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TESEKKUR
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OZET

RESVERATROL VE TAURININ OKSIDATIF SAC HASARINA ETKISi

ONEN, Belinda
Yiiksek Lisans, Kimya Boliimii
Danigsman: Prof. Dr. Goksel KIZIL
Mayis 2025, 96 sayfa

Sag, giinliik yasamda maruz kaldig1 ¢evresel faktorlerin yani sira, 6zellikle agartma, boya ve
perma gibi kimyasal islemler nedeniyle oksidatif stresin etkilerine agik hale gelir. Bu durum,
sag telinde yer alan keratin proteinleri, distilfit baglar1 ve lipit bilesenlerin yapisal biitiinliigiinii
bozarak sa¢ sagligini olumsuz yonde etkiler. Bu tez caligmasinda, insan saginda agartma islemi
kaynakli oksidatif hasarin biyokimyasal ve morfolojik olarak degerlendirilmesi ve bu hasara
kars1 koruyucu/onarici etkiye sahip bir sa¢c bakim toniginin gelistirilmesi amaglandi.
Caligmanin ilk asamasinda, resveratrol ve taurinin antioksidan 6zellikleri DPPH (1,1-Difenil-
2-pikrilhidrazil) serbest radikal sondiirme yontemiyle analiz edildi. Resveratrol %95+0.6,
taurin %38+2.0, BHA (biitillenmis hidroksi anisol) %97+0.7 ve BHT (biitillenmis hidroksi
tollien) %96+0.6 inhibisyon gdsterdi. ICso degerleri sirasiyla BHT i¢in 10.3+£0.6 ng/mL, BHA
icin 6.1+0.4 pg/mL, resveratrol i¢in 23.5+1.2 pg/mL ve taurin i¢in >1000 pg/mL olarak
hesaplandi. insan sagindan keratin proteini izole edilerek 0.265 mg/mL total protein miktar1
tayin edildi. Resveratrol ve taurinin sa¢ keratiniyle baglanma kapasitesi santrifiij ¢cokelti
yontemiyle test edildi, resveratrol ve taurinin keratinle baglanarak belirgin bir pelet
olusturdugu belirlendi. Agartma soliisyonuna maruz birakilan keratin proteinleri SDS-PAGE
ile analiz edildiginde, yalnizca agartma soliisyonuna maruz kalan grupta keratin bandinin
tamamen kayboldugu, resveratrol ve taurin ile muamele edilen gruplarda ise keratin bandimin
biitiinligiiniin korundugu goézlemlendi. Sistein tayininde hasarli sa¢ grubundaki %100’lik
sistein salinimi, resveratrol ve taurin igeren sa¢ bakim tonigi uygulamasi ile yaklagik %39.4
oraninda azaldig1 belirlendi. Lipit ekstraksiyonu ile izole edilen lipitlerde malondialdehit
(MDA) seviyeleri spektrofotometrik olarak tayin edildi. Hasarsiz saglarda MDA diizeyi
1.5440.48 uM/mg olarak belirlenirken, agartma sonrasi bu deger %1619.1 artigla 26.51
uM/mg'ye ulastigi gozlemlendi. Tonigin agartma dncesi uygulanmasiyla MDA diizeyi %89.93
azalarak 2.67 pM/mg'ye, agartma sonrasi uygulanmasiyla ise %97.28 azalarak 0.72 pM/mg'ye
diistiigli  belirlendi. Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) goériintiilemelerinde; islem
gdrmemis sacta diizenli kiitikiil dizilimi, agartilmis sagta ciddi kiitikiil hasari, tonigin agartma
sonras1 uygulandigi grupta hasarli bolgelerde iyilesme ve diizenlenmis yap1 gézlemlendi. Elde
edilen bulgular, gelistirilen resveratrol ve taurin bazli sa¢ bakim toniginin hem koruyucu hem
de onarici etkilere sahip olma potansiyelini ortaya koymaktadir. Tonik uygulama sirasi
acisindan da anlamli farklar belirlenmis, agartma oncesi ve sonrasi uygulamalarin her ikisinin
de etkili oldugu, ancak hasar sonrasi uygulamanin daha yiiksek oranda onarim sagladigi
belirlendi. Bu caligmanin, sa¢ kozmetiginde bilimsel temelli {iriin gelistirme siirecine katki
saglayabilecegi ongoriilmekte; biyokimyasal analizlerin kozmetik Ar-Ge siireglerine entegre
edilerek daha etkin formiilasyonlarin gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Oksidatif stres, Sa¢ agartma, Keratin, Resveratrol, Taurin, SDS-PAGE

Xiv



ABSTRACT

EFFECT OF RESVERATROL AND TAURINE ON OXIDATIVE HAIR
DAMAGE

ONEN, Belinda
Master of Science in Department of Chemical
Supervisor: Prof. Dr. Goksel KIZIL
May 2025, 96 pages

Hair becomes vulnerable to the effects of oxidative stress due to environmental factors it is
exposed to in daily life, especially due to chemical processes such as bleaching, dyeing and
perming. This situation disrupts the structural integrity of keratin proteins, disulfide bonds and
lipid components in the hair shaft and negatively affects hair health. In this thesis study, it was
aimed to evaluate the oxidative damage caused by bleaching process in human hair
biochemically and morphologically and to develop a hair care tonic with a protective/repairing
effect against this damage. In the first stage of the study, the antioxidant properties of
resveratrol and taurine were analyzed by DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl) free radical
scavenging method. Resveratrol showed 95+0.6%, taurine 38+2.0%, BHA (butylated hydroxy
anisole) 97+0.7% and BHT (butylated hydroxy toluene) 96+0.6% inhibition. ICso values were
calculated as 10.3+0.6 pg/mL for BHT, 6.10.4 pg/mL for BHA, 23.5+1.2 pg/mL for
resveratrol and >1000 pg/mL for taurine, respectively. Keratin protein was isolated from
human hair and 0.265 mg/mL total protein was determined. Binding capacity of resveratrol
and taurine with hair keratin was tested by centrifugal sedimentation method, and it was
determined that resveratrol and taurine bound with keratin and formed a distinct pellet. When
keratin proteins exposed to bleaching solution were analyzed by SDS-PAGE, it was observed
that the keratin band completely disappeared in the group exposed only to bleaching solution,
while the integrity of the keratin band was preserved in the groups treated with resveratrol and
taurine. In the determination of cysteine, it was determined that 100% cysteine release in the
damaged hair group decreased by approximately 39.4% with the application of hair care tonic
containing resveratrol and taurine. Malondialdehyde (MDA) levels in lipids isolated by lipid
extraction were determined spectrophotometrically. While the MDA level was determined as
1.54+0.48 uM/mg in undamaged hair, it was observed that after bleaching this value increased
by 1619.1% to 26.51 uM/mg. It was determined that with the application of the tonic before
bleaching, the MDA level decreased by 89.93% to 2.67 pM/mg, and with the application after
bleaching, it decreased by 97.28% to 0.72 uM/mg. In scanning electron microscope (SEM)
imaging; Regular cuticle alignment in untreated hair, severe cuticle damage in bleached hair,
and healing and organized structure in damaged areas were observed in the group where the
tonic was applied after bleaching. The findings obtained revealed the potential of the
developed resveratrol and taurine-based hair care tonic to have both protective and restorative
effects. Significant differences were also determined in terms of the order of tonic application,
and it was determined that both pre- and post-bleaching applications were effective, but the
post-damage application provided a higher rate of repair. It is anticipated that this study may
contribute to the scientifically based product development process in hair cosmetics; it is
thought that more effective formulations can be developed by integrating biochemical analyses
into cosmetic R&D processes.

Keywords: Oxidative stress, Hair bleaching, Keratin, Resveratrol, Taurine, SDS-PAGE
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1. GIRIS

Sag, yalnizca biyolojik islevlere sahip bir yap1 olmanin tesinde, insan yasaminda ¢ok
yonlii ve dnemli bir role sahiptir. Is1 yalitimi saglamasi, duyusal reseptor olarak islev
gérmesi ve mekanik aginma ile giines 1sinlarina karsi koruma saglamasi gibi gesitli
biyolojik gorevlerinin yani1 sira (Robbins, 2001), sa¢ ayni zamanda Oonemli bir
psikososyal unsurdur. Kimlik ve toplumsal kabuliin bir sembolii olmanin yani sira,
bireyin 6z saygisin etkileyen bir unsur olarak da degerlendirilir. Ayrica, davranig
degisikligi, giic gosterisi, bireysel ifade bigimi ve kiiltiirel direncin bir gostergesi
olarak da islev gormektedir (Gomes, 2002). Sa¢, uzunlugu, rengi veya sekli agisindan
kolayca degistirilebilen fiziksel 6zelliklerden biri oldugu i¢in, birgok tiiketici idealize
ettigi sa¢ stiline ulagsmak ister. Bu arayis, genis ve kiiresel bir kozmetik endiistrisini

besler (Cruz vd., 2016).

Piyasa verilerine gore, Tiirkiye’deki ekonomik gelismeye bagl olarak, kozmetik ve
kisisel bakim tirlinleri pazar1 her yil ortalama %10 biiylimektedir. Pazarda dogal
kozmetik ve kisisel bakim {irlinlerinin paymin %S5 civarinda oldugu tahmin
edilmektedir (Sekil 1.1). Bu durum diinya pazariyla paralellik gostermektedir. Sag
bakim iiriinleri, sektdr {riinleri i¢inde en biiylikk paya sahiptir. Bu nedenle
antioksidanlar ve kozmetiklerle etkilesimi {izerine yapilan caligmalar son yillarda

giderek artan bir ilginin hedefi haline gelmistir (TUIK, 2024).

Tiirkiye Sa¢ Bakim Uriinleri Pazar1 (2020-2023)

-0.30
-0.28

-0.26

ihracat (Milyar Dolar)

-0.24

-0.22

2020.0 2020.5 2021.0 2021.5 2022.0 2022.5 2023.0

Sekil 1.1 20202023 arasinda Tiirkiye'deki sa¢ bakim iiriinleri pazarina ait grafik (TUIK, 2024)



1.1 Insan Saq1
Sag, viicudu soguk veya sicak, giines 15181 ve 1slaklik gibi cevresel etkenlere karsi
korumaya yarayan, karmasik yapiya sahip proteinli bir biyomalzemedir (Antunes vd.,

2015).

1.1.1 Sacin kimyasal yapis1
Sag lifleri, neme bagli olarak agirlik¢a %65-95 protein ve %15-35 kadar su igerir; geri
kalani lipit pigmentleri ve diger bilesenlerdir (Velasco vd., 2009) (Tablo 1.1).

Tablo 1.1 insan saginin kimyasal bilesimi (Velasco vd., 2009)

Bilesenler Yiizde (%)
Protein 65-95
Su 15-35
Lipit 1-9
Pigmentler 0,1-5
Iz elementler <1

1.1.1.1 Sag proteinleri

Proteinler, yirmi farkli amino asidin birlesmesiyle olusan polimerik yapilariyla
karakterize edilirler. Bu 6zellikleri, bir araya geldiklerinde yapisal olarak son derece
cesitli molekiiller olusturmalarina olanak tanir. Sentetik polimerler ve diger biyolojik

polimerlerle karsilastirildiginda ise bu ¢esitlilik daha da belirgindir (Areas, 1990).

Keratin, helikoidal kompleksler olusturabilen, sistein agisindan zengin lifli bir yapisal
proteindir ve sa¢in ana bilesenidir (Mitsui, 1997; Draelos, 2004). Sacta bulunan keratin
kompleksleri, bozulmaya kars1 yiiksek direngleri nedeniyle genellikle sert keratinler
olarak smiflandirilir (Draelos, 2004). Sa¢ keratininde bulunan yirmi amino asit
arasinda (Tablo 1.2), sistein 6zel bir 6neme sahiptir. Bunun nedeni, iki kiikiirt atomu
arasinda olusan ve sistin dimerini meydana getiren disiilfit bag1 olusturmasidir (Sekil
1.2) (Robbins, 2001; Miranda-Vilela, 2014). Yiiksek sistein igerigi, cok sayida disiilfit
baginin olugsmasini saglayarak giiclii ve dayanikli bir lif yapis1 olusturur. Bu yap1 saga
kimyasal, termal ve mekanik deformasyona karsi yiiksek dayaniklilik kazandirir

(Bouillon ve Wilkinson 2005; Cruz vd., 2016).
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Tablo 1.2 insan saginda bulunan aminoasitlerin bilesimi (Popescu ve Hocker, 2007)

Aminoasitler Sacta (umol/g)

Aspartik asit / Asparagin 399
Treaonin 554
Serin 967
Glutamik asit / Glutamin 916
Prolin 588
Glisin 437
Alanin 347
Valin 405
Y, Sistin 1435

Metiyonin 13
1zolésin 174
Losin 457
Tirozin 158
Fenilalanin 124
Lizin 196

Histidin 62
Arginin 466

Triptofan 40

H, NH, O
HO m}“vs . ﬁ)k
S ~ OH
O H 2 N H

Sekil 1.2 Sistin dimeri

Disiilfit baglari, lifin orijinal seklini korumasina yardimer olurken, diger zayif baglar
ve etkilesimler polipeptit zincirlerini bir arada tutar. Bu etkilesimler arasinda hidrojen
baglari, iyonik baglar ve hidrofobik etkilesimler yer alir (Sekil 1.3) (Urry vd., 2009;
Richena, 2011).



NH HN
o 4 o
. + \\ HZ
T (CH2\4NH3 /C_C
HN o NH
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INHI e e e HN
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Ha » | Ha
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NH e Bon et HN
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R R
NH HN
(o] (o]
iy e H,
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NH Disiilfit baglar: /HN

Sekil 1.3 Sag yapisinda bulunan baglar ve etkilesimler (Shavandi vd., 2017)

Insan sag1 keratinleri, esas olarak a-heliks yapisinda organize olmustur ve yiiklerine
gore iki ana aileye ayrilir (Shavandi vd., 2017; Keller vd., 2018). Tip I keratinler,
genellikle 44 ila 46 kDa arasinda degisen daha kiiciik molekiil agirliklarina sahiptir ve
4.5-5.5 arasindaki asidik izoelektrik noktalar1 nedeniyle asidik keratinler olarak bilinir.
Tip II keratinler ise 6.5-7.5 arasinda izoelektrik noktaya sahiptir ve molekiiler
agirliklar1 50 ila 60 kDa arasinda degisen daha biiyiik proteinlerden olusur (Cruz vd.,
2016). Olgunlasmis Tip I keratinlerin daha yiiksek oranda bulunmasi, sagin ¢ogu pH
kosulunda negatif yiiklii olmasina neden olur, bu da ¢esitli sa¢ bakim ve sekillendirme

islemlerini etkiler (Wilkerson, 1935).

Keratinlerle birlikte keratinle iliskili proteinler (KAP), sa¢ lifinin ana yapisal
bilesenlerini olusturur. KAP'lar, hidrofobik 06zelliklere sahip nispeten kiiclik

proteinlerdir ve keratinle iliskili filamentleri ¢evreleyen matriste yer alir. Bu



proteinler, sa¢ saftinin sertliginden ve genis ¢apl disiilfit bag1 capraz baglanmasi
nedeniyle keratin filamentlerinin dayanikliligindan sorumlu olabilir (Shimomura ve
Ito, 2005). Keratinin son derece organize yapisi, saca ¢evresel etkenlere kars1 dnemli
bir diren¢ kazandirir. Siirtlinme, gerginlik, perma, tarama, kimyasal iglemler, gilinliik
kozmetik uygulamalar ve UV radyasyonu gibi faktorlere kars1 sacin dayanikliligini

artirir (Bouillon ve Wilkinson 2005; Cruz vd., 2016).

1.1.1.2  Su icerigi

Su, protein yapisinin stabilizasyonu i¢in dnemli bir faktordiir (Bouillon ve Wilkinson
2005). Bu nedenle, sa¢in su igerigi fiziksel ve kozmetik 6zellikleri agisindan énemli
bir parametredir. Keratin liflerinin su icerigi, lifin kuruluk kosullarina ve havanin bagil
nemine baglidir. Sag¢ higroskopiktir ve biiyiik miktarda suyu emebilir (Robbins, 2002).
Bu durum, suyun mikrofibrillerin yapisini hafifce bozmasina yol agabilir; matrisin
uzunlamasina sismesine karsi koyarak sag lifinin hacminin ¢apraz sigsme ile artmasina

neden olur.

Keratinde, peptit baglar1 ve asidik ile bazik yan zincirler dahil olmak {izere ¢ok sayida
su baglama noktas1 bulunur. Su saca kolayca niifuz etmesine ragmen, sa¢ korteksinin
molekiiler yapisinda bir miktar baglanma seciciligi vardir. Ayrica, su emilimi sagtaki

lipit miktar1 ve pH seviyesi ile de iligkilidir (Bouillon ve Wilkinson 2005).

1.1.1.3 Sagc lipitleri

Sac¢ lipitleri sa¢ lifi boyunca dagilmistir ve ortalama igerigi lif agirliginin %4'
kadardir. Bunlar dis veya ic¢ lipitler olabilir ve i¢ lipitler serbest olabilir veya CMC
yapisinin bir parcasi olabilir emebilir (Robbins, 2002). i¢ lipitlerin, B-tabakalarinin bir
parcast olarak hiicreler arasi bosluklarda yer aldigi diisiiniilmektedir. Lipitlerin
cogunlugu kolesterol, kolesterol esterleri, kolesterol siilfat, serbest yag asitleri,
trigliseritler, parafinler, skualen ve seramidlerdir (Sekil 1.4) (Bouillon ve Wilkinson

2005).



Ekzojen lipitlerin 6nemli bir bileseni, kiitikiil ylizeyine kovalent olarak bagli olan 18-
MEA'dir. Bu lipit, sag lifleri arasindaki siirtiinmeyi azaltan bir yaglayici olarak islev
gorlir ve yoklugu, kuru sa¢ veya tarama zorlugu gibi sacin duyusal algisini etkiler

(Tanamachi vd., 2010). Lipit igerigi, etnik koken, cinsiyet ve yas gibi ¢esitli faktorlere

/_\

Korteks
« ¢ Yag Asitleri (IYA)
- Linoleik Asit
- Alfa-Linoleik Asit
* Kovalent Bagh Olmayan

Yag Asitleri

*  Trigliseritler (TG)
Kolesterol (KS)

*  Mum Esterleri (ME)

+  Skualen (SK)

Medulla

* Skualen (SK)

*  Trigliseritler (TG)

*  Mum Esterleri

*  Serbest Yag Asitleri (SYA)
-Oleik Asit
-Palmitik Asit

Kiitikiil

¢ Seramitler (SR)
Kolesterol (KS)

Epikitikill

* 18-Metil Eikosanoik Asit
(18-MEA)

Ekzokiitikiil

* Serbest Yag Asitleri (SYA)

+ Kovalent Bagh Yag Asitleri

Endokutikl

+  Serbest Yag Asitleri (SYA)

+  Kovalent Bagh Yag Asitleri

Sekil 1.4 Sag lipit kompozisyonu

bagli olarak degisebilir (Breakspear vd., 2005).

1.1.1.4 Sac pigmentleri

Sac rengi folikiiler melanositlerde sentezlenen ve keratinositlere aktarilan melaninlerin
miktar1 ve kalitesi tarafindan belirlenir (Ozeki vd., 1996). Kimyasal olarak farkl: iki

melanin pigmenti tiirii vardir: eumelanin ve feomelanin (Sekil 1.5).

Feomelanin

6

07 ~F N OH
HO. = H (0]

| A\
HO ™ N OH
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o l/\>
O N z
N OH

OH

Eumelanin

Sekil 1.5 Feomelanin ve Eumelaninin kimyasal yapilari




Bu pigmentlerin siniflandirilmasi cogunlukla renge, ¢oziiniirliik 6zelliklerine ve izole
melaninin kiikiirt icerigine baglidir. Eumelanin, asit ve alkalide ¢oziinmeyen koyu
kahverengi ila siyah bir pigmenttir ve azot (%6-9) igerir ancak kiikiirt (%0-1) icermez.
Ote yandan, feomelanin alkalide ¢dziinen sar1 ila kirmizimsi kahverengi bir pigmenttir
ve hem azot (%8-11) hem de kiikiirt (%9-12) igerir (Ito ve Jimbow, 1983). Pigmentler
arasindaki farkliliklara ragmen, her ikisi de ayni onciil madde olan dopakinondan
sentezlenir. Dopakinon, bir dizi redoks reaksiyonu gegirdiginde eumelanin molekiilii
olusur. Ancak dopakinon, siilfidril bilesikleri ile temas ederse, feomelanin sentezi i¢in

bir 6ncii gorevi gorebilir (Ozeki vd., 1996).

1.1.1.5 iz elementler

Sag, proteinler, lipitler ve suyun yani sira farkli miktarlarda inorganik elementler de
icerir. Bu elementler genellikle sacin kuru agirliginin %]1'inden daha azini olusturur
(Cruz vd., 2016). Sagta en yaygin bulunan metaller arasinda alkali metaller (Na ve K),
alkali toprak metaller (Ca, Mg ve Sr) ve diger metaller (Ca, Pb, Fe, Hg, Cd, Se, Zn,
Mn, As) ile birlikte metaloidler (Si ve P) yer alir (Bouillon ve Wilkinson, 2005)

Iz elementler, kdkenlerine gore endojen veya ekzojen olarak smiflandirilabilir.
Endojen elementler, insan viicudundan gelir ve sag folikiiliindeki sentez siirecinde sa¢
yapisina dahil olur (Saber-Tehrani ve Tadayon, 2009). Ekzojen elementler ise
genellikle atmosferik toz ve kirleticiler, su ve kozmetik {iriinler gibi dis kaynaklardan

sa¢ yapisina gecer (Bouillon ve Wilkinson, 2005; Saber-Tehrani ve Tadayon, 2009)

1.1.2 Sacin morfolojik ve makromolekiiler yapisi

Sag lifi, esas olarak keratin adi verilen lifli yapisal proteinlerden olusan, fiziksel ve
kimyasal agidan karmasik, ¢ok hiicreli bir yapidir (Nakano, 2006) ve sa¢ folikiilii ad1
verilen yapilardan biiyiir (Sekil 1.6). Sa¢in gelisimi ve keratinizasyonu, yani siilfidril
gruplariin disiilfiir baglarina donilismesi siireci bu folikiil igerisinde gerceklesir

(Moita, 1989).



= Sag sall1

Arrector pili kast

Yag bezi

Apokrin ter bezi
— Sag kokii
Sag ampuli

Sac matrisi

Sag papillast

Sekil 1. 6 Sa¢in yapisi (Blausen, 2025)

Protein sentezi sirasinda, sa¢ liflerinde heniiz keratin lifleri arasindaki disiilfiir
kopriileri (S-S ¢apraz kovalent baglar) bulunmaz (Alberts vd., 2017). Hiicreler cilt
ylizeyine dogru ilerledik¢e, dehidrasyon siireci baslar ve disiilfiir kopriileri araciligryla
kalict bir yap1 olusur (Robbins, 2002). Sag, deri yiizeyine ¢ikti§i andan itibaren
biyolojik degisimlere ugramaz; bu noktadan sonra sag¢ lifi 6lii bir yap1 olarak kabul

edilir ve maruz kaldig1 tiim hasarlar kiimiilatiftir (Nogueira, 2008).

Sac saft1 kiitikiil, korteks ve medulla olmak {izere ti¢ farkli ana bolgeden olusur (Sekil
1.7) (Kutlubay ve Serdaroglu, 2017).



Protofibril

Mikrofibril

Makrofibril

r

Keratin zinciri

Kortikal hiicre

Medulla
Korteks

Kiitikil

Sekil 1. 7 Sa¢in hiyerarsik yapis1 (Goldwell, 2025)

1.1.2.1 Kiitikiil

Kiitikiil, sagin kokten uca kadar tiim yiizeyini kaplar ve kimyasal ile fiziksel bir bariyer
gorevi gorerek i¢ korteksi dis kaynakli kimyasal ve cevresel hasarlardan korur
(Antunes vd., 2015). Bu tabaka, her biri 0.5-1.0 um kalinliginda olan ve yaklasik 45
um uzunluga sahip, 6-10 katmanli {ist {iste binmis keratinize pullardan olusur
(Sinclair, 2003). Kiitikiil hiicreleri, pul benzeri yapilariyla iist {iste siralanir; bu
hiicrelerin proksimal uclar1 kortekse bagliyken, serbest kenarlar1 sa¢ telinin ucuna

dogru yukar1 yonelmistir (Harrison ve Sinclair, 2003; Cruz vd., 2017).

Keratinize pullarin sekli ve yonelimi, sag¢ telleri arasindaki siirtiinmeyi azaltmakla
kalmaz; ayn1 zamanda sa¢in parlaklig1 ve dokusu iizerinde de belirleyici bir etkiye
sahiptir. Ancak kiitikiil pullari; tarama, firgalama, sampuanlama, fon ¢ekme gibi
mekanik iglemlere bagli siirtiinme kuvvetlerine karsi hassastir. Ayrica gesitli kozmetik
islemlerde kullanilan alkali bilesikler de kiitikiil biitlinliigiinii bozabilir (Harrison ve

Sinclair, 2003).

Kiitikiil hiicresi, epikiitikiil, A tabakasi, ekzokiitikiil ve endokiitikiil olmak tizere dort
alt lameller tabakadan olusur (Sekil 1.8) (Kutlubay ve Serdaroglu, 2017). En dista yer
alan epikiitikiil, sa¢in kayganligina katki saglayan ve sa¢ dokiilmesine kars1 bariyer
olusturan lipit bazli bir tabakadir; ayn1 zamanda cevresel faktorlere ve kimyasal

bilesiklerin sa¢ yapisina niifuz etmesine karsi koruyucu bir islev goriir (Cruz vd.,
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2017). Hidrofobik 6zellik tasiyan epikiitikiil, sa¢ ylizeyinin fiziksel 6zelliklerinden
sorumludur (Powell ve Rogers, 1997). Epikiitikiiliin hemen altinda yer alan A tabakasi,
sac¢in toplam sistin igeriginin yaklasik %30’unu igerir ve sacin kimyasal, fiziksel ve
cevresel etkilere karsi korunmasinda onemli bir rol oynar (Dorelos, 2004). Ayn
zamanda yiiksek oranda capraz baglara sahip olan bu yapi, kiitikiiliin mekanik

dayanikliligin1 ve sertligini saglar (Cruz vd., 2016).

Sag lifi yiizeyi
\ Dig p-katmani

Epikitikail
A katmani

Kiitikiil
hiicresi 1
hticrest Ekzokiitikiil

i¢ p-katmam:

a-katmani h Hiicre zan

Dis p-katmam

Sekil 1. 8 Insan saci kiitikiiliiniin sublameller yapis1 ve TEM (gegirimli elektron mikroskobu) gériintiisii
(Popescu ve Hocker, 2007)

1.1.2.2 Korteks

Korteks, insan sa¢ telinin ana bileseni olup, lifin eksenine paralel bir yonde uzanir ve
sa¢ kiitlesinin yaklasik %90’1n1 olusturur (Dawber, 1996). Yapist ve organizasyonu,
sa¢ liflerinin mekanik dayanikliligindan sorumludur (Dorelos, 2004). Korteks, hiicre
zar kompleksiyle (CMC) cevrili, uzun ve silindirik sekilde diizenlenmis kortikal
hiicrelerden olusur (Sekil 1.9) (Antunes vd., 2015).

Medulla

Kortikal hiicre

Sekil 1. 9 Insan sa¢inin korteks katmani ve SEM (taramali elektron mikroskobu) goriintiisii

Bu kortikal hiicreler, intermakrofibriler matriks ve melanozomlarla c¢evrili

makrofibriller igerir (Antunes vd., 2016). Her makrofibril, birden fazla mikrofibrilden
10



olusur ve bu mikrofibriller, keratin ara filamentlerinden meydana gelir. Keratin
filamentleri, kiikiirt agisindan zengin, KAP (keratinle iliskili proteinler) igeren bir

matrise spiral bir bigimde yerlesmistir (Cruz vd., 2016; Kutlubay ve Serdaroglu 2017).

KAP’lar, keratin ara filamentlerinin disilfiir baglariyla ¢apraz baglanmasini

saglayarak giiclii bir sa¢ saftinin olusumunda kritik rol oynar (Rogers vd., 2008).

1.1.2.3 Medulla

Medulla, sa¢ telinin merkez bolgesinde yer alir ve sa¢ safti boyunca siirekli, aralikli
bulunabilir ya da hi¢ bulunmayabilir (Sekil 1.10) (Crus vd., 2017). Sa¢ kiitlesinin
yalnizca kiiciik bir yiizdesini olusturur ve genellikle en kalin sag tellerinde gézlemlenir
(Kutlubay ve Serdaroglu, 2017). Medulla, amorf materyal ve hava bosluklar1 igeren
ozel hiicrelerden olusur (Antunes vd., 2015). Yapisal olarak trichohyalin proteininden

meydana gelir ve glikojen ile melanozomlar igerir (Draelos, 2004).

Sekil 1. 10 insan sagmnin medulla katman1 ve SEM (taramali elektron mikroskobu) gériintiisii

Her ne kadar medullanin islevi tam olarak agikliga kavugmamis olsa da, saga 1s1
yalittimi sagladigi diisiiniilmektedir (Powell ve Rogers, 1997; Jones, 2001). Ayrica
15181n  sa¢ telinde dagilmasinda rol oynayarak sa¢ parlakligmi artirdigi da

bildirilmektedir (Nagase, 2019).

1.1.24 CMC

Sac¢ lifini olusturan bir diger yapi, hiicre i¢i ¢imento olarak da bilinen hiicre zari
kompleksi (cell membrane complex, CMC)’dir. CMC, i¢ lipit tabakas1 (p), ara protein
tabakas1 ve dig lipit tabakasi () olmak lizere lameller bir yap1 ile karakterize edilir
(Sekil 1.11). Bu tglii yapi, sa¢ telinin yaklasik %2’sini olusturur ve kiitikiiler ile
kortikal hiicrelerin birlesiminden meydana gelir (Velasco vd., 2009; Colenci, 2017).
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Bu birlesim, sag telinin i¢ine maddelerin niifuz etmesinde 6nemli bir yolak olusturur

(Chen ve Bhushan, 2005).

Sekil 1. 11 Kiitikiil ve B---p tabakali hiicre zar1 kompleksini gosteren bir sagin SEM goriintiisii

CMC’nin en 6nemli lipit bilesenlerinden biri olan 18-metileikosanoik asit (18-MEA),
sa¢ teline hidrofobik 6zellik kazandirir. Bu hidrofobik yapi, sagin dis etkilere karsi
korunmasinda ve sa¢ yiizeyinin kozmetik bilesenlerle etkilesiminde kritik rol oynar.
Ozellikle silikonlar, yaglar ve polimerler gibi maddeler, bu hidrofobik yiizeylere
yiiksek afinite gosterir (Bhushan, 2010).

1.2 Sacta Oksidatif Hasar

Sa¢ bakimi, sa¢ rengi ve stili, bireylerin fiziksel goriinlimiinde ve 6z algilarinda 6nemli
bir rol oynar. Sag; cinsiyet, yas, cinsel tutum ve sosyal statii gibi bir¢ok kisisel 6zelligi
yansitan bir gostergedir (Triieb, 2001). Sag¢ goriiniimiindeki degisiklikler, genel olarak
"sa¢ durumu" olarak adlandirilir. Hem igsel (folikiil kaynakli sa¢ tipi) hem de dissal
(uygulanan bakim yontemleri ve kullanilan kozmetik iirlinler) faktorlerin etkisiyle
sekillenir (Tablo 1.3) (Triieb, 2005). Oksidatif stresin cilt goriiniimiine etkisi genis
capta arastirilmig olmasina ragmen, sa¢ sagligi ve sa¢in genel durumu iizerindeki etkisi

gorece daha az ele alinmistir (Triieb, 2009).

Tablo 1. 3 Sag telinin durumunu etkileyen faktorler (Triieb, 2005)

I¢csel Faktorler Diagsal faktorler
Genetik Sac aginmast
Cinsiyet Ultraviyole radyasyona (UVR) maruz kalma
Yas Sa¢ bakim aligkanliklar
Genel saglik durumu Sag islemleri (fiziksel, kimyasal)
Beslenme durumu Sac derisi durumu
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Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) sistemik birikimi ile biyolojik sistemin
bu reaktif tiirleri detoksifiye etme ya da neden olduklar1 hasar1 onarma kapasitesi
arasindaki dengesizligi ifade eder. 1956 yilinda Harman tarafindan ortaya atilan
Serbest radikal yaglanma teorisi, organizma ve organlarin zaman iginde serbest radikal
kaynakli hasar1 biriktirmesi sonucu yaslandigini 6ne siirmektedir (Harman, 2002).
Gilinlimiizde bu teori, sa¢ folikiilii dahil olmak iizere yaslanma siirecinin altinda yatan
biyolojik mekanizmalar1 agiklamada en yaygin kabul goren yaklasimlardan biridir

(Arck vd., 2006; Kauser vd., 2011).

Serbest radikaller, eslesmemis elektronlara sahip, son derece reaktif molekiillerdir ve
hiicresel zarlar, lipitler, proteinler ve DNA gibi temel biyomolekiillere dogrudan zarar
verebilirler. Bu reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) zararl: etkileri, hem normal metabolik
siiregler sirasinda endojen olarak hem de g¢evresel faktorler (UV 1simmimu, kirlilik,
kimyasal islemler, sigara dumani gibi) araciligiyla eksojen olarak olusan oksidatif stres

yoluyla ortaya ¢ikar (Sekil 1.12).

ENDOJEN FAKTORLER

) HUCRESEL METABOLIZMA

=) INFLAMASYON
€ H,0
o1 4 Glutatyon peroksidaz
RKelax (GPX) . .
(CAT) V. ‘@ OH + @ OH
/ (Hidroksil) tidroksit
Superoxide dismutase | ,/‘/
! (SOD) S/
90, —— @0, —— @8 HO,
(i ) (Stiperoksit) (Hidrojen peroksit)
0,
"*@OH + @® O, + @ OH
] UV , 2 -
SIGARA DUMANI
ILACLAR, KIMYASAL iSLEMLER
| CEVRESEL KiRLILIK Hidrojen
@ Oksijen

EKSOJEN FAKTORLER

Sekil 1. 12 Oksijenden ROT {iretiminin basitlestirilmis mekanizmast
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Viicut, bu zararli molekiillere karst bir dizi endojen savunma mekanizmasi
gelistirmistir. Bu mekanizmalar; stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz
gibi antioksidatif enzimler ile E vitamini, C vitamini, glutatyon ve ubikinon gibi
enzimatik olmayan antioksidan molekiilleri igerir. Bu savunma sistemleri, serbest

radikalleri nétralize ederek hiicreleri oksidatif hasardan korumay1 amaglar.

Ancak yaglanma ile birlikte, serbest radikal {iretimi artarken, bu endojen savunma
sistemlerinin etkinligi azalir. Ortaya ¢ikan bu dengesizlik, hiicresel yapilarin kademeli
olarak zarar gérmesine ve sonug olarak yaslanma fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden

olabilir (Triieb, 2015).

1.2.1 Sac iizerinde etkisi olan oksidatif stres kaynaklari

Sa¢ bir dizi dogal ve yapay kosullara maruz kalir. Bunlara kimyasal stres (6rnegin
perma, boyama, agartma), fiziksel stres (6rnegin fircalama, 1sitma) ve gevresel stres
(6rnegin UV 1simlari, kirlilik) dahildir (Tate vd., 1993; Ruetsch, 2000). Bu stresler,
sacin kiitikiil katmanlarin1 zayiflatir; pulcuklarin kalkmasina, u¢larin kirilmasina ve
sacin mekanik ile morfolojik 6zelliklerinin bozulmasina neden olarak hasara yol agar

(Pande ve Jachowicz, 1993; Kon vd., 1998).

Sa¢ hasarinin modern yasamda var olan iki faktdrden kaynaklanmaktadir. Birincil
hasar, perma veya boyama gibi kimyasal strestir ve bu islemlerin saga gii¢lii hasar
vermektedir. ikinci faktor, firgalama veya giines 1513ma maruz kalma gibi giinliik
yasamdaki fiziksel veya ¢evresel strestir ve bu streslerin birincil hasardan daha hafif
oldugu diistiniilmektedir. Bu tiir hasarlar, ge¢ bir zamanda birikir (Zahn ve Gattner,
1997). Kimyasal stresin yalnizca morfolojik degisikliklere degil, ayn1 zamanda amino
asitler veya lipit bilesimi gibi sagin biyolojik bilesiminde degisikliklere de yol a¢tigin
bildirmistir (Chao, 1979).

Kimyasal hasarlardan biri olan sa¢ agartma islemi, dogal melanin pigmentlerini
parcalamak ve kimyasal boyalarin olusumunu baslatmak amaciyla reaktif oksijen
tiirleri (ROT) iceren kimyasal oksidasyon reaksiyonlarina dayanir. Bu islemlerde en
yaygin kullanilan oksitleyici madde, alkali ortamda uygulanan hidrojen peroksittir (pH

~ 10). Daha giiclii agma etkisi elde edebilmek i¢in ise persiilfat tuzlari, agartma
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tozlarinda "hizlandiric1" (booster) olarak kullanilmaktadir (Robbins, 2002). Ancak
oksidatif agartma iglemi sirasinda kullanilan bu sert kimyasal kosullar, yalnizca sagin
dogal rengini a¢makla kalmaz; aym1 zamanda sa¢ yapisinda istenmeyen yan
reaksiyonlara da yol acar (Oshimura ve Ino, 2005). Alkalilestiriciler ve oksitleyici
maddeler, sag kiitikiiliinde kirilganlik, 1if gozenekliliginde artig, ylizey piirtizliligi,
kuruluk, renk ve parlaklik kaybi, sertlik, kirilma, sa¢ ucu catallagmasi gibi gesitli

yapisal ve kozmetik sorunlara neden olabilir.

Bu oksidasyon iglemi segici degildir; sa¢ yapisinit molekiiler diizeyde pek ¢ok yoniiyle
etkiler. Sagta yer alan tiyoster baglari, disiilfiir kopriileri, alilik hidrojen igeren ¢ift
baglar, amin ve hidroksil gruplari, peptit baglari ile bazik gruplar gibi birgok kimyasal
yapt oksidasyona kars1 hassastir (Levine ve Stadtman, 2001). Bu yapisal unsurlarin
oksidasyonu; protein ve lipitlerin ¢ézlinmesine, sa¢ lifinin biitlinliigiiniin bozulmasina

ve nihayetinde genel sa¢ yapisinda ciddi hasara yol acar (Robbins, 2002).

Genel olarak, cesitli stres faktorleri sag¢ telinin molekiiler bilesenleri olan proteinler ve
lipitlerde fizikokimyasal degisikliklere, 6zellikle de oksidatif modifikasyonlara yol
acar (Mitu, 2004).

1.2.2 Oksidatif hasar tespit yontemleri

Sacta meydana gelen oksidatif hasarin tespitinde biyolojik belirtegler biiyliik 6nem
tasimakta olup, bu amagla c¢esitli analiz yontemleri gelistirilmistir. Protein
oksidasyonunun degerlendirilmesinde en yaygin kullanilan biyobelirteglerden biri,
proteine bagli karbonil gruplarinin dl¢iimiidiir (Dalle-Donne vd., 2003). Bunun yani
sira, lipit peroksidasyonunun bir son {iriinii olan malondialdehit (MDA) diizeylerinin
Ol¢timii de oksidatif stresin belirlenmesinde sikga bagvurulan yontemler arasinda yer

almaktadir (Triieb, 2015).

1.2.2.1 Protein karbonilasyonu

Son yillarda, oksidatif siire¢lerin sa¢ hasarinda ve sa¢ yaslanma siirecinde énemli bir

rol oynadigina dair artan sayida kanit ortaya konmustur. Oksidatif siiregler yalnizca
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diizenleyici olaylara aracilik etmekle kalmaz, ayn1 zamanda ¢esitli zararh etkileri de

tetikler. Bu zararl etkilerden biri de protein oksidasyonudur (Kandola vd., 2015).

Sacta meydana gelen protein oksidasyonu, reaktif oksijen tiirleri, ROT ("OH, H20>
gibi) ile dogrudan ya da oksidatif stresin sekonder iiriinleri araciliiyla dolayl: olarak
gerceklesen, sactaki proteinlerin kovalent modifikasyonu olarak tanimlanir (Sekil
1.13) (Giilbahar, 2007). Serbest radikallerin oksidan etkisiyle ortaya ¢ikan bu oksidatif
protein modifikasyonu sonucunda, sa¢ yapisinda bulunan keratin gibi temel
proteinlerin yapisi bozulur. Oksitlenmis proteinlerin sagta birikmesi, sa¢ telinde
zayiflamaya, elastikiyet kaybina, matlasmaya ve kirilganligin artmasina yol acgabilir.
Bu durum hem sag¢ sagliginin bozulmasina hem de zamanla sagin yaslanmasina neden

olur (Stadtman, 1992, Dean vd., 1997).
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Sekil 1. 13 Protein oksidasyonu mekanizmasi (Juan vd., 2021)
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Oksidatif olarak hasar gérmiis (karbonillenmis) proteinler, oksidatif stresin ve hiicresel
ve organizma yaglanmasinin bir 6zelligidir. Bu birikim hem hiicresel metabolizmadan
hem de dis faktorlerden (UV 1smimi, sigara dumani) kaynaklanan reaktif oksijen
tiirlerinin (ROT) ve diger toksik bilesiklerin artan iiretiminin ve yasla birlikte protein
bakim sistemlerinin (yani bozulma ve onarim) basarisizli§inin birlesik sonucu olarak
goriilmistiir. Protein karbonillenmesi 6zellikle zararlidir ¢iinkii ortaya ¢ikan hasarlar
karbonillenmis proteinleri etkisiz hale getirebilir ve hiicresel islevsel anormalliklere

yol agabilir (Suzuki vd., 2010; Baraibar vd., 2013).

Bu degisikliklerin analizinde SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel
Elektroforezi) teknigi, karbonillenmis proteinlerin ayristirilmasi ve band desenlerinin
karsilastirilmasi agisindan etkili bir yontemdir. SDS-PAGE, molekiiler agirliga dayal
olarak proteinleri ayirir; karbonilasyon sonucunda proteinlerde konformasyonel
degisiklikler meydana geldiginden, bu degisiklikler jel {lizerinde band yogunlugu,
pozisyonu ya da netligi ile kendini gosterebilir. Ozellikle sa¢ keratini gibi yapisal
proteinlerde, oksidatif stres sonucu olusan karbonilasyon, protein bantlarinin
zayiflamasi ya da tamamen kaybolmasi seklinde gézlemlenebilir (Suzuki et al., 2010;

Shacter, 2000).

Protein karbonilleri, geri dondiiriilemez protein modifikasyonlarinin bir formunu
temsil eder ve lipit peroksidasyon {iriinlerinin aksine, dakikalar i¢inde ortadan
kaldirilmak yerine saatler veya gilinler boyunca yapisal olarak stabil kalabilir
(Grosjacques vd., 2025). Ayrica, protein karbonilleri oksidatif stres kosullarinda erken
evrede olusur ve spesifik bir oksidanla sinirlt olmaksizin meydana geldikleri igin,
genel protein oksidasyonunun giivenilir bir biyobelirteci olarak kabul edilirler

(Cavagnino vd., 2022).

Protein karbonillenmesi, dogrudan ROT tarafindan veya 4-hidroksi-2-nonenal (4-
HNE) ve malondialdehit (MDA) gibi reaktif aldehitler gibi oksidatif stresin ikincil
iriinleriyle reaksiyonlar yoluyla dolayli olarak indiiklenir. Bu aldehitler, membran

lipitlerinin ¢oklu doymamais yag asitlerinin peroksidasyonuyla tiretilir (Catald, 2009).
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1.2.2.2 Lipit peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu, enzimatik kontrol altinda veya kontrolsiiz biyolojik sistemlerde
dogal olarak gergeklesen, serbest radikallerle iliskili karmasik bir siirectir. Bu siirecte
olusan tirtinler genellikle lipit peroksitler olarak adlandirilir. Lipit peroksidasyonu, ii¢
temel asamadan olusan bir serbest radikal zincir reaksiyonu seklinde ilerler: baslangic,

yayilma ve bitis (Xiu vd., 2022).

Baslangi¢ asamasinda hidroksi radikali, ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) alilik
karbon bolgelerine saldirarak oksidasyon siirecini baglatabilir. Bu etkilesim sonucunda
bir lipit radikali (Le) olusur. Olusan bu lipit radikali, yayllma asamasinda molekiiler
oksijen (0O2) ile reaksiyona girerek peroksil radikali (LOOe) iiretir. Bu radikal,
zincirleme bir reaksiyon baglatarak, bir bagka ¢oklu doymamis yag asidinden hidrojen
atomu koparir ve boylece yeni bir lipit radikali (Le) ile birlikte hidroperoksit (LOOH)

veya benzeri oksitlenmis iiriinlerin olugsmasina neden olur.

Bu siireg, serbest radikal zincir reaksiyonlarinin karakteristik bir 6rnegi olup, oksidatif
hasarin ilerlemesinde kritik rol oynar (Gahalain vd., 2011; Hassan vd., 2020). Bitis
asamasinda ise iki serbest radikal birleserek radikal olmayan kararli bir iirlin meydana
getirir ve zincir reaksiyonu son bulur. Bu mekanizma, hiicresel yapilara zarar
verebilecek lipit oksidasyon {irlinlerinin olusumuna neden olarak oksidatif stresle

iligkili pek ¢ok biyolojik siirece katkida bulunur (Sekil 1.14) (Xiu vd., 2022).
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Sekil 1. 14 Lipit peroksidasyon yollarinin ve baslica son tiriinlerinin sematik diyagrami

Lipit peroksidasyonunun bazi son {iriinleri kararsiz yapida olup, sa¢ hiicrelerindeki
proteinler veya DNA ile reaksiyona girerek ek toksisite olusturabilir. Lipit
peroksitlerin bozunma {iriinlerinden biri olan aldehitler, proteinler ve DNA ile
etkilesime gecerek sac folikiillerinde yapisal ve islevsel bozulmalara neden olabilir.
Bu durum, sa¢ dokiilmesi, sagin erken yaslanmasi ve sa¢ sagliginin bozulmasinda
onemli bir rol oynar (Ramana. vd., 2019). Ayrica bu son {irlinleri bertaraf edecek
mekanizmalar1 olmadigindan, lipit peroksidasyonunun geri dondiiriilemez oldugu

distintilmektedir (Milei vd., 2007).

Lipit peroksidasyon sonucu olusan ve diisiik molekiiler agirliga sahip malondialdehit
(MDA), serbest aldehit formunda veya tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu tiirev
seklinde kantifiye edilebilir. Sa¢ dokusunda meydana gelen oksidatif hasarin
belirlenmesinde, MDA diizeylerinin dl¢lilmesi lipit peroksidasyonunun bir gostergesi
olarak kullanilir. TBA testi ise, sa¢ hiicrelerinde olusan lipit peroksidasyonunun
siddetini degerlendirmek icin MDA miktarini 6lgmeye yonelik yaygin bir yontemdir.
Bu analiz, 6zellikle sa¢ folikiillerinde serbest radikal kaynakli hasarin tespiti ve
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antioksidan tedavilerin etkinliginin izlenmesi agisindan 6nem tasir (Svobodova vd.,

2007).

1.2.2.3 Sistein salinimi

Sac telinde yer alan disiilfit baglar1 (—-S—S—), keratin protein zincirlerini g¢apraz
baglayarak sa¢in yapisal biitiinliigiinii ve mekanik dayanikliligini saglayan en 6nemli
kimyasal baglardandir. Bu baglar, 6zellikle sistein adli amino asitin iki molekiiliiniin
oksidatif birlesmesiyle olusan sistin yapilarina dayanmaktadir. Distilfit baglarinin
kirilmasi, sagin protein yapisinda c¢oziilmelere, elastikiyet kaybina ve sonug¢ olarak
yapisal zayiflamaya neden olur. Bu baglarin kimyasal islemler veya oksidatif stres ile
yikilmas1 sonucu, sag telinden serbest sistein salinir ve bu salinim, sa¢in maruz kaldigi
hasarin dogrudan bir biyokimyasal gostergesi olarak degerlendirilebilir (Robbins,

2012).

Serbest sistein tayini, 0zellikle sa¢ agartma gibi yiiksek oksidatif potansiyele sahip
islemler sonrasinda disiilfit baglarinin pargalanma derecesini saptamak i¢in yaygin
sekilde kullanilan kantitatif bir analizdir. Hidrojen peroksit ve persiilfat iceren agartma
ajanlari, sa¢ telindeki —S—S— baglarini kirarak tiol (-SH) gruplarinin agiga ¢ikmasina
neden olur. Bu siirecte ortaya ¢ikan serbest sistein miktari, sa¢ telinde meydana gelen
kiikiirt iceren yapilarin kaybi ile dogru orantilidir ve bu yoniiyle sa¢ hasarinin kantitatif

Ol¢iimiinde giivenilir bir biyomarker olarak kullanilir (Shin vd., 2013; Choi vd., 2021).

Yiiksek diizeyde serbest sistein salinimi, disiilfit baglarinin biiyiik oranda bozuldugunu
ve keratin yapidaki oksidatif hasarin ilerledigini gdsterir (Bhushan, 2010; Yoon et al.,
2015). Ayrica, serbest sistein belirte¢ olarak sadece sa¢ yapisindaki disiilfit baglarinin
kirilmasimi gostermekle kalmaz, ayni1 zamanda sag¢ telinde serbest radikal kaynakli
oksidasyonun ilerledigi bolgeleri de dolayli olarak temsil eder. Ciinkii oksidatif stres
altinda tiyol gruplari, oksitlenmeye en yatkin kimyasal gruplar arasinda yer alir (Triieb,
2009). Bu nedenle, serbest sistein tayini, hem disiilfit bag yikimin1 hem de oksidatif

stireclerin ilerleme derecesini temsil eden ¢ift yonlii bir gosterge niteligindedir.
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1.3 Oksidatif Stres Kimyasinda Antioksidanlarin Rolii

Oksidatif hasara neden olan serbest radikaller, biyolojik sistemlerdeki en sik goriilen
oksidanlardir. Serbest radikaller, degerlik kabugunda veya dis yoriingede bir veya
daha fazla eslesmemis elektrona sahip molekiiller, iyonlar veya atomlardir. Bu
eslesmemis elektronlar, serbest radikalleri kararsiz, kisa dmiirlii ve son derece reaktif
hale getirir. Serbest radikaller, bu kararsiz durumlarimi stabilize etmek amaciyla
cevrelerinden elektron elde etmeye ¢aligirlar. Elektron kazanimi sirasinda, genellikle
hedef molekiiliin yapis1 bozulur ve yeni bir serbest radikal olusur. Bu durum,
zincirleme reaksiyonlarin baglamasina neden olarak hiicresel yapilar iizerinde yaygin

oksidatif hasara yol agabilir (Hassanpour ve Doroudi, 2023).

Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonlarda bile oksidasyon siireglerini engelleyebilen
bilesiklerdir ve bu nedenle viicutta cesitli fizyolojik islevlere sahiptir. Serbest
radikallerle reaksiyona girerek onlar1 daha az reaktif, daha az zararli ve daha uzun
omiirlii bilesiklere doniistiiriirler; bu sayede serbest radikal temizleyicileri olarak gérev
yaparlar (Pokorny, 2007). Antioksidanlar, serbest radikalleri etkisiz hale getirmek i¢in
elektron vererek ya da alarak radikalin eslesmemis elektron durumunu ortadan
kaldirabilirler (Lii vd., 2010). Ayrica, antioksidanlar; basit molekiillerden polimerlere
ve karmasik biyolojik sistemlere kadar c¢esitli maddelerin oksijen aracili
oksidasyonunu engelleyebilen bilesikler olarak tanimlanabilir (Bagchi ve Puri, 1998).

Sekil 1.15°te antioksidan aktivitesinin etki mekanizmasi gosterilmektedir.
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Sekil 1. 15 Antioksidan aktivitesinin mekanizmasi (Leopoldini, 2011; Hassanpour ve Doroudi, 2023)

Antioksidanlar genel olarak iki grupta siniflandirilir: sentetik ve dogal antioksidanlar.
Sentetik antioksidanlar, daha diisiik maliyetli olmalari, kolay erisilebilirlikleri, yiiksek
etkinlik ve stabilite gdstermeleri nedeniyle II. Diinya Savasi'ndan sonra dogal
antioksidanlara alternatif olarak yaygin sekilde kullanilmaya baslanmistir (Halliwell

ve Gutteridge, 1995).

1.3.1 Dogal antioksidanlar

Bir bilesigin antioksidan olarak kabul edilebilmesi i¢in, serbest radikali temizledikten
sonra molekiil i¢i hidrojen baglar1 aracilifiyla daha kararli bir yapiya sahip yeni bir
radikal olusturabilmesi gerekir (Halliwell, 1990). insan evrimi boyunca, serbest
radikaller ve oksidatif stres arasindaki dengeyi saglamak amaciyla endojen savunma

sistemleri zamanla geligmistir.

Antioksidanlar, serbest lipit radikallerinin olusumunu engelleyerek oksidatif
reaksiyonlar1 Onleyen inhibitorler olarak, otooksidasyon zincir reaksiyonlarinin
yayilmasini durdurarak zincir kiric1 bilesikler olarak, singlet oksijenleri etkisiz hale
getirerek sondiiriicli islev gorerek, diger antioksidanlarla sinerji olusturarak,
hidroperoksitleri daha kararli bilesiklere doniistiiren indirgeme ajanlari olarak, demir
ve bakir gibi pro-oksidatif metalleri baglayarak metal selatlayici olarak ve

lipooksigenaz gibi pro-oksidatif enzimleri inhibe ederek etki gosterebilirler
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(Darmanyan vd., 1998; Heim vd., 2002; Min ve Boff, 2002; Pokorny, 2007; Kancheva,
2009).

Insan viicudundaki antioksidan sistemler iki ana gruba ayrilir: enzimatik
antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar (Sekil 1.16). Enzimatik
antioksidanlar kendi i¢inde birincil ve ikincil savunma sistemleri olarak siniflandirilir.
Birincil enzimatik savunma sistemi {i¢ temel enzimden olusur. Glutatyon peroksidaz,
peroksitleri selenoller araciligiyla azaltarak onlar etkisiz hale getirir. Katalaz, hidrojen
peroksidi suya ve oksijene doniistiiriir. Oldukca yiiksek hizda calisarak tek bir
molekiille milyarlarca hidrojen peroksit molekiiliinii dontstiirebilir. Siiperoksit
dismutaz ise, siiperoksit anyonlarini hidrojen peroksite doniistiirerek katalazin etkisini

destekler (Rahman, 2007).
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Sekil 1. 16 Siiflara ayrilmis dogal antioksidanlar. Yesil kelimeler ekzojen antioksidanlar1 temsil
ederken, sar1 olanlar endojen antioksidanlar1 temsil eder (Goodman vd., 2011).

Ikincil enzimatik savunma sisteminde glutatyon rediiktaz ve glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz yer alir. Glutatyon rediiktaz, oksitlenmis glutatyonu tekrar indirgenmis
forma doniistiirerek antioksidan savunmayi siirdiiriir. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
ise NADPH iiretimini saglayarak hiicre i¢cinde indirgen bir ortam olusturur (Gamble

ve Burke, 1984; Ratnam vd., 2006). Bu enzimler dogrudan serbest radikalleri notralize
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etmez, ancak endojen antioksidanlarin etkinligini artirarak savunma sistemine destek

olur.

Enzimatik olmayan endojen antioksidanlar ise oldukc¢a gesitlidir. Bunlar arasinda A
vitamini gibi vitaminler, koenzim Q10 gibi enzim kofaktdrleri, iirik asit gibi azotlu

bilesikler ve glutatyon gibi peptitler yer almaktadir.

Resveratrol, son yillarda yogun bilimsel arastirmalarin odagi haline gelmistir. Yapilan
caligmalar, resveratroliin son derece gii¢lii bir antioksidan oldugunu, sinyal iletim
yollar1 araciligiyla genetik ifadeyi modiile edebildigini, inflamatuar medyatorleri
inhibe ettigini ve fito-hormonal etkiler de dahil olmak iizere cesitli biyolojik etkilere
sahip oldugunu ortaya koymustur. Biyolojik aktiviteleri ile kozmetik alandaki
etkilerinin bu benzersiz kombinasyonu, resveratrolii koruma, onarim ve yaslanma
karsiti kozmetik iriinlerde umut vadeden bir ajan haline getirmektedir. Bir dizi sa¢

uygulamasi i¢in dnemli derecede ilgi gormektedir (Casanova ve Santos, 2016).

Resveratrol, dogal olarak olusan bir polifenol bilesigidir ve kirmizi iiziim, yaban
mersini ve kizilcik kabuklarinda bulunur (Boyer vd., 2012). Resveratrol, lipit
peroksidasyonunu giiclii sekilde inhibe etme kapasitesine sahiptir. Ayrica, peroksil
radikallerine kars1 etkili bir temizleyici olarak rapor edilmistir (Miura vd., 2000).
Ozellikle B halkasindaki hidroksil grubunun (Sekil 1.17), reaktif oksijen tiirlerinin
iiretiminin inhibisyonunda ve lipit/protein oksidasyonuna karsi korumada 6nemli rol

oynadig1 belirtilmistir (Olas ve Wachowicz, 2005).

OH
HO\O

OH

Sekil 1. 17 Resveratroliin kimyasal yapisi

Taurin (2-aminoetansiilfonik asit), metiyonin ve sistein metabolizmasi sonucu

sentezlenen, dogal olarak olusan bir B-amino asittir. Klasik amino asitlerden farkli

olarak, taurin yapisinda karboksilik asit (<COOH) yerine siilfonik asit (-SOsH) grubu
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bulunur (Sekil 1.18). Insan viicudunda taurin, pek ¢ok hiicre tipinde en yiiksek
konsantrasyonda bulunan serbest amino asitlerden biridir. Ancak, memelilerin taurin
sentezleme kapasitesi smirli oldugundan, diyet yoluyla alinmasi, viicuttaki taurin

diizeylerinin korunmasinda hayati bir rol oynamaktadir (Collin vd., 2006).

Evrimsel siiregte en ilkel yasam formlarindan giiniimiize kadar korunmus olan taurin,
organizmada ¢ok cesitli fizyolojik siireclerde gorev almaktadir. Bu siiregler arasinda
en Onemlilerinden biri antioksidatif savunmadir. Taurin, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) nétralize edilmesinde dogrudan ve dolayli yollarla rol alarak hiicresel diizeyde
oksidatif stresin azaltilmasina katk1 saglar.

@)

.S
HO ™" "NH,
@)
Sekil 1. 18 Taurinin kimyasal yapisi

1.3.2 Sentetik antioksidanlar

Dogal antioksidanlarla karsilastirilabilir ve kozmetik iirlinlere entegre edilebilecek
standart bir antioksidan aktivite Ol¢iim sistemi olusturma ihtiyaci, sentetik
antioksidanlarin gelistirilmesine yol a¢gmistir. Bu saf bilesikler, cesitli islem ve
cevresel kosullara dayaniklilik gostermeleri ve iiriinlerin raf omriinlii uzatmalar
amaciyla formiilasyonlara eklenir. Bu bilesiklerin esas olarak kozmetik iiriinlerdeki
oksidasyonu, Ozellikle de yag asitlerinin oksidasyonunu oOnlemeye odaklandigin

gostermektedir.

Gilinlimiizde, neredeyse tiim kozmetik iirlinlere gilivenli oldugu bildirilen sentetik
antioksidanlar ilave edilmektedir. Ancak bazi bilimsel caligmalar, bu bilesiklerin
potansiyel olumsuz etkilerine de dikkat ¢ekmektedir. BHT (biitillenmis
hidroksitoluen) ve BHA (biitillenmis hidroksianisol), en sik kullanilan kimyasal

antioksidanlar arasinda yer almaktadir (Jee vd., 2011).
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1.4 Sac¢ Kozmetik Uriinleri

Kozmetik iirlinler, diinyanin dort bir yaninda her giin binlerce kisi tarafindan
kullanilmakta ve bu firiinlerin kullanimi, bireylerin giinliik rutinlerinin énemli bir
pargasi haline gelmektedir. insanlar, 6z saygilarini artirmak, viicudun farkli bdlgelerini
temizlemek, yaslanma siirecini yavaglatmak, giizelligi desteklemek ve cilt ile sac1
kimyasal bilesikler, ultraviyole isinlar, hava kirliligi ve diger ¢evresel faktorlerin
neden oldugu zararlardan korumak amaciyla kozmetik {iriinlere bagvurmaktadir

(Mitsui, 1997; Bouillon, 2005).

Kozmetik iirtinler, kullanim amacima goére dekoratif kozmetikler, cilt bakimi, agiz
bakimi, giines koruyucular ve parfiimler gibi kategorilere ayrilmaktadir. Sa¢ kozmetik
iriinleri ise; sampuanlar, sa¢ kremleri, renklendiriciler, agarticilar ile gegici veya kalici
dalga verme ve diizlestirme islemleri icin kullanilan sa¢ sekillendirici preparatlar

kapsamaktadir (Mitsui, 1997).

Sa¢ kozmetiklerinin giivenligi ve ¢evresel etkileri konusundaki farkindalik artmis olsa
da, pek ¢ok formiilasyon hala hem insan sagligi hem de ¢evre i¢in toksik ve tehlikeli
kimyasallar igermektedir. Ozellikle sa¢c boyama, agartma ve sekillendirme
(diizlestirme, kivirma) islemlerinde kullanilan baz1 kozmetik bilesenler; uzun siireli
maruziyet sonucunda alerjik reaksiyonlar, cilt hassasiyeti, tahrig ve sa¢ dokiilmesi gibi

olumsuz etkilere yol agabilmektedir (Goossens, 2011).

Ayrica, sa¢ boyama, agartma ve diizlestirme islemlerinde kullanilan kozmetik
bilesenlerin kanser riskini artirabilecegi de ¢esitli aragtirmalarla ortaya konmustur.
Ornegin, Gago-Dominguez ve arkadaslar1 (2001), kalic1 boya kullanan kadinlarda
mesane kanseri riskinde artig oldugunu rapor ederken (Ahmed vd., 2013); Eberle ve
arkadaslar1 (2019), sac¢ diizlestirici veya kalict boya igeren kozmetik bilesenlerin
kullanimmin meme kanseri riskiyle iliskili olabilecegini bildirmistir (Eberle vd.,

2019).

Giderek artan cevresel farkindalik ve daha dogal bir yasam tarzina yonelis, sag
kozmetiklerinde dogal bilesiklerin kullanimina yonelik arastirmalart  tegvik

etmektedir. Bu dogrultuda gelistirilen yeni bilesiklerin, mevcut sentetik organik
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iceriklerin yerini almasi hedeflenmektedir. Bu nedenle, ¢evre dostu yeni sag
formiilasyonlarinin tasarimi ve {retimi, zararli kozmetik bilesenlerin etkilerini
azaltmak veya tamamen ortadan kaldirmak agisindan 6nemli bir ¢6ziim olarak
degerlendirilmektedir. Ozellikle son yillarda, dogal antioksidanlar ¢evre dostu iiriin

kategorisinde umut vadeden bilesenler olarak arastirilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinin amaci, sag¢ telinde meydana gelen oksidatif stres kaynakli protein
hasarlarin1 molekiiler diizeyde incelemek ve bu hasar1 azaltmaya yonelik potansiyel
aktif bilesenlerin koruyucu etkilerini degerlendirmektir. Sag, ¢evresel kirleticiler, UV
15101, agir metaller ve kimyasal islemler gibi bir¢ok dis etkenin neden oldugu oksidatif
strese maruz kalarak yapisal biitiinliiglinli kaybedebilir. Bu siirecte 6zellikle sacin
temel yapr tasi olan proteinlerde karbonilasyon gibi geri doniisiimsiiz oksidatif
modifikasyonlar meydana gelmektedir. Bu ¢alismada, sa¢ hasarinin biyokimyasal
temelleri arastirilmis, resveratrol ve taurin gibi antioksidan 6zelligi bilinen bilesiklerin
oksidatif sa¢ hasarina karsi koruyuculugu test edilerek sa¢ bakim iiriinlerinde

kullanilabilecek etkili bilesenlerin belirlenmesi hedeflenmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Bu bdliimde, sagta meydana gelen oksidatif hasar ve bu alanda yapilmig onceki
bilimsel calismalar ele alinmistir. Literatiirdeki bulgular, oksidatif stresin sa¢ yapisi

iizerindeki etkilerini anlamak agisindan temel bir ¢ergeve sunmaktadir.

Sandhu ve Robbins (1993), sa¢ yiizeyindeki hasar1 degerlendirmek i¢in basit ancak
hassas bir teknik tanimlamiglardir. Bu teknikle, sacta agartma, perma islemleri ile
islem gorme ve cesitli yiizey aktif maddelerle uzun siireli islem sonucu meydana gelen
hasarlar arasinda anlamli farklar ortaya konmustur. Ayrica, korteksi agiga ¢ikmis
saclarin, ylizey aktif maddeler ve/veya su nedeniyle protein kaybina, kiitikiiliiniin

saglam saglara gore daha duyarli oldugu belirlenmistir.

Tate vd. (1993), oksidatif ve rediiktif islemlerin sacta olusturdugu birincil kimyasal
hasar1 degerlendirmek amaciyla ¢esitli yontemlerin gelistirildigini bildirmislerdir. Bu
islemleri takiben gerceklestirilen bakim uygulamalarinin (tarama, sampuanlama ve sag
kremi kullanim1) hasar {zerindeki etkileri de incelenmistir. Sa¢ ylizeyindeki
degisikliklerin degerlendirilmesinde mikrofliiorometri, taramal1 elektron mikroskobu
(SEM) ve Wilhelmy denge 1slanabilirligi gibi ylizey analiz yontemlerinin kullanildig:
belirtilmistir. Yapisal diizeydeki zarar ise boya diflizyonu, amino asit kompozisyonu,
mekanik ozellikler ve yorgunluk davranigt gibi parametreler iizerinden analiz

edilmistir.

Takada vd. (2003), sa¢ hasarini yalnizca kimyasal stresle degil, ayn1 zamanda fiziksel
ve cevresel stresle de iligkilendirmek amaciyla bir sa¢ hasar modeli gelistirmislerdir.
Bu modelde, sa¢ morfolojisindeki degisiklikler (Ornegin, kiitikiil tabakalarinin
azalmasi, pul kalkmasi, sa¢ sismesi) gozlemlenmis ve sa¢ kompozisyonundaki
degisiklikler (6rnegin, sisteik asit, protein eliisyonu, melanin graniilleri) analiz
edilmistir. Kimyasal stresler olarak perma ve agartma gibi oksidatif ve indirgen
tedaviler uygulanmis, fiziksel ve ¢evresel stresler ise ultraviyole 1sin1 (UV), tarama,
kurutma ve 1sitma gibi faktorlerle modellenmistir. Bu faktorlerin giinliik yagamda sa¢
hasarma yol ac¢tig1 diistiniilmektedir. Yapilan gézlemlere gore, kiitikiil tabakalarinin
acilmasi ve bu fenomenin fiziksel ve gevresel stresin miktarina bagl olarak ilerlemesi

saptanmistir. Ayrica, soyulmus kiitikiillerin ve kiitikiillerdeki sisteik asit miktarinin,

28



fiziksel ve cevresel tedavilerin ilerlemesiyle arttigi, bu egilimin giicli kimyasal
tedavilerle daha belirgin hale geldigi bulunmustur. Bu model sayesinde, yalnizca
kimyasal degil, giinliik yasamda karsilagilan fiziksel ve g¢evresel streslerin de sag
hasarma yol actig1 ve bu etkilerin kimyasal tedavi derecesine bagli olarak arttig1
gosterilmistir. Bu egilim, 6zellikle kiitikiil tabakalarinda korteks ve medullaya kiyasla

daha belirgin olmustur.

Yamauchi vd. (2007), kalic1 perma tedavisinin sa¢ iizerindeki etkisi, enzimatik bir
yontemle degerlendirilmislerdir. Morfolojik olarak, islenmemis sa¢ ile perma yapilmis
sac¢ arasinda gozle goriillir bir fark bulunmamisg, ancak proteaz tedavisi sonrasinda
perma yapilmis sagin bozulmasi hizlanmis ve islenmemis sag ile perma yapilmis sag
arasindaki fark belirginlesmistir. Sac hasari ile bozulma derecesi arasinda yliksek bir
korelasyon bulunmus, bozulma ilerledikce, dis yiizeyden i¢ sag¢ lifiye dogru bir

ilerleme gozlemlenmistir.

Kim (2011), prosyanidin oligomerlerinin oksidatif stres ile indiiklenen sa¢ hasarina
kars1 koruyucu etkisini aragtirmistir. Agartilmis sa¢ drnekleri tizerinde gerceklestirilen
elektroforez, gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ve floresan boya analizleri,
prosyanidin oligomerlerinin sa¢ keratini ile giiclii sekilde baglandigin1 ve oksidatif
strese bagl sa¢ yikimint anlamli sekilde engelledigini ortaya koymustur. Elde edilen
veriler ile, prosyanidin oligomerlerinin sa¢ bakim iiriinlerinde oksidatif sa¢ hasarina
kars1 koruyucu aktif bilesen olarak degerlendirilebilecegini ve bu amagla gelistirilecek

formiilasyonlarda potansiyel bir aday oldugunu bildirmistir.

Tubia vd. (2020), su kirliliginin sa¢ proteinlerinin yapisi tizerindeki olumsuz etkilerini
ve biyomimetik bir ekzosakkarit (EPS) tiirevli aktif kozmetik bilesenin koruyucu
potansiyelini belgeleyen yeni bir ex vivo model tanimlamislardir. Agir metallerin sagin
i¢ yapisi lizerindeki zararli etkileri ve EPS'nin koruyucu etkisi, keratin ¢ift kirtlmasinin
Ol¢iilmesiyle degerlendirilmistir. Sonuglar, kirli suya tekrarli maruziyetle birlikte sagta
kursun, kadmiyum ve bakir birikiminin arttigin1 gostermistir. Ayn1 zamanda, keratin
yapisinda bozulmalar meydana gelmistir. Ancak test edilen EPS'nin varliginda agir
metal kaynakli keratin lifi hasar1 Onlenebildigi ve parlaklik kaybi, dayaniklilik

azalmasi gibi ciddi sa¢ sorunlarinin oniine gegilebildigi bildirilmistir.
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Masaki vd. (2021), hidrofobikligi degerlendirmek icin 1-anilinonafthalin-8-siilfonik
asit (1,8-ANS) floresansini kullanarak, bu yontemin suya (H>O) kars1 temas agilari ile
gegerliligini inceledi. H2O» ile agartilan veya akrolein ile karbonile edilen saglar
iizerinde 1,8-ANS floresansindan, temas acilarindan ve fonksiyonel gruplarda
(aldehitler, NH,, COOH, SH) degisikliklerden oSl¢iimler yapilmistir. Elde edilen
sonuglar ile, aldehitler tarafindan tetiklenen protein karbonilasyonunun sag
yiizeyindeki hidrofobikligi azalttigin1 ve agartmaya benzer sekilde daha fazla hasara

yol agtigini bildirmislerdir.

Cavagnino vd. (2022), sa¢ tellerinin kentsel kirleticilere ve UV 1sinlarina maruz
birakildigi ex vivo deneysel modeller gelistirilmistir. Sac tellerinde oksidatif olarak
hasar gormiis (karbonillesmis) proteinlerin kantitatif analizi i¢in hedefli proteomik
yaklagimlar optimize edilmistir. Sag tellerinin partikiil madde ve UV-A radyasyonuna
maruz birakilmasiyla, sacin kiitikiil ve korteks proteinlerinde karbonilasyonun, doz
bagimli olarak dnemli Olclide arttigr gézlemlenmistir. Keratinler ve keratinle iliskili
proteinlerde artan protein karbonilasyonu, sa¢ telinin yapisal biitlinliigliniin kaybina
yol agmistir. Kentsel kirleticilere maruz kalma sonucu protein oksidasyonunun, sa¢
kiitikiiliinde yapisal hasara ve artan gecirgenlige neden oldugu bulunmustur. Ancak,
antioksidan bilesiklerin varliginda protein karbonilasyonunun engellendigini

bulgulamisglardir.

Hirai vd. (2024), keratin yapisinda yalnizca disiilfit baglarinin degil, ayn1 zamanda
polistilfit baglarinin (R—SS,H veya R—SS,—R') da bulundugunu tespit etmislerdir.
Calismada, insan sacginda polisiilfit dagilim1 ve bu yapilarin 1s1 soku ve ultraviyole
(UV) 1smim gibi cesitli oksidatif stres faktorlerine verdigi tepkiler arastirilmais;
oksidatif stresin sactaki polisiilfit diizeylerini azaltti§i ve buna bagl olarak sagin
antioksidan kapasitesinde kayip yasandigi bildirilmistir. Ayrica, siilfiir takviyesinin
sacin mekanik dayanmiklili1 ve kiitikiil yapist lizerinde olumlu etkiler olusturdugu
gosterilmistir. Bu bulgular, sa¢ keratininde bulunan polisiilfit yapilarin hem oksidatif
strese karst koruyucu rol istlendigini hem de sag¢ biitiinliiglinii ve homeostazini

korumada kritik islevler tagidigini ortaya koymustur.
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Grosjacques vd. (2025), insan sacinda kimyasal ve fotokimyasal (UV) oksidasyon
diizeylerinin izlenmesine yonelik bir c¢alisma yaparak, molekiiler belirtecler olan
sisteik asit ve protein karbonilasyonunun karsilastirmali olarak degerlendirmislerdir.
Calismada, kimyasal oksidasyon ig¢in farkli yogunluklarda sa¢ boyama ve agma
islemleri uygulanirken; fotokimyasal oksidasyon ic¢in farkli dogal sa¢ renkleri
kademeli olarak UV 1sinina maruz birakilmistir. Molekiiler diizeyde meydana gelen
degisimlerin, sisteik asit miktar1 ve protein karbonilasyonu Olc¢limleriyle
degerlendirildigi; fiziksel ozelliklerin ise diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) ve
cekme dayanimi testleri ile incelendigi belirtilmistir. Elde edilen bulgular
dogrultusunda, her iki belirtecin de oksidasyon seviyeleriyle paralel olarak arttig1 ve
aralarinda yiiksek diizeyde bir iliski oldugu bildirilmistir. Ayrica, artan oksidasyonun
sag lifi fiziksel 6zelliklerinde azalmaya neden oldugu ve bu etkinin agik renkli sa¢larda
daha belirgin sekilde gézlendigi ifade edilmistir. In situ goriintiilleme ile karbonilasyon
hasarmin 6zellikle kiitikiilde yogunlastig1 ve kortekse dogru kademeli olarak ilerledigi

ortaya konulmustur.
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1 Malzeme
3.1.1 Sag orneklerinin toplanmasi

Sa¢ ornekleri, 22024-2025 yillar1 araliginda, 20-40 yas araliginda, saglikli saclara
sahip ve yerel kuafor salonlarindan 6nceden bilgilendirilmis onay alinan goniilliilerden

toplandi. Toplanan sa¢ drnekleri analiz igin steril torbalarda saklandi.

3.1.2 Kullanilan cihazlar

Hassas terazi

Mekanik karistirict
Manyetik karigtirict
Isitict

Vorteks

Mikropipetler
Calkalayici su banyosu
Santrifiij cihazi
Spektrofotometre

SEM

pH metre

Rotary evaporatoru
Soxhlet

SDS-PAGE elektroforezi
Buzdolab1

N~ O~ v v Vv v N N N N SN Sy Sy~

3.2 Yontem

3.2.1 Resveratrol ve taurinin DPPH (1,1-difenil-2-pikril-hidrazil) radikal

sondiirme aktivitesi

Resveratrol ve taurinin antioksidan kapasitesi, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH)
yontemi ile oOlgiildii. 50 mL %96’lik etanol igerisinde 0.1 mM DPPH ¢dozeltisi
hazirlandi. Bu ¢ozeltinin 1 mL'si, farkli konsantrasyonlardaki (1-100 uM ve 1-100
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mM) c¢oziicli sistemi icine, stok c¢ozeltisi 10 mg/mL olacak sekilde hazirlanan
resveratrol ve taurin ile karistirildi. 20 dakikalik inkiibasyon siiresinin ardindan
absorbans 517 nm'de Oolgiildii. Radikal sondiirme aktivitesi asagidaki sekilde

hesaplandi: ,

%Inhibisyon = (Ac—As) Ac * 100 (3.1)

Burada “Ac* kontroliin absorbansidir ve “A4s* ise numunenin absorbansidir. Standart
antioksidan olarak butilhidroksianizol (BHA) ve butilhidroksitaluen (BHT) kullanilda.
Analiz 3 tekrarli sekilde gergeklestirildi.

Deneysel calismada kullanilan 6rnek ¢ozeltilerden resveratrol 1, 5, 10, 25, 50, 75 ve
100 uM konsantrasyonlarinda etanol igerisinde ¢6ziildii. Taurin ise 1, 5, 10, 25, 50, 75

ve 100 mM konsantrasyonlarinda saf suda ¢oziildii (Turcov vd., 2022).

3.2.2 insan sacindan Kkeratin proteini izolasyonu
3.2.2.1 Insan saq1 delipidizasyonu

Toplanan sa¢ 6rnekleri, Oncelikle yiizey kirlerinden arindirmak amaciyla distile su
icerisinde yikandi. Sonrasinda ticari bir sampuanla yikanan 6rnekler, 40 °C’de etiivde
bir gece boyunca kurutuldu. Temizlenen ve kurutulan sa¢ ornekleri, lipit igerigini
uzaklagtirmak amaciyla oda sicakliginda 48 saat boyunca kloroform:metanol (2:1,
v/v) c¢ozeltisinde bekletilerek delipidizasyon islemi uygulandi. Siire sonunda
coziiciiler uzaklastirildi ve sag¢ ornekleri, varsa ylizeyde kalan lipit globiillerinin
tamamen temizlenmesi amaciyla iki kez ayni1 ¢ozelti ile yikandi. Son olarak sagclar,

distile su ile yikanarak kurutuldu (Shubha vd., 2024).

3.2.2.2 Proteini ekstraksiyonu

Delipidize edilmis sa¢ Ornekleri, makas yardimiyla 1-2 mm boyutlarinda kii¢lik
parcalara kesildi. Daha sonra 20 g sa¢ 6rnegi, 25 mM Tris-HCI (pH 8.5), 2.6 M tiyiire,
5 Miire ve %S5 B-merkaptoetanol i¢eren ekstraksiyon tamponu ile 50 °C’de, 75 rpm’de

calkalayic1 inkiibatorde 6 giin siireyle inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda elde
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edilen protein 6ziitli, vakum filtrasyonu ile filtrelendi. Sonrasinda 4500 rpm’de 20 dk

stireyle santrifiijlenerek siipernatant kismi toplandi (Shubha vd., 2024).

3.2.2.3 Keratin protein oziitiiniin diyalizi

Elde edilen keratin proteini ¢ziitiiniin, ekstraksiyon tamponu bilesenlerinden tamamen
arindirilmasi amaciyla diyaliz islemi gergeklestirildi. Diyaliz, molekiiler agirlik kesim
degeri (MWCO) 6000-8000 Da olan Spectra/Por S/P diyaliz membran1 kullanilarak,
7 giin boyunca distile suya kars1 yapildi. Diyaliz siiresince su her 12 saatte bir taze
distile su ile degistirildi. Diyaliz islemi tamamlandiktan sonra protein 6ziitii, -24 °C’de

depolandi ve sonraki analizlerden once ¢dziindiirtilerek kullanildi (Shubha vd., 2024).

3.2.3 Protein miktar tayini

Diyalize edilmis protein Oziitiindeki toplam protein miktari, Bradford protein tayin
yontemi ile belirlendi. Bradford reaktifi ile birlikte standart protein ¢ozeltisi olarak
s1gir serum alblimini (BSA) kullanildi. Kalibrasyon egrisi olugturmak amaciyla BSA,
0,0.2,0.4, 0.6, 0.8 ve 1.0 mg/mL konsantrasyonlarinda hazirlandi. Her bir standart ve
numune ¢ozeltisinden uygun hacimde alinip 1 mL Bradford reaktifi ile karistirildiktan
sonra oda sicakliginda 5-10 dakika inkiibe edildi. Renk olusumu sonucunda meydana
gelen protein-boyar madde kompleksinin absorbansi 595 nm’de spektrofotometre ile
olgiildii. Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak standart egri olusturuldu ve
diyalize edilmis orneklerin protein konsantrasyonu bu egri iizerinden hesaplandi

(Bradford, 1976).

3.24 SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

analizi

Protein 0ziitlinlin molekiiler agirlik kompozisyonunun belirlenmesi amaciyla Sodyum
Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanildi.
Protein ornekleri, 10 x 10 cm boyutlarinda dokiimii yapilan jellere yiiklendi. Ayirma
islemi, 250-10 kDa araliginda molekiiler agirliklara sahip standart protein merdiveni
kullanilarak, analitik tip dikey elektroforez sistemi ile gergeklestirildi. Jel boyamasi

icin coomassie brilliant blue (CBB) kullanildi. Boyamanin ardindan, jel metanol,
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asetik asit ve sudan 5:1:4 oraninda hazirlanan ¢ozelti ile boyamaya tabi tutuldu. Son

asamada, olusan protein bantlar jel goriintiileme sistemi ile goriintiilendi (Kim, 2011).

3.2.5 Resveratrol ve taurinin sa¢ keratinine baglanma yetenegi

Resveratrol ve taurinin sa¢ keratinine baglanma potansiyeli, ¢6ziinmeyen protein-
ligand komplekslerinin olusumu iizerinden degerlendirildi. Bu amagla, 5 mg sag
keratini; resveratrol ve taurin ile birlikte 250 mM NaCl igeren 50 mM fosfat
tamponunda (pH 7.4) toplam 100 mL hacminde hazirlanarak 37 °C’de 1 saat boyunca
inkiibe edildi. Her test ii¢ bagimsiz tekrar ile gergeklestirildi.

Baglanma degerlendirmesi i¢in, keratin-resveratrol ve keratin-taurin karisimlar
inkiibasyon sonrast 10.000 x g’de 10 dk santrifiijlenerek ¢oziinmeyen pelet,
siipernatanttan ayrildi. Elde edilen pelet elektroforez 6rnek tamponunda yeniden
¢oziildii ve %12 SDS-PAGE jellerinde elektroforeze tabi tutuldu. Jel boyamasi icin
%0.25 coomassie brilliant bue R-250 igeren, %30 metanol ve %10 asetik asit igeren
cozelti kullanildi. Ardindan, ayn1 ¢ozelti ile boyanin jelden uzaklastiriimas: saglandi.
Keratin bantlar1 mavi renk olarak gézlendi ve bantlar dijital olarak fotograflandi (Kim,

2011).

3.2.6 Agartma soliisyonu ile parcalanan sa¢ keratininin elektroforez ile analizi

Sa¢ keratini, resveratrol:taurin kompleksi (1:5 w/w) ile 6n isleme tabi tutulduktan
sonra, olusan kompleks santrifiijleme ile ayrildi. Resveratrol:taurin kompleksi (1:5
w/w) ile baglanan sa¢ keratini, %6 hidrojen peroksit ve %0.5 amonyak i¢eren agartma
sollisyonuna 1 saat siireyle maruz birakildi. Bu islem sonrasinda elde edilen reaksiyon

iriinii, %12 SDS-PAGE jellerinde elektroforeze tabi tutuldu.
Jeller, 9%0.25 coomassie brilliant blue R-250 igeren, %30 metanol ve %10 asetik asit

iceren c¢ozeltiyle boyandi. Ardindan, ayni c¢ozelti kullanilarak jelden boyanin

uzaklastirilmasi saglandi. Keratin bantlar1 mavi renkte gézlendi (Kim, 2011).
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3.2.7 Resveratrol ve taurin iceren sa¢c bakim toniginin formiile edilmesi

Resveratrol ve taurin iceren bir sa¢ bakim tonigi formiilasyonu gelistirildi.
Formiilasyonun temel tasiyicisi olarak saf su kullanildi. Saf su, sistemin akiskanligini
saglayan ve diger bilesenlerin ¢dziinmesini kolaylastiran bir dolgu maddesi islevi

gordii. Ayn1 zamanda {irliniin ciltle uyumlu bir ortamda formiile edilmesini saglar.

Formiilasyonda, ¢oziicii olarak propanediol kullanildi. Propanediol, hidrofilik ve
lipofilik bilesenlerin ¢éziiniirligilinii artirmasinin yani sira nem tutucu 6zellikleriyle de

bilinir. Ayn1 zamanda formiiliin stabilitesini artirici rol oynamaktadir.

Aktif bilesenler arasinda yer alan resveratrol ve taurin, antioksidan olarak
formiilasyona dahil edildi. Resveratrol, gii¢lii serbest radikal siipiiriicii etkisi ile
hiicresel diizeyde oksidatif strese karsi koruma saglamaktadir. Taurin ise hem hiicre
membrani stabilizasyonuna katki saglamakta hem de serbest radikallerin etkilerini

azaltarak sa¢ ve deri saglhigini desteklemektedir.

Formiilasyonda bulunan panthenol (provitamin BS5), nemlendirici olarak goérev
yapmaktadir. Panthenol, hem cilde hem de saglara niifuz ederek su kaybini 6nler, nem

seviyesini dengeler ve epidermal bariyer fonksiyonlarini destekler.

Koruyucu madde, mikrobiyal kontaminasyonu Onlemek amaciyla kullanild.
Kozmetik {iiriinlerde yaygin olarak kullanilan bu bilesen, iiriiniin raf 6mrii boyunca

giivenli kalmasini saglar.
Formiiliin pH’s1n1 stabilize etmek amaciyla sitrik asit eklendi. Sitrik asit, cilt ve sag ile
uyumlu ideal pH araligi olan 5.0-5.5 degerlerine ayarlama gorevini listlendi. Bu sayede

formiilasyonun hem etkinligi artirilmis hem de cilt tolerans1 optimize edildi.

Son olarak, parfiim formiile dahil edildi. Bu bilesen, {iriine hos ve hafif bir koku

kazandirarak kullanic1 deneyimini olumlu yonde etkilemektedir.
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3.2.8 Sac¢ agartma solissyonuna maruz birakildiktan sonra salinan sistein

miktarlarinin analizi

Resveratrol ve taurin iceren sa¢ bakim tonigi ile 6n islem gérmiis 500 mg sa¢ drnegi,
santrifiijleme ile ayrildiktan sonra damitilmis suyla iyice yikandi. Kurutulan sag
ornekleri, oda sicakliginda 15 dk siireyle %6 hidrojen peroksit ve %0.5 amonyak

iceren agartma sollisyonuna maruz birakildu.

Reaksiyon karigimi (250 mL), 2.5 mL reaksiyon tamponu (0.1 M sodyum fosfat, pH
8.0, 1 mM EDTA igeren) igerisinde 50 pL Ellman reaktifi (5,5’-ditiobis-(2-
nitrobenzoik asit); DTNB) ile reaksiyona sokularak serbest sistein miktari tayin edildi.
Kalibrasyon egrisi olusturmak icin standart madde olarak sistein hidrokloriir
monohidrat kullanildi. Agartma isleminden sonra sagtan salinan sistein miktari, bu

kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplandi (Kim, 2011).

3.2.9 Sacg orneklerinin agartilmasi ve sa¢ bakim tonigi uygulamalar:

Islem gérmemis bir sa¢ tutamina ticari bir toz acic1 ve krem oksidan ile agartma islemi
uygulandi. Agartma islemi 45°C sicakliginda 30 dk boyunca gerceklestirildi. Siire
sonunda sag¢ ornekleri su ile iyice durulandi ve kurtuma makinesi ile kurutuldu. Ayn

islem sonrasinda resveratrol ve taurin kompleksi igeren sa¢ bakim tonigi uygulandi.

Ayri bir deney grubunda ise, agartma isleminden 6nce sa¢ Ornekleri resveratrol ve
taurin kompleksi igceren sa¢ bakim tonigi ile 6n isleme tabi tutuldu ve sonrasinda ayni

agartma protokolii gerceklestirildi.

3.2.10 insan sacindan lipit ekstraksiyonu

Islem gérmemis, yalnizca agartma uygulanmus, agartma dncesi tonik uygulanmis ve
agartma sonrasi tonik uygulanmis sa¢ 6rnekleri; sag/ylizey aktif madde orani 1:3 olan
%?3 seyreltilmis ticari bir sampuanla yikandi. Ornekler, yikama isleminin ardindan iic

kez saf su ile iyice durulandi ve oda sicakliginda kurutuldu.

Ekzojen (dis ylizey) ve endojen (i¢ yiizey) lipitlerin ekstraksiyonu farkli organik
¢oziiciiler kullanilarak gerceklestirildi. Ik olarak, sa¢ yiizeyindeki dis lipitler, t-
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biitanol ve n-heksan karisimi ile soxhlet cihazinda 4 saat boyunca ekstrakte edilerek

uzaklagtirildu.

I¢c lipitlerin ekstraksiyonu, kloroform:metanol (2:1 v/v) ¢oziicii karisimi ile
gerceklestirildi. Bu ¢oziicii karisimi, sa¢ Orneklerine 2 saat siireyle uygulandi.
Ardindan, aynm1 orneklere bir gece boyunca karistirma sisteminde %100 metanol
uygulandi. Elde edilen kloroform/metanol ekstraktlar1 birlestirildi, ¢dziiciiler
uzaklastirilarak ekstraktlar konsantre edildi ve analiz 6ncesinde kloroform:metanol

(2:1 v/v) ¢ozeltisinde yeniden ¢oziildii (Coderch vd., 2017).

3.2.11 MDA  (Malondialdehit) tayini ile lipit peroksidasyonunun

degerlendirilmesi

Sa¢ orneklerinde olusan lipit peroksitler, tiyobarbiturik asit (TBA) testi kullanilarak
tayin edildi. Tiyobarbiturik asit reaktif tiirleri (TBARS), spektrofotometrik olarak 532
nm dalga boyunda kantitatif olarak 6l¢iildii. Bu testte, diisiik pH ve yiiksek sicaklik
kosullarinda malondialdehit (MDA), TBA ile niikleofilik ekleme reaksiyonuna
girerek, kirmizi renkli, floresan 6zellik gosteren 1:2 MDA:TBA kompleksi olusturdu.
Bu kompleksin yogunlugu, lipit peroksidasyon seviyesinin bir gostergesi olarak

degerlendirildi (Abdel vd., 2011).

3.2.12 Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Farkli iglemlerin sa¢ lifleri iizerinde olusturabilecegi olasi yilizey morfolojisi
degisimlerini degerlendirmek amaciyla taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi
gerceklestirildi. Her bir deney grubuna ait sa¢ drneklerinden rastgele segilen birkag sa¢
lifi kullanildi. Ornekler, SEM analizine uygun sekilde &nce sabitlenmis, ardindan
kurutuldu ve altinla kaplanarak iletken hale getirildi. Hazirlanan numuneler, yiiksek
vakum altinda calisan taramali elektron mikroskobunda uygun biiyiitme seviyelerinde
incelendi. Her sa¢ Ornegi icin en az ti¢ farkli liften elde edilen goriintiiler
degerlendirildi ve temsili morfolojik 6zellikleri yansitan yiiksek ¢oziiniirliikli SEM

goriintiileri kaydedildi.
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Bu analiz sayesinde, 6zellikle agartma islemi ve antioksidan 6n islemler sonrasi sa¢
kiitikiillerinde meydana gelen yapisal bozulmalar, ¢atlaklar, pul benzeri yapilarin

durumu ve ylizey diizgiinligii gibi kriterler karsilagtirmali olarak analiz edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Resveratrol ve Taurinin DPPH (1,1-difenil-2-pikril-hidrazil) Radikal

Sondiirme Aktivitesi

Resveratrol, taurin, BHA (biitillenmis hidroksianisol) ve BHT (biitillenmis
hidroksitoluen) bilesiklerinin DPPH serbest radikal sondiirme kapasiteleri
karsilagtirmali olarak incelenmistir. Bilesiklerin antioksidan etkinlikleri, ¢esitli
konsantrasyonlardaki % inhibisyon oranlarina gdre degerlendirilmistir (Tablo 4.1,
Sekil 4.1). Bu verilere dayanarak, her bir bilesik i¢in ICso (yar1 maksimal inhibitor

konsantrasyon) degerleri hesaplanmis ve Tablo 4.2’de sunulmustur.

Deney sonuglarina gore, BHA en diisiik ICso degerine (6.1 pg/mL) sahip olup en giiclii
radikal temizleyici olarak belirlenmistir. Onu sirasiyla BHT (10.3 pg/mL), resveratrol
(23.5 pg/mL) ve taurin (>1000 pg/mL) izlemistir. Bu siralama, bilesiklerin belirli

konsantrasyonlardaki inhibisyon yiizdeleri ile de tutarlilik gostermektedir.

Tablo 4. 1 Resvertrol, taurin, BHA ve BHT nin DPPH radikal sondiirme inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Resveratrol Taurin BHA BHT
(ng/mL) (%) £SD (%) £SD (%) £SD (%) = SD
1 8+0.5 2403 20+ 1.1 12+0.7
5 18+ 1.2 5+£0.6 48+ 1.6 36 1.5
10 34+1.5 9+0.7 71+£2.0 60 +2.3
25 61+2.1 15+1.0 89 +1.7 80+1.9
50 82+ 1.8 24+ 1.3 94+ 1.0 91+14
75 91+£1.0 31£1.6 96 + 0.8 95+1.2
100 95+ 0.6 38+£2.0 97+0.7 96 + 0.6
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Sekil 4. 1 Resvertrol, taurin, BHA (Biitillenmis hidroksi anisol) ve BHT nin (Biitillenmis hidroksi
toluen) DPPH radikal sondiirme grafigi

Tablo 4. 2 Resvertrol, taurin, BHA ve BHT nin ICso degerleri

Bilesik ICso £ SD (ug/mL)
Resveratrol 23.5+1.2

Taurin >1000 (zay1f etki)
BHA 6.1+04
BHT 10.3+0.6

DPPH radikal stiptirme aktivitesi, antioksidan potansiyelini degerlendirmede yaygin
olarak kullanilan bir in vitro yontemdir. Elde edilen sonuglar, test edilen dort bilesik
arasinda en giiclii antioksidan etkinin pozitif kontrol olarak kullanilan BHA'da
gozlendigi ortaya koyulmustur. BHA, diisiik konsantrasyonlarda bile yiliksek oranda
DPPH radikali temizleme kapasitesi gostermis ve bu etkisi, 6.1 ng/mL gibi diisiik bir
ICso degeri ile dogrulanmistir. BHT de benzer sekilde etkili bir antioksidan olarak
dikkat ¢ekmis, ICso degeri 10.3 pg/mL olarak hesaplanmistir.

Resveratrol, dogal bir polifenol olup, DPPH iizerinde anlamli bir radikal siipiirme
etkisi sergilemistir. 100 ng/mL konsantrasyonda %95’e ulasan inhibisyon orani, bu

bilesigin gliclii antioksidan oOzelliklerini  desteklemektedir. Ancak sentetik
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antioksidanlar olan BHA ve BHT ile kiyaslandiginda daha yiiksek bir ICso degerine
sahiptir (23.5 pg/mL).

Taurin ise degerlendirilen bilesikler arasinda en diisiik antioksidan kapasiteye sahip
olup, 1000 pg/mL konsantrasyonda dahi yalmizca %38’lik bir DPPH inhibisyonu
sergilemigtir. Bu sonug, taurin'in DPPH testinde etkili bir radikal temizleyici
olmadigint gostermektedir. Taurin'in antioksidan etkilerinin daha ¢ok hiicre ici
ortamda metal iyon selasyonu ve siiperoksit radikali gibi farkl: tiirlerdeki oksidanlara

kars1 etkili oldugu diisiiniilmektedir (Collin vd., 2006)

Calismanin genelinde elde edilen veriler, DPPH testinin, fenolik bilesiklerin
karsilastirmali antioksidan kapasitelerini degerlendirmede uygun bir model oldugunu
ortaya koymustur. Ayrica resveratrol gibi dogal antioksidanlarin, sentetik olanlarla
kiyaslandiginda daha diisiik potansiyele sahip olabilecegi, ancak giivenlik ve

biyoyararlanim agisindan énemli avantajlar sundugu degerlendirilmektedir.

4.2 Insan Sacindan Keratin Proteini Ekstraksiyonu
4.2.1 1insan sac delipidizasyonu

Insan sa¢ 6rnekleri, 2:1 oraninda hazirlanmis kloroform:metanol karisimi igerisinde
48 saat siireyle delipidizasyona tabi tutulmustur (Sekil 4 .2). islem sonras1 sag tellerinin
matlagarak dogal parlakligini kaybettigi ve ylizeyindeki lipit tabakasinin etkin sekilde

uzaklastirildig1 gozlenmistir.

Delipidizasyon asamasinda kloroform:metanol (2:1) c¢ozeltisi, sa¢ telinin dig
ylizeyindeki sebum, fosfolipit ve diger lipofilik maddeleri etkin sekilde
uzaklastirmigtir. Literatlirde yaygin olarak kullanilan Triton X-100 yerine organik
¢ozilicli bazli delipidisasyon, 6zellikle downstream uygulamalarda daha az artikli ve
daha hizli bir protein ¢ozeltisi elde edilmesini saglamigtir. Delipidizasyon sonrasi

gozlenen matlagma, yiizey lipitlerinin etkili sekilde ¢ikarildigini gostermektedir.
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Sekil 4. 2 Insan sag1 6rnegi ve delipidizasyon islemi

4.2.2 Proteini ekstraksiyonu

Ekstraksiyon asamasinda kullanilan (Sekil 4.3) iire ve tiyoiire, keratin yapisindaki
hidrojen baglarin1 kirarak proteinlerin  ¢oziinmesini  kolaylagtirmistir.  2-
merkaptoetanol, sa¢ keratininde yer alan yogun disiilfit baglarini indirgemis ve
¢cozlnlirliigl artirmistir. Bu kimyasallarin sinerjik etkisiyle ¢ozeltide keratin proteini
siispansiyon halinde elde edilmistir. Bu asamada elde edilen bulanik sari/kahverengi

cozelti, ¢oziinmiis keratin varligin1 géstermektedir.

Sekil 4. 3 Delipidize edilmis sa¢ 6rnegi ve protein ekstraksiyon islemi

4.2.3 Keratin protein ekstraktinin diyalizi

Diyaliz adimi, protein ¢ozeltisindeki diisiik molekiil agirlikli indirgen ajanlar ve
iire/tiyolire gibi denatiiranlarin uzaklastirllmasi1 agisindan kritik bir saflagtirma
basamagidir. Diyaliz membran1 sayesinde yiiksek molekiiler agirlikli keratinler
tutulmus ve istenmeyen kiiclik molekiiller uzaklastirilmistir. Diyaliz sonrasi hafif

berraklasma (Sekil 4.4), safsizliklarin uzaklastigini gostermistir.
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Sekil 4. 4 Keratin proteininin diyaliz islemi

4.3 Protein Miktar Tayini

Protein konsantrasyonu tayini i¢gin BSA (Bovine Serum Albumin) kullanilarak bir
standart egri olusturulmustur. 10 mg/mL stok ¢dzeltisi hazirlanan BSA standardinin
konsantrasyonlar1 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1.0 mg/mL olacak sekilde ayarlanmis (Sekil
4.5); bu cozeltilerin 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri ol¢iilmiistiir. Elde
edilen veriler dogrultusunda yapilan dogrusal regresyon analizi sonucunda regresyon
denklemine y = 0.429x + 0.023 ulasilmistir. Bu dogrultuda elde edilen regresyon
katsayist 1> = 0.99376 olup, yiiksek dogrulukta bir iliskiyi gdstermektedir.

izole edilen BSA BSA BSA BSA BSA BSA
protein LOmg/ml. 08mgml. 0.6mgml. 04mgml. 0.2mgml. O mgml.

Sekil 4. 5 Protein miktar tayini

Numunenin elde edilen absorbans degeri, olusturulan standart egriye ait regresyon
denklemi kullanilarak degerlendirilmis ve protein konsantrasyonu yaklasik olarak 3.06
mg/mL olarak hesaplanmigtir. Bu sonug, sa¢ Orneklerinden keratin protein
ekstraksiyonunun yiiksek verimle gerceklestirildigini ve uygulanan izolasyon
protokoliiniin etkinligini acik¢a ortaya koymaktadir. Elde edilen bu bulgu, literatiirde
insan sa¢1 kaynakli keratin elde edilmesine yonelik caligmalarla da uyum

gostermektedir (Shubha vd., 2021).
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4.4 SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

Analizi

Ekstrakte edilen keratin proteininin yaklagik molekiiler agirligini belirlemek amaciyla
SDS-PAGE analizi uygulanmistir. SDS-PAGE jelinde ii¢ farkli 6rnek yiiklenmistir:
ilk kuyucukta molekiiler agirlik standardi (protein marker), orta kuyucukta 66 kDa’lik
kontrol olarak kullanilan BSA (Bovine Serum Albumin), ve son kuyucukta ise sag

orneginden izole edilen keratin proteini numunesi yer almigtir.

Jel goriintiisiinde; molekiiler agirlik standardi, referans olarak kullanilan BSA ve
numune bandi belirgin olarak gézlemlenmistir. BSA’nin bulundugu bant yaklagik 66
kDa civarinda yer alirken, sa¢g numunesinden elde edilen protein bandinin da ayni

seviyeye oldukca yakin bir pozisyonda bulundugu goriilmiistiir (Sekil 4.6).

kDa

250 »

180 »
130 »

95»
72 3> -

34 > s

26 > w—
17> "

10>

Protein ~ BSA Ekstrakte edilen
marker protein

Sekil 4. 6 izole edilen proteinin SDS-PAGE jeli

Bu durum, izole edilen proteinin molekiiler agirliginin 40-65 kDa araliginda oldugunu
ve keratin proteinine karsilik geldigini gostermektedir. Ayrica, marker bantlarina gore

yapilan degerlendirme sonucunda sa¢ numunesi igerisinde farkli molekiiler
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agirliklarda birkag zayif bant daha gézlemlenmistir. Bu da ekstraksiyon sonucunda

keratinle iligkili proteinlerin de (KAP) izole edilmis olabilecegine isaret etmektedir.

Bu bulgular, literatiirde insan sagindan elde edilen keratin proteinleri ile yapilan benzer
SDS-PAGE analizleriyle uyumludur. Shubha vd. (2021), sactan izole edilen keratin
proteinlerinin major bantlarinin 45-60 kDa araliginda konumlandigin1 ve ekstrakte

edilen proteinlerin biiyiik oranda keratin kaynakli oldugunu bildirmistir.

Benzer sekilde, Agarwal vd. (2019), calismalarinda insan sag1 keratin ekstraktlarinin
SDS-PAGE analizinde belirgin sekilde 50-60 kDa araliginda yogun bantlar
gozlemlemis ve bu bulgular1 keratin tip I ve II proteinlerine atfetmislerdir. Bu
baglamda, calismamizda elde edilen veriler, literatiirde raporlanan keratin izolasyon
profilleri ile yliksek oranda benzerlik gostermekte olup, sagtan basarili ve segici bir

keratin izolasyonu gergeklestirildigini desteklemektedir.

4.5 Resveratrol ve Taurinin Sa¢ Keratinine Baglanma Yetenegi

Resveratrol ve taurinin sa¢ keratinine baglanma yetenegi santrifiijleme yontemi ile
arastirildi. Sagtan izole edilen keratin proteininin, biyolojik olarak aktif bilesiklerle
etkilesimini degerlendirmek amaciyla yapilan bu calismada, resveratrol ve taurin ile
karigtirilan keratin ¢ozeltileri analiz edilmistir. Deneyde biri yalnizca keratin proteini
iceren kontrol grubu ve digeri resveratrol ve taurin ile karistirilmis keratin proteini

cozeltisi olmak tizere iki farkli 6rnek hazirlanmistir.

Resveratrol ve taurin sag¢ keratinine giiclii bir sekilde baglanirsa santrifiijlemeden sonra
coziinmeyen protein-resveratrol/taurin komplekslerinin olusumu goézlemlenebilir
(Kim, 2011). Sekil 4.7'de gosterildigi gibi, bos grup herhangi bir pelet gdstermezken,
resveratrol ve taurin ile tedavi edilen gruplardaki pelet falcon dibinde acikca

gbzlemlendi.
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Keratin +
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Sekil 4. 7 Resveratrol ve taurinin keratine baglanma sonucu pelet olusumu

Resveratroliin, fenolik hidroksil gruplari araciligiyla keratin proteinindeki siilfiir
iceren amino asit kalintilar1 (6zellikle sistein) ile hidrojen baglar1 ya da hidrofobik
etkilesimler yoluyla baglanma potansiyeline sahip oldugu literatiirde de
belirtilmektedir (Rauf vd., 2018). Bu tiir etkilesimler, keratinin sekonder yapisinda
degisiklige yol agarak protein ¢Oziiniirliigiinii azaltabilir. Taurin gibi kiiclik, iyonik
ozellik gosteren molekiiller ise keratinle iyonik ve dipol-dipol etkilesimleri yoluyla

baglanabilir (Baliou vd., 2021).

Elde edilen bu bulgular, resveratrol ve taurinin sa¢ keratiniyle spesifik ve giiclii
etkilesimler kurabildigini, dolayisiyla sa¢ yapisini stabilize ederek ¢evresel hasarlara
kars1 koruma potansiyeli tasidigin1 gdstermektedir. Literatlirde resveratroliin, cilt ve
sag proteinleriyle etkileserek oksidatif hasara karsi koruyucu rol oynadigi, kollajen ve
keratin yapilarinin biitiinliiglinii  destekledigi bildirilmektedir (Rauf vd., 2018;
Herranz-Lopez ve Barrajon-Catalan, 2020). Benzer sekilde, taurin’in keratinositlerde
hiicresel stres yanitin1 modiile ettigi ve protein stabilizasyonuna katki sagladig: ifade

edilmistir (Bukowska ve Duchnowicz, 2022).

4.6 Agartma Soliisyonu ile Parcalanan Sa¢ Keratininin Elektroforez ile Analizi

Resveratrol ve taurinin sa¢ keratini tizerindeki koruyucu etkisi, agartici soliisyona kars1
olusturdugu direng iizerinden degerlendirilmistir. Bu amagla, izole edilen sa¢ keratini
resveratrol ve taurin ile inkiibe edilmis, olusan kompleks santrifiijleme yontemiyle
ayrilmistir. Resveratrol ve taurin ile muamele edilen keratin 6rnekleri, %6 hidrojen
peroksit ve 9%0.5 amonyak iceren agartma c¢ozeltisine 1 saat siireyle maruz

birakilmistir.
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Islem sonrasinda elde edilen reaksiyon iiriinleri elektroforez &rnek tamponu ile
coziilerek SDS-PAGE analizine tabi tutulmustur. Elde edilen elektroforez sonuglarina
gore; yalnizca keratin igeren ve agartma islemine maruz kalmayan kontrol grubunda
belirgin, net ve kesintisiz keratin band1 gézlenmistir. Buna karsilik, yalnizca agartma
soliisyonuyla iglem goéren grupta sa¢ keratininin bozuldugu ve net bandin kayboldugu
gbzlenmistir. Bu durum, agartict ajanlarin keratin yapisinda ciddi pargalanmalara yol

actigin1 géstermektedir.

Ote yandan, resveratrol ve taurinle én muamele edilen gruplarda keratin bandinn,
daha net ve belirgin bir sekilde korundugu goézlemlenmistir (Sekil 4.8). Bu durum,
resveratrol ve taurinin sa¢ keratini ile baglanarak agartma kaynakli oksidatif hasara
karst yapisal biitiinliigii koruma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.
Muhtemelen bu koruyuculuk, resveratroliin giiclii antioksidan ozellikleri sayesinde
serbest radikal olusumunu baskilamasindan ve keratin yapisinda olusabilecek disiilfit

kopriisii yikimlarini 6nlemesinden kaynaklanmaktadir.

B

Keratin NH;+H,0, Resveratrol+Taurin

Sekil 4. 8 Resveratrol ve taurinin oksidatif hasarla sa¢ keratin bozulmasina kars1 koruyucu etkisi

4.7 Resveratrol ve Taurin Iceren Sa¢ Bakim Toniginin Formiile Edilmesi

Sac1 oksidatif strese kars1 korumay1 ve sacin genel sagligini desteklemeyi amaglayan,

resveratrol ve taurin bazl bir sa¢ bakim tonigi formiile edildi (Tablo 4.3).
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Tablo 4. 3 Resveratrol ve taurin igeren sa¢ bakim tonigi formiilasyon igerigi

Bilesen % (Agirhkcea) Fonksiyon
Saf Su 91.20 Dolgu maddesi
Propanediol 5.00 Coziicii
Resveratrol 0.05 Antioksidan
Taurin 0.25 Antioksidan
Panthenol 2.00 Nemlendirici
Koruyucu 1.00 Mikrobiyal koruma
Sitrik Asit pH ayari (5.0-5.5 arasi)
Parfiim 0.50 Hafif koku

4.8 Sac¢ Agartma Soliisyonuna Maruz Birakildiktan Sonra Salinan Sistein

Miktarlarimin Analizi

Sistein, sa¢ keratininde yiiksek oranda bulunan bir amino asittir ve distilfit baglarinin
bozulmast durumunda serbest hale gelir. Bu nedenle, sa¢ yapisindaki bozulmalari
degerlendirmek i¢in sacgtan salinan sistein miktari onemli bir biyokimyasal gosterge
olarak kullanilmaktadir. Bu calismada, resveratrol ve taurinin sa¢ hasarina karsi
potansiyel koruyucu etkisini degerlendirmek amaciyla, sa¢ agma islemine maruz kalan
sa¢ Orneklerinden salinan sistein miktar1 Ellman reaktifi (DTNB) kullanilarak analiz
edilmigtir. DTNB, sisteinin siilfidril (-SH) grubu ile reaksiyona girerek 412 nm'de
absorbans veren bir kompleks olusturur ve bu sayede serbest sistein miktar1 kantitatif

olarak dlgiilebilir.

Sac¢ Ornekleri hasara ugratildiktan sonra (H202 ve NHs igeren agartici soliisyona 1 saat
maruz birakilarak) resveratrol ve taurin igeren sa¢ bakim tonigi ile 6n islem

uygulanarak sagtan salinan sistein miktari incelendi.

Elde edilen standart egri dogrultusunda yapilan hesaplamalarla, hasarli sag
ornegindeki sistein konsantrasyonu ~ 0.01098 mM, resveratrol ve taurin igeren sag
bakim tonigi ile isleme tabii tutulmus sa¢ Orneginde ise =~ 0.00666 mM olarak

hesaplandi. Buna gore, koruma/onarim grubunda sagtan salinan sistein miktar1 %60.6
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diizeyine indi. Bu sonug, resveratrol ve taurin iceren sa¢ bakim tonigi ile 6n isleminin

sistein kaybini anlamli diizeyde azalttigin1 gostermektedir.

Sekil 4.9°da verilen grafik, sa¢ hasarina bagl sistein salinimindaki farki acik¢a
gostermektedir. Hasarli sa¢ grubundaki %100°liik salinim, resveratrol ve taurin i¢eren

sa¢ bakim tonigi uygulamasi ile yaklasik %39.4 oraninda azalmistir.

Sagtan salinan sistein (%)

NH;+H,0; NH;+H,0;+Resveratrol+Taurin

Uygulanan islemlcr

Sekil 4. 9 Sa¢ agma soliisyonuna maruz birakilan saglardan salinan sistein miktarinin analizi

Bu bulgu, onceki elektroforez sonuglart ile de tutarhidir. Sa¢ keratininin agartma
islemine bagli olarak pargalandigi, ancak polifenolik yapidaki aktif bilesiklerle 6n
islem sonrast bu bozulmanm oénemli dlgiide engellendigi gosterilmisti. Ozellikle
resveratroliin sa¢ proteinine baglanarak yapisal stabiliteyi artirdig1 ve oksidatif stresin

yol actig1 disiilfit baglarinin yikimini azalttig1 diisiiniilmektedir.

Bu sonuglar, literatiirde benzer fenolik yapidaki antioksidanlarin sa¢ hasarma karsi
koruyucu etkileriyle de oOrtismektedir. Kim (2011)’in yiiriittiigii c¢alismada,
procyanidin oligomerlerinin oksidatif sa¢ hasarmni azaltmadaki etkinligi detayh
bicimde incelenmis ve bu bilesiklerin sa¢ keratininde meydana gelen disiilfit bag
yikimini inhibe ederek yapisal biitlinliigii korudugu gosterilmistir. Aynm1 ¢aligmada,
H20: kaynakl1 oksidatif stres altinda sa¢ yapisinda meydana gelen protein bozunmalari

ve kiitikiil hasarlari, procyanidin 6n islemi ile anlamli derecede engellenmistir. Bu
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baglamda, bizim ¢aligmamizda elde edilen veriler, polifenolik yapidaki resveratroliin
sac keratini ile benzer etkilesimler kurarak oksidatif hasara kars1 koruyucu bir bariyer
olusturabilecegini desteklemektedir. Ayrica taurin’in de keratinle iyonik baglar
olusturarak bu sinerjik koruma etkisine katki sagladig: diistiniilmektedir. Her iki
calismada da sa¢ proteinlerinin biyokimyasal stabilitesini 6l¢mek icin sistein
salmiminin degerlendirilmesi benzer metodolojik yaklasim gostermekte, bu da elde

edilen verilerin giivenilirligini ve literatiirle tutarliligini giiclendirmektedir.

4.9 Sac Orneklerinin Agartilmasi ve Sa¢ Bakim Tonigi Uygulamalari

Sag¢ o6rnekleri dort gruba ayrilarak agagidaki sekilde kodlandi:

y  UT: Herhangi bir isleme tabi tutulmamais, dogal sa¢ 6rnegi

y Bt Ticari bir toz sa¢ acici ve krem oksidana maruz birakilarak agma islemi
uygulanan sa¢ drnegi

y  BT: Once agma islemi uygulanmis, sonrasinda sa¢ bakim tonigi 3 giin boyunca
giinliik olarak nemli sa¢a uygulanmis 6rnek

y  TB: On islem olarak 3 giin boyunca tonik uygulanmus, sonrasinda agma islemi

uygulanmis 6rnek

Uygulanan sa¢ bakim tonigi, sa¢ telinin yapisal dayanikliligini artirmak amaciyla
antioksidan 6zelliklere sahip aktif bilesenler icermektedir. Tonik uygulamalari, sa¢
tellerinin dogal nemli hali {izerine uygulanmis ve her giin taze olarak yeniden

stiriilmiigtiir. Sonrasinda SEM Géoriintiileri incelenmistir (Sekil 4.10).

Derece 0 ile tanimlanan UT, kontrol grubunu temsil eder. Sag telinde saglam bir yap1
gozlenmigtir. Kiitikiil (sa¢in dis tabakas1) diizgilin dizilimde ve ortiicii yapidadir. Bu
goriintli, sa¢gin herhangi bir dis etkene maruz kalmadan dogal halini yansitir ve

arastirmada "saglikli sa¢" referansi olarak kullanilir.

Derece 3 ile ifade edilen B, ciddi hasar1 temsil eder. Kiitikiil tabakasinin bazi kisimlari
kaybolmus; catlaklar ve delikler olusmustur. Bu, agartma isleminin saca yiiksek
diizeyde yapisal zarar verdigini ve kiitikiil biitiinliigiinii bozdugunu acik¢a

gostermektedir. Bu goriintii, oksidatif hasarin siddetini gorsel olarak ortaya koyar.
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BT, agartma isleminden sonra sa¢ teline tonik uygulanmistir. Goriintiide, 6zellikle
hasarli bolgelerde tonik birikimi gozlenmistir. Derece 1 olarak siniflandirilan bu
durum, kiitikiiliin tam olarak eski haline donmedigini, ancak tonik sayesinde daha
diizenli bir kaplama ve kismi koruma saglandigmi gostermektedir. Bu, tonik

uygulamasinin onarici etkisinin bir gostergesidir.

TB sag teline dnce tonik uygulanmis, sonrasinda agartma islemi yapilmistir. Gorselde
derece 1 olarak siniflandirilmig bir hasar seviyesi goriilmektedir. Kiitikiiliin bir kism
kaybolmus olsa da, B grubundaki gibi ileri seviye bozulmalar (catlak, delik) belirgin
degildir. Bu, tonik uygulamasmin sa¢ telini onceden giiclendirerek agartmanin

zararlarin1 6nemli 6l¢iide azalttigini gostermektedir.

Sekil 4. 10 Sag yiizeylerinin SEM goériintiileri. A, Islem gérmemis sa¢ (UT), derece 0: saglam sac,
diizenli kiitikiil kaplamasi. B, Agartilmis sa¢ (B), derece: 3, kiitikiiliin kismi kaybi, kiitikiilde delikler,
catlak (+). C, Agartilmis ve sonrasinda tonik uygulanmis sa¢ (BT), 6zellikle hasarli bolgelerde tonik
birikimi, derece 1: diizensiz kiitikiil kaplamasi. D, Tonik uygulanmis ve sonrasinda agartilmis sag (TB),
derece 1: kiitikiiliin kismi kayb1

4.10 Insan Sacindan Lipit Ekstraksiyonu

Insan sac telinde dogal olarak bulunan lipit bilesenlerinin basarili bir sekilde

ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Sa¢ telinde yer alan lipitler, hem endojen hem de
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ekzojen yapida bulunur ve sa¢in esnekligi, suya karsi direnci, parlakligi ve dis

etkenlere kars1 korunmasinda kritik rol oynar.

Lipit ekstraksiyonu, sa¢ Orneklerinin uygun c¢oziiciilerle muamele edilmesiyle
gerceklestirilmis ve uygulanan yontem sonucunda goriiniir miktarda lipit faz1 elde
edilmistir. Uygulanan protokol, 6zellikle ylizeydeki sebum lipitlerini ve sa¢ korteksine

gomiilii olan yapisal lipitleri bagartyla ayristirmistir (Sekil 4.11).

insan sagi t-butanol:n-hexan klorofarm:methanol 100% methanol
{2:1v/v), 4 saat (2:1 v/v), 2 saat Bir gece

4
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Sekil 4. 11 Insan sagindan lipit ekstraksiyon isleminin sematik gdsterimi

Ekstraksiyon sonucunda, sa¢ telinin rengi agilmis ve matlasmistir, bu da lipitlerin

fiziksel olarak ayrildigin1 gostermektedir.

Elde edilen lipit fraksiyonunun goriinlir kivamda ve karakteristik yag yapisinda
olmasi, islemin verimli oldugunu kanitlamaktadir. islem sonrasi sa¢ telleri, daha
kirilgan ve sert bir yapiya biirlinmiistiir ve SEM goriintiisii ile desteklenmistir (Sekil
4.12). Bu durum, lipitlerin sa¢ telinin biitiinliigiine sagladigr katkiyr dogrular

niteliktedir.
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Sekil 4. 12 Sag yilizeylerinin SEM goriintiileri. A, Referans sa¢ (UT). B, Lipitleri ¢ikarilmig sa¢

4.11 MDA  (Malondialdehit) Tayini ile Lipit Peroksidasyonunun

Degerlendirilmesi

Bu caligmada, sac¢ tellerinde meydana gelen oksidatif hasarin belirlenebilmesi
amaciyla, lipit peroksidasyon (LPO) diizeyleri tiyobarbitiirik asit (TBA) testi ile
spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiis ve malondialdehit (MDA) birikimi temel alinarak

degerlendirme yapilmistir (Sekil 4.13).

i
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Sekil 4. 13 Lipit peroksidasyonu sonrast MDA'nin tespiti igin onerilen reaksiyon

MDA, hiicre membranindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin serbest radikallerle
reaksiyonu sonucu olusan reaktif bir aldehit olup, LPO'nun biyobelirteci olarak kabul
edilmektedir. Bu nedenle, sacta MDA diizeyinin artist dogrudan oksidatif hasarin
siddetiyle iliskilidir.

Spektrofotometrik dl¢lim i¢in 0.3-20.9 uM araliginda hazirlanan MDA standartlarina
dayali olarak kalibrasyon egrisi olusturulmus ve numuneler bu egriye gore analiz

edilmistir (Sekil 4.14, 4.15).

54



04

03

02

Absorbans

001

Konsantrasyon (LM/L)

Sekil 4. 14 MDA standartlarina dayali olarak kalibrasyon egrisi
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Sekil 4. 15 MDA tayini

Bulgulara gore (Tablo 4.4, Sekil 4.16), hasarsiz sa¢ (UT) numunelerinde MDA diizeyi
1.54 £ 0.48 uM/mg sa¢ olarak tespit edilmistir. Bu deger, dogal durumda sagtaki diisiik

diizeyde oksidatif stres varligin1 gostermektedir.

Agartilmis sa¢ (B) Orneklerinde MDA diizeyinin, hasarsiz saca kiyasla %1619.1
oraninda artig gosterdigi belirlenmistir. Bu dramatik artis, sa¢ agma isleminde
kullanilan hidrojen peroksit ve amonyak gibi giiclii oksitleyicilerin, sa¢ lipitlerinde

ciddi diizeyde peroksidasyona yol agtigini ortaya koymaktadir.

Agartma Oncesinde bakim tonigi uygulanan grup (TB), MDA seviyelerinde
%89.93’1iik bir azalma gdstermistir. Bu durum, bakim toniginin sa¢ telini oksidatif
zararlara kars1 onleyici (profilaktik) bir etki sagladigi belirlenmistir. Bakim toniginin
muhtemelen antioksidan 6zellik gosteren bilesenleri, serbest radikallerin olusumunu

baskilayarak lipit peroksidasyonunu engellemistir.
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Agartma sonrast bakim tonigi uygulanan grupta (BT) ise MDA seviyesinde
%97.28’lik bir azalma gozlenmistir. Bu sonug, bakim toniginin yalnizca koruyucu
degil, ayn1 zamanda onaric1 (terapdtik) etki gosterdigini de ortaya koymaktadir.
Muhtemelen sag telinde biriken serbest radikallerin notralize edilmesi ve lipit yapinin

yeniden stabilize edilmesi saglanmaistir.

Tablo 4. 4 UT (herhangi bir isleme tabi tutulmamis, dogal sa¢) drnegine gore lipit
peroksidasyonundaki artis ve azalis yilizdeleri

uM MDA/mg hair LPO artis1 (%) Tonik sonrasi
LPO azalis1 (%)

UT 1.54+0.48 - -

B 26.48+1.27 1619.10 -

BT 2.23+0.32 44 .81 97.28

TB 4.06+£0.26 163.64 89.93
=
5 B &

Sekil 4. 16 Ekstrakte edilen lipitlerdeki MDA olusumu

Bu veriler, bakim toniginin oksidatif stres kaynakli sa¢ hasarina karsi oldukea etkili
oldugunu ortaya koymaktadir. Her iki uygulama protokolii de (6ncesinde veya
sonrasinda) anlamli diizeyde koruma saglamis olmakla birlikte, hasar sonrasi
uygulamanin daha yiiksek bir inhibisyon sagladigi dikkat ¢ekmektedir. Bu durum,
bakim toniginin icerdigi aktif bilesenlerin serbest radikalleri sondiirme yetenegine
sahip olabilecegini ve sa¢ telinin lipit yapisint kismen onarabilecegini

diistiindiirmektedir.

Literatiirdeki ¢alismalarin sonuglari, resveratrol ve taurin gibi antioksidan bilesenlerin
yer aldig1 bakim tonigimizin etkileriyle paralellik gostermektedir. Her iki ¢alismada
da, sa¢in yapisal biitlinliigiiniin korunmasinda antioksidan uygulamalarin belirgin bir
katki1 sundugu, lipit peroksidasyonu diizeylerindeki diistis ile dogrulanmistir.

Dolayisiyla, elde edilen bulgular mevcut literatiirii destekler nitelikte olup,
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formiilasyonda yer alan biyoaktif bilesenlerin hem 6nleyici hem de onarici potansiyel

tasidigini ortaya koymaktadir (Kim, 2011).

Sonu¢ olarak, TBA testi ile degerlendirilen MDA tayini bulgulari, sa¢ a¢ma
islemlerinin sagta ciddi oksidatif stres olusturdugunu; ancak antioksidan o6zellikli
bakim tonigi uygulamasinin bu zarar1 biiylik oranda azaltabilecegini agik¢a ortaya
koymaktadir. Bu yoniiyle iiriin, sa¢ sagligini destekleyen bir sa¢ bakim formiilasyon

potansiyeline sahiptir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1 Sonuclar

Bu tez ¢alismasinda, insan sacinda oksidatif stres sonucu meydana gelen yapisal ve
kimyasal bozulmalar detayli olarak incelenmis, bu bozulmalarin 6nlenmesi ya da

azaltilmasi amaciyla gelistirilen bir sa¢ bakim toniginin etkinligi degerlendirilmistir.

DPPH serbest radikal siliplirme yoOntemiyle resveratrol, taurin, BHA ve BHT
bilesiklerinin antioksidan etkinlikleri kantitatif olarak degerlendirilmistir. Deney
bulgulari, deneyde pozitif kontrol olarak kullanilan sentetik antioksidanlar BHA ve
BHT nin, diisiik ICso degerleri sayesinde oldukca giiclii radikal temizleyici 6zelliklere
sahip oldugunu ortaya koymustur. BHA nin 6.1 pg/mL, BHT nin ise 10.3 pg/mL’lik
ICso degerleri, bu bilesiklerin DPPH radikallerini etkili bi¢imde ndtralize ettigini

gostermektedir.

Dogal bir polifenol olan resveratrol, her ne kadar sentetik bilesiklerle
karsilastirildiginda daha yiiksek bir ICso degerine sahip olsa da (23.5 pg/mL), 100
pg/mL konsantrasyonda %95’e ulasan inhibisyon orani ile dikkate deger bir
antioksidan potansiyel sergilemistir. Bu durum, resveratrol’iin 6zellikle dogal igerikli
kozmetik formiilasyonlarda veya giivenlik agisindan hassas uygulamalarda tercih

edilebilir bir antioksidan olabilecegine isaret etmektedir.

Buna karsilik taurin, bu test sisteminde zayif bir DPPH radikal siipiiriicii olarak
smiflandirilmigtir. >1000 pg/mL gibi oldukca yiliksek konsantrasyonlara ragmen
yalnizca 9%38’lik bir inhibisyon oranma ulagabilmistir. Bu durum, taurin’in
antioksidan etkilerinin DPPH gibi fenolik temelli serbest radikaller {izerinde degil;
daha ¢ok reaktif oksijen tiirleri, serbest metal iyonlar1 ve hiicre i¢i stres mekanizmalari

gibi spesifik oksidan hedeflere yonelik olduguna isaret etmektedir.

Elde edilen bulgular, DPPH metodunun &zellikle fenolik yapili bilesiklerin
karsilastirmali antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde uygun ve duyarl bir model
oldugunu gostermektedir. Ayrica, sentetik antioksidanlarin diisiik dozlarda bile yiiksek

etkinlik gostermeleri onlar1 formiilasyon acgisindan cazip hale getirirken, dogal

58



antioksidanlar (6rnegin resveratrol) ise biyolojik uyumluluk, toksisite riski diisiikliigii

ve tiiketici egilimleri agisindan avantaj saglayabilir.

Bu veriler 1s1ginda, {iriin gelistirme siireglerinde hem etkinlik hem de giivenlik
kriterlerinin dengeli bir bi¢imde degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varilmistir.
Antioksidan igeren iiriinlerin tasariminda, yalnizca inhibisyon giicii degil, ayni
zamanda biyoyararlanim, stabilite, toksikolojik profil ve hedef uygulama alani gibi

faktorler de gbz 6niinde bulundurulmalidir.

Sa¢ orneklerinden izole edilen protein miktarmin kantitatif olarak belirlenmesi
amaciyla, BSA (Bovine Serum Albumin) standardi kullanilarak spektrofotometrik
yontemle bir protein tayini ger¢eklestirilmistir. Olusturulan standart egri, yiiksek
korelasyon katsayisi ile dogrusal bir iliski gostermis, bu da kullanilan yontemle

giivenilir ve tekrarlanabilir dl¢ctimler yapilabilecegini ortaya koymustur.

Analiz edilen sa¢ 6rneginden elde edilen numunenin protein (keratin) konsantrasyonu
yaklasik 3.06 mg/mL olarak hesaplanmistir. Bu sonug, uygulanan ekstraksiyon
isleminin verimli bir izolasyon sagladigim ve sa¢ 6rneginden biyolojik olarak anlamli

diizeyde keratin proteini elde edildigini gostermektedir.

Ayrica, literatiirde bildirilen insan sag¢1 kaynakli keratin elde etme ¢alismalarina benzer
diizeyde protein miktarlar1 elde edilmesi (Shubha vd., 2021), sonuglarin bilimsel
gegerliligini ve tutarliligini desteklemektedir. Bu bulgu, ilerleyen asamalarda sag
proteinleri iizerinde yapilacak oksidatif stres analizleri ve koruyucu ajan etkinligi

degerlendirmeleri i¢in saglam bir referans noktasi saglamaktadir.

Sonug olarak, protein miktar tayini yontemi hem nicel dogrulugu hem de uygulama
verimliligi acisindan basarili bulunmus; sa¢ Orneklerinden izole edilen keratin
proteinlerinin kantitatif analizine olanak saglayarak calismanin sonraki agamalarinin

giivenilirligini artirmagtir.
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Sacin yapisinda bulunan keratin proteini, disiilfit kopriileri, lipit bilesenler ve
antioksidan savunma mekanizmalari, agartma gibi kimyasal islemler sonrasinda geri
doniisii olmayan hasarlara ugrayabilmektedir. Bu baglamda, ¢aligma kapsaminda
oncelikle insan sagindan lipit ekstraksiyonu basariyla gerceklestirilmis, bu yapilarin
bozulup bozulmadigini1 géstermek i¢in sistein salinimi, MDA (malondialdehit) tayini
ve elektroforez gibi analizler kullanilmistir. Elde edilen veriler, hem molekiiler hem

de uygulamali kozmetik agidan son derece anlamli bulgular sunmustur.

Yapilan elektroforez analizleri, sa¢ keratini iizerindeki yapisal bozulmay1 net bir
sekilde gostermistir. Agartilmis sa¢ numunelerinde keratine ait belirgin bantlarin
kaybolmasi, protein yapisinda bozulmalarin olustuguna isaret etmistir. Bununla
birlikte, agartma islemi 6ncesinde uygulanan sa¢ bakim toniginin keratin bantlarini
daha belirgin korudugu, bu sayede sa¢ proteinlerinin yikimina karsi belirgin bir
koruyucu etki sagladigi tespit edilmistir. Bu bulgu, tonigin aktif iceriginde bulunan
resveratrol ve taurinin, serbest radikalleri uzaklastirma ve antioksidan savunma

mekanizmasini destekleme kapasitesine dayandigini gostermektedir.

Sa¢ orneklerinden izole edilen proteinin yaklasik molekiiler agirligini belirlemek ve
keratin yapisi ile olan uyumunu degerlendirmek amaciyla SDS-PAGE analizi
uygulanmistir. Elde edilen jel goriintiisii, referans olarak kullanilan BSA proteini (~66
kDa) ile sa¢ numunesinden elde edilen ana protein bandinin benzer molekiiler agirlik
bolgesinde konumlandigini gostermistir. Bu gozlem, izole edilen proteinin yaklasik
40-65 kDa araliginda bir molekiiler agirliga sahip oldugunu ve biiyiik olasilikla keratin
proteinine karsilik geldigini ortaya koymaktadir.

Ayrica, SDS-PAGE jelinde sa¢ numunesine ait kuyucukta, ana keratin bandinin
disinda, farkli molekiiler agirliklarda birkag zayif bantin daha varlig: tespit edilmistir.
Bu durum, izole edilen materyalin yalnizca keratin proteinlerini degil, ayn1 zamanda
keratinle iliskili proteinler (keratin-associated proteins, KAP’lar) gibi yapisal ¢esitlilik
gosteren bilesenleri de igerebilecegine isaret etmektedir. Bu bulgu, sag lifi iceriginin
kompleks protein bilesimiyle uyumlu olup, izole edilen fraksiyonun yapisal

cesitliligini desteklemektedir.
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Calismamizda elde edilen SDS-PAGE profili, literatirde sa¢ kaynakli keratin
ekstraktlarinin karakterizasyonuna iligkin verilerle yliksek diizeyde oOrtiismektedir.
Ornegin, Shubha vd. (2021), insan sa¢indan elde edilen keratinlerin 45-60 kDa
araliginda yogun bantlar olusturdugunu belirtmis; benzer sekilde Agarwal vd. (2019),
50-60 kDa araligindaki protein bantlarmi tip I ve tip II keratinlere atfetmistir. Bu
baglamda, mevcut ¢aligmada izole edilen proteinin molekiiler 6zelliklerinin literatiirle
tutarlilik gostermesi, uygulanan izolasyon ydnteminin hem segici hem de etkili

oldugunu kanitlamaktadir.

Sonug olarak, SDS-PAGE analizi, sa¢ 6rneklerinden elde edilen keratin proteininin
molekiiler tanimlanmasina yonelik giivenilir ve agiklayici bir yontem olarak
degerlendirilmis; elde edilen bant profilleri, keratin izolasyonunun gerceklestirildigini

ve ileri analizler i¢in uygun biyolojik materyal elde edildigini gostermistir.

Resveratrol ve taurinin insan sagindan izole edilen keratin proteini ile olan etkilesim
potansiyeli santrifiijleme yontemi ile degerlendirilmistir. Kontrol grubunda yalnizca
keratin ¢ozeltisi yer alirken, test gruplarinda keratin ¢ozeltisi resveratrol veya taurin
ile birlikte inkiibe edilmistir. Elde edilen sonuclara gore, resveratrol ve taurin igeren
gruplarda santrifiijleme sonrasinda falcon tiiplerinin dibinde belirgin sekilde pelet
olusumu gozlenmis; buna karsin yalnizca keratin igeren kontrol grubunda herhangi bir
pelet olusmamistir. Bu bulgu, test edilen bilesiklerin keratin proteini ile ¢dziinmeyen
kompleksler olusturdugunu ve keratinle yiiksek afiniteye sahip baglanma etkilesimleri

gerceklestirdigini gostermektedir.

Resveratroliin keratinle etkilesim mekanizmasi incelendiginde, bu molekiiliin fenolik
hidroksil gruplar1 aracilifiyla keratin yapisinda yer alan siilfiir iceren amino asit
kalintilar1 (6zellikle sistein) ile hidrojen baglar1 ve hidrofobik etkilesimler kurabildigi
bilinmektedir. Bu baglamda, go6zlemlenen ¢6ziinmez kompleks olusumu,
resveratroliin keratin proteinine spesifik ve ¢ok merkezli baglarla tutundugunu
diistindiirmektedir. Taurin ise kiiciik ve iyonik bir yap1 gosterdiginden, keratin ile
iyonik baglar ve dipol-dipol etkilesimleri {izerinden baglanabilmektedir. Her iki

molekiilin de proteinle kurdugu bu etkilesimler, keratinin sekonder yapisin
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etkileyerek ¢ozlinilirliigiinii diistirmekte ve santrifiigasyon sirasinda ¢okelmesini

saglamaktadir.

Bu bulgular, literatlirde resveratrol ve taurinin protein yapilar1 lizerindeki stabilizan
etkilerine dair raporlarla yiiksek diizeyde uyumludur. Rauf vd. (2018), resveratroliin
keratin ve kollajen gibi yapisal proteinlerle etkilesime girerek bu proteinlerin
biitiinliigiinii korudugunu ve oksidatif stres kaynakli dejenerasyonu azalttigini
belirtmisglerdir. Benzer sekilde, Bukowska ve Duchnowicz (2022), taurinin
keratinositlerde hiicresel savunma mekanizmalarini diizenleyerek protein stabilitesine

katk1 sagladigini vurgulamstir.

Sonu¢ olarak, bu calismada resveratrol ve taurinin sa¢ keratini ile dogrudan
fizikokimyasal etkilesimler kurabildigi gosterilmis olup, bu bilesiklerin sag
proteinlerini stabilize etme ve dis etkenlere karsi koruyucu etki olusturma
potansiyeline sahip olduklar1 dogrulanmistir. Bu bulgular, ilerleyen asamalarda
yiriitiillecek oksidatif stres deneyleri ve antioksidan savunma mekanizmalarinin

degerlendirilmesi i¢in anlamli bir biyokimyasal temel sunmaktadir.

Resveratrol ve taurinin sa¢ keratini ilizerinde agartici ajanlara karsi olusturdugu
koruyucu etkiler, SDS-PAGE analizi ile molekiiler diizeyde degerlendirilmistir. izole
edilen keratin proteini, resveratrol ve taurin ile 6n inkiibasyona tabi tutulduktan sonra
%06 hidrojen peroksit ve %0.5 amonyak i¢eren agartma ¢ozeltisine maruz birakilmstir.
Agartma islemi sonrasinda orneklerin elektroforetik profilleri incelenerek, protein

biitiinliiglindeki degisiklikler gozlemlenmistir.

SDS-PAGE analizinde, yalnizca keratin igeren ve herhangi bir agartici islem
uygulanmamig kontrol grubunda, yaklasik 45-60 kDa araliginda yogun, net ve
kesintisiz bir keratin band1 izlenmistir. Buna karsin, yalnizca agartma soliisyonuyla
islem goren keratin 6rneginde belirgin bir bant gézlemlenmemis; bu durum, keratin
yapisinin ciddi dl¢lide bozuldugunu ve protein zincirlerinin pargalandigini
gostermektedir. Bu sonug, agartma isleminde kullanilan oksidatif ajanlarin sa¢ protein

yapisini bozdugunu agik¢a ortaya koymaktadir.
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Resveratrol ve taurin ile inkiibe edilen keratin 6rneklerinde ise, SDS-PAGE analizinde
belirgin keratin bantimin biiylik 06lgiide korundugu tespit edilmistir. Protein
biitiinliigiinii temsil eden bantin agartilmis 6rneklere kiyasla daha net ve yogun sekilde
gbzlemlenmesi, bu bilesiklerin sa¢ keratini lizerinde koruyucu bir etki olusturduguna
isaret etmektedir. Ozellikle resveratrol grubunda bandin korunma diizeyi daha yiiksek
olup, bu bilesigin antioksidan kapasitesinin keratin yapisini oksidatif hasara kars1 etkin

bicimde stabilize ettigi anlagiimaktadir.

Bu koruyucu etkinin altinda yatan mekanizma, muhtemelen resveratroliin fenolik
yapisindan kaynaklanan giiclii serbest radikal siipiirme 6zelligi ile iligkilidir. Serbest
radikallerin zincirleme reaksiyonlar yoluyla keratin yapisindaki disiilfit baglarini
parcalayarak protein denatiirasyonuna neden oldugu bilinmektedir. Resveratrol bu
stireci baskilayarak yapisal bozulmay1 engelleyebilmektedir. Taurin ise muhtemelen
hem antioksidan hem de osmoregiilatuvar 6zellikleri sayesinde keratin yapisinin

biitiinliigiinii kismen koruyabilmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alisma resveratrol ve taurinin sag¢ keratini lizerinde oksidatif stres
kaynakli hasara kars1 belirgin koruyucu etkiler olusturdugunu ortaya koymustur. Elde
edilen veriler, bu iki bilesigin sa¢ yapisin1 agartma islemi sirasinda karsilagilan yapisal
bozulmalara kars1 stabilize edebilecek biyofonksiyonel ajanlar  olarak
degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. Bu bulgular, 6zellikle sa¢ kozmetiginde
oksidatif siirecleri minimize etmeyi amaglayan formiilasyonlarda resveratrol ve

taurinin etkin bilesenler olarak kullanim potansiyelini desteklemektedir.

Sistein, sa¢ keratininde bol miktarda bulunan ve disiilfit baglarinin bozulmasi sonucu
serbest hale gecen onemli bir amino asittir. Bu ¢aligmada, sa¢ agma islemine maruz
kalan sa¢ 6rneklerinden salinan sistein miktarinin Ellman reaktifi (DTNB) kullanilarak
kantitatif analizi gergeklestirilmistir. DTNB nin sisteinin siilfidril grubu ile reaksiyona
girerek 412 nm’de absorbans veren kompleks olusturmasi temelinde, sa¢ hasarinin

biyokimyasal gostergesi olan serbest sistein miktarlar1 dl¢iilmiistiir.

Hasar uygulanan sag¢ 6rneklerinde sistein konsantrasyonu yaklasik 0.01098 mM olarak

belirlenirken, resveratrol ve taurin i¢eren sa¢ bakim tonigi ile 6n islem uygulanmig sag
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orneklerinde bu deger anlamli olarak 0.00666 mM diizeyine gerilemistir. Boylece,
koruma grubunda sagtan salinan sistein miktarinda %39.4 oraninda azalma
saptanmistir. Bu sonug, resveratrol ve taurinin sa¢ agma islemine bagl sistein kaybini
onemli Ol¢lide azaltarak sa¢ yapisinin korunmasina katki sagladigini ortaya

koymaktadir.

Grafiksel veriler, sag agma soliisyonuna maruz kalmis drneklerde yiiksek diizeyde
sistein salinim1 gerceklesirken, resveratrol ve taurin iceren bakim tonigi uygulamasi
sonrast salinimin anlamli sekilde azaldigin1 agikca ortaya koymaktadir. Bu
biyokimyasal veri, dnceki elektroforetik analizlerle uyumlu olup, keratin yapisinin
polifenolik aktif bilesiklerle 6n islem sonrasinda oksidatif hasara kars1 daha direncli

hale geldigini desteklemektedir.

Literatiirde antioksidan bilesiklerin sa¢ proteinlerinde distilfit baglarin1 koruyarak
yapisal biitiinliigii stirdiirdiikleri raporlanmistir (Kim, 2011). Procyanidin oligomerleri
iizerinde yapilan calismalarda, benzer oksidatif stres kosullarinda sa¢ keratininde
olusan protein bozunmasinin engellendigi ve kiitikiil hasarinin azaltildig
gosterilmistir. Bu baglamda, resveratroliin sa¢ keratini ile kurdugu spesifik
etkilesimler, oksidatif stres kaynakli sistein kaybini minimize eden koruyucu bir
bariyer fonksiyonu gérmektedir. Taurinin iyonik baglar yoluyla sagladig: sinerjik etki

ise bu koruyucu mekanizmay1 desteklemektedir.

Sonug olarak, sistein salinimi1 bazli biyokimyasal analizler, resveratrol ve taurinin sag
keratini oksidatif tahribata kars1 koruma kapasitesini glivenilir bigimde ortaya koymus;
elde edilen veriler hem deneysel sonuglarla hem de literatiir bulgular ile ytliksek

derecede tutarlilik gostermistir.

Sag tellerinin yapisal dayanikliligi, agartma isleminin neden oldugu oksidatif hasar ve
sa¢c bakim tonigi uygulamalarmin koruyucu etkisi agisindan detayli olarak
incelenmistir. Dort farkli deney grubu (UT, B, BT, TB) karsilastirilarak, sag
ylizeyindeki morfolojik degisiklikler Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

goriintiileri ile degerlendirilmistir.
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Kontrol grubu olan UT’de, sa¢ teli yiizeyinde saglam ve diizenli dizilmis kiitikiil
tabakas1 gozlenmis, sagin dogal yapisinin korunmus oldugu dogrulanmistir. Bu,

saglikli sa¢ yapisinin referansini olugturmustur.

B grubunda, yani agartma islemi uygulanmis sacta, kiitikiil tabakasinda ileri derecede
bozulmalar tespit edilmistir. SEM goriintiileri, sa¢ yiizeyinde catlaklar, delikler ve
kiitikiil kayiplarinin yaygin oldugunu ortaya koymustur. Bu bulgular, agartma
soliisyonunun sag telinde ciddi yapisal hasar ve protein yapisinda bozunmaya neden
oldugunu gostermektedir. Agartict bilesenlerin olusturdugu oksidatif stres, kiitikiiliin
koruyucu bariyer fonksiyonunu zayiflatarak sagin mekanik ve kimyasal dayanikliligini

diisiirmektedir.

BT grubunda, agartma isleminden sonra sa¢ bakim tonigi uygulanmasi, sa¢ yiizeyinde
belirgin bir iyilesme etkisi saglamistir. Tonik uygulamasinin, hasarli kiitikiil
tabakasinda kismi onarim ve diizenlenme olusturdugu goézlemlenmistir. Tonik
bilesiminde bulunan antioksidan ve yapisal destekleyici aktif maddelerin, sag
yiizeyinde koruyucu bir kaplama olusturdugu ve boylece kiitikiil biitlinliigiiniin kismen
geri kazanildig1 sonucuna varilmigtir. Ancak tam bir iyilesme saglanamamais ve kiitikdil

yapisinda hala diizensizlikler gozlenmistir.

TB grubunda ise 6n islem olarak sa¢ bakim tonigi uygulanmis ve ardindan agartma
yapilmistir. Bu grup, agartmanin sa¢ iizerindeki yikici etkilerinin belirgin sekilde
azaldigin1 gostermistir. Kiitikiil tabakasinda kismi kayiplar olmakla birlikte, B
grubundaki ileri seviyedeki yapisal hasarlar (catlak ve delikler) biiylik Olciide
engellenmigstir. Bu durum, sa¢ bakim toniginin sa¢ telini onceden giiclendirerek,
agartmanin neden oldugu oksidatif ve kimyasal hasara karsi etkin bir koruma

sagladigini ortaya koymaktadir.

Genel olarak, sa¢ bakim tonigi uygulamasinin hem 6n islem (TB) hem de agartma
sonras1t (BT) kullanimlarinin sa¢ telinin yapisal biitiinliigiinii koruma ve onarma
potansiyeli oldugu anlasilmistir. Ozellikle 6n islem olarak uygulandiginda, tonigin
koruyucu etkisi daha belirgin olup, sa¢ teline gelen oksidatif hasarin azaltilmasinda

etkin rol oynamaktadir. Bu koruma mekanizmasinin, tonigin icerdigi antioksidan
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bilesiklerin serbest radikal olusumunu engellemesi ve kiitikiil yapisina baglanarak

fiziksel bariyer olusturmasi ile saglandig: diisiiniilmektedir.

Calisma bulgulari, sa¢ bakim toniginin sa¢ sagliginin korunmasinda ve kimyasal
islemlerden kaynaklanan hasarin azaltilmasinda Onemli bir yardimer (iiriin
olabilecegini gostermektedir. Ozellikle sagin kimyasal agartma gibi agresif islemlere
maruz kalacagi durumlarda, tonigin On islem olarak kullanimi sac¢in yapisal
dayanikliligim1 artirarak uzun vadeli hasarlarin oniline gegebilir. Ayrica, agartma
sonrast tonigin kullanimi da sacin kismi onarimini destekleyerek estetik ve

fonksiyonel agidan olumlu sonuglar sunmaktadir.

Sa¢ telinden lipit ekstraksiyonu ve lipit peroksidasyonunun malondialdehit (MDA)
tayini yontemi ile degerlendirilmesi gerceklestirilmistir. Sa¢ telinde bulunan lipitlerin,
sacin fiziksel 6zellikleri ve ¢evresel etkilere karsi dayanikliliginda kritik rol oynadig:
bilinmektedir. Yapilan ekstraksiyon, hem sa¢ yiizeyindeki sebum lipitlerini hem de sa¢
korteksinde gomiilii yapisal lipitleri etkin sekilde ayirmistir. Bu durum, sa¢ telinin
renginde meydana gelen agilma ve matlagma ile desteklenmis, lipitlerin fiziksel olarak
uzaklastirildigir dogrulanmigtir. Lipitlerin uzaklagsmasi sonucunda sa¢ yiizeyinin
kirilganlagmas1 ve sertlesmesi, lipitlerin sa¢ yapisinin mekanik dayanikliligina
dogrudan katki sagladigini gostermistir. SEM goriintiileri ile desteklenen bu gézlem,

lipitlerin sag biitlinliglindeki 6nemini vurgulamaktadir.

Lipit peroksidasyonu analizi kapsaminda, MDA tayini ile sagtaki oksidatif hasarin
derecesi Ol¢iilmiistiir. Kontrol grubu (UT) sa¢ 6rneklerinde diisiik diizeyde oksidatif
stres varligi tespit edilmistir. Buna karsin, agartma iglemi uygulanmis sa¢ 6rneklerinde
(B) MDA seviyelerinde bir artig (%1619.1) gozlenmistir. Bu durum, sa¢ agicilarin
icerdigi hidrojen peroksit ve amonyak gibi kuvvetli oksidatif ajanlarin sag telinde lipit
peroksidasyonunu tetikleyerek ciddi yapisal hasarlara yol actigimi agikca ortaya

koymaktadir.

Bakim tonigi uygulamalarimin oksidatif hasar {izerindeki etkileri ise belirgin
diizeydedir. Agartma oncesinde (TB) ve sonrasinda (BT) yapilan tonik uygulamalari,

MDA seviyelerinde sirastyla %89.93 ve %97.28 oranlarinda azalma saglamistir. Bu
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bulgu, bakim toniginin i¢erigindeki antioksidan bilesenlerin serbest radikal olusumunu
etkili bir sekilde engelledigini ve lipit yapisinin korunmasina ya da kismen onarimina
olanak tamdigin1 gdstermektedir. Ozellikle agartma sonrasi uygulamanin daha yiiksek
bir inhibisyon sagladig1 gézlenmis; bu durum bakim toniginin sadece koruyucu degil

ayni zamanda terapdtik potansiyele sahip oldugunu diigiindlirmektedir.

Elde edilen veriler, literatiirde resveratrol ve taurin gibi antioksidan bilesenlerin sa¢
yapisini oksidatif strese karsi koruduguna dair ¢aligmalar1 desteklemekte ve mevcut
bakim toniginin formiilasyonundaki biyoaktif maddelerin etkinligini dogrulamaktadir.
Bu dogrultuda, sa¢ bakim toniginin hem agartma islemi 6ncesinde kullanilmasi ile
sacin yapisal dayanikliligini artirabilecegi hem de islem sonrasi kullanimiyla olusan

oksidatif hasarin onarimin1 destekleyebilecegi sonucuna varilmistir.

Sonug olarak, lipit ekstraksiyonu ve MDA tayini sonuglari, sa¢ agma isleminin sag
telinde ciddi oksidatif hasar yarattigini, ancak antioksidan 6zellikli bakim toniginin bu
zarar1 Onemli Olclide azaltabilecegini gdstermektedir. Bu calisma, sa¢ sagligini
korumaya yonelik kozmetik iiriin gelistirme siireclerinde antioksidan bazli bakim

tonigi formiilasyonlarinin etkili bir strateji olabilecegine isaret etmektedir.

Yapilan kapsamli deneysel calismalar, sag¢ telinde olusan oksidatif hasarin, 6zellikle
agartma islemi gibi kimyasal uygulamalar sonucunda ciddi diizeyde arttigini net bir
sekilde ortaya koymustur. Buna karsin, resveratrol ve taurin igeren bakim tonigi
uygulamalarinin, hem oksidatif stresi anlamli oranda azalttig1 hem de keratin protein
yapisim koruyarak sagin dayanikliligini artirdigi belirlenmistir. Ozellikle resveratroliin
giiclii antioksidan Ozellikleri sayesinde serbest radikal olusumunu baskilamasi ve
distilfit baglarinin yikimini 6nlemesi, taurin ile birlikte sa¢ telinde yapisal koruma ve

onarim mekanizmalarim1 desteklemektedir.

Bu bulgular, kozmetik uygulamalarda antioksidan bilesenlerin kullaniminin sag
sagliginin korunmasinda kritik bir rol oynadigin1 géstermektedir. Resveratrol ve taurin
gibi polifenolik ve amino asit tlirevlerinin, sa¢ bakim formiilasyonlarina entegrasyonu,
sac liflerinin kimyasal streslere karsi direncini artirmakla kalmayip, hasar sonrasi

onarim siire¢lerini de desteklemektedir. Boylece, bu tiir aktif bilesenler igeren
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kozmetik iiriinlerin, sa¢in dogal yapisini ve fonksiyonunu koruyarak, kullaniciya daha
saglikli ve dayanikli saglar sunma potansiyeli bulunmaktadir. Sonu¢ olarak,
aragtirmamiz, oksidatif stresin sa¢ sagligi tlizerindeki olumsuz etkilerini minimize
etmek icin resveratrol ve taurin bazli formiilasyonlarin gelistirilmesinin dnemli ve

yenilik¢i bir yaklasim oldugunu vurgulamaktadir.

5.2 Oneriler

Bu tez calismasinda elde edilen deneysel bulgular, sa¢ kozmetigi alaninda 6zellikle
kimyasal islemler sonucu ortaya cikan oksidatif hasarin Onlenmesi ve onarimi
konusunda 6nemli bilimsel ve uygulamali ¢ikarimlar sunmaktadir. Kimyasal agartma
islemleri, sa¢ telinin yapisal bitiinliigiinii ciddi sekilde bozmakta, lipit
peroksidasyonunu artirmakta ve keratin proteini tizerinde geri doniisii zor hasarlara yol
acmaktadir. Bu hasarin boyutu, spektrofotometrik MDA tayini ve SEM goriintiileriyle
net bigimde ortaya konmustur. Ancak, formiile edilen antioksidan bakim toniginin,
hem hasar 6ncesi hem de hasar sonrasi uygulamalarda sa¢ telini oksidatif strese kars1

etkili bicimde korudugu ve kismen onardig1 da kanitlanmistir.

Ozellikle resveratrol ve taurin gibi dogal kaynakli polifenolik ve amino asit
bilesenlerinin sa¢ bakim iiriinlerinde kullanilmasi, sagin lipit yapisini koruyarak
peroksidasyonun dnlenmesine ve keratin yapisinin korunmasina katki saglamaktadir.
Bu bilesenlerin serbest radikal temizleme kapasiteleri ve yapisal koruma etkileri,
calismamizda gozlenen MDA seviyelerindeki anlamli azalmalarla desteklenmektedir.
Dolayistyla, sa¢ kozmetigi irlinlerinde bu tiir dogal antioksidanlarin optimize edilerek
kullanilmasi, kimyasal islemler sonrasi olusan zararin etkili bir sekilde azaltilmasina

olanak tanimaktadir.

Buna ek olarak, sac¢ telinin yapisal dayanikliligimi artirmaya yonelik molekiiler
diizeyde yeni aktif bilesenlerin arastirilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu bilesenlerin
formiilasyonlardaki etkilerinin molekiiler modelleme, protein spektroskopisi ve ileri
mikroskobik yontemlerle detayli analizi, sa¢ telinin kimyasal ve fiziksel

dayanikliliginin artirilmasina yonelik inovatif stratejiler gelistirilmesini saglayacaktir.
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Sisteik asit gibi, sa¢ keratinindeki distilfit baglarinin yeniden olusumunu destekleyen
kiikiirt iceren amino asit tiirevlerinin tayini, oksidatif stres kaynakli sa¢ hasarinin
molekiiler diizeyde degerlendirilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir. Bu bilesenlerin
sac telindeki varliginin ve miktarinin analizi, sa¢ yapisinda meydana gelen disiilfit
baglarmin yikiminin derecesini ve sagtaki oksidatif hasarin siddetini niceliksel olarak
ortaya koyabilir. Bdylece, kiikiirt baglarinin restorasyon kapasitesine iligkin dogrudan
veri saglanarak, sa¢ kirilganlig1 ve yapisal bozulmanin biyokimyasal gostergeleri daha
hassas bir sekilde oOlciilebilir. Bu kapsamda, sisteik asit ve benzeri amino asit
tirevlerinin sa¢ Orneklerinde tayini, sa¢ bakim {irlinlerinin formiilasyonunda
kullanilacak aktif maddelerin etkinliginin bilimsel olarak degerlendirilmesi ve {iriin

gelistirme siireclerinde referans olarak alinmasi agisindan biiyiik deger tasimaktadir.

Sac telinde lipitlerin, hem sacin esnekligi hem de dis etkilere kars1 koruyucu bariyer
olusturmasi agisindan kritik rolii oldugu literatiirde kabul gérmektedir. Bu ¢alismada
basarili lipit ekstraksiyonu ve ekstrakte lipitlerdeki MDA analizleri, lipit yapisinin
oksidatif hasar ac¢isindan hassas oldugunu gdstermistir. Bu bulgu, sa¢ bakim
iriinlerinde lipit koruyucu ve yenileyici etkiye sahip bilesenlerin formiilasyonlara
entegre edilmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Ornegin, ferulik asit, apigenin gibi
flavonoidlerin, lipit peroksidasyonunu baskilayan ve sagin lipid bariyerini stabilize
eden molekiiller olarak incelenmesi, iriin etkinliginin artirllmast i¢in gelecek

arastirmalarin odak noktasi olabilir.

Ar-Ge siireglerinde, iiniversite-sanayi is birliklerinin gili¢lendirilmesi, {iriin gelistirme
asamasinda hem molekiiler diizeyde hem de uygulamali performans testlerinde
multidisipliner ~ yaklasimlarin  kullanilmas1  Onerilmektedir. Formiilasyonlarin
biyoyararlanimi, stabilitesi, toksikolojik profili, dermatolojik uyumlulugu ve kullanici
memnuniyeti gibi parametreler sistematik bicimde degerlendirilmelidir. Ayrica, patent
bagvurular1 ve fikri miilkiyet haklar1 alaninda aktif ¢calismalar yapilmasi, gelistirilen

inovatif formiilasyonlarin ticarilestirilme siirecini destekleyecektir.

Literatiirde yer alan ve bu ¢aligmada da paralellik gosteren sonuglar, resveratrol ve
taurin gibi antioksidanlarin sa¢ yapisinin korunmasinda etkin oldugunu

gostermektedir. Ancak, sa¢ bakim iiriinlerinde kullanilan aktif bilesenlerin kombine
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etkileri ve sinerjistik etkilesimleri {izerinde daha fazla arastirma yapilmasi
gerekmektedir. Ornegin, epigallocatechin gallate, fisetin, kaempferol gibi diger dogal
polifenollerin sa¢ telinde oksidatif hasar lizerindeki potansiyel etkilerinin sistematik
olarak karsilastirilmas, {irlin portfoyiinde yeni ve daha etkili antioksidan se¢eneklerin

gelistirilmesini miimkiin kilacaktir.

Bunun yani sira, iiriin kullanim protokollerinin kisiye 6zel sag tipi, kimyasal islem
geemisi ve ¢evresel faktorler géz onilinde bulundurularak kisisellestirilmesi, kozmetik
sektoriinde miisteri memnuniyetini ve iriin etkinligini artiracak Onemli bir
yaklagimdir. Ozellikle 6n hasar dnleyici ve hasar sonras1 onarict uygulamalarin dogru

kombinasyonu, sa¢ sagliginin uzun vadeli korunmasinda kritik rol oynayacaktir.

Son olarak, kozmetik sektdriinde bilimsel temelli ve seffaf iiriin tanitiminin
yayginlastirilmasi, tiiketici giliveninin tesis edilmesi acisindan 6nemlidir. Bilimsel
kanitlarla desteklenen etkiler ve formiilasyon bilesenlerinin agiklanmasi, etik
pazarlama anlayisini gii¢lendirecek ve markalarin rekabet giiciinii artiracaktir. Ayrica,
stirdiiriilebilir ve ¢evre dostu hammaddelerin kullanilmasi ve iiretim siireglerinin
cevresel etkilerinin minimize edilmesi, giiniimiiz tiiketicilerinin beklentilerini

karsilayarak sektoriin gelecegini sekillendirecektir.

Ozetle, bu caliyma sa¢ kozmetigi alaninda antioksidan bazli yenilikgi {iriinlerin
gelistirilmesi i¢in saglam bir bilimsel temel sunmakta ve gelecege yonelik kapsamli
Ar-Ge stratejileri i¢in yol gostermektedir. Resveratrol ve taurin gibi dogal
antioksidanlarin etkilerinin derinlemesine incelenmesi ve yeni aktif bilesenlerin kesfi,
kimyasal islemlerin sa¢ iizerindeki yikici etkilerini minimize ederek, sa¢ sagliginin

korunmasi ve desteklenmesi agisindan biiyiik potansiyel tagimaktadir.
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