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Ozet

Summary

Islenmems materyaller ve kozmetik formiillerinin t
edilmesinde kullanilan insan derigidegeri bir doku olgturu-
larak baarili sekilde kullaniimaktadir. Bu yeniden gturular
deriyi in vivo normal insan derisinin yapisina dapakir
Ureten bir dokuyu okiurmak icin beraberce kiltirde Ureti
ve epidermis ve dermis arasinda komplikgkilerin gézonin
alindigi dermal fibroblastlar ve insan keratinositindekir
kollajen —glikozaminoglikan-chitosan biopolimer itkestekle-
nir. Diger yanda, dermal veya dergdegerinde dermal v
epidermal yanitlar ayri ayri gerlendirilebilir.

Etkinlik testinde tek tabakali tcre kultlrleri v

epidermis modelleriyle kanastirildiginda; ¢ boyutlu mode-

lin énemli avantajlari vardir. 1. Biyoaktifleri igem kren
formuliintn tekrarlanan uygulamalariyla uzun siyelistir-
menin olasikgl, 2. Dermis ve epidermis arasindaki etkiier
ilgisinde insan cildinin benzefii. Bu benzerlikler, sitokerat
10, filagrin ve transglutaminaz gibi keratinositriidlasme
(gelisme markirlerinin gorilmesini, bazal laminanin phofe-
rini (laminin, kollajen tip 1V) ve elastin gibi ek=msellile
matriks proteinlerini igerir.

Secilmg bioaktiflerin yararlgl degisik son noktalar kul-
lanilarak belirlendi; 6rngn: dermal ve deri glegerlerinde
kollajen sentezinin stimilasyonu, pozitif bir kasitrolarak
vitamin C ile  kagllastirmali  olarak  gdsterildi
Immunofloresans teknikleri kullanarak degteserleri tizerin-
de deri nemlilgi icin 6nemli gelsme markiri filagrii
stimulasyonunu gosterdik. Sonuglar yaragii énemi igir
kullanilabilirdi. Or. Kuru ve ysli derinin tedavisi

Anahtar Kelimeler: Kollajen, Etkinlik talebi, Filagrin,
Onarikrderi
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A tissue engineered human skin equivalen
successfully used for the testing of raw mateidald cosmet
formulations. This reawstructed skin is supported b
collagen-glycosaminoglycachitosan biopolymer in whi
human keratinocytes and dermal fibroblasts wereutore
to form a tissue that closely reproduces the i akchitectu
of normal human skin and takes into aamothe comple
interactions between epidermis and dermis. On therdan
dermal and epidermal responses can be assessedtskypi
the dermal or skin equivalent.

The threedimensional model has important advant
compared to monolayer cell cultsrand epidermis models
efficacy testing: (i) the possibility of longrm cultivatio
with repeated application of cream formulations taorin
bioactivites and (ii) the similarity to human skiencernin
the interaction between dermis and epidermiEhes
similarities  include the expression of keratinc
differentiation markirs such as cytokeratin 10adirin ar
transglutaminase, as weel as proteins of the blasain
(laminin, collagen type 1V) and extracellular matprotein
such as elastin.

The efficacy of selected bioactivites was detern
using differenet endpoints, for example, stimulatio
collagen synthesis in the dermal and skin equivalewa
shown in comparison to vitamin C as a positive aniDi
skin equivalents using immuflieorescence techniques
also demonstrated stimulation of the differentiatimark
filaggrin, which is important for skin moisturizati. Th
results could be used for claim substantiation, &g th
treatment of dtry and aged skin.

Key Words: Collagen, Efficacy claims, Filaggrin,
Reconstructed skin

T Klin J Cosmetol 2002, 3:25-33

Yeniden olgturulan deri modelleri, farmasotik Yaygin yaniklar ve kronik yaralar (1-3)'in tedavisi
ve kozmetik endistri ve dermatolojik ginama icin orijinal olarak gektirilmi s ve simdi de siklikla
icin giderek artan bir 6neme sahip olmaktadir. kozmetik formullerin ve biyoaktif iceriklerin (4-8)

T Klin J Cosmetol 2002, 3 2t
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yararlihlginin ve guvenilirlginin degerlendirilme-
sinde hayvan deneylerine alternatif olarak da kul-
laniimaktadir.

Degisik dermal substratlar (9-13) kullanarak
hava-sivi seviyesinde keratinosit kiltirlerinde son
yillarda c¢ok sayida insan derisi benzerleri
gelistirilmigtir. GUnuimuzde epidermis ve epitelyal
modeller; ticari olarak MatTek Corp., Ashland,
MA, U.S.A. ve Skinethik, Nice, France’den temin
edilebilir ama test amacli epidermis ve dermis
iceren deri modelleri sadece Organogenesis
Canton, MA, U.S.A.’den gganabilir.

Insan tibbinda uygulanmasi icin kollajen,
chitosan ve glikozaminoglikandan temel alan
biyomateryallerin kullanimi icin Collombel ve ark.
(14) tarafindan bir patent pairusu yapildi. Bu
teknigin temelinde, bu grup u¢ boyutlu bir dermal
ve deri gdegeri gelstirdi ve ham materyallerin
(18) yararlilik testinde oldiu kadar, in vitro (15-
17) ongorulen kutanoz toksisite ve fototoksisite
icin kullanimi tanimladi. Bu modelin biyuk bir
avantajl
insan ekstraselliler matriksinin dnemli bir yeniden

sentezine yol acan herhangi bir kimyasal ¢aprazyenidgzan

bagdan yoksun tamamen biyolojik matrikstir (19).
Epidermis ve dermisi iceren deri sdegeri,
epidermis ve dermis arasindaki kagnka
iliskilerde g6z 6nune ahnir. Bér yanda, dermal
veya deri gdegerinde dermal ve epidermal yanitlar
ayri ayri degerlendirilebilir. Epidermal gejime
markerlari; normal derideki gibi deris@egerinde
de esas olarak ddmisti ve dermal-epidermal
bileskenin major proteinleri bulunmaktadir (20).
Ekstraselliler matriks proteinleriyle ilgilenifgn-
de, elastik fibrillerin tespit edildi ilk modeldir
(21).

Calsmamizda gosterildine gore, histolojik
yapllari ve sitokeratin 10, filagrin, in vivo luorive
transglutaminaz kadar bazal lamina proteinleri

(laminin, kollajen tip 1V) ve elastin gibi
ekstraselliler matriks proteinleri gibi ggtie
marker’larinin  vargini  yiksek  derecede

ilgilendiren insan derisine benzeyen bir kollajen-
chitosan-GAG matriksinden temel alan

26

fibroblast kontsantrasyonu azaltan veDulbecco’nun
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keratinositlerin yetitirilmesiyle, deri gdegerleri
elde edilmitir.

Uzun sureli vyettirme calgmalari ile,
histolojik yapinin en az 28 gin korurigunu
gOsterebiliyorduk.

Bu calsmanin amaci; kozmetik Grtnler icin
yararlilik testlerinde bir gere¢ olarak bu yeniden
olusturuimws insan deri  modelinin  glctnl
gostermekti. Bu model, in vitro yararlilik testléin
bircok olasiliklar sunar. Ornek olarak; derinin

yaslanmasi surecinde rol oynayan filagrin ve kollajen

gibi  6nemli deri proteinlerinin  sentezinin
stimulasyonunda aktif igerikler iceren formullerin
etkisini gbsteriyoruz. Sonugclar yaragiih 6nemi icin
kullanilabilirdi. Or. kuru ve ygh derinin tedavisi.

Materyel ve Metodlar

Hucre Kilttrleri

Keratinosit ve fibroblastlar insan ©6n kol
derisinden izole edildi. Fibroblastlar Glutamax |

(L-alanyl-L-glutamin)’li, sodyum  pyruvate'll,
modifiye  Eagle’s ortaminda

(DMEM), 4.5 mg L' glukoz ve %10 buza
serumu (Hyclone, Erembodegem,

Belgium), 25 pgr mL* gentamisin (Sigma,

Taufkirchen, Germany) ve 100 IU ™penisilin G
(Sigma) eklenir. Piridoxin (Gibco BRL, Karlsruhe,
Germany) de Uretildi. Keratinositler; yenighm
buzagl serumu (NCF, vyenid@an clone I,
Hyclone), epidermal growth faktér (EGF) (Sigma),
insdlin (Sigma), hidrokortizone (sigma), triiodo-L-
thyronine (Sigma), adenin (Sigma), cholera toxin
(Sigma); antibiyotikler eklengiDMEM Glutamax
ve Ham’s F12 (Sigma) (3:1) kanminda uretilerek
dcinci pasajda kullanildi.

Dermal Esdegerlerin Hazirlanmasi

Dermal edeger (DE); daha 6nce tanimlagdi
Uzere (14) hazirlanan chitosan-caprazgliba
kollajen-matriks’den  yapilmi  biyopolimerin
lizerine criye 2x1@ fibroblastlik bir siispansiyon
eklenerek dretildi. DE'nin; 3C'de %5 CQ
atmosfer basingta 50gr mL™ askorbik asit iceren
bir vasatta 14 gun boyunca kilttra yapildi. Vasat
hergin dgistirildi.

T Klin Kozmetoloji 2002,
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Deri Esdegerlerinin Hazirlanmasi

insan keratinositleri 14 giinlik DE’de &de
200.000 hacrelik bir ygunlukta ekildi ve 50ugr
mL™lik askorbik asitli tam bir vasatta 7 gin
boyunca su altsartlarinda kaltari yapildi. Deri
esdegerleri (SE) kalan 14 gin icin hava sivi
seviyesine; modifiye keratinosit vasatda (DMEM-
Ham’in F12, NCS, hidrokortizon, insilin askorbik
asit ve antibiyotikli) yukseltildi. Vasat haftada 3
gun degistirildi.

Uzun sireli yetitirme calsmalari icin, deri
esdegerlerinin, hava-sivi seviyesinde 28 glne
kadar kdltarleri yapildi.

Histoloji

SE ve DE; %4 tampone formalinde fikse
edildi ve parafin icine gémuldi. Kesitler gm
kalinhginda kesildi ve (HE) Hematoksilen Eozinle
boyandi.

Immunohistokimyasal Analiz

DE ve SE, OCT Tissue-Tek (Leica, Nussloch,
Germany)’ye yerlgirildi. Leica kriyotom CM3050
(Leica)la 4 pm kahnlginda frozen kesitler elde
edildi, havada kurutuldu ve asetonda fikse edildi.
Fare monoklonal anti-human filagrin antikor (1/50
dilisyon) (TEBU, Frankfurt a.m., Germany)
kullanilarak immunofloresans c¢ghalari yapildi.

Ek immunohistokimyasal ¢amalar icin, su
monoklonal fare (mm) ve polyklonal tgan (pr)
antikorlari kullanildi: anti-human kollajen tip IV
(mm, 1/50 dilusyon) (DAKO, Hamburg,
Germany), anti-human elastin (pr, 1/40 dilisyon)
(NOVOTEC, Lyon, France), anti-human laminin
(mm, 1/500 dilisyon) (Sigma), anti-human
sitokeratin 10 (mm, 1/50 dilusyon) (DAKO) ve
anti-human transglutaminaz (mm, 1/20 dilisyon)
(TEBU).

ikinci antikor FITC-konjuge tasan anti-fare
IgG (1/20 dilusyon) veya FITC-konjuge domuz
anti-tawan 1gG (1/20 dilusyon) idi. Biyopolimer
yapinin nonspesifik boyamasini azaltmak icin
ikinci antikor %0.1 Evans mavisiyle katrildi
(22). Primer antikor kontrol amach birakildi.

T Klin J Cosmetol 2002, 3
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Dermal ve Deri Esdegerleri Uzerinde
Test Maddelerinin ve
Krem Formdllerinin Uygulanmasi

Kollajen  sentezi stimilasyonu dikkate
alindginda, ham materyallerin sistemik test
edilmesi icin dermal slegerlerin 21 gin su alti
kosullarda kultara yapildi.  Aktif icerik olarak,
degisik konsantrasyonlarda Oksitlerynkoenzim
A (Lion Corporation, Tokyo, Japan) ve askorbik
asit (Sigma) kullanildi. Test maddeleri vasatta
sulandirildi ve 6 gin boyunca enkibe edildi. Test
maddelerini iceren vasat, hafta sonlari hari¢c hergu
degistirildi.

Topikal uygulamayla kollajen sentezinin
stimiilasyonu icin 50ug mL" askorbik asit
(Sigma) iceren bir jelin JuL (=3.8 mg crif)’si
veya mature deri seegerleri Uzerine 10 gin
boyunca ginde 4 kere ticari bir retinol krem
uygulandi ve bir firca ile yayildi.

Filagrin sentezi stimilasyonu icin, alg
ekstrakti (IGV, Postdam, Germany) iceren ticari
bir krem formilinin 5uL’si (=3.8 mg cnf)
mature deri gdegerleri Gzerine uygulandi.

Plasebo formulasyonlari ise aktif

olmadan hazirlandi.

icerik

Kollajen Sentezinin Olgiimii

Kollajen sentezinin 6l¢cimi; Diegelmann ve
Peterkofsky (23)'nin modifiye metodu kullanilarak
gerceklatirildi. Kisaca 9 gun boyunca kultirlerin
tedavisinden sonra, derisd=gerlerinin, 24 saat
boyunca 5 pCi mL* *H prolin (Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK) ile
kaltara  yapildi. Deri  gdegerleri ultrasonla
homojenize edildi (Branson Sonic Power Company
Connecticut, USA). Non-kollajenik proteinlerdeki
baglanmamg radyoaktivitenin 6lcimi; Kollajenaz
tip VIl (Sigma) ve santrifujle (3500 r.p.m.; 10 dk.
kollajenin spesifik bir degradasyonundan sonra
pellet'te gerceklgirildi. Kollajenik proteinlerdeki
radyoaktivite; su ylzeyinde 6lculdi.
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Normal insan deri

Deri egdegeri

Sekil 1. Normal insan derisinin ve bir degdsgerinin histob-
jik yapisi (H&E boyanma

Sonuclar
Histolojik ve Immunohistokimyasal
Analiz

H & E ile boyanan parafin kesitleri, yeniden
olusturulan deri modelinde karakteristik bir
epidermal stratifikasyon ata c¢ikardi. Stratum

IN VITRO UG BOYUTLUINSAN DERI MODELI KULLANILARAK KOZMET IK YARARLILIK TALEB |

Tablo 1. Normal insan derisi ve derg@egerinde
gelisme marker’larinin, dermo-epidermal ke
proteinlerinin ve elastinin gaimi

Marker Normal insan derisi
Epidermis
Sitokeratin K 10
Filaggrin
Transglutaminaz
Bazal lamina
Kollajen tip IV
Laminin

Dermis

Elastin

Derg@eseri

+
+
++

derisinde, sitokeratin 10 epidermisin suprabazal
tabakalarinda tanimlanir, bu arada, keratin
filamentlerinin agregasyonundan sorumiu véalo
nemlendirici faktoriin (NMF) prekirsérd olan
filagrin, deri @degerleri ve insan derisinde stratum
korneumun alt tabakalarinda yerid@stir.
Korneositlerin, kornifiye zarfinin okumu igin
onemli olan transglutaminaz insan deri ve deri
esdegerlerinin  stratum  granulozumunda ve
sonradan da epidermisin  Ust suprabazal
tabakalarinda ek olarak bulundu. Bu fenomen;
diger bircok epidermis modelleri icin de ayrica
tanimlandi (24)insan derisi ve derisdezerinde,
laminin ve kollajen tip IV de bazal laminanin
onemli proteinleri olarak bulunuyordu. Doku
esneklginden sorumlu bir matriks proteini, elastin
de, deri gdegerinde oldgu kadar insan derisinin
dermal boliminde de tanimlanir ve iyi organize
olmustur.

bazale, stratum spinozum, stratum granulozum ve

stratum korneumu iceren batin hicre tabakalari

vardi Sekil 1).

Immunohistokimyasal analizin aal
cikardgina goére, bazal membranin proteinleri
oldugu kadar, dermal matriksin de epidermal
gelisme markerlar olarak, insan derisine benzer
olarak tanimlanir ve gair (Sekil 1, Tablo 1).

Deri esdegerlerinde oldgu kadar normal insan

28

Uzun Sireli Yetistirme

Deri esdegerlerinin histotipik yapisi 35 gunluk
keratinosit kiltiriine karik gelecek sekilde,
hava-sivi araylzeyinde hi¢ olmazsa 28 giine kadar
korunabildi. Epidermisin incelmesi ve stratum
korneumun kalinlgmasi  gb6zlenebildi. Ama
stratum bazalenin hicreleri halen ayni paralel
yonde organize edilgti ve epidermisin bitin
tabakalari mevcuttuSekil 3).

T Klin Kozmetoloji 2002,
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Normal insan derisi Derg@egeri

Sito-
keratin 10

Filaggrin

Trans-
glutaminaz

Sekil 2. Normal insan derisinde ve degdegerinde aynim belirteclerinin (sitokeratin 10, filaggrin veatrsglutaminaz); dermo-
epidermal bilgke proteinleri (kollajen IV ve laminin) ve elastin’lokalizasyonu.

Dermal ve Deri Esdegerlerinde

Deri Esdegerlerinde Filagrin Sentezinin . . o
Kollajen Sentezinin Stimulasyonu

Stimulasyonu
Dermal adeserde, vasat'da askorbik asitin

sistemik uygulanmasi; kollajen’in sentezini %63’e
kadar arttirdi §ekil 6). Oksidize Koenzim A,
kollajen sentezini 1 mm’de stimile etti.

Immunohistokimyasal analiz; alg ekstrakti
(Sekil 4) iceren formulle tedavi edilen deri
esdegerlerinde, filagrin Uretiminin kuvvetli bir
stimilasyonunu aga cikarir. Sonuglari gerlen-
dirmek icin filagrin boyali bdlgenin kalirdinin Deri esdegerlerinde, kollajen sentezi 50gr
olcumi kullanildi. Test formiliiniin  uygulan- mL™ vitamin C igeren jel formilii veya stabilize
masindan sonra, plasebo kontrol ilg§eKil 5) retinol iceren bir krem formull uygulamasindan
karsilas-tirildiginda  filagrin’in  tanimlanmasinin ~ sonra stimile oldu. Pozitif bir kontrol olarak
belirgin  olarak %64'e kadar vyiksesii askorbik asit; tedavi edilmemi kontrollerle
gosterilebilmstir. karsilastiriidiginda; %40’k bir kollajen icegine

T Klin J Cosmetol 2002, 3 2¢
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Normal insan derisi

Derg@egeri

Kollajen IV

Laminin

Elastin

Sekil 2. devami

ulasmistir. Retinol kremle tedavi; %59'luk bir
gelisme sglamistir (Sekil 7).

Tarti sma
Uzun Sdreli Yetistirme

Uzun sdreli yettirme sirasinda, deri
esdegerlerinde stratum korneumun kaligitaas! ve
epidermisin incelmesi gozlendi. Bu iyi bilinen bir
fenomendir, cunkl yeniden glurulan deri
esdegerleri, korneositlerin anormal ayrilmasina
neden olan, deskuamasyon bozgkiw gosterir
(25). Bununla beraber, degdeserlerinin yapisi 28

tepesine bircok kere uygulanmasi 14 gine kadar
olasidir. Bircok vakada aktif bir icgmn optimal
etkisi; bir kremin yinelenen uygulanmasiyla elde
edilebilecginden bu ¢cok 6nemlidir.

Deri Esdegerlerinde Filagrin Sentezi

Filagrin'ler tdrler arasinda aminoasitlerin
kompozisyonu ve boyutlari acisindagéliklerin
oldugu yiksek oranda temel polipeptidlerdi.
Filagrin (filaman c¢Okerten protein); stratum
korneumun gagl tabakalarinda yuksek molekiler
agirhikh - 6nct  profilagrinden  turengiir.  Bir

gune kadar hava-sivi arayuzeyinde inkubasyonddilagrin-keratin kompleksi olgturulduktan sonra,

korunabildginden; krem formullerinin  modelin

30

keratin lifleri arasinda filagrinle katalize edilen

T Klin Kozmetoloji 2002,
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14 giin

28 gun

Sekil 3. Hava sivi araytziinde (H&E boyama) 28 glnsyeti
tirmeden sonra derisdegerinin yapisindaki histolojik desik-
likler.

disulfid baslari olusur. Korneositlerin stabil keratin
ag Orgusu, cildin bariyer fonksiyonu icin dnemli
oldugundan dger faktorlerle beraberdir. Filagrin

K. SCHLOTMANN et al.

Plasebo kontrol (----- bazal membran)

Alg ekstraktli krem formuli

Sekil 4. Plasebo ve alg ekstrakti iceren krem formulUytiatie
den sonra, derisdeserlerindeki filaggrin. Deriesdeserleri 1(
gln icinde 4 kere tedavi edildi. Kesitler; filaggprofilaggrin’e
karsi bir antikor ile boyandi. Boyangbdlgenin kalinig, alc
ekstrakti ile tedaviden sonra artti.

olabileceini 6ne surduler. Filagrindeki azalma, atopik

sonradan proteolize olur ve aminoasitlerinden deri ve psoriazis gibi kuru deriyle beraber goriden

bazilari, dgal nemlendirici faktéri (NMF)
olusturmak icin metabolize olur. Bdylece, su
deride saklanabilir ve deri kuruluktan korunur (26)

Beraberce ele alinginda, filagrin derinin
differensiasyon sirecinde, tam bir bariyer
fonksiyonunun olgmasinda ve derinin

nemlendirilmesinde édnemli bir rol oynar.

Literatiirde; yali ve kuru deride filagrin sentezini
ilgilendiren bazi raporlar vardir. Horii ve ark.7§2
degisen derecelerde kserozisiddetiyle beraber
hidrasyon ve cikarilabilir aminoasit iggnde bir
azalma gozlemlediler ve azalnaminoasit miktarinin,
epidermisteki dgiik profilagrin sentezinin bir sonucu

T Klin J Cosmetol 2002, 3

bozukluklarinda da gozlendi ve bu hastaliklardaw ku
deri icin bir neden olabilege dusinuldu (28,29).
Derinin aminoasit icegi de yalanma sirasinda
azalmaktadir (30).

Bizim in vitro calsmamizda, aktif bir icerik
olarak alg ekstrakti iceren bir krem formuliyle,
filagrin tanimlanmasinin argini gosterdik. Boyle
bir krem kuru deri ve ywh deride, kutandz
yaslanmanin belirtilerini geri ¢evirebilmek veya
deriyi yaslanmaktan korumak amaciyla tedavide
kullanilabilir. Bundan sonraki basamak; in vitro
gorilebilen bu etkilerin, in  vivo duruma
aktarilabilecgini arastirmaktir.

31



K. SCHLOTMANN et al.

-
N

=
o

«©

Plasebo kontrol Alg ekkthaformulasyon

94 —
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Plasebo kontrol

Filaggrin boyali b&lgenin kalinhgi (1Lm)

Algae ekstrakth formulasyon

Sekil 5. Alg ekstrakti iceen formiluyle tedaviden sonra ¢
esdegerlerindeki filaggrin boyali bélgenin kaligh Deri
esdegerleri 10 gun iginde kremle 4 kere tedavi edildi.

@
=1
M

—t—

agen Kollajen (%)
]
o

60 +—

40 +—

20 +——

tedavi edilmemis 100 mcM Vit. C 250 mcM Vit. C 1 mM ox. CoA

Sekil 6. Askorbik asit ve oksitlenmgikoenzim A ile tedavide
sonra dermal birselegerde kollajen sentazin stimilasyont
21 gunluk dermal glegerler, aktif icerik iceren vasatta
glinden fazla enkibe edildi.

Dermal ve Deri Esdegerlerinde
Kollajen Sentezi

Kollajen, b& dokularinin en blylk yapisal

IN VITRO UG BOYUTLUINSAN DERI MODELI KULLANILARAK KOZMET IK YARARLILIK TALEB |

180

160

140

120

Kollajen (%)

100 I

80

60

40

20

0

tedavi edilmemis vitamin C retinol krem

Sekil 7. Askorbik asit iceren jel veya retinol kremle tedsaii
sonra, deri gleserlerinde kollajen sentezinin stimilasyc
Deri egdegerleri, kremformuliiyle topikal olarak 10 gun igin
4 kere tedavi edildi. Kollajen sentezi,ghaolmayan radyok:
tif prolinle belirlendi.

kollajenaz aktivitesi go6sterirler (33). Bu slrecler
dermiste kollajen kaybina yol acarlar. Derinin
direng gerginiginde azalma, sarkma ve
burusukluga neden olurlar.

Boylece amacimiz, esnekli arttirmak ve
burwsukluklar azaltmak icin kollajen sentezini
stimile etmekti. Askorbik asit (Vitamin C) gdir
nedenler arasinda, kollajen biyosentezi icin egahsi
enzimler olan lysyl hydroxylase ve prolyl hydroksil
icin esansiyel kofaktor olgundan, kollajen sentezi
Uzerinde pozitif bir etkisi oldgu tanimlanmytir (34).
Bdylece biz bu molekdil, camalarimizda pozitif bir
kontrol olarak sectik ve dermis modelinde sistemik
uygulamayla kollajen tedavisinde bir argosterdik.
Oksitlenmg koenzim A gibi dger aktif icerikleri
kullanarak, dermal modellerde kollajen iceriklerde
bir gelisme gozledik.

unsurunu temsil eder ve derinin dermal boliminde

blyuk oranlarda bulunur. Kollajen molekulleri;
derinin fonksiyonel buatinkiini sglamak icin
karakteristik lifleri birlgtiren fibroblastlardan
sekrete edilir. Kollajen, bir yeginin derisinde
dermal kollajenin %80’'ini temsil ederken, kollajen
Il %15’ini olusturur (31). Kronolojik yalanma ve
foto yalanma sirasinda, deri 6zellikle carpici
degisiklikler gosterir. Kollajen icegiinin, bir
yetiskinin yasami boyunca, yakkak %1'lik bir
oranla yalanma sirasinda azaga gosterilmitir
(32). Kollajenin azalmyi sentezine ek olarak,
yaslanmsg fibroblastlar belirgin olarak artm

32

Dermal agdegerler, 3 hafta icinde relatif olarak
kolayca (uretildiklerinden, 3D yapidaki fibroblastla
Uzerinde suda eriyen maddelerin  etkilerini
degerlendirmek icin yararli bir tarama modeli sunarlar

Secilms maddeler igin, deri selezerlerinde,
kollajen sentezinin etkisi krem formulinin topikal
uygulamayla dgerlendirilebilir. Bu modeller bariyer
fonksiyonu salarlar, bdylece penetrasyon yetgine
olanlar gibi dger faktorler de g6z 6nine alinabilir.
Calsmamizda krem formulindeki stabilize retinol
gibi, jel formulindeki vitamin C de derg@ezerlerinde
kollajen sentezi stimilasyonunda etkiliydi.
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Bu sonugclar, bir kollajen jelde fibroblastlar
iceren bir dermalseleserde bitlin trans-retinol asidin
kollajen sentezini stimile eitni gosteren Jutley ve

glycosaminoglycan. French Patent 2616318 CNRS. L(§888). European
Patent 296078 (1989), US Patent 5166187 (1989).

15.Augustin C and Damour O. Development of a kit deedicting cutaneous

toxicity in vitro using three-dimensional dermal uaglent: phase 1
reproducibility of dermal equivalent. Cell Eng Ikl Eng 1995; 1:58-62.

ark.’in (35) g(’jz|em|eriy|e uyum|uydul Bu g(’jz|em|er, 16.Augustin C, Collombel C and Damour O. Use ofitno dermal equivalent

retinoidlerin topikal uygulanmasindan sonra in vivo
gozlenenlerle benzerdi (36). Test sistemimizde, bu
etkiyi, retinol iceren formdl igin gosterebilirdilBu
krem formdliyle in vivo cajmalar, FOITS
metodunu kullanarak (veriler gosteriimatin) 8
haftalik uygulamadan sonra bsuiluklarda belirgin

and skin equivalent kits for evaluation cutaneoagicity of cosmetic
products. In Vitro Toxicol 1997a; 1:21-9.

17.Augustin C, Collombel C and Damour O. Use ofitno dermal equivalent

models for identifying phototoxic compounds in witr Photodermal
Photoimmunol Photomed 1997b; 13:27-36.

18.Frei V, Perrier E, Orly | and Huc A. Activatiai fibroblast metabolism in a

dermal and skin equivalent model: a screeningftesactivity of peptides.
Int J Cosmet Sci 1998; 20:159-73.

19.Berthod F, Hayek D, Damour O and Collombel Cll&@en synthesis by

fibroblast cultured within a collagen sponge. Bitenels 1993; 14:749-54.

aza_|ma g(’jsterdi_ Bu aza|ma retinol ve tUrevIerinin 20.Saintigny G, Bonnard M, Damour O and CollombelR&construction of

ornggin tanimlandg lGzere MMP-1 sentezindeki
azalma etkilerine fanen, kollajen sentezinin
stimulasyonuna atfedilebilir.

Ozet olarak, in vitro caimalarda, yeniden
olusturulan insan derisinde, deri koruyucu drdnlerin,
in vivo artms deri esnekfii, yumuwaklik ile fasiyal
cizgilerin ve burgukluklarin azalmasiyla sonucla-
nacak filagrin ve kollajen sentezi gibi deridegdb
suregleri stimule edebileceklerini gosterebildik.
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