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OZET

ORIGANUM HYPERICIFOLIUM’UN DERI’DE ULTRAVIYOLE
RADYASYONU HASARLARI UZERINDEKI SITOLOJIK VE
HISTOKIMYASAL ETKILERININ ARASTIRILMASI

Origanum hypericifolium, Sandras Dagi’nda (Beyagag, Denizli, Tiirkiye) yetisen ve
Lamiaceae familyasina ait olan endemik bir bitkidir. Bitkinin esansiyel yagi baslica
simen, karvakrol, timol ve y-terpinen gibi monoterpenleri igerir. Monoterpenler,
antifungal, antibakteriyel, antioksidan, antikanser, antispazmodik, hipotansif ve
vazorelaksan etkilere sahiptir. Glinesin ultraviyole (UV) 1sinlari, 6zellikle UVB (280-
320 nm), deride eritem, 6dem, hiperplazi, hiperpigmentasyon, gilines yanigi
hiicrelerinin olusumu, immiin baskilanma ve tiimorogenezise neden olur. UV
radyasyonuna kronik olarak maruziyet deride, kollajen sentezinde azalma, kollajen
demetlerinde dejeneratif degisiklikler, elastotik materyal birikimi gibi ekstraselliiler
matriks degisimlerine neden olur. Bu degisimler, deri kalinliginda artis, deri
elastikiyetinde azalma ve kirisik olusumuyla karakterize olan fotoyaslanmaya yol
acar. UV radyasyonu, deride mast hiicrelerinin sayilarinda artisa, stratum korneum ve
sebase bezleri lipitlerinde artisa, lipitlerin peroksidasyonuna ve sebase bez
hiperplazisine neden olur. Ayrica, UV’ye maruz kalan hiicrelerde laminin
sekresyonunun arttig1 ve keratinositlerde galektin-3 mRNA’sinin sentezinin gegici
olarak uyarildig1 bilinmektedir. Bununla birlikte, UV radyasyonu ile indiiklenen
DNA hasarlarinin, farklilasma, proliferasyon ve apoptoziste de degisikliklere yol
acabilecegi bildirilmistir. Son zamanlarda, bir¢ok in vitro ve in vivo calisma ile,
UV’ye maruz kalmig deride botanik ajanlarin etkisi aragtirilmaktadir.

Bu ¢alismada, endemik bir tiir olan O. hypericifolium esansiyel yagmin deride UV
radyasyonu hasarlar iizerindeki etkileri, 151k mikroskobik ve stereolojik yontemlerle
arastirilmistir. Bitkiden su distilasyonu yoluyla esansiyel yag elde edilmis ve igerigi,
gaz kromotografisi-kiitle spektroskopisi (GC-MS) kullanilarak tayin edilmistir.
Dorsal derileri tiraslanmig Balb/c 1rki disi farelerden 4 grup olusturulmustur (Grup 1:
kontrol, Grup 2: UVB uygulanan, Grup 3: yag uygulanan, Grup 4: UVB ve yag
uygulanan). UVB uygulanmadan 6nce, bir hafta siiresince bir giin arayla dorsal
derileri tiraglanan farelere seyreltilmemis yag uygulanmaya baslanmistir. Daha sonra,
4 hafta siiresince haftada 3 kez artan dozlarda UVB’ye maruz birakilmiglardir. Siire
sonunda alinan deri 6rnekleri parafine gémiilmiis ve ayrica bir kismida -86°C’de
saklanmistir. Parafin kesitlere, hematoksilen-eozin (genel histoloji, deri kalinlig),
Mallory’nin fosfotungstik asit-hematoksilen (kollajen fibriller), Taenzer-Unna orsein
(elastik fibriller) ve toluidin mavisi (mast hiicreleri) boyama yontemleri
uygulanmistir. Deri ylizey ve sebase bez lipitleri, laminin ve galektin-3, bazi
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karbohidrat molekiillerinin yogunlugu ve DNA fragmentasyonu/apoptozis’i
arastirmak i¢in, frozen kesitlere, sirasiyla, Oil Red O boyama, laminin ve galektin-3
immiinhistokimya, lektin histokimya [Lektinler: N-asetil glikozamine B(1—4) bagi
ile bagh galaktoza spesifik olan Datura stramonium agglutinin (DSA), u¢ mannoz
uzantilarina spesifik olan Galanthus nivalis agglutinin (GNA) ve galaktoza a(2—?3)
bagh sialik asitlere spesifik olan Maackia amurensis leucoagglutinin (MAL)] ve
TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) yontemleri uygulanmistir.

O. hypericifolium esansiyel yagt GC-MS ile analiz edilmistir. Yagda, simen,
karvakrol, timol ve y-terpinen gibi monoterpenlerden olusan 15 bilesen tespit
edilmistir. Derinin genel histolojisinde, tiim gruplarda, en dis tabaka epidermis ile
sebase bezleri, kil folikiilleri ve saftlarim1 igeren dermis ayirt edilmistir. Derin
dermiste, yag ve iskelet kas dokusu yer almaktadir. Epidermal kalinlik, Grup 3 ve
4°de, istatistiksel olarak Grup 1 ve 2’den anlamh fark gostermistir (p<0,05). Grup 3
ve 4’de dermisde, mast hiicreleri ile degraniile olmus mast hiicreleri gozlenmistir.
Grup 4’de mast hiicre sayis1 Grup 1’e gore istatistiksel olarak farklilik géstermistir
(p<0,05). Tiim gruplarda deri yiizey lipitleri ile sebase bez lipitlerinin nétral lipit ve
yag asitleri yogunluklar benzerlik gostermistir. Kollajen demetleri, Grup 3 ve 4’de
homojen ve yogundur. Elastik fibriller, deney gruplarinda birikimler gostermemistir.
Laminin reaksiyonu, dermal-epidermal baglanti bolgelerinde, Grup 3’de yaygin
dagilmis, Grup 4’de diizensiz ve devamsiz bir sekilde gozlenmistir. Grup 3’de,
dermiste galektin-3-pozitif reaksiyon gosteren hiicreler ayirt edilmistir. Reaksiyon,
epidermal hiicrelerin zarlarinda, dermiste, kil folikiilii ¢evresinde ve hiicrelerinin
zarlarinda, sebase bezleri ¢evresinde ve hiicrelerinin zarlarinda, kas demetleri
cevresinde, ter bezi hiicre zarlarinda izlenmistir. Grup 4’de, dermiste, fibril yapilarda
yogun galektin-3-pozitif reaksiyon izlenmemistir. Epidermiste reaksiyon daha ¢ok
hiicre zarlarinda gozlenmistir. Sebase bezi ve kil folikiilii ¢evresinde ve hiicrelerinin
zarlarinda, kas demetleri ¢evresinde de reaksiyon gozlenmistir. GNA+ reaksiyon;
Grup 3’de, epidermiste az yogun, dermiste yogun; Grup 4’de, epidermiste az,
dermiste biraz daha yogun olarak goriilmiistiir. DSA+ reaksiyonu; Grup 3’de,
epidermiste az yogun, dermiste daha yogun; Grup 4’de, epidermiste az, dermiste
biraz daha yogundur. MAL+ reaksiyonu ise, Grup 3 ve 4’de, epidermiste az yogun,
dermiste fibril yapilarda olduk¢a yogundur. Gruplarin epidermisindeki TUNEL-
pozitif hiicre sayilar1 ise su sekildedir: Grup 2 > Grup 3> Grup 4> Grup 1.
Istatistiksel olarak, Grup 2, 3 ve 4, Grup 1’e gére anlamli derecede fark gostermistir
(p<0,05).

Sonug olarak, O. hypericifolium esansiyel yaginin kollajen ve elastik fibriller
tizerinde, UVB ile indiiklenen degisimleri Onleyebilecegi, yagm olasilikla
konsantrasyonuna bagli olarak epidermal kalinlig1 arttirabilecegi sdylenebilir.
UVB/yag uygulanan grupta, mast hiicre sayisi kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak farklidir. Yagin, deri ylizey ve sebase bezlerinin nétral lipit ve yag asitlerinin
yogunluklarma bir etkisinin olmadigr goézlenmistir. Ayrica, yagin UVB
radyasyonunun neden oldugu laminindeki yikilim ve diizensiz dagilim iizerinde bir
etkisi yoktur. Yag uygulanan deride, dermiste galektin-3-pozitif hiicreler
gozlenmistir. O. hypericifolium esansiyel yag1 deride bazi karbohidratlarda degisime
neden olabilir. UVB, yag, UVB ile yag birlikte, TUNEL-pozitif hiicre sayisinda
artisa  neden olabilmektedir. Bununla birlikte, bulgularin yagin  farkh
konsantrasyonlari ile yapilacak benzer uygulamalarin sonuglar ile karsilastiriimasina
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ve bulgularin desteklenmesi i¢in daha ileri molekiiler analizlerin yapilmasina gerek
vardir.

Anahtar Kelimeler: Origanum hypericifolium, UVB, Deri, Histokimya, Lektin
histokimya, Immiinhistokimya, TUNEL
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SUMMARY

INVESTIGATION OF CYTOLOGICAL AND HISTOCHEMICAL EFFECTS
OF ORIGANUM HYPERICIFOLIUM ON ULTRAVIOLET-INDUCED SKIN
DAMAGES

Origanum hypericifolium is an endemic plant growing in Sandras Mountain, Denizli-
Turkey and it belongs to Lamiaceae family. The main constituents of the essential oil
are monoterpenes such as cymene, carvacrol, thymol and y-terpinene. Monoterpenes
have antifungal, antibacterial, antioxidant, anticancer, antispasmodic, hypotensive
and vasorelaxant effects. Ultraviolet (UV) radiation, particularly UVB (280-320 nm)
from sunlight, causes erythema, edema, hyperplasia, hyperpigmentation, sunburn
cells, photoaging, immunosuppression and tumorigenesis in the skin. Chronic UV
exposure leads some alterations in the extracellular matrix components of the skin
such as decrease in the collagen synthesis, degenerative changes on dermal collagen
bundles and elastotic material accumulation. These alterations lead to photoaging
which is characterized by increased epidermal thickness, decreased skin elasticity
and wrinkle formation. UV radiation causes increase in the mast cells numbers,
amount of the stratum corneum and sebaceous gland lipids, lipid peroxidation and
sebaceous gland hyperplasia in the skin. Also, it is known that, the increased
secretion of laminin in the UV-irradiated cells and the transiently upregulation of
galectin-3 mRNA synthesis in UV-irradiated keratinocytes. However, it was reported
that DNA damages induced by UV radiation can lead to alterations in the
differentiation, proliferation and apoptosis. In recent years, many in vivo and in vitro
studies have investigated the effects of botanical agents on UV irradiated skin.

In this study, the effects of the essential oil of O. hypericifolium, an endemic species,
on damages of UV radiation in the skin were investigated by means of light
microscopic and sterologic methods. The essential oil was extracted from plants by
hydrodistillation and its composition was determined by means of gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Dorsal skins shaved of female Balb/c
mice were allocated to four groups (Goup 1: control, Group 2: UVB-irradiated,
Group 3: oil applied, Group 4: UVB-irradiated and oil applied). The undiluted oil
was applied topically on the dorsal skin shaved of mice on alternate days for one
week before the irradiation period. Then, they were irradiated 3 times per week with
increasing doses of UVB for 4 weeks. At the end of the experimental period, dorsal
skin samples were embedded in paraffin and also some were stored at -86°C.
Haematoxylin and Eosin (for general histology and measurement of epidermal
thickness), Mallory’s phosphotungstic acid haematoxylin (for collagen fibers),
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Taenzer-Unna Orcein (for elastic fibers) and Toluidin blue (for mast cells) staining
methods were applied on paraffin sections. Oil Red O stain, laminin and galectin-3
immunohistochemistry, lectin histochemistry [Lectins: Datura stramonium
agglutinin (DSA) specific for galactose P(1—4) N-acetylglycosamine, Galanthus
nivalis agglutinin (GNA) specific for terminal mannose residues, Maackia amurensis
leucoagglutinin (MAL) specific for sialic acido(2—3)Galactose] and TdT-mediated
dUTP nick end labeling (TUNEL) methods were applied on frozen sections for
investigation of skin surface and sebaceous gland lipids, laminin and galectin-3, the
intensity of some carbohydrate molecules and DNA fragmentation/apoptosis,
respectively.

The essential oil of O. hypericifolium was analyzed by GC-MS. The plant oil was
found to contain 15 compounds, including monoterpens such as cymene, carvacrol,
thymol and y-terpinene. In the general histology of the skin of all groups, the
epidermis, the outermost layer of the skin, and the dermis which contains sebaceous
glands, hair follicles and shafts were distinguished. Adipose tissue and skeletal
muscle tissue were found in the deeper dermis. Epidermal thickness of the groups 3
and 4 were significantly different from groups 1 and 2 (p<0.05). In the dermis of
groups 3 and 4, mast cells and degranulated mast cells were observed. Mast cells
number of group 4 were statistically different from group 1 (p<0.05). The intensities
of neutral lipids and fatty acids of the skin surface and sebaceous gland lipids were
similar in all groups.

Collagen bundles were homogenous and intense in groups 3 and 4. In groups 3 and 4,
the accumulation of elastic fibers in dermis was not observed. The laminin reaction
was observed as a diffuse distribution pattern in group 3 and irregular and
discontinuous patterns in group 4 at the dermal-epidermal junction. In group 3,
galectin-3-positive cells were distinguished in dermis. The reaction was observed in
the cell membranes of epidermal cells, dermis, around the hair follicles and their cell
membranes and also around the muscle bundles and sweet glands cell membranes. In
group 4, intense galectin-3-positive reaction was not observed in fibrils of dermis.
The reaction was generally observed on epidermal cell membranes. It was visualized
around the sebaceous glands and hair follicles and their cell membranes, and also
around the muscle bundles. In group 3, epidermis showed a weak, dermis showed
strong; in group 4, epidermis showed a weak, dermis showed a moderate GNA+
reactions. In group 3, epidermis showed a weak, dermis showed strong; in group 4,
epidermis showed a weak, dermis showed a moderate DSA+ reactions. A weak
MAL+ reactions in epidermis and strongly intense MAL+ reactions in fibrils of
dermis were observed in groups 3 and 4. The number of the epidermal TUNEL-
positive cells in the groups are in the following order: Group 2 > Group 3> Group 4>
Group 1. Groups 2, 3 and 4 were statistically significantly different from group 1
(p<0.05).

As a result, it can be assumed that essential oil of O. hypericifolium can prevent
UVB-induced alterations in collagen and elastic fibrils, increases the epidermal
thickness which is presumably due to concentration of the oil. The number of mast
cells in UVB/oil applied group is statisticaly different compared to the control group.
It was observed that the plant’s essential oil has no effect on the intensity of neutral
lipids and fatty acids of skin surface and sebaceous gland lipids. Also, it has not any
effect on the degradation and the irregular distribution of laminin caused by UVB
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irradiation. Galectin-3-positive cells were observed in the dermis of the skin of the
oil applied group. O. hypericifolium essential oil can cause some of the carbohydrate
changes in the skin. UVB, essential oil, and both UVB and essential oil may cause an
increase in the number of TUNEL-positive cells. However, similar studies using
different concentrations of the plant’s essential oil are needed for comparison with
the findings. Also, further molecular analysis are needed in order to support the
findings.

Key Words: Origanum hypericifolium, UVB, Skin, Histochemistry, Lectin
histochemistry, Immunohistochemistry, TUNEL
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1. GIRIS

Artan cevre kirliligi ile birlikte giinesin ultraviyole (UV) radyasyonu gibi bir¢ok
faktor ¢esitli toksik maddelerle kars1 karsiya kalmamiza neden olmaktadir. Olusan
serbest radikaller, hiicresel diizeyde hasarlara yol agarak kanser gibi hastaliklari
meydana getirmektedir. Bu nedenle antioksidan 06zellige sahip bazi bitkilerin
terapotik etkilerinin ortaya c¢ikarilmasi onem kazanmaktadir. Toksik maddelerin
meydana getirdigi hasarlarin belirlenerek antioksidan maddelerin bu hasarlar
tizerindeki etkilerinin ¢esitli yontemlerle arastirilmasi, teshis ve tedaviye katki

olusturacaktir.

Gliniimiizde, dogal olmasi nedeniyle bitkisel ilaclarla tedavi yontemleri iizerinde
yapilan ¢alismalar giderek daha da artmaktadir. Bitkilerden izole edilmis bilesenlerin
bazi kanser tilirlerinde halen kullanilmakta oldugu bilinmektedir. Bu konuda yeni ve
etkili bitkisel bilesenlerin aranmasina da devam edilmektedir. Bu arastirmalar, tedavi
edici ajanlarin belirlenmesine ve gelistirilmesine temel olusturabilecektir. Bununla
birlikte, tibbi bitki iceriklerinin olumlu ve olumsuz etkilerinin, hayvan modelleri ile

yapilan ileri molekiiler analizlerle ortaya konmasi gereklidir.

Ulkemiz bitki cesitliligi yoniinden oldukga dikkate deger zengin bir floraya sahiptir.
Bu zenginlik; ii¢ fitocografik bdlgenin kesisme noktasinda yer almasi, Gliney Avrupa
ile Giiney Bati1 Asya floralar1 arasinda k&prii olmasi, pek ¢ok cins ve seksiyonun
orijin merkezlerinin Anadolu’da olusu gibi nedenlerden kaynaklanmaktadir (Tan,
1992). Ulkemiz florast 12.301 taksonla zengin bir kompozisyona sahiptir. Bu
taksonlardan 3963°li endemiktir ve iilke floramizin % 32,2’sini olusturmaktadir
(Aydm, 2011). Dolayisiyla, yurdumuz endemizm zenginligi agisindan adeta bir
eczane gibidir. Bu bakimdan, bir¢ok endemik tiiriin olas1 farmakolojik etkileri
aragtirilmayr beklemektedir. Origanum L., Lamiaceae ailesine ait bir cinstir ve
Tiirkiye’de Origanum hypericifolium O. Schwartz & P.H. Davis’inde dahil oldugu
21 endemik tiirii igerir (Baser, 2002; Davis, 1982). Esansiyel yagin ana bilesenleri, p-



simen, karvakrol, timol ve y-terpinen gibi monoterpenlerden olusur (Celik ve dig.,

2010b).

Giinesin UV radyasyonunun, canlilarda molekiiller diizeyde ve giderek morfoloji ve
metabolik  diizenlenmelerde  degisimlere yol agtigit  bilinmektedir. O.
hypericifolium’un antioksidan, antimutajenik ve antikanserojenik etkisi vardir. Bu
bakimdan ugucu yag igeriginin, molekiiller, hiicreler ve biyolojik olaylardaki

degisimler iizerindeki farmakolojik etkilerinin arastirilmasi nem gostermektedir.

Oncelikli olarak hayvan model sistemlerinde yapilacak molekiiler hiicre biyolojisi
alanindaki ¢aligmalar daha sonraki ileri molekiiler analizlere basamak olusturacaktir.
UV hasarlarinda meydana gelen molekiiler ve yapisal degisiklikler ile bitki

bilesenlerinin olasi etkileri arasindaki iligkinin belirlenmesi 6nemli olacaktir.

1.1 Genel Bilgi

1.1.1  Botanik ajanlar

Diinya lizerinde bulunan 750.000-1.000.000 bitki tiiriiniin, yaklasik 3.000 adedi gida
elde etmek icin yetistirilen, 10.000 kadar1 gida olarak kullanilan yabani bitki
tiirleridir. Tedavi amaciyla kullanilan bitki sayis1 ise antik ¢agdan itibaren artig
gostermis, XIX. yiizyill baslarinda miktar1 yaklasik 13.000 olmustur. Anadolu’da
bitkiler eski ¢aglardan beri, gida, baharat, boyar madde ve ilag olarak

kullanilmaktadir.

Son yillarda tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif maddeler {izerine yapilan

calismalarin artmasinin baglica sebepleri sunlardir:

1. Maddi olanaksizliklar1 bulunan kalkinma yolundaki {ilkelerin (Misir,
Pakistan, Hindistan gibi), kolay ve ucuz bir tedavi yolu olarak iilkelerinde

yetigen bitkilerden faydalanmak istemeleri,

2. Tedavi amagh kullanilan baz1 sentetik bilesiklerin tehlikeli yan etkilere sahip

olmasi,

3. Baz ilag etken maddelerinin, bitkilerden sentetik yollara gére daha kolay ve

ucuza elde edilebilmeleri,



4. Bitkisel droglarin, sentetik droglarin aksine, birden fazla etkiye sahip

olmalari.

Hastalik etmenlerinin insanlardan Once diinya iizerinde oldugu diisiiniilmektedir.
Daha sonra insanlar, etraflarindaki su, toprak, bitkiler gibi tabiat varliklarini tedavi
amacli kullanmaya baslamislardir. Hippocrate (1.O. 460-377), hekimligin babasi
olarak kabul edilir ve eserlerindeki 400 kadar drogdan (eczacilik, kimya ve boya
endiistrisinde kullanilan, bitkisel, hayvansal veya madensel ilkel madde) cogu
bitkisel kokenlidir. Ibni Sina, Ebu Ali (980-1037) (Avicenna), “Sifa” ve “Kanun fit
tib” adli eserlerinden 2. kitapta, 785 kadar bitkisel, hayvansal ve madensel drogu
tanimlamig ve tibbi kullaniglarini belirtmistir. Bitkilerden elde edilen droglar,
aktarlarda satilmaktadir. Kitaplarda, satilan bircok droga iligkin yeterli bilgi

bulunmakla birlikte, bazilari i¢in yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Droglarin hazirlanmasinda, yapraklar, ¢igekler, toprak alti kisimlar, kabuklar, meyve
ve tohumlar kullanilmaktadir. Bu sekilde elde edilen droglarda, seliiloz, nisasta,
pektin, protein, seker gibi tedavi agisindan bir 6nemi olmayan maddelerle birlikte, az
da olsa farmakolojik etkilere sahip bilesiklerde bulunmaktadir. Bu “etkili madde”ler,
kimyasal yapilarina gore, glikozitler, organik asitler, tanenler, alkoloitler, sabit
yaglar, ucucu yaglar (esanslar), re¢ineli bilesikler, vitaminler ve antibiyotikler olarak

siiflandirilirlar (Baytop, 1999).

1.1.1.1 Bitki sekonder metabolitleri

Bitkiler ve onlar gibi bagl yasayan diger organizmalarin tipik ozellikleri, diisman
saldirisina maruz kaldiklarinda kagamamalarindan ya da patojenlere karst bir immiin
sistemleri bulunmamasindan dolayi, biliyiik cesitlilikte diisiik molekiiler agirlikli
bilesikler (sekonder metabolitler ya da naturel irlinler) sentezleyebilme
kapasiteleridir (Tablo 1.1) (Wink: www.eolss.net/Sample.../E6-151-03-00.pdf). Bitki
sekonder metabolitleri, yiiksek bir yapisal ¢esitliligi meydana getirmektedir.
Sekonder metabolitlerin tipik O6zellikleri, yliksek konsantrasyonlarda kompleks
karisimlar seklinde, bazen de bunlar iiretmeyen organlarda depolanmalaridir. Bazi
sekonder metabolitler, aktif olmayan “Onciil ilaglar” seklinde depolanir ve bunlar bir
tehlike aninda (yanma, enfeksiyon) enzimatik olarak aktive edilirler. Sekonder

metabolizmanin biyokimyasi ve fizyolojik 6zellikleri fonksiyonlar:1 ile yakindan
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ilgilidir: sekonder metabolitler islevsiz Tiriinler degildir, bitkilerin viriislere,
mikroplara (bakteri, mantar) ve herbivorlara karsi korunma mekanizmalaridir. Bazi
sekonder metabolitler, tozlasmada arthropodlari ya da tohum tasiyan hayvanlari
cekmek i¢in bir sinyal molekiilii olarak is goriir. Kara bitkileri, ¢ok genis
biyokimyasal ve farmakolojik 6zelliklere sahip evrimlesmis sekonder metabolitlere
sahiptirler. Bircok sekonder metabolit, proteinlerle, DNA/RNA ve/veya
biyomembranlarla etkilesime girer. Bu etkilesimlerin bazilar1 molekiiler hedefleri
acisindan oldukga spesifikken, bazilar1 pleiotropik Ozelliklere sahiptirler (Wink:
www.eolss.net/Sample.../E6-151-03-00.pdf).



Tablo 1.1 : Yiiksek yapili bitkilerde bilindigi rapor edilen sekonder metabolitlerin
sayist. (Wink: www.eolss.net/Sample.../E6-151-03-00.pdf).

Sekonder Metabolit Tipi Yalasik sayis1*
Nitrojen iceren Sekonder Metabolitler 21.000
Alkoloidler 700
Protein olmayan amino asitler (NPAAs) 100
Aminler 60
Siyanogenik glikozitler 100
Alkamidler 150
Lektinler, peptidler, polipeptidler 2.000
Nitrojen icermeyen Sekonder Metabolitler

Monoterpenler, iridoitler dahil (C10)** 2.500
Seskiterpenler (C15) 5.000
Diterpenler (C20) 2.500
Triterpenler, steroidler, saponinler (C30, C27)** 5.000
Tetraterpenler (C40) 500
Flavonoidler, tanninler (C40) 5.000
Fenilpropanoidler, liginin, kumarinler, lignanlar 2.000
Poliasetilenler, yag asitleri, mumlar 1.500
Antrokinonlar ve diger poliketidler 750
Karbohidratlar, organik asitler 200

*Bilinen yapilarin yaklasik sayis1. **Giinlimiizde terpenlerin toplam sayis1 22.000°1 agmaktadir.

Falvonoidler ve Fenilpropanoidler (kumarinler, furanokumarinler, katekinler ve
taninler dahil): Bitkilerde yaygin olarak bulunurlar. Bir¢cok biyolojik aktiviteye
sahiptirler. Hiicresel sinyal bilesiklerinin ya da substratlarinin analogudurlar.
Prostoglandin ve I1dkotiren olusumu, enzim inhibisyonu, Ostrojenik Ozellikler
(kumarin, izoflavonlar, stilbenler), DNA alkilasyonu (furanokumarinler) gibi ¢ok
cesitli mekanizmalarda etkilidirler. Fizyolojik sartlarda serbest hale gecen fenolik
hidroksil gruplar proteinler ve peptidlerle hidrojen ve iyonik baglar kurar. Taninler,
enzim aktivitesini indirgemede oldukg¢a etkilidirler. Polifenoller, fitoterapide
kullanilan bir¢ok ilag i¢inde bulunurlar. Anti-oksidan, antiinflamatuar, sedatif, yara
iyilestirici, antimikrobiyal ve antiviral etkileri gibi bir¢ok farmokolojik etkilere

sahiptirler (Wink: www.eolss.net/Sample.../E6-151-03-00.pdf).

Terpenler: Monoterpenler (C10), seskiterpenler (C15), diterpenler (C20), triterpenler
(C30), tetraterpenler (C40) ve politerpenler olarak alt siniflara ayrilir. Mono-, seski-,



di- ve triterpenler bir¢ok bitkide bulunurlar. Yiiksek oranda hidrofobik bilesiklerdir
ve recine kanallarinda, yag hiicrelerinde ya da glanular trikomlarda depolanirlar.
Bir¢ogu biyomembranlar ve membran proteinleri ile etkilesime girer. Membranlarin
akiskanligimi arttirarak hiicre 6liimii ile sonuglanan, kontrolsiiz iyon ve metabolit
akisina, membran proteinlerinin ve reseptorlerininin modiilasyonuna ya da hiicre
sizintisina neden olabilirler. Bu etkilesim membran spesifik olmadigi i¢in, terpenler,
genis bir organizma grubu (bakteriler, mantarlar, bocekler, omurgalilar) {izerinde
sitotoksik bir aktivite gosterirler. Bazi terpenlerde, hormonlara (6rn: steroidal
hormonlar, cinsiyet hormonlar1) benzer yapilarindan dolay1 ilave etkilere sahiptir

(Wink: www.eolss.net/Sample.../E6-151-03-00.pdf).

10 karbonlu olan monoterpenler, yaglarin biiylik bilesikleridir ve diisiik
konsantrasyonlarda giizel tat ve kokuya sahiptirler. Hem esansiyel yaglar, hem de
monoterpenler, merhem seklinde agiz yaralarinda, gogiis agrilarinda ve iisiitmelerde
medikal ila¢ olarak eski c¢aglardan beri kullanilmaktadir (Kilig, 2005°te
Ozetlenmistir). Kozmetikte, parflimlerde, evde kullanilan deterjanlarda, sabunlarda,
oda spreylerinde, bocek ilaglarinda, yiyecek ve igeceklerde tatlandirici olarak
esansiyel yaglar ve onlarin monoterpenoid bilesikleri yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Kaya, 2007). Ayrica monoterpenlerin anitifungal, antibakteriyal,
antioksidan, antikanser, antispazmodik, hipotansif ve vozorelaksant etkilerinin

oldugu bilinmektedir (Santos ve dig., 2011).

1.1.1.2 Origanum hypericifolium

Cok eski devirlerden beri bilinen ve 6nemini bugiine kadar hi¢ kaybetmemis olan
faydali bitkilerin 6nemli bir boliimiinii Lamiaceae familyasinda bulunan bitkiler
olusturmaktadir. Bu familyada bulunan bitkilerin cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanildigina iliskin ilk kayitlara eski caglardan kalma mezar ve anitlarin stislii yazi

ve resimlerinde rastlanilmaktadir (Baytop, 1999).

Kekik yagi ya da Oregano esansiyel yagi, Origanum, Thymus, Coridothymus,
Thymbra, Satureja ve Lippia genuslarindan su buhar1 distilasyonu ile elde edilen,
timol ve karvakrol igeren ugucu yagdir. Ancak, Tiirkiye’de kekik yagi adi altinda
satilan yag, Origanum tiirlerinden (O. onites ve O. vulgare) elde edilmektedir.

Genellikle, Giiney ve Giineybati Anadolu’da elde edilen bu yag, karvakrol gibi,
6



antiseptik fenol bilesikleri igermektedir. O. onites (Syn: O. smyrnaeum L.) “Izmir
kekigi” olarak bilinmektedir ve baharat olarak kullanilmasinin yaninda, su buhari
distilasyonu ile elde edilen ucucu yagi kekik yagi olarak kullanilmaktadir (Baytop,
1999). Tiirkiye, diinya pazarlarinin en biiyiik oregano bitki ve yag ihracat¢isidir.
Oregano temel olarak yiyeceklerde, baharat ve ila¢ endiistrisinde kullanilir.
Oregano’nun biyolojik aktivitelerinden karvakrol sorumludur. Karvakroliin diger
aktiviteleri sunlardir: antimikrobiyal, antitimor, antimutajenik, antigenotoksik,
analzejik, antispazmodik, antiinflamatuar, anjiyogenik, antiparazitik, antiplatelet
(pthtilagsmay1 6nleyici), AChe inhibitdrii, antielastaz, insektisidal, antihepatotoksik ve
hepatoprotektif, ar1 yetistiriciliginde yem katki maddesi olarak ve gastrointestinal

hastaliklar i¢in kullanir (Baser, 2008).

Denizli bolgesinde de bulunan O. hypericifolium endemik bir bitkidir. Cok yillik bir
bitki olan O. hypericifolium (Sekil 1.1), yar1 ¢ali formunda, 30-105 cm boylarinda ve
tilyliidiir. Yapraklar belirgin olmayan sapli, akut, yesilimsi pulsu, siyah noktaciklar
halinde salgi tiiyleri tasir (Davis, 1982). O. hypericifolium diyabet tedavisinde
bitkisel ¢ay olarak kullaniminin yaninda, toz haline getirildikten sonra peynir ve
yemeklere baharat olarak ilave edilir (Sonmez, 1999). Bitki esansiyel yagi temel

olarak p-simen, karvakrol, timol ve vy -terpinen gibi monoterpenleri igerir (Celik ve

dig., 2010b).

Sekil 1.1 : O. hypericifolium. a: Dogadaki goriintiisii, b: Cicekleri (Celik ve dig.,
2010a).



1.1.2  Ultraviyole (UV)

Glinesin yaydigi 1s1 ve 11k canli yasami i¢in olduk¢a 6nemlidir. Ancak UV 1sinlar
(kisa dalga boylu, yiiksek enerjili 1sinlar) canli dokular i¢in oldukg¢a zararlidir ve
erken yaslanmaya neden olur. Solar radyasyon 3 kategoriye ayrilir: UVA (320-400
nm), UVB (290-320 nm) ve UVC (100-280 nm) (Lippens ve dig., 2009; Harmansah,
2008) (Sekil 1.2).

ISIK SPEKTRUMU

Xigmlan  Ultraviyole Ismlan Garimiir Ismisr i Infrared

Sekil 1.2 : UV spektrumu (http://www.premaqua.com/uvsystem.html).

UVA, ozon tabakasindan dogrudan gegerek biiylik miktarlarda diinyaya ulasir ve UV
radyasyonun en az zararli seklidir. UVB 1smlarimin ¢ogu atmosferde tutulur ve
potansiyel olarak ¢ok zararlidir. UVC radyasyonu normal sartlar altinda atmosferdeki
oksijen ve ozon tarafindan tutulur ve diinyaya ulasamaz. Enerjisi en yiiksek
oldugundan en zararli olan 1sindir. Deriye ulagsan solar radyasyonun miktari; 1sinlarin
acgisi, mevsim, bulunulan yerin ekvatora olan uzakligi, stratosferik ozon
konsantrasyonu, yiikseklik, ¢evre kirliligi, bulut kiitlesi gibi etmenlere bagl olarak
degisiklik gosterir (Sekil 1.3) (Karaduman, 1999:
http://saglik.tr.net/genel_saglik solar radyasyon.shtml). UV radyasyonu, giines yanigi,
bronzlagma, erken deri yaslanmasi ve kanser gelisimi gibi etkilere neden olurken,

vitamin D3 sentezi gibi yararl etkilere de sahiptir (Mutlu ve dig., 2003).



Farkli UV dalga boylarinin penetrasyonu
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Sekil 1.3 : UV’nin deri i¢ine penetrasyonu (http://www.ciltuzmani.com/anti%?20
aging.html).
UVB isinlari, zaman ve mevsime gore degisir ve gilines yaniklarinin ana nedenidir.
Giinesten yanan deri melanom ve melonom olmayan deri kanserleri i¢in 6nde gelen
bir risk faktoriidir (Mishra ve dig., 2011). UVB, melanin pigmenti sentezini stimiile
ederek bronzlagmaya yol acar. Giiclii biyolojik uyarici olan bu orta dalga boylu 151n
camdan gecemezken, yeryiiziine ulasan giines 1sinlarinin % 0,3-0,5’ni olusturur.
UVB derinin epidermis katina etki ederek eritem denilen giines yaniklarina neden
olur. Deride eritem olugsmasini saglayan en diisiik 151k enerjisine minimal eritem dozu
(MED) denir. 1 MED; yaz aylarinin ilk déneminde bulutsuz bir havada ve 6gle
giinesi altinda 20 dakika kalinmasiyla olusan kizarikliga esittir. Deri rengi agik

olanlarda MED dozu ortalama 20-70mJ/cm? dir

(www.istanbul.edu.tr/.../079_dis.faktorlerin.deri.uzerindeki.etkileri.ve....).

Mutasyonlar, genetik materyalde olusan kalitsal degisikliklerdir. UVC ve UVB,
DNA tarafindan absorblanir ve pirimidin dimerlerinin (T-T, T-C) olusumuna neden
olur. Dimerler, yakin pirimidin bazlarinin birer zincirleri ya da 6 ve 4 pozisyonlari
arasinda kovalent baglar olusmasi ile meydana gelebilir (Debeleg-Biitiiner ve

Kantarci, 2006).



1.1.3  Deri, yapisi ve fonksiyonu

Integiiment ya da deri, viicudun en genis organidir. Siirekli degisim icinde olan
dinamik bir organdir. Viicut agirliginin %16’sin1 meydana getirir. Yiizey alani 1,8
m?>dir. Cevre ile fiziksel bir bariyer olusturarak, iceriye ve disariya suyun,
elektrolitlerin ve ¢esitli maddelerin gegisini sinirlandirmast 6nemli gorevlerindendir.
Ayni zamanda mikroorganizmalara, UV radyasyonuna, toksik ajanlara ve mekanik

baskilara kars1 koruma saglar.

Deride ii¢ tabaka bulunur: Epidermis, Dermis ve Subkiitanéz tabakalar (Sekil 1.4).
Kil, tirnak, ter ve apokrin bezler deri ekleri olarak kabul edilir. Derinin dig tabaka
hiicreleri stirekli olarak dokiilerek, alt tabakalardan gelen hiicreler tarafindan
yenilenir. Yapis1 genelde her yerde ayni olmakla beraber, kalinligi bulundugu

anatomik bolgeye ve bireyin yasina gore degisir.

Coppreh © The MeGraw bl Compares, ine Permasion requined ke eproducten or dplsy

Sekil 1.4 : Derinin yapisi (http://cosbiology.pbworks.com/w/page/11556260/LESSON%206-
01%20%E2%80%93%20Skin%20 Structure%20 and%20Function).

10



1.1.3.1 Deri anatomisi

Epidermis, damarsiz olup, en dis tabakadir ve viicut i¢i ile dig ¢evre arasinda fiziksel
ve kimyasal bir bariyer olusturur. Dermis, epidermisi alttan yapisal olarak
destekleyen, damar iceren, diizensiz siki1 bag dokusu yapisindaki tabakadir. Bunun
altindaki gevsek bag doku tabakasi, “yiizeyel fasya” olarak adlandirilan
“Subkiitan6z” ya da “hipodermis” tabakasidir ve 6nemli bir yag deposudur (Sekil

1.5;3.2).

Sekil 1.5 : Derinin genel histolojisi. E: Epidermis, D: Dermis, PT: Papillar tabaka,
RT: Retikiiler tabaka, SB: Sebase bezi, YD: Yag dokusu, KF: Kil
folikiilii, HD: Hipodermis, IK: Iskelet kasi, Dermal papilla (ok), Grup 1,
H&E, x100 (Nazan Keskin, 2011).

Epidermis

Epidermis, keratinize c¢ok tabakali yassi epitelden olusur. Epidermis, kalinligi
disinda, viicudun farkli bolgelerinde benzer yapidadir. Kalinligi, goz kapaklarinda
0,05 mm’den, elin avug i¢inde ve ayak tabaninda 0,8+15 mm’ye kadar degisir. El
ayasi ve ayak tabanlar1 devamli olarak, asinma, siyrilma ve yirtilmalara maruz

kaldigindan, bu bolgelerdeki epidermisin en distaki ¢ok katli keratinize tabakasi

11



kalindir. Bu bolgelerdeki deriye “kalin deri” denir ve ¢ok sayida ter bezleri

icermesine ragmen, kil folikiilleri, yag bezleri ve diiz kas liflerini igermez.

Viicudun diger boliimleri “ince deri” olarak adlandirilan deri ile ortiiliidiir. Epidermis
daha incedir, kil folikiilleri, yag bezleri ve ter bezleri igerir. Kil folikiilleri bag
dokusu kilifi ile dermisin bag dokusu arasinda uzanan diiz kas liflerine “erektor pili”

ad1 verilir.

Epidermisin ana hiicresi keratin proteinini sentezleyen keratinositlerdir.
Keratinositler boliiniirler, biiyiirler ve yukar1 dogru goé¢ ederken keratinlesirler.
Desmozom denilen protein kopriileri alt tabakalardan {istlere dogru siirekli gecis
yaparak keratinositleri birbirine baglar. Keratin olgunlagsmasinin farkli agsamalarini
kapsayan 5 farkli epidermis tabakasi ayirt edilir. Bu tabakalar, asagidan yukariya

dogru soyle siralanir:
e Stratum bazale (Germinativum-dogurucu; bazal tabaka)
e Stratum spinosum (spinoz ya da dikenli tabaka)
e Stratum granulosum (graniillii tabaka)
e Stratum lusidum (saydam tabaka)

e Stratum corneum (boynuzsu-cansiz tabaka) (Sekil 1.6)

() 2007 Heather Brannen, MD licensed to About com, Inc

Sekil 1.6 : Epidermisin yapisi1 (http://0.tqn.com/d/dermatology/1/0/e/4/Epidermis
Full lucid.jpg).
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Stratum spinosum ve stratum granulosum bazen beraberce Malpighi Tabakasi1 olarak

da adlandirilir.

Stratum bazale: Epidermisin en alt tabakasidir. Dermisi epidermisten ayiran bir bazal
membran (BM) iizerine oturan bdliinen ve béliinmeyen keratinositler, tek sirali
prizmatik ya da kiibik hiicrelerden olusur. Bu hiicreler hemidezmozomlar ve ara
filamanlar1 ile BM’ye ve tonofilamantler ile birbirlerine tutunmuslardir. Buradaki
hiicreler, epidermis i¢in kok hiicre gorevi gortirler, bu nedenle bu tabakada yiiksek
mitotik aktivite izlenir. Keratinositler boliiniip farklilasirken, en alt tabakadan yiizeye
dogru hareket ederler ve olgunlasirlar. Stratum bazaledeki tiim hiicreler, yukar1 dogru

gocle birlikte sayilar1 gittikce artan oranda ara keratin filamanlar igerirler.

Bazal hiicre toplulugunun kii¢iik bir kismini, pigment (melanin) iireten “melanosit”
hiicreleri olusturur. Bu hiicreler dentritik yapilari ile karakterizedir ve etraflarindaki
cok sayidaki keratinositlerle herhangi bir dezmozom baglantis1 kurmadan bagimsiz
hiicreler olarak kalirlar (Sekil 1.7). Melanin, once golgiden tiirevlenen zarla cevrili
“premelanozom” iginde depolanir. Tirozinin, “tirozinaz” enzimi ile “3, 4-
dihidroksifenilalanine (DOPA)” oksidasyonu, daha sonrada DOPA’nin melanine
doniistiiriilmesi sonucu {retilen melanin, melanin graniilleri olan melanozomlar
icinde biriktirilir. Daha sonra ¢Oziinmeyen melanin ortama salinir ve graniiller

halinde komsu keratinositlerce alinir.

13



Iiticreléer Sidiy, keratmle doda
yau besecikler buluag. Fhstra-

~— selliiler alands glikolipitier
vandr.

bl baglar, wophazmalan
laemells gractiller (st salgsar) ve
keratobuyalin grangllen e doludr.

Hixreler pre-kenatinden yapehms
Kalen mtermedryer filsment demet-
levi wgerirler

Hibcreler akeif olarak mstotik olas
Kk hicrelerdir ban yens obuse
bitcreler daba yitzeysel katnunlann
it pargass haline gelir

Sekil 1.7 : Derinin tabakalar1 ve hiicreleri (http://www.flashcardmachine.com/chapter-4-
and5theintegumentarysystem.html).

Melanin pigmenti UV radyasyonuna karsi koruma saglar. UV 1smina kronik
maruziyet, melanosit/keratinosit oranini arttirir ve ¢gogu yiizde ve kolun dis kisminda
bulunur. Viicut bolgelerindeki melanosit sayisi beyaz ve siyah irkta aynidir, ancak

melanin {iretme oran1 farklidir. Intrinsik yaslanma, melanosit populasyonunu azaltir.

Modifiye keratinositlere benzeyen “Merkel hiicreleri”, parmak ucglar1 ve dudaklar
gibi dokunmaya hassas bolgelerde bazal tabakada yiiksek miktarlarda bulunurlar.
Komsu keratinositlere dezmozomlarla baghdirlar. Afferent miyelinsiz aksonlarla
olan siki iligkileri nedeniyle, Merkel hiicrelerinin basing algilayan mekanoreseptor
olarak gorev yaptiklarina inanilmaktadir. Sinir lifleri, bazal laminay1 ge¢ince miyelin
kilifin1 kaybederek, Merkel hiicresi ile temas eden “sinir plagi” olustururlar. Bu
hiicrelerin ¢ekirdekleri sekilsizdir ve sitoplazmalarinda bol miktarda nérotransmitter

iceren graniiller bulunur (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8 : Epidermis hiicreleri (http://www.imperial.edu/~thomas.morrell/cha 5
tortora_integument.htm).

Stratum spinosum: Bazal hiicreler yeniden iiretilirken ve olgunlasirken, derinin dig
katmanlarina dogru hareket ederler ve 4-6 hiicre sirasindan olusan stratum spinosum
tabakasini olustururlar. Bu tabakadaki keratinositler, yassi poligonal sekilli ve
belirgin oval bir ¢ekirdege sahip hiicrelerdir. Sitoplazmalar1 i¢indeki lamelli kiiglik
graniillere “membran kapli granil” ya da “lamelli cisimcikler” denir. Isik
mikroskobunda igneler seklinde goriilen hiicreler arasi kopriiler, desmozomlar,
keratin filaman demetleri veya tonofilamanlar ile hiicreleri birbirine baglar.

Tonofilamanlar asinmalara kars1 epidermise direng kazandirir (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9 : Stratum spinosum tabakasinda hiicrelerarasi kopriiler (ok), Grup 3, H&E,
x400 (Nazan Keskin; 2011).

Langerhans hiicreleri, immiinolojik olarak aktif olan dentritik hiicrelerdir ve kemik
iliginden tiirevlenirler (Sekil 1.10). Tiim epidermal yiizeylerde bulunurlar, ancak
temel olarak bu tabakanin ortasinda yer alirlar. Bu hiicreler derinin immiin
reaksiyonlarinda, 6zellikle derinin asir1 duyarlilik reaksiyonlarinin baslangicinda T-
lenfositlere antijen-saglayici hiicreler olarak gorev yaparlar. Bu hiicreler, yabanci
antijenleri tanirlar, fagosite ederler ve islemden gegirerek onlari immiin cevap
olusturmak tiizere T-lenfositlere sunarlar. Keratinositlerle E-kaderin araciligi ile
temas saglarlar. Hiicre ¢ekirdekleri ¢entiklidir ve sitoplazmalarinda tipik ¢ubuk

seklindeki “Birbeck” veya “vermiform graniiller” bulunur.
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Sekil 1.10 : Langerhans hiicrelerinin gelisimi (http://www.nature.com/ni/journal/v7
/m3/fig_tab/ni0306-223 F1.html).

Stratum granulosum: Yukariya dogru hareketlerine devam eden hiicreler
yassilasirlar. Keratinositler hiicre ¢ekirdeklerini kaybederler. Sitoplazmalar1 bazofilik
yapili, bir zarla ¢evrili olmayan, diizensiz sekilli “keratohiyalin graniilleri” ile dolu
olan 3-5 sira hiicreden olusan bu tabaka “stratum granulosum”dur. Keratohiyalin
graniilleri, derideki yumusak keratinin kaynagidir ve keratin filaman demetleri ile
birlikte bulunurlar. Ayrica, bu tabakadaki keratinositlerin sitoplazmalarinda, cift
tabakali lipit zarla cevrili lamelli graniiller de bulunur. Graniil icerigi “glikolipid
acilglukozseramit™tir. Lamelli graniillerin icerikleri stratum granulosumda hiicreler
aras1 bosluga birakilir ve burada yapistirict 6zelliginin yani sira lipit bir bariyer

olustururlar.

Stratum lusidum: Bu tabaka, saydam hiicrelerden olusan ince bir tabakadir ve kalin

deride goriiliir. Stratum granulosumdan stratum korneuma gecisi saglar ve genelde
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ince epidermiste goriilmez. Hiicreleri sikica paketlenmis keratin filamanlar

icerirken, ¢ekirdek ve organel igermezler. Sikica bir araya gelmis 6lii hiicrelerdir.

Stratum korneum: Keratinosit olgunlagsmasinin en son noktasi stratum korneumda
bulunur. Bu tabaka “korneosit” olarak bilinen, hekzagonal sekildeki, canli olmayan,
tiim ¢ekirdek ve organellerini kaybetmis, kornifiye hiicrelerden olusur. Bu yass1 ve
Oli hiicreler, yumusak keratin filamanlar icerir. Derinin bir¢cok boélgesinde 10+30

y1g81lmis korneosit tabakasi bulunur ve avug i¢i ve tabanlar en fazla miktara sahiptir.

Her korneosit bir protein zarf ile sarilidir ve igleri su tutucu keratin protein ile
doludur. Hiicresel sekilleri ve keratin proteinlerinin yerlesimi stratum korneumu
giiclii kilar. Ekstraselliiler alanda hiicreler yigilmis katmanlar halindeki lipit ¢ift
tabaka ile sarilidir. Olusan yapi, derinin dogal fiziksel ve su tutucu bariyerini
olusturur. Korneosit tabakasi kendi agirliginin {i¢ kat1 suyu absorblayabilir. Ancak su
miktart %10’unun altina diiserse daha fazla esnek kalmaz ve kirilir. Yiizeydeki
keratinize hiicreler siirekli olarak dokiiliirler ve bazalden gelen yeni hiicrelerce
yenilenirler. Bu tabakaya epidermal hiicrelerin hareketi yaklasik 28 giin siirer ve bu

siire “epidermal transit siiresi” olarak bilinir.

Dermo-epidermal baglanti/bazal membran (BM): Bu kompleks yap1, iki tabakadan
olusur (Sekil 1.11). Bu bdlgedeki anormallikler, bullous pemphigoid (genellikle
yaslilarda goriilen, epidermis altinda vezikiiller olugsmasi ile belirgin, zaman zaman
alevlenme ve iyilesme donemleri gosteren otoimmiin kdkenli kronik deri hastaligi)
ve epidermolysis bullosa (hafif travma sonucu deride kolayca vezikiil ve biiller
olusmasi, bu vezikiil ve biillerin ge¢ iyilesmesi ve enfeksiyona egilim gdstermesi ile
belirgin dogustan gelen bir hastalik) gibi nadir cilt hastaliklarinin ortaya ¢ikmasina
neden olur. Epidermisle birlesme yeri diizensizdir. Papillar dermisten yiizeye dogru
cikint1 yapan papillalar deri yiizeyine diktir ve dermal papilla olarak adlandirilir.
Dermal papillalar, epidermisten gelen ve “epidermal ¢ikint1” denilen uzantilarla i¢
ice gecer. Epidermis bu baglanti bolgelerinden diflizyon yoluyla besin alir ve
atiklarini atar. Dermo-epidermal baglantilar yaslanmayla birlikte yassilagirlar ve bu

yassilagsmanin miktar1 yaglanmanin gorsel bir belirtisidir.

18



Sekil 1.11 : Bazal membran (http://medic-aide-memoire.blogspot.com/).

Dermis

Dermis, epidermise baglanan bag dokusu tabakasidir. Goz kapaginda 0,6 mm, sirt,
avug ici ve ayak tabaninda 3 mm olmak iizere farkli kalinliklara sahiptir. Epidermis
altinda bulunur. Sert ve destekleyici bir hiicre matriksinden olusur. Dermiste iki

tabaka ayirt edilir:
1. Ince papiller dermis

2. Daha kalin retikiler dermis
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Papiller dermis, epidermisin altinda uzanir ve bununla baglantilidir. ince ve gevsek
bir sekilde diizenlenmis kollajen fibrillerinden olusur. Kalin kollajen demetleri,
derindeki retikiiler tabakada, papiller tabakanin sinir1 ile subkutanéz dokusu
arasindaki bolgede deri ylizeyine paralel olarak seyreder. Dermiste, kollajen, elastin
ve yapisal proteoglikanlar iireten fibroblastlar ile bagisiklik sistemi elemanlart; mast
hiicreleri ve makrofajlar bulunur. Dermisin %70’ini, dayaniklilik ve dolgunluk
saglayan kollajen fibriller olusturur. Elastin, derinin normal elastikiyetini ve
esnekligini korur. Proteoglikanlar, viskozite ve nemi saglar. Dermisin fibriller
dokusu iginde, dermal damar sistemi, lenfatik damarlar, sinir hiicreleri ve fibrilleri,

kil kokleri ve az miktarda ¢izgili kas bulunur.
Hipodermis (Subkiitanoz tabaka)

Dermisin devamidir ve gevsek bag dokusu ve yagdan olusur. Karinda kalinligr 3
cm’yi bulabilir. Ter bezlerinin olduk¢a kivrimli olan bazal kisimlar1 bu bolgede yer

alir.

1.1.3.2 Kan ve lenf damarlan

Dermis yiiksek oranda damarlanmistir ve birbiri ile baglantili 3 ag bulunur:
Subpapiller pleksus; dermisin papillali tabakasinda bulunur.

Kutan6z pleksus; dermisin papillal1 ve retikiiler tabakalari arasindaki sinirda bulunur.

Hipodermik veya subkutandz pleksus; hipodermiste veya subkutandz yag dokusunda

bulunur.

Subpapiller pleksus, her bir dermal papilla i¢ine kapiller yumak birimleri gonderir ve
buradaki vendz kan kutandz pleksustaki venlere bosalir. Hipodermik ya da kutandz
pleksuslarin dallari, hipodermisin yag dokusunu, ter bezlerini ve kil folikiillerinin
derin kisimlari besler. Arteriyel ve vendz dolasimlar arasinda bulunan
arteriyovendz anastomozlar, retikiiler ve hipodermik boélgelerde yaygin olarak
bulunur ve viicut 1sisinin diizenlenmesinde rol oynar. Derinin lenfatik drenaji bol
lenfatik kafeslerle olusturulur. Papilladan orjinlenir, daha biiylik lenf damarlarini

besler ve bolgesel lenf nodlarina bosalirlar.
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1.1.3.3 Sinirler

Deri yiiksek oranda sinirlenmistir ve yiiz, eller ve genital bolgeler en yiiksek
yogunlukta sinir igerirler. Tiim kutandz sinirler dorsal kok gangliyon hiicre
govdelerine ve miyelinli ya da miyelinsiz fibrillere sahiptirler. Serbest sinir uglari
dermiste bulunur ve bunlar, aci, kasmti ve sicag algilarlar. Ozel korpuskiil
reseptorleri de dermiste bulunur. Bunlardan “Meissner” korpuskiilleri dokunmayi,
“Passinian” korpuskiilleri basing ve titresimi algilar. Otonom sinir sitemi derinin
motor sinirlenmesini saglar: adrenerjik fibriller kan damarlarini, kil erektor kaslarini
ve apokrin bezlerini innerve ederken, kolinerjik fibriller ekrin ter bezlerini innerve
eder. Endokrin sistem, otonom fibrillerle innerve olmayan sebase bezlerini kontrol

eder.

1.1.3.4 Duyu reseptorleri

Duyusal reseptorler, cevap verdikleri uyar tipine gore, mekanoreseptdrler (gerilme,
titresim, basing), termoreseptorler (soguk ya da sicak) ve nosireseptorler (agr1) olarak

ii¢ gruba ayrilirlar (Sekil 1.12).

Meissner cisimeigi

Paccinian Cisimcigi Rufﬁni C]SimClgl : Merkel diski Serbest sinir uciarl .

Sekil 1.12 : Derideki duyu reseptorleri (http://www.rci.rutgers.eduw/~uzwiak/AnatPhys/
ChemicalSomaticSenses.htm).
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En basit mekanoreseptorler, hafif basing ve dokunma uyarilarina cevap veren, serbest

sinir uglaridir ve epidermiste bulunur.

Ikinci mekanoreseptor tipi Merkel diskidir ve dokunma duyusunu ayirt eden sinir

sonlanmasi, merkel hiicresine bagl yass1 bir disk seklindedir.

Uciincii tip, iki adet kapsiillii cisimcik igerir: 1. Meissner cisimcigi ve 2. Pacinian
cisimcigi. Meissner cisimcigi, dermal papillada bulunur ve parmak uglar ile eldeki
dokunma reseptorlerinin yarisini olusturur. Cisimlerin sekil ve kivaminin
algilanmasini saglar. Pacinian cisimcigi, hipodermis ya da derin dermiste bulunur ve

gegici titresim uyarilarina cevap verir.

Dérdiincii reseptor tipi, kil folikiiliiniin kokii ve govdesi etrafina sarilmis olan ve ¢ok
hassas olan kildaki sinir sonlanmalaridir. Kil hareketi, bu reseptoriin uyarilmasi igin

yeterlidir.

Derinin dermis tabakasinda bulunan termoreseptorlerden ruffini cisimcigi sicak,
krause cisimcigi ise soguk duygusunu algilar. Cabuk yorulan bu reseptorler, derinin
her bolgesinde farkli yogunlukta bulunduklarindan, sicak ya da soguk derinin her

bolgesinde farkli sekilde algilanir.

1.1.3.5 Deri eklerinin yapisi

Kil: Killar, avug i¢i, ayak taban1 ve glans penis harig, tim viicut ylizeyinde, degisik
yogunlukta bulunurlar. Folikiiller yliz ve kafa derisinde olduk¢a yogundur. Kil
folikiilleri siirekli olarak yenilenir. Biiyiime donemleri “anajen”, gerileme donemi
“katajen”, dinlenme donemi “telojen” olarak adlandirilir. Her kil folikiilii germinatif
hiicrelerle kaplhidir ve bu hiicreler keratin ve pigment sentezleyen melanositler
uiretirler. Kil folikiilii enine kesildiginde su yapilar ayirt edilir: kiitikiil, i¢ kok kilifi,
dis kok kilifi, bag doku kilifi, kil bulbusu ve bag dokudan olusan dermal papilla. En
distaki bag doku kilifi dermise aittir ve bunun hemen altindaki birka¢ hiicre
tabakasindan olusan dis kok kilifi epidermisin devanudir. i¢ kok kilifi ince tek sirali
epitel tabakasi (Henle tabakasi) ve ince graniiler iki sirali hiicre tabakasindan

(Huxley tabakasi) meydana gelir.
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Sekil 1.13 : Kil enine kesiti. DKK: Dig kok kilifi, BD: Bag doku kilifi, KG: Kil
govdesi, KK: Kil korteksi, KKT: Kil kiitikiilii, Grup 1, H&E, x1000
(Nazan Keskin, 2011).

I¢ k&k kilifinin i¢ kisminda, kilin kiitikiiliinii olusturan hiicreler ve keratinize korteks
yer alir. Kil k&kii ve dermal papilla kil bulbusunu olusturur. I¢ kék kilifi ve dis kok
kilift hiicreleri bu bolgede kaynasarak kil matriksini olustururlar. Kil, folikiiliin
icinden yukari dogru ilerleyerek deri ylizeyine ¢ikar (Sekil 1.13; 3.4).
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Sekil 1.14 : Kil folikiilii (http://antranik.org/integumentary-system-part-2/).

Erektor pili kasi, kil folikiiliine egik bir ag1 ile bagh diiz kastir ve soguk, korku ve
duygu durumlarinda kasilarak kil gévdesinin daha dik olmasini saglar, deriye dikenli
bir goriinti verir. Bu duruma “kaz derisi” denir. Bu kasilma sebumun kil

folikiillerine ve deri yiizeyine bosalmasini saglar (Sekil 1.14).

Tirnaklar: Tirnaklar, el ve ayak parmaklarinin terminal falankslariin dorsal yiiziinde
bulunan, 0,3-0,5 mm kalinligindaki kalinlagmis keratinden olusan sert bir tabakadir.
Tirnaklarin fonksiyonu, parmak uglarint korumak ve kavramaya yardimei olmaktir.
Tirnak, tirnak yatagi, tirnak matriksi ve tirnak plagindan olusur. Tirnak matriksi
boliinen keratinositlerden olusur ve bu hiicreler olgunlasarak tirnaga doniistirler.
Tirnak plagi, yalnizca stratum bazale ve stratum spinosumdan olusan deri yiizeyi
olan tirnak yatagmi oOrter. Tirnak plagi, yakindaki dermal kapillerlerden dolay1
pembe goriiniir ve dipteki beyaz “lunula”, matriksin distal goriinen kismidir. Tirnak
plagiin proksimal kenar1 “eponisyum” ile ortiiliidiir ve bu yap1 stratum korneumdan
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uzanan bir katlantidir (kiitikiil). Tirnagin serbest kenar boslugunun altinda,
epidermisin stratum korneumu “hiponisyum” olarak adlandirilan kalin bir yap1
meydana getirir ve bu yap1 matriks yatagini bakteri ve mantarlara karst korur.
Parmak tirnaklar1 giinde 0,1 mm biiyiirler, ayak parmak tirnaklar1 ise daha yavas

uzar.

Sebase bezleri: Epidermal hiicrelerden tiirevlenirler. Cok kathi bir epitelle ortiili
olup, kil folikiiliiniin dis kok kilifi ile devam ederler. Tabandaki bazal hiicreler,
cekirdekleri yassilasmis, BM {izerine oturan, dermis bag dokusuyla c¢evrili
hiicrelerdir. Boéliinerek bezin asiniisiinii daha biiyiik, polihedral salgi hiicreleri ile
doldururlar. I¢lerinde salgi biriken bu hiicreler yuvarlaklasarak dejenere olurlar ve
sebum ile dolu hale gelirler (Sekil 1.15; 3.5). Hiicrelerin pargalanip lipit
sitoplazmalarini saldigi holokrin salgilama yoluyla yagli bir salgi olan sebum, yag
bezinin kisa kanalin1 gecerek kil folikiilii liimenine bosalir. Sebum, yag asitleri, yag

esterleri, skualen ve kolesterolden olusur.

Sirt, goglis, yliz ve kafa derisinde kil folikiilleri ile yakindan ilgilidirler, kil
bulunmayan bolgelerde bulunmazlar. Cocuklarda kiigiiktiirler, ergenlikle genislerler

ve aktif hale gecerler. Androjenlere duyarlidirlar.
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Sekil 1.15 : Sebase bezi yapisi. SB: Sebase bezi (1: Sebum salgilayan hiicreler, 2:
Bazal hiicreler, 3: Asinilis kanalina yakin bolgedeki ¢ekirdekleri
bilizlismiis sebum salgilayan hiicreler), KB: Kil bulbusu, KG: Kil
govdesi, Grup 1, H&E, x1000 (Nazan Keskin, 2011).

Sebumun tiim fonksiyonlar1 bilinmemekle beraber su gorevleri vardir:

e Epidermal gegirgenlik bariyerinin, yapisinin ve farklilagmasinin devamliligini

saglamak,
e Deriye 6zgii hormonal sinyallesme
e Antioksidanlarin deri yiizeyine taginmasi
e UV radyasyonundan koruma
e Antibakteriyal koruma
e Derinin yaglanmasi, sudan korunmasi ve kurumasinin engellenmesi

Ter bezleri: Viicudun her yerinde ve deri yiizeyinde yaklasik 2,5 milyon tane
bulunurlar. Dermis igine yerlesmislerdir. Yumak seklinde tiiplerden olusur ve sulu

maddeler salgilar. Iki farkls tipi vardir:

Ekrin bezler: Basit kivriml tiibiiler bezlerdir ve tiim deride, 6zellikle avug igi,

tabanlar, koltuk alt1 ve alinda bulunurlar. Salgi kisimlar1 derin dermiste bulunurken,
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bosaltim kanallar1 deri ylizeyine acilir. Sulu salgi yapan graniilsiiz agik ve mukoz
yapida salgi yapan graniillii koyu hiicreler olmak tizere iki tip hiicre igerirler. Her ter
bezinin bazal kismi etrafinda miyoepitelyal hiicreler bulunur ve kasilmalar1 ile ter
disar1 atilir. Fizyolojik ve termal kontrol altindadirlar. Sempatik (kolinerjik) sinirler
ekrin bezleri innerve eder. Bu bezlerin salgiladigi sulu sivi, klorit, laktik asit, yag

asidi, iire, glikoprotein ve mukopolisakkaritleri igerir.

Apokrin bezler: Bliyiik bezlerdir ve kanallar1 kil folikiillerinden agilir. Koltuk alti,
meme ucu etrafi ve anal bolgede bulunurlar ve termal kontrol altindadirlar.
Ergenlikle aktif hale gelirler, kokusuz, proteince zengin, koyu kivamli bir salgi
tiretirler. Bu salg1 deriye ulastiginda, bakteriler karakteristik kokusunu verir. Bu

bezler, sempatik (adrenerjik) sinir fibrillerinin kontrolii altindadir.

1.1.3.6 Derinin gorevleri

Deri, kompleks ve metabolik olarak aktif bir organdir ve bir¢ok dnemli fizyolojik

fonksiyonu vardir.

Bariyer fonksiyonu ve deri desukuamasyonu: Canli hiicreler stratum korneuma dogru
hareket ederken graniiler tabakadaki graniiller, i¢lerinde proteinleri biriktirirler.
Graniiller, fillagrin proteini ile doludur. Bunlar keratin ile kompleks olusturarak,
fillagrini proteolitik enzimlerce yikimdan korur. Yeniden yapilan hiicreler dis
tabakaya dogru hareket ederken, enzimler fillagrin-keratin kompleksini yikarlar.
Fillagrin korneositlerin dis kismini olustururken, su tutan keratin i¢ kisimda kalir.
Derinin nem igerigi azaldiginda, fillagrin stratum korneumda yer alan spesifik
proteolitik enzimlerce serbest aminoasitlere pargalanir. Fillagrinin bu parcalanmasi,
sadece deri kurudugu zaman osmotik basinci ve su miktarini korumak icin ortaya
cikar. Saglikli deride stratum korneumun su igerigi normal olarak %30 civarindadir.
Laktik asit, iire ve tuz gibi diger bilesenlerle birlikte serbest amino asitler, “dogal
nemlendirme faktorleri (NMF)” olarak bilinirler ve su tutma yeterlilikleri nedeniyle

derinin neminin korunmasindan ve esnekliginden sorumludurlar.

Intraselliiler lipit varligi, derinin neminin, esnekliginin ve bariyer o6zelliginin
korunmasinda temel faktordiir. Bu {ist {iste yigilmis ¢ift tabaka, korneositleri ¢evreler

ve suyu stratum korneumda tutar. Lipitler, lamellar graniillerden tiirevlenirler ve
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graniiler tabakadaki bozulan hiicrelerin ekstraselliiler bosluklarina salgilanirlar.
Ayrica bu hiicrelerin membranlari da lipit salgilar. Lipitler, kolesterol, serbest yag
asitleri ve sifingolipitler icerirler. Seramid, bir ¢esit sifingolipittir ve temel olarak
yigin halindeki lipit yapilar1 olusturur ve hidrofilik bdlgelerinde su molekiillerini
tutar. Bu st iiste yigilmis lipitler korneositleri gevreler, derinin yiizey tabakasinda,
NMF ve suyun hareketini engelleyerek gecirgen olmayan bir bariyer olusturur. 40
yasindan sonra deri lipitlerinde belirgin bir diisiis olur. Bu nedenle kuru deri

sartlarina kars1 hassasiyetimiz artar.

Derinin piiriizsiizliigli ve biitlinliigiiniin korunmasinda, stratum korneumdaki
hiicrelerin dokiilmesi 6nemli bir faktordiir. Deskuamasyon, korneositlerin arasindaki
protein kopriilerinin, dezmozomlarin enzimatik olarak ¢oziilmesi ile ilgilidir ve
bunun sonucunda bu hiicreler dokiiliir. Deskuamasyondan sorumlu proteolitik
enzimler intraselliiler olarak bulunur ve sulu stratum korneum varliginda islev goriir.
Suyun yoklugunda hiicreler normal olarak dokiilemezler, deri kirisir, kalinlagir ve
pulsu bir goriiniim alir. Normal saglikli deride korneositlerin dokiilmesi ve iiretimi
arasinda bir denge vardir. Korneosit iiretiminin artmasi, dokiilmenin azalmasi ile
ilgili olan Psoriasis (sedef) gibi hastaliklarda, sonu¢ kuru ve kirisik bir deridir ve

hiicreler deri lizerinde birikir.

UV’den koruma: Melanositler bazal tabakada yerlesmislerdir ve melanin, UV
radyasyonu ile olusan hasar1 engelleyerek derinin bariyer fonksiyonunda énemli role
sahiptir. Epidermisin daha alt tabakalarinda melanin graniilleri keratinositlerin
nukleuslar tizerinde koruyucu bir kalkan olusturur, dis tabakalarda ise daha esit bir
sekilde dagilmislardir. Melanin UV radyasyonunu absorblar, bdylece hiicrelerin
nukleuslarint DNA hasarlarindan korur. UV radyasyonu keratinosit proliferasyonunu

indiikler, epidermisin kalinlagmasina neden olur.

Termoregiilasyon: Deri, viicut isisinin sabit tutulmasinda 6nemli bir role sahiptir.
Bunu da kutanoz vaskiiler sistemdeki kan akisini degistirerek ve deri yiizeyinden
terin buharlasmasini saglayarak gerceklestirir. Soguk havalarda kan damarlari

daralarak, deriye olan kan akimini azaltir ve viicut 1sisin1 korur.
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Immiinolojik izleme: Fiziksel bir bariyer olmasinin yaninda deri ayrica onemli
immunolojik role sahiptir. Normalde, B hiicreleri disinda hiicresel bagisiklik

sisteminin tiim elemanlarini igerir.

Duyu algilanmasi: Deri oldukca biiyiik bir duyu organidir. Derideki kapsillii ve
serbest sinir sonlanmalar1 1s1 (sicak ve soguk), dokunma, agr1 ve basing uyarilarimi

algilar.

D vitamini sentezi: Deri UV ile birlikte, epidermiste sentezlenen oncii maddelerden,
bagirsaklardan kalsiyum emilimi ve mineral metabolizmasi i¢in gerekli olan D
vitaminini sentezler. (Eroschenko, 2008; Kierszenbaum, 2006; http:/www.radcliffe-
oxford.com/books/samplechapter/7750/01 bensouillah-241a6¢80rdz.pdf; Senol M:

web.inonu.edu.tr/~msenol/dosyalar/deriyapi.doc).

1.14 Mast hiicreleri

Bag dokusu hiicreleri sabit ve hareketli hiicreler olmak iizere iki siiftir.
Fibroblastlar, farklilagmamis mezenkimal hiicreler, yag hiicreleri ve retikiiler
hiicreler sabit hiicrelerdir. Makrofajlar, eozinofil lokositler, mast hiicreleri,
lenfositler, plazma hiicreleri ve pigment hiicreleri ise hareketli hiicrelerdir (Akay,
2001). Mast hiicreleri yabanci maddeleri tespit edip, lokal enflamatuar
reaksiyonlardan sorumlu olan uzun Omiirli hiicrelerdir (Cebi ve dig., 1997; Akay,
2001). Bu hiicreler, 1878°‘de Ehrlich tarafindan yogun graniillii sitoplazmasi
nedeniyle “mastzellen” (iyi beslenmis hiicre) olarak tanimlanan, graniiler
metakromazi gosteren, bag dokuda yag hiicrelerinden sonraki en biiyiik hiicrelerdir
(Cebi ve dig., 1997; Vardi ve dig., 2000; Ozdemir ve Savasan, 2005). Mast hiicreleri,
kemik iligindeki kok hiicrelerin kan dolagimi yoluyla bag dokuya gecip, burada mast
hiicrelerine farklilasmast ya da diger mast hiicrelerinin mitoz ile boliinmesiyle
meydana gelir. Bag dokuda, i¢inde heparin bulunduran “bag dokusu mast hiicreleri”
ve igerisinde heparin yerine kondroitin siilfat bulunduran “mukozal mast hiicreleri”

olmak {izere iki tip mast hiicre grubu bulunur (Akay, 2001).

Bu hiicreler yuvarlak ya da oval cekirdeklidir ve sitoplazmalari, igerdikleri
heparinden dolayr metakromazi gdsteren graniillerle doludur. Graniillerde heparine

ilave olarak, histamin, 16kotrienler, eozinofil kemotaksik faktor-A gibi maddeler ve
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B-glukronidaz, heksozaminidaz, arilsiilfataz ve simaz gibi enzimler bulunur. Kan
serumunda bulunan ve alerjik tepkimelerde etkili olan IgE’ye baglanabilmek i¢in
mast hiicre yiizeylerinde ¢ok sayida reseptor bulunur. Alerjik antijen varliginda, IgE
ile mast hiicresi birleserek bir kompleks olusturur. Zar gegirgenligini arttiran bu yapi,
mast hiicre graniillerinin igeriginin ortama yayilmasi ile diiz kaslari, salgi hiicrelerini,
kiigiik kan damarlarini, eozinofil 16kositleri ve kan pulcuklarini etkileyerek harekete

gecirir (Akay, 2001).

1.1.5 Kollajen ve elastik fibriller

Hayvan hiicrelerinde hiicreler, salgilanan proteinlerden ve polisakkaritlerden olugan
bir hiicre dis1 matriks [ekstraselliiler matriks (ECM)] i¢ine gomiiliidiirler. Hiicre dis1
matriks hiicreler arasi bosluklar1 doldurarak, hiicre ve dokular1 birbirine baglar. En

fazla miktarda bag dokuda bulunur.

Hiicre dis1 matriks, jel benzeri polisakkarit temel maddesi i¢ine gdmiilii olan ipliksi
proteinlerden olusur. Ayrica, matriks molekiillerini birbirine ya da komsu hiicreye

baglayan adezyon proteinleri de bulunur.

Hiicre dis1 matriksin en 6nemli yapisal proteini, hayvan dokularinda en bol bulunan
ve en az 19 tiyesi bulunan bir protein ailesi olan kollajendir. “a zinciri” denilen tii¢
polipeptit zincirinin birbirine sikica dolandig, {i¢lii sarmal bir yap1 olusturur. Uglii
sarmal bolgelerinde Gly-X-Y aminoasit tekrarlar1 bulunur. Her {i¢ aminoasitte bir
bulunan glisin (yan dali sadece bir hidrojen olan, en kii¢iik aminoasit), sarmalin
sikica paketlenmesini saglar. Halka yapilar1 nedeniyle sarmal yapiy1 saglamlastirmak
tizere, genel olarak X pozisyonunda pirolin, Y pozisyonunda ise hidroksipirolin

bulunur (Sekil 1.16).

30



glisin —

Sekil 1.16 : Kollajen molekiiliiniin yapis1. A: Bir kollajen o zinciri. B: Ug o zinciri ile
olusan iiclii sarmal yap1 (Alberts ve dig., 2008; Cooper ve Hausman,
2006).

Bag dokuda temel olarak Tip I, II, III, V ve XI kollajenler bulunur ve bunlar lif
olusturan kollajenlerdir. Tip I kollajen en bol bulunur ve bag dokuda fibril yapilari
olusturur. Yaklasik 1000 aminositten (330 Gly-X-Y tekrarindan) olusur. Bu
kollajenler hiicreden prokollajen olarak salgilandiktan sonra, kesilir ve kollajen
olusur. Daha sonra {i¢lii sarmal molekiillerin diizenli, aralikli tekrarlar halinde bir

araya geldigi kollajen fibriller meydana gelir (Sekil 1.17).
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Sekil 1.17 : Kollajen lif¢igi olusumunda hiicre i¢i ve dist yolaklar (Alberts ve dig.,
2008).

Bag dokusu fibriller kollajene ek olarak, kollajenleri birbirine ya da diger matriks
bilesenlerine tutturan fibril-baglantili kollajenler (Tip IX ve XII) igerirler. Tip IV ve
VII kollajenler, ag olusturan kollajenlerdir ve fibril yapan kollajenlere gore daha
esnektirler. Bazal laminada, Tip IV kollajen, kece benzeri agsi yapili temel yapiy1
olustururken, Tip VII kollajen dimerleri ¢ipalayan lif¢cikleri (deride oldukga bol

miktarda bulunur) meydana getirir.

Kollajen fibriller esnektir ve basing altinda olmadiklar1 zaman hafif dalgali bir yap1

gosterirler. Cekilmelere karsi oldukc¢a dayanikhidirlar.

Deri, kan damari, akciger gibi esnek organlarda bag dokusu bol miktarda elastik
lifler de igerir. Gerilmeyi sinirlamak ve dokuyu yirtilmaktan korumak i¢in uzun ve
esnek olmayan kollajen lifcikleri, elastik liflerle birlikte oriilmiistiir. Elastik liflerin
temel bileseni 750 aminoasit uzunlugunda olan elastindir. Bu protein pirolin ve glisin
yoniinden zengindir. Elastin polipeptidinde ard arda gelen iki bolge bulunur:

molekiile esneklik veren hidrofob pargalar ve komsu molekiillerle capraz bag
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yapmasini saglayan, alanin ve lizinden zengin a-sarmal pargalar. Kollajenden farkli
olarak glikozillenme gostermez ve az miktarda hidroksipirolin igerirken,
hidroksilizin igermez. Cozlniir tropoelastin hiicre disina salgilanir ve elastin liflerine
yapilanir. Tropoelastin molekiilleri i¢indeki lizin molekiillerinin yan zincirleri
arasinda meydana gelen kovalent capraz baglantilarla elastin lifleri ve ag yapisi
olusur (Sekil 1.18). Elastik lifler, elastine baglanan ve elastin lifin biitiinligiini
saglayan biiyiik protein fibrillin gibi birka¢ farkli glikoproteinden olusan
mikrolif¢iklerin meydana getirdigi bir kilifla kaplidir.

cloastik if

’ Qo ~), \

GERILME ’ GEVSEME

tek elastin molekulu

.—-\_/__\ capraz bag

Sekil 1.18 : Elastin molekiilleri aginin gerilmesi (Alberts ve dig., 2008).

Elastik fibriller, esnektir, uzayip kisalabilir ve gerilebilirler, uzunluklar1 yaklagik iki
misline ¢ikabilir ve kollajene gore daha incedir (Alberts ve dig., 2008; Cooper ve
Hausman, 2006; Akay, 2001).

1.1.6  Bazal lamina ve hiicreler arasi baglantilar

Bazal lamina bir hiicre dis1 matriks yapisidir ve farkli adezyon molekiilleri igerir

(Cooper ve Hausman, 2006).

Bazal lamina temel olarak, Tip IV kollajen, laminin, nidojen (=entaktin) ve bir
heparan siilfat proteoglikani olan perlekan glikoproteinlerinden olusur. Tiim epitel

hiicre tabakalarinin ve tiiplerin altin1 déseyen, ayn1 zamanda kas hiicrelerini, adipoz

33



hiicrelerini ve periferal sinirleri ¢evreleyen, esnek, ince (40-120 nm), 6zellesmis
hiicre dis1 matriks minderleridir. Ust kismindaki elemanlar1 alttaki bag dokudan
ayirir. Bazal laminanin, yapisal, siizme, hiicre kutuplagsmasinin belirlenmesi, hiicre
metabolizmasinin etkilenmesi, komsu plazma zarlarindaki proteinlerin diizenlenmesi,
hiicre yasami, ¢ogalmasi ya da farklilagsmasinin desteklenmesi ve hiicre gogii igin
0zgilin yollar olusturmak gibi gorevleri vardir. Biiyiik 6l¢iide, tizerindeki hiicreler
tarafindan sentezlenir. Derideki ¢ok katli epitelde bazal lamina, alttaki bag dokusuna
Tip VII kollajen molekiillerinden olusan ¢ipalayict lif¢ikler ile baglanir. BM terimi,
bazal lamina ve bu lif¢iklerin birlesimini tanimlamaktadir (Alberts ve dig.,, 2008;

Cooper ve Hausman, 2006).

1.1.6.1 Laminin

Erken gelisme doneminde bazal lamina temelde laminin molekiillerinden olusur.
Lamininler, hiicre dis1 glikoprotein ailesidir. Disiilfit baglar1 ile bagh ¢ farkh
polipeptit zinciri (a, B ve y) icerirler ve ii¢ kisa, bir uzun kol ile esnek bir molekiil
halinde organize olmuslardir (Sekil 1.19). Her zincir tipinin birgok es bi¢imi degisik
kombinasyonlarla birleserek biiylik, hemen hemen onbes farkli lamininden olusan,
laminin ailesini meydana getirir. Laminin y1 zinciri bir¢ok laminin heterodimerinde
ortaktir ve bundan yoksun fareler bazal lamina olusturamadiklart igin
embriyogenezde Oliirler. Lamininler primordial germ hiicrelerinin go¢iinde 6nemli
rollere sahiptir. Migrasyon siiresince germ hiicrelerinin transvers yiizleri ozellikle

laminin agisindan zengindir.
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Hem a b Prshecazishana baghanm
Sekil 1.19 : Laminin yapis1 (a: Alberts ve dig., 2008; b: Cooper ve Hausman, 2006).
Hiicre yiizey reseptorlerine (integrin ailesi iiyeleri, distroglikan) sikica baglanmasina
ek olarak, lamininler diger lamininlere, Tip IV kollajene ve perlekana baglanabilirler
(Sekil 1.20-A). Ayrica, Tip IV kollajene baglanan entaktin ve nidojen denilen
adezyon proteinleri ile de siki iliski i¢indedirler. BM’lerdeki laminin, Tip IV kollajen
ve perlekan molekiilleri Sekil 1.20-B’de gosterildigi gibi birbirinden ayr1 ancak baglh
aglar olustururlar. Bu i¢ ice gecmis ag BM’ye saglamlik ve esneklik kazandirir

(Karp, 2008; Cooper ve Hausman, 2006).
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\ laminin

plazma zan

Sekil 1.20 : Bazal laminanin molekiiler yapisi. A: Bazal laminada molekiiller arasi
etkilesimler, B: Bazal laminadaki 6zgiil etkilesimler (Alberts ve dig.,
2008).

1.1.7 Galektinler

Hiicrelerin hayatta kalim ve 6liimiinii regiile ederek, hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6liimii
arasindaki dengeyi saglayan Bcl ailesinden baska galektinler gibi gesitli proteinler
vardir. Fakat sadece galektinler, hem hiicre i¢inde hem de hiicre disinda faaliyet
gostererek Oliim sinyallerini baslatip hiicre canliligini diizenlerler (Hernandez ve
Baum, 2002). Galektinler ve bunlarin ligandlar1 hiicre transformasyonu ve hiicre
metastazindan sorumlu tutulmus ve prognostik (hastaligin sonucunu tahmin ile ilgili)

degeri oldugu saptanmistir (Grassadonia ve dig., 2004).

Galektinler (S-tip lektinler), galaktozit iceren glikanlara baglanan ve hayvan
lektinleri smnifina dahil olan genis bir protein ailesidir. Bu ailenin iiyeleri, hiicre
adezyonunu, gociinii ve ¢ogalmasini diizenlerler (Klima ve dig., 2009; Vereecken ve
dig., 2005). Hiicre biiyiimesi ve ECM interaksiyonunda (Seyrek ve dig., 2004) ve
timor gelisiminde rol oynarlar (Castronovo ve dig., 1999). Galektinler sahip

olduklart CRD (karbohidrat tanima domaini) domainlerine gore 3 gruba ayrilirlar
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(Sekil 1.21). Karbohidrat tanima bolgelerinde primer yapisal bir homolojiye
sahiptirler. Yaklasik 17 ¢esit galektin tanimlanmaistir.

Galektin-3 bir¢ok hiicrede nukleus, sitoplazma ya da hiicre yilizeyinde bulunur. Bu
sekilde bir lokalizasyona sahip olmasi bir¢ok fonksiyonunun oldugunu
diistindiirmektedir. (Varki ve dig., 1999). Galektinlerin biyolojik fonksiyonlar1 soyle
Ozetlenebilir: hiicre-hiicre ve hiicre-matriks adezyonu, hiicre yasamsallig1 ve
bliylimesi, hiicre i¢inde metabolizmanin diizenlenmesi. Ayrica, c¢esitli timor
hiicrelerinde ekspresyonlarinin bulunmasi, timdrogenezis ve metastazda rollerinin
olabilecegini diisiindiirmektedir. Insan gogiis karsinoma hiicrelerinde yiiksek
miktarda eksprese olan Galektin-3, ilagla indiiklenen apoptozisi inhibe eder

(Nakahara ve dig., 2005°te 6zetlenmistir).
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a Insanlardaki Galektinler

Rastgele tekrarl

Prototipik Kimerik
Galektin-1 Galektin-3 Galektin-4
Galektin-2 Galektin-8
Galektin-7 Galektin-9
Galektin-10 Galektin-12

Galektin-13
Galektin-14

b Baz: insan galektinlerinin sekans hizalamas:

; 4k kk 56 k66 k Tk *
Galektin-1 NLCLHFNPRFNAHG ANTIVONSKD-GGAWG-TEORE
Galektin-2 ILHFNPRI [TVCNSLD-GSNWG -QBQRE
Galektin-3 AFHENPREN JIVCN INWG-REERQ
Galektin-4 \FHENPRE] KVVEN SKWG -SEERK

\LHINPRY ['VVRN SWG-SEBEKK- ((
Galektin-7 ALHFNPRL! EVVEN }SWG-REERG

Sekil 1.21 : Insanlardaki farkli tip galektinler. a: insan galektinleri yapilarina gore ii¢
gruba ayrilirlar: prototip, kimerik ve ard arda (tandem) tekrarli. Cogu
galektinlerin karbohidrat tanima bolgesi (CRD) yaklagik 130 aminoasit
igerir ve bu oval domain olarak gosterilir. b: bir¢ok insan galektinlerinin
sekans uyumlari. Totalda 135 aminoasite sahip olan Galektin-1’in
aminoasit numaralar1 gosterilmistir, fakat diger galektinler numaralari
gosterilmeden hizalanmistir. Bu kalintilar galektinler arasinda yiiksek
oranda korunmustur ve yildiz ile gosterilen bolgeler karbohidrat
ligandlar1 ile bag yapan bolgeler olarak bilinmektedir. Kirmizilar
korunmus hidrofilik  kalintilar, maviler korunmus hidrofobik
kalintilardir. (N-term) Amino-terminal; (C-term) karboksi-terminal
(Varki ve dig., 2009).

Prototipik galektinler: Sadece tek bir CRD domain igerirler ve bu da homodimer

olusturmalari ile ilgilidir.

Kimerik galektinler: Omurgalilarda bulunan ve bilinen tek kimerik galektin tiirii
Galektin-3’tiir. Galektin-3 tek bir CRD ve pirolin, glisin ve tirozince zengin biiyiik
bir amino-terminal bolgesine sahip olmasi ile karakteristiktir. Bu amino terminal
yapist synexin ve synaptophysin gibi diger bazi proteinlere benzer ve bu yapinin
kendi kendine kiimelesmesine katkida bulunur. Amino-terminal bdlgesi matriks
mettalloproteinaz-2 (MMP-2) ve MMP-9 gibi metalloproteinazlara hassastir.

Kimerik gelektinler daha ¢ok omurgasizlarda bulunur.
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Ard arda (tandem) tekrarli galektinler: En az 2 CRD tek bir polipeptit zinciri iginde
olusur. Bunlar kii¢lik bir peptit domain ile kdpriilenmis ya da baglanmislardir. Bu

baglanti domainleri 5-50 amino asit uzunlugunda olabilirler.

Galektinler, cesitli hiicre ve dokularda o6zel ekspresyon paterni gosterirler ve
ekspresyonlar1 gelisim siirecinde yakindan diizenlenir. Bu proteinler temel olarak
sitoplazmada bulunurlar. Bazilar1 hiicreden salgilanirlar ve ECM’de ya da hiicre
ylizeyindeki glikozillenmis proteinlerle uygun bir etkilesime girerler. Bu reseptorler
integrin gibi hiicre adezyon molekiilleri, laminin ve fibronektin izoformlar1 gibi
matriks glikoproteinleridir. Son ¢aligmalar hiicre-hiicre, hiicre-matriks adezyonunun
diizenlenmesinde galektinlerin rollerinin anlasilmasini arttirmistir. Bu etkilesimler
normal hiicre motilitesi ve polaritesinin diizenlenmesinde ve tiimor gelisimi,
inflamasyon ve bobrek tiibiilleri gibi dallanmis epitellerdeki kistik gelisimdeki adezif
fonksiyonun kaybu ile yakindan ilgilidir (Hughes, 2001).

Galektin-1, Galektin-3 ve Galektin-9, akut ve kronik iltihabi hastaliklar, otoimmiinite
ve kanser modiilasyonunda 6nemli rollere sahiptir ve dolayisiyla yeni ilag¢ kesfi igin
molekiiler hedefler olarak ¢ok daha fazla ilgi gérmektedirler (Norling ve dig., 2009).
Galektin-7 genindeki mutasyonun epidermal hastaliklarla ilgili olabilecegi
diisiiniilmektedir (Bernerd ve dig., 1999). Galektin-3 ve 12’nin hiicre dongiisiinii

diizenledigi gosterilmistir (Liu ve dig., 2002).

1.1.7.1 Galektin-3

Galektin-3, anti-apoptotik bir molekiildiir (Matarrese ve dig., 2000b; Cecchinelli ve
dig., 2006; Hernandez ve Baum, 2002) ve memelilerde tanimlanan tek kimerik

galektindir (Hernandez ve Baum, 2002).

Yap1 olarak 3 farkli yapisal bolge igerir: 1. Kisa, glisin ve pirolinden zengin ve bir
serin fosforilasyon bolgesi iceren N-terminal bolgesi (hiicresel hedeflerin kontrolii
icin) 2. Tekrarli kollajen benzeri bir dizi (matriks metalloproteinazlar i¢in substrat
gorevi goriir) 3. Tek bir karbohidrat tanima bolgesi (CRD) ve bcl-2 gen ailesinin
homoloji bolgelerinde (BH1) korunmus olarak bulunan NWGR anti-death motifi
igceren —COOH-terminal bolgesi (Akahani ve dig., 1997; Takenaka ve dig., 2004b’te
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Ozetlenmigtir; Prieto et al, 2006°da Ozetlenmistir; Nangia-Makker ve dig., 2008
Ozetlenmistir) (Sekil 1.22).

‘— Kisa u¢ (-30 aa)

Prolin, glisin, alanin, N-tc::mim.al domain
tirozin tekrar (PGAY) multimerizasyon
motifi’ (-100 aa)

C-terminal domain
karbohidrat tamima
ve baglama(-130 aa)

Sekil 1.22 : Galektin-3’lin yapis1 (http://www.nature.com/ki/journal/v58/n77s/fig_
tab/4491973f1.html).

Galektin-3 her yerde eksprese edilir. Sitoplazmada, ekstraselliiler alanda ve hiicre
ylizeyinde bulunur (Vereecken ve dig., 2005; Nangia-Makker ve dig., 2008’de
Ozetlenmistir). Ayrica keratinositler ve diger epitelyum hiicrelerinde de eksprese
edilir (Larsen, 2011; Saegusa ve dig., 2008). Bu protein, hiicre adezyonu, biiylimesi,
g0¢ii ve apoptozis gibi olaylarin diizenlenmesi (Moon ve dig., 2001), cesitli immiin
sistem hiicrelerinin biiyiimesi ve farklilagsmasi, pre-mRNA splicing’i (Yang ve dig.,
2008’de Ozetlenmistir), hiicre adezyonu, invazyon, anjiyogenezis (Nanagia-Makker
ve dig., 2008), kanser gelisimi ve metastaz (Akahani ve dig., 1997; Vereecken ve
dig., 2005; Mourad-Zeidan ve dig., 2008) gibi bircok fizyolojik ve patolojik siireg ile
ilgilidir.

1.1.8  Glikokonjugatlar

Karbohidratlar organizmada enerji kaynag (glikojen, nisasta gibi) olmanin yaninda,
yapisal (kitin, seliiloz gibi) olarak da bulunmaktadir. Yaptiklar1 ¢ok ¢esitli baglar
(1-3, 1—-4, 1—6) sayesinde, anomerik yapilariyla (o veya B) ve c¢esitli
modifikasyonlara (siilfatlanma, fosfatlanma) acik olmalar1 nedeniyle karbohidratlar

niikleik asitlere ve aminoasitlere gére daha cok bilgi depolayabilirler (Seyrek ve
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Bildik, 2001°’de ozetlenmistir). Karbohidratlar, proteinler ve lipidlere baglanarak,
sirastyla proteoglikanlar1 ve glikolipitleri olustururlar ve bunlarin karbohidrat
kisimlarina “glikan” denir (Erden, 2008). Bu sekilde diger molekiillerle sekerlerin
olusturdugu hibrit molekiiller, glikokonjugatlar olarak adlandirilir (Karagali, 2003’de

Ozetlenmistir).

Glikanlar, cesitli viriisler, bakteriler ve parazitler icin spesifik reseptorler olarak is
goriirler. Ayrica, bircok bitki ve bakteriyel toksin i¢in de reseptordiir ve birgok

otoimmiin ve alloimmiin reaksiyon i¢in antijendir (Sekil 1.23) (Varki ve dig., 1999).
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Sekil 1.23 : Hiicre tanimada karbohidratlar (http://www.proprofs.com/flashcards/
cardshowall.php?title=mcb-block-3-organelles-cell-membrane).

Okaryotik hiicrelerde bulunan oligosakkaritlerin genel smiflar1 aglikon (protein ya da
lipid) ¢ekirdek ile yaptiklari baglara gére tanimlanir. N-glikan (N-bagli oligosakkarit,
N-(Asn)-bagli oligosakkarit), bir polipeptid zincirinin, Asn-X-Ser/Thr dizisini igeren
asparajin uzantisina kovalent olarak bagli seker zincirleridir. N-glikanlar ortak bir
pentasakkarit c¢ekirdegi paylasirlar ve genel olarak ii¢ ana siifi vardir: yliksek
mannoz tip, kompleks tip ve hibrit tip. O-glikan (O-bagl oligosakkarit, O-(Ser/Thr)-
bagli oligosakkarit), tipik olarak polipeptid zincirine N-asetil galaktozamin (GalNAc)
yoluyla serin ya da treonin uzantilarindan baglanir ve farkli yapisal ¢ekirdek siniflar
olusturur. O-glikozilasyon musin tip molekiillerin olusumu ile sonuglanabilir.
Musinler, yiiksek miktarlarda O-glikan igeren, hiicre yiizeyi ya da salgt proteinleri
olarak tanimlanirlar (Sekil 1.24). Glikoprotein, polipeptid iskelete N- ya da O-bagi

ile kovalent olarak baglanmis bir ya da daha fazla sayida oligosakkarit zinciri tastyan
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bir glikokonjugattir. Proteoglikan, bir merkezi proteine kovalent bagli bir ya da daha
fazla glikozaminoglikan zinciri igeren glikokonjugattir.  Glikosifingolipitler
(glikolipitler), yag asidi ve sifingozin gibi uzun zincirlerden olusan seramit benzeri
lipid pargalarinin terminal primer hidroksil gruplarina oligosakkaritlerin genellikle
glikoz ya da galaktoz yoluyla baglanmasiyla olusur. Glikolipitler nétral ya da
anyonik olabilirler. Gangliosit, bir ya da daha fazla miktarda sialik asit uzantisi
igeren anyonik bir glikolipittir. Endoplazmik retikulumda sentezlenen proteinler ya
da lipitler translasyon esnasinda ya da post translasyonel olarak seker zincirleri ile
modifiye edilirler ve bu reaksiyonlar glikoziltransferazlar tarafindan katalizlenirler.
Lipidlere ve proteinlere eklenen sekerlerin kaynagi aktive edilmis monosakkaritlerdir
(seker niikleotidleri) ve bunlar sitoplazmik kompartmanda, endogenik ya da
ekzogenik orijinli monosakkarit onciillerinden sentezlenir. Endoplazmik retikulum
liimeninde glikozilasyon reaksiyonlarinin gerceklesebilmesi i¢in bu vericiler aktif

tagima ile zardan igeri alinirlar (Varki ve dig., 1999).

O-glikan < D
\4]

<ot/ Ty N-glikan

Asn-x o

< N-asetilgalaktozamin T :N-asetilglukozamin
O : Galaktoz ¢ :Mannoz
<> : Sialik asit «—:Fukoz

Sekil 1.24 : Glikanlarin proteinlere baglanma 6rnekleri (Wang, 2005).

GAG’lar, yap1 taslar1 olan disakkaritleri bir amino seker (GIcNAc ya da GalNAc) ve
bir uronik asit (GlcA ve IdoA) iceren lineer polisakkaritlerdir. Tiim memeli hiicreleri
proteoglikanlart tireterek bunlari ECM’ye salgilarlar, plazma zarlarina dahil ederler
ya da bunlar1 salg1 graniilleri olarak depolarlar. ECM i¢ine gomiilii olarak bulunanlar,
hiicrelerin biyolojik 0Ozelliklerini ve dokunun fiziksel karakteristiklerini belirler.

ECM’nin temel bilesenleri, gerilme direnci saglayan fibroz proteinler (kollajen ve
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elastin gibi), adezif glikoproteinler (fibronektin, laminin gibi) ve sulu jeller
olusturarak basing kuvvetine dayaniklilig1 saglayan proteoglikanlardir (Varki ve dig.,

1999).

Sialik asitler (SIA) (Sekil 1.25), dokuz karbonlu asidik sekerlerdir ve N-
asetilndraminik asit (NeuSAc, NeuNac, NeuAc ya da NANA), N-glikolilnéraminik
asit (Neu5Gc) ve deaminondraminik asit (KDN, 2-keto-3-deoksi-D-glisero-D-
galaktononurosonik asit)’in asetilasyon, siilfasyon, metilasyon, laktilasyon ve
laktonizasyon yoluyla modifiye edilmeleri ile olusan yaklasik 40 dogal tiirevi igeren
bir ailedir (http://www.glycoforum.gr.jp/science/glycogenes/05/05E.html). SIA,
hiicre yiizey glikolipit ve glikoproteinlerinin en u¢ kisimlarinda yer alir ve 6zellikle
hiicre iliskilerinde ve sinyal iletimi olaylarinda 6nemli rolleri vardir (Izzetoglu ve
Karacali, 2012; Varki ve dig., 1999). SIA ayrica, makromolekiilleri ve hiicreleri
enzimatik ve immunolojik saldirilardan korur, toksinler ve mikroorganizmalar gibi

birgok fizyolojik reseptor icin tanima bolgeleri olusturur (Schauer, 2004).

H H
H,CEN OH COOH HOHzCE-N OH cooH| HO /1 on COOH
OH OH OH
OH o OH OH
H
NeuSAc NeuSGe KDN
Sekil 1.25 : Sialik asitlerin yapist (http://www.glycoforum.gr.jp/science/

glycogenes/05/05E.html).

SIA’in cesitli baglar1 ve modifikasyonlar1, dokuya spesifik ve gelisimle diizenlenen
ekspresyon gosterir. SIA’larin glikokonjugatlara transferi “sialiltransferazlar” denen,
bag spesifik enzimlerce saglanir. Bu ailenin tiimiinde sialil motifi denen korunmus
bir dizi vardir ve bu dizinin seker-niikleotid tanima bdlgesini olusturdugu
diisiintilmektedir. Sialik asitin koparilmasi da asidik olan endozomal ya da lizozomal
bolgelerdeki sialidazlarca saglanir. Birgok mikroorganizmada da silaidazlarin varligi
gosterilmistir. Bazi patojenik protozoalarda bulunan trans-sialidazlar, memeli hiicre

ylizeylerindeki sialik asitleri uzaklastirarak kendi hiicre yiizeylerindeki molekiillere
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transfer eder ve bdylece konuk¢unun immiin sisteminden korunmus olurlar. Terminal
bir bolgede bulunmalar1 ve negatif yiikleri nedeniyle sialik asitler, birgok molekiiller
arasi ve hiicreler arasi reaksiyonu inhibe etme yetenegine sahiptir (Varki ve dig.,

1999).

SIA, &zel lektinler icin taninmada kritik olan bilesenlerdir. SIA’in baglar1, bazende
altta bulunan seker zincirleri birgok lektin tarafindan spesifik olarak taninir. Bir¢ok
mikrobiyal-konukgcu interaksiyonu sialillenmis ligandlarin taninmasina baglidir (Orn:
Influenza viriisii ve Helicobcter pylori). Belli tiplerdeki lenfositler O-asetil sialik
asitlere sahipken, digerlerinde bu yapr yoktur. Yine bazi malignansilere sahip
hastalarin T-hiicrelerinde O-asetilasyonun artis1 rapor edilmistir. Hiicre ylizeyindeki
O-asetil ve N-glikolil gruplarinin ekspresyonu bakteriyal siyalidazlarin aktivitesini
sinirlandirabilir ve bazi patojenik viriislerin  baglanmasin1  bloke edebilir.
Transformasyon ve malign gelisim, tiimor hiicre yiizeylerindeki sialik asit tiplerinin,
baglarinin ve miktarinin degisimi ile ilgilidir. 9-pozisyonundaki O-asetilasyon kolon
karsinomlarinda kaybolurken, melonomlarda ortaya ¢ikar. NeuSAc, onko-fetal
antijendir. Fetal insan dokularinda, insan tiimorlerinde ve insan timor hiicre

hatlarinda eksprese olurken, normal insan dokularinda bulunmaz (Varki ve dig.,

1999).

1.1.9 Lektinler

Karbohidratlar, hiicrelerin iletisiminin saglanmasinda anahtar rol oynarlar ve bunun
icinde spesifik lektinleri reseptor olarak kullanirlar (Seyrek ve Bildik, 2001).
Lektinler (latince legere = secici anlaminda), enzim ve antikor 6zelliginde olmayan,
kendileri ic¢in spesifik karbohidrat uzantilarima baglanan proteinlerdir. Lektinler,

endogenik ya da egzogenik kaynakli olabilir (Varki ve dig., 1999).

Hayvansal lektinler, en iyi baglandiklar1 karbohidrat dizisine goére siniflandirilirlar
(Orn: B-galaktosid-baglayan lektinler gibi). Molekiiler klon ¢aligmalari, amino asit
dizilerine ve evrimsel iligkilerine gore daha iyi bir siniflandirma imkani saglamistir.
Bu sekilde yapilan ilk siniflandirmada karbohidrat tanima boélgelerinde yiiksek
derecede korunmus aminoasit dizileri géz oniline alinarak yapilmistir. Buna gore iki
grup lektin vardir. Ik grup tanima icin kalsiyuma ihtiya¢ duyar ve “C-tip” lektinler

olarak adlandirilir. Diger grup ise stabilite icin serbest tiol gruplarina ihtiyag duyar ve

44



“S-tip” lektinler olarak adlandirilirlar. Man-6-P taniyan iki lektin grubunun dizisi
yapildiginda, homolog fakat digerlerinden farkli bir form bulunmustur ve “P-tip”
lektinler olarak adlandirilmistir. Genel olarak P- ve S-tip lektinler bir tek seker (Man-
6-P ve B-galaktosidler gibi) siifim1 tanirken, C-tip gibi digerleri sadece ortak bir
lektin protein modiili tasiyan cesitli molekiilleri tanirlar. Yine sadece sialik asiti
tagiyan siiper aile olan “Siglec” (sialik asit baglayan immiinoglobulin benzeri
lektinler) heniiz tanimlanmistir. Bundan baska daha bir¢ok hayvansal lektin ¢esidi
bulunmaktadir [pentraksinler, I-tip lektinler, heparin (GAG-baglayan protein) gibi]
(Varki ve dig., 1999). Lektinlerle glukokonjugatlarin karbohidrat birimleri arasinda
anahtar-kilit prensibi esasina gore sekillenen karbohidrat-protein etkilesimleri;
hiicreler aras1 haberlesmede, sinyal transferinde, hiicre i¢i protein transportunda,
dollenmede, hiicre farklilasmasinda, hiicre adezyonunda, biiylimenin kontroliinde,
interferon ve sitokinin salgilanmasit gibi immunolojik olaylarda, makrofajlarin
fagositoz i¢in uyarilmasinda, patolojik olaylarda hiicrelerin transformasyonunda,
metastazda, embriyogenezde, ekzositoz ve endositozda rol oynarlar (Sekil 1.26)

(Seyrek ve Bildik, 2001°de 6zetlenmistir).
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Sekil 1.26 : Bitkisel lektinlerin bazi kullanim amaglar1 (Varki ve dig., 1999).
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Bitkisel lektinler, bitkilerde bulunan karbohidrat baglayan proteinlerdir. Bu lektinler
glikobiyolojinin gelisiminde olduk¢a Onemlidirler. Bir¢ok lektin multivalenttir ve
hiicreleri agglutine edici etkiye sahiptirler. Karbohidrat tiplerini ayirt edebilmeleri ve
bunlara yiliksek oranda afinite gostermeleri nedeniyle glikokonjugatlarin
karakterizasyonu i¢in Onemli araclardir. En 1iyi c¢alisilmis bitki lektinleri
Leguminosae familyasma ait olan Con A, soya aglutini ve lentin lektinidir. Iyi
calisilmis olan diger iki familya Gramineae (tahillar; bugday tohumu gibi) ve
Solanaceae (patates ve domates) familyasidir. Bitkisel lektinler bazi arastiricilar
tarafindan tanidiklar1 kii¢iikk karbohidrat haptenlerine gorede smiflandirilirlar
(galaktoz-baglayan lektinler ya da GIcNAc-baglayan lektinler gibi). Legliminoz
lektinlerin ¢ogu Ca™ ve Mn' ile sikica bagh olan metalloproteindir ve
tanimlanmalarin1 saglayan ortak konsensus dizilere sahiptirler. Birgok bitkisel lektin
hayvan hiicreleri i¢in toksiktir. Lektinlerin ¢ogu, pisme ya da sindirim esnasinda
bozulur, bu nedenle zararsizdir. Ancak ¢ig lektinlerin ¢ok yikici etkileri olabilir.
Zehirli olan lektinler genellikle heterodimerik yapidadir. Bir alt iiniteleri
karbohidratlar1 taniyip baglanirken, diger alt iinite enzim aktivitesine sahiptir.
Mesela, Ricinus communis’ten elde edilen risin, A ve B alt iinitelerine sahiptir. B
initesi karbohidrat tanima birimi iken, A alt {initesi adenozin-N-glikosidaz
aktivitesine sahip olan bir enzimdir. Bu yap1 endositoz ile hiicre i¢ine alindiginda
katalitik olarak ribozomlar1 inaktive eder ve protein sentezini tamamen durdurabilir.
Bir¢ok legiiminos bitki lektini, en az bir N-glikana (Con-A hari¢) ve metal baglayan
bir bolgeye sahiptir. Karbohidrat baglayan bolge bircok legiiminoz lektininde, H
baglari kombinasyonu, hidrofobik interaksiyonlar ve van der Waals baglar1 ile
ilgilidir. Yandaki protein altbdlgesi oligosakkarit baglanmasina yardimei olur ve
aglikon bdlgeleri ile hidrofobik iligkilerin ortaya ¢ikmasini saglar. Baglanma
bolgesinin yakinindaki metaller sekerle direkt olarak bag yapmazken, baglanma i¢in
gerekli olan aminoasit yan zincirlerinin stabilitesine yardimci olur. Lektinlerin 6rgii
yapist meydana getirebilme ozellikleri, ¢ok sayida baglanma bolgesi igeren hiicre
ylizey ve matriks glikokonjugatlar1 ile kompleks interaksiyonlar olusturmasina imkan
saglar ve bu da bitkisel lektinlerin biyolojik etkilerinin ortaya ¢ikmasina neden

olabilir (Varki ve dig., 1999).
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1.1.10 Programlanms hiicre oliimii-Apoptozis

Programlanmis hiicre o6liimii, eriskin dokularda ve embriyogenezde onemli rol
oynayan bir hiicre 6liim tipidir. Programlanmis hiicre 6liimii organizmada hasarli ve
tehlikeli hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglayarak bir savunma mekanizmasi
olusturur. Virusle enfeksiyon, DNA hasar1 gibi saldirilar, programlanmis hiicre
Olimiinii uyarir. Gelisme sirasinda ise ¢esitli dokulardaki istenmeyen hiicrelerin

ortadan kaldirilmasini saglar.

Apoptoz aktif bir siirectir ve bu esnada kromozomal DNA nukleozomlar1 arasindan
kesilerek parcalara ayrilir. Kromatin yogunlasarak, cekirdek kiiciik parcalara
boliiniir. En sonunda da hiicre biiziilerek apoptotik cisimcikler denen zarla cevrili
parcalara ayrilir. Bu yapilarda makrofajlarca ve komsu hiicrelerce taninarak fagosite

edilir.

Apoptoziste, kaspazlar 100 kadar farkli hedef proteini keserek apoptoza neden
olurlar. Kaspazlarin hedefleri arasinda, aktive edildiginde niikleer DNA’nin
parcalanmasimna neden olan DNAaz inhibitorii, niikleer laminler, hiicre iskeleti
proteinleri yer alir. Inaktif olarak salgilamp, diger kaspazlarca katalizlenen

proteolitik kesim ile aktiflesirler.

Bunun disinda hiicrede bulunan Bcl-2 ailesinin birgok iiyesi (Bcl-2 dahil)
antiapoptotik molekiillerdir. Memelilerde bunlar mitokondride gorev yaparlar ve
apoptozisin kontroliinde 6nemli rolleri vardir. Mitokondri biitiinliigliniin korunmasi
ve sitokrom-c salinimini diizenleyici rolleri vardir. Apoptozisi baskilayan Bcl-2 ailesi
iyeleri, sitokrom-c salinimini engeller. Diger {lyeleri ise, mitokondri hasarini,
sitokrom-c salinimini ve kaspaz aktivasyonunu uyararak apoptozisi indiiklerler. Bcl-
2 geni, bir onkogendir ve antiapoptotiktir, hiicre sagkaliminmi destekler. Bcl-2’nin
ylksek miktarda ekspresyonuna neden olan mutasyon ile bc/-2 onkogeni olusur. Bu
genin bulunusu, apoptozisin kanser gelisimindeki rolii agisindan dnemlidir (Sekil

1.27) (Cooper ve Hausman, 2006).
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Sekil 1.27 : Hiicresel apoptozis (http://www.cellsignal.com/reference/pathway/
Apoptosis_Overview.html).

Apoptozis ayni zamanda derinin de homeostazisini dengede tutan molekiiler bir
mekanizmadir. Keratinositlerde c¢esitli fizyolojik ve patolojik uyaranlarla aktive olur
(Gniadecki ve dig., 1998) ve UVB’nin karsinojenik etkisine karsi koruyucu bir
mekanizmadir (Laethem ve dig., 2005). UV radyasyonundan sonra, higbir bozukluk
olmadan apoptozisin hizli bir sekilde indiiklenmesi bu nedenle oldukca onemlidir
(Honda ve dig., 2009). Apoptozis hiicre ¢ogalmasini dengede tutarak epidermal
kalinlig1 korur, stratum korneum olusumuna katkida bulunur ve pre-malignant
hiicreleri elimine edebilir (Raj ve dig., 2006). Kanser, hiicrelerdeki apoptoziste

bozulma ile yakindan iligkilidir.
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1.2 Amag

Glinesin radyasyon etkisi, son zamanlarda atmosfer kirlenmesi ile birlikte ozon
tabakasinin incelmesine bagl olarak zararli hale gelmektedir. UV radyasyonu, deride
glines yanigi, erken yaglanma, kanser gibi bir¢ok hastaliga yol agmaktadir. Bu
hasarlar dokuda histolojik, sitolojik ve molekiiler diizeyde degisikliklere neden

olmaktadir.

Bitkilerin farmakolojik etkileri {izerindeki arastirmalar son yillarda hiz kazanmstir.
Aromatik bitkiler, eski zamanlardan beri medikal koruyucu ve tedavi edici olarak
kullanilmaktadir. Bitkilerin ugucu yag bilesenleri, kanser ve kardiyovaskular
hastaliklarda etkili olmakla birlikte, antibakteriyal, antiviral, antioksidan ve
antidiabetik ajanlar olarak da kullanilmaktadir. Ornegin, bir¢ok bitkinin yaginda
bulunan monoterpenlerin, karsinogenezisi Onledigi, erken ve ileri donem kanser

tedavilerinde etkili oldugu bilinmektedir.

Gilinesin UV radyasyonunun neden oldugu patolojilerde, DNA, proteinler, yag
asitleri ve seker yapilarinda oksidatif hasarlar meydana gelmektedir. Bu hasarlar,
hiicre metabolizmasinda, morfoloji ve ince yapi diizeyinde, hiicre organellerinde ve
ekstraselliiler alanda, regiilasyon yolaginda, farklilagsma, proliferilasyon ve apoptozis
gibi bir seri biyolojik olayda degisikliklere neden olmaktadir. Ayrica, hiicre zar1 ve
organel zarlarinin supramolekiiler yapisinda, hiicre yiizeyi mikromorfolojisinde ve

hiicrelerarasi baglantilarda da degisimler meydana gelmektedir.

Bu calismada, O. hypericifolium esansiyel yaginin UVB uygulanmis derideki
etkilerinin arastirilmasi agsagida belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.

1. Gaz kromotografisi-kiitle spektroskopisi (GC-MS) analizi: Yag icerigi

2. Histokimya: Genel histolojik yapi, kollajen ve elastik fibriller, mast hiicreleri,

lipit yogunlugu
3. Immunhistokimya: Laminin, Galektin-3

4. Lektin histokimya:
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Tablo 1.2 : Kullanilan lektinlerin reaksiyon spesifitesi.

Lektin Lektin adx Reaksiyon
kisaltmasi
GNA Galanthus nivalis agglutinin ~ a(1—3) ve a(1—6) bagli u¢ mannoz
gruplari
DSA Datura stramonium Galp(1—4)GIcNAc
agglutinin
MAL Maackia amurensis NeuAco(2—3)Gal
leukoagglutinin

5. TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL): Apoptotik hiicreler

6. Istatistiksel analizler (SPSS 16: Kruskal Wallis, Mann-Whitney test):

Epidermal kalinlik 6l¢iimleri, mast hiicre ve TUNEL-pozitif hiicre sayimlari

1.3 Literatiir Ozeti

1.3.1 Botanik ajanlar

Dogal ajanlarin ¢ok ¢esitli deri fotokoruma etkilerine sahip oldugu rapor edilmistir
(Afaq, 2011). Foto yaslanma ve fotokarsinogenezde, DNA foto hasar1 ve UV ile
gelisen reaktif oksijen tiirevleri (ROS) 6nemli bir rol oynar (Trautinger, 2001).
Deride, UV ile iligkili ROS’un yikici etkilerinden korumak igin, enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalar vardir (Pugliese, 1998; Guler Ozden
ve Gurer, 2007). Deri, ko-enzim Qo gibi (Hoppe ve dig., 1999) dogal antioksidanlar
kullanarak kendini foto hasardan korur (Pinnell, 2003). Rhie ve dig. (2001) insan
derisindeki antioksidan savunma sisteminin intrinsik ve fotoyaslanma stireglerinde
karmasik bir sekilde diizenlendigini belirtmislerdir. UV ile indiiklenen ROS olusumu
ve enzimatik antioksidanlarin (superoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz)
aktivitesindeki ve enzimatik olmayan antioksidanlarin (GSH gibi) seviyelerindeki
azalma, UVB ile 1sinlanan insan dermal fibroblast olgun hiicrelerinde gosterilmistir
(Ramachandran ve dig., 2010). Buna ilaveten, Heck ve dig. (2003) UV isinlarinin
katalaz aktivitesi ile olusturulan ¢ok miktarda ROS birikimini uyardigini ve bunun da
oksidatif strese, DNA hasarlarina ve deri kanserlerinin gelisimine neden oldugunu
rapor etmislerdir. Vitamin E ve C, c¢inko ve bitkisel antioksidanlar gibi giines
koruyucular1 kullanmak, UV 1sinlarina kars1 koruyucu metotlar olabilmektedir (Lin

ve dig., 2003; Afaq ve dig., 2002; Parat ve dig., 1997). Provitamin-E, a-tokoferol-6-
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O-fosfat uygulamasinin insanlarda UV ile indiiklenen deri hasarlarinin
engellenmesinde yararli olabilecegi rapor edilmistir (Nakayama ve dig., 2003).
Muizzuddin (1996), yapmis oldugu ¢alismada, UV radyasyonu uygulamasindan 6nce
deriye antioksidan uygulamasinin, insan derisini UVA, UVB ve hatta IR’ nin zararh
etkilerinden korudugunu ve hatta ticari olarak satilan giines kremlerinin igine
antioksidan ilavesinin, deriyi, deri kanseri ve fotoyaslanmaya neden olan kronik

aktinik keratozisten korudugunu ortaya koymustur.

Bitkisel terapiler, dermatolojik hastaliklar gibi bir¢ok hastalifin tedavisi i¢in uzun
yillardir kullanilan yontemlerdir (Edris, 2007; Bedi ve Shenefelt, 2002; Afaq ve dig.,
2002). Son yillarda da insan derisinin botanik antioksidanlar kullanilarak UVB
hasarlaria kars1 fotokimyasal olarak korunmasina giderek artan bir ilgi vardir (Afaq
ve dig., 2009). Bu konuda bitki bilesenlerinin etken maddelerinin hasarlar iizerindeki
koruyucu-tedavi edici 6zellikleri yogun olarak arastirilmaktadir. Bitki bilesenlerinin
(botanik antioksidanlar) deri kanserlerini onlemedeki etki mekanizmalar1 hayvan
modellerinde calisilmaktadir (F’Guyer ve dig., 2003). Kanserin erken agamalarinda
calismak i¢in tasarlanmis hayvan modelleri hastaligin baslangici ile iligkili molekiiler

olaylar1 ve tepki gostergelerinin tanimlanmasi igin degerlidir (Young ve dig., 2009).

Diyetsel antioksidanlar endogenik foto koruma saglarlar ve deri sagligimin
korunmasinda 6nemlidirler (Heinrich ve dig., 2006). Basta diyetsel flavonoidler veya
fenolik bilesenler olmak tizere ¢ok cesitli bitkisel bilesenler, fotokarsinogenezin ve
deri hasarlarinin 6nlenmesinde yogun olarak calisilmaktadir (Baliga ve Katiyar,
2006; Svobodova ve dig., 2003). Flavanollerce zengin iceceklerin diizenli olarak
tiikketilmesi 6nemli bir fotokoruma saglamasinin yaninda, cilt yapisi ve fonksiyonunu
tyilestirerek cilt sagligini korumaya yardimci olabilir. Diyetsel olarak kakaoda
bulunan flavonoller, dermal kan akimimi arttirarak ve kozmetikle ilgili olarak cilt
ylizeyi ve hidratasyonu etkileyerek endogenik fotokoruma saglar (Heinrich ve dig.,
2006). SKH-1 tiiysiiz farelerinin silibininle beslenmesi deri epidermisinde UVB ile
indiiklenen hasarlardan a: DNA hasarlarinin olusumunu engelleyerek ya da onarimini
arttirarak, b: UVB ile indiiklenen hiperproliferatif cevaplari indirgeyerek ve c:
UVB’den kaynaklanan apoptozisi ve giines yanigi hiicre olusumunu inhibe ederek
(muhtemelen temel UVB hasar1 kontrol sensorleri olan p53 ve p21/cip!’in slibininle
regiilasyonunun artmasi ile) giiclii bir koruma saglamistir (Gu ve dig., 2005).
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Yiizeysel olarak flavonoid uygulanmasinin, glines 1sinlarmin neden oldugu, baslattig
ya da kotilestirdigi bazi1 cilt hastaliklarinda koruyucu ajanlar olarak
kullanilabilecekleri bildirilmistir (Bonina ve dig., 1996). Ayrica, soyada bulunan
izoflavonlarin UV ile hasarlanan derideki anti-yaslanma etkisi tiiysiiz fare
modellerinde gosterilmistir (Kim ve dig., 2004). Siiper sizma zeytinyaginin, giines
banyosundan sonra giinliik ylizeysel olarak kullanilmasi insan derisinde UV ile
indiiklenen deri kanserlerinin gelisimini geriletebildigi ya da indirgeyebildigi
bildirilmistir (Ichihashi ve dig., 2000). Yine, zeytinyagmin UVB uygulamasindan
hemen sonra yiizeysel olarak uygulanmasinin, fare derisindeki UVB ile indiiklenen
timorleri etkili sekilde indirgeyebilecegi, bununda muhtemelen reaktif oksijen
tiirevlerinin neden oldugu DNA hasarlarin1 indirgeyen antioksidan etkisi sayesinde
gerceklestirdigi rapor edilmistir (Budiyanto ve dig., 2000). Resveratroliin (bitki
fitoaleksini) fare derisine yiizeysel uygulamasmin, UVB ile indiiklenen deri
kalinliginda, hiperplazide ve l6kosit infiltrasyonunda anlamli bir diislise neden
oldugu ve UVB ile olusan deri kanserlerinin de dahil oldugu kutan6z hasarlarin
onlenmesinde yararli olabilecegi rapor edilmistir (Reagan-Shaw ve dig., 2004). Buna
ek olarak, soyadan elde edilen bir fitodstrojen bilesigi olan genisteinin,
fotokarsinogenezise karsi kemopreventif ajan olarak (Moore ve dig., 2006) ve iiziim
cekirdegindeki proantosiyanidinlerin, UV ile indiiklenen oksidatif strese bagl deri
hastaliklarinin indirgenmesinde kullanilabilecegi (Mantena ve Katiyar, 2006)
bildirilmistir. Yine, zerdecal (Curcuma longa L. Zingiberacease rizomu)’in kronik
UVB maruziyeti ile olusan deri hasarlari1 Onleyip Onleyemeyecegi melanin
iiretmeyen tliysliz farelerde arastirilmis, giinde 2 kez uygulanan 300 veya 1000
mg/kg zerdecalin deri kalinligindaki artis1 ve deri elastikiyetindeki azalis1 onledigi
bulunmustur. Kronik UV maruziyetinin neden oldugu MMP-2 ekspresyonundaki
artisin inhibe edilmesinden dolayi, UVB ile indiiklenen deri yaslanmasinin zerdegal
ile dnlenebilecegi bildirilmistir (Sumiyoshi ve Kimura, 2009). Likopen, domates ve
tirtinlerinde bulunan asiklik bir hidrokarbon karetenoittir ve ylizeysel uygulamasinin
UVB ile indiiklenen akut hasarlara karsi koruma saglayabilecegi diisiiniilmektedir
(Fazekas ve dig., 2003). Cay ya da diger bazi bitkilerde bulunan polifenoller
hidroksil radikallerini siipiiriicii etkilerinden dolay1 antioksidan 6zellige sahiptirler ve

boylece insan hiicrelerini radyasyonla indiikklenen DNA hasarlarma karsi
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koruyabilirler (Parshad ve dig., 1998). Katiyar ve dig. (2000a) yesil cay
polifenollerinin fare derisinde kimyasal karsinogenezise ve fotokarsinogenezise karst
koruyucu etkilerinin bulundugunu bildirmistir. Insan derisinin tek doz UVB (4,0
MED) uygulamasindan once degisen dozlarda yesil cay polifenolleri ile muamele
edilmesinin, doza bagl olarak epidermis ve dermisteki UVB ile indiiklenen
siklobilitan primidin dimerlerinin olusumunu azalttigt ve belkide bdylece
fotokarsinogenezisi inhibe ettigi rapor edilmistir (Katiyar ve dig., 2000b). Bir besin
takviyesi olarak yesil c¢ay polifenollerinin, UVB 15181 kaynakli erken cilt
yaslanmasini hafifletmek i¢in yararli olabilecegi bildirilmistir (Vayalil ve dig., 2004).
Kiiltiire edilmis oreganonun (O. vulgare L.) aromasi, lezzeti ve farmasotik degeri
esansiyel yagimin biiyilk bir kismim1 meydana getiren monoterpenlerden ve
seskiterpenlerden kaynaklanmaktadir (Crocoll, 2011). Origanum tiirlerinde yer alan
fenolik bilesiklerin antioksidan ve potansiyel antikarsinojenik etkisi de bilinmektedir

(Ghasemzadeh ve Ghasemzadeh, 2011; Rice-Evans ve dig., 1996).

1.3.2  Origanum

Origanum L., Lamiaceae familyasina ait bir cinstir, Tilrkiye’de 21 endemik tiirii
bulunur (Baser, 2002) ve O. hypericifolium O. Schwartz & P.H. Davis’de bu
tiirlerden biridir (Davis, 1982). Bitki ¢ay1 olarak diyabet tedavisinde ve toz haline
getirildikten sonra ise peynir ve yiyeceklere baharat olarak ilave edilir (Sonmez,
1999). Bu bitkinin antikandidal ve antifungal etkilerinin arastirildigi calismalar da
mevcuttur. Candida albicans ve Candida tropicalis maya hatlarinin  O.
hypericifolium ekstrakti polar fraksiyonuna karsi duyarli oldugu ve antikandidal
aktivitesi nedeniyle yiyeceklerde ve ilaglarda kullanilma potansiyellerinin bulundugu
belirtilmistir (Celik ve dig., 2010a). O. hypericifolium yagimin antifungal aktivitesi
ise, findik ve cevizden izole edilen 14 fungi iizerinde degerlendirilmistir. Ugucu
denemelerinde, denenen tiim tiirlerin misel gelisimlerinin 3. giinde tamamen inhibe
oldugu goriilmiistiir. Bu sonucun, Origanum’un monoterpen igeriginden
kaynaklaniyor olabilecegi belirtilmistir (Ocak ve dig., 2012). O. hypericifolium
esansiyel yaginin ana bilesenlerinin p-simen, karvakrol, timol ve y-terpinen gibi
monoterpenler oldugu tespit edilmistir (Celik ve dig., 2010b). Monoterpenlerin,

karsinogenezisi onledigi, erken ve ileri donem kanser tedavilerinde etkili oldugu
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ortaya konmustur (Gould, 1997). Timol ve karvakrol antioksidan (Youdim ve Deans,
2000; Yanishlieva ve dig., 1999; Aeschbach ve dig., 1994), antitiimor/antikanser
(Ozkan ve Erdogan, 2011; Jaafari ve dig., 2007) ve antibakteriyal (Xu ve dig., 2008;
Nostro ve dig., 2007) ozelliklere sahiptir. Kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri
hiicre serisinde karvakrol’iin hiicre biiyiimesinde yliksek potansiyelli bir inhibitor
olarak rol oynadig1 bildirilmistir (Koparal ve Zeytinoglu, 2003). Insan hepatoma
HepG2 hiicreleri {izerinde yapilan bir calismada ise, karvakroliin dogrudan
mitokondriyal yolagi aktive ederek apoptozisi indiikleyebilecegi rapor edilmistir
(Yin ve dig., 2011). Aristatile ve dig. (2010) diyetsel bir antioksidan olan
karvakroliin koruyucu etkisini UVB ile ortaya ¢ikan ROS’u azaltarak sagladigi

sonucuna varmiglardir.

1.3.3 UV’nin etkileri

Radyasyona ya da kimyasal karsinojenlere maruz kalma genomda degisiklikler
ortaya c¢ikarmaktadir. Bunun nedeni, hidroksil serbest radikaller olan yiiksek
orandaki reaktif tiirlerin ortaya ¢ikmasidir. Bu radikaller, kimyasal baglar1 kolayca
kirar, niikleik asitlerin temeli olan sekerlere etki ederek baglanir ve DNA’da tek
zincir kiriklarina neden olur. DNA bazlarindaki basit modifikasyonlarla ¢esitli
tiplerde baz degisikleri ortaya cikarir. Bazi1 bazlar sekerlerden ayrilarak abazik
bolgeler olusturur. Tek zincir kiriklari, eger DNA replikasyonu boyunca tamir
edilmeden kalirsa, 6ldiirlicii bir lezyon haline gelir. DNA lezyonlarindan tehlikeli
olan bir digeri, radyasyon ile indiiklenen ¢ift zincir kiriklaridir. Iyonize radyasyon,
enerjisini foton ya da partikiillere aktararak kisithi bir alan i¢inde radikallerin
olusmasina neden olur. Radikaller, DNA’ya yapistiklarinda hasarlara, kirilmalara ya
da her ikisine birden neden olur (Reynolds ve Kelly, 1995). DNA iizerinde meydana
gelen hasarlar, mutasyonlara yol agar. Bdylece hiicre transforme hale gelir,
anormallesir ve kanserli hale gecer. Kanser Onciisii olan hiicreler (neoplastik
hiicreler), dokunun ihtiyacindan bagimsiz olarak boliiniirler. Bu durumda bir¢ok
hiicresel fonksiyon degisir. Bunlardan biri olan apoptozis, metabolik olarak
tetiklenen hiicre 6limiidiir ve hiicre yapisinda sitolojik degisikliklerle karakterizedir.

Tiimdrojenik hiicrelerde apoptozis inaktive edilebilir.
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Yapilan caligmalarda, UV radyasyonunun keratinositlerde genetik degisimleri
indiikleyerek neoplastik transformasyonlara yol actigt ve deride normal immiin
cevaplar1 baskilayarak deri kanserlerinin gelisiminde ikili rol oynadig: bildirilmistir
(Ouhtit ve Anathaswamy, 2001). Ayrica, tekrarlayan minimal eritemal ya da
suberitemal doz UV radyasyonunun HRA/SKH-1 tiiysiiz farelerdeki tiimorleri
indiikledigi rapor edilmistir (Gallagher ve dig., 1984).

UVB maruziyeti epidermal proliferasyonu ve farklilasmayi tesvik eder ve etkisi doza
ve tekrarlanma durumuna gore dogrusal olarak artar (Lee ve dig., 2002). Endikatif
insan verileri ve tliysiiz farelerden elde edilen deneysel veriler, UVB ile p53’iin
degistigini ve UVB radyasyonu ile indiiklenen deri kanserinde erken donemde ortaya
cikan bir olay oldugunu gostermektedir (Berg ve dig., 1996). Ayrica, UVB
radyasyonu, DNA hasarma, protein oksidasyonuna, apoptotik giines yanigi
hiicrelerinin olusumuna ve MMP’lerin indiiklenmesine neden olur (Katiyar ve dig.,
2011; Afaq ve dig., 2009; Lippens ve dig., 2009). UVB ile 1sinlanan insan ergin
dermal fibroblast hiicrelerinde, UVB’nin ROS olusumunu indiikledigi, enzimatik
antioksidan sistemin (sliperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz)
aktivitesinin azalmasina ve enzimatik olmayan antioksidanlarin (GSH) seviyesinde
diismeye neden oldugu gosterilmis (Ramachandran ve dig., 2010) ve ROS’larin

fotoyaslanmanin gelisiminde 6nemli rolleri oldugu belirtilmistir (Trautinger, 2001).

UVB 1sinlarina maruziyetten korunma, yiiksek koruyuculu giines kremleri kullanma
gibi ¢esitli yaklasimlarin bir kombinasyonu ile elde edilebilir. Arastirmacilar, UV
radyasyonundan korunmak i¢in giines kremi kullanmayi Onermektedirler. Deri
ylizeyinde daha uzun kalan ve ROS’u nétralize eden antioksidanlar igeren giines
kremlerinin gelistirilmesi fotokorumanin alanidir. Antioksidanlar, serbest radikalleri
yakalayarak fotokoruma etkisine yardimci olabilirler (Mishra ve dig., 2011). Giines
koruyucular1 UV radyasyonunun zararli etkisine karsi koruma saglar. Giines
koruyucular i¢in belirlenen SPF (Sun Protection Factor; UVB 1sinlarina kars1 koruma
Olciisli) degeri, glines koruyucuyla ya da koruyucusuz deride yanma ya da minimal
eritem olusmadan Once derinin tolare edebilecegi gilines maruziyetinin derecesi

olarak tanimlanir (Gasparro ve dig., 1998).
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1.3.4  Deri kalinlasmasi

Derinin giines 15181 ile maruziyeti sonucunda, deri bag dokusu fibrilleri elastikiyetini
kaybeder, deri gerilir, sertlesir ve daha sonra sarkarak burusur (Akay, 2001).
Hiperplazi; ultraviyole 1sinlarinin neden oldugu derideki stratum korneum, epidermis
ve dermis tabakalarindaki kalinlagsmadir. Kalinlagma deriyi glines yanigindan korur.
Hiperplazi, akut UV ile karsilasmay1 izleyen, hem DNA, RNA ve protein sentezinin
artmast hem de epidermal, daha az olarak da hiicre c¢ogalmasi aktivitesinin
artmasinin bir sonucudur. UV 1sinlar1 keratinosit hiicre sayisinda artisa ve bircok
inflamatuar medyatorlerin salinmasina neden olur. Bu kalinlagma agik tenli kisilerde,
bronzlasmadan daha  fazla  koruyuculuk saglar (Karaduman, 1999:
http://saglik.tr.net/genel_saglik solar radyasyon.shtml). Fotoyaslanma ise, kronik olarak
glines 1sinlarma maruz kalmis orta yas ve daha iizerindeki eriskinlerde, deride
meydana gelen klinik ve dermatopatolojik degisiklikleri tanimlamak i¢in kullanilan
bir terimdir (Peskircioglu ve Bostanci, 1994). Fotoyaslanmanin ana nedeni UV
1sinlaridir.  Fotoyaslanma, hiicresel biyosentetik aktivite degisimlerini igerir ve

dermal matriksin genis ¢apl diizensizligine yol agmaktadir (Jenkins, 2002).

1.3.5 Mast hiicreleri

Mast hiicreleri, immiinolojik, neoplastik, inflamatuar ve diger baz1 sartlar ile
ilgilidirler (Yong, 1997). Mast hiicre aracili alerjik reaksiyonlar, astim, alerjik rinit ve
sinuzit gibi bir¢ok alerjik hastalik ile baglantilidir. Zehirli sarmasik ya da zehirli
meseye cevaben olusan allerjik kontakt dermatit ve kronik diisiik doz UVB
maruziyeti deriye hasar verebilir. Mast hiicreleri yaygin kazanilmis bagisiklig1 ya da
dogustan gelen yanitlar1 alevlendirdigi diisiiniilen proinflamatuar medyatdrler
tiretirler (Grimbaldeston ve dig., 2007). Mast hiicrelerinin uyarilmasi degraniilasyon
siirecini baglatir, histamin ve inflamatuar sitokinler gibi bir dizi medyatorlerin
salmimi ile sonuglanir (Ganapaty ve dig., 2010). Mast hiicreleri, sadece alerjik
reaksiyonlarla ilgili olmayip, ¢esitli hastaliklarda da aktivitesi ve sayisi artan
hiicrelerdir. Mesela sedef hastaliginda, mast hiicreleri primer 6neme sahiptir
(Ozdamar ve dig., 1995). Mast hiicreleri dogal ve kazanilmis immiin reaksiyonlarda,
ozellikle anjiyogenezis, doku tamiri ve doku yeniden yapilanmasi gibi bir dizi temel

fonksiyonda aktif olarak rol alir. Mast hiicrelerinin tiimor gelisimi ile olan ilgileri
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tartigmalidir. Bazi deliller mast hiicrelerinin tlimorogenezi ve tiimdr ilerlemesini
diizenledigini diisiindiirmektedir. Mast hiicrelerini kanser ile iligkilendiren en 6nemli
konulardan biri bu hiicrelerin proanjiyogenik faktorleri salgilayabilme yetenegidir
(Ribatti ve Crivellato, 2012). Grimbaldeston ve dig. (2000), mast hiicrelerinin
fonksiyonlarmin farelerde oldugu gibi insanlarda da, immiin baskilanmay1
baslatarak, boylece bazal hiicreli karsinom gelisimine izin veren bir ortam saglamak

oldugunu varsaymiglardir.

Eritem, giines yanig1 inflamasyonudur ve derinin UV’ye verdigi ilk akut yanittir.
Olusumunda birincil faktér UVB’dir. UVB'ye bagli eritem giines 1sinlar1 ile temastan
sonraki birkag saat icinde baslar, 6-24 saatte en tist diizeye ulasir, birkag¢ giinde solar
ve yerini soyulma ve bronzlasmaya birakir. UV’nin, DNA ve proteinler tarafindan
absorbe edilmesiyle ortaya g¢ikan molekiiler ve hiicresel yikimdan dolay1r olusan
prostaglandinler gibi medyatdrler damarlarda genislemelere ve inflamasyona neden
olur (Karaduman, 1999: http://saglik.tr.net/genel saglik solar radyasyon.shtml). UV
radyasyonu, 6zellikle UVB, immiin baskilayici etkiye sahiptir (Finlay-Jones ve Hart,
1997). UV, bagisiklik sistemini antijen sunan hiicrelere etki ederek, sitokin salinimini
indiikleyerek ve yilizey molekiillerinin ekspresyonunu diizenleyerek bozabilir
(Beissert ve Schwartz, 1999). Insan epidermal keratinositlerinin UV maruziyeti
sitokinlerin salintmini indiikler. Siklobiitan primidin dimerleri bu siirecte 6nemli rol
oynar. Bu sitokinler immiin sistem hiicrelerinin aktivitesini diizenleyebilir (Green ve
dig., 1999). Sonugta, bu immiin regiilator sitokinler, uzak bolgelerdeki antijen sunan
hiicre fonksiyonlarini etkiler. UV 1sinlarina maruziyetin bir sonucunun, immiin
islevlerin bozulmasi ile sonuglanabilen lenf nod dentritik hiicreleri tarafindan IL-12
tiretimindeki degisiklikler oldugu diistiniilmektedir (Ullrich ve Schmitt, 2000). UV
1sinlar1, epidermal langerhans hiicrelerinin (LH) say1 ve islevlerini etkileyerek ve
antijen sunma yeteneklerini azaltarak sebep oldugu immiinolojik degisiklikler; a)
antijene Ozgli T hiicrelerinin gelisimini uyararak ge¢ tipte asir1 duyarliligin
baskilanmasi ve sonugta timor reddinin engellenmesi, b) LH islevlerinin
diizenlenmesinde rolii olan keratinosit ve diger inflamatuar hiicrelerin islevlerinin
bozulmasi ve LH hiicreleri iizerindeki diizenleyici gorevlerinin olumsuz etkilenmesi,
c) bagisikligin  baskilanmasi  seklinde siralanabilir  (Karaduman, 1999:

http://saglik.tr.net/genel_saglik_solar radyasyon.shtml). Ayrica, orta dalga boylu UV
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maruziyeti, mast hiicrelerinden liberatér-kaynakli histamin salinimini inhibe eder

(Graevskaya ve dig., 2000).

Solar elastozis, foto yaslanmaya ugramis insan derisinin ve sigan derisinde deneysel
olarak ortaya cikarilan fotoyaslanmanin ayirici bir 6zelligidir. (Gonzalez ve dig.,
1999). Dermal mast hiicre sayisi, kronik UV 1sinlamasina bir cevap olarak insanlarda
ve insan foto yaslanma modeli HRS/SKH-1 farelerde artmaktadir. Bu artmig mast
hiicre sayisinin, kismende olsa, kronik olarak UV’ye maruz birakilmis ya da foto
yaslanmaya ugramis derideki hasarlardan sorumlu olabilecedi One siriilmiistiir
(Gonzalez ve dig., 1999; Learn ve Moloney, 1991). Dermal mast hiicreleri, UVB
radyasyonu sistemik kontakt hipersensitivite cevabinin baskilanmasinin baglatilmasi
icin gereklidir ve mast hiicrelerinden kaynakli histamin bu UVB ile indiiklenen
sistemik immiinosupresyonun bir bileseni olarak diisiiniilmektedir (Hart ve dig.,

1998).

Cesitli bitkisel ekstraktlarin mast hiicreleri lizerine etkilerinin arastirildigi ¢calismalar
vardir. Solanum trilobatum’un sulu ve alkolik ekstrakti mast hiicre degraniilasyonunu
inhibe ederken, kiiltiire edilmis keratinositlerden anlamli sekilde IL-la salinimini
diistirtip, IL-8 salinimini arttirmaktadir. Oral olarak sulu ve alkolik S. trilobatum
ekstraktinin alimimi, deneyde kullanilan sicanlarda mast hiicrelerini stabilize
etmektedir (Ranjith ve dig., 2010). Yine, Nyctanthes arbortristis Linn (Oleaceae)
petrol eter ekstrakti bronkiodilatasyon ve mast hiicre stabilizasyon etkisine sahiptir
ve astim tedavisinde kullanilabilir (Nirmal ve dig., 2012). Zizypus jujuba esansiyel
yag1 hayvan modellerinde deri iltihaplarinin inflamasyon cevabini inhibe etmektedir

(Al-Reza ve dig., 2010).

Mast hiicreleri uygun bir sekilde fikse edildiklerinde ve toluidin mavisi gibi
metakromatik boyalarla boyandiklarinda, metakromatik icerikleri kolayca ayirt
edilmelerini saglar (Yong, 1997). Mast hiicreleri, standart toluidin mavisi yontemiyle
ya da immiinhistokimyasal olarak da gosterilebilirler (Walls ve dig., 1990). Ozdamar
ve dig. (1995), toluidin mavisi reaksiyonunun mast hiicrelerinin incelenmesinde daha

giivenilir bir yontem oldugunu belirtmislerdir.
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1.3.6  Deri yiizey ve sebase bezi lipitleri

Epidermal lipitlerin ve deri morfolojisinin 6nemli Sl¢lide derinin gegirgenligini
etkiledigi kabul edilmektedir (Stahl ve dig., 2008). Deri ylizeyi, dis ¢evre ile bir ara
birim olusturur, mikrobiyal kolonizasyon ve enfeksiyona karsi ilk savunma hatti
olarak is goriir. Deri ylizeyindeki lipitlerin antimikrobiyal bir bariyer olusturdugu
diistintiliir. Bu lipitlerden bazilar1 epidermiste sentezlenip hiicreler farklilagirken
ylizeye dogru taginirlarken, diger kismi sebase bezleri tarafindan yiizeye salgilanirlar
(Drake ve dig., 2008). Sebase bezleri, parmak uglar1 ve ayak tabani disinda her yerde
bulunan bezlerdir. Bu bezlerin ger¢ek fonksiyonlar: tam olarak bilinmemekle birlikte
bu konuda, antioksidan ve antibakteriyal etkilere sahip olmasi ya da feromonlarin

transportu gibi birgok teori bulunmaktadir (Smith ve Thiboutot, 2008).

Stratum korneum, lipit alanlar i¢cinde gomiilii, igleri keratin ve su ile dolu o6li
hiicrelerden olusur. Lipit alanlar, stratum korneumun kesintisiz olan tek yapisidir
(Bouwstra ve Gooris, 2010). Stratum korneum, dehidrasyondan ve dis tehlikelerden
koruma gorevi goriir. Stratum korneumda bulunan 3 6nemli lipit; seramitler, serbest

yag asitleri ve kolesteroldiir (Bouwstra ve Gooris, 2010; Jungersted ve dig., 2008).

Insan derisi en dis yiizeyinde bulunan deri yiizey lipitleri, giinesin UV 1smlarmin ilk
hedefleridir (Mudiyanselage ve dig., 2003). Derinin UV maruziyetinin, in vitro
sartlarda epidermal hiicrelerde bir takim degisikliklere neden olan, deri yiizey lipitleri
kaynakli lipoperoksitlerin olusumuna neden oldugu diistiniilmektedir (Picardo ve
dig., 1991). UVB ve bir miktarda UVA maruziyetinin straum korneum lipitlerinin

miktarini arttirdigr goniilliilerin derilerinde gosterilmistir (Lehmann ve dig., 1991).

Atopik dermatitis ve saglikli kontrollerle yapilan c¢alismada, stratum korneum
lipitlerinden seramit 1 ve kismen seramit 3’{in, hastalifin patogenezisindeki olasi
rolii ortaya konmustur. UV 151 ile tedavide 3 temel stratum korneum lipidinde
(seramidler, serbest vyag asitleri ve kolesterol) artis olurken, yiizeysel
glukokortikoidlerin azalisa yol acabildigi, bu tiir etkilerin, deride bariyer fonksiyonu
bozulmus hastaliklarin tedavisindeki klinik sonuclar etkileyebilecegi bildirilmistir

(Jungersted ve dig., 2008).
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1.3.7 Kollajen ve elastik fibriller

UV radyasyonu ile indiiklenen hiicre zari ve organel zarlarinin supramolekiiler
yapisindaki degisiklikler, akut radyasyon hasar1 gelisiminde O6nemli role sahiptir.
Hiicre yiizeyi mikromorfolojisinde ve hiicrelerarasi baglantilarda gozlenen
degisimler, UV’ye maruz birakilan hiicrelerdeki hiicre iskeleti elemanlarinin yeniden
diizenlenmesi ile yakindan ilgilidir (Somosy, 2000). Ornegin, hiicre yiizeyi
proteoglikan1 (ECM ve biliyiime hormonlari ile baglant1 kurar) sindekan’in, UVA ve
UVB ile indiiklenen malign transformasyonda ekspresyonu azalmaktadir (Inki ve
dig., 1991). Hiicresel bilesenlerde ve ECM’te meydana gelen degisim, elastosis
(retikiiler dermiste elastotik materyal birikimi) (Seo ve dig., 2001), elastik fibrillerde
hasar, glikozaminoglikanlarda artis (Kligman ve dig., 1985) ve kollajende azalmalar
seklinde sonuglanir (Kligman ve dig., 2000). Histokimyasal c¢alismalar, UV
radyasyonunun bag dokusunun ana bileseni olan kollajen lizerinde etkili olarak
dermisin kalinlasmasina yol agtigin1 géstermistir (Kligman ve dig., 1989). Kollajenin
UV radyasyonuna maruz kalmasi ile yapisinda meydana gelen degisiklikler, kollajen
molekiillerinin denatiire olmasiyla olusan yeni bir konformasyonel yap1 ile kendini
gosterir. Bitki ekstraklarinin bilesenleri (0zellikle flavonoidler) UV’yi absorbe
ederek kollajen i¢in olan yikict etkiyi inhibe eder (Yurin ve dig., 2004). Son
zamanlarda bir¢ok in vivo ve in vitro ¢alismalar botanik ajanlarin UV ile 1sinlanan
deri iizerine olan etkilerini gostermistir. Ornegin, farelere oral olarak verilen diyetsel
soy izoflavonlarinin UV ile indiiklenen matriks metalloproteinaz ekspresyonunu
inhibe ederek, kollajen yikilimini azalttig1 gdsterilmistir (Kim ve dig., 2004). Benzer
sekilde, ellagik asit (¢ilek ve narda bulunan polifenol) kullanilarak, UVB ile
indiiklenen kollajen yikiliminin ve buna ek olarak inflamasyonun inhibe edildigi

rapor edilmistir (Bae ve dig., 2010).

UVB radyasyonu insanlarin ve deney hayvanlarinin derilerinde elastin sentezini
arttirir (Starcher ve dig., 1999). Fotoyaslanmaya ugramis derinin en belirgin 6zelligi
elastik lif bozulmasimin son {iriinii olan solar elastozistir. insan derisinin belirli bir
esik degerde UV’ye, infrared radyasyonuna (IR) ve 1stya maruziyeti elastik fibrilleri
pargalayabilen giiclii proteolitik enzimlerle dolu nétrofil akinina sebep olur.
Notrofillerin temel {irlinii olan notrofil elastaz, farelerdeki giinese baglh elastozis ile
yakindan iligkilidir (Rijken ve Bruijnzeel, 2009). UVB maruziyeti ayrica hayvan
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derilerindeki fibroblast elastaz aktivitesini de uyarir (Imokawa, 2008). Tsukahara ve
dig. (2001), fibroblastlardaki elastaz aktivitesinin UVB maruziyetinden hemen sonra
Sanguisorba officinalis L. ekstrakti kullanimi ile inhibisyonunun UVB maruziyetini
takip eden foto hasarlara engel oldugunu gostermislerdir. Philips ve dig. (2003),
Polypodium leucotomos ekstraktinin fibroblast ve keratinositlerde, membran
biitiinliglinli korudugunu, lipit peroksidasyonunu ve MMP-1 ekspresyonunu inhibe
ettigini, elastin ekspresyonunu ise stimiile ettigini gdstermislerdir. Ustelik, Kim ve
dig. (2008), Red Ginseng ekstraktinin oral alarak alinmasinin (20 ya da 60 mg/kg,
giinde iki kez) farelerde UVB maruziyeti ile olusan deri hasarlarinda (deri
kalinliginda ve pigmentasyonda artis, deri elastikiyetinde azalma) koruma sagladigini

rapor etmislerdir.

1.3.8 Laminin

Laminin, dermal epidermal BM’nin altinda ve kan damarlarinin dis kisimlarinda yer
alir. Laminin, hiicresel fonksiyonun modiilasyonu ve hiicre dis1 matriks
organizasyonundan sorumludur (Sansilvestri-Morel ve dig., 2007). Laminin 332
(Lm332, ya da Laminin 5) deride BM proteinidir ve yara iyilesmesi ve kanser
invazyonunda hiicre hareketliligini indiiklemektedir (Kariya ve dig., 2010). Laminin
dagilim paterni, bir¢ok hastalikla iligkilidir. Psoriatik (sedef hastaligi) deriden alinan
ornekler laminin i¢in boyandiginda, devamli olmayan, zayif ve diizensiz kesintili bir
BM goriilmiistiir. Calismadan elde edilen sonuglar, laminin dagilim paterni gibi
BM’deki degisikliklerin psoriasis patogenezisinde onemli rolleri olabilecegini isaret
etmektedir (Esrefoglu ve dig., 2005). Buna ek olarak, amyotrofik lateral skleroz
(ALS) (merkezi sinir sitemindeki motor sinir hiicrelerinin kaybindan ileri gelen bir
hastalik, motor néron hastaligi) hastalarinin derilerindeki laminin 1 dagilim paterni
incelendiginde, ALS hastaliginin patogenezisinin, deri 6rneklerindeki laminin 1
degisimleri ile iligkili olabilecegi ve ALS hastalarinda yara olmamast durumunda
derinin mekanik 6zelliklerindeki degisimlere katkida bulunabilecegi diistiniilmiistiir

(Ono ve dig., 2000).

Timor invazyonu sirasinda, BM bariyer kayb1 olusur ve devamli olmayan bir
laminin boyanma paterni izlenir (Patarroyo ve dig., 2002). Laminin boyanmasindaki

kayip, kismi kayba isaret eder (Pettersson ve dig., 2000). Sitoplazmik ve BM
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lamininleri, bazal hiicreli karsinomlarin (BCC) patogenezisinde ve invazyonunda
onemlidir. BM bolgesindeki ve daha farklilasmis timorlerde bulunan bir¢ok laminin,
daha ¢ok sitoplazmik ve BM boyanmasi seklinde ifade edilir (Mostafa ve dig., 2010).
Terranova ve dig. (1982), farelere ait olan 2 metastatik hiicre hattinin ve de§ismis
metastatik olmayan sarkoma hiicre hattinin, tip IV kollajene baglanmasini
arastirmiglardir. Elde edilen bu veriler, metastatik siire¢ boyunca lamininin
metastatik ~ tiimor  hiicrelerinin  BM’ye  baglanmasimni  yoOnlendirdigini

diistindiirmektedir.

BM epidermisin ve dermisin saglikli bir sekilde korunabilmesi i¢in dnemli rollere
sahiptir ve tekrar eden hasarlar deriyi stabil olmayan bir duruma getirerek yaslanma
siirecini hizlandirir. Bazi kozmetik maddeler, laminin 332, epidermis ve/veya
dermisteki tip IV ve VII kollajen gibi BM bilesenlerinin sentezini arttirarak BM
onarimint tegvik ederler. Bu ylizden, BM deri koruma iiriinleri i¢in iyi bir hedeftir.
BM onarimmi arttiran bilesenler epidermal-dermal haberlesmeyi ve deri
homeostazisini arttirabilir, boylece “deri yaslanmasi”na karsi savunmay1 giiclendirir
(Amano, 2009). Hemaroidal hastaliklarda kullanilan tribenosid (ethyl 3,5,6-tri-O-
benzyl-D-glucofuranoside)’in, hemaroitte yara iyilesmesinde BM’nin yeniden
yapilanmasi i¢in epidermal hiicrelerle etkilesime girerek, laminin ekspresyonunu ve
yerlesimini diizenledigi diisiiniilmektedir (Kikkawa ve dig., 2010). Insan
keratinositlerindeki laminin 5 sentezi, inflamatuar sitokinlerle, biiyiime faktorleri
(TGF-0, RGF-B1 ve TNF-a gibi) ile ve lizofosfolipitlerle [sfingozin-1-fosfat (S1P),
lizofosfatidik asit (LPA) ve lizofosfatidilkolin (LPCs) gibi] artar (Amano ve dig.,
2004). Koenzim Q-10, keratinosit ve fibroblastlardaki laminin 332, tip IV ve tip VII
kollajen gibi BM bilesenlerinin iiretimini hizlandirir. Bu sonuglar, epidermisin
oksidatif strese karsi korunmasmin ve epidermal BM bilesenlerinin {iretiminin
arttirllmasinin -~ Koenzim  Q-10’nun  derideki  anti  yaglanma  etkisinden

kaynaklanabilecegini diisindiirmektedir (Muta-Takada ve dig., 2009).

1.3.9  Galektin-3

Pro- ve anti-apoptotik medyatorler, hiicre 6lim programinin 6énemli noktalarini,
hiicre zarindan, nukleustan ve sitoplazmadan orijin alan kompleks sinyal yolaklarini

diizenleyerek kontrol ederler. Yasam ve apoptogenik faktorler arasindaki denge
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hiicrenin kaderini belirler. Bu dengenin UVB ile bozulmasi deri malignitelerinin
gelisimi ile sonuglanir (Laethem ve dig., 2005). Deneysel ve klinik veriler galektin
ekspresyonu ile tiimor gelisimi ve metastazi arasindaki korelasyonu gostermektedir
ve bu nedenle galektinler giivenilir tiimor belirtegleri olarak hizmet edebilirler (Balan
ve dig., 2010). Galektin-3, bir¢cok normal ve neoplastik dokuda eksprese olan
endogenik galaktoz baglayan proteindir ve bir¢ok biyolojik olayda rol aldigi
distiniilmektedir (Bigotti ve dig., 2003). Galektin-3 hiicre-hiicre, hiicre-matriks
iliskilerinde 6nemli rol oynar (Matarrese ve dig., 2000b). Galektin-3, hiicre
biiylimesini ve apoptozisi diizenler ve bu fonksiyonunu Bcl-2 igeren bir hiicre 6liimii
inhibisyon yolagi araciligir ile yapabilir (Yang ve dig., 1996). Galektin-3’lin
nukleus/sitoplazma olarak yerlesimi kismen ¢esitli kanserlerin malign fenotipine etki

eder (Nakahara ve dig., 2006).

Castronovo ve dig. (1999), normal deride Galektin-3 immiin boyanmasinin daha ¢ok
epidermisin orta kisimlarinda (dikensi tabaka) ve ekrin ter bezlerinin etrafinda
gormistiir. 10 6rnekten alinan bazal karsinom hiicreleri normal epidermal hiicrelerle
karsilastirildiginda, belirgin bir sekilde azalan galektin-3 immiin boyanma
gostermektedir. Bu veriler, galektin-3’{in bazal hiicreli karsinomlarinda dahil oldugu
baz1 insan kanser cesitlerinde down-regiile oldugunu gostermistir. Bazi timor
tiplerinde stimulatér olan galektin-3, prostat kanseri i¢in inhibitor bir molekiildiir
(Ellerhorst ve dig., 2002). Insan prostat kanserlerinde, galektin-3 hiicresel
lokalizasyonuna gore zit biyolojik aktiviteler gostermektedir: niikleer galektin-3’iin
antitimor fonsiyonu varken, sitoplazmik galektin-3 tiimér gelisimini indiikler
(Califice ve dig., 2004). Galektin-3’lin neoplastik ilerme siiresince niikleustan taginip
sitoplazmaya yerlesmesi dil kanseri hastalar1 i¢in prognostik bir faktor olarak hizmet
edebilir (Honjo ve dig., 2000). Galektin-3’iin immiinhistokimyasal ekspresyonu
sukuamoz hiicre karsinomlar1 ile adenokarsinomlar arasinda farklilik gosterirken,
galektin-3’lin niikleer ekspresyonu her iki grup ic¢inde Onemli bir prognostik

faktordiir (Mathieu ve dig., 2005).

Galektin-3 hiicre adezyonu, gocli, invazyonu, anjiyogenezisi, immiin fonksiyonlari,
apoptozis ve endositozis gibi birgok ekstraselliiler fonksiyon ile ilgilidir. Galektin-3

MMP’ler igin bir substrattir ve bunun ayrilmasi timor progresyonunda énemli rol
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oynar ve in vivo MMP aktivitesi i¢in diagnostik bir belirte¢ olarak kullanilabilir

(Nangia-Makker ve dig., 2008).

Kolorektal kanserlerde, Galektin-3 ve MIF (migration inhibitory factor) ekspresyon
diizeyleri, kanserin biyolojik agresifligi ile ilgilidir (Legendre ve dig., 2003). Yakin
zamanda yapilan c¢alismalar, intraselliiler galektin-3’{in ilaclarla indiiklenen
apoptozis ve anoikis’i (hiicrelerin sabitliginin kaybolmasiyla indiiklenen apoptozis)
baskilayici bir aktivite gdsterdigini ve hiicre canlilifina katkida bulundugunu ortaya
koymuslardir (Nakahara ve dig., 2005). Galektin-3’lin tiimor invazyonu ve cesitli
kanserlerin yayilmasi ile olan ilgisi galektin-3’lin kanser metastazindaki evrensel
roliinii diigiindlirmektedir (Balasubramanian ve dig., 2009). Son zamanlarda yapilan
arastirmalar Galektin-3’lin invazyon ve metastazin, anjiyogenez, hiicre-matriks
iliskisi, kan akimi1 ve ekstravazyon yoluyla yayilmasi gibi birka¢ basamag ile iliskili

oldugunu gostermistir (Takenaka ve dig., 2004a).

1.3.10 Glikokonjugatlar

Hiicre i¢inde, hiicre zarlarinda, bazal tabakada ve hiicreler aras1 alanlarda yer alan ve
hiicresel bir¢ok olayda rol oynayan glikokonjugatlarda (glikoproteinler, glikolipitler
ve proteoglikanlar), tiimor gelisiminin farkli evrelerinde degisikliklerin (karbohidrat
ekspresyonunda ve proteoglikanlarin dagiliminda) meydana geldigi bilinmektedir.
Son yillarda birgok biyolojik olayda ve hastalikta giderek ©nem kazanan
glikokonjugatlar, farklilasma, morfogenez, sinyal iletimi, hiicresel baglantilar,
apoptozis gibi bircok olayda degisim gdstermeleri nedeniyle giderek daha ¢ok ilgi
ceken ve yogun arastirmalar yapilan molekiiller olmaktadir. Ornegin, sialik asit
iceren oligosakkaridlerin kanser hiicreleri ve endotel hiicreler arasindaki adezyonda
onemli bir rol oynadigi, hiicre yiizeyinin sialillenmesinin metastazla iliskili oldugu
bilinmektedir (Kazezoglu ve dig., 2007). Yine glikokonjugatlardaki degisimlerle
iliskili olarak, epitel hiicrelerde O-glikosillenen bir glikoprotein olan disadherin’in
asir1  ekspresyonunun insan hepatokarsinomlu hiicrelerde timor metastazini
yonlendirdigi bildirilmistir (Tsuiji ve dig., 2003). Ayrica, deri malin tiimorii Merkel
karsinomunda, ekstra-tiimoral stromada N-asetil galaktozaminin daha yogun oldugu,
heparan siilfat reaksiyonunun daha az yogun oldugu bildirilmistir (Sames ve dig.,

2001). Post-operatif maksiller kistlerde de, inflamatuar faktorlere karsi olusan lokal
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savunma mekanizmalarinda, metaplastik epiteldeki glikokonjugat ekspresiyonundaki
degisiklikler ile goblet hiicre gelisiminin Onemli rol oynadigr bildirilmistir
(Maruyama ve dig., 2002). Kolorektal adenomlarda da de§ismis karbohidrat bilesimi
gosterilmistir (Redondo ve dig., 2004). Ayrica, plazma sialik asit dlizeyinin UVB ile
arttig1 ortaya konmustur (Yamamoto ve dig., 1998a).

1.3.11 Lektinler

Hiicre yiizeylerinde bulunan seker uzantilar1 hiicresel tanimada ¢ok onemli rollere
sahiptir. Ancak, hiicre ylizey oligosakkaritlerinin yapilarinin aydinlatilmasi iki teknik
problemden dolay1 olduk¢a zordur. Bunlardan ilki, dis seker dallarinin sayi, tip ve
substitisyon  paternindeki  heterojenlik nedeniyle c¢esitli  oligosakkaritlerin
ayristirilmasindaki giigliiktiir. ikincisi ise, ok az miktarda materyalin bulunabilmesi,
detayli yapisal ¢alismalarin yapilmasini zorlastirmaktadir. Lektinler seker baglama
aktivitesine sahip proteinlerdir. Her lektin oligosakkaritlerdeki ve glikopeptitlerdeki
belli seker dizilerine spesifik olarak baglanir (Yamamoto ve dig., 1998b).

Hiicre ylizeyindeki karbohidratlarin  yapilarmin  arastirilmasinda  lektinler
kullanilmaktadir. Lektinler, bitki ve hayvanlarda bulunan, 6zel karbohidratlara
baglanan, enzimatik olmayan proteinlerdir ve hiicre tanimasinda énemli rolleri vardir
(Nangia-Makker ve dig., 2002a). Ayrica, hiicre yiizey glikokonjugatlarinin
ekspresyonlarindaki degisikliklerin diagnostik arastirmalar1 gibi, bir¢ok alanda
kullanilarak yararlar saglayan histolojik ayiraglardir. Karbohidrat histokimyasinda
kullanilan bir¢ok lektin bitkilerden elde edilmistir. Lektinler, immiinhistokimya i¢in
hazirlanan antikorlarda oldugu gibi, florokromlar, biotin ya da horseradish
peroxidase (HRP) gibi histokimyasal enzimlerin kovalent olarak baglanmasi ile
isaretlenebilirler. Uzun yillardir, ¢ok miktarda isaretlenmis lektinler ticari olarak
bulunabilmektedir. Lektinlerin sekerlere olan afinitesi, antikorlarin 6zel antijenlerine
elektrostatik ya da van der Waals kuvvetleri ile baglanmasi gibidir. Kullanim
amaglart  antikorlarin  immiinhistokimyada kullanim amaglarina  benzerdir.
Antikorlardan farkli olarak bircok lektin metal iyonlarina ihtiya¢ duyar (Ca™, Mg,
Mn™ ya da bunlardan daha fazlas1). Bircok hiicre tipi, lektinlerle olduk¢a secici
olarak boyanabilir. Lektinler, sinir hiicrelerini isaretlemede, mide, bobrek ya da

gozdeki Ozel hiicreleri gostermede, bag doku mast hiicrelerinin farklh
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populasyonlarmin  tanimlanmasinda  kullanilabilir. ~ Lektinlerin  son yillarda
kullanilmaya baslandig1 bir baska alanda tiimdr biyolojisi ve patolojisidir. Malign
dontistimiin, glikokaliks ya da hiicre disindaki karbohidrat igeriginin artmasi ile hiicre
ylizeyine baglanan lektinlerin artisiyla ilgili oldugu uzun yillardir bilinmektedir
(Kiernan, 2010, www.dako.com/.../28829 2010 conni4 c...). Modifiye olmus
karbohidratlar ve oligosakkaritler protein-karbohidrat etkilesimini engelleme
yetenegine sahiptirler ve bu nedenle, kanser gelisimi ve ilerlemesinde énemli olan
hiicre-hiicre tanimasi ve adezyonu siirecini inhibe ederler (Nanagia-Makker ve dig.,
2002). Iwakawa ve dig. (1996), N-asetilglukozamin (GalNac), L-fukoz ve O-asetile
sialik asitin ekspresyonundaki modifikasyonlar1 Dolichos biflorus agglutinin (DBA)
ve Ulex europaeus agglutinin-1 (UEA-1) kullanarak belirlemislerdir. Bu
arastirmacilar normal dokular ve adenomlari adenokarsinomlarla
karsilagtirdiklarinda, lektin baglanmasinda belirgin farkliliklar bulmuslardir. Diger
taraftan, insan kolon karsinomlar1 {izerinde yapilan c¢aligmalarda, hiicrelerin
metastatik kapasite farkliliklarinin hiicre yiizey sializasyonlari ile baglantili oldugu
gosterilmistir. Ozgiin olarak a(2—3) bagh sialik asitlere baglanan Maackia
amurensis 10koagglutinin (MAL) ve a(2—6) bagh sialik asitlere 6zglin Sambucus
nigra (SNA) kullanildiginda, o(2—3) bagh sialik asit uzantilarinda 1. safha
tiimorlerinde 2. satha tiimorlerindekine gore belirgin bir artisin oldugu bildirilmistir.
Son zamanlarda, N-asetilgalaktozamin uzantilarina baglanan Helix pomatia (HPA)
lektini, kanserdeki degismis glikozilasyon icin ilging bir belirteg¢ olarak
kullanilmaktadir. Kolorektal kanser ile karbohidrat ekspresyonu arasindaki iliskiyi
karakterize etmek i¢in, bir ¢ok c¢alismada lektin histokimyasi, 151k ve elektron

mikroskobu ile belirlemeler yapilmaktadir (Redondo ve dig., 2004).

Yaslanma, zamana bagli olan, molekiiler hasarlardan dolay1 hiicresel hasar1 ve
sonucta doku ve organlarin islevsel olarak bozulmasini kapsayan bir siirectir. Hiicre-
hiicre ve/veya hiicre-matriks tanimasinda énemli olan hiicre yiizey karbohidratlarinin
yaslanma ile ilgili muhtemel rolleri heniiz net degildir (Gumus ve Balcan, 2010).
Yasglanma ile ilgili yapilan bir c¢alismada, yaslanan organizmanin eritrositlerinin
membranlarindaki glikokonjugat degisimleri lektin histokimya ve lektin blotting ile
1, 4 ve 7 aylik yash sicanlarda arastirilmistir. Lektin histokimya (MAL, SNA ve

PNA) sonuglarmma gore, a(2—3) ve o(2—6) bagh sialik asitlerin eritrosit
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membranlarinda yogun olarak bulunurken, bu yogunlugun yasla birlikte azaldigi
bulunmustur. Ayni lektinler kullanilarak yapilan lektin blotting calismalarindan da
benzer sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglara gore, organizmanin yasiyla birlikte
sialik asit reaktivitesinin degistigi, sialik asit igeren glikokonjugatlarin sadece
eritrosit yaslanmasi ile degil ayni zamanda organizmanin yaslanma siirecinde de
degistigi ve yasla birlikte sialik asit iceren eritrositlerin azaldig1 diigiiniilmektedir

(Gumus ve Balcan, 2010).

1.3.12 Apoptozis

Siirekli yenilenen dokularda homeostazis, hiicre ¢ogalmasi, hiicre farklilasmasi ve
hiicre 6limii arasinda siki bi¢imde diizenlenmis bir denge ile siirdiiriiliir (Haake,
1993). Hiicre intihar1 olarak da bilinen “apoptozis™ (programlanmis hiicre 6liimii),
fizyolojik bir olaydir. Embriyolojik gelisim, eriskin dokunun yasaminin stirdiiriilmesi
ve organizmanin ihtiya¢ duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis veya hasarl
hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda rol oynar. Apoptozisin hizinin degismesi ¢esitli
hastaliklara neden olur. Apoptozis’in nekrozis’ten farki, hem fizyolojik hem de
patolojik sartlarda meydana gelebilmesidir. Apoptozis mekanizmasindaki herhangi
bir degisiklik tiimor gelisimine yardimci olur (Aksit ve Bildik, 2008). Apoptozis
stiresince, meydana gelen degisiklikler hiicre yiizeyinde, hiicre organellerinde ve

nukleusta izlenebilir (Oktem ve dig., 2001).

Insan derisinde, dzellikle epidermiste, UV 111 absorblayan DNA, urokanik asit,
amino asitler, melaninler ve bunlarin Onciilleri ve metabolitleri gibi endogenik
kromoforlar bulunmaktadir (Young, 1997). UV ismnlar1 plazma membranlari
tizerindeki hedeflere etki ederek apoptozisi indiikler (Aragane ve dig., 1998; Kulms
ve dig., 1999). UVB apoptozisi indiiklemek icin, dogrudan hiicre ylizey oliim
reseptorlerini aktive etmek, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirevlerinin olusumunu
indiiklemek, mitokondriden sitokrom c¢ salinimina neden olmak gibi ¢esitli hiicresel
sinyal yolaklarini1 kullanir (Kulms ve Schwarz, 2002). UVB ile indiiklenen DNA
hasar1, UVB aracilikli apoptozis i¢in 6nemli bir olaydir (Kulms ve dig., 1999). UVB
maruziyetinin, epidermal keratinositlerdeki apoptozis gibi, G1 arresti, uzamis S ve
G2:M blogunu indiikledigi ve bu prosesin bir G1 kontrol noktas1 saglayarak, DNA

hasar1 tastyan tehlikeli hiicrelerin eliminasyonunu sagladigi gosterilmistir (Kawagishi
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ve dig., 1998). Ayrica, UVB’den sonra doza bagli olarak apoptotik keratinositlerin
arttigr bulunmustur (Kane ve Maytin, 1995). UV maruziyetinden sonra keratinosit
apoptozisi ve bunu takiben apoptotik cisimciklerin uzaklastirilmasinin, epidermisi
gilinese maruz kalan derinin DNA hasarlarinin birikiminden korunmasini saglayan bir

mekanizma olduguna inanilmaktadir (Hedrych-Ozimina ve dig., 2011).

Apoptozis sirasinda hiicrede DNA pargalanmasi, fosfotidilserin molekiillerinin hiicre
membranin dis yiizeyine ¢ikmasi gibi bir¢ok biyokimyasal degisiklikle birlikte, hiicre
kiiciilmesi, kromatin yogunlasmasi, apoptotik cisimcikler gibi bircok morfolojik
degisimler de gozlenir. Bu degisimleri gdstermek i¢in, kaspaz-3, gecirimli elektron
mikroskobu, ELISA, agaroz jel elektrofrorezi ya da TUNEL yontemleri kullanilabilir
(Giiles ve Eren, 2008). TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labeling) teknigi
apoptotik hiicrelerde DNA zincir kiriklarini tespit etmek i¢in kullanilir. Apoptozisin
erken sathasinda olusan DNA zincir kiriklari, modifiye edilmis nukleotidlerle serbest
3’-OH terminallerinin enzimatik olarak isaretlenmesi ile belirlenir (Walker ve
Quirke, 2001). Piknotik nukleuslar1 ve eozinofilik sitoplazmalar1 ile giines yanid
hiicreleri (apoptotik keratinositler), UVC ve UVB ya da psoralenler (antipsoriyazis
etkili ilag) varliginda UVA maruziyetinden sonra memeli epidermisinin
karakteristigidir (Young, 1987). Bu hiicrelerin nukleuslari, parcalanmis DNA’larimni
in situ olarak tespit eden TUNEL metodu ile giiclii bir sekilde boyanir (Kuroki ve
dig., 2001). TUNEL yo6ntemi, UVB radyasyonu ile indiiklenen apoptotik epidermal
hiicrelerin nicel olarak degerlendirilmesi i¢in fizyolojik olarak en uygun yontem

olarak ortaya ¢ikmaktadir (Okamoto ve dig., 1999).

1.4 Hipotez

O. hypericifolium esansiyel yaginin, deride UVB’nin neden oldugu hasarlara karsi

koruyucu etkisi var midir?
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Bitkilerin Toplanmasi, Ekstraksiyonu ve Yag Eldesi

O. hypericifolium Denizli yoresinde yetisen endemik bir bitkidir (S6nmez, 1999).
Bitkinin toprak tstii kisimlar1 2009 Agustos’unda, ¢igeklenme doneminde, Sandras
Dagi, Beyagac, Denizli’den toplanmistir. Bitkiler, golgede ve oda 1sisinda
kurutulmus, kullanilana kadar polietilen posetlerde saklanmistir. Esansiyel yag,
Clevenger-tip aparat kullanilarak, 3 saatlik hidrodistilasyonla ekstrakte edilmistir
(Sekil 2.1). Yag toplanmis, susuz sodyum siilfat ile kurutulmus ve 4°C’de

saklanmistir.

Sekil 2.1 : Clevenger aparati1 (a) ve Clevenger aparati tiipiinde O. hypericifolium
esansiyel yagi (b).

Esansiyel yag iceriginin tayini: Bitki esansiyel yag icerigi GC-MS spektrometresi

kullanilarak tayin edilmistir. GC-MS analizleri Siileyman Demirel Universitesi,

Deneysel ve Gozlemsel Ogrenci Arastirma ve Uygulama Merkezi, Isparta’da

yapilmistir. Analizler, Baydar ve Baydar (2005) ile Eikani ve dig. (2005)

yontemlerindeki kiigiik degisikliklerle yapilmistir. O. hypericifolium esansiyel
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yagimin kimyasal icerigi elektro sprey iyonizasyon (EI), GC-MS (Shimadzu, GC-
MS-QP 5050 A GC/MS system) kullanilarak tespit edilmistir. Esansiyel yag analizi
icin CP Wax 52 CB kapiller kolon (50 m x 0,32 mm i.d., 1,2 um) ve tasiyict gaz
olarak Helyum (10 mL/min) kullanilmistir. Firin sicakligi 60°C’den 220°C’ye,
dakikada 2°C’lik artisla ulasacak sekilde programlanmistir ve izotermal olarak
220°C’de 20 dakika beklemistir. Enjeksiyon blogunun sicakligi 240°C ve dedektor
sicakhign  250°C’°dir. Ornek seyreltilerek (25 ul 6rnek hekzanla 1000ul’ye
tamamlanmistir) kullanilmistir. Kiitle spektrumu 70 eV’ta ve bilesiklerin her biri
iyonlastirildiktan sonra tek tek alinmustir. "Wiley, Nist ve Tutor" kiitliphaneleri
kullanilarak degerlendirme yapilmistir. Esansiyel yag bilesenlerinin yaklasik %

degerleri GC pik alanlar1 hesaplanarak belirlenmistir.

2.2 Hayvanlar

UVB uygulanmig Balb/c fareler, insanlara en benzer sonuglar1 verir (Sharma ve dig.,
2011). Bu nedenle, 8-10 haftalik, disi Balb/c fareler, 12 saat aydinlik/karanlik
periyodunda tutulmus, fare yemi ve su ile beslenmislerdir. 6 fareden olusan 4 grup
olusturulmustur. Tiim farelerin sirtlar1 uygulamalara baslamadan 2 giin 6nce eter

anestezi altinda tiraglanmistir (Sekil 2.2).

Kontrol gruplart;

Grup 1: kontrol grubu

Grup 2: UVB uygulanan kontrol grubu

Deney gruplari;

Grup 3: O. hypericifolium esansiyel yagi uygulanan, UVB uygulanmayan grup

Grup 4: UVB uygulamasindan 6nce O. hypericifolium esansiyel yagi uygulanan grup

Etik izin: Pamukkale Universitesi, Hayvan Deneyleri Etik Kurulu-HADEK ’ten
alimmistir (PAUHDEK-2008/024).

Tiim deneyler, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Biriminde

yapilmistir.
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Sekil 2.2 : Sirt1 tiraglanmusg fareler.

2.3 UVB Uygulama

Deneylerde Kim ve dig. (2004)’lerinin prosediirii takip edilmistir. Bunun i¢in, UVB
uygulamalarindan 1 hafta 6nce, farelerin sirt derilerine haftada 3 giin esansiyel yag
uygulanmistir. Daha sonra fareler 4 hafta boyunca, haftada 3 kez UVB radyasyonuna
maruz birakilmislardir. Uygulamalarda 3 adet UVB lamba (UVItec UVlIlite UV
Lamps, T-15.M, Cambridge, UK) kullanilmig ve 6l¢timler UV metre (UVItec, WLX-
3W, Cambridge, UK) ile alinmistir. UVB uygulama prosediirii su sekilde

diizenlenmistir:
1. Hafta; 50 mJ/cm?,
2. Hafta; 70 mJ/cm?,
3. Hafta; 80 mJ/cmz,
4. Hafta; 80 mJ/cm?.

UVB uygulamasmin bitiminden 3 giin sonra yogun anestezi altindaki fareler

sakrifiye edilmislerdir.
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2.4 Doku Orneklerinin Alnmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Farelerden alinan dorsal deri ornekleri, 2 par¢aya boliinmiistiir. Bir parcas1 Sainte-

Marie fiksatif soliisyonunda (Sainte-Marie, 1962) fikse edilerek, rutin doku takibi

sonrasinda parafine gomiilmiistiir. Diger parca, kriyo kesitler i¢in Optimum Cutting

Temperature (OCT) medium igine gomiilerek, hizlica sivi azotta dondurularak,

kullanilincaya kadar -86°C’de saklanmislardir.

Frozen (dondurma) kesit KRIYOSTAT denen cihazda yapilir. Kriyostat mikrotom

iceren buzdolab1 kutusudur. Cihazdaki 1s1 yaklagik -20 \ -30 derecedir. Dokular

burada kesilir ve lama alinir. Preparat boyama i¢in hazirdir. Bu yontem;

1.

2.

Hizli sonug almay1 saglar,
Bir¢ok enzim ve immiinolojik fonksiyonlar1 korur (fiksasyon gerektirmez),

Calisma kolayligi (manipiile edilmesi gereken az sayida basamak igerir)

saglar,

Istya hassas yapilarla calisildiginda ya da hiz gerekli oldugu durumlarda

(patalojik incelemelerde) tercih edilir.

2.5 Histokimya Yontemleri

Parafin bloklardan alman 5 pm kesitlere asagida belirtilen teknikler, kiiglik

degisiklikler yapilarak uygulanmistir:

1.

Genel histolojik yapiy1 gostermek i¢cin Mayer’in Hematoksilen-Eozin (H&E)

boyamasi,

Mast hiicrelerini gostermek icin Toluidin Mavisi (TB; pH 2,3) boyamasi
(http://library.med.utah.edu/WebPath/  HISTHTML/MANUALS/TOLUID.PD
F),

Kollajeni gostermek icin Mallory’nin Fosfotungstik Asit Hematoksilen
(PTAH) boyamas1 (Mallory, 1938),

Elastik fibrilleri gostermek i¢in Taenzer-Unna Orcein boyamasi

uygulanmaistir.
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Ayrica, 6 pm’lik frozen kesitlere ndtral lipidleri gostermek i¢in Oil Red O
(http://library.med.utah.edu/WebPath/  HISTHTML/MANUALS/OILRED.PDF)

histokimya teknigi uygulanmistir.

Preparatlar, Olympus BX50 1s1ik mikroskobu ve Olympus DP2-BSW mikroskop

dijital kamera sistemi kullanilarak fotograflanmistir.

2.6 Immiinhistokimya Yéntemleri

2.6.1 Laminin immiinhistokimya

Bu yontem i¢in 6 um’lik frozen kesitlere Laminin (Sigma Immh 7) kit prosediirii
uygulanmistir. Kesitlerin kurumasini engellemek i¢in tiim inkiibasyonlar nem odasi
icinde yapilmistir. Hematoksilen ile yapilan zit boyamadan sonra, kesitler gliserin ile

kapatilmislardir.

Negatif kontrol: Kesitler primer antikor yerine PBS (phosphate buffered saline)
icinde hazirlanmis olan %5’lik normal rabbit serum (SIGMA, R 9133) ile inkiibe

edilmistir.

2.6.2  Galektin-3 immiinhistokimya

Galektin-3 immiin boyama i¢in 6 um’lik frozen kesitlere Galectin (R&D SYSTEM
BAF 1197) ve Tissue Staining Kit (R&D SYSTEM CTS 002) prosediirii
uygulanmistir. Kesitlerin kurumasini engellemek i¢in tiim inkiibasyonlar nem odasi
icinde yapilmistir. Hematoksilen ile zit boyamasi yapilan kesitlerden su ¢ekilerek,

kapatma medyumu ile kapatilmiglardir.

Negatif kontrol: Kesitler primer antikor icermeyen TristBSA (Bovine Serum

Albumin) karigimi ile inkiibe edilmistir.

2.7 Lektin Histokimya

6 um’lik frozen kesitlere, DIG Glycan Differentiation Kit (Sekil 2.3) (ROCHE, Kat
No: 11 210 238 001) lektin histokimya kit prosediirii kiigilk modifikasyonlarla
uygulanmistir. Kesitlerin kurumasini engellemek i¢in tiim inkiibasyonlar nem odasi

icinde yapilmis ve kesitler gliserin ile kapatilmislardir.
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Negatif kontrol: Kesitler lektin yerine sadece TBS (Tris Buffered Saline) ile inkiibe

edilmistir.

_CI + 4 SAicin spesifik
_,C'H

+ NBT/BCIP

_C'}_»—(. —» Renklenme reaksiyonu

m $A (ualtk 2ut)

}—0 = Laktin, digokstzenin saretl
H = Anti-gizokugenin. AP

NBT= 4-Nitro blue tetraz
BCIP= §-Bromo-4-kloro-3-indolili-fosfat

Sekil 2.3 : Lektin kit calisma prensibi (DIG Glycan Differentiation Kit, Cat. No. 11
210238 001, Roche).

2.8 TUNEL Yontemi

TUNEL-pozitif hiicrelerin belirlenmesi i¢in /n Situ Cell Death Detection Kit, POD
(ROCHE; Kat No: 11 684 817 910) kullamlmistir (Sekil 2.4). 6 pm’lik frozen
kesitlere kit prosediirii kii¢iilk modifikasyonlarla uygulanmistir. Kesitlerin kurumasini
engellemek icin tiim inkiibasyonlar nem odasi i¢cinde yapilmistir. Son olarak kesitlere
metil yesili ile zit boyama yapilmis, dokulardaki su ¢ekilip, kapatma medyumu ile

kapatilmistir.
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Negatif kontrol: Kesitler sadece label soliisyonu ile inkiibe edilmistir.

DNA FRAGMENTASYONU - TUNEL

In Situ Cell Death Detection Kit - Test prensibi

Diagnostics

Slayt {izerinde hiicreler

Hiicrelere TdT ve FITC-dUTP eklenir

v
FITC-dUTP DNA'’ ya baglamr

v
Floresan
mikroskopi
| ]

<FITC> POD ya da <FITC> AP
Isik mikroskobu

Sekil 2.4 : Roche In Situ Cell Death Detection Kit, POD c¢alisma prensibi
(http://www.biocompare.com/Articles/ ApplicationNote/866/In-Situ-Cell-Death-
Detection-Kit.html).

2.9 Epidermal Kalhnhk Ol¢iimii, Mast Hiicre Sayimlari, TUNEL Pozitif

Hiicre Sayimlari

Kantitatif analizler i¢in, her fareden secilen H&E boyanmis bir kesitte, x400’te 10
mikroskobik bolge fotograflanmistir. Daha sonra, her mikroskobik bolgeden rastgele
secilen 4 bolgede imaj analizi i¢in kullanilan yazilim (DP2-BSW Soft Olympus Soft
Imaging Solutions GmbH, Japan) kullanilarak epidermal kalinlik 6l¢timii yapilmistir.
Kalinliklar piksel cinsinden olgiilerek, tiim degerlerin ortalamalar1 hesaplanmis ve

degerler ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

Mast hiicre sayilart ic¢in, Toluidin Mavisi ile boyanmis bir kesitte x400’te 5
mikroskobik bolge fotograflanmistir. Daha sonra, her mikroskobik bolgede erguvan
renkli mast hiicreleri sayilarak, tiim degerlerin ortalamalar1 hesaplanmis ve degerler

ortalama+standart sapma olarak verilmistir
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Ayrica, TUNEL teknigi uygulanan drneklerde mikroskop altinda x1000 biiylitmede
her 6rnek i¢in 5 bolge fotograflanmig ve bu bolgelerde TUNEL-pozitif hiicre sayisi
tespit edilmistir. Daha sonra bulunan degerlerin ortalamasi hesaplanarak, tiim

degerler ortalamazstandart sapma olarak ifade edilmistir.

2.10 istatistiksel Analizler

Epidermal kalinlik degerleri, mast hiicreleri ve TUNEL-pozitif hiicre sayilari,
ortalamaztstandart sapma olarak ifade edilmistir. Grup i¢i farkliliklar non-parametrik
testlerden Kruskal-Wallis testi kullanilarak degerlendirilmistir. Gruplar arasi
farkliliklar ise Mann-Whitney testi kullanilarak degerlendirilmistir (SPSS16, SPSS,
Inc. An IBM company, Chicago, Ilinois). p<0,05 istatistiksel olarak anlamli olarak
kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Ucucu Yag Icerigi

Esansiyel yag, Clevenger-tip aparat kullanilarak hidrodistilasyonla elde edilmis ve
GC-MS ile analiz edilmistir. Bilesenlerin yaklasik % degerleri Tablo 3.1°de

gosterilmistir.

Tablo 3.1 : O. hypericifolium esansiyel yaginin kimyasal igerigi.

Compounds Rt icerik (%)
a-pinen 7,2 1,83
Kamfen 8,5 0,17
B-pinen b 10,1 0,09
Mirsen 12,3 0,90
a-Terpinen 13,3 1,75
y-Terpinen 16,6 13,91
Simen 18,1 34,33
1-Okten-3-ol 25,8 1,78
Terpineol 29,9 0,35
Karyofillen 38,5 1,07
Terpinen-4-ol 38,9 0,76
Borneol 444 0,52
Spatulenol 68,2 0,11
Timol 70,1 19,54
Karvakrol 71,6 21,76
Bilinmeyen 1,13

Rt: Retention time, %: Her bir bilesenin ytizde degeri

Esansiyel yagin GC-MS analizi sonucunda yagin %98,87’sini meydana getiren 15
bilesen tanimlanmistir. Simen, karvakrol, timol ve y-terpinen esansiyel yagin temel

bilesenleridir.

3.2 Genel Histolojik Bulgular

Genel histolojik yapida tiim gruplarda belirgin farklilik gozlenememistir. Genel

olarak tiim gruplarda, en dista epidermis, altindaki dermiste, kil folikiilleri ve saftlari
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ile ter bezleri ayirt edilmistir. Derin dermiste ise yag ve kas doku yer almaktadir

(Sekil 3.1).

Sekil 3.1 : Tiim gruplara ait deri kesitleri. E: Epidermis, D: Dermis, SB: Sebase bezi,
KF: Kil folikiilii. a: Grup 1, b: Grup 2, ¢: Grup 3, d: Grup 4, H&E, x400.
Fare sirt derisinden hazirlanan parafin kesitlerde, derinin tabakalar1 ayirt edilmistir
(Sekil 1.5; 3.2). Genel histolojik yapida en dista epidermis, altinda dermiste kil
folikiilleri ve saftlar1 ile sebase bezleri goriilmektedir. Derin dermiste ise yag ve kas

dokusu yer almaktadir.
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Sekil 3.2 : Dorsal deri. E: Epidermis, D: Dermis, PT: Papillar tabaka, RT: Retikiiler
tabaka, SB: Sebase bezi, YD: Yag dokusu, KF: Kil folikiili, HD:
Hipodermis, IK: Iskelet kasi, Dermal papilla (ok), Grup 1, H&E, x100.
Epidermisi meydana getiren stratum korneum, stratum granulosum, stratum
spinozum ve stratum bazale tabakalari ile dermiste enine kesilmis kil folikiilleri ayirt
edilmektedir (Sekil 3.3). Enine kesilmis olan bir kil folikiilii yakindan incelendiginde
su yapilar izlenir: merkezdeki kil gdvdesinin etrafinda ince bir tabaka halinde, seffaf
kil korteksi yer almaktadir. Kil korteksini koyu bir bant seklinde kil kiitikiilii
kusatmaktadir. D1g kok kilifi, yuvarlak ¢ekirdekli, hiicre sinirlari belli olan bir tabaka
halinde yer almaktadir. Kilin en diginda ise, ¢ok ince bir tabaka halinde bag dokusu
ayirt edilmektedir (Sekil 1.13; 3.4).
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Sekil 3.3 : Epidermis ve iist dermis. E: Epidermis, D: Dermis, KG: Kil govdesi, SK:
Stratum korneum, SG: Stratum granulosum, SS: Stratum spinosum, SS
tabakasinda keratinositler (K), SB: Stratum bazale, bazal membran (ok),
dermiste fibroblastlar (ince ok) ve mast hiicreleri (beyaz ok), Grup 1,
H&E, x1000.

80



Sekil 3.4 : Hipodermiste kil folikiilii. DKK: Dis kok kilifi, KG: Kil govdesi, KK: Kil
korteksi, KKT: Kil kutikiilii, bag doku kilift (ok), Grup 1, H&E, x1000.

Kil folikiiliiniin boyuna kesitinde ise, kil bulbusu (kil kokii ve dermal papilla
beraberce kil bulbusunu olusturur) ve ¢evreleyen yapilar goriilmektedir. Sebase bezi
yapisinda ise, bazal hiicreler, bazal hiicrelerin {izerindeki sebum salgilayan hiicreler
ve asiniis kanalina yakin bir bolgede, sebum salgilayan hiicrelerin ¢ekirdekleri
biiziiserek dejenere olmus hiicreler ayirt edilebilmektedir. Boyuna kesitte yine i¢ kok

kilifi ile dis kok kilift ayirt edilmektedir (Sekil 1.15; 3.5).
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Sekil 3.5 : Kil folikiilleri ve cevreleyen yapilar. SB: Sebase bezi (1: Sebum
salgilayan hiicreler, 2: Bazal hiicreler, 3: Asiniis kanalina yakin bolgedeki
cekirdekleri biiziigmiis sebum salgilayan hiicreler), B: Bazal hiicreler,
KB: Kil bulbusu, KG: Kil govdesi, Grup 1, H&E, x1000.

3.3 Istatistiksel Bulgular

3.3.1 Epidermal kalinlik dl¢iimlerinin istatistik bulgular:

Epidermal kalinlik H&E boyanmis kesitlerde incelenmistir (Sekil 3.6). Grup 2’de
epidermal kalinlik Grup 1’e gore biraz artmigtir. Bununla birlikte, seyreltilmemis O.
hypericifolium esansiyel yagi uygulanan Grup 3’te epidermal kalinlik Grup 1’e gore
anlaml1 bir sekilde artmistir. Grup 4’te epidermal kalinlik Grup 3’e gore biraz daha
artmistir ve Grup 1 ve 2 ile anlaml fark gdstermistir. Bu bulgulara gére, Grup 3’te O.
hypericifolium esansiyel yag, kalinligi arttirmistir. UVB’nin yagla birlikte
uygulanmasi ise, Grup 4’te belirlendigi sekilde daha fazla epidermal kalinlagmaya yol

agcmigtir.
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Sekil 3.6 : Gruplarda epidermal kalinliklar. a. Grup 1; b. Grup 2; c. Grup 3; d. Grup
4. H&E, x400.

Gruplara ait epidermal kalinlik 6l¢timleri Tablo 3.2°de ve Sekil 3.7°de gosterilmistir.
Grup 1 ve Grup 2 arasinda epidermal kalinlik bakimindan istatistiksel olarak bir
farklilik gozlenmemistir (p>0,05). Grup 3’te epidermal kalinlik istatistiksel olarak
Gruplar 1 ve 2’den farkhidir (p<0,05). Epidermal kalinlik Grup 1’den 1,404 kat ve
Grup 2’den 1,402 kat daha fazladir. Grup 4’de ise epidermal kalinlik Grup 1 ve
2’den istatistiksel olarak anlaml bir fark gostermektedir (p<0,05). Grup 1°den 1,477
kat ve Grup 2’den 1,475 kat daha kalindir. Ayrica, Grup 4 ile Grup 3 arasinda

epidermal kalinlik agisindan anlamli bir fark bulunamamaistir (p>0,05).
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Tablo 3.2 : Gruplara ait epidermal kalinlik ortalamalar1 ve standart sapma degerleri.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

147,12+18,17° 147,38+10,05° 206,67+55,18% 217,39+85,33%

®®Jstatistiksel olarak birbirinden farkli olan gruplar (p<0,05)

300

250 -

200

150

a b
B Epidermal kalinlik
100 -
50 -
0

Grupl Grup2 Grup3 Grup4

Epidermal Kalinhk (Pixel)

Gruplar

Sekil 3.7 : UVB’ye maruz kalmis fare derisinde kontrol ile karsilastirildiginda
epidermal kalinlik-O. hypericifolium esansiyel yagi arasindaki iligkinin
degerlendirilmesi. Her siitun ortalama+standart sapmay1 gostermektedir.
Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney test; a: p<0,05 Grup 1 arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir. b: p<0,05 Grup 1 ve Grup 2 arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir.

Buna gore:

-Grup 1 ve Grup 2 arasinda az farklilik olmasina karsin istatistiksel fark yoktur.

-Grup 1-Grup 3, Grupl-Grup 4, Grup 2-Grup3 ve Grup 2-Grup 4 arasinda

istatistiksel fark vardir.

Istatistiksel bulgular, deri kallhigmna bashca seyreltilmemis O. hypericifolium

yaginin neden oldugunu gostermektedir.
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3.3.2  Mast hiicre sayimlarinin istatistik bulgulari

Gruplarin mast hiicre sayilar1 toluidin mavisi uygulanan preparatlarda erguvan renkli
hiicreler sayilarak tespit edilmistir (Sekil 3.8). Grup 2’de mast hiicre sayis1 Grup 1’e
gore %38,73 oraninda artmustir. Seyreltilmemis O. hypericifolium esansiyel yagi
uygulanan Grup 3’te, mast hiicre sayis1t Grup 1’e gore %48,98 ve Grup 2’ye gore ise
%7,39 oraninda artmistir. Grup 4’teki mast hiicre sayisi ise Grup 1’e gore %85,25,
Grup 2’ye gore %33,54 ve Grup 3’e gore %24,35 oraninda artis gostermistir.

Sekil 3.8 : Dermiste erguvan renkte metakromazi gdsteren mast hiicreleri. a: Grup 1,
b: Grup 2, c: Grup 3, d: Grup 4, TB, x400.

Tablo 3.3: Gruplarin mast hiicre sayilar.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
33,36+15,30 46,28+31,66 49,70+23,73 61,80+15,09*
* Kontrol grubu (Grup 1) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark gériilen grup p<0,05. Degerler
ortalamazxstandart sapma olarak verilmistir.

Gruplara ait mast hiicre sayilart Tablo 3.3°de ve Sekil 3.9’da gosterilmistir. Grup 1 ile

2. ve 3. gruplar arasinda mast hiicre sayis1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir
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fark gozlenmemistir (p>0,05). Grup 4’te mast hiicre sayisi istatistiksel olarak Grup
I’den farklidir (p<0,05). Mast hiicre sayis1 Grup 3 ve 4’te, Grup 2’ye gore daha
fazladir ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermemektedir (p>0,05). Grup 4
ile Grup 3 arasinda mast hiicre sayisi acisindan anlamli bir fark bulunamamistir

(p>0,05).

70,00 -
%

_ 60,00 -
Z 50,00 -
n
g 40,00 -
5
= 30,00 -
Z 20,00 -
>

10,00 -

0,00

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Gruplar

Sekil 3.9 : Mast hiicre sayilarinin ortalamalarint gosteren grafik. Her siitun
ortalama+standart sapmay1 gostermektedir. Kruskal-Wallis ve Mann-
Whitney test; *Istatistiksel olarak Grup 1’den farkl1 (p<0,05).

Bulgular, UVB ve seyreltilmemis esansiyel yag uygulamasinin birlikte, mast hiicre

sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden oldugunu gostermektedir.

3.4 Histokimya Bulgulan
34.1  Toluidin mavisi bulgular:
Grup 1:

Dermis iginde ve derin dermiste erguvan renkte boyanmis mast hiicreleri ayirt

edilmistir. Az sayida degraniile olmus mast hiicrelerine de rastlanmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10 : Grup 1’de toluidin mavisi ile boyanmis kesitler. Mast hiicreleri (ok). E:
Epidermis, D: Dermis, mast hiicre degraniilasyonu (kalin ok). TB, a:
x200, b: x1000.

Grup 2:

Dermis i¢inde ve derin dermiste erguvan renkte boyanmis mast hiicreleri ayirt

edilmistir. Az sayida degraniile olmus mast hiicrelerine de rastlanmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11 : Grup 2’de toluidin mavisi ile boyanmis kesitler. Mast hiicreleri (ok). E:
Epidermis, D: Dermis, mast hiicre degraniilasyonu (kalin ok). TB, a:
x200, b: x1000.

Grup 3:

Dermiste ¢ok sayida erguvan renkte boyanmis mast hiicreleri ayirt edilmistir. Yer yer

degraniile olmus mast hiicrelerine de rastlanmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12 : Grup 3’de toluidin mavisi ile boyanmis kesitler. Mast hiicreleri (ok). E:
Epidermis, D: Dermis, mast hiicre degraniilasyon (kalin ok). TB, a:
x100, b: x1000.

Grup 4:

Dermiste yogun mast hiicreleri, derin dermiste yer yer degraniile olmus mast

hiicreleri gozlenmistir (Sekil 3.13).

Sekil 3.13 : Grup 4’te toluidin mavisi ile boyanmis kesitler. Mast hiicreleri (ok). E:
Epidermis, D: Dermis, mast hiicre degraniilasyonu (kalin ok). TB, a:
x100, b: x1000.



Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Sekil 3.14 : Tiim gruplarin mast hiicre (ok) bulgulari. E: Epidermis, D: Dermis, mast
hiicre degraniilasyonu (kalin ok), TB, a, c: x200; e, g: x100; b, d, e, f:
x1000.

Tiim gruplarda genel olarak dermiste ¢ok sayida mast hiicrelerine ve yer yer

degraniile olmus mast hiicrelerine rastlanmistir. Grup 4’teki mast hiicre sayisi, Grup

1’e gore anlamli sekilde artmistir (Sekil 3.14).
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3.4.2  Oil red O bulgulan
Grup 1:

Deri yiizey lipitleri ve sebase bez lipitleri Oil Red O ile zayif sekilde reaksiyon
gostermistir (Sekil 3.15).

Sekil 3.15 : Grup 1°de Oil Red O ile boyanmis kesitler. Deri yiizey ve sebase bezi
lipitleri (ok). E: Epidermis, D: Dermis, SB: Sebase bezi, Oil Red O, a:
%200, b: x1000.
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Grup 2:

Oil red O ile yapilan boyama ile, deri yiizeyindeki ve sebase bezlerindeki lipit
yogunlugunda Grup 1’e gore bir artis gozlenmemistir. Ayrica, morfolojik olarak

sebase bezlerinde hiperplazi izlenememistir (Sekil 3.16).

Sekil 3.16 : Grup 2’de Oil Red O ile boyanmis kesitler. Deri ylizey ve sebase bezi
lipitleri (ok). E: Epidermis, D: Dermis, KG: Kil govdesi, SB: Sebase
bezi, Oil Red O, a: x200, b: x1000.

Grup 3:

Deri yiizeyindeki ve sebase bezlerindeki lipit yogunlugunda Grup 1’e gore bir artis
izlenmemistir. Oil Red O reaksiyonu, Grup 1 ile benzerdir (Sekil 3.17).

Sekil 3.17 : Grup 3’de Oil Red O ile boyanmis kesitler. Deri yiizey ve sebase bezi
lipitleri (ok). E: Epidermis, D: Dermis, KG: Kil govdesi, SB: Sebase
bezi, Oil Red O, a: x200, b: x1000.
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Grup 4:

Deri yiizeyindeki ve sebase bezlerindeki lipitlerin Oil Red O ile verdikleri reaksiyon
yogunlugunda Grup 1, 2 ve 3’e gore herhangi bir fark izlenmemistir. Sebase
bezlerinde de morfolojik olarak bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil 3.18).

Sekil 3.18 : Grup 4’te Oil Red O ile boyanmis kesitler. Deri ylizey ve sebase bezi
lipitleri (ok). E: Epidermis, D: Dermis, KF: Kil folikiilii, SB: Sebase
bezi, Oil Red O, a: x200, b: x1000.
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Grup 1

Grup 2

Sekil 3.19 : Tim gruplarin deri ylizey ve sebase bezi lipitleri (ok) bulgulari. E:
Epidermis, D: Dermis, KG: Kil govdesi, KF: Kil folikiilii, SB: Sebase
bezi, Oil Red O, a, c, e, g: x200, b, d, £, h: x1000.

Grup 3

Grup 4

Tiim gruplardaki (Grup 1, 2, 3 ve 4) deri ylizey ve sebase bezi lipitlerinin Oil Red O
reaksiyon yogunlugu benzerdir. Gruplar arasinda sebase bezlerinde morfolojik olarak

herhangi bir degisiklik izlenmemistir (Sekil 3.19).
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3.43 PTAH bulgulan
Grup 1:

Dermiste genel olarak homojen ve yogun kollajen fibriller bulunmaktadir (Sekil

3.20).

Sekil 3.20 : Grup 1’de PTAH ile boyanmis kesitler. Kollajen fibriller (ok). E:
Epidermis, D: Dermis, PTAH, a: x400, b: x1000.
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Grup 2:

Kollajen, dermiste daginiktir ve fragmentasyonlar seklindedir (Sekil 3.21).

Sekil 3.21 : Grup 2’de PTAH ile boyanmis kesitler. Kollajen fibriller (ok), E:
Epidermis, D: Dermis, PTAH, a: x200, b: x1000.

Grup 3:

Dermiste yogun kollajen fibriller goriilmektedir (Sekil 3.22).

Sekil 3.22 : Grup 3’de PTAH ile boyanmis kesitler. Kollajen fibriller (ok). E:
Epidermis, D: Dermis, PTAH, a: x400, b: x1000.
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Grup 4:

Genel olarak kollajen, yogun PTAH pozitif reaksiyon gostermistir (Sekil 3.23).

Sekil 3.23 : Grup 4’te PTAH ile boyanmis kesitler. Kollajen fibriller (ok). E:
Epidermis, D: Dermis, PTAH, a: x400, b, c: x1000, d: x400.
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Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Sekil 3.24 : Tim gruplarin kollajen fibriller (ok) bulgulari. E: Epidermis, D:
Dermis, PTAH; a, e, g: x400; b: x200; b, d, f, h: x1000.

Gruplar 1, 3 ve 4’de yogun kollajen fibriller gézlenmistir. Ancak, Grup 2’de dermiste

daginik ve fragmentasyonlar seklinde kollajen demetleri goriilmiistiir. Grup 4’te,

Grup 2’de goriilen UVB ile indiiklenen kollajen yogunluk degisimleri izlenmemistir

(Sekil 3.24).
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3.4.4  Orsein bulgulan
Grup 1:

Dermiste kahverengi boyanmis ince, homojen dagilmis elastik fibriller ayirt

edilmistir (Sekil 3.25).

Sekil 3.25 : Grup 1’de orcein ile boyanmis kesitler. Elastik fibriller (ok). E:
Epidermis, D: Dermis, Orsein, a: x200, b: x1000.

Grup 2:

Krvrilmis ve amorf elastik fibriller, epidermis altinda ve dermiste bolgesel yogun

birikimler gostermistir (Sekil 3.26).

Sekil 3.26 : Grup 2’de orcein ile boyanmis kesitler. Elastik fibriller (ok). E:
Epidermis, D: Dermis, Orsein, x1000.
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Grup 3:

Dermiste elastik fibril birikimi gdzlenmemistir (Sekil 3.27).

Sekil 3.27 : Grup 3’de orcein ile boyanmis kesitler. Elastik fibriller (ok). E:
Epidermis, D: Dermis, Orsein, x1000.

Grup 4:

Elastik fibrillerde birikimler gozlenmemistir (Sekil 3.28).

Sekil 3.28 : Grup 4’te orcein ile boyanmis kesitler. Elastik fibriller (ok). E:
Epidermis, D: Dermis, Orsein, x1000.
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Grup 1

Grup 2

Grup 4

Sekil 3.29 : Tiim gruplarin elastik fibriller (ok) bulgular1. E: Epidermis, D: Dermis,
Orsein, a: x200, b, ¢, d, e, f, g, h: x1000.

Grup 1’de elastik fibriller homojen dagilimli ve incedir. Ancak, Grup 2’de kivrilmus,
amorf ve birikmis goriinimliidiir. Grup 3 ve 4’te birikim ayirt edilememistir (Sekil

3.29).
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3.5 Immiinhistokimya Bulgulari

3.5.1 Laminin immiinhistokimya bulgular:
Grup 1:

Laminin reaksiyonu dermal-epidermal baglantilarda, dermal kan damarlarinin, kil
folikiilleri ve kaslarin c¢evresinde goriilmektedir. Reaksiyon dermal-epidermal

baglantilarda diizgiin ve devamlidir (Sekil 3.30).
Grup 2:

Laminin reaksiyonunun, diizensiz oldugu, birikimler yaptig1 ve dermal-epidermal

baglant1 bolgelerinde yer yer dejenerasyonlar gosterdigi gozlenmistir (Sekil 3.31).
Grup 3:

Laminin yaygin bir dagilim paterni gostermistir (Sekil 3.32).

Grup 4:

Dermal-epidermal baglant1 bolgelerinde diizensiz, devamliligini kaybetmis zay1f

laminin reaksiyonu izlenmistir (Sekil 3.33).
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Sekil 3.30 : Grup 1’de laminin reaksiyonu (ok). E: Epidermis, D: Dermis, KF: Kil folikiili, K: Kas, V: Damar. Laminin
immiinhistokimya, x1000.

Sekil 3.31 : Grup 2’de laminin reaksiyonu (ok). E: Epidermis, D: Dermis, V: Damar. Laminin immiinhistokimya, x1000.

102



Sekil 3.33 : Grup 4’te laminin reaksiyonu (ok). E: Epidermis, D: Dermis, V: Damar. Laminin immiinhistokimya, x1000.
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GRUP 2 GRUP 1

GRUP 3

GRUP 4

Sekil 3.34 : Tim gruplarin laminin reaksiyonu (ok). E: Epidermis, D: Dermis, V:
Damar, KF: Kil folikiilii, K: Kas. Laminin immiinhistokimya, x1000.

Bitki esansiyel yaginin, UVB’nin lamininde meydana getirdigi hasarlar iizerinde olumlu
etkisi gozlenmemistir (Sekil 3.34).

3.5.2  Galektin-3 immiinhistokimya bulgular:

Grup 1:

Keratin tabaka liflerinde, epidermiste hiicre zarlarinda, kil folikiilii hiicrelerinde sebase
bezi gevresinde ve hiicrelerinin zarlarinda, kas demetleri ¢evresinde Galektin-3-pozitif
reaksiyon gozlenmistir. Reaksiyon, dermisin fibril yapilarinda ve epidermal baglanti

bolgesinde genel olarak yogundur (Sekil 3.35-36).
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Grup 2:

Galektin-3-pozitif reaksiyon, yer yer yogun olmak iizere dermisin fibril yapilarinda,
epidermis ve kil folikiilii hiicrelerinde olduk¢a yogun olarak izlenmistir. Sebase bezi
cevresinde ve hiicrelerinin zarlarinda, kas demetleri ¢evresinde reaksiyon gdzlenmistir

(Sekil 3.37-38).
Grup 3:

Dermiste ozellikle galektin-3-pozitif reaksiyon gosteren hiicrelere rastlanmistir. Bu
hiicrelerin, immiin sistem hiicreleri olabilecegi diisliniilmektedir. Reaksiyon,
epidermiste hiicrelerin zarlarinda, sebase bezi g¢evresinde ve hiicrelerinin zarlarinda,
dermiste, kil folikiilii ¢cevresinde ve hiicrelerinin zarlarinda, kas demetleri ¢evresinde, ter

bezi hiicre zarlarinda izlenmistir (Sekil 3.39-40).
Grup 4:

Dermiste, fibril yapilarda ¢ok yogun galektin-3-pozitif reaksiyon izlenmemistir.
Epidermiste reaksiyon daha ¢ok hiicre zarlarinda gozlenmistir. Sebase bezi ve kil
folikiilli gevreleri ile hiicrelerinin zarlarinda, kas demetleri ¢evresinde de reaksiyon ayirt

edilmistir (Sekil 3.41-42).
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Sekil 3.35 : Grup 1’de galektin-3 reaksiyonu. Epidermis (E) bazal hiicrelerinde, keratin tabakada (K) (a) ve dermis (D) fibrillerinde (b),
Galektin-3-pozitif reaksiyon (ok). Galektin-3 immiinhistokimya+Hematoksilen, x1000.

Sekil 3.36 : Grup 1’de galektin-3 reaksiyonu. Dermiste (D) sebase bezi (SB) (a) ve kaslarin (K) ¢evresinde (b), epidermis (E) bazal
hiicrelerinde, kil folikiilii ~ (KF)  hiicrelerinde  (c),  galektin-3-pozitif = reaksiyon  (ok).  Galektin-3
immiinhistokimya-+Hematoksilen, x1000.
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Sekil 3.37 : Grup 2’de galektin-3 reaksiyonu. Epidermis (E) hiicrelerinde, dermis (D) fibrillerinde (a) ve yer yer birikimler seklinde (b)
Galektin-3-pozitif reaksiyon (ok). Galektin-3 immiinhistokimya+Hematoksilen, x1000.

Sekil 3.38 : Grup 2’de galektin-3 reaksiyonu. Sebase bezi (SB) hiicre zarlarinda (a), kil folikiilii (KF) hiicrelerinde (b) kas demetleri
(K) ¢evresinde (c) Galektin-3-pozitif reaksiyon (ok), Galektin-3 immiinhistokimya+Hematoksilen, x1000.
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Sekil 3.39 : Grup 3’de galektin-3 reaksiyonu. Epidermis (E) hiicrelerinde, dermisteki (D) hiicrelerde (a) ve sebase bez (SB) hiicreleri
ile dermiste ki hiicrelerde (b) galektin-3-pozitif reaksiyon (ok). Galektin-3 immiinhistokimya+Hematoksilen, x1000.

Sekil 3.40 : Grup 3’de galektin-3 reaksiyonu. Dermiste (D) kil folikiilii (KF) hiicrelerinde ve g¢evresinde (a, b), kas demetleri (K)
cevresinde (c) ve ter bezi (TB) hiicre =zarlarinda (d) Galektin-3-pozitif reaksiyon (ok). Galektin-3
immiinhistokimya+Hematoksilen, x1000.
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Sekil 3.41 : Grup 4’te galektin-3 reaksiyonu. Epidermis (E) hiicrelerinde ve dermis (D) fibrillerinde (a), kil folikiilii (KF) hiicre
zarlarinda (b) galektin-3-pozitif reaksiyon (ok). Galektin-3 immiinhistokimya+Hematoksilen, x1000.

Sekil 3.42 : Grup 4’te galektin-3 reaksiyonu. Dermiste (D) sebase bezi (SB) hiicreleri zarlarinda (a), kil saftlarinin ¢evrelerinde ve kil
folikiilii (KF) hiicre zarlarinda (b) ve kas demetleri (K) cevresinde (c) galektin-3-pozitif reaksiyon (ok). Galektin-3
immiinhistokimya+Hematoksilen, x1000.
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GRUP 2 GRUP 1

GRUP 3

GRUP 4

Sekil 3.43 : Tiim gruplarin galektin-3 reaksiyonu (ok). Galektin-3 immiinhistokimya+Hematoksilen, x1000.
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Genel olarak, grup 1’de dermisin fibril yapilarinda ve epidermal baglant1 bolgesinde
yogun reaksiyon gorilmiistir. Grup 2’de, reaksiyon, epidermis ve kil folikiilii
hiicrelerinde, dermisin fibril yapilarinda (yer yer yogun birikimler seklinde) yogun
olarak bulunmustur. Grup 3’de, 6zellikle dermiste galektin-3-pozitif reaksiyon gosteren
hiicreler ayirt edilmistir. Grup 4’de, dermiste, fibril yapilarda yogun galektin-3-pozitif

reaksiyon izlenmemistir (Sekil 3.43).

3.6 Lektin Histokimya Bulgulari

Grup 1:

GNA: GNA+ reaksiyonu, epidermiste yogun, dermiste az yogundur (Sekil 3.44).
DSA: DSA+ reaksiyonu, epidermiste yogun, dermiste az yogundur (Sekil 3.44).
Grup 2:

GNA: GNA+ reaksiyonu, dermiste yogun, epidermiste daha yogundur (Sekil 3.44).

DSA: DSA+ reaksiyonu, epidermiste az yogun, dermiste biraz daha yogundur (Sekil
3.44).

Grup 3:

GNA: GNA+ reaksiyonu, epidermiste az yogun, dermiste yogundur (Sekil 3.44).
DSA: DSA+ reaksiyonu, epidermiste az yogun, dermiste daha yogundur (Sekil 3.44).
Grup 4:

GNA+ ve DSA+ reaksiyonlari, epidermiste az, dermiste biraz daha yogundur (Sekil
3.44).

MAL Bulgular:

Tim gruplarda, MAL+ reaksiyonu, dermiste fibril yapilarda yogun, epidermiste az

yogundur (Sekil 3.44).
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DSA GNA

MAL

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4

Sekil 3.44 : Tiim gruplarin GNA, DSA ve MAL reaksiyonlari (ok). E: Epidermis, D: Dermis. Lektin histokimya, x1000.
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GNA-+ reaksiyon; grup 1’de, epidermiste yogun, dermiste az yogun; grup 2’de, dermiste
yogun, epidermiste daha yogun; grup 3’de, epidermiste az yogun, dermiste yogun; grup
4’de, epidermiste az, dermiste biraz daha yogun olarak gériilmiistiir. DSA+ reaksiyonu;
grup 1’de, epidermiste yogun, dermiste az yogun; grup 2’de, epidermiste az yogun,
dermiste biraz daha yogun; grup 3’de, epidermiste az yogun, dermiste daha yogun; grup
4’de, epidermiste az, dermiste biraz daha yogundur. MAL+ reaksiyonu, tiim gruplarda,

epidermiste az yogun, dermiste fibril yapilarda olduk¢a yogundur (Tablo 3.5).

Tablo 3.4: Tiim gruplarin GNA, DSA ve MAL reaksiyon yogunluklari.

Lektinler Yapilar Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
GNA Epidermis — -+ n n
Dermis + T+ Tt n
DSA Epidermis +++ + + n
Dermis ++ ++ - ++
MAL Epidermis + + T n
Dermis -+ -+ -+ 4+

Reaksiyon yogunlugu: + (zayif) — ++++ (cok daha yogun)
3.7 TUNEL Bulgulan

Grup 1:

Epidermiste TUNEL-pozitif hiicrelere genel olarak rastlanmamustir. Baz1 kil folikiili
hiicrelerinde ve sebase bezinde TUNEL-pozitif reaksiyon veren hiicrelere rastlanmistir

(Sekil 3.45).

Grup 2:

Epidermiste, kil folikiilii hiicrelerinde ve sebase bezlerinde TUNEL-pozitif reaksiyon
veren hiicreler yer almaktadir. Epidermiste TUNEL-pozitif hiicre Grup 3 (O.
hypericifolium yag siiriilen grup) 6rneklerindekine gore daha yogundur (Sekil 3.46).

Grup 3:

Genel olarak epidermiste TUNEL-pozitif hiicrelere az rastlanilmistir. Dermiste
degraniile mast hiicreleri goriilmiistiir. Kil folikiillerinde reaksiyon, sebase
bezlerindekine gore daha az yogun olarak belirlenmistir (Sekil 3.47).
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Grup 4:

Epidermiste, kil folikiilii hiicrelerinde ve sebase bezlerinde yogun TUNEL-pozitif
hiicreler bulunmaktadir (Seki 3.48-49).
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Sekil 3.45 : Grup 1’de TUNEL reaksiyonu. Epidermiste (E) ve dermiste (D) TUNEL-negatif reaksiyon (a). Sebase bezi (SB)
hiicrelerinde (b) ve kil folikiilii (KF) hiicrelerinde (¢) TUNEL-pozitif reaksiyon (ok). TUNEL + metil yesili, x1000.

Sekil 3.46 : Grup 2°de TUNEL reaksiyonu. Epidermiste (E) (a) ve dermiste (D) sebase bezi (SB) ve kil folikiilii (KF) hiicrelerinde (b)
TUNEL-pozitif reaksiyon (ok). TUNEL + metil yesili, x1000.
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Sekil 3.47 : Grup 3’de TUNEL reaksiyonu. Epidermiste (E) (a), dermiste (D) (b) ve sebase bezi (SB) ve kil folikiilii (KF) hiicrelerinde
(c) TUNEL-pozitif reaksiyon (ok). Dermiste degraniile mast hiicreleri (kalin ok). TUNEL + metil yesili, x1000.

Sekil 3.48 : Grup 4’te TUNEL reaksiyonu. Epidermis (E) (a) ve kil folikiilii (KF) hiicrelerinde (a, b) yogun TUNEL-pozitif reaksiyon
(ok). Dermiste degraniile mast hiicreleri (kalin ok) (b). TUNEL, a: 200x, b: x1000.
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Sekil 3.49 : Grup 4’te TUNEL reaksiyonu Epidermis (E) ve dermiste (D) sebase bezi (SB) ve kil folikiilii (KF) hiicrelerinde yogun
TUNEL-pozitif reaksiyon (ok). TUNEL + metil yesili, a: x400, b: x1000.
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Sekil 3.50 : Tiim gruplara ait TUNEL bulgulari. a: Grup 1, b: Grup 2, c: Grup 3, d: Grup
4. TUNEL, x1000.

UVB radyasyonu hem Grup 2 ve hem de Grup 4’de oOzellikle epidermiste apoptotik

hiicrelerin olusumuna neden olmustur. Apoptotik hiicreler, kil folikiilleri ve sebase

bezlerinde de gozlenmistir (Sekil 3.50). Bitki esansiyel yagi siiriilen gruplarda mast

hiicre degranulasyonuna rastlanilmistir.

3.7.1 TUNEL-pozitif hiicre sayiminin istatistik bulgulari

Epidermisteki TUNEL-pozitif hiicre sayilar1 ortalamatstandart sapma olarak ifade
edilmistir. Istatistiksel analizler SPSS 16 (Kruskall Wallis ve Mann-Whitney test)
istatistik programi kullanilarak yapilmistir. Buna gore, gruplarin TUNEL-pozitif hiicre
sayilar1 su sekildedir: Grup 2 > Grup 3> Grup 4> Grup 1 (Tablo 3.6). Grup 1 ile Grup 2,
3 ve 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Ancak, 2., 3. ve 4.

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0,05) (Sekil 3.51).
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Tablo 3.5 : Gruplarin TUNEL-pozitif hiicre sayilari.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

0,32+0,521 15,15+12,490* 12,85+12,916* 9,56+7,489*

* Kontrol grubu (Grup 1) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark gériilen gruplar, p<0,05. Degerler
ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

18 1

16 4 1 I : T
14 -
12 -
10 -

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

TUNEL+ Hiicre Sayis1

S N B~ O

Gruplar

Sekil 3.51 : O. hypericifolium esansiyel yaginin UVB uygulanmis fare derisindeki DNA
fragmentasyonu tizerine etkisinin TUNEL yontemi ile gosterilmesi. Her
siitun TUNEL-pozitif hiicre sayisina ait ortalama+standart sapma degerlerini
ifade etmektedir. Kruskall Wallis ve Mann-Whitney test; *Grup 1 ile
karsilastirildiginda p<0,05.
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4. TARTISMA

4.1 UVB ve Ucucu Yag icerigi

Kronik UV maruziyeti deride kirisik olusumu, deri kalinliginda artis, elastotik materyal
birikimi, kollajen sentezinde azalma ve dermal kollajen demetlerinde dejeneratif
degisiklik gibi baz1 degisikliklere yol acar (Murakami ve dig., 2011; Jeon ve dig., 2009;
Bosset ve dig., 2003; Mohamed ve dig., 2003; Nishimori ve dig., 2001; Seo ve dig.,
2001). Giinesin UV i1sinlari, 6zellikle UVB (280-320 nm), deride eriteme, ddeme,
hiperplaziye,  hiperpigmentasyona, gilines  yamgt hiicrelerinin  olusumuna,
fotoyaslanmaya, immiin baskilanmaya ve tiimorogenezise neden olabilir (Afaq ve

Mukhtar, 2006).

UV radyasyonunun yikict etkilerine karsi insan derisinin korunmasindaki bir yaklagim,
fotokoruyucu olarak bitkisel bilesenlerin kullanilmasidir (Psotova ve dig., 2006). Bu
nedenle, bitkisel bilesenlerin UV hasarlar1 iizerindeki etkilerini arastiran pek ¢ok calisma
yapilmaktadir (Bae ve dig., 2010; Sumiyoshi ve Kimura, 2009; Kim ve dig., 2008;
Sultana ve dig., 2007; Baliga ve Katiyar, 2006; Heinrich ve dig., 2006; Moore ve dig.,
2006; Gu ve dig., 2005; Kim ve dig., 2004; Reagan-Shaw ve dig., 2004; Philips ve dig.,
2003; Svobodova ve dig., 2003; Tsukahara ve dig., 2001; Ichihashi ve dig., 2000;
Bonina ve dig., 1996). Bu ¢alismada, seyreltilmemis O. hypericifolium yagimin UVB
uygulanmis ve uygulanmamis derideki olasi sitolojik ve histolojik etkileri aragtirilmistir.
Bu amagla, oncelikle endemik bir tiir olan O. hypericifolium’dan elde edilen esansiyel
yag, GC ve GC/MS yontemleri ile analiz edilmistir. O. hypericifolium ile yapilan bir
calismada, ciceklenmeden Once toplanan bitkilerden elde edilen yagda yiiksek oranda
(%64,33) karvakrol bulunurken, ¢igeklenme déneminde toplanan bitkilerden elde edilen
yagda yiiksek oranda (%36,10-47,75) p-simen bulunmustur (Baser ve dig., 1994). Celik
ve dig. (2010b) ile Ocak ve dig. (2012)’nin yapmis olduklar1 calismalarda, ¢igeklenme
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doneminde toplanmis O. hypericifolium’dan su distilasyonu ile elde edilen esansiyel
yagin GC-MS analizleri sonucunda, yagda bulunan temel bilesenlerin p-simen,
karvakrol ve y-terpinen oldugu tespit edilmistir. Ocak ve dig. (2012), hidrodistilasyonla
elde edilen O. hypericifolium meyve ve c¢igeklerine ait ugucularinda 15 bilesen
tanimlamislardir. Bu calismada da benzer sekilde, ¢iceklenme doneminde toplanan O.
hypericifolium’dan su distilasyonu yoluyla elde edilen esansiyel yagin GC-MS analizi
sonucunda, temel bilesenleri simen, karvakrol, timol ve vy-terpinen olan, yagin

%98,87’sini meydana getiren 15 bilesen belirlenmistir.

4.2 Epidermal Kalinhk

Derinin UV maruziyetinin epidermiste kalinliga neden oldugu bilinmektedir (Svobodova
ve Vostalova, 2010; Jeon ve dig., 2009; Gonzales-Casta™neda ve Gonzales, 2008; Winter
ve dig., 2001; Takema ve Imokawa, 1998; Ishii ve dig., 1997). Bu calismada, UVB
uygulanmayan kontrol grubu (Grup 1) ile UVB uygulanan Grup 2’nin epidermal kalinlik
bulgulan karsilastirildiginda, Grup 2’de kalinlikta az artis gézlenmis ancak istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Daha 6nce UV’ye bagl epidermal kalinlasma
tespit edilen calismalarda, uygulanan dozun 1.000-12.500 mlJ/cm® arasinda oldugu
goriilmektedir (Kim ve dig., 2010; Kimura ve Simiyoshi, 2009; Sumiyoshi ve dig., 2009;
Kim ve dig., 2008). Bu calismada, 4 haftada UVB dozu yaklasik 780 mJ/cm® olarak
uygulanmistir (Kim ve dig., 2004). Buna gore epidermal kalinlik sonuglarinin,

uygulanan total UVB dozu ile uygulama periyoduna bagli olabilecegi sOylenebilir.

UVB’nin epidermal kalinlik iizerine etkisinin arastirilmasiyla ilgili olarak son
zamanlarda bitkisel ajanlarla yapilan bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Kim ve dig. (2010),
tilysiiz farelerdeki epidermal kalinligin UVB maruziyeti ile arttigin1 ancak 2-test bitkisel
bilesen karisiminin dorsal olarak uygulanmasimin kalinligir azalttigin1 gdstermislerdir.
Ayrica farelerde, soya fasulyesinden elde edilen isoflavon ekstraktinin (Huang ve dig.,
2010a), kahverengi sekerden elde edilen seker olmayan fraksiyonunun (Sumiyoshi ve
dig., 2009), zeytin yapragi ekstraktinin ve oleuropeinin (Kimura ve Sumiyoshi, 2009)
UVB kaynakli epidermal kalinlagmay1 azalttig1 bildirilmistir. Siganlarla yapilan benzer
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bir ¢calismada, Lepidium meyenii sulu ekstraktinin dorsal uygulamasinin, UVB kaynakl
olusan epidermal kalinligi, ekstraktin dozuna bagli olarak azalttigi gosterilmistir
(Gonzales-Casta™neda ve Gonzales, 2008). Ancak, bu caligmada epidermal kalinligin
esansiyel yag uygulanan gruplarda (Grup 3 ve 4), kontrol gruplarina (Grup 1 ve 2) gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir. Bu bulgu, cesitli deney
sistemlerinde (insan derisi, fare derisi, deri biyopsileri gibi), konsantre soya
izoflavonunun (Accorsi-Neto ve dig., 2009), Aloe vera yaprak jeli etanolik ekstraktinin
(Dhanabal ve dig., 2011), Achillea millefolium ekstraktinin (Pain ve dig., 2011) ve bir
polifenol olan yesil caym ana bileseni epigallocatechin-3-gallate (EGCG)’in %10’luk
cozeltisinin (Chung ve dig., 2003) kullanildig1 ve epidermal kalinlik artisinin gézlendigi
calismalarla benzerlik gostermektedir. Oreganonun ylizeysel olarak uygulandiginda,
allerjik kontak dermatite (drugs.com) ve allerjik kontakt dermatitinde epidermiste
kalinlasmaya neden oldugu (Hoon, 2001) bilinmektedir. O. hypericifolium esansiyel
yagimin da igeriginde yer alan monoterpenlerin irritant etkileri birgok arastirmaci
tarafindan incelenmistir. Benzer olarak, Hausen ve dig. (1999), okside olmus tea tree
oil’in monoterpen fraksiyonunun gine domuzlarinda yiiksek hassasiyet etkisi gosterdigi
ve bu yag ile kendilerini tedavi eden bireylerde allerjik kontakt dermatit’in meydana
geldigini rapor etmislerdir. Yine, O. onites L. esansiyel yaginin, bir monoterpen olan
timol igerdigi ve bunun 10 pg/pellet’e kadar doza bagl olarak irritant etki gosterdigi
koryoallantoyik membran testi ile gosterilmistir (Demirci ve dig., 2004). Bununla
birlikte, timol ve karvakroliin %4’liik konsantrasyonunun dermal irritasyona neden
olmadig1 da rapor edilmistir (Andersen, 2006). Ekstra giiclii oregano yaginin hindistan
cevizi ya da zeytin yagi ile sirasiyla 25:1 ve 50:1 oraninda seyreltilerek kullanilmasi
tavsiye edilmektedir (http://www.healthy-oregano-oil.com/AboutOreganoQOil.html). Bu
nedenle, bu ¢aligmada Grup 3’de, seyreltilmemis O. hypericifolium esansiyel yaginin
iceriginde yer alan monoterpenlere bagli olarak irritasyon ve sonrasinda epidermal
kalinligin meydana geldigi ileri siiriilebilir. Ayrica, UVB’nin Grup 2’de neden oldugu
hafif kalinlik artis1 ve seyreltilmemis O. hypericifolium esansiyel yagr ve UVB
uygulanan gruptaki (Grup 4) daha fazla kalinlik artis1 dikkate alindiginda, UVB’nin
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yagin kalinlik {izerindeki artigina ek olarak katkis1 oldugu sdylenebilir. Bu bulgunun

desteklenmesi i¢in daha ileri analizlere ihtiyag vardir.

4.3 Mast Hiicreleri

Mast hiicreleri, viicudun bag dokusunda yaygin bir sekilde bulunan hiicrelerdir. UV
radyasyonuna maruz kalan deride mast hiicre sayis1 artar (Iddamalgoda ve dig., 2008).
Sican derisinde giinese bagh elastozis gelisiminde, mast hiicrelerinin tirlinleri 6nemlidir.
Ciinkii bu iirtinler, dogrudan fibroblastlarin elastin iiretimini indiiklerler ya da dolayl
olarak bu hiicrelerin elastin iiretimini arttiran Uriinleri lireten diger hiicre tiplerinin
varligina aracilik ederler (Gonzalez ve dig., 1999). Goniilliiller {izerinde yapilan bir
calismada, viicudun giinese en fazla maruz kalan kismi olan elin iist tarafinda dermal
mast hiicre yayginliginin artmasi ile elastin igerigi arasinda bulunan anlamh iligki, foto
hasarin mast hiicre yayginligini arttirdigini diisiindiirmektedir (Grimbaldeston ve dig.,
2006). Danno ve dig. (1988) hipotezlerinde, yeterli miktardaki UVB dozunun si¢an
peritoneal mast hiicrelerinden histamin salinimini baskiladigini ileri siirmiislerdir. Bu
nedenle UV maruziyetinin mast hiicreleri tizerindeki etkilerini arastiran bir¢ok ¢aligma
bulunmaktadir. UVB ile muamele edilen deride, kan damarlari, sebase ve ter bezleri, kil
folikiilleri ¢evresi (Mohamed ve dig., 2003), doza bagl olarak fare derisi alt ve iist
dermisi (Kligman ve Murphy, 1996) ve lenf nod mast hiicre sayisinda belirgin bir artig
oldugu (Byrne ve dig., 2008) bildirilmistir. Ayrica, UVB’ye maruz birakilan deride mast
hiicrelerinin, alt deride enflamasyonla, iist deride ise bag dokunun yeniden yapilanmasi
ile iliskili olabilecegi ortaya konmustur (Kligman ve Murphy, 1996). Bu calismada da
diger calismalarla benzer sekilde UVB uygulanan Grup 2’de, mast hiicre sayis1 Grup 1’e
gore %38,73 oraninda artmis, ancak Grup 1 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunamamustir (p>0,05).

Cesitli ajanlarin deri mast hiicreleri iizerindeki etkilerinin arastirildig1 ¢calismalarda ise,
sulu sarimsak ekstraktinin sicanlarda sudan kaginma stresini tetikledigi, dermisteki mast
hiicre artisin1 ve yogunlugunu azalttigi (Cikler ve dig., 2005) ve equol ve sentetik

analogu NV-38 gibi isoflavonoidlerin ylizeysel uygulamasinin, doza bagli olarak, dermis
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icine infiltre olan mast hiicre sayisini indirgedigi gdsterilmistir (Bandara ve dig., 2010).
Bu c¢alismada ise, O. hypericifolium esansiyel yagi uygulanan Grup 3’te mast hiicre
sayisimin Grup 1’e gore %48,98, Grup 2’ye gore ise %7,39 oraninda arttig
gosterilmistir. Ancak, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).
Tekeli (2008) karvakrol enjekte edilmis Wistar albino siganlarda yaptigi calismada,
deney gruplarinin deri ve mide fundus kesitlerinde genel olarak mast hiicrelerinde sayica
artis  oldugunu, morfolojik ve kimyasal yapilarinin kontrolden farkli oldugunu
saptamistir. Alkolik sican karacigeri ile yapilan bir ¢alismada da, karacigerde, verilen
karvakrol dozuna bagli olarak mast hiicre sayis1 ve graniilasyonunda artis oldugu
bildirilmistir (Aksoy, 2007). Bu calismada, seyreltilmemis O. hypericifolium esansiyel
yag1 uygulanan Grup 3’te mast hiicre sayisindaki artisin O. hypericifolium esansiyel

yaginin ana bileseni olan karvakrolden kaynaklandig: diisiiniilebilir.

Bitkisel kaynakli ya da diger ajanlarin, inflamasyon kaynakli fotoyaslanmada bir ¢6ziim
olabilecegi diisiiniilmektedir ve bu nedenle bir¢cok calisma yapilmaktadir. Bu amagla,
Polypodium leucotomos (bir tropik egrelti bitkisi) ekstraktinin oral olarak alinmasinin ya
da yiizeysel olarak uygulanmasinin foto koruma etkisi arastirilmistir. Buna gore, P.
leucotomos ekstraktinin, oksidatif stresi, lipit peroksidasyonunu, dermal mast hiicre
infiltrasyonunu, inflamatuar sitokinleri, DNA hasarlarin1 ve UV ile indiiklenen tiimdrleri
inhibe ettigi (Philips ve dig., 2010), eritemi, giines yanigi hiicrelerini, siklobiitan
primidin dimerlerini, ¢ogalan epidermal hiicreleri, vazodilatasyonu, triptaz pozitif mast
hiicre ve dermal mast hiicre infiltrasyonunu anlamli bir sekilde azalttig1 ve langerhans
hiicrelerini korudugu (Middelkamp-Hup ve dig., 2004a, b) gosterilmistir. Ancak, bu
calismada, seyreltilmemis O. hypericifolium esansiyel yagi ve UVB uygulanan Grup
4’teki mast hiicre sayisinin, Grup 1’e gore %85,25, Grup 2’ye gore %33,54 ve Grup 3’e
gore ise %24,35 oraninda artti§1 bulunmustur. Grup 4’te mast hiicre sayisi istatistiksel
olarak Grup 1’den farklidir (p<0,05), ancak Grup 2 ve 3 ile istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunamamistir (p>0,05). Eugenol, timol ve karvakrol, deri hassasiyetini uyaran
ve alerjen maddeler olarak bilinirler (Xu ve dig., 2006). Kontakt dermatitte, tekrar eden
stres sonucunda epidermisin belirgin sekilde kalinlastigi ve dermisteki mast hiicre

sayisinin belirgin sekilde arttig1 bildirilmistir (Kaneko ve dig., 2003). Dolayisiyla, Grup
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4’te gozlenen mast hiicreleri sayisindaki belirgin artis, O. hypericifolium esansiyel yagi
ana bilesenleri olan timol ve karvakroliin alerjik etkisinden ve esansiyel yagin
beraberinde uygulanan UVB’nin mast hiicre sayisinda ilave arttiric1 etki gdstermesinden
kaynaklaniyor olabilir. Ayrica, ¢alismamizin sedece bu kismi igin, ornek sayisinin
yeterli olmamasi ya da kullandigimiz non parametrik testlerin duyarlili§inin az olmasi,
mast hiicre sayilar1 bakimindan bazi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulamamamiza neden olmus olabilir. Bu nedenle, 6rnek sayisinin arttirilarak daha ileri

analizlerin yapilmasi ve sonuglarin yeniden degerlendirilmesi uygun olacaktir.

44 OilRed O

Epidermal lipitler, kolesterol, serbest yag asitleri ve sifingolipitleri (Mariano, 2001:
www.Ini.wa.gov/Safety/.../skin_phys.pdf), sebum ise, yag asitleri, yag esterleri, skualen
ve kolesterol igerir (Senol M: web.inonu.edu.tr/~msenol/dosyalar/deriyapi.doc). Deri
ylizey lipitleri ise, bu iki lipit kaynaginin bir karigtmidir (De Luca ve Valacchi, 2010;
Sheu ve dig., 1999). Dogal giines 15181, deride lipitlerin peroksidasyonuna neden olur
(Yamazaki ve dig., 1999b) ve artan kolesterol esteri kolesterol-7-hidroperoksit,
UVB’den kaynaklanan lipit peroksidasyonunun iyi bir gostergesidir (Yamazaki ve dig.,
1999a, b). Ayrica, UV radyasyonu ve immiin baskilanma, sebase bezi hiperplazisinin
gelisiminde kofaktorler olarak da rol alir (Zouboulis ve Boschnakow, 2001).

UV maruziyetinin deri sebase bezleri ve yiizey lipitleri tizerine etkilerini aragtiran bir¢ok
calisma vardir. Bu caligmalardan birinde 19 goniilliiniin sirtlarinin UV 151k terapisi
yapilan ve yapilmayan bdlgelerinde lipit tespiti yapilmig ve 3 Onemli sonug elde
edilmistir: 1. deri yiizey lipit miktar1 UV 1sinlamast ile anlaml sekilde artmistir. Bu
sonu¢ hem epidermal lipitlerin hem de sebase bezlerindeki lipitlerin artisindan
kaynaklanmaktadir. 2. deri yiizey lipitlerinde bulunan serbest kolesterol yilizdesi, UV
isinlamas1 ile belirgin bir sekilde artis gostermistir. Bu artis olasilikla stratum
korneumun kalinlagmas: ile baglantilidir. 3. deri yiizey lipitlerinde bulunan serbest yag
asitlerinin yiizdesi UV terapisiyle belirgin bir sekilde artmaktadir (Gloor ve Karenfeld,
1977). Yine, UVB’nin sebase bezlerinin fonksiyonunu in vivo olarak dogrudan aktive

ederek iiretilen sebum miktarini arttirabilecegi ve bunun da UV ile peroksidasyona
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ugrayarak derinin bariyer fonksiyonunu hasara ugratabilecegi (Akimoto ve dig., 2003),
UV’nin sebase bezlerinde hiperplaziye (Lesnik ve dig., 1992) ve stratum korneum
lipitlerinin miktarinda artisa neden oldugu (Wefers ve dig., 1991) bildirilmistir. Bununla
birlikte, tiiysiiz siganlarin ve farelerin UVB maruziyeti ile stratum korneumun ana lipit
bilesenleri olan serbest yag asitleri, kolesterol ve seramitin total miktarlarinda herhangi
bir fark bulunmadig1 (Holleran ve dig., 1997; Meguro ve dig., 1999), ancak SKH: hr 1
tip farelerde 72 saat sonra stratum korneum lipitlerinde anlamli bir sekilde artis oldugu
da tespit edilmistir (Holleran ve dig., 1997). Bu calismada, yaklasik 780 mJ/ecm®* UVB
uygulamast sonucunda, UVB uygulanan Grup 2’de Oil red O ile yapilan boyama ile,
deri yiizeyindeki ve sebase bezlerindeki lipit yogunlugunda Grup 1 ile
karsilastirildiginda herhangi bir fark goézlenmemistir. Ayrica, sebase bezlerinde
hiperplazi ya da genisleme de izlenememistir. Bu sonuglar olasilikla uygulanan UVB
dozundan kaynaklanmaktadir. Ancak, morfolojik olarak yapilan bu goézlemler,
morfometrik olarak da desteklenmeli ve daha ileri analizlerle arastirmalar yapilmalidir.
Bircok bitkisel ajanin deri yiizey lipitleri lizerine etkileri arastirilmistir. Berberin ve
woganin gibi aktif bilesenleri olan bazi Japon Kampoh ilaglarinin (Japon-Cin geleneksel
bitkisel ilaglar1), lipogenezisi inhibe ettigi (Seki ve Morahashi, 1993), Okaliptiis
ekstraktinin ise stratum korneum seramitlerinde artisa neden oldugu (Ishikawa ve dig.,
2012) bildirilmistir. Bu ¢alismada, O. hypericifolium esansiyel yagi uygulanan Grup 3
ve 4’te deri yiizeyindeki ve sebase bezlerindeki lipit yogunlugunda Grup 1 ile
karsilastirildiginda artis izlenmemistir. O. hypericifolium esansiyel yagimin da temel
bilesenlerinden olan timol ve karvakroliin, stratum korneum lipitlerini etkileyerek
derinin gecirgenligini arttirdig1 bilinmektedir (Vaddi ve dig., 2002; Gao ve Sing, 1997).
Bu nedenle O. hypericifolium esansiyel yag1 igeriginde temel olarak timol ve karvakrol
bulundugundan, bu esansiyel yagin derinin gegirgenligini arttirabilecegi, dolayisiyla da
bu yagin cilt ile temasinda dikkatli davranilmasi gerektigini 6nerebiliriz.

UV maruziyetinin deri ylizey lipitleri lizerindeki olumsuz etkilerini gidermek i¢in birgok
bitkisel ajan kullanilmaktadir. Citrus depressa suyunun ana bileseni olan nobiletinin
(Tanaka ve dig., 2004), UVB’ye maruz birakilan hamsterlarin sebase bezlerindeki

anormal sebum iiretimini inhibe ettigi ve sebum sekresyonunu hizlandirarak, yag
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bezlerindeki lipitlerin tiikketimini sagladigir bildirilmistir (Sato ve dig., 2007).
Karabugday (Trommer ve Neubert, 2005) ve Caesalpinia paraensis (ECP) (Someya ve
dig., 2003) ekstraktlarinin lipit peroksidasyonu seviyesini anlamli bir sekilde indirgedigi,
Commipora myrrha esansiyel yaginin doza bagh olarak skualen peroksidasyonuna karsi
koruma sagladigr (Auffray, 2007) cesitli ¢alismalarda gosterilmistir. Esansiyel yag
karisimlarinin (kekik, karanfil yaprag, tarcin yapragi, giil ya da maydonoz tohumu) UV
isinlamast ile okside olan skualen deri lipitleri iizerindeki antioksidan etkisinin
arastirildigi bir bagka ¢alismada ise, kekik ile tar¢cin yapragi ya da giil yag1 gibi bazi
karigimlarin pro-oksidan etkisinin bulundugu, kekik ve karanfil yapragi yagindan elde
edilen potansiyel antioksidan etkinin, timol ve eugenol iceriklerinden kaynaklaniyor
olabilecegi belirtilmistir (Wei ve Shibamato, 2007). Ayrica, UVB maruziyetinin, si¢an
derilerindeki kolesterol-7-hidroperoksit konsantrasyonunu arttirdig1 ve tokoferoller gibi
radikal siipiiriiciilerin kullanilmasi ile kolesterol-7-hidroperoksitlerindeki artigin inhibe
edildigi gosterilmistir (Yamazaki ve dig., 1999a). Bu c¢alismada, UVB ve O.
hypericifolium esansiyel yagi uygulanan Grup 4’teki deri ylizey ve sebase bez lipitlerinin
yogunlugunda Grup 1 ve 2’ye gore herhangi bir fark gézlenmemistir. Bitkinin yaginin
ana bilesenleri olan timol ve karvakroliin, antioksidan etkileri sebebiyle, deri yiizey lipit
bilesenlerinin oksidasyonunu engelleyebilecegi diisliniilebilir. Ancak, timol ve
karvakroliin derinin gegirgenligini arttirabilecegi ve bariyer fonksiyonunu bozabilecegi
de unutulmamalidir. Bununla birlikte, Oil Red O’nun baslica nétral lipitleri ve yag
asitlerini boyadig1 gbéz Oniine alindiginda, degisimin diger lipidlerde olabilecegi

diisiiniilebilir. Dolayisiyla bu konuda, diger lipidlerle ilgili ¢calismalar yapilabilir.

4.5 Kollajen ve Elastik Fibriller

Derinin giines 15181mna kronik olarak maruz kalmasi, dermal bag dokuda kollajenin
bazofilik yikilimi ve elastotik materyal birikimi ile karakterize olan ciddi hasarlarla
sonuglanir (Schwartz ve dig., 1989). Fotoyaslanma karmasik bir durumdur ve belirtisi
dermal kollajenin yok olmasi (Yarosh ve dig., 2008) ve elastik fibril bozulmasinin son
iriinii olan giinese bagh elastozistir (Choi, 2005; Rijken ve Bruijnzeel, 2009). Fibroblast

proliferasyonunu ve kollajen sentezini inhibe eden ve kollajen yikimini uyaran uzun
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siireli ya da tekrarlanan UVB radyasyonu, deri fotoyaslanmasimin temel nedenidir
(Wirohadidjojo ve dig., 2012). Bu nedenle, UV maruziyetinin deride kollajen ve elastik
fibriller iizerine olan etkileri arastirilmistir. Giinese maruz kalan derinin dermisinde,
kollajenin 6nemli 6lgiideki kaybindan kaynaklanan bosluklarla ¢evrili kollajen demetleri
ve kalinlagmig, kivrilmis ya da amorf elastotik fibrillerin bulundugu bildirilmistir
(Kligman ve dig., 2000). Benzer sekilde bu ¢alismada da, UVB’ye maruz kalmis grupta
(Grup 2) parcalanmis ve daginik kollajen demetleri ve kivrilmis, amorf ve birikmis

elastik fibriller gozlenmistir.

UV’nin deride kollajen ve elastik fibriller {izerindeki bu olumsuz etkileri nedeniyle,
fenolik asitler, flavonoidler ve yiiksek molekiiler agirlikli polifenoller gibi bitkisel
bilesenlerin fotokoruyucu etkilerine olan ilgi giderek artmaktadir (Svobodova ve dig.,
2003). Bir deniz cayirt olan Thalassia testudinum’un etanolik ekstraktini igeren
kremlerin UVB’ye maruz kalmis fare derisine giinliik yiizeysel uygulamasinin, kollajen
ve elastik fibrillerin yeniden organize olmasini sagladigi tespit edilmistir (Regalado ve
dig., 2009). Kim ve dig. (2004), oral olarak isoflavon verilen farelerde dermisteki
kollajen birikiminin, UV’ye maruz birakilmis kontrol farelere gore daha fazla oldugunu
gostermislerdir. Bu calismada da benzer sekilde, O. hypericifolium esansiyel yagi
uygulanan gruplarda (Grup 3 ve 4), dermiste yogun kollajen fibriller gozlenmistir.
Karvakroliin insan dermal fibroblastlarinda kollajen ekspresyonunu arttirdigi (Lee ve
dig., 2008) gbz Oniine alindiginda, bu calismada ki kollajen fibrillerinin dagilimi ve
boyanma ozeliklerinin, O. hypericifolium esansiyel yaginin ana bilesenlerinden biri olan
karvakrol igeriginden kaynaklandigi distiniilebilir. Ayrica, Polypodium leucotomos
ekstraktinin farelere yiizeysel olarak uygulanmasinin, dermal elastozisinde dahil oldugu
fotoyaslanmaya bagli histolojik parametreleri 6nemli Olgiide azalttigi gdsterilmistir
(Alcaraz ve dig., 1999). Benzer sekilde, bu calismada da, O. hypericifolium esansiyel
yagimmin uygulandigi gruplarda (Gruplar 3 ve 4), elastik fibril birikimi ayirt
edilememistir. Ancak, daha ileri molekiiler tekniklerle bu bulgunun desteklenmesi uygun

olacaktir.
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4.6 Laminin

Bir¢ok dokunun epitel/mezensimal arayiizi BM ile ortiiliidiir. Bu ince ortii yiiksek
oranda Ozellesmis bir ekstraselliiler matrikstir ve bilesimi doku spesifik olarak, gelisim
stirecinde ve onarimda degisiklik gosterir. BM nin, lamininleri, entaktin-1/nidogen-1, tip
IV kollajen ve proteglikanlar1 igerdigi bilinmektedir (Erickson ve Couchman, 2000).
BM, epidermisin ve dermisin saglikli bir sekilde korunabilmesi i¢in onemli rollere
sahiptir. Tekrar eden hasarlar deriyi stabil olmayan bir duruma getirir ve yaslanma
sirecini  hizlandirir (Amano, 2009). Lamininler, BM’nin olusumu, mimarisi ve
stabilitesinde merkezi bir role sahiptir (Aumailley ve Smyth, 1998). Bu nedenle UV
maruziyetinin deride laminin {izerindeki etkileri biiyiik dnem tasimaktadir. Gilinese
maruz kalan deride, epidermal hiperplazi ile birlikte, dermal-epidermal baglanti
bolgelerinde ki BM hasarlanir, degisir, iki katina ¢ikar, ¢cok tabakali hale gelir ve
bozulma goriiliir (Inomata ve dig., 2003; Amano, 2005; Ogura ve dig., 2008; Amano,
2009). Normal hiicrelerle karsilastirildiginda UV’ye maruz kalan hiicrelerde artmig
laminin sekresyonu gozlenmistir (Jung ve dig., 2009). Bu ¢calismada, Grup 1 (kontrol)’de
laminin reaksiyonu dermal-epidermal baglantilarda, dermal kan damarlariin, kil
folikiilleri ve kaslarin ¢evresinde goriilmektedir. Bu reaksiyon dermal-epidermal
baglantilarda diizglin ve devamlidir. Ancak, UVB uygulanan Grup 2’de, laminin
reaksiyonun diizensiz oldugu, birikimler yaptigt ve dermal-epidermal baglanti
bolgelerinde yer yer dejenerasyonlarin bulundugu goézlenmistir. Bu bulgular, daha
onceki caligmalarla uyum gostermektedir. Grup 2’de goézlenen laminin birikimlerine,

UV kaynakli olarak laminin sekresyonundaki artisin neden olabilecegi soylenebilir.

Bitkisel ajanlarin deride BM’de yer alan laminin sentezi lizerine etkilerini arastiran
bircok calisma vardir. Aloe vera’dan izole edilen anjiyogenik beta-sitosterol, von
Willebrand faktor, vaskiiler endoteliyal biiytime faktorii (VEGF), VEGF reseptorii Flk-1
ve kan damar1 matriks laminini gibi proteinlerin ekspresyonunu arttirmaktadir (Choi ve
dig., 2002). Chromolaena odorata (Eupolin) ekstraktinin doza bagl olarak laminin 5,
laminin 1, kollajen IV ve fibronektin ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (Phan ve

dig., 2000). Ayrica, piring sarabinin prokollajen ve laminin 5 ekspresyonunu (Seo ve
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dig., 2009) ve soya lizolesitinin dermal-epidermal baglanti bolgelerinde laminin 5
birikimini ve BM olusumunu (Akutsu ve dig., 2000) arttirdig1 bildirilmistir. Ek olarak,
laminin 5 ve soya lizolesitininin, dermal-epidermal baglantilardaki BM hasarlarinin
onarimini arttirdigi da rapor edilmistir (Amano ve dig., 2004). Bu calismada, O.
hypericifolium esansiyel yaginin uygulandigi Grup 3’te, laminin yaygin bir boyanma
paterni gostermistir. Boyanma yogunlugu olarak kontrol grubu (Grup 1) ile belirgin bir
fark goriilmemistir. Dolayisiyla, O. hypericifolium esansiyel yaginin laminin

ekspresyonu iizerinde pozitif etkisi oldugu sdylenemez.

Ayrica, gesitli ajanlarin BM lamininlerini UV hasarlarina kars1 koruyucu etkisi olup
olmadig1 da arastirnlmistir. Hasarli insan keratinositleri {izerine mineral ekstraktinin
(Loess 970 gr ve Sodyum hidroksit 30 gr eritilerek elde edilen karisim) etkisinin
arastirildigi calismada, UV’ye maruz birakilan hiicrelerin goreceli olarak daha fazla
miktarda laminin salgiladigi, UV’ye maruz birakilan keratinositlerin mineral ekstrakti ile
muamele edilmesinin ise vakuol boyutlarini azalttigi ve doza bagli olarak laminin
sekresyonunu arttirdigr  gosterilmistir (Jung ve dig., 2009). Bir baska calismada,
engineered human skin (EHS) olusturulmus ve SPF 28 ve SPF 30 fiziksel giines
koruyuculari uygulanarak ya da uygulanmadan artan dozlarda (1000-6000 kJ m™)
simiile giines 151g1na maruz birakilmislardir. Simiile giines 1s181na maruz kalan EHS’de
laminin birikiminin tam olarak ger¢eklesmemesinin neden oldugu belirgin bir epidermal
organizasyonsuzluk gozlenmistir. Fiziksel giines koruyucu, diisiik dozlarda simiile giines
15181 ile indiiklenen epidermal hasara engel olmus ve test edilen tiim simiile giines 15181
dozlarinda laminin birikimine izin vermistir (Bissonauth ve dig., 2000; Rouabhia ve dig.,
2002). Bu ¢alismada, O. hypericifolium esansiyel yagi ve UVB uygulanan Grup 4’te
lamininin, dermal-epidermal baglanti bolgelerinde diizensiz, devamliligin1 kaybetmis ve
zayif reaksiyon gostermistir. Sonuglar degerlendirildiginde, O. hypericifolium esansiyel
yaginin, UVB maruziyetinin lamininde meydana getirdigi hasarlar lizerinde olumlu bir
etkisi gozlenmemistir. Ancak, bu go6zlemlerin daha ileri molekiiler teknikler,

spektroskopik yontemlerle desteklenmesi gerekmektedir.
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4.7 Galektin-3

Galektin-3, B-galaktozid baglayan bir lektindir (Castronovo ve dig., 1999; Kapucuoglu
ve dig., 2009). Ekspresyonu, ¢ok farkli stresorlerden etkilenir ve cesitli fizyolojik ve
patofizyolojik sartlarda giiclii sekilde modifiye edilir (Dumic ve dig., 2002).
Mitokondriyal membran potansiyeli ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu {izerinde
galektin-3’iin asir1 ekspresyonunun koruyucu etkisi vardir (Matarrese ve dig., 2000b).
Ayrica, ¢esitli apoptotik uyaranlarla periniikleer membrani geger, mitokondriye ulasir ve
apoptozisin diizenlemesinde dnemli olan mitokondriyal hasara ve sitokrom c salinimina
engel olur (Yu ve dig., 2002). Keratinositlerinde dahil oldugu epitel hiicrelerinde bol
miktarda eksprese edilen ve immiin hiicrelerin fonksiyonlarna etki ederek inflamatuar
deri hastaliklarinin patogenezisi ile de ilgili olan galektin-3, cesitli deri hastaliklar1 igin
yeni bir torapotik hedeftir (Larsen ve dig., 2011). Caligmalar, mast hiicrelerinde bulunan
galektin-3’iin bu hiicrelerin bazal laminaya tutunmasiyla ilgili olabilecegini ve insan
mast hiicrelerinin ve bazofillerinin degraniile olmak iizere aktive olduklarinda salgi
graniilleri tizerinde yer alan galektin-3’ii salgilayabileceklerini diisiindiirmektedir (Craig
ve dig., 1995). Ayrica, endogenik galektin-3’iin, keratinositlerde anti-apoptotik bir
molekiil oldugu ve apotozis ile ilgili deri hastaliklarinin gelisimi ile iliskili olabilecegi de
bildirilmistir (Saegusa ve dig., 2008). Yapilan caligmalarda, normal deride galektin-3
immiinreaktivitesinin 6zellikle epidermisin orta bolgesinde (dikensi tabaka) ve ekrin ter
bezlerinde goriildiigli (Castronovo ve dig., 1999) ve normal epidermisteki galektin-3
ekspresyonunun, melanom dis1 deri kanserlerine gore daha yiiksek oldugu (Kapucuoglu
ve dig., 2009) gosterilmistir. Bu ¢alismada galektin-3-pozitif reaksiyon, normal deride
(Grup 1), Castronovo ve dig. (1999)’nin goézlemledigi gibi epidermiste goriilmekle
birlikte, keratin tabaka liflerinde, kil folikiili hiicrelerinde, sebase bezi c¢evresinde ve
hiicrelerinin zarlarinda, kas demetleri ¢evresinde de gozlenmistir. Reaksiyon, dermisin

fibril yapilarinda ve epidermal baglant1 bolgesinde genel olarak yogun bulunmustur.

UVB’nin yaban tip keratinositlerde galektin-3 mRNA’simnin sentezini gecici olarak
uyardig1 gosterilmistir (Saegusa ve dig., 2008). Yine, galektin-3’iin glinese maruz kalan

bolge lezyonlarindaki sitoplazmik ve niikleer ekspresyonlar1 arasindaki giicli iligkinin,
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UV isinlarinin galektin-3 aktivasyonuna etkisini gdsterdigi bildirilmistir (Prieto ve dig.,
2006). Bu calismada, galektin-3-pozitif reaksiyonu, UVB uygulanan grup 2’ye ait
epidermal hiicrelerde yogun olarak izlenmistir. Bu grupta, galektin-3-pozitif reaksiyon
yer yer yogun olmak iizere dermiste, epidermis ve kil folikiilii hiicrelerinde oldukca
yogun olarak izlenmistir. Epidermiste hiicrelerde yogun gozlenen galektin-3 reaksiyonu,
epidermal bazal hiicrelerde galektin-3 ekspresyonunun UV etkisi ile arttigini gosteren

caligsmalarla (Saegusa ve dig., 2008; Prieto ve dig., 2006) benzerlik gostermektedir.

Cesitli ajanlarin galektin ekspresyonu iizerine etkilerinin arastirildigi calismalarda,
Bifidobacterium breve M-16V (GF/Bb) iceren diyetle beslenen farelerde, bu takviyenin,
alerjik semptomlarin 6nlenmesiyle ilgili olan serum galektin-9 seviyesini arttirdigi
bildirilmistir (de Kivit ve dig., 2012). Dogal bir polifenol olan kurkuminin galektin-3
ekspresyonu i¢in potansiyel bir inhibitér oldugu (Dumic, ve dig., 2002), modifiye
edilmis narenciye pektininin (MCP-turunggil meyvelerindeki sindirilemeyen, suda
¢Oziiniir polisakkarit fibrillerinden tiirevlenen, pH ve sicaklikla modifiye edilmis pektin
formu) spesifik olarak karbohidrat baglayan protein galektin-3’1i inhibe ettigi (Liu ve
dig., 2008; Nangia-Makker ve dig., 2002b) ve apotozisteki diisiisle ilgili olarak, galektin-
3’de de azalmaya neden oldugu (Kolatsi-Joannou ve dig., 2011) gosterilmistir. Bu
calismada, seyreltilmemis O. hypericifolum esansiyel yagi uygulanan Grup 3’te,
dermiste galektin-3-pozitif reaksiyon gosteren hiicrelere rastlanmistir. Bu hiicrelerin,
immun sistem hiicreleri olabilecegi diisiiniilmektedir. Reaksiyon, genellikle epidermiste
hiicrelerin zarlarinda izlenmistir. Epidermal hiicrelerdeki galektin-3
immiinreaktivitesinin kontrol grubu (Grup 1) ile benzer olmasi, O. hypericifolium
esansiyel yagmin epidermal hiicrelerde tek basina galektin-3 ekspresyonunda herhangi
bir degisiklige neden olmadigini diisiindiirmektedir. Ancak, dermiste galektin-3-pozitif
hiicrelerin  izlenmesi, esansiyel yagin immiin sistem hiicrelerinde galektin-3

ekspresyonunu arttirmis olabilecegini akla getirmektedir.

UVB ve O. hypericifolium esansiyel yagi uygulanan Grup 4’te ise, dermiste, fibril
yapilarda ¢ok yogun galektin-3-pozitif reaksiyon izlenmemis, epidermiste reaksiyon
kontrol grubu ile benzer olarak daha ¢ok hiicre zarlarinda gozlenmistir. Bu verilere gore

bu grupta, O. hypericifolium esansiyel yagi uygulamasi, UVB etkisi ile artan galektin-3
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ekspresyonunu bir miktar baskilamig gibi goriinmektedir. Bu bulgu, O. hypericifolium
esansiyel yagimin UVB oOncesinde uygulanmasmin galektin-3’iin UVB ile uyarilan

ekspresyonunu bir miktar inhibe ettigini diisiindiirmektedir.

Tiim bunlara ek olarak, UVB (Byrne ve dig., 2008; Mohamed ve dig., 2003; Kligman ve
Murphy, 1996) ve karvakrol varliginda (Tekeli, 2008; Aksoy, 2007) derideki mast hiicre
sayilarinin artti1 da bilinmektedir. Mast hiicrelerinde ve bazofillerde yapilan galektin-3
immiin isaretlemede, bu lektinin cekirdek ve/veya sitoplazmada yerlestigi, nuklear
olarak heterokromatin bdlge isaretlenirken, Okromatinin isaretlenmeden kaldigi,
sitoplazmik isaretlenmenin ise salgi graniillerinin {izerinde yogunlastigi ve boyanma
yogunlugunun, genel olarak deri mast hiicrelerinde, diger bolgelerinkilerden ve
bazofillerden daha fazla oldugu bildirilmistir (Craig ve dig., 1995). Yapilan diger
caligmalarda da galektin-3’lin mast hiicrelerini degraniile olmadan mitokondriyal
apoptozise girmeleri yoniinde aktive ettigi (Suzuki ve dig., 2008) ve galektin-3’{in
alerjik hastaliklarin kontroliinde potansiyel bir hedef olabilecegi (Chen ve dig., 2006)
bildirilmistir. Bu bilgiler 1s1ginda, bu calismada grup 3’te, dermis icinde gozlenen
galektin-3-pozitif reaksiyon gosteren hiicrelerin, boyanma o6zelliklerinden dolayr mast

hiicreleri olabilecegi de diistiniilmektedir.

4.8 Glikokonjugatlar

Normal ve patolojik sartlarda, karbohidrat-protein ve karbohidrat-karbohidrat
etkilesimleri tizerinde son yillarda bir¢ok bilginin ortaya ¢ikmastyla birlikte, karbohidrat
biyolojisi giderek daha c¢ok &nem kazanmustir (Danguy ve dig., 1994). Ornegin,
transformasyon ve malignansi gelisimi sirasinda glikan yapilarda farkliliklar

bulunmustur.

Lektinler, bakterilerde, hayvanlarda ve bitkilerde hiicre ylizey karbohidratlarinin
taninmasindan sorumludurlar (Weis ve Drickamer, 1996). Cesitli canlilarin (insan, fare,
misir su mandasi, yeni dogan sican ve koOpek) normal derilerinde yapilan lektin
histokimyasi ¢alismalarinda, normal derinin epidermisinde genel olarak a-D-mannoz, a-

ve P-galaktoz, N-asetilglukozamin, sialik asit, N-asetilgalaktozamin, o-L-fukoz, a-D-
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glukoz (Mohamed ve dig., 2008; Georgiou ve dig., 2005; Schaumburg-Lever ve dig.,
1984; Nemanic ve dig., 1983; Ookusa ve dig., 1983; Brabec ve dig., 1980) gibi
sekerlerin bulundugu belirlenmistir. Epidermis yapisinda bulunan sekerlerden o-D-
mannoz, a-D-glukoz ve a-L-fukoz, yasa bagli olarak anlamli fark gosterir (Georgiou ve
dig., 2005). Kan grubu A olan bireylerin epidermisinin a-D-N-asetilgalaktozamin, B kan
gruplu kisilerin epidermisinin a-D-galaktoz iceriklerinin zengin oldugu bildirilmistir
(Schaumburg-Lever ve dig., 1984). Ayrica, epidermisin N-asetilgalaktozamin igeriginin
keratinosit farklilasmasi boyunca arttigi da gosterilmistir (Ookusa ve dig., 1983).
Normal deride dermiste, mannoz, a- ve B-galaktoz, N-asetilglukozamin ve sialik asit
belirlenmistir (Nemanic ve dig., 1983). Bu calismanin lektin histokimyasi kisminda, ug
mannoz gruplarma spesifik olan GNA, N-asetilglikozamin’e B(1—4) bag ile bagh
galaktoza [GalB(1—4)GIlcNAc] spesifik olan DSA ve galaktoza a(2—4) bagi ile bagh
sialik asite spesifik olan MAL lektinleri uygulanmistir. Yapilan 151k mikroskobik
incelemeler sonucunda, diger calismalarla benzer olarak, kontrol grubu (Grup 1)
epidermislerinin yogun sekilde u¢ mannoz gruplarina sahip yapilar ve N-
asetilglikozamine B(1—4) bag: ile bagh galaktoz ve daha az yogun olarak sialik asit
icerdigi, ancak dermiste u¢ mannoz gruplarinin ve N-asetilglikozamine B(1—4) bagi ile
bagli galaktozun daha az yogun, sialik asit yogunlugunun ise ¢ok daha fazla oldugu

gbzlenmistir.

UV’nin deri iizerindeki etkilerini arastiran bir ¢alismada, tek basina UVA uygulamasinin
endoteliyal ve epidermal hiicrelerdeki seker uzantilarinda 6nemli bir degisiklige neden
olmadig1 ve endoteliyal hiicrelerin kullanilan lektinlerle reaksiyonunun tek doz UVB
uygulamasina daha hassas oldugu gosterilmistir (Sayeed ve dig., 1993). Sedef hastalar1
iizerinde yapilan bir ¢aligmada ise, normal deri plazma membranlarinin o-L-fukoz ve
glukoz/mannoz ile reaksiyon verirken, bu sekerlerin sedef hastalarinda epidermiste
sadece sitoplazmik patern gosterdigi, PUVA (yiizeysel psoralen ve uzun dalga boylu
UVR) uygulanan sedef hastalarinda reaksiyon paterninin dereceli olarak normallesirken,
plazma membranlarinda reaksiyonun goriilmeye basladigi rapor edilmistir (Danno ve
dig., 1986). Bu calismada, UVB uygulanan Grup 2’de, epidermal hiicrelerin u¢ mannoz

gruplarini igeren yapilarla sialik asitin yogunlugunun Grup 1 ile benzerlik gosterdigi,

134



ancak N-asetilglikozamine B(1—4) bag ile bagl galaktoz yogunlugunun ise Grup 1’e
gore daha az oldugu gozlenmistir. Dermiste, UVB uygulamasinin, hem u¢ mannoz
gruplart yogunlugunu, hem de N-asetilglikozamine PB(1—4) bagi ile bagh galaktoz
yogunlugunu, kontrol grubu Grup 1’e gore arttirdigi, ancak sialik asit yogunlugunun
kontrol grubu ile benzer oldugu izlenmistir. Bu veriler, UVB’nin derinin bazi seker
bilesimlerini degistirebilecegini diisiindiirmektedir. Bu bulgu, UV radyasyonunun
derinin seker yapilar1 {iizerinde degisikliklere neden oldugunu gdsteren yukarida

belirtilen caligsmalarla benzerlik gostermektedir.

Cesitli ajanlarin glikokonjugatlar iizerine etkilerini aragtiran c¢alismalar mevcuttur.
Kumarin (kumarik asitin anhidriti), tonka fasiilyesi, lavanta, tatli yonca ve tarcin gibi
cesitli bitkilerden dogal olarak elde edilebilen ya da bir amino asit olan fenilalaninden
sentetik olarak Tretilebilen beyaz kristalli bir laktondur (SCCP, 2006) ve 7,12-
dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) ile indiiklenen oral karsinogenez boyunca hiicre
ylizey glikokonjugatlarinin korunmasinda 6nemli bir potansiyele sahiptir (Baskaran ve
dig., 2011). Oral olarak alinan Clerodendron inerme yaprak etanolik ekstraktinin
(CILEE), DMBA ile indiiklenen deri karsinogenezi siiresince ortaya ¢ikan, membran
lipit peroksidasyonundaki artig1, yetersiz antioksidan potansiyelini ve membran
glikokonjugatlarinin kayb1 ile olusan farelerin eritrositlerindeki yapisal ve fonksiyonel
anormallikleri geri ¢evirdigi bildirilmistir. Bu etkinin de muhtemelen, bitki ekstraktinin
icerdigi biyoaktif bilesikler olan flavonidler, izoflavonlar ve bunlarin sinerjistik etkisi ile
ortaya c¢iktigr diisiiniilmektedir (Rajalingam ve dig., 2008). Bir diger ¢alismada, O.
hypericifolium ekstrakti enjekte edilmis farelerde N-asetilgalaktozamine Gal B(1—3)
bagi ile bagh galaktoz yapilarinin midede ve ince bargirsakta, Galaktoza a(2—3) bagl
sialik asit yapilarinin ince bargirsakta ve a(1—3) ve a(1—6) bagh yiliksek mannozlu
yapilarin kalin bargirsakta azaldigi gosterilmistir. Bu nedenle, bitki ekstraktinin
gastrointestinal sistemde bazi glikan yapilarinda degisikliklere yol actigi bildirilmistir
(Keskin ve dig., 2012). Bu ¢alismada O. hypericifolium esansiyel yagi uygulanan Grup
3’te, kontrol grubu olan Grup 1 ile karsilastirildiginda, epidermisin daha az u¢ mannoz
gruplarini iceren yapilar ve N-asetilglikozamine (1—4) bagi ile bagh galaktoz icerdigi,

sialik asit yogunlugunun ise kontrol ile benzer oldugu tespit edilmistir. Dermiste ise ug
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mannoz gruplarina sahip yapilarin ve N-asetilglikozamine B(1—4) bagi ile bagh
galaktoz yapilarinin kontrol grubuna (Grup 1) gore daha yogun oldugu, sialik asit igeren
yapilarin ise kontrol grubu ile benzer oldugu izlenmistir. Bu sonuglar, seyreltilmemis O.
hypericifolium uygulamasinin derinin karbohidrat bilesimini  degistirebilecegini
diisiindiirmektedir. Isik mikroskobu diizeyinde yapilan bu calismanin, spektroskopik

caligsmalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Radyasyon maruziyeti ve g¢esitli ajanlarin glikokonjugat yapilarina etkilerinin
arastirlldigi c¢alismalar vardir. Agiz i¢i skuamdz hiicre karsinomuna sahip hastalarda,
serum heksoz, heksozamin, fukoz ve sialik asit seviyeleri artmistir ve radyasyonla tedavi
edilen hastalarda kontrolle karsilastirildiginda belirgin bir azalma izlendigi, serum
glikokonjugat seviyesinin vitamin E ile desteklenmis radyasyon ile tedavi edilen
hastalarda belirgin bir sekilde azaldigi rapor edilmistir (Chitra ve Devi, 2008).
Endoteliyal ve epidermal hiicrelerdeki UV radyasyonu ile indiiklenen degisiklikler
incelendiginde, PUVA radyasyonunun, UVB’ye gore terminal galaktoz ve a-galaktoz
iizerinde daha fazla degisiklige neden oldugu ve tek basmna psoralen ya da UVA
uygulamasiin belirgin bir degisiklige neden olmadigi bildirilmistir (Sayeed ve dig.,
1993). Bu calismada, grup 4’te epidermisteki u¢ mannoz gruplarini iceren yapilarin
kontrol grubuna (Grup 1) ve UVB uygulanan Grup 2’ye gore azaldigi, O. hypericifolium
esansiyel yagi uygulanan Grup 3 ile benzer oldugu izlenmistir. Dermiste bu sekerlerin
yogunlugunun, Grup 1’e gore bir miktar arttig1i, Grup 2 ile benzer oldugu ve Grup 3’e
gore bir miktar azaldig1 tespit edilmistir. N-asetilglikozamine B(1—4) bagi ile bagh
galaktoz yogunlugunun ise, UVB ve O. hypericifolium esansiyel yagi uygulanan Grup
4’te, epidermiste kontrol grubuna (Grup 1) goére bir miktar azalirken, UVB uygulanan
Grup 2 ve O. hypericifolium esansiyel yagi uygulanan Grup 3 ile benzer oldugu
gozlenmistir. Dermiste bu seker yapilarinin, Grup 1 ve 2 ile benzer bir reaksiyon
yogunlugu gosterdigi, Grup 3’e gore ise bir miktar azaldigi tespit edilmistir. Bunlara ek
olarak, Grup 4’te sialik asit yogunlugunun epidermis ve dermiste tiim gruplarla benzer
oldugu izlenmistir. Bu bulgular, yiizeysel olarak seyreltilmemis O. hypericifolium
esansiyel yaginin UVB ile birlikte uygulanmasinin, UVB’nin epidermiste neden oldugu

N-asetilglikozamine p(1—4) bagi ile bagh galaktoz yogunlugundaki azalmayi
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engelleyemedigini gostermektedir. UVB uygulamasi epidermisteki u¢ mannoz
gruplarina sahip yapilarda bir degisiklige neden olmazken, esansiyel yag uygulamasinin
bu seker yogunlugunda azalmaya neden oldugu izlenmistir. Ayrica, UVB, esansiyel yag
ya da hem UVB hem esansiyel yagin birlikte uygulanmasmin derinin sialik asit
yogunlugunda bir degisiklige neden olmadigi gozlenmistir. Ancak, bu bulgularin
yapilacak diger molekiiler, biyokimyasal analizler gibi c¢aligmalarla birlikte

degerlendirilmesine gerek vardir.

4.9 TUNEL-Apoptozis

Deri, glines yamigi, foto hasar ve melanom olmayan deri kanserleri gibi deri
hastaliklarinin ana nedeni olan UV’ye maruz kalan bir yapidir (Sies ve Stahl, 2004).
UVB ile indiiklenen hasarlar, giines yanigi hiicreleri ve DNA lezyonlar1 gibi temel
olarak epidermaldir (Bernerd ve Asselineau, 2008). Keratinositler ¢esitli fizyolojik ve
patolojik sartlarda apoptozise ugrarlar (Saegusa ve dig., 2008). UVB radyasyonuna asir1
derecede maruz kalma, apoptotik keratinositleri gosteren giines yanigir hiicrelerinin
ortaya ¢ikmasina neden olur (Zhuang ve dig., 1999). Insan epidermal kok hiicreleri de
UVB radyasyonuna bir yanit olarak apoptozise ugrayabilirler ve keratinositlere gore
daha duyarli olabilirler (Mei ve Liang, 2011). UVB radyasyonundan sonra hasarli
DNA’nin apoptozisle stiratli bir sekilde uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu nedenle
UVB radyasyonundan sonra hizli bir sekilde uyarilan apoptozisin hatasiz bir sekilde
islemesi oldukca onemlidir (Honda ve dig., 2009). Apoptozis, UVB radyasyonunun
karsinojenik etkilerine karsi koruyucu bir mekanizmadir (Laethem ve dig., 2005). UVB
hasarlar1 ile ilgili olarak yapilan bir ¢alismada, dorsal derileri 10 kJ/m* UVB
radyasyonuna maruz birakilan WBN/ILA-H¢ sicanlarin epidermislerindeki giines yanigi
hiicrelerinin nukleuslariin TUNEL metodu ile giiclii bir sekilde boyandig1 ve bunlarin
ince yap1 diizeyinde apoptotik nukleus i¢in karakteristik olan ozellikler gdsterdikleri ve
TUNEL-pozitif keratinositlerin ylizde degerlerindeki degisikligin, gilines yanig
hiicrelerinin sayilarindaki degisiklik ile ortlistiigii gosterilmistir (Kuroki ve dig., 2001).
Bu calismada da UVB uygulanan Grup 2’nin epidermisindeki TUNEL-pozitif hiicre
sayisindaki artis, Grup 1 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)
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bulunmustur. Daha 6nce yapilan caligmalarla benzer sekilde, bu hiicrelerin, TUNEL
metodu ile giiclii bir sekilde boyanan ve apoptotik nukleus karakteristik o6zellikleri

gosteren hiicreler olabilecegi sdylenebilir.

O. hypericifolium esansiyel yaginin temel bilesenlerinden olan timol ve karvakroliin
hiicre apoptozisi, hiicre cogalmasi ve gelisimi lizerine etkileriyle ilgili ¢esitli ¢aligmalar
bulunmaktadir. Timoliin, A549 (Human lung adenocarcinoma epithelial cell line-
adenokarsinom insan akciger epitel hiicre hatt1) ve V79 379A (Chinese Hamster Akciger
fibroblast benzeri hiicreler) hiicre hatlar1 iizerinde zamana ve doza bagl sitotoksik etki
gosterdigi ve diisiik konsantrasyonlardaki timol dozlarinin saglikli hiicrelerdeki
sitotoksik etkisinin, A549 hiicrelerine gore ¢ok az oldugu saptanmistir (Kaya, 2007).
Bununla birlikte, timoliin 0,1 mM’in altindaki konsantrasyonlarda DNA zincir
kiriklarinda artisa neden olmazken, 0,2 mM’in {izerindeki konsantrasyonlarda DNA
hasarinda belirgin bir artisa neden oldugu ve calisilan diisiik dozlarda; 2-amino-3-
methylimidazo[4,5-f]-quinoline (IQ) ve mitomisin C (MMC) tarafindan indiiklenen
DNA zincir kiriklarin1 anlamli bir sekilde indirgedigi de (Aydin ve dig., 2005)
bildirilmistir. HepG2 (karaciger hepatoselliiler karsinoma hiicreleri) ve Caco-2 (insan
kolonik karsinoma hiicreleri) hiicre hatlarinin, ¢esitli konsantrasyonlarda timol ile 24
saat inkiibasyonunun her durumda da bu hiicrelere hidrojen peroksit kaynakli DNA
zincir kiriklarina karst anlamli bir koruma sagladigi (Slamenova ve dig., 2007) ve Hep-2
(insan larinks karsinomundan monolayer olarak iiretilen hiicre hatt1) hiicre kiiltiirlerinin
timol ile muamelesinin denenen dozlarin hicbirinde herhangi bir apoptozis belirtisini
indiiklemedigi gosterilmistir (Stammati ve dig., 1999).

O. hypericifolium esansiyel yaginin diger bir ana bileseni olan karvakrol, farmakolojik
ozellikleri acisindan 6nemli Sl¢iide degerlendirilen, birgok aromatik bitkinin bilesenidir.
Karvakroliin insan servikal kanseri, HeLa ve SiHa hiicrelerinde doza bagl sitotoksik
etki  gosterdigi, oOlen hiicrelerin, DNA fragmentasyonu gibi  apoptozisin
karakteristiklerini sergiledikleri bulunmustur (Mehdi ve dig., 2011). Diger bir ¢calismada,
karvakrol ile muamele edilen hiicrelerin, yuvarlaklagmasi, sitoplazmik bleblerin
olusumu ve sekillerinde diizensizliklerin meydana gelmesi ile diskten koptuklar1 ve bu

verinin karvakroliin A549 hiicre hattinda hiicre biiyiimesinin ¢ok gii¢lii bir inhibitori
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oldugunu gosterdigi bildirilmektedir (Koparal ve Zeytinoglu, 2003). Karvakroliin,
domuz lenfosit ve enterosit hiicre hatti IPEC-1 proliferasyonunu apoptotik hiicre
oliimiinii indiikleyerek azalttigina (Bimczok ve dig., 2008) dair bulgular da vardir. Bir
baska calismada da, Hep-2 hiicre kiiltiirlerinin karvon, karvakrol ve sinnamaldehit ile
muamelesinin apoptotik fenotip icin tipik olan nukleus fragmentasyonunu tim
konsantrasyonlarda indiikledigi bulunmustur (Stammati ve dig., 1999).

Bununla birlikte, karvakroliin karaciger hiicre rejenerasyonu hizini arttirdigi ortaya
konmustur (Uyanoglu ve dig., 2008). Ayrica, HepG2 ve Caco-2 hiicre hattinin
karvakroliin ¢esitli konsantrasyonlar1 ile 24 saat inkiibasyonunun, bu hiicreleri hidrojen
peroksit kaynaklit DNA zincir kiriklarina kars1 anlamli bir sekilde korudugu bildirilmistir
(Slamenova ve dig., 2007). Ek olarak, karvakroliin, 0,1 mM’dan yiksek
konsantrasyonlarda DNA hasarlarini indiikledigi, 0,05 mM konsantrasyonun altinda ise
1Q ve MMC tarafindan indiiklenen DNA zincir kiriklarin1 anlamli bir sekilde indirgedigi
gosterilmistir. Konsantre Thymus spicata sulu metanolik ekstraktindan elde edilen n-
hekzan ve etil asetat fraksiyonlarinin bilesenlerinin, IQ ve MMC ile indiiklenen DNA
hasarina kars1 lenfositleri doza bagl olarak korudugu da gosterilmistir (Aydin ve dig.,
2005). Bu calismada, esansiyel yag uygulamasi ile epidermiste goriilen TUNEL-pozitif
hiicre sayisinda Grup 1’e gore anlamli bir artis (p<0,05) tespit edilmistir. Bu arts,
seyreltilmeden kullanilan esansiyel yag iceriginde yer alan timol ve karvakroliin,
sitotoksik etkisinden ya da DNA fragmentasyonuna neden olmasindan kaynaklaniyor

olabilir.

Bitki kaynakli ajanlarin kullanilarak deride UV ile olusturulan hasarlarin azaltilmasina
yonelik bir¢ok ¢alismada, bu ajanlarin derideki TUNEL-pozitif hiicre sayilari tizerindeki
etkileri SKH-1 tiiysiiz fareler, HaCat hiicre hatti, Balb/c fareler, insan fibroblast
kiiltiirleri, kan lenfositleri ya da goniilliilerden alinan biyopsi 6rneklerinin kullanildig:
sistemlerde arastirilmistir. Renkli meyve ve sebzelerde bulunan bir antosiyanidin olan
Delphinidin, o6liimsiizlestirilmis insan HaCaT keratinosit hiicrelerinin ve fare derisi
hiicrelerini UVB ile indiiklenen apoptozisten korumaktadir (Afaq ve dig., 2007). Benzer
sekilde, insan derisine OM24 losyonunun (placebo icerige ek olarak %4 Camellia

sinensis yaprak ekstrakt) %10’luk karisim uygulamasi, apoptotik keratinosit sayisinda
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anlamli bir azalmaya neden olmaktadir (Mnich ve dig., 2008). Ayrica, diyetle alinan
silibininin (diinyada ve Amerika’da yogun bir sekilde besin takviyesi olarak kullanilan
dogal bir flavonoid) UVB’nin neden oldugu apoptozisi ve giines yanigi hiicrelerinin
olusumunu inhibe ederek deri epidermisinde UVB ile indiiklenen hasarlara kars1 ¢esitli
yollarla koruma sagladig: bildirilmistir (Gu ve dig., 2005). Benzer sekilde, cogunlukla
cilek, sebzeler, cay, sarap ve bitkiler gibi dogal yiyeceklerde bulunan, kuersetine
benzeyen bir flavonoid olan mirsetinin konsantrasyona bagli olarak UVB ile indiiklenen
keratinosit 6liimiinii azalttig1 (Huang ve dig., 2010b) ve ballibabagiller bitki koklerinden
elde edilen bir flavon olan baikalin’in UVB kaynakli dermal siklobiitan pirimidin dimer
miktarin1 ve apotozisi (TUNEL-pozitif hiicreler) azalttigi (Zhou ve dig., 2008) rapor
edilmistir. Ek olarak, deve dikeninde (Silybum marianum) bulunan bir flavonoid olan
silimarinin, DNA hasarlar1 miktarin1 azaltarak epidermal keratinositlerinde apoptozisi
azaltabilecegi (Katiyar ve dig., 2011) ve red Ginseng koklerinden izole edilen total
saponinlerin ve ginsenosid Rb-1’in, UVB maruziyeti ile indiiklenen apoptotik, Ki-67- ve
8-hidroksi-2-deoksiguanozin-pozitif hiicrelerdeki artis1 6nledigi de (Kim ve dig., 2009)
bildirilmistir. Ayrica, yesil ya da siyah ¢ay ekstraklarinin, bunlarin polifenollerinin ya da
kurkuminin insan fibroblast kiiltiiriine ya da fitohemagliitinin (PHA) ile uyarilmis kan
lenfositlerine ilave edilmesinin radyasyonla indiiklenen kromatid kiriklarinin frekansin
anlaml bir sekilde azalttigi (Parshad ve dig., 1998) ve yesil cay ekstraktinin giines
yanigl hiicrelerinin sayisini azaltmasinin yaninda langerhans hiicrelerini de UV
hasarlarindan korudugu ve UV radyasyonundan sonra olusan DNA hasarlarim
indirgedigi de bildirilmistir (Elmets ve dig., 2001). Bununla birlikte, kahverengi alg olan
Sargassum sagamianum temel bilesenlerinden ve bir plastokinon olan sargaquinoik
asitin UVB uygulamasindan (2,5 kJ/m”) o6nce yiizeysel uygulamasinin kaspaz-3
aktivitesi de dahil olmak iizere apoptozisi arttirdig1 bildirilmistir (Hur ve dig., 2008).
Tek doz (45 ml/cm?) UVB uygulamasindan sonra kafein uygulamasmin farelerde
apoptotik keratinosit sayisini 2 katina ¢ikardigi (Koo ve dig., 2007) ve yesil yaprakli
sebzelerde bulunan lutein ve zeaksantin gibi diyetsel karotenoidlerin UVB maruziyeti ile
indiiklenen c¢ogalan hiicre niikleer antijen, bromodeoksiuridin ve TUNEL-pozitif

hiicrelerin yilizdesindeki artisinda etkili oldugu (Gonzalez ve dig., 2003) da
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gosterilmigtir. Bu ¢aligmada da, UVB ve esansiyel yag uygulanan Grup 4’te, TUNEL-
pozitif hiicre sayisi, Grup 1 ile karsilastirildiginda anlamh sekilde artmistir (p<0,05).
Grup 2’deki TUNEL-pozitif hiicre sayisi, Grup 4’e gore fazla olmakla beraber
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05). Bulgular, UVB’nin,
esansiyel yagin, UVB ile esansiyel yagin birlikte TUNEL-pozitif hiicre sayisinda artisa
neden olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, Grup 2, 3 ve 4’iin epidermisindeki
fazla TUNEL-pozitif hiicre sayisi, sadece apoptotik hiicrelerin varligina degil, ayni
zamanda c¢ogalan ya da DNA tamiri olan hiicrelere de bagli olabilir (Reefman ve dig.,
2006). Bu nedenle, deride 3°’-OH DNA sonlanmalar1 (TUNEL-pozitifligi gibi)
arastirilirken bunlarin hiicre 6liimii ya da hiicre ¢ogalmasi ile ilgili olabilecegi dikkate
almarak dogru yorumlanmalidir (Wrone-Smith ve dig., 1997). Bundan dolayi, bu

konuda daha ileri molekiiler analizlerin yapilmasina ihtiya¢ vardir.
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5. SONUC VE ONERILER

SONUCLAR:

1. GC-MS analizleri sonucunda, esansiyel yagin simen, karvakrol, timol ve y-terpinen
gibi monoterpenlerden olusan 15 bilesen icerdigi tespit edilmistir.

2. Derinin genel histolojisinde, tiim gruplarda, en dista epidermis, altindaki dermiste
kil folikiilleri ve saftlar ile sebase bezleri ayirt edilmistir. Derin dermiste ise yag ve
kas doku yer almaktadir.

3. O. hypericifolium esansiyel yagmin kollajen ve elastik fibriller iizerinde, UVB ile
indiiklenen degisimleri Onleyebilecegi, yagin konsantrasyonuna bagli olarak
epidermal kalinlig1 arttirabilecegi goriilmiistiir.

4. Yag ve UVB’nin birlikte uygulandig1 grupta, mast hiicre sayisinin kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlaml fark gosterdigi belirlenmistir.

5. Yagn, deri ylizey ve sebase bezlerinin noétral lipit ve yag asitlerinin yogunluklarina
bir etkisinin olmadig1 gézlenmistir.

6. Yagm UVB radyasyonunun neden oldugu laminindeki yikilim ve diizensiz dagilim
iizerinde bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

7. Yag uygulanan deride, dermiste galektin-3-pozitif hiicreler ayirt edilmistir.

8. Yag, bazi1 karbohidrat yapilarinin yogunluklarinda degisikliklere yol agmuistir.

9. UVB’nin, yagin, UVB ile yagin birlikte, TUNEL-pozitif hiicre sayisinda artisa
neden olabilecegi belirlenmistir.

ONERILER:

. Bulgularin yagin farkli konsantrasyonlar1 ile yapilacak benzer g¢aligmalarin ve

daha ileri molekiiler analizlerin bulgulariyla karsilagtiriimasi
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2. Bulgularin desteklenmesi i¢in daha ileri molekiiler analizlerin yapilmasi

3. Bitkisel {riinlerin etkilerinin, hayvan modellerinin dokularinda ¢esitli

parametrelerle test edilmesi
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