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Yeni Nesil Kozmetik Peptid Argireline (Asetil heksapeptid-8) Molekulintn in
vitro Anti-Tirozinaz, Anti-Kollajenaz, Anti-Elastaz ve Anti Hyallronidaz
Etkilerinin Arastiriimasi
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Bu calisma, yeni nesil kozmetik peptid argireline molekilinin cilt yaslanma sireglerinde yer alan bazi
enzim aktiviteleri Gzerindeki degisimini degerlendirmek icin tasarlanmistir. Tirozinaz, kolejenaz, elastaz ve
hiyalironidaz enzimleri cilt yaslanmasinda, dogrudan ve terapétik etkileri nedeniyle dikkat ceken
enzimlerdir. Yuksek elastaz inhibisyonu kirnigiklik énleyici, tirozinaz inhibisyonu beyazlatma etkili, kolejenaz
inhibisyonu esneklik ve hyallronidaz inhibisyonu anti-inflamasyon etkisi gostermektedir. Bu nedenle, son
doénemlerde kozmetikte trend olarak kullanilan argireline molekilinun, etkinligi ¢alisiimistir. Test edilen
genel aktiviteler g6z 6niine alindiginda, argireline bilesidinin umut verici yaglanma karsiti bilesik oldugu
degerlendirilmigtir.
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ABSTRACT

This study was designed to evaluate the alteration of the new generation cosmetic peptide argireline molecule
on some enzyme activities involved in skin aging processes. Tyrosinase, collagenase, elastase and
hyaluronidase enzymes are the enzymes that attract attention due to their direct and therapeutic effects in skin
aging. High elastase inhibition anti-wrinkle, tyrosinase inhibition whitening effect, collagenase inhibition elasticity
and hyaluronidase inhibition anti-inflammation effect. For this reason, the effectiveness of the argireline
molecule, which has been used as a trend in cosmetics recently, has been studied. Considering the overall
activities tested, the argireline compound was judged to be a promising anti-aging compound.
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1. Giris

Peptitler, kollajen tretimini uyaran, hiicresel suregleri tetikleme yetenegi vaat eden, kisa amino asit dizili
zincirleridir [1]. Son yillarda yapilan arastirmalarda, aktif kozmesotik bilesenler olarak peptitler, yara
iyilesmesine ve insan derisi fibroblastlarinin blylime uyarimi tizerine evrildi. Yaslanan ve deforme olmus
cildin huicresel ve biyokimyasal sureclerine yonelik ileri arastirmalar, bu surecleri yavaglatmak icin yeni
stratejilere hedeflenmistir. Hiicre blylimesi icin anahtar bir enzim olan protein kinaz C'nin aktivasyonu
yoluyla, bliyume faktérleri olarak hareket eden peptitler Gizerinde mevcut ¢galismalar bulunmaktadir [2].

Kollajenaz, elastaz ve hiyaliironidaz cilt yaslanmasinda dogrudan rol oynayan enzimlerdir [3]. Cilt
yaslanmasi insan vicudunda ilerleyici bir biyolojik suregtir ve sadece zamana bagli degildir. Aslinda,
esas olarak igsel (kronolojik) ve digsal yaslanmadan (foto-yaslanma) kaynaklanmaktadir. Bu ikinci
mekanizma, ultraviyole (UV) radyasyonlarinin maruz kalmasindan ve dis etkenlerden (kirlilige veya
nikotine maruz kalma.. gibi) kaynaklanmaktadir ($ekil 1). Bu yaslanma sireci, 6rti sisteminin farkl
bilesenlerinde degisiklikler getirir. Hicre katman sayisi degismese de epidermis incelir. Kronik UV
hasarll insan derisinde kan damarlari da gittikgce azalir. Bu hasarin, elastik liflerin, kollajen liflerin ve
hyaluronik asidin degradasyonu ile Ust dermal bag dokusunda belirgin dejeneratif degisiklikler sonucu
olustugu bilinmektedir. Bunun nedeni muhtemelen, fibroblastlar ve gesitli inflamatuar hiicrelerde tretilen
elastaz, kollajenaz ve hyallronidaz ekspresyonunun artmasidir [4].

Elastin, deri de dahil olmak Uzere bag dokularinda bulunan elastik 6zelliklere sahip bir proteindir.
Gerilme veya geri tepme sonrasi doku yapisinin korunmasinda énemli bir role sahiptir. Birkag ¢alisma,
cilt yaslanmasinin dogrudan elastinin bozulmasiyla iligkili olabilecedini distindirmektedir [5, 6]. UV
Isinlarina asiri maruz kalma ve asirt ROS Uretimi, dermal elastin fiber aginin hidroksilasyonuna neden
olan elastaz ekspresyonunu tetikler. Elastaz inhibitérleri, dermal elastik liflerin dogrusalligini ve cilt
elastikiyetini artirarak kirigikliklari ve sarkmalari énleyebilir [7].

Hyaluronik asit, kirigikliklarin azalmasinda, yaralarin iyilesmesinde ve cildin plriizsiz ve nemli
kalmasinda édnemli bir rol oynar. Hyallronidaz enzimi, hyaluronik asidin hidrolizini katalize ederek vicut
sivilarinin viskozitesini azaltir ve bag dokularinin gegirgenligini arttirir. Bu nedenle hiyallronidaz
inhibitorleri, hyaluronik asidin anabolizmasi ve katabolizmasi arasindaki dengeyi koruyan, cildi nemli ve
purlizsuz tutan etkili dizenleyici ajanlardir [8].

Ote yandan UV giines 1s1§1 ve reaktif oksijen tiirleri (ROS), melanin Uretim ve dagitim siireci olan
melanogenezi aktive eder (Sekil 1). Melanin pigmentinin varligi nedeniyle cilt pigmentasyonunda rol
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oynayan anahtar protein olan tirozinaz (tyr) aktive edilir ve hiperpigmentasyon uretilir. Melanin pigmenti
iceren melanositlerin sayisi azalir ve boyutu artar. Melanin, cilt renginden sorumlu ana maddedir. UV
glnes 1s1gin1 %75'e kadar emerek ve reaktif oksijen turlerini (ROS) temizleyerek cildi korumaktan da
sorumludur [9]. Tirozinaz, melanositlerde melanin sentezini katalize etmekten sorumlu bakir igeren bir
monooksijenazdir. Cildin anahtar dizenleyici enzimlerinden biridir. Melazma, iltihaplanma sonrasi
hiperpigmentasyon ve glnes cilleri gibi yUz hiperpigmentasyon bozukluklari, hastalarin yagsam kalitesi
Uzerinde buylk etkisi olabilen ve genellikle tedavisi zor olan sik goérilen cilt rahatsizliklaridir. Ayrica cilt
yaslanma bozukluklari ile de iligkilidirler [10].

Yukaridaki bilgiler 1s1ginda, insan viicudundaki enzimlerin etkilerini dederlendirme, genis bir biyolojik
kozmetik yelpazesi icin yeni terapdtikleri anlamak ve bulmak agisindan énemlidir. Ticari adi, argireline
olarak da bilinen asetil heksapeptid-8, botoks benzeri cilt sikilagtirma etkileri sayesinde son zamanlarda
cok fazla ilgi goren bir peptittir [11]. Ancak botoksun yiiksek norotoksisitesi, kullanimini ciddi sekilde
sinirlandirmaktadir. Bu nedenle, botoksun etkisini taklit eden, toksik olmayan molekdllerin
tasarlanmasina ve dogrulanmasina ihtiyag vardir [12]. Calismada; yeni nesil bir peptid olan argireline
bilesiginin (Sekil 2) yukarida bahsedilen kollajenaz, elastaz, hyaliironidaz ve tirozinaz enzimleri Gizerine
etkileri in vitro olarak degerlendiriimistir.
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Sekil 1: Biyolojik enzimlerin yaslanma ve kirisma surecine etkileri
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Sekil 2: Argireline (Asetil heksapeptid-8) molekiliiniin kimyasal yapisi
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2. Materyal ve Metot
Tirozinaz Enzim Aktivitesi

Tim saflastirma basamaklari 25°C'de gergeklestirildi. 50 g muz, hizla ince dilimler halinde kesildi. 100
mL pH 7,3 0.1 M fosfat tamponu, %5 polietilen glikol ve 10 mM askorbik asit iceren reaksiyon ortaminda
2 dakika blenderda karistirildi. Elde edilen homojenat suzildikten sonra, stzinti 40 dakika boyunca
+4 °C’de 10.000 rpm'de santrifijlendi. Stpernatana %80 doygunlukta (NH4)2SO4 ¢dktirmesi uygulandi.
Nihai ¢cokelti, minimum hacimde 5 mM fosfat tamponu iginde ¢6zlldi ve daha sonra ayni tampona karsi
diyaliz edildi. Enzim solisyonu daha sonra, pH 5.0 5 mM fosfat tamponu ile 6nceden dengelenmis
Sepharose 4B-tirozin-p-amino benzoik asit afinite kolonuna uygulandi [13]. Afinite jeli, muzdan elde
edilen tirozinaz enzimi ellie edilmeden 6nce, 1 M NaCl ve 5 mM pH 7.0 fosfat tamponu ile yikandi. Enzim
aktivitesi Espin ve ark. yontemine gore [14], katekol substrati kullanilarak, 420 nm'de absorbans artigi
Olclilerek ve 3 kez tekrar edilerek belirlendi. Pozitif standart olarak, kojik asit kullaniimistir.

Kollajenaz Enzim Aktivitesi

Kollajenaz enzim aktivitesi yodntemi, literatlirde bildirilen spektrofotometrik ydntemin modifiye
edilmesiyle, mikroplate okuyucuda gergeklestirilmistir [15].

Aktivite 6lcimu icin, 400 mM NaCl ve 10 mM CaClz ile pH 7.5 igeren, aktivite tamponu hazirlanmistir.
Ticari olarak, Clostridium histolyticum'dan (ChC - EC.3.4.23.3-Sigma) elde edilen kollajenaz enzimi, 0.8
U/mL baslangi¢ konsantrasyonunda kullaniimak Gzere tampon iginde ¢ozulmustir. Sentetik substrat N-
[3-(2-furyl) acryloyl]-Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) aktivite tamponunda 2 mM'a kadar ¢ézilmistir. Negatif
kontroller su ile gergeklestiriimisti. 335 nm'deki absorbans, substrat eklendikten hemen sonra
Olculmustir ve epigallokatekin galat 250 yM (0.114 mg/mL) pozitif kontrol olarak kullaniimistir.

Elastaz Enzim Aktivitesi

Elastazin inhibisyonu, enzimin N-succ-(Ala)3-nitroanilid (SANA) substrati ile reaksiyonu sirasinda p-
nitroanilin tretiminin dlgtlmesiyle belirlendi. Deney, domuz pankreas elastazini (3.3 g/mL) iceren Tris-
HCI tamponu (0.1 M, pH 8.0) icinde gergeklestirildi. Reaksiyon karigimi, 20 dakika boyunca argireline
bilesigi varliginda ve yoklugunda inkube edildi. Substrat (1.6 mM) eklendikten sonra enzim aktivitesi 410
nm'de izlendi. Oleanolik asit pozitif kontrol olarak kullanildi.

Hiyaltironidaz Enzim Aktivitesi

Hyaluronidazin inhibisyonu, Chompoo ve ark. [16] tarafindan bildirilen yontem ile belirlendi. 77 mM NacCl
ve %0.01 sigir serum albumini (BSA) ile 20 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) iceren 100 uL enzim
¢ozeltisi (1.5 V) ile inkiibe edildi. 37°C'de 10 dakika sonra, 100 pL substrat ¢ozeltisi (300 mM sodyum
fosfat igcinde %0.03 hyaluronik asit, pH 5.35) ilave edildi ve reaksiyon karigimi, 45 dakika daha 37°C'de
inktibe edildi. Hyaluronik asit, sodyum asetat (24 mM) ve asetik asit (79 mM, pH 3.75) icinde %0.1 BSA
iceren 1 mL asit albumin ¢ozeltisi ile ¢cokeltildi. Oda sicaklidinda 10 dakika sonra, absorbans 600 nm'de
izlendi. Oleanolik asit pozitif kontrol olarak kullanildi.

istatiksel Analiz
TUm testler Ug¢ tekrarli olarak gergeklestiriimis ve degerler ortalama + SD olarak ifade edilmistir.

3. Bulgular

Tirozinaz, Kollajenaz, Elastaz ve Hyaliironidaz Enzimleri Uzerine Argirelinin Etkisi

Bu calisma ilk kez, literattirde in vivo deneyleri [17] ve faz ¢alismalari bulunan [18], ticari olarak yaygin
sekilde kozmetik sektdriinde kullanilan [19], bir heksapeptid molekilin biyokimyasal suirecleri tetikleyen
yasllikla alakali enzimler Gzerine inhibitér aktivitelerini ortaya koymustur. Sentetik molekdl argireline
bilesiginin farkli enzimlere (tirozinaz, elastaz, kollajenaz ve hiyallronidaz) karsi inhibisyon etkisi
incelenmistir. inhibisyon profilleri; 1ICso degerleri hesaplanarak (Tablo 1) ve kiyaslanmalari siitun grafigi
(Sekil 3) seklinde verilmistir. Yapilan galigmada; bilesik tim enzimleri kuvvetli bir sekilde inhibe etmistir.
En yuksek inhibitdr etkisini, tirozinaz enzimine karsi gostermistir.
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Argireline bilesigi yiksek tirozinaz inhibitor aktivitesi (ICso 12.24+0.80 uM) sergilemistir. Bu sonug pozitif
standart kojik asitten (ICso 17.9 yuM) daha disik bulunmustur [20]. Kollajenaza karsi argireline bilesigi
95.28+0.45 uM ICsq degeri ile, referans bilesik olan epigallokatekin galattan (ICsp = 120.8 uM) 1.25 kat
daha aktiftir [21]. Argirelin bilesiginin anti elastaz aktivitesi (ICsp = 27.47+£1.53 uM), standart inhibitor
olan oleanolik asit (ICso = 25.7 uM) [22] degeri ile ¢ok yakin oldugu goérilmustir. Son olarak,
hyallronidaz enzimine kargi argirelin (ICso = 126.78+2.56 uM) pozitif referans olan, oleanolik asitten
(ICso = 212.4 uM) [22] yaklasik 1.5 kat daha etkili oldugu yapilan deneylerle belirlenmistir.

Tablo 1: Tirozinaz, kollajenaz, elastaz ve hyalironidaz enzimleri Gzerine argirelinin etkisi

Tirozinaz Kollajenaz Elastaz Hyallironidaz
I1Cso (|J|V|) ICso (LIM) ICso (|JM) ICs0 (|JM)
Argireline 12.24+0.80 95.28+0.45 27.47+£1.53 126.78+2.56
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Sekil 3:Tirozinaz, kollajenaz, elastaz ve hyallironidaz enzimleri Gzerine argirelinin etkisi

4. Tartigma ve Sonug

Son yillarda, tiiketicilerin dogal kaynaklardan elde edilen koruyucu ve tedavi edici islevi olan kozmetik
Urdnlere olan talebi, bu sektoru alternatif etken madde arayiglarina yoneltmistir. Biyoaktif peptitler, genis
bir biyoaktivite yelpazesine sahiptir ve bu durum onlari bu kozmetik Grtinlerin geligtirilmesi i¢in ideal
adaylar haline getirmistir. In vitro calismalar, biyoaktif peptitlerin elastaz, kollajenaz, tirozinaz ve
hiyaltironidaz gibi yaglanma ile ilgili enzimleri inhibe etme O&zelliklerine ek olarak antioksidan,
antimikrobiyal ve antienflamatuar aktiviteler dahil biyolojik 6zellikler sergiledigini gdstermistir [23].

Melanin, cilt renginden sorumlu ana pigmenttir. Bununla birlikte, melanin tretiminden sorumlu olan
tirozinazin asin Uretimi oldugunda, cilt hiperpigmentasyonuna neden olur ve bu da agik ila koyu
kahverengi lekeler, yiiz, boyun ve govdede dizensiz gri lekeler ve solgunluk gibi daha koyu bir cilt
gorinumuine yol agar. Ayrica cilt hiperpigmentasyonuna neden olan diger faktorler; otoimmun durumlar,
UV radyasyonuna maruz kalma, hormonal degisiklikler, genetik faktdrler, hormonal tedavi veya dogum
kontrol haplari ve yan etki reaksiyonlarina neden olan ilaglardir [24]. Tirozinaz, oksidasyon reaksiyonunu
katalize etmek icin aktif bélgesinde bakir igeren bir enzimdir; bu nedenle, bu enzimi inhibe etmek igin
aktif bolgeyi bloke eden veya bakir iyonlarini selatlayan biyoaktif bilesikler kullanilabilir.
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Elastin; aort, akciger, kikirdak, elastik baglar ve cilt gibi bag dokularina esneklik saglayan hicre disi bir
matris proteinidir. Elastin, kollajenden kabaca 1000 kat daha esnektir; bu nedenle elastinin ana islevi
tam olarak dokularin esnekligidir [25]. Elastin; vaskller diz kas hicreleri ve fibroblastlar tarafindan
sentezlenir ve salgilanir. Bu sure¢ normalde vicut olgunluga erigtiginde ergenlikten hemen sonra durur.
Kollajene ek olarak, cildin elastikiyetini ve sikiidini korumak i¢in elastin Uretilir. Bununla birlikte, elastin
liflerindeki azalma, elastaz enziminin asir Uretilmesinden kaynaklanir ve ardindan mekanik doku
ozelliklerini azaltir [26].

Kollajen, insanlarda bulunan en bol proteindir ve dermisin birincil yapisal bileseni olarak, insan cildine
gl¢ ve destek vermenin yani sira cilt elastikiyetini ve esnekligini geri kazandirmaktan sorumludur. En
az 16 tip kollajen vardir, vicuttaki kollajenin yaklasik %90'1, tekrar eden bir Gly-Pro-X dizisi iceren ve
karakteristik bir G¢li sarmal yapiya dénusen tip |, Il ve lll'ten olusur [27]. Normal ciltte, cildin elastikiyetini
ve sikiligini korumak igin kollajen tekrar tekrar uretilir ve pargalanir. Bununla birlikte, genel olarak,
kollajendeki azalma, matris-metaloproteazlarin ve kollajenaz enzimlerinin asiri Uretiimesinden
kaynaklanir [28].

Hiyallironan olarak da adlandirilan hyaluronik asit, dermisin hlicre disi matrisinin bir biyopolimer
bilesenidir ve insan viicudunun birgok dokusunda (6rnegin eklem sivisi, gézler, dis eti, iskelet dokulari
ve kalp kapakgiklari) dogal olarak bulunur. Su baglama kapasitesi nedeniyle ciltte nemin korunmasi ile
iliskilidir [29], cilt genclesmesinde 6nemli bir rol oynar, viskoziteyi artirir ve hicre digi sivinin
gecirgenligini azaltir [28]. Normal ciltte, cildin nemini korumak icin hyaluronik asit dretilir. Ancak
hyaluronik asitteki azalma hiyallironidaz enziminin asiri tretilmesinden kaynaklanir. Su anda kozmetik
endustrisi topikal uygulama igin hyaluronik asit igeren uUrGnler sunmaktadir, ancak hyaluronik asidin
eksojen uygulamasi inflamatuar bir cevaba neden olabilir [29]. Bu nedenle, hyaluronik asit
degradasyonunun inhibisyonu, cildi korumak icin gereklidir.

Bazi galismalar, ciltteki bir¢cok fizyolojik yolu ayni anda faydali bir sekilde etkileyebilen, ¢ok islevli
biyoaktif peptitleri bildirmektedir. Ayrica, in vivo ¢alismalar, biyoaktif peptitlerin topikal uygulamasinin
veya tiketiminin kayda deger bir cilt korumasina sahip oldugunu ortaya koymustur [30]. Bu 6zellikler,
koruyucu etkinin altinda yatan mekanizmalari tam olarak aydinlatiimamis olsa da, biyoaktif peptitlerin
spesifik fizyolojik islevler saglayarak cilt sagliginin iyilestirimesine katki saglayabilecegini
dusundirmektedir.

Cilt yaslanmasiyla ilgili kozmetik pazari sirekli olarak gugli bir biylime gdésteriyor. Bu nedenle,
yaslanmayl ve lekelenmeyi Onleyici maddeler (zerine yapilan arastirmalar, popller arastirma
alanlarindandir. Yeni nesil bir heksapeptid olan, argireline bilesigi, tirozinaz, kollajenaz, elastaz ve
hiyallronidaz inhibisyonlari ile birlikte hareket ederek, cilt yaslanmasini ve bunun dispigmentasyon,
kirisiklik, solgunluk ve ¢il gibi belirtilerini 6nleyebilir. Bununla birlikte, faydanin gergeklesmesi igin nihai
urinun formulde stabil olmasi, cilt tarafindan emilmesi ve klinik fayda i¢in hedefte biyolojik olarak aktif
olmasi gerektigini hatirlamak énemlidir.

Etik Beyani

Bu calismada, “Yiiksekdgretim Kurumlari Bilimsel Aragtirma ve Yayin Etigi Yénergesi” kapsaminda
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