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Yeniden oluşturulan deri modelleri, farmasotik 
ve kozmetik endüstri ve dermatolojik araştırma 
için giderek artan bir öneme sahip olmaktadır. 

Yaygın yanıklar ve kronik yaralar (1-3)’in tedavisi 
için orijinal olarak geliştirilmi ş ve şimdi de sıklıkla 
kozmetik formüllerin ve biyoaktif içeriklerin (4-8) 
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Özet 

Đşlenmemiş materyaller ve kozmetik formüllerinin test 
edilmesinde kullanılan insan derisi eşdeğeri bir doku oluşturu-
larak başarılı şekilde kullanılmaktadır. Bu yeniden oluşturulan 
deriyi in vivo normal insan derisinin yapısına daha yakın 
üreten bir dokuyu oluşturmak için beraberce kültürde üretilen 
ve epidermis ve dermis arasında komplike ilişkilerin gözönüne 
alındığı dermal fibroblastlar ve insan keratinositindeki bir 
kollajen –glikozaminoglikan-chitosan biopolimer ile destekle-
nir. Diğer yanda, dermal veya deri eşdeğerinde dermal ve 
epidermal yanıtlar ayrı ayrı değerlendirilebilir. 

Etkinlik testinde tek tabakalı hücre kültürleri ve 
epidermis modelleriyle karşılaştırıldığında; üç boyutlu mode-
lin önemli avantajları vardır. 1. Biyoaktifleri içeren krem 
formülünün tekrarlanan uygulamalarıyla uzun süreli yetiştir-
menin olasılığı, 2. Dermis ve epidermis arasındaki etkilerinin 
ilgisinde insan cildinin benzerliği. Bu benzerlikler, sitokeratin 
10, filagrin ve transglutaminaz gibi keratinosit farklılaşma 
(gelişme markırlerinin görülmesini, bazal laminanın proteinle-
rini (laminin, kollajen tip IV) ve elastin gibi ekstrasellüler 
matriks proteinlerini içerir. 

Seçilmiş bioaktiflerin yararlığı değişik son noktalar kul-
lanılarak belirlendi; örneğin: dermal ve deri eşdeğerlerinde 
kollajen sentezinin stimülasyonu, pozitif bir kontrol olarak 
vitamin C ile karşılaştırmalı olarak gösterildi. 
Đmmunofloresans teknikleri kullanarak deri eşdeğerleri üzerin-
de deri nemliliği için önemli gelişme markırı filagrin 
stimulasyonunu gösterdik. Sonuçlar yararlılığın önemi için 
kullanılabilirdi. Ör. Kuru ve yaşlı derinin tedavisi 
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 Summary 
A tissue engineered human skin equivalent is 

successfully used for the testing of raw materials and cosmetic 
formulations. This reconstructed skin is supported by a 
collagen-glycosaminoglycan-chitosan biopolymer in which 
human keratinocytes and dermal fibroblasts were co-cultured 
to form a tissue that closely reproduces the in vivo architecture 
of normal human skin and takes into account the complex 
interactions between epidermis and dermis. On the other hand, 
dermal and epidermal responses can be assessed separately in 
the dermal or skin equivalent. 

The three-dimensional model has important advantages 
compared to monolayer cell cultures and epidermis models in 
efficacy testing: (i) the possibility of long-term cultivation 
with repeated application of cream formulations containing 
bioactivites and (ii) the similarity to human skin concerning 
the interaction between dermis and epidermis. These 
similarities include the expression of keratinocyte 
differentiation markırs such as cytokeratin 10, filaggrin and 
transglutaminase, as weel as proteins of the basal lamina 
(laminin, collagen type IV) and extracellular matrix proteins 
such as elastin. 

The efficacy of selected bioactivites was determined 
using differenet endpoints, for example, stimulation of 
collagen synthesis in the dermal and skin equivalents was 
shown in comparison to vitamin C as a positive control. On 
skin equivalents using immunofluorescence techniques we 
also demonstrated stimulation of the differentiation markır 
filaggrin, which is important for skin moisturization. The 
results could be used for claim substantiation, e.g. for the 
treatment of dtry and aged skin. 

Key Words: Collagen, Efficacy claims, Filaggrin,  
                      Reconstructed skin 
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yararlılığının ve güvenilirliğinin değerlendirilme-
sinde hayvan deneylerine alternatif olarak da kul-
lanılmaktadır. 

Değişik dermal substratlar (9-13) kullanarak 
hava-sıvı seviyesinde keratinosit kültürlerinde son 
yıllarda çok sayıda insan derisi benzerleri 
geliştirilmi ştir. Günümüzde epidermis ve epitelyal 
modeller; ticari olarak MatTek Corp., Ashland, 
MA, U.S.A. ve Skinethik, Nice, France’den temin 
edilebilir ama test amaçlı epidermis ve dermis 
içeren deri modelleri sadece Organogenesis, 
Canton, MA, U.S.A.’den sağlanabilir. 

Đnsan tıbbında uygulanması için kollajen, 
chitosan ve glikozaminoglikandan temel alan 
biyomateryallerin kullanımı için Collombel ve ark. 
(14) tarafından bir patent başvurusu yapıldı. Bu 
tekniğin temelinde, bu grup üç boyutlu bir dermal 
ve deri eşdeğeri geliştirdi ve ham materyallerin 
(18) yararlılık testinde olduğu kadar, in vitro (15-
17) öngörülen kutanoz toksisite ve fototoksisite 
için kullanımı tanımladı. Bu modelin büyük bir 
avantajı fibroblast kontsantrasyonu azaltan ve 
insan ekstrasellüler matriksinin önemli bir yeniden 
sentezine yol açan herhangi bir kimyasal çapraz 
bağdan yoksun tamamen biyolojik matrikstir (19). 
Epidermis ve dermisi içeren deri eşdeğeri, 
epidermis ve dermis arasındaki karmaşık 
ili şkilerde göz önüne alınır. Diğer yanda, dermal 
veya deri eşdeğerinde dermal ve epidermal yanıtlar 
ayrı ayrı değerlendirilebilir. Epidermal gelişme 
markerları; normal derideki gibi deri eşdeğerinde 
de esas olarak dağılmıştı ve dermal-epidermal 
bileşkenin major proteinleri bulunmaktadır (20). 
Ekstrasellüler matriks proteinleriyle ilgilenildiğin-
de, elastik fibrillerin tespit edildiği ilk modeldir 
(21). 

Çalışmamızda gösterildiğine göre, histolojik 
yapıları ve sitokeratin 10, filagrin, in vivo lucrin ve 
transglutaminaz kadar bazal lamina proteinleri 
(laminin, kollajen tip IV) ve elastin gibi 
ekstrasellüler matriks proteinleri gibi gelişme 
marker’larının varlığını yüksek derecede 
ilgilendiren insan derisine benzeyen bir kollajen-
chitosan-GAG matriksinden temel alan 

keratinositlerin yetiştirilmesiyle, deri eşdeğerleri 
elde edilmiştir. 

Uzun süreli yetiştirme çalışmaları ile, 
histolojik yapının en az 28 gün korunduğunu 
gösterebiliyorduk. 

Bu çalışmanın amacı; kozmetik ürünler için 
yararlılık testlerinde bir gereç olarak bu yeniden 
oluşturulmuş insan deri modelinin gücünü 
göstermekti. Bu model, in vitro yararlılık testleri için 
birçok olasılıklar sunar. Örnek olarak; derinin 
yaşlanması sürecinde rol oynayan filagrin ve kollajen 
gibi önemli deri proteinlerinin sentezinin 
stimülasyonunda aktif içerikler içeren formüllerin 
etkisini gösteriyoruz. Sonuçlar yararlılığın önemi için 
kullanılabilirdi. Ör. kuru ve yaşlı derinin tedavisi. 

Materyel ve Metodlar 

Hücre Kültürleri 

Keratinosit ve fibroblastlar insan ön kol 
derisinden izole edildi. Fibroblastlar Glutamax I 
(L-alanyl-L-glutamin)’li, sodyum pyruvate’lı, 
Dulbecco’nun modifiye Eagle’s ortamında 
(DMEM), 4.5 mg L-1 glukoz ve %10 buzağı 
yenidoğan serumu (Hyclone, Erembodegem, 
Belgium), 25 µgr mL-1 gentamisin (Sigma, 
Taufkirchen, Germany) ve 100 IU ml-1 penisilin G 
(Sigma) eklenir. Piridoxin (Gibco BRL, Karlsruhe, 
Germany) de üretildi. Keratinositler; yenidoğan 
buzağı serumu (NCF, yenidoğan clone II, 
Hyclone), epidermal growth faktör (EGF) (Sigma), 
insülin (Sigma), hidrokortizone (sigma), triiodo-L-
thyronine (Sigma), adenin (Sigma), cholera toxin 
(Sigma); antibiyotikler eklenmiş DMEM Glutamax 
ve Ham’s F12 (Sigma) (3:1) karışımında üretilerek 
üçüncü pasajda kullanıldı. 

Dermal Eşdeğerlerin Hazırlanması 

Dermal eşdeğer (DE); daha önce tanımlandığı 
üzere (14) hazırlanan chitosan-çapraz bağlı-
kollajen-matriks’den yapılmış biyopolimerin 
üzerine cm2’ye 2x105 fibroblastlık bir süspansiyon 
eklenerek üretildi. DE’nin; 37oC’de %5 CO2 
atmosfer basınçta 50 µgr mL-1 askorbik asit içeren 
bir vasatta 14 gün boyunca kültürü yapıldı. Vasat 
hergün değiştirildi. 
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Deri Eşdeğerlerinin Hazırlanması 

Đnsan keratinositleri 14 günlük DE’de cm2’de 
200.000 hücrelik bir yoğunlukta ekildi ve 50 µgr 
mL-1’lık askorbik asitli tam bir vasatta 7 gün 
boyunca su altı şartlarında kültürü yapıldı. Deri 
eşdeğerleri (SE) kalan 14 gün için hava sıvı 
seviyesine; modifiye keratinosit vasatda (DMEM-
Ham’ın F12, NCS, hidrokortizon, insülin askorbik 
asit ve antibiyotikli) yükseltildi. Vasat haftada 3 
gün değiştirildi. 

Uzun süreli yetiştirme çalışmaları için, deri 
eşdeğerlerinin, hava-sıvı seviyesinde 28 güne 
kadar kültürleri yapıldı. 

Histoloji 

SE ve DE; %4 tampone formalinde fikse 
edildi ve parafin içine gömüldü. Kesitler 4 µm 
kalınlığında kesildi ve (HE) Hematoksilen Eozinle 
boyandı. 

Đmmunohistokimyasal Analiz 

DE ve SE, OCT Tissue-Tek (Leica, Nussloch, 
Germany)’ye yerleştirildi. Leica kriyotom CM3050 
(Leica)’la 4 µm kalınlığında frozen kesitler elde 
edildi, havada kurutuldu ve asetonda fikse edildi. 
Fare monoklonal anti-human filagrin antikor (1/50 
dilüsyon) (TEBU, Frankfurt a.m., Germany) 
kullanılarak immunofloresans çalışmaları yapıldı. 

Ek immunohistokimyasal çalışmalar için, şu 
monoklonal fare (mm) ve polyklonal tavşan (pr) 
antikorları kullanıldı: anti-human kollajen tip IV 
(mm, 1/50 dilüsyon) (DAKO, Hamburg, 
Germany), anti-human elastin (pr, 1/40 dilüsyon) 
(NOVOTEC, Lyon, France), anti-human laminin 
(mm, 1/500 dilüsyon) (Sigma), anti-human 
sitokeratin 10 (mm, 1/50 dilüsyon) (DAKO) ve 
anti-human transglutaminaz (mm, 1/20 dilüsyon) 
(TEBU). 

Đkinci antikor FITC-konjuge tavşan anti-fare 
IgG (1/20 dilüsyon) veya FITC-konjuge domuz 
anti-tavşan IgG (1/20 dilüsyon) idi. Biyopolimer 
yapının nonspesifik boyamasını azaltmak için 
ikinci antikor %0.1 Evans mavisiyle karıştırıldı 
(22). Primer antikor kontrol amaçlı bırakıldı. 

Dermal ve Deri Eşdeğerleri Üzerinde 
Test Maddelerinin ve 
Krem Formüllerinin Uygulanması 

Kollajen sentezi stimülasyonu dikkate 
alındığında, ham materyallerin sistemik test 
edilmesi için dermal eşdeğerlerin 21 gün su altı 
koşullarda kültürü yapıldı. Aktif içerik olarak, 
değişik konsantrasyonlarda Oksitlenmiş koenzim 
A (Lion Corporation, Tokyo, Japan) ve askorbik 
asit (Sigma) kullanıldı. Test maddeleri vasatta 
sulandırıldı ve 6 gün boyunca enkübe edildi. Test 
maddelerini içeren vasat, hafta sonları hariç hergün 
değiştirildi. 

Topikal uygulamayla kollajen sentezinin 

stimülasyonu için 50 µg mL-1 askorbik asit 

(Sigma) içeren bir jelin 5 µL (=3.8 mg cm-2)’si 
veya mature deri eşdeğerleri üzerine 10 gün 
boyunca günde 4 kere ticari bir retinol krem 
uygulandı ve bir fırça ile yayıldı. 

Filagrin sentezi stimülasyonu için, alg 
ekstraktı (IGV, Postdam, Germany) içeren ticari 

bir krem formülünün 5 µL’si (=3.8 mg cm-2) 
mature deri eşdeğerleri üzerine uygulandı. 

Plasebo formulasyonları ise aktif içerik 
olmadan hazırlandı. 

Kollajen Sentezinin Ölçümü 

Kollajen sentezinin ölçümü; Diegelmann ve 
Peterkofsky (23)’nın modifiye metodu kullanılarak 
gerçekleştirildi. Kısaca 9 gün boyunca kültürlerin 
tedavisinden sonra, deri eşdeğerlerinin, 24 saat 

boyunca 5 µCi mL-1 3H prolin (Amersham 
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK) ile 
kültürü yapıldı. Deri eşdeğerleri ultrasonla 
homojenize edildi (Branson Sonic Power Company 
Connecticut, USA). Non-kollajenik proteinlerdeki 
bağlanmamış radyoaktivitenin ölçümü; Kollajenaz 
tip VII (Sigma) ve santrifüjle (3500 r.p.m.; 10 dk.) 
kollajenin spesifik bir degradasyonundan sonra 
pellet’te gerçekleştirildi. Kollajenik proteinlerdeki 
radyoaktivite; su yüzeyinde ölçüldü. 
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Sonuçlar 
Histolojik ve Đmmunohistokimyasal 

Analiz 

H & E ile boyanan parafin kesitleri, yeniden 
oluşturulan deri modelinde karakteristik bir 
epidermal stratifikasyon açığa çıkardı. Stratum 
bazale, stratum spinozum, stratum granulozum ve 
stratum korneumu içeren bütün hücre tabakaları 
vardı (Şekil 1). 

Đmmunohistokimyasal analizin açığa 
çıkardığına göre, bazal membranın proteinleri 
olduğu kadar, dermal matriksin de epidermal 
gelişme markerları olarak, insan derisine benzer 
olarak tanımlanır ve dağılır (Şekil 1, Tablo 1). 

Deri eşdeğerlerinde olduğu kadar normal insan 

derisinde, sitokeratin 10 epidermisin suprabazal 
tabakalarında tanımlanır, bu arada, keratin 
filamentlerinin agregasyonundan sorumlu ve doğal 
nemlendirici faktörün (NMF) prekürsörü olan 
filagrin, deri eşdeğerleri ve insan derisinde stratum 
korneumun alt tabakalarında yerleşmiştir. 
Korneositlerin, kornifiye zarfının oluşumu için 
önemli olan transglutaminaz insan deri ve deri 
eşdeğerlerinin stratum granulozumunda ve 
sonradan da epidermisin üst suprabazal 
tabakalarında ek olarak bulundu. Bu fenomen; 
diğer birçok epidermis modelleri için de ayrıca 
tanımlandı (24). Đnsan derisi ve deri eşdeğerinde, 
laminin ve kollajen tip IV de bazal laminanın 
önemli proteinleri olarak bulunuyordu. Doku 
esnekliğinden sorumlu bir matriks proteini, elastin 
de, deri eşdeğerinde olduğu kadar insan derisinin 
dermal bölümünde de tanımlanır ve iyi organize 
olmuştur. 

Uzun Süreli Yetiştirme 

Deri eşdeğerlerinin histotipik yapısı 35 günlük 
keratinosit kültürüne karşılık gelecek şekilde, 
hava-sıvı arayüzeyinde hiç olmazsa 28 güne kadar 
korunabildi. Epidermisin incelmesi ve stratum 
korneumun kalınlaşması gözlenebildi. Ama 
stratum bazalenin hücreleri halen aynı paralel 
yönde organize edilmişti ve epidermisin bütün 
tabakaları mevcuttu (Şekil 3). 
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Deri eşdeğeri 
 
Şekil 1. Normal insan derisinin ve bir deri eşdeğerinin histolo-
jik yapısı (H&E boyanma). 

Tablo 1. Normal insan derisi ve deri eşdeğerinde 
gelişme marker’larının, dermo-epidermal bileşke 
proteinlerinin ve elastinin dağılımı 

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

 
+ 
+ 
+ 
 

+ 
+ 
 

+ 

 
+ 
+ 

++ 
 

+ 
+ 
 

+ 

 

Normal insan derisi 
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Deri Eşdeğerlerinde Filagrin Sentezinin 
Stimülasyonu 

Đmmunohistokimyasal analiz; alg ekstraktı 
(Şekil 4) içeren formülle tedavi edilen deri 
eşdeğerlerinde, filagrin üretiminin kuvvetli bir 
stimülasyonunu açığa çıkarır. Sonuçları değerlen-
dirmek için filagrin boyalı bölgenin kalınlığının 
ölçümü kullanıldı. Test formülünün uygulan-
masından sonra, plasebo kontrol ile (Şekil 5) 
karşılaş-tırıldığında filagrin’in tanımlanmasının 
belirgin olarak %64’e kadar yükseldiği 
gösterilebilmiştir. 

Dermal ve Deri Eşdeğerlerinde 
Kollajen Sentezinin Stimülasyonu 

Dermal eşdeğerde, vasat’da askorbik asitin 
sistemik uygulanması; kollajen’in sentezini %63’e 
kadar arttırdı (Şekil 6). Oksidize Koenzim A, 
kollajen sentezini 1 mm’de stimüle etti. 

Deri eşdeğerlerinde, kollajen sentezi 50 µgr 
mL-1 vitamin C içeren jel formülü veya stabilize 
retinol içeren bir krem formülü uygulamasından 
sonra stimüle oldu. Pozitif bir kontrol olarak 
askorbik asit; tedavi edilmemiş kontrollerle 
karşılaştırıldığında; %40’lık bir kollajen içeriğine 

Normal insan derisi        Deri eşdeğeri 

Sito- 
keratin 10 

Filaggrin 

Trans- 
glutaminaz 

Şekil 2. Normal insan derisinde ve deri eşdeğerinde ayrışım belirteçlerinin (sitokeratin 10, filaggrin ve transglutaminaz); dermo-
epidermal bileşke proteinleri (kollajen IV ve laminin) ve elastin’in lokalizasyonu. 
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ulaşmıştır. Retinol kremle tedavi; %59’luk bir 
gelişme sağlamıştır (Şekil 7). 

Tartı şma 
Uzun Süreli Yetiştirme 

Uzun süreli yetiştirme sırasında, deri 
eşdeğerlerinde stratum korneumun kalınlaşması ve 
epidermisin incelmesi gözlendi. Bu iyi bilinen bir 
fenomendir, çünkü yeniden oluşturulan deri 
eşdeğerleri, korneositlerin anormal ayrılmasına 
neden olan, deskuamasyon bozukluğunu gösterir 
(25). Bununla beraber, deri eşdeğerlerinin yapısı 28 
güne kadar hava-sıvı arayüzeyinde inkübasyonda 
korunabildiğinden; krem formüllerinin modelin 

tepesine birçok kere uygulanması 14 güne kadar 
olasıdır. Birçok vakada aktif bir içeriğin optimal 
etkisi; bir kremin yinelenen uygulanmasıyla elde 
edilebileceğinden bu çok önemlidir. 

Deri Eşdeğerlerinde Filagrin Sentezi 

Filagrin’ler türler arasında aminoasitlerin 
kompozisyonu ve boyutları açısında değişikliklerin 
olduğu yüksek oranda temel polipeptidlerdi. 
Filagrin (filaman çökerten protein); stratum 
korneumun aşağı tabakalarında yüksek moleküler 
ağırlıklı öncü profilagrinden türemiştir. Bir 
filagrin-keratin kompleksi oluşturulduktan sonra, 
keratin lifleri arasında filagrinle katalize edilen 

Normal insan derisi        Deri eşdeğeri 

Kollajen IV 

Laminin 

Elastin 

Şekil 2. devamı 
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disülfid bağları oluşur. Korneositlerin stabil keratin 
ağ örgüsü, cildin bariyer fonksiyonu için önemli 
olduğundan diğer faktörlerle beraberdir. Filagrin 
sonradan proteolize olur ve aminoasitlerinden 
bazıları, doğal nemlendirici faktörü (NMF) 
oluşturmak için metabolize olur. Böylece, su 
deride saklanabilir ve deri kuruluktan korunur (26). 
Beraberce ele alındığında, filagrin derinin 
differensiasyon sürecinde, tam bir bariyer 
fonksiyonunun oluşmasında ve derinin 
nemlendirilmesinde önemli bir rol oynar. 

Literatürde; yaşlı ve kuru deride filagrin sentezini 
ilgilendiren bazı raporlar vardır. Horii ve ark. (27), 
değişen derecelerde kserozis şiddetiyle beraber 
hidrasyon ve çıkarılabilir aminoasit içeriğinde bir 
azalma gözlemlediler ve azalmış aminoasit miktarının, 
epidermisteki düşük profilagrin sentezinin bir sonucu 

olabileceğini öne sürdüler. Filagrindeki azalma, atopik 
deri ve psöriazis gibi kuru deriyle beraber görülen deri 
bozukluklarında da gözlendi ve bu hastalıklarda, kuru 
deri için bir neden olabileceği düşünüldü (28,29). 
Derinin aminoasit içeriği de yaşlanma sırasında 
azalmaktadır (30). 

Bizim in vitro çalışmamızda, aktif bir içerik 
olarak alg ekstraktı içeren bir krem formülüyle, 
filagrin tanımlanmasının arttığını gösterdik. Böyle 
bir krem kuru deri ve yaşlı deride, kutanöz 
yaşlanmanın belirtilerini geri çevirebilmek veya 
deriyi yaşlanmaktan korumak amacıyla tedavide 
kullanılabilir. Bundan sonraki basamak; in vitro 
görülebilen bu etkilerin, in vivo duruma 
aktarılabileceğini araştırmaktır. 

 

14 gün 

28 gün 
 
Şekil 3. Hava sıvı arayüzünde (H&E boyama) 28 gün yetiş-
tirmeden sonra deri eşdeğerinin yapısındaki histolojik değişik-
likler. 

 

Plasebo kontrol (----- bazal membran) 

Alg ekstraktlı krem formülü 
 
Şekil 4. Plasebo ve alg ekstraktı içeren krem formülüyle tedavi-
den sonra, deri eşdeğerlerindeki filaggrin. Deri eşdeğerleri 10 
gün içinde 4 kere tedavi edildi. Kesitler; filaggrin/profilaggrin’e 
karşı bir antikor ile boyandı. Boyanmış bölgenin kalınlığı, alg 
ekstraktı ile tedaviden sonra arttı. 

T Klin J Cosmetol 2002, 3 31



 
K. SCHLOTMANN et al. ĐN VĐTRO ÜÇ BOYUTLU ĐNSAN DERĐ MODELĐ KULLANILARAK KOZMET ĐK YARARLILIK TALEB Đ 

 

Dermal ve Deri Eşdeğerlerinde 
Kollajen Sentezi  

Kollajen, bağ dokularının en büyük yapısal 
unsurunu temsil eder ve derinin dermal bölümünde 
büyük oranlarda bulunur. Kollajen molekülleri; 
derinin fonksiyonel bütünlüğünü sağlamak için 
karakteristik lifleri birleştiren fibroblastlardan 
sekrete edilir. Kollajen, bir yetişkinin derisinde 
dermal kollajenin %80’ini temsil ederken, kollajen 
III %15’ini oluşturur (31). Kronolojik yaşlanma ve 
foto yaşlanma sırasında, deri özellikle çarpıcı 
değişiklikler gösterir. Kollajen içeriğinin, bir 
yetişkinin yaşamı boyunca, yaklaşık %1’lik bir 
oranla yaşlanma sırasında azaldığı gösterilmiştir 
(32). Kollajenin azalmış sentezine ek olarak, 
yaşlanmış fibroblastlar belirgin olarak artmış 

kollajenaz aktivitesi gösterirler (33). Bu süreçler 
dermiste kollajen kaybına yol açarlar. Derinin 
direnç gerginliğinde azalma, sarkma ve 
buruşukluğa neden olurlar. 

Böylece amacımız, esnekliği arttırmak ve 
buruşuklukları azaltmak için kollajen sentezini 
stimüle etmekti. Askorbik asit (Vitamin C) diğer 
nedenler arasında, kollajen biyosentezi için esansiyel 
enzimler olan lysyl hydroxylase ve prolyl hydroksilaz 
için esansiyel kofaktör olduğundan, kollajen sentezi 
üzerinde pozitif bir etkisi olduğu tanımlanmıştır (34). 
Böylece biz bu molekülü, çalışmalarımızda pozitif bir 
kontrol olarak seçtik ve dermis modelinde sistemik 
uygulamayla kollajen tedavisinde bir artış gösterdik. 
Oksitlenmiş koenzim A gibi diğer aktif içerikleri 
kullanarak, dermal modellerde kollajen içeriklerde 
bir gelişme gözledik. 

Dermal eşdeğerler, 3 hafta içinde relatif olarak 
kolayca üretildiklerinden, 3D yapıdaki fibroblastlar 
üzerinde suda eriyen maddelerin etkilerini 
değerlendirmek için yararlı bir tarama modeli sunarlar. 

Seçilmiş maddeler için, deri eşdeğerlerinde, 
kollajen sentezinin etkisi krem formulünün topikal 
uygulamayla değerlendirilebilir. Bu modeller bariyer 
fonksiyonu sağlarlar, böylece penetrasyon yeteneği 
olanlar gibi diğer faktörler de göz önüne alınabilir. 
Çalışmamızda krem formülündeki stabilize retinol 
gibi, jel formülündeki vitamin C de deri eşdeğerlerinde 
kollajen sentezi stimülasyonunda etkiliydi. 

Şekil 5. Alg ekstraktı içeren formülüyle tedaviden sonra deri 
eşdeğerlerindeki filaggrin boyalı bölgenin kalınlığı. Deri 
eşdeğerleri 10 gün içinde kremle 4 kere tedavi edildi. 

 
Şekil 6. Askorbik asit ve oksitlenmiş koenzim A ile tedaviden 
sonra dermal bir eşdeğerde kollajen sentezinin stimülasyonu. 
21 günlük dermal eşdeğerler, aktif içerik içeren vasatta 6 
günden fazla enkübe edildi. 

Şekil 7. Askorbik asit içeren jel veya retinol kremle tedaviden 
sonra, deri eşdeğerlerinde kollajen sentezinin stimülasyonu. 
Deri eşdeğerleri, krem formülüyle topikal olarak 10 gün içinde 
4 kere tedavi edildi. Kollajen sentezi, bağlı olmayan radyoak-
tif prolinle belirlendi. 
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Bu sonuçlar, bir kollajen jelde fibroblastları 
içeren bir dermal eşdeğerde bütün trans-retinol asidin 
kollajen sentezini stimüle ettiğini gösteren Jutley ve 
ark.’ın (35) gözlemleriyle uyumluydu. Bu gözlemler, 
retinoidlerin topikal uygulanmasından sonra in vivo 
gözlenenlerle benzerdi (36). Test sistemimizde, bu 
etkiyi, retinol içeren formül için gösterebilirdik. Bu 
krem formülüyle in vivo çalışmalar, FOITS 
metodunu kullanarak (veriler gösterilmemiştir) 8 
haftalık uygulamadan sonra buruşukluklarda belirgin 
azalma gösterdi. Bu azalma retinol ve türevlerinin 
örneğin tanımlandığı üzere MMP-1 sentezindeki 
azalma etkilerine rağmen, kollajen sentezinin 
stimülasyonuna atfedilebilir. 

Özet olarak, in vitro çalışmalarda, yeniden 
oluşturulan insan derisinde, deri koruyucu ürünlerin, 
in vivo artmış deri esnekliği, yumuşaklık ile fasiyal 
çizgilerin ve buruşuklukların azalmasıyla sonuçla-
nacak filagrin ve kollajen sentezi gibi deride doğal 
süreçleri stimüle edebileceklerini gösterebildik. 
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