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CZET

Antiviral ve UV-B koruyucu etkileriyle bilinen himik asitler (HA), UV'nin neden oldugu
herpes niksetme riskini en aza indirmesi ve hatta dnlemesi gereken bir fotokoruyucu

ruj gelis tirmek i¢in umut verici adaylar olarak kabul edilir.

Bucali s mada, gelis tirilmekte olan Grin icin en uygun UV emici biles enleri bulmak igin
dogal HA, sentetik HA benzeri maddeler ve diger ruj biles enlerinin UV/VIS spektrumlari
analiz edilmis tir. Sonuglar, UV-B arali @ nda tim HA'lar1 n beklenen yiksek absorpsiyon
derecesini gosterir, ancak UV-A arali @ nda belirli farkli I klari ortaya ¢i kari r.Ayri ca
matris biles enlerinin rujun toplam UV-B emilimine katki si kani tlanmi s t1 r.

UV maruziyetinden 24 saat sonra elde edilen sonuglar, test edilen HA'ni n, UV-B emici
referans madde olarak kullani lan p-aminobenzoik asidin (PABA)kine benzer, doza bagh
6nemli UV-B koruyucu etkilerini gdstermis tir.

ANAHTAR KELIMELER: himik maddeler, UV-A absorpsiyonu, UV-B absorpsiyonu, UV koruyucu etki,
U937 hitreleri

GIRIS

Dinya ylzeyine ulag angines 1 s 1 g ,%52gorinir1 s 1 k, %42 ki z1 |6tesi radyasyon, %5,6 UV-
A ve %0,4 UV-B radyasyonundan olus an genis bir spektruma sahiptir. UV-B radyasyonunun insan
cildi icin hem olumlu hem de olumsuz etkileri vardi r. Bir yandan ciltte melanin olus umunun
aktivasyonu ve cildiUV1 s 1 nlart nakars 1 dogal bir gines lik gibi koruyan gecikmis
pigmentasyonun gelis imi icin gereklidir. Cte yandan, UV-B radyasyonuna uzun sire maruz kalmak
ciltte eritem, gines yani g1 ve uzun streli bir etki olarak cilt kanserini tetikleyebilen mutajenik DNA
lezyonlart ni nolus umuna neden olabilir. UV-B radyasyonu ayri ca, herpes simplex vir(s tip 1'in
neden oldugu tekrarlayan bir viral enfeksiyon olan herpes labialis'in yeniden aktivasyonu i¢in 6nemli
bir provokasyon faktoridir.

Himik maddeler, UV sogurma &zellikleriyle bilinirler ve melanine belirli yap1 sal benzerlikler
gOsterirler. Bakterilerde (Bitton ve digerleri, 1972; Muela ve digerleri, 2000) ve insan hicrelerinde
(Hibner 2004; Klocking ve digerleri, 2004; Kthn, 2005) UV radyasyonuna kars 1 etkili olduklari
kani tlanmi s ti r.Ayn cahimik maddeler, ¢es itli DNA ve RNA virislerine kars 1 antiviral
olarak aktiftir (KIocking ve digerleri, 2006) ve antiinflamatuar etkilere sahiptir (KI6cking ve
digerleri, 1968).
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Himik maddelerin UV koruma etkisinin pratik 6nemi, s uanda UVi1 s 1 g yla herpes-simpleks virisinin
yeniden aktivasyonunu énlemek i¢in bir rujda fotokoruyucu maddeler olarak himik maddeleri hedefleyen
BMBF destekli arag ti rma projesi 'Peat ruj'da incelenmektedir.

MALZEMELER VE YONTEMLER

test maddeleri

Analiz edilen numuneler, Altteich Peat'ten (Kuzey-Dogu Saksonya) 0,1 mol/l sodyum hidroksit ile
ekstrakte edilen dogal himik asitlerdir. Ayri ca kafeik asit ( Na-KOP 466), hidrokafeik asit ( Na

HYKOP) ve 3,4-dihidroksifenilalaninin (  DOPA-OP) oksidasyonu ile hazi rlanan sentetik himik maddeleri
analiz ettik (KI6cking ve digerleri, 2006). Bir linyit kémurihimik asidinin (Humintech, Disseldorf, Aimanya)
sodyum tuzu olan Humin Feed ve hintyadi daayri ayri veya birbirleriyle kombinasyon halinde
incelenmis tir.

Paraaminobenzoik asit (PABA), UV-B emici referans madde olarak gorev yapti  (Klocking ve ark. 2004).

Absorpsiyon Tayini

96 oyuklu mikroplakalar UV-Star® (Greiner Bio-One GmbH) kullani larak UV-Vis spektrumlari ,
mikroplakalar i¢in Synergy HAT Multimode okuyucu (BioTek) spektrofotometre ile analiz edildi. Tim
ornekler (t konsantrasyonda (10, 100 ve 1000 ug/ml) ve 0.7 mm'lik (100 ul) bir katman kali nli @ nda
OlcUmis tir.

Hicre kdtira

Insan hicre dizisi U937, %10 FBS iceren RMPI 1640 ortami nda yetis tirildi ve %5 CO2 iceren, nemli bir
atmosferde 37°C'de inkibe edildi . Hitre sayr si ni belirlemek icin, Neubauer sayr m haznesinde hicre
sispansiyonunun 100 ul'si sayr ldi . Tripan mavisiile canli / 6luboyama, canli hicreleri renksiz, 61U
hicreleri mavi lekeli gosterir. Hicre sayr si , RPMI ortami  eklenerek 5 x 105 hitre/ml'ye ayarlandi .

UV s 1 nlamasi ve UV kaynakli hicre hasart ve UV korumasi ni n belirlenmesi

Hicreler, mikrois lemci kontrolltcihaz Bio-Sun (Vilber Lourmat) kullani larak1 s 1 nlandi .

Bu amacla, her biri 100 ul hicre sispansiyonu, 96 oyuklu diz tabanli  bir mikrotitre plakasi ni noyuklari na
aktari Idi .Is 1 nlamadan &nce, birincil (alt) plakani n (zerine UV-s effaf 96 oyuklu bir plaka (UV-Star®)
yerles tirildi. Oyuklari n her biri 100 ul himik madde seyreltmesi ile dolduruldu. "Cift plaka", maksimum 312
nm dalga boyunda ve 80 mj/cm?1 s 1 nlama dozunda UV-B radyasyonuna maruz bi raki Idi . Daha sonra
hicre kdtirleri %5 CO2/37 °C'de 24 saat inkibe edildi. Bunu, (reticinin spesifikasyonlari na gore XTT
tetrazolyum indirgeme tahlili (Roche Diagnostics) kullani larak hicre toksisitesinin belirlenmesi takip etti.
Mitokondriyal dehidrogenazlar tarafi ndan retilen formazani n optik yogunlugu (OD), 37 °C'de 450 nm
dalga boyunda (referans dalga boyu 620 nm) 3 saatlik inkibasyondan sonra 6l¢Umis tir. UVB koruma etkisi
(PE), 6lcden OD degerlerinden as adi daki denklemle hesaplandi :

= 0

%100, burada x0,1 s 1 nlanmami s hicre kontrollerinin OD'sidir, xi,
0 0

himik maddelerle is lenmis 1 s 1 nlanmi s hicrelervex01 s 1 nlanmi s ,is lenmemis hicrelerin OD'sidir .
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SONUCLAR

S ekil 1, analiz edilen himik asitlerin ve para-aminobenzoik asidin 280 ve 800 nm arasi ndaki UV-VIS
spektrumlari ni gdéstermektedir.
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S ekil 1. HYKOP, DOPA-OP, Na-KOP 466, Altteich Peat HA ve PABA'nI n absorpsiyon spektrumlari  (280-800 nm);
test maddesi konsantrasyonlari : 10, 100 ve 1000 pg/ml; katman kali nli § 0,7 mm.

Himik asitlerin spektrumlari  beklenen tipik egrileri gdstermektedir. Spektrumun daha yiksek enerijili (daha

ki sa dalga boyu) alanlari nda ytksek absorpsiyon ve daha di§ tk enerijili alanlarda (uzun dalga boylari )

giderek daha az absorpsiyon ile karakterize edilirler. Q¢ ilen it himik madde konsantrasyonu, iyi tani nan (g

edri grubu tarafi ndanyansi tt I r.Bunakars 1 I k, PABA, maksimum yaklas 1 k 280 nm'de énemli bir UV
absorpsiyonuna sahiptir, ancak UVA radyasyonunu neredeyse hi¢ absorbe etmez. 100 pg/ml konsantrasyonlardaki
himik maddeler yizde 60 (320 nm) ila 84 (280 nm) UV-B ve yaklas 1 k ytzde 50 (360 nm) UVA emer. Test edilen

en yiksek konsantrasyonda (1000 pg/ml) test himik maddeleri, UV-B1 s 1 g ni ntamamen filtrelenmesini
saglar ve UVA'ni nylzde 95'inden fazlasi ni emer, bu sayede DOPA-OP'nin en etkili oldugu kani tlanmi s ti r.

S ekil 2, deneysel olarak kullani lan iki ruj biles eninin (Humin Feed ve hintyad )yani si ra her ikisinin (g
kombinasyonunun spektrumunu sunar. Hint yag , genellikle bu yag n ylede 50 ila 70'ini igeren rujlari n temel
matris biles enlerinden biridir. Maksimum 269 nm'de nispeten yiksek bir UV emilimi ile karakterize edilir, ancak
gorinir1 s 1 g neredeyse hic emmez. Soru, ¢ubuktaki ytksek konsantrasyonu nedeniyle hintyag ni n bir
bitin olarak ruj matrisinin UV emilimini etkileyip etkilemedigiydi. Himik maddelerin aksine, yag saf, seyreltiimemis
si vi olarak 6l¢Umis tir.
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S ekil 2. Humin Yemi, Hint Yagi ve ¢es itli Humin Yemive HintYag kari s 1 mlari ni n absorpsiyon spektrumlari
(280-800 nm); Humin Yem konsantrasyonlari : 10, 100 ve 1000 pg/ml; katman kali nli @ 0,7 mm.

S ekil 2'de gosterildigi gibi, linyit himik asit Humin Feed'in absorpsiyon egrileri, S ekil 1'deki
Altteich turba humik asidininkilere biyk 6l¢ide karg 1 Ik gelir. Bununla birlikte, Humin Feed'in
hintyad ile kombinasyonundan elde edilen veriler, s as 1 rti c bir tablo gostermektedir.
100 ve 1000 pg/ml Humin Feed'in UV-A absorpsiyonu bariz bir s ekilde azali rken, >560 nm
dalga boylari nda absorpsiyon bariz s ekilde artar. Bu, hint yag ni n himik asitlerle reaksiyonu
sonucunda 6nceden bilinmeyen yeni biles iklerin olug umunu gdsterebilir. UV sodurucu
maddeler ve matris biles enleri arasi ndaki etkiles imlerin daha ayri nti i bir analizi biyik

ilgi gérmektedir ve gelecekteki cali s malari n konusu olacakti r.

Aras ti rmalari n bir sonraki adi mi nda, insan U937 hicrelerinde HYKOP, DOPA OP, Na-KOP
466, Altteich Peat HA ve PABA'nI n UV koruyucu etkisini inceledik. Kthn'e (2005) gére, hicrelerin

ve test maddelerinin, test maddesiyle olasi etkiles imlerden bagi msi z olarak UV filtreleme
etkisini degerlendirmemizi saglayan iki ayri plakaya yerles tirildigi bir test dizenlemesi kullandi k.
Sonuglar s ekil 3'te gosterilmis tir.

D k konsantrasyonlarda (10 pg/ml) Na-KOP ve Altteich Peat HA, I s 1 nlamadan 24 saat
sonra hicreler (zerinde ¢ok az koruyucu etkiye sahiptir. Buna kars 1 i k, 100 ve 1000 pg/ml
konsantrasyondaki tim himik maddeler U937 hicrelerini yizde 60'tan fazla korur. 100 pg/ml'deki
PABA, hicreleri UV kaynakli hasara kars 1 tamamen koruyabilir. 1000 pg/ml'lik en yiksek test
konsantrasyonunda himik asitler de neredeyse tam bir UV korumasi sadlar.
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PABA 10 pgl
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Altteich Peat HA 100 pgiml

DOPA-OP 10 gl |y
Altteich Peat HA 1000 pgimi

Na-HYKOP 10 pgil |
DOPA-OP 100 pighl
DOPA-OP 1000 pgiml

S ekil 3. U937 hicrelerinde HYKOP, DOPA-OP, Na-KOP 466, Altteich Peat HA ve PABA'ni n UV-B koruyucu etkisi;
Is 1 nlamadan 24 saat sonra XTT testi;

Kahverengi kdmir humik asit Humin Feed benzer bir davrani s ais aret eder (S ekil 4). UV koruma
etkisi 10 g/ml'de ihmal edilebilirken, 100 pg/ml'de yaklas 1 k %75'tir ve en ytksek test maddesi
konsantrasyonunda (1000 pg/ml) %100'e ulas 1 r.

S ekil 4, hintyadl ni ntekbas 1 nahicreleriUV-B1 s 1 nlamasi nakars 1 yaklas 1 k %73,5
orani nda korudugunu gostermektedir. Yaklas 1 k %80 orani nda hintyag na az miktarda Humin
Feed (10 pg/ml) eklenerek etki arti ri Ii r. Bir sonraki konsantrasyon adi mi nda (100 pg/ml Humin
Feed), kart s 1 m neredeyse %95 UV korumasi saglar. Tam UV korumasi na, hintyad icerenve
icermeyen 1000 ug/ml Humin Feed ile ulag 1 Idi . Bundan, UV koruma derecesinin, UV-B emici
yaglari n mevcudiyetinden Ozellikle di§ ik ve ortalama himik madde konsantrasyonlari nda fayda
saglayabilecedi sonucu ¢1 kar.
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Castor oil

HuminFeed 10 pg/ml .
HuminFeed 100 pg/ml
HuminFeed 1000 pg/ml

Castor Ol +HuminFeed 10 pgiml

Castor Oil +HuminFeed 100 pg/ml
Castor Ol +HuminFeed 1000 pgiml

S ekil 4. Humin Feed ve HuminFeed-Hint Yagi Kari s 1 mi ni n UV-B koruyucu etkisi, 1 $ 1 nlamadan 24 saat
sonra st plaka kuyucuklari ndaki optik yol uzunlugu 0,7 mm ila 0,7 mm madde.

SONUGCLAR

UV koruyucu turba ruj gelis tirmeyi hedefleyerek, insan hicre kdtirlerinde UV-Vis emilimininyani si ra UV
koruyucu etkileri icin iki dogal himik asit ve (¢ sentetik himik asit benzeri madde (zerinde ¢ali s t1 k. Bu
¢all s malan nsonucglart as ad dakisonuclarla tutarli di r.

i1k olarak, test edilen tim himik maddeler UV-B'yi ve bir dereceye kadar UV-A radyasyonunu da git ibir

s ekilde absorbe edebilir.

ikinci olarak, elde edilen UV absorpsiyon spektrumlari , hicre kitirlerinde uygun himik maddelerin UV-B

koruyucu etkisi ile iyi ilis kilidir.

Ut incis si radan bir ruj biles eni olarak saf hint yagi , UV-B radyasyonunu daha yiksek bir dereceye kadar emer
ve ayri cainsan hicrelerine UV koruyucu bir etki uygular. Kahverengi kdémuir humik asit Humin Feed hintyagi ile
kombinasyon halinde himik asitlerin UV-B emilimini destekler, ancak UV-A emilimini azalti r. Bireysel ruj

biles enleri arasi ndaki muhtemelen altta yatan molekuer etkiles imleri aydi nlatmak gelecektekicali s malari n
bir amaci olacakti r.
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