, 1,5mg/ml SLS

konsantrasyonlarinda, 15 dakika bekleme siiresi sonunda model {izerinde hiicre
canliligminin %50’ sinin 6limiine yol acan diizeyde sitotoksisite saptandi.
Img/ml SLS konsantrasyonunda sitotoksisite varlig1 tespit edildi. Ancak veriler

hesaplandiginda irritasyon belirlenmedi (Sekil 4.17).
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09
0.8
0,7
0,6
0,5
0.4
0,3
0,2
01

0

0,1

Absorbans (570nm)

Farkh SLS Konsantrasyonlarmm (mg/ml) EKM Uzerine

Sitotoksik Etkisi

+.qu

#NC

3mg/ml

2mg/ml | 1 5mg/ml| 1mg/ml

|l15 dakika

0,69 0,053

0,13

0,125 0,31

0,454

Sekil 4.17 Epidermal kiiltiir modeli iizerinde 15 dakika bekletilen SLS konsantrasyonlar1

(3mg/ml, 2mg/ml, 1,5mg/ml, 1mg/ml) sonrasinda model iizerinde MTT ile canlilik dl¢timii

Aynt SLS konsantrasyonlar1t EKM iizerinde 20 dakika bekletildiginde,
Img/ml SLS konsantrasyonunun hiicre canliliginin %50’sinin 6liimiine yol agtig1

Img/ml tzerindeki

konsantrasyonlarin  pozitif kontrole

sitotoksisiteye neden oldugu sonucuna varildi (Sekil 4.18).

Abzorbans (570nm)

Farkh SLS Konsantrasvonlarmm (mg/ml) EKM Uzerine

Sitotoksilk Etkisi

0,9

0.8
0,7 I

0,6

0,5

0.4

0,3

0,2

0,1

1

= i

a

-0,1
#NC

#PC | 3mgml | 2mg/ml

1.5mg/ml | lmg/ml

W 20dakika| 0,675

0,048 0,088 0,127

0,158 0,355

Sekil 4.18 Epidermal kiiltiir modeli {izerinde 20 dakika bekletilen SLS konsantrasyonlari

(3mg/ml, 2mg/ml, 1,5mg/ml, 1mg/ml) sonrasinda model iizerinde MTT ile canlilik dl¢timii

yakin oranlarda
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Farkh SLS Konsantrasyonlarmm (mg/ml) EKM Uzerine
09 . Sitotoksik Etkisi
08
— 07 1
.E 0,6
05 T
: 0,4 T
0.3
: o e
ﬂ
-0,1
#NC #pC | 3mg/ml | 2mg/ml | 1 5mg/ml| 1mg/ml
M 15dakika| 0,69 0,053 0,13 0,125 0,31 0,454
W 20 dakika 0,675 0,048 0,088 0,127 0,158 0,355

Sekil 4.19 Epidermal kiiltir modeli tizerinde 15 ve 20 dakika bekletilen SLS
konsantrasyonlarmin  (3mg/ml, 2mg/ml, 1,5mg/ml, 1mg/ml) MTT analiz sonuglarinin

karsilastirilmasi

4.7.2 ECsy / IC5yve ET5y Degerlerinin Hesaplanmasi

Gergeklestirilen denemeler sonucu elde edilen veriler negatif kontrol ile
karsilagtirilarak EKM” nin canlilik degerleri hesaplandi. Canliligin %50’ nin altina
diismesine sebep olan SLS konsantrasyonlar1 ve siireleri (ECso / ICsp ve ETsg)
(Cizelge 4.4). Calismanin sonucunda ECsy / ICso degeri Img/ml SLS; ETso degeri
20 dakika olarak hesaplandi.
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Cizelge 4.4 Farkli SLS konsantrasyonlarinin EKM {izerindeki canlilik degerleri (%)

SLS
Konsantrasyonu Canhlik Degeri Siire

(mg/ml) (%) (dakika)
50% 8,36 20

o 25% 8 20

§ 10% 7,88 20

A 5* 7,88 20
1 70,02 10

« 0,5 67,9 10

= 0,25 83,15 10

= 0,1 83,42 10

A 0,01 78,38 10

- 1 56,66 15

o 0,5 64,16 15

§ 0,25 82,54 15

o 0,1 91,42 15

- 3% 18,84 15

o 2% 18,11 15

§ 1,5% 44,92 15

A 1 65,79 15
3% 13,03 20

o 2% 18,81 20

5 1,5% 23,40 20

= 1 52,59 20

*canlilik degeri (%) 50’nin altinda olan irritan madde konsantrasyonlari

4.7.3 hIL-1 o Analizi

Calismada, MTT analizi sonucu canli hiicre miktarinin %50 nin tizerinde
oldugu 0,5mg/ml SLS konsantrasyonu ve altindaki konsantrasyonlarda irritan
olarak nitelendirilecek bir IL-1a salimi 6lgiilmedi. 1 mg/ml ve tizerindeki SLS
konsantrasyonlarinda IL-lo salimi analiz edildi. FElde edilen sonuglar,
standartlarin absorbansa bagli IL-la salim 6lgiimleri kullanilarak hesaplandi

(Sekil 4.20). Irritan kabul edilebilecek IL-1a degeri saptanmad.
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hlIL-1 a Analizi

1,6

14 % 400; 1,379
y = 0,0033x + 0,0983 ;L
R? = 0,9868
- /
| /4
08
/;/0; 0,736
0,6 //
0,4

64; 0,337

0.2 25,6; 0,163
10,24, 0,109
0 0; 0,053

0 100 200 300 400 500
hIL-1 a (pg/ml)

Absorbans

Sekil 4.20 Orneklerin degerlendirilmesinde kullanilan ELISA kalibrasyon egrisi; IL-10.
miktarlar1 belli standartlarin absorbans degerleri (0 pg/ml;0.053, 10.24 pg/ml;0.109, 25.6 pg/ml;
0.163, 64 pg/ml;0,337, 160 pg/ml; 0.736, 400 pg/ml; 1.379) kullanilarak olusturulmustur.

IL-1a salimi 6lgtimii sonucu elde edilen veriler Cizelge 4.5 ve 4.6’ da,

ELISA pleytinin gériniimii Sekil 4.21°de gosterildi.

Sekil 4.21 SLS’in irritasyon potansiyeli tespit edilirken IL-1a analizinde kullanilan ELISA

pleytinin gériintimi
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Cizelge 4.5 Farkli SLS konsantrasyonlarinin EKM’ nde yol ag¢tigi IL-1a salim 6l¢timii; 10 ve 15

dakika zaman araliklarinda bekletilen farkli SLS konsantrasyonlar: sonucunda EKM’ nde ELISA

analizi sonucu belirlenen absorbansa bagli insan IL-1a salimlari

NC

FC

0, lmgml  0,0lmg'ml

10 daldle
Abgorbans
(4 50mm})

hll-le

(pgiml)

Abgorhans
(4 50mm})

15 daldlea

hIL-1ce

(pgiml)

0,058

0,062

0,054

0063 0,138

0,095

0,106

o
¥
Lt

0,056 0,051 0,059

0,06 0,064 0,053

Cizelge 4.6Farkli SLS konsantrasyonlarmin EKM’ nde yol actig1 IL-1a salim 6l¢timii; 15 ve 20

dakika zaman araliklarinda bekletilen farkli SLS konsantrasyonlar1 sonucunda EKM’ nde ELISA

analizi sonucu belirlenen absorbansa bagli insan IL-1a salimlari

NC PC

Img/ml

1.5mg/ml Zmg/mil 3mg/mi

15 dakika

20 dakika

Ahsorhans
[A50mm)

hL-1e

[ piml)

Pbsorhans
(50mm)

-1 o

(pgiml)

0,050 0,049

0,045 0,051

0,125

10,85

0,227

35,08

0,235 0,002 0,079

37 2,95 0

0,116 0,085 0,091

8.6

&

2,23 2,71
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1,5mg/ml ve tizerindeki SLS konsantrasyonlarmin epidermal model {izerine
uygulanmast ve bekleme siiresi  sonrasinda modelin hiicresel yapisinda
bozulmalar gozlendi. Epidermal model yiizeyinden ayrilan bu hiicrelerin, yikama
asamasinda ortamdan elimine olmalar,, 1,5mg/ml ve {iizerindeki SLS
konsantrasyonlarinda diisiik IL-1a seviyesi 6l¢iilmesine neden oldu. Sekil 4.22°
de farkl siirelerde ve SLS konsantrasyonlarda IL-la salim degerleri gosterildi.

Sekil 4.23 ve 4.24°te bu degerlerin MTT sonuglari ile karsilastirilmasi gosterildi.

IL-10 miktar1 (pg/ml)

50

40

30

20

10 T

o b ML i e
10 1 2 7 9 10

Sekil 4.22 Farkli siirelerde ve konsantrasyonlarda SLS’mn IL-la salim degerleri.
1)0,5mg/ml SLS;15dakika, 2)1mg/ml SLS;10dk., 3)1mg/ml SLS;15dk., 4) Img/ml SLS;15dk., 5)
Img/ml SLS;20dk., 6) 1,5mg/ml SLS;15dk., 7) 1,5mg/ml SLS;20dk., 8) 2mg/ml SLS;15dk., 9)
2mg/ml SLS;20dk., 10) 3mg/ml SLS;20 dk.
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MTT Canhhlk Sonucu(®s) ile IL-1lo Sahm (pg/ml)
Karslastribmasn

B ATT sonucu canhhik (38)

WIL-1alfa ipgiml)

-20 0 20 40 &0 20 100

Sekil 4.23 Farkl: siirelerde ve konsantrasyonlarda SLS’m IL-la salim degerleri ve MTT
sonuglart; 1)0,5mg/ml SLS;15dakika, 2)Img/ml SLS;10dk., 3)Img/ml SLS;15dk., 4) 1mg/ml
SLS;15dk., 5) Img/ml SLS;20dk., 6) 1,5mg/ml SLS;15dk., 7) 1,5mg/ml SLS;20dk., 8) 2mg/ml
SLS;15dk., 9) 2mg/ml SLS;20dk., 10) 3mg/ml SLS;20 dk.
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60

50

40

30

20

10

0

MTT Canhlilk Sonucu ile IL-1a Salim Karsilastirilmasi

M IL-1alfa (pg/ml)

35,09

37

B MTT sonucu canhilik (%)

52,59

44,92

Sekil 4.24 Sekil 4.23’ teki yesil halkanim biiyttiilmus sekli; 1)1mg/ml SLS; 20dk., 2)1,5mg/ml
SLS;15dk.

Img/ml SLS; 20dk., 1,5mg/ml SLS;15dk. denemelerinde MTT analizi ile IL-1a
salim sonuglar1 birbirini destekler nitelikte ve anlamlidir. Bu konsantrasyonlarin

tizerinde EKM’ in hiicre biitiinligliniin bozulmasi sebebiyle benzer sonuglar elde

edilmemistir.
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5. TARTISMA

Kozmetik maddelerin yol ag¢tig1 dermatolojik sorunlarin en basmda cilt
irritasyonu  gelmektedir. Cilt hasarma yol agan farkli irritan kimyasallarin
mekanizmalarmin daha iyi anlagilmasi ve bu maddelerin tespiti i¢in yontemlerin
gelistirilmesi kozmetoloji ve dermatolojinin ortak konusudur. Etik ve giivenlik
nedenler dogrultusunda ¢ogu zaman irritasyon testlerinin insanlar {izerinde
yapilmasi uygun degildir. Bu sebeple testlerin uygulanmasinda deney hayvani
kullanilmaktadir. irritasyon tespitinde uygulanan yontemlerin basinda Draize testi
gelmektedir (Alepee et al., 2010). Bu test sirasinda deney hayvani ac1 gekmekte ve
cesitli dokular1 hasara ugramaktadir. Bunun yaninda deney hayvani kullanilarak
gerceklestirilen testler sonucunda elde edilen veriler her zaman insanda meydana

gelen etkiler ile uyusmamaktadir (Borlon et al., 2007).

Irritasyonun tespiti konusunda en @imit verici alternatif test metotlar
yeniden yapilandirilmis insan deri modelleri olusturularak gergeklestirilenlerdir ki
bunlar ECVAM tarafindan onaylanmaktadir (Golla et al., 2009). In vitro
epidermal modeller kullanilarak her tiirlii kozmetik madde i¢erigini ve son {iriiniin
sitotoksisitesini belirlemek miimkiindiir. Yapilan ¢alismalar EpiDerm gibi in vitro
yeniden yapilandirilimis  epidermal modellerin  irritasyon  olusumunun
belirlenmesinde etkili oldugunu gostermektedir (Kojima et al., 1998; Fletcher et

al., 2001,2006).

Diinya piyasasinda bu amagla kullanilan EpiDerm ve benzeri doku
materyalleri, aksesurlar ile birlikte ’Ex — Works / FOB’’ ortalama 1 500 ABD
dolar1  diizeyinde satilmaktadwr. Kisa siireli kullanimli  olduklarindan
nakliyelerinde 6zel tedbirler alinmasi gerekmektedir ve kullanim stireleri (raf
omrii) sinirhidir. Bu durum da “’fire’” olasiligint artirmaktadir. Sonug olarak, bir
set (24 kullanimlik) dokunun Tiirkiye deki maliyeti 2 500 dolar civarinda
hesaplanmaktadir. Buna gore birim maliyet 100 dolar dolaymndadir. Topikal
uygulanan kozmetik ve ilaglarin test maliyetlerini azaltabilmek i¢in tilkemizde bu
in vitro test modellerinin gelistirilmesini gereklidir. Bu tez projesinde olusturulan
EKM (24 kullanimlik) diinya piyasasinda bulunan in vitro doku modellerine
alternatif olabilecek diizeydedir ve 1000 ABD dolar1 dolaylarinda bir maliyettedir.

Burada, testlerde kullanilacak olan MTT analizi ve IL 1-a belirleme kiti gibi
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irritasyon tespiti i¢in gerekli malzemelerin maliyet kaynaklar1 her iki uygulamada

da s6z konusu oldugundan karsilastirma disinda tutulmustur.

Kozmetik sektoriinde en yaygm kullanilan surfaktanlarin (yiizey aktif
deterjan maddelerin) basinda gelen SLS, in vitro test modelleri ile irritasyon
mekanizmasmin ¢ahgilmasinda kullanilmaktadir. Cilt Irritasyon potansiyeli
belirlenmis SLS, irritasyon ¢aligmalarda pozitif kontrol olarak kullanilmaktadir.
Ozellikle in vitro epidermal kiiltiir modelleri olusturulurken ve parametreleri

belirlenirken tercih edilmektedir (Fletcher et al., 2006; 2001; NICNAS, 2007).

Yapilan ¢aligmalar EpiDerm gibi in vitro yeniden yapilandirilimis epidermal
modellerin  irritasyon  olusumunun  belirlenmesinde  etkili  oldugunu
gostermektedir. /n vivo ve ex vivo sartlarda gdzlemlenen irritasyona yol agan
madde konsantrasyonlari,  EpiDerm kiiltiirlerinde daha diisiik oranlarda
irritasyona sebep olmaktadir (Gibbs et al., 2002). Gibbs ve ekibi (2002), farkli
SLS konsantrasyonlarini topikal olarak ugulamis ve 8 saat bekleme siiresi
sonunda 50mg/ml SLS’in (%5 sol.) ex vivo sartlarda bulunan deri parcasinda
toksik etki goOsterdigini, buna karsin ayni siire zarfinda in vitro EpiDerm
kiiltiiriinde ise 2mg/ml SLS (%0,2 sol.) konsantrasyonun toksik etki gosterdigi

belirlenmistir.

Farkli SLS konsantrasyonlarinin (0,01 — 20mg/ml) farkli siirelerde (30
dakika - 24 saat) EpiDerm kiltiir modeli iizerine uygulanmasi sonrasinda
gergeklestirilen MTT analizi, histolojik analiz ve ECsg verileri sonucu 1mg/ml
SLS konsantrasyonu , toksik olmayan doz smir1 olarak kabul edilmektedir. Diger
taraftan tiim zaman araliklarinda 10 ve 20mg/ml SLS konsantrasyonlarmin doku
(Cizelge 4.6) modeli i¢indeki hiicresel yapilar1 bozdugu bildirilmektedir (Fletcher
and Basketter, 20006).

EpiDerm kiiltiir modeli iizerinde uygulanan SLS konsantrasyonlarmin farkli
bekleme siireleri sonunda ECsg degerleri; 30 dakika — 1 saat arasinda > 100mg/ml,
2 saat sonunda 12.9+3mg/ml, 3saat sonunda 3.7+0.5mg/ml, 4 saat sonunda
5.2+0.6mg/ml, 24 saat sonunda 2.1+0.9mg/ml seklinde hesaplanmistir (Fletcher et
al., 2001).
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Bu c¢alismada, ECVAM tarafindan kabul go6ren ticari insan deri
modellerinde uygulanan irritasyon prosediirii, olusturulan epidermal kiiltiir modeli
kullanilarak gerceklestirildi. Ozellikle kozmetik alanda kimyasallarin irritasyon
potansiyelini belirlemek amaciyla kullanilan, OECD tarafindan standart uygulama
prosediirii belirlenmis test optimize edildi. Olusturulan kiiltiir modelinin doku
yapisi, bariyer fonksiyonunu histokimyasal analizler, mikroskobi teknikleri ve
MTT kullanilarak ortaya kondu. Calismanm sonucunda elde edilen veriler

piyasada bulunan ticari modeller ile karsilastirildi.

Olusturulan EKM tiizerinde farkli konsantrasyonlardaki SLS uygulanmasi
sonucunda kritik konsantrasyon seviyesi 1mg/ml belirlendi. 1,5mg/ml tizerindeki
SLS konsantrasyonlarinda EKM’ in hiicre biitiinliigiiniin bozulmasi sebebiyle
MTT sonucu diisikk ¢ikan SLS konsantrasyonlarmin uygulanmasi sonrasinda
destekleyici parametre olan IL-la salim degerleri diisiik ¢ikmistir. 15 dakika
bekleme siiresi sonunda 1,5mg/ml SLS ile 20 dakika bekleme siiresi sonunda
Img/ml SLS konsantrasyonu denemelerinde MTT analizi ile IL-lo salim
sonuglar1 birbirini destekler nitelikte ve anlamlidir. Calismanin sonucunda ECs
degeri 1mg/ml konsantrasyondaki SLS; ETs, degeri ise 20 dakika olarak tespit
edildi. EKM’ nin piyasada bulunan ticari epidermal model (EpiDerm) ile
karsilastirilmast sonucunda, EKM’ nin test edilen edilen SLS karsisinda daha

hassas oldugu belirlendi.
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6. SONUC

Bu c¢aligmada, insan derisinden izole edilen epidermal keratinositleri
karakterizasyon basamaklarindan gegirilerek  in vitro test modeli
gelistirilmek ilizere membran sistemi tizerinde tabakalandirilmistir.
Kozmetik alanda kullanilan kimyasal maddelerin irritasyon potansiyelini
belirlemek amaciyla deney hayvani kullanimina alternatif bir yontem
gelistirildi.

Olusturulan test modeli tizerine, hiicre canliligmin % 60-70’ inin ¢liimiine
yol agan irritan kimyasal madde konsantrasyonlari uygulanmasi
sonrasinda epidermal kiiltiir modelinin doku biitiinligii bozulmakta ve
yikama iglemi sirasinda hiicre kaybi yasanmaktadir. Bunun sonucunda
beklenen oranda IL-1a salimi gerceklesmemektedir.

15 dakika bekletilen 1,5mg/ml ve 20 dakika bekletilen 1mg/ml tizerindeki
SLS konsantrasyonlarinda iritasyon tespit edilmis ve MTT analizi ile IL-
la salim sonuglar1 birbirini desteledi.

Olusturulan EKM’ nin piyasada bulunan ticari epidermal model
(EpiDerm) ile karsilastirilmasi sonucunda, EKM’ nin test edilen SLS
karsisinda daha hassas oldugu belirlendi.

Calismanin sonucunda ECsg / ICso degeri 1mg/ml konsantrasyondaki SLS;

ETso degeri ise 20 dakika olarak bulundu.
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7. ONERILER

Calisma siiresince elde edilen veriler degerlendirildiginde;

e insan dokusundan primer hiicre izolasyonu sirasinda doku ve cevresel
faktorlerden kaynaklanan yiiksek kontaminasyon riskinin bulunmasi ve
zamanla bu kontaminasyonun kiiltiirde a¢iga ¢ikma durumu géz oniinde
bulunduruldugunda karakterize edilmis bir keratinosit hiicre hatt1 ile test
calismalarinin  siirdiirilmesinin zaman ve maliyet bakimindan yarar
saglayacagi,

e EKM olusturulurken daha kii¢iik hacimlerde ¢alisilmasinin ayni anda daha
fazla kimyasal madde konsantrasyonunun test edilmesine olanak

saglayacagi ve calisma siiresini kisaltacagi

ongorilmektedir.
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