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GIRIS VE AMAC

Serumen; skuamoz epitel, toz ve diger yabanci dokiintiilerle birlikte iki farkli
bez yapisinin (sertimindz ve pilosebase) sekresyonlarinin bir karigimudir (1,2). Kivam,
goriintis ve lipid icerigine gére yas ve kuru olarak iki tip serumen tarif edilmistir. Kuru
serumen normal agirhgmin yaklasik % 20°si, yas serumen ise % 50’si kadar lipid igerir.
Serumenin lipid kompozisyonu, polar (seramid fraksiyonlari ve kolesterol sulfat) ve
non-polar (skualen (SK), kolesterol esterleri (KE), mum esterleri (ME), triagilgliserol
(TG), serbest yag asitleri (SYA) ve kolesterol (K)) lipidlerden olusur (2).

Deri lipidleri, organizmay1 g¢evreden korumada biyolojik bir bariyer olarak
6nemli rol oynarlar. Bu tiir bariyerler iginde lipidlerin 6nemi, su, yabanci materyal ve
mikroorganizmalar1 uzak tutma yeteneginde yatar. Serumenin hasara ve
mikroorganizma invazyonuna karsi korunmada 6nemli bir bariyer gérevi gordiigii
diistintilmektedir. Serumenin hidrofobik 6zelligi ve viskozitesi tek bir bilesenden ziyade
lipid smiflarmin kombinasyonundan olugmaktadir. Bu bilegenlerin % kompozisyon
farkliliklarimin ~ serumenin  fiziksel —6zelliklerine yansidigi ifade edilmektedir.
Hidrofobisite, yilizey gerilimini etkileyerek, deriyi dig etkenlere karsi korumada nemli
bir rol oynar (3).

Serumenin lipid igerigi yag bezleri ile epidermal lipidler tarafindan
olusturulmaktadir. Asil fonksiyonlar1 yaglama ve korumadir. Sekresyonlart sebum
adim alir. Sebum yari s1v1 bir maddedir ve hemen tamamen lipidden olugur. Sebum, bir
gecirgenlik bariyeri, deri yumusatici bir ajan olarak fonksiyon gériir, ayrica bakteri ve
mantarlara karg1 da koruyucu oldugu bildirilmigtir (4).



Genel olarak endokrin mekanizmalar yag bezlerinin kontroliinde ¢ok énemli rol
oynarlar. Hormonlarin, yag bezlerinin proliferasyonunu ve lipogenik aktivitesini
etkiledigi ifade edilmektedir. Androjenler, yag bezlerinin bilinen en iyi stimiilatorleridir
ve puberte ¢aginda bu bezlerin gelisimi ve biiytimesinden sorumludurlar. Yag bezlerinin
bityiikligiinii, mitotik aktiviteyi ve lipogenezisi artirirlar (4).

Yag bezlerinin kontroliinde etkileri bulunan nonendokrin mekanizmalar da
mevcuttur. Retinoidlerin, yag bezi hiicrelerinin farklilagmas: {izerine ©nemli etkileri
bulundugu belirtilmistir. Yas ve cinsiyetle yag bezi aktivitesi degigiklik gostermektedir.
Puberteyle beraber yag bezi aktivitesi artmaktadir. Erkeklerde kadinlara oranla yag bezi
aktivitesinin daha fazla oldugu bildirilmigtir. Yag bezi aktivitesinin erkeklerde 70’li
yaglara kadar degismedigi, kadinlarda ise menapozdan sonra kismen azaldif: ifade
edilmektedir (4).

Serumen kompozisyonunun tesbitine yonelik, daha 6nce yapilan galigmalarda
basit t eknikler k ullanilmig, yas ve cinsiyete gore total lipid ve total protein diizeyleri
Olgiilmiis ve anlamli farkliliklar tesbit edilmemistir (5). Bagka bir ¢aligmada ise cinsiyet
ve mevsim iligkisine gére total lipid, triagilgliserol ve kolesterol diizeyleri 6l¢tilmiis ve
mevsimsel etkinin ve cinsiyetin herhangi bir fark olugturmadig: belirtilmistir. Ancak,
kadinlarda menstruel siklusun farkli fazlar dikkate alinmamigtir (6).

Bu ¢alismada HPTLC metodu ile, iki biyolojik degiskenle etkilenecek gekilde
(vas ve cinsiyet) insan serumeni lipid kompozisyonunun (polar—nétral—non-polar)
aragtirilmasi, ayrica kadinlarda, menstruel siklusun evrelerinde (menstruel, proliferatif

ve luteal evre) serumen lipid kompozisyonunun kargilagtirilmas: amaglandi.



GENEL BIiLGILER

1) Derinin Organizasyonu Ve Yag Bezleri:

A) Derinin Organizasyonu:

Deri, canli organizma dokular1 igerisinde 6zel bir yere sahiptir. Bir yiizii
atmosfere doniikken diger yiizii hiicresel ortam ve kana doniiktiir. Deri hiicreleri
kendilerini bu role, kendilerine 6zgii kimyasal bir profil gelistirerek adapte etmislerdir
(7). Deri viicudun en biiylik orgami olup viicut agirligimin % 16’sim1 olugturur. Yiizey
alam 1,8 m*'dir. Homeostazisin saglanmasinda ve viicudun dis etkilerden korunmasinda
esansiyel bir role sahiptir. Deri ti¢ tabakadan olusmaktadir:

1) Epidermis: Diizlesmis yass1 epitel hiicrelerinden olusur.

2) Dermis: Destek bag doku matriksi.

3) Subkutantz tabaka: Gevsek bag doku ve yag.

Epidermis doért farkli tabaka igermektedir: Stratum komeum, stratum
granulosum, stratum spinosum ve stratum basale. Bu dort tabaka, keratinin farkli
olgunlagma safhalarindan sekillenir. Keratin, epidermisin asil hiicresi olan keratinositler
tarafindan yapilan bir proteindir. Keratinosit olgunlagma safhalarinin her biri farkli
molekiil agirligina sahip keratin tiretir. Bu nedenle epidermisin farkli katmanlarinda
farkl: keratinler bulunur (8).

Melanositler hem dermiste hem de epidermiste bulunur. Dermis, epidermisin
altinda yer alir, fibroblastlari, dermal dentrositleri, mast hiicrelerinin lenfositleri ve

makrofajlar1 igeren siki destek hiicre matriksinden olusur. Subkutanéz tabaka derinin



(epidermis ve dermis) hemen altinda bulunur. Cogunlukla yag dokudan olusur ve
dermis ile altindaki kas dokuya gevgek bir sekilde baglanmistir (8,9).

Deriyi besleyen arterler hipodermisin derinliklerinde yer alir ve yukariya dogru
¢ikan dallar olusturur. Bunlar iki pleksus olusturmaktadir. Daha derinde bulunan
pleksus, hipodermis ve dermisin kesistii kavsakta yer almaktadir ve kutan6z pleksus
olarak isimlendirilir. Daha ylizeyel pleksus ise subpapillar pleksus adim alir. Kutanoz
pleksusun dallari, hipodermisin yag dokusunu, dermisin daha alt kisimlarim ve kil
follikiilleri ile yag ve ter bezlerini gevreleyen kapiller ag1 besler (10).

B) Yag Bezleri ( Sebaceous glands ) :

Yag bezleri viicut ylizeyinin hemen her tarafinda dermis i¢inde gémiilii olarak
bulunurlar. Viicudun gogu yerinde cm® de 100 kadar yag bezi vardir (11).

Yag bezleri el ayasi, ayak tabani ve ayadin {istli hari¢ derinin biitiin alanlarinda
bulunur. Sekresyonlar: hiicrelerin tiimiiniin yikimi neticesinde olur (12). Insanlarda
ozellikle kafa, aln ve yiiz gibi alanlarda yogunlasmuslardir. Bu alanlarda bez sayis1 cm®
de 400-900* e kadar g¢ikabilir. Bu bezlerin ¢ogu kil follikiilleri ile baglantilidir ve bu
nedenle pilosebastz bezler olarak adlandirtlirlar. Her bir kil follikiiléi, uzunlugunun
yiizeyden 1/3 mesafesinde bir veya daha fazla yag bezleri ile ¢evrilmigtir. Kul follikiilii
ile baglantili olmayan bezler ise serbest yag bezleri olarak isimlendirilir. Derinin viicut
bosluklarina gegis bolgelerinde (dudaklar, g6z kapaklari, glans penis, labium minér ve
meme ugclarl) yag bezleri kil follikiillerinden bagimsiz olarak bulunurlar ve direkt
olarak deri ylizeyine salgi yaparlar (4,10).

Yag bezleri, bir kanallar sistemine acilan tek bir lobul (asinus) veya lobullerin
bir kolleksiyonundan olusurlar. Pilosebaséz bezlerde bunlar, kil follikiil kanalina
(pilary kanal) agilir. Serbest yag bezleri direkt olarak deri yiizeyine agilir. Meibomian
bezler harig, yag bezleri normal olarak innerve degildir (4, 10).

En az iki tip yag hiicresi vardir. Bunlar, asinusun lipid tireten hiicreleri ile
kanalin diizlesmis yass1 epitelleridir.

Lipid tireten hiicreler, farklilagma safhalarina gore ¢ simifa ayrilmaktadir:
Insanda bezin yaklasik % 40’1 olusturan periferal veya farklilagmamis hiicreler,
yaklagik % 40’11 olugturan olgunlagan hiicreler ve %20’sini olugturan nekrotik
hiicreler. Lipid damlaciklar: periferal hiicre asinuslarinin alt kismi g¢evresinde ara sira
goriilir. Farklilasma devam ettikge yag hiicrelerinin biiytikliigli lipid akiimiilasyonu
neticesinde artar. Tamamen olgun hale geldiklerinde hacimleri 100-150 kat artmaktadar.



Olgunlasma zonunda hiicreler ne kadar lipid ile dolu iselerde aktif niikleuslar1 halen
mevcuttur. Nekrozis zonundaki hiicrelerde niikleuslar piknotiktir. Bu zonda hiicreler
tam olarak lipid ile doludur ve bu hiicreler sekresyon {iriinii olan sebumu olusturmak
lizere dejenerasyon noktasinda bulunurlar. Yag bezi kanalini ¢evreleyen diizlesmis yassi
epitel, asinusu ¢evreleyen periferal zon hiicreleri ile devamlilik gosterir ve kil follikiili
kanal epiteline kadar uzanir (4). Sekil 1. de yag bezi hiicresinin histolojik goriintlisii
verilmigtir (13).

Sebum Olusumu:

Yag bezleri holokrindir. Sekresyonlari olan sebum, sebositler tamamen
olgunlagtiktan sonra, lipidden zengin hiicrelerin 6ltip par¢alanmas: sonucunda olugur.
Sebositler igindeki lipid damlaciklari, hiicreler yukartya dogru gé¢ ederken biiyiir.
Hiicreler, asinusun iist bélgelerine ulastifinda ve kanala yaklagtiklarinda tamamen
olgun durumdadirlar. Daha sonra hiicreler lizise ugrayarak igeriklerini kanal liimenine
bosaltirlar. Hiicre lizisinin mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemekle beraber
lizozomlarin hidrolitik enzimlerini sitoplazmaya birakmasi sonucunda meydana
gelebilecegi ifade edilmektedir (4). Holokrin sekresyonla kaybedilen hiicrelerin yerine,
asinusun bazal tabakasindan mitozisle olusan hiicreler konur (4, 10, 11).

Insan yag bezlerindeki lipid damlaciklan diiz endoplazmik retikulumdan
kaynaklanmaktadir (14).

Sebumun fonksiyonlar::

a) Deri ve kilin lubrikasyonunu saglar, su kaybini azaltarak deriyi korur.

b) Deriyi bakteri ve mantar enfeksiyonlarindan korur.

c) Viicut kokusunun olugumuna katkida bulunur (9, 15).

d) Vitamin D sentezini gergeklestirir. Vitamin D’ nin prekiirsdrii olan
dehidrokolesterol yag bezlerinde yapilir. Glines 15181na maruz kaldiginda aktif formu
olan vitamin D’ ye doniisiir ve viicut tarafindan absorbe edilir (9).

Sebumun akig1 stireklidir. Sebumun akisinda ve normal salgilanmasindaki
bozukluk tikali yagi bezlerinin kronik bir enflamasyonu olan akne geligiminin
sebeplerinden biridir. Genellikle pubertada goriiliir (11).

Sebum Kompozisyonu ve Deri Yiizeyi Lipidleri:

Lipidler biitiin hiicrelerde mevcuttur. iki fonksiyonlar1 vardir:

1) Yapisal

2) Enerji depolanmasi



-
Sekil 1. yag bezi hiicresi histolojik gériintii ( 13)



Lipidlerin baglica yapisal kullanimi membran olusumu ile ilgilidir ( fosfolipidler,
sfingolipidler ve steroller ).

Hayvanlar eksternal fonksiyonlar igin de lipid tiretirler. Bunlar eksternal olarak
salgilanirlar. Bu lipidler, deride 6zellikle ¢esitli tipteki yag bezlerinde sentezlenirler.
Deri yiizeyindeki ¢ogu lipid yag bezlerinden kaynaklanir. Geriye kalan lipidlerin ¢ogu
epidermisin stratum korneum hiicrelerinden kéken almaktadir. Bu kaynaklarin kismi
katkis1, numune alinan belirli bir bélgedeki yag bezlerinin sayisina baghdir. Kafatas: ve
yiizde 900/cm? yag bezi bulunurken kolda 50/ cm? yag bezi bulunur (7).

Insan sebumundaki belli bagh lipidler triagilgliseroller, mum esterleri ve
skualendir. Deri yiizeyinden alinan sebum &rneklerinde ilave lipidler de bulunmaktadir.
Bunlarin en 6nemlisi bakteriyel lipazlarin faaliyeti sonucu triagilgliserollerden olugan
serbest yag asitleridir. Sterol ve sterol esterleri de yiizey lipidlerinde bulunur ancak
bunlar genel olarak epidermisten k&ken alir (4). Tablo 1. de insan derisinin gesitli
boliimlerindeki lipid kompozisyonu verilmistir. Sebum lipidlerinin sentezinde glikojen
ve gliserofosfat substrattir (16).

Epidermal lipidler, derinin bariyer fonksiyonu agisindan 6zellikle onemlidir.
Epidermal lipidlerin kompozisyonu, permeabilite bariyerinin hassasiyetini belirler. Bu
nedenle sebum lipidleri ve epidermal lipidler derinin nem dengesinin saglanmasinda da
Onemlidirler. Deriden lipidlerin kaybi hidrolipid film wve lipid bariyerinde degisikliklere
yol agar. Deri kuru hale gelir, elastikiyeti azalir, bariyer fonksiyonu bozulur ve
transepidermal su kaybi artar (17).

Epidermal lipidler kompozisyon agisimmdan ya§ bezi lipidlerinden daha
komplekstir. Bazal deri hiicreleri keratinize olup, stratum korneum hiicreleri seklinde
olgunlagtiklarinda sentezlenirler. Bu iglem sirasinda epirdermal lipidler, yag bezi
lipidleri ile ya deri yiizeyinde yada yag kanalinda lateral olarak karigirlar (18).
Epidermal lipid kompozisyonu epidermisin g¢esitli katmanlarinda farklilik gésterir
(Tablo 2.).

Bu lipidler, derinin alt katmanlarinda kismen intraselliiler lipid matriksini,
stratum korneum da ise lipid bariyerini olustururlar. Katmanlar arasinda en biiyiik lipid
kompozisyon farklilifi polar lipidlerde (6zellikle fosfolipid) goriilmektedir. Polar
lipidler, bazal tabakada lipid kompozisyonunun %45’ ini olustururken, bu oran stratum
korneumda % 5’e gerilemektedir. Seramidlerin dagilimi ise fosfolipidlerin tersidir (18).

Stratum korneum lipid kompozisyonu yiizeyden derinlere inildik¢e degismektedir



Tablo 1. Insan yetiskin derisinin cesitli kisimlarmdaki % lipid kompozisyonu (7) :

Lipid Sebum | Epidermis | Yiizey Lipidleri

Kompozisyonu | ! .

Skualen 12 <0.,5 10
Kolesterol esterleri <1 10 25
Kolesterol 0 20 1.5
Mum esterleri 23 0 22
Triagilgliserol 60 10 25
Monoagilgliserol 0 10 10
SerbestYag Asiti 0 10 25
Gliko ve fosfolipid 0 30

Bilinmeyen 5 10

Tablo 2. Epidermal % Lipid Kompozisyonu (7) :

Lipidler BasalTabaka/ | Stratum Stratum
Str Spinosum .. ,Graﬁuloslim Korneum |

Polar Lipidler 45 25 5
Kolesterol Sulfat 3 6 2
Notral Lipidler 51 57 78
Serbest Steroller 11 12 14
Serbest Yag Asiti 7 9 19
Triagilgliserol 12 25 25
Sterol/Mum Esteri 5 5 5
Skualen 5 5
n - Alkanlar 4 4 6
Sfingolipidler 7 12 18
Glikozilseramidler 4 5 Eser
Seramidler 4 9 18




Stratum korneumun en iist tabakasinda serbest yag asiti seviyesi en st,
kolesterol ve seramid seviyeleri en alt seviyededir. Kolesterol siilfat diizeyi stratum
korneumun derinligi ile degismemistir (19).

Skualen ve mum esterleri gogunlukla yag bezi orjinlidir. Triagilgliseroller hem
epidermis hem de yag bezlerinden kaynaklanmaktadir. Serbest yag asitleri
trigliseritlerin ya mikroorganizmalar veya sebas6z kanaldaki esterazlar tarafindan
lipolizisi neticesinde sekillenmektedir. Kolesterol esterleri ve kolesterol g¢ogunlukla
epidermal kaynaklidir (20).

Deri lipidlerinin iki 6nemli 6zelligi vardir: Kompleksite ve olagan digilik. Deride
olagan dig1 lipidler meydana gelir. Kolesterol sentezi sirasinda belirli ara maddeler
birikir. 30 C’lu bir triterpenoid hidrokarbon olan skualen b&yle bir ara maddedir. insan
sebumunda skualen 6nemli bir bilegendir ve kdpek balig1 karacigeri hari¢ normal olarak
hayvan dokularinda biiylik konsantrasyonlarda bulunmaz. Bununla beraber hemen
biitlin dokular skualen sentezlerler, fakat stiratle kolesterole gevrilirler. Erigkin insan
derisinde skualen birikir. Deri, aym zamanda olagan dis1 bilesikler de sentezler. Ornegin
mum esterleri sadece eksternal ekskresyon i¢indir. Mum esterleri, mono ve diesterler
olarak iki gekilde bulunurlar. Mum esterleri, insan sebumunun belli bash
komponentidirler. Mumlarin ekskresyonu hayvan kiirk veya tiiylerinin islanmasim
onler. Bu fonksiyonlarin insanlar i¢in 6nemli olup olmadig bilinmemektedir (7).

Triagilgliseroller, insan sebumunun % 60’11 olusturur. Yag bezlerinin kanalinda
ve deri ylizeyinde lipazlar tarafindan bir miktar hidrolize edilerek serbest yag asitleri,
mono ve diagilgliseroller ve gliserol meydana getirirler. Triagilgliseroller ve bunlarin
hidroliz tirtinleri sadece insan deri ylizeyi lipidlerinde bulunur (7).

Sebumdaki mumlarin ve triagilgliserollerin yag asidi kompozisyonu, gogunlugu
yag bezlerine 6zgii olan bir yag asidi karigimini kapsar. Bu yag asitleri, tek veya ¢ift
sayida karbon igeren diiz zincirli formlar ile tek veya birkag metil grubu igeren dall
zincirlerden ibarettir. Cogu tiiriin sebumunda bu zincirlerin biiyiik bir bolimii tekli
doymamustir. Cift baglar cesitli pozisyonlarda olmasina kargin tekli doymanmus yag
asitleri ile paralel olarak genellikle A 9 pozisyonunda yer almustir. Insan sebumunda
olagan dig1 olarak tekli doymamis yag asitleri A 6 pozisyonunda ¢ift bag igermektedirler
(4). Yag bezleri, serbest yag asitlerini selektif olarak kullanmaktadirlar. C 16:0, mum
esterlerinin sentezinde tercihen kullanilan yag asididir. Linoleik asti B- oksidasyona
ugrayan muhtemelen tek yag asididir. Bu hiicrelerde mum esterlerinin sentezi ile f-

oksidasyon aktivitesi arasinda bir korelasyon mevcuttur (21).



A—6 desaturaz insan yag bezlerinde bulunan en 6nemli yag asidi desaturazidir ve
sebastz tip reaksiyon (palmitatin tekli doymamis yag asidi sapienata (16:1 A:6)
¢evrilmesi) ve ¢oklu doymamus yag asiti tip (linoleate ve a-linoleatin uzun zincirli goklu
doymamis yag asitlerine doniigtiiriilmesi) reaksiyonlari katalize eder. Sapienat, insan
sebumunda en ¢ok bulunan yag asitidir ve sadece insana 6zgiidiir. Yag bezleri ortaminin
sebaséz tip reaksiyonun katalizine miisaade ettigi, ve ¢oklu doymamig yag asiti tip
reaksiyonun katalizini simirladid diigtintilmektedir (22).

Derinin ¢ok biiyiik sayida farkli yag asitleri sentezleyebilmesi nedeniyle, enzim
konsantrasyonunda, pH da, viicut 1sisinda veya kofaktér konsantrasyonunda kii¢iik bir
degisiklik, her bir yag asidinin konsantrasyonunu Onemli &lgiide degistirebilir ve
boylece o ferdin kimyasal imzas1 olugur. Bu her fert i¢in farkli olan kokudur (7).

Yag bezlerinin kontrolii :

Sebum sekresyonu, sebas6z hiicrelerin proliferasyonuna, farklilagmasina,
olgunlagmasina ve bu hiicrelerin lipid liretme kapasitesine baglidir. Bu farkli iglemleri
etkileyen faktorler bu nedenle sebum sekresyonunu degistirebilir.

A) E ndokrin Kontrol:

1) Androjenler: Androjenler, sebasdz bezlerin en iyi bilinen stimiilatoriidiirler ve
muhtemelen pubertede sebas6z bezlerin gelisimi ve biiylimesinden sorumludurlar.
Insanlarda testislerin gikarilmas: bezlerin atrofisine ve sebum sekresyonunda azalmaya
yol acar. Benzer etkiler antiandrojonler tarafindan da gosterilir. En etkin androjenler,
testosteron ve dehidrotestesteron (DHT) gibi 17 B-hidroksi grubuna sahip olanlardir.
Dehidroepiandrosteron (DHA), androstenedion ve androsteron nisbeten daha az
giicliidiir. DHT doku diizeyinde aktif bir androjen oldugu diisiiniilmektedir. Deri,
testosteronu DHT ve 5-a metabolitlerine ¢evirme yetenegine sahiptir. Bundan sorumlu
enzim 5 o-rediiktazdir ve baglica apokrin ter bezlerinde ve yag bezlerinde lokalizedir
(4). Yag bezi biiylikliigiinii, hiicre boliinmesini ve lipogenezisi arttirarak etkilerini
gOstermektedirler (4, 23). Yag bezlerinde sebum lipid sentezini SREBP (sterol
regulatory element binding protein) yolu ile regiile etmektedirler (24).

2) Ostrojenler: Andorjenlerin aksine strojenler yag bezi aktivitesini insan ve
deney hayvanlarmda inhibe etmektedir. Ostrojenler yag bezlerini, ya hipofiz
gonodotropinlerini baskilayip androjenlerin {iretimini inhibe ederek veya testesteronun
testosteron baglayan globuline baglanmasm artirarak inhibe ederler (4). Ostrojenler,

sebum retimini (hiicre bolinmesini degil) intraselliller sentezi etkileyerek
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azaltmaktadir (23). Hipofizektomi ve adrenalektomi yapilan digi ratlarda Gstradiol,
sebas6z bez biylkluginii azaltmaktadir. Ayrica sebum iiretiminde de &nemli bir
azalmaya yol agmaktadir (25).

3) Progesteron: Progesteronun yag bezi lizerine etkisi tartigmalidir. Baz
aragtiricilar, ratlarda progesteronun yag bezi sekresyonu ve biytikliigiinii arttirdigim
bildirmektedir. Bazilar1 ise erkekte progesteron uygulamasi sonrasi sebasdz bez
aktivitesinde bir degisiklik tesbit edememiglerdir (25).

4) Glukokortikoidler: Yag bezlerine etkileri agik degildir (25).

5) Tiroid hormonlan: Tiroid bezi, yag bezlerinin aktivitelerinin muhafazasinda
rol almaktadir. Tiroidektominin yag bezlerinin atrofisine ve sebum sekresyonunda
azalmaya yol a¢t1g1 bildirilmigtir (25).

6) Diabetes mellitus: Diyabetik rat derisinin lipid sentezi azalmaktadir ve insulin
uygulamasi, lipid sentez kabiliyetini normale déndiirmektedir. Insulin uygulamasi ile
diyabetik ratlarda azalma gosteren deri gliserol-3-fosfat diizeyinin normale déndiigii
bildirilmigtir (26).

7) Hipofiz hormonlari: Hayvanlar ve insanlarda yag bezi aktivitesi hipofiz
bezinin yoklugu veya hipofonksiyonu nedeniyle azalmaktadir (27). Gonadotropik
hormonlar, erkeklerde gonadal aktiviteyi stimiile ederek sebum sekresyonunu arttirirlar.
TSH da benzer sekilde etki gosterir. Pro—opiomelanokortin peptidlerin (ACTH, a-MSH,
ve B-lipotropin) insanlarda sebotropik oldugunu dogrulayan bir kanit mevcut
olmamasina ragmen, ratlarda sebotropik etkilerinin bulundugu bildirilmistir (4, 25).

B) Non-Endokrin faktorler:

1- Retinoidler: Normal konsantrasyonlarda vitamin A, in vitro sebosit
proliferasyonu, sentez aktivitesi ve farklilagmasi igin esansiyeldir (28). Diger yandan
retinoidler, (13-cis retinioik asit, all-trans-retinoik asit) sebosit proliferasyonununu,
hiicre boliinmesi ve lipogenezis oranini azaltmaktadir (29, 30, 31).

2- Diger Non-Endokrin Faktorler: Deri 1sisindaki degisiklikler sebum sekresyon
hizin1 (SER) etkilemektedir. Bu degisiklik her bir °C i¢in % 10 dur. Sebum iiretim hiza
sirkadyen bir ritme sahiptir. En biiytik SER uyku saatlerinde ortaya ¢ikmaktadir (4).
Ratlarda SER direkt olarak viicut biiyiikliigti ile orantilidir. Rat derisinden lipidler
tekrarlanan gekilde uzaklagtirildiginda, uzaklastirma sikhigina bagh olarak SER
artmaktadir (25).
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Deri ylizey numunesinin sik alinmasi, uzaklagtirilan lipidin daha fazla oranda
yerine konmasina neden olmaktadir. Sik lipid numunesinin alinmasinin yol agtigi
replasman lineer bir patern izlemez. Lipid replasman hiz1 zamanla azalmaktadir (32).

Obez ve obez olmayanlarda aglia bagli olarak benzer sekilde sebum iiretimi
azalmaktadir (33, 34).

Yag bezi aktivitesi, yasa ve cinsiyete gore farkliliklar g&stermektedir (27, 35).

Yag Bezi Aktivitesinin Ol¢iimii :

a) Bez Biiytkliigli: Zaman alici, yorucu ve gilivenilir olmadigi icin artik

kullamilmamaktadir.

b) Hiicre transizyon zamaninn 6lgiimii: Sebum sentezi ve ekskresyonu arasinda
ortalama 8 giinliik bir stire oldugu, bu zamana germinatif hiicre béliinmesi ve
farklilagmasi arasinda gegen siirenin de eklenmesiyle sebumun tam transizyon
zamaninin 13-14 giin civarinda oldugu bildirilmektedir.

c) Lipid tiiretimi: Sebum, yag bezlerinin en belli bagh sekresyon (iriinii
oldugundan bu bezlerin lipid sentezleme kapasitesi, sekresyon aktiviteleri konusunda iyi
bir indeks olusturur.

d) Sebum kompozisyonu: Deri yiizey lipidlerinin kompozisyonundaki
degisiklikler yag bezi aktivitesinin bir indeksi olarak kullanilmaktadir. Yiizey
lipidlerinin skualen iceriginin yag bezi aktivitesinin ve bez biiyiikliigiintin bir indikatdrii
olarak kullanilabilecegi bildirilmigtir. Sebumun mum esteri igeriginin veya mum esteri /
sterol esteri oraninin sebasdz bez aktivitesini yansitabilecegi belirlenmigtir. Yag
bezlerinin aktivitelerinin artmig oldufu periyotlarda mum esterlerini sentezlemeleri
beklenir. Bu donemlerde mum esterlerinin orami, ¢ogunlukla epidermis tarafindan
sentezlenen sterol esterlerinden daha fazla olmasi beklenir.

e) Sebum sekresyonu: Gayet basit olmalar1 ve sebum ¢ikisimi gercekten
Olgmeleri nedeniyle deri yiizeyindeki sebum sekresyonunu olgen metodlar, yag bezi
aktivitesini 6lgen diger metodlara gére daba avantajlidir (32). Sebum sekresyon hiz
(SER) 6lgtim teknikleri sunlardir:

1) Gravimetrik teknik: Ornek alacak bolge temizlenir ve 3 saat boyunca kagit
seritler bastirilarak sebum elde edilir. Elde edilen sebum, tartilir ve numunenin alindig:
alan ile toplam zamana bdliinerek SER elde edilir.

2) Fotometrik teknik: Deri yiizey lipitlerinin 6l¢timii i¢in dizayn edilmis bir
enstriiman olan lipometre (650 nm de sabit dalga boylu spektrofotometre) ile Slgtim
yapilir (36).
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2- Serumen :

Serumen yada kulak mumu, dis kulak yolu epitelinin (yasst epitel) stratum
korneum tabakasindan dékiilen hiicreler, toz ve diger yabanci dékiintiilerle birlikte
serlimin®z ve sebas6z bezlerin sekresyonlarinin kombine bir karigimidir (37, 38).

Bagka bir goriise gbre serumen, yalmzca dig kulak yolunun sertimin6z
bezlerinin sekretuvar tiretimini g&stermektedir ve sadece kulak mumunun bir
bilesenidir. Kulak mumu, derinin diger tabakalarina ait 6lii yass: hiicreleri, sebum, ter
ve degisik yabanci maddeleri icermektedir. Bu yabanci maddeler, (sag spreyi, sampuan,
kozmetikler, banyo yagi, trag kremi, kir, v.b.) disardan gelmektedir. Kulak mumunun
en O6nemli bileseni keratindir (39). Bu kisimdan itibaren konuyla ilgili olan biitiin
ifadelerde serumen tabiri kullanilacaktir.

A-Anatomik, Histolojik, Fizyolojik Ozellikleri :

Anatomik Ozellikleri :

Dis kulak, aurikula ile timpan zarmna dogru bir gegis olan dis kulak yolundan
olugmaktadir. Kanalin ¢ap1 degisken olmakla beraber ortalama 7-9 mm dir ve uzunlugu
ortalama 3 c¢m dir. Dig kulak yolunun dig 1/3” 1 aurikular kikirdagin bir uzantisindan, i¢
2/3’ likk kismn ise kemik yapidan olusmaktadir. Kemik ve kikirdak kisimlar yapisal
farkliliklar g6stermektedir. Kemik kisim, 6ne ve asagiya dogru kavisli olup, orta
kisimda bir isthmus olugturmak iizere daralmaktadir. Kanalin kikirdak kismim &rten
cilt, gevsekce tutunmugtur ve gok sayida kil follikiilleri ile sertimindz ve yag bezi
icermektedir (40). Sekil 2°de dig kulak yolunun anatomik yapis1 goriilmektedir (41).

Histolojik Ozellikleri :

Dis kulak yolunun kikirdak kisminin igerdigi killar, apokrin bezler ve yag
bezleri birlikte apopilosebaséz yapiy1 olugturmaktadir.

Epidermisin igeride olugturdugu invaginasyon, kil foliktilintin dig duvarm, kil
govdesi ise i¢ duvan olusturmaktadir. Bu iki yapinin arasindaki bosluk follikiiler kanal
olarak adlandirilmaktadir .Yag ve apokrin bezlerin alveolleri, kisa ve diiz bogaltma
kanallar1 araciligtyla follikiiler kanallara bosalmaktadir (42).

Dis kulak yolu derisi, salg: sistemiyle birlikte 6zel bir 6neme sahiptir. Modifiye
apokrin (seriimin6z) ve yag bezleri olarak iki tip salg1 bezi igermektedir. Yag bezlerinin

salg1 hiicreleri homojen, modifiye apokrin bezlerin salgi hiicreleri ise heterojen salgi
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graniilleri igermektedir. Apokrin bezler, apokrin ve ekrin sekresyonlarin her ikisine de
katkida bulunmaktadir (43).

Ekrin sekresyon ile salgmmin diga verilmesi sitoplazmada kayba neden olmaz,
hiicre ve salg1 graniilii zar1 bir noktada kaynagip yirtilirlar ve graniil icerigi liimene
verilir. Bu olay, ekzositoz olarak tamimlanir (44). Apokrin sekresyonda ise sitoplazma
bir miktar yitime ugrar, salg1 apikal sitoplazma ucuna toplanir ve bu kisim daralir. Salg:
maddesi burdan koparak ayrilir (45).

Kisa, orta ve uzun olmak iizere ii¢ tip salg1 yapan hiicre bulunmaktadir. Bu ¢
hiicre birbirinden bagimsiz ayri ayn hiicreler olarak diisiiniiliirse, bunlarin ¢ok sayida
ara formu oldugu da kabul edilebilir. Bunlarin tek bir hiicreye ait ti¢ ayr1 form olma
ihtimali daha gegerli olabilir. Ciinkii, uzun hiicrelerin apokrin sekresyonlarindan sonra
yiikseklik azalmakta ve hiicre yliksekligi dinlenme dénemine kadar azalmaya devam
etmektedir.

Insan serliminéz bezlerinin kiigiik hiicreleri, istirahat déneminde bulunurlar ve
yalnizca ekrin sekresyon yapmaktadirlar. Uzun hiicreler ise aktif salgilamada rol
oynamakta ve ayni zamanda apokrin sekresyon da yapmaktadirlar (46).

Yas ve kuru tip serumen salgilayan bezlerin her ikisi de, uzun, orta ve kisa boylu
hiicreleri igermektedirler. Her iki bez tipinde uzun ve orta boylu hiicrelerde morfolojik
acidan farkliliklar géze ¢arpmaktadir. Uzun ve orta boylu hiicrelerin golgi cisimcikleri,
yas tipte iyi gelisirken, kuru tip bezlerin kiigiik hiicrelerinde iyi gelisme
gOstermektedir.Yas tip bezler, ekrin sekresyonla karakterize iken kuru tip bezlerin
sekresyonu agik degildir. Bu farkliliklar, yag ve kuru serumenin kompozisyon
farkliliklarim olusturmaktadir (47).

Seriiminéz bezler, adrenalinin lokal etkisiyle tepki vermektedirler. Bu etki
adrenalinin B-blokaj etkisiyle degil, a-blokaj etkisiyle gergeklesmektedir. Seriimindz
bezlerin a-adrenetjik reseptorlere sahip oldugu gozlenmektedir (48).

Fizyolojik Ozellikleri

Insan serumeni, degisik renklerde olabilmektedir. Altin sarisi, agik ve koyu
kahverengi ve siyah renkli olabilir. Serumenin renginden sorumlu pigment heniiz
bilinmemektedir (39).

Insan serumeni, kuru ve yas tip olarak iki simmfa aynlmaktadir. Asyalilar,
digerlerinden farkl: tipte serumene sahiptirler. Serumen, yalmzca asyalilar da kuru, pul
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pul altin saris1 renkte keratin skuam karakterdedir. Diger irklarda serumen, kahverengi
ve yastir. Yas serumen, yumusak ya da sert olabilmektedir.

Yumusak ve sert serumen, farkli 6zellikler g6stermektedir :

1 — Yumusak serumen siklikla ¢ocuklarda goriiliirken, sert serumen daha ¢ok
eriskinlerde goriilmektedir.

2 — Yumusak serumende squaméz keratin tabaka kiiciik iken, sert serumende
koyu ve daha belirgindir.

3 — Korneositler, yumusak serumende yaygmn iken, sert serumende
bulunmamaktadir.

4 — Sert serumen, kiimelenmeye daha uygundur ve klinik uygulamalarda hemen
daima goriilmektedir.

Serumen gelisiminin gerisinde kalitsal mekanizmalar oldugu ve kuru serumen
allelinin yas allele gore resesif oldugu bildirilmigtir (39).

insan serumeninin, 16. kromozomun perisentromerik balgesinde lokalize oldugu
ileri stirilmiigtiir. Serumen lokalizasyonunun belirlenmesinin, apokrin bezlerin
gelisimiyle ilgili antropolojik, fizyolojik ve patolojik c¢aligmalarin anlagilmasina
yardimc1 olabilecegi belirtilmisgtir (49).

B -Biyokimyasal I¢erik :

Lipid Olmayan icerik :

Yas ve cinsiyete gore degerlendirildiginde, ¢cocuklarda serumenin total protein
miktarlar erigkinlere oranla hafifce yiiksektir. Erigkinlerde yas ve cinsiyete gore total
protein miktarlar1 anlamli degisiklikler géstermemektedir (5).

Insan serumeni, sodyum, potasyum, Kkalsiyum, magnezyum, bakir ve
monosakkaritler ( 6zellikle glukoz ve fruktoz ) igerir fakat demir igermemektedir (50).

Insan serumeninin baslhica amino asitleri glisin, glutamik asit ve serindir. Insan
serumeninin amino asit igerigi, sa¢ ve stratum korneum ile paralellik géstermektedir
( Tablo 3 ). Serumen, sa¢ ve stratum korneuma gore daha yiiksek seviyelerde alanin,
glisin ve fanilalanin igerirken, daha diisiik seviyelerde arjinin, serin, tirozin ve sistein
igermektedir.

Insan serumeni, basit sekerleri de icermektedir (tablo 4). Digerlerine gore
galaktozamin, galaktoz, glukozamin, mannoz ve fukoz daha bol miktarlarda
bulunmaktadir. Sekerlerin ve amino asitlerin tespitinin, patojenlerin, tiimorlerin ve

metabolik hastaliklarin taninmasinda avantaj saglayacag diigtintilmektedir (51).
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Tablo 3. S ac, s tratum k orneum v e k ulak m umunun % m ol o larak a mino a sit

icerikleri:

Amino asit Sag¢ Stratum Korneum | Kulak Mumu
Lizin 2.5 42 3.9
Histidin 0.9 1.5 0.6
Arjinin 6.5 3.8 1.6
Aspartik Asit 54 7.9 8.4
Treonin 7.6 3.0 5.0
Serin 12.2 13.6 10.0
Glutamik Asit 12.2 12.6 11.3
Prolin 8.4 3.0 6.0
Glisin 5.8 24.5 28.7
Alanin 43 4.4 7.1
Valin 55 3.0 4.3
Metionin 0.5 1.1 0.5
[zolssin 23 2.7 2.6
Losin 6.1 6.9 5.2
Tirozin 2.2 34 0.1
Fenilalanin 1.7 3.2 4.8
Half-sistin 15.9 1.2 0.0

Tablo 4 . Kulak mumunun % karbohidrat kompozisyonu:

Seker W . Yiizde Kompozisyon
Fukoz | 3.42
2-Deoksi glukoz 4.60
Galaktozamin 42.57
Glukozamin 16.07
Galaktoz 15.75
Glukoz 13.15
Mannoz 4.41
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Lipid Icerik :

Cocuklarda yiizeye yag salgilanmasmin diisiik oldugu ve puberte baglangici ile
bu salgimn artarak yetiskinde sabitlestidi ifade edilmesine ragmen ¢ocuklarin
eriskinlere oranla hafifce yliksek total lipid miktarlarina sahip oldugu bildirilmektedir.
Hem ¢ocuk hem de eriskinlerde cinsiyete gore total lipid miktarlart anlaml
degisiklikler gostermemektedir (5).

Seks hormonlarinin serumenin lipid igeriginin {iretim hizinda minér bir rol
oynadifi ve cinsiyetin bir faktér olmadigi bildirilmigtir. Mevsimsel agidan
triagilgliserol diizeyinin kig aylarindan yaz aylarma dogru giderek azaldif
bilinmektedir. Yaz aylarinda sik¢a goriilen dis kulak yolu enfeksiyonlarinin artiginin bu
disiik triagilgliserol diizeyi ile ilgili olabilecegi ifade edilmigtir (6).

Kuru serumenin yaklagik agirlifinin % 20° sini, yag serumenin ise % 50’ sini
lipidler olusturmaktadir (2).

Serumen kompozisyonuna yoénelik kalitatif ve kantitatif olarak yapilan
birtakim ¢cahsmalarda farkh goriisler bildirilmektedir :

Kantitatif sonuglar gosterilmemesine ragmen kuru tip insan serumeninin SK,
KE, ME, TG, SYA ve K igerdigi, yas serumenin ME ve KE igermedigi ve ilave olarak
¢ok sayida nonpolar komponent icerdigi ortaya konulmustur. SK ve tanimlanamayan
lipid bantlarinin yas kulak mumunun ana bilegenleri oldugu belirlenmistir (52).

Insan serumeni, yag asitlerini ve alkolleri icermektedir. Bu gruplar diiz zincirli
doymus, diiz zincirli doymamus, dalli zincirli doymus ve doymamig asitlerin hepsini
icermektedir. Yag asitleri total lipidlerin % 59,5°lik kismum: olusturmaktadir. Onemli
yag asitleri 14,15,16 ve 18 karbon atomlarina sahip diiz zincirlilerdir ve ¢ogunlugunu
doymus ya da A-6 pozisyonunda ¢ift bag iceren tekli doymamis yag asitleri olusturur.
Diiz zincirli yag asitleri, asit kisminin % 88,9’unu ve doymus asitlerden olusan total asit
kisminmin % 52” sini olugturur. Dall1 zincirli asitlerin ¢ogu doymustur ( % 81 ).

Yag alkolleri, total lipidlerin % 10,1’ini olugturmaktadir ve gogunlukla diiz
zincirler igermektedir. Diger 6nemli bilegenler ise K (% 5.1) ve SK (% 13.1) olarak
bildirilmektedir (53).

Serumenin 6nemli bilesenlerinin doymus ve doymamus uzun zincirli yag asitleri,
alkoller, SK ve K’ den olustugu, fakat benzer metodlar kullanilmasina ragmen SK
(% 12-20) ve K (% 6-9) haricinde yag asitleri ya da alkolleri igin giivenilir yiizde
istatistik ¢ikarmanin imkansiz oldugu da bildirilmektedir. Bunun sebebi olarak, bir
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kisim kozmetik yaglar, ylize siiriilen ilaglar ve g¢esitli maddelerin serumenin
hidrokarbonlarim ortadan kaldirabilecegi ifade edilmistir (38).

Stiregelen galigmalar igerisinde serumen kompozisyonuna ydnelik en hassas
teknigin Flash Pyrolysis—Gaz Kromatografisi/Kiitle = Spektrometresi oldugu
bildirilmigtir. Baglica 152 farkli madde tesbit edilmistir. C6ziinen kismin bilesenleri,
basit aromatik hidrokarbonlar, SK, tam olarak identifiye edilmemis diterpenoidler ve
steroidlerin bir kangimidir. Coziinmeyen kisimda ise basit aromatik biiesikler
(benzenler, fenoller ve benzonitriller), 525 karbon atomuna sahip diiz zincirli
hidrokarbonlar, yiiksek miktarda nitrojen bilesikleri ve diigiik Oneme sahip
diterpenoidler belirlenmistir.

Coziinen ve ¢oziinmeyen kisimlarin her ikisi iginde hidrokarbonlarin ¢ok 6nemli
bilesikler oldugu ve bu hidrokarbonlarin diiz zincirli normal alkanlar ve normal alkan
serileri oldugu bildirilmektedir (54). Normal alkanlar, bitkilerde ve bdcek tiirlerinde
goriilmektedir. Memelilerde alkan sentezinin miimkiin olmadi1 ve insan derisinde
firetiminin imkansiz oldugu belirtilmigtir. Bu bilesiklerin sistemik yoldan ziyade
etraftan direk bulagma ile (gesitli yiyeceklerde katki maddesi olarak kullanimi, cilde
stiriilen yumusatici kremlerin, ¢esitli macun ve merhemlerin formiillerine katilarak )
kazanildig: bildirilmektedir (55).

Yas serumenin Kkantitatif olarak lipid kompozisyonu belirlenmistir. Yas
serumenin SK (%6,4), KE (%9,6), ME (%9,3), TG (%3), SYA (%22,7), K (%20,9),
seramidler (%18,6), K-S (%2) ve ¢ok sayida belirlenmemis polar bilegenlerden (%7,5)
olugtugu bildirilmektedir. Bu lipidlere ilaveten sadece sabunlagmadan sonra tesbit
edilebilecek kovalent olarak bagh %0,9 luk ilave bir lipid i¢erigi de bildirilmektedir.
Bunlar, iki olagan dig1 seramid (%63,4), mum hidroksi asitleri (%27,7) ve nonhidroksi
yag astilerinden (%8,8) olugsmaktadir. Serumene yag bezlerinin katkisimmn, lipidlerde
%15 ile %91 (ortalama %41+ 20 ) arasinda degistigi ve epidermal katkinin ise %21 ile
%70 (ortalama %41 * 17 ) arasinda oldugu belirlenmistir. Genel olarak epidermal
lipidler ve sebumun serumen lipidlerinin ¢ogunlugunu olusturdugu kabaca sSylense
bile, seriimin6z bezlerin de serumene kiigiik bir katkisi olabilecegi ihtimali de
bulunmaktadir (2).

Kopek serumeni, K, KE, SYA, TG, gesitli mumlar, lesitin ve sfingomyelin
icermektedir. Insan serumeninde fosfolipid, lesitin ve sfingomyelin net olarak

bildirilmemigtir. Buna ragmen insan ve kopek serumeninin lipid igerik ve
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kompozisyonu benzer olarak tesbit edilmistir ve kopek serumeni ile yapilacak
calismalarin insanlar iginde yol gosterici olabilecegi ileri siiriilmiistiir (3).

C-Insan Serumeninin Fonksiyonlar:

Temizleme Fonksiyonu:

Viicudun diger kisimlarindaki derinin epitelinde, banyo yapma, elbise giyerken
olusan temas ve uyuma gibi etkenlerle olusan siirtlinme nedeniyle epitel tabakasi
dokillmektedir. Dis kulak yolunda bu tiir dokiintiiler smmrhdir ve siirtiinmeyle
olmamaktadir. Kulak kanali gelismis hiicre migrasyon yetenegine sahiptir. Migrasyon
mekanizmasi, yiizeydeki epitel d6kiintiistiniin laterale dogru hareketiyle timpan zardan
kulak digina dogru gergeklesmektedir (39).

Zardan, disa yani kikirdak kisma dogru go¢ 6zelligi sayesinde zarin ve kemik
kanal cildinin kendini temizleme olanagi bulunmaktadir (40). Hareket kitleseldir ve
giinlikk hiz1 yaklagik 1 mm dir. Ayrica normal ve timpanoplastili timpanik membranlar
arasinda epitel g¢ hiz1 agisindan anlamli bir fark bulunmamaktadir (56). Migrasyon
hareketi ile atilimdan 6nce epitelin toz, bakteri ve mantar ile kapli yapiskan bir madde
olmasimi saglayan buharlagma meydana gelmektedir (1).

Yaglama ve Kayganlastirma (Lubrikasyon):

Yaglama, dis kulak yolu derisinin kaginma ve tahrisini 6nlemektedir. Yaglama
Ozelligi yag bezleri ile iiretilen sebumun yiiksek lipid igeriginden dolay: olmaktadir
(57).

Yag bezleri, kil follikiilleri ile yakindan baglantilidirlar. Sebum, kil
follikiillerine akar, ordan deri yiizeyine ulagir. Burada deri yiizeyini ve kili yaglayarak
su gecirmezlik saglar, dehidrasyon ve gatlamalara kargi derinin korunmasina yardim
eder (8). Kanalin lipid kapli koruyucu tabakasinin uzaklastirilmast sonucu bakteriler
apopilosebas6z iinitenin igine girebilir ve dis kulak yolunun bakteriyel enfeksiyonuna
neden olabilir (58).

Antibakteriyel ve Antifungal Ozellikleri:

Serumen, enfeksiyona kars: koruyucu rol oynamaktadir. Birincil olarak mevcut
mekanik, yagli bariyer ve derinin mikrobiyal florast koruyucu rol oynamaktadir (59).

Ortalama 1 mL serumen siispansiyon 10° mikroorganizma igermektedir.
Serumenin gosterilen florasi monomikrobiyal (%33,3) ve polimikrobiyal (%066,6)
ajanlardan  olugmaktadir.  Monomikrobiyal  ajanlar,  Staf.  epidermidis,
Coryneobacterium, Staf. aureus ve Staf. saprophyticum’ dur. Polimikrobiyal ajanlarin
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cogunlugunu  Staf.  epidermidis ve  Coryneobacterium  olusturmaktadir.
Konsantrasyonlarina goére Staf. epidermidis (%50-70) daha baskindir ve bunu
Coryneobacterium (%40-60) takip etmektedir (37).

Dis kulak yolunun serumen ortiisti asidik oldugundan bakteri ve mantarlarin
tiremesini yliksek oranda inhibe etmektedir. Seker hastalar1 normal populasyona oranla
6nemli derecede yiiksek pH ya sahiptirler. Bu yiiksek pH bakteriyel ¢ogalma
(P. aeroginosa) icin uygun gevresel kosullar saglar ve neticede Oldiirticti olabilen
malign eksternal otit gelisebilir. Erkeklerde serumenin pH’ si, hem normal
populasyonda hem de seker hastalarinda kadinlara oranla belirgin olmasada yliksektir.
Bu da erkeklerin kadinlara oranla daha az koruyucu serumene sahip oldugunu
gostermektedir (60).

Insan serumeni lizozim, IgA ve yag asitleri gibi gesitli antimikrobiyal dzellik
gosteren biyokimyasal faktorleri de igermektedir (59, 60, 61). Lizozim ve IgA’ nin her
ikisi de akigkan viicut sivilarinda iyi g¢aligmaktadir. Bunlar, yapigkan serumen
ortaminda gdmiilii ve kismen hareketsizdirler. Bu nedenle serumen ortaminda gok
6nemli antibakteriyel 6zellik tagimadiklar: bildirilmigtir (59).

Yag asitleri, mantar ve bakterilerin her ikisinin de tiremesini yiiksek oranda
inhibe etmektedir. Coklu doymamug yag asitlerinin doymus yag asitlerine oranla daha
iyi antibakteriyel 6zellige sahip oldugu ileri siiriilmesine ragmen, ¢oklu doymus ve
¢oklu doymamis yag asiti kompozisyonunun normal kigilerde ve eksternal otitli hasta
serumenlerinde farklilik géstermedigi belirtilmektedir (59).

Serumenin fakli mikroorganizma tiirleri iizerine yliksek bakterisidal etkisinin
bulundugu bilinmektedir. H. influenza, E. coli K-12, Serratia marcenses tiirleri tizerinde
yiiksek oranda (% 99) sldiiriicii iken, E. coli K-1, P. acruginosa, Streptococcus ve Staf.
aureus iizerine daha az (% 30-80) 6ldiiriicti oldugu bulunmustur (61).

Serumenin normal popiilasyonda bakterisidal bir etkisinin olmadigi da
bildirilmektedir. Dis kulak yolu enfeksiyonunun onlenmesi ve yok edilmesinde
bakterisidal etkiden ¢ok serumenin fizyolojik bariyer etkisinin &nemli oldugu ifade
edilmistir (58).

D — Serumenin Hastalklarla Iliskisi Ve Buson Olusumu:

Serumendeki  birtakim  degigiklikler, lokal veya sistemik hastalif1
yansitabilmektedir. Cilt problemleri serumenin kompozisyonundaki degisiklik ile

baglantili olabilmektedir. Ornegin; Tinea versicolor enfeksiyonu yas serumeni
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olanlarda daha yaygin gériilmektedir. Kistik fibrozisi olanlarda serumen, daha kuru ve
daha yapigkan olmaktadir. Hemodiyaliz hastalarinin genelinde yag bezlerinin azalmig
fonksiyonuna bagli olarak ciltleri kuru iken, serumenleri daha kuru olmamaktadir.
Alkaptontirili hastalarin serumenleri koyu kahve ve siyah renkte olmaktadir. Parkinson
hastalar1 daha fazla bugon iiretebilmektedir ve parkinsonizm derecesiyle bugon olusumu
arasinda bir iliski oldugu bildirilmigtir (1).

Kuru serumenin daha diigiik g6giis kanseri insidansi ile baglantili oldugu ifade
edilmektedir (39).

Her yas grubunda primer bir olaydan ziyade dis kulak yolunun genellikle pamuk
temizleyicilerle irritasyonuna sekonder olarak serumen sentezinde artiy meydana
gelmektedir. Bez aktivitesi ve sekresyonundaki artig ile birlikte serumenin
uzaklagtirilmasinda da bir engel var ise birikme ve buson olusumu ger¢eklesmektedir.
Cocuklarda kanalin dar olmasi, yaslilarda anatomik anormallikler, killar ( ozellikle
erkeklerde ) ve igitme cihazlar1 sonucu olugabilmektedir. Buson olusumu, sagirhk,
kulakta ¢mlama, oksiiriik, kulak agrisi ve bag doénmesi semptomlarma yol
agabilmektedir. Bugon higroskopiktir, ylizme ve banyo sirasinda su ¢ekerek dis kulak
yolunu tamamen kapatabilmektedir (1).

Bagka bir patolojisi olmadan dig kulak yolu darliginda deri {ilserasyonu ve
kiimelenmis serumenin kronik kuru dksiiriige neden oldugu bir vaka bildirilmistir (62).
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3-Menstruel Siklus Fizyolojisi Ve Hormonal Varyasyonlar :

Menarstan menapoza kadar liremeye yonelik her ay tekrarlayan hormonal
degisiklik ve adet kanamasi ile karakterize, 6zellikle genital sistem olmak lizere tim
organizmay etkileyen siklik degisikliklere menstruel siklus denilmektedir (63). Normal
bir siklus, 21-35 giin siirmekte olup 2-6 giiniinde kanama olmaktadir (64). Siklusun
gergeklesebilmesi i¢in hipotalamus, hipofiz, ovaryum ve uterus yapilarmin karsilikli
etkilesimi gereklidir (63).

Menstruel siklus 4 donemden olusur :

1-Folikiiler faz (proliferasyon): Kanama sonrasi baglar, bir dominant folikiiliin
olgunlagsarak ovulasyona hazir hale gelmesini saglar.

2-Periovulatuvar faz: LH yiikselmesi ve ovulasyonun oldugu fazdir.

3-Luteal faz (sekresyon): Ovulasyon sonrasinda olgun folikiiliin korpus luteuma
dontismesiyle baglar, menstruel kanamanin baglamasiyla sona erer.

4-Menstruel faz: Implantasyon olusmadign takdirde endometrium tabakasi
dokiiliir ve buna menstruasyon denir. Doklilmenin sebebi §strojen ve progesteron
diizeyinin azalmasidir. Vajinal kanamanin ilk gilinii siklusun 1. giinti kabul edilir
(63,64).

Siklus siiresinde gelisen hormonal varyasyonlar s6yledir (Sekil 3, 65) :

1-Her menstruel siklusun baslangicinda gonadal steroidlerin diizeyleri diisiik
olup dnceki luteal fazdan beri diisiis icerisinde olmaktadir.

2-FSH diizeyinin artmasiyla bir grup biiyliyen folikiil ortaya ¢ikmakta ve bunlar
biiyiirken artan miktarlarda &strojen salgilamaktadirlar.

3-Yiikselen Ostrojen, FSH tizerine negatif feedback etki olusturmakta, LH
salgistm uyarmaktadir. Ovulasyondan hemen once LH reseptorleri uyarisiyla
progesteron salgis1 modiile olur.Yeterli 6strojenik uyaridan sonra LH da ani bir artig
olusmakta, bu artigin etkisiyle 24-36 saat sonra ovulasyon gelismektedir.

4-Ostrojen diizeyinde luteal faz boyunca azalma devam etmektedir. Korpus
luteumun sekresyonu ile yeniden yiikselmeye baglamaktadir.

5-Ovulasyon sonrasinda progesteron seviyeleri hizli bir gekilde yiikselmekte
olup, bu yiikselme ovulasyonun gergeklesmis olmasi anlamina gelmektedir.

6-Korpus luteum varliginda hem Ostrojen hemde progesteron diizeyleri yiiksek
kalir, kayboldugunda her iki hormonda azalir. Proliferatif fazin aksine luteal faz,
Ostrojene ilavaten progesteron etkileriyle karakterizedir (64).
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MENSTRUEL SIKLUS
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Sekil 3. Menstruel siklusu olugturan hormonlarin profil gériiniimi (65)
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GEREC VE YONTEMLER

1) Geregler :

A) Kimyasallar :

tablo 5. de kullanilan kimyasallar verilmistir.

B) Diger Geregler :

1) 50 HPTLC Plates 20 X 10 Silica gel 60 : Merck

2 ) Twin Through Chamber : CAMAG Scientific Inc., Wilmington N. C. USA

3 ) Disposable Micropipettes S mL : CAMAG

4 ) Steril Ekiivyonlu tiip 10 X 1.5 cm

5 ) Parafilm : Pechiney Plastic Packaging, Menasha, WI 54952 USA

6) Vida kapakli tiip 10 X 1.5 cm

7) Vida kapakli cam sige 500 ml

8 ) Stizge¢ kagids

C ) Makine Techizat:

1 ) Otoklav : Memmert Hot air sterilizers GmBH + Co. KG — Laborgeracte,
Waermeschraenke

2 ) Dansitometre : Densitometer CD 60, 230 V Desaga Gmbh - Heildelberg

3) Sa¢ Kurutma Makinas1

D) Programlar:

1) CD60 Tarama Programi : Ver : 4.0 Desaga Sar sted-Gruppe version
2) SPSS 11.0 ve SPSS 13.0 versiyon, Chicago, Illions, ABD.
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Tablo S . Kullanilan kimyasal maddeler ve firmalari :

Kimyasal Firma
Skualen Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim-Germany
Bee wax Sigma-Aldrich
Kolesterol oleat Sigma-Aldrich
Triolein (C 18:1) Sigma-Aldrich
Palmitik asit Sigma-Aldrich
Kolesterol Sigma-Aldrich
N-Palmitoil-D-sfingosin Sigma-Aldrich
Galaktoserebrosid ( Tip I+ Tip I ) Sigma-Aldrich
Kolesterol-3-sulfat Sigma-Aldrich
L-a-Fosfatidiletanolamin Sigma-Aldrich
L-o- Fosfatidilkolin Sigma-Aldrich

Metanol

n-Hekzan

Kloroform

Kloroform (% 99.8)

Dietileter (% 99)

Petroleum benzin

Asetik asit ( % 99-100 glasial )
Fosforik asit ( % 85 )

Aseton

Bakir II sulfat-5-hidrat

Merck KgaA, Darmstad — Germany
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich ve Merck

Merck

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

J. T. Baker, Deventer — Holland

J. T. Baker

Merck

Sigma-Aldrich
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2-Yontemler :

A) Serumen drnekleri :
Bu ¢alisma, yas serumen Srnekleri ile yapildi. Ornekler, inonii Universitesi Tip
Fakiiltesi’ ne bagvuran saglikl: kigilerden ve hastane personelinden alindi.

Orneklerin abmmasi : Serumen 6rnekleri, kisilerin tek kulagindan steril pamuk
kapli gubuklar ile alndi. Bu ¢aligmaya, etik agidan sakincali bulundugundan 1 yas
altindaki ¢ocuklar ve yeni doganlar dahil edilmedi. Bu galismaya, seker hastalif1
olmayan, dig kulak yolunda deri hastalig1 bulunmayan, son dort hafta i¢inde topikal ilag
kullanmayan ve ge¢miste dig kulak yolu enfeksiyonu hikayesi olmayan kisiler dahil
edildi.

Menstruel siklus i¢in s erumen 6 rnekleri, bir siklus i ¢inde v eya birbirini takip
eden sikluslarda alindi. Siklus baslangicinda 6rnek alinacak kulak temizlendi. Ornekler,
menstruel siklusun luteal evresi igin, 7 veya 8. giinlerde, menstruel evresi i¢in, 16 veya
17. glinlerde ve proliferatif evresi igin 27 veya 28. giinlerde kisilerin temizlenen
kulagindan alindi. Menstruel siklus i¢in serumen Ornegi, sikluslar1 diizenli olan ve
ortalama 28 giin siiren, oral kontraseptif veya herhangi bir hormonal tedavi almayan ve
sistemik hastalig1 bulunmayan 19-40 yagslar: arasindaki kadinlardan alindi.

Orneklerin saklanmasi : Yas serumen Srnekleri, ¢alisma giintine kadar -20 °C
de saklandi.

Orneklerin gruplandirlmasi : Bu galisma, 152 Kisiden alan toplam 212 yas
serumen &rmegi ile yapildi. Orneklerin yas grubuna gére dagilimi s6yledir :

1-10 Yagerkek : 15 6rek
1-10 Yaskadin : 18 6rnek
11-18 Yaserkek : 15 6rnek
11-18 Yaskadin : 15 6rnek
19-40 Yas erkek : 30 6rnek
19-40 Yaskadin : 3006rnek x 3 (menstruel siklus grubu)
40 + Yas erkek : 15 ornek
40 + Yas kadin : 14 6rnek
Toplam ¢ 212 drnek
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B) Serumen Orneklerinin Ekstraksiyonu:

Yas insan serumen Orneklerine en uygun ¢Oziictiyli tesbit etmek igin farkh
¢oziiciiler denendi. Bu amagla kullanilan ¢oziictiler tablo 6 da verilmigtir.

Serumen 6rnekleri, ekstraksiyon isleminden 6nce oda 1sisina getirildi. Her bir
ornek, 1mL hekzan/dietileter/asetik asit (80/20/7—v/v/v) iginde ¢6ziindii, 2 dakika
siireyle vortekslendi ve 4000 g de 5 dakika siireyle santrifiij edildi.

Her bir 6rnegin ¢aligma anina kadar agzi siki bir sekilde parafilm ile kaplandi ve
dis ortam ile iligkisi kesildi.

C) HPTLC Metodu:

Solventlerin Hazirlanmasa:

Kromatografide yiirlitme islemi {i¢ farklh ¢oéziici karigimi ile
gerceklestirildi. Yirlitme isleminde kullanilan ¢6ziicti karigimlart sdyledir :

Coziicii 1 :

Metanol : 20mL.

Kloroform : 95 mlL.

Distile Su : 1 mL.

Coziicii 1, polar lipidlerin ayrigtiriimasi igin kullamldi.
Coziicii 2 :

n — Hekzan : 80mL.

Dietileter : 20mL.

Asetik asit : 7mL.

Coziicii 2, notral lipidlerin ayrigtirilmast igin kullamldi.
Coziicii 3 :

Petroleum benzin

Coziicii 3, non-polar lipidlerin ayrigtirilmas: igin kullanilds.

Coziiciiler hazirlandiktan sonra 500 mL’ lik vida kapakh siselerde muhafaza
edildi. Her yeni ¢aligma taze ¢oziiciiler ile yapilda.

Standartlarin Hazirlanmas: :

Kullanilan lipid standartlar1 gunlardir:

1- Skualen

2- Kolesterol oleat

3- Triolein

4- Palmitik asit
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Tablo 6 . Orneklerin ekstraksiyonu icin denenen coziiciiler :

Coziicii Orani(v/v) Kullanilan toplam hacim
' (mL.)

Hekzan 1
Hekzan / metanol 2:1 1
Klorofom / Metanol 2:3 1
Klorofom / Metanol 2:1 1
Klorofom / Metanol 2:1 2
Klorofom / Metanol 05:1 1
Klorofom / Metanol 06:1 1
Klorofom / Metanol 07:1 1
Klorofom / Metanol 08:1 1
Klorofom / Metanol 0.9:1 1
Diklormetan / Metanol 1:1 1
Diklormetan / Metanol 2:1 1
Kloroform/Metanol/ 20:95:1 1
Distile Su

Hekzan / Dietileter / Asetik 80:20:7 1
asit

Dietileter 1
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5-Kolesterol

6-Bee wax

7-N-Palmitoil-D sfingozin

8-Galaktoserebrosid (tipl ve tip II)

9-Kolesterol-3-sulfat

10-L-a-Fosfatidiletanolamin

11-L-a-Fosfatidilkolin

1, 2, 3, 4, 5, 6 numarali standartlar, 3 mg tartild1 ve iizerlerine Sml n-hekzan

ilave edilerek ¢oziildii.

7, 8, 9, 10, 11 numarali standartlar, 3 mg tartildi ve {lizerlerine 5 mlL

kloroform/methanol (1:1, v/v) ilave edilerek ¢6ziildii.

Her bir lipid soltisyonundan 100’ er mikrolitre alimip kombine bir lipid standarti

elde edildi.

HPTLC Plakalarinin Aktivasyonu :

Kullanilacak HPTLC plakalari, 30 dakika siire ile oda 1sisinda bekletildikten
sonra 100 ° C’ de otoklav iginde 30 dakika siire ile aktive edildi.

HPTLC Pakalarmm Hazirlanmasi :

Serumen o&rnekleri, 20 x 10 cm’ lik HPTLC plakalar1 tizerine uygulandi.
Plakalar, her iki kenardan 1.8 cm bosluk kalacak sekilde ve 6rneklerin tatbik noktalar
aralarinda 1.6 cm bosluk birakilarak isaretlendi. Bu sekilde her plakaya 5 ayr1 6rnek
tatbik edildi. Orneklerin tatbik edildigi nokta, plakamn alt kenarmdan 2 cm yiikseklikte
gerceklestirildi. Birinci ¢ziicli i¢in plakanin alt kenarindan itibaren 8 cm, ikinci ¢6ziici
i¢cin 10.5 cm ve {liglincii ¢oziicii igin 15 cm ylirlitme mesafesi uygulandi. Bu hizalar,
plakanin kenarina kursun kalem ile isaretlendi.

Her bir plakanin sol iist kdgesine bir numara verildi. Bu numaraya uygulanan
Orneklerin isimleri bir deftere kaydedildi.

Sekil 4. te HPTLC plakalarimin hazirlanmasi sematize edilmisgtir.

Serumen Orneklerinin ve Standartlarin Tatbik Edilmesi :

Serumen ve standart 6rneklerinin aplikasyonu igin 5 pL’ lik mikropipetler
kullanildi. Tatbik asamasinda ve diger agamalarda higbir plakaya el ile temas edilmedi.
Standartlar, 10 pL, serumen &rnekleri ise 10 — 60 pL arasinda degisik hacimlerde
plakalara 1lik hava akimi altinda tatbik edildi.
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SR-1 20X 10 cm

3.COZUCU HIZASI 15cm
2: COZUCU HIZASI 10.5 cm
1. C(")ZU'CU HiZASI 8 cm
1.8cm 1.6 cm 1.6 cm 1.6 cm 1.6 cm 1.8 cm
0 0 0 0 0
TATBIK NOKTALARI 2 cm

Sekil 4. HPTLC plakalarinin hazirlanmasi:
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Plakalarin Yiiriitme iglemi :

Serumen Orneklerinin ylirlitme islemi, kapakli bir yiiriitme tankinda (Twin
Through Chamber) yapildi.

Tankin tabanindan itibaren 1 cm’ lik yiikseklige denk gelen kisim bir ¢izgi ile
isaretlendi ve solventin tank i¢indeki hacmi (75 mL) bu ¢izgi ile belirlendi.

Yiirtitme tankinin tabanina uygun boyutlarda siizge¢ kagitlari hazirlandi.
Hazirlanan bu siizgeg kagitlar, katlanarak tankin alt kismina yerlestirildi.

Yirtitme tankinin igine solvent eklendikten sonra tankin tist kismi kapag ile
kapatildi. Stizge¢ kagidina ¢oziicli emdirilerek tankin i¢i ¢oziicli ile tamamen
doygunlagstirildi. Her ¢oziicii degisiminde tankin igine yeni bir siizge¢ kagidi konuldu.
Her ¢6ziicti degisiminden sonra tankin i¢indeki ¢dziicliniin tamaminin ugmasi beklendi
ve tankin i¢ine yeni solvent eklenmeden 6nce tankin igi steril kagit havlu ile temizlendi.

Yeni ¢oziicti eklenmeden 6nce tankin i¢i kullamlacak ¢oziicii ile birkag kez
calkalanarak temizlendi. ¢oziicliler, plakalardan 20 dakika 6nce tank igine kondu ve bu
suretle tankin i¢i ¢6ziicti ile tamamen doygunlagtirildi.

Cozictilerin hazirlanmasindan tank igindeki yiiriitme iglemine kadar biitlin
iglemler , oda 1sisinda ve geker ocak i¢inde gerceklestirildi.

Her bir ¢aligmada, tank icinde iki ayr plaka karsilikli olarak aym zamanda
calisildi. HPTLC plakalari, yiirtitme tanki igine tabandan itibaren 0.5 cm’ lik kismu
solvent i¢inde kalacak sekilde ve hafifce egik olarak yerlestirildi.

Yiriitme tanki iginde 1. ¢oziicti ile ylirlitme islemi, plaka {izerinde tatbik
noktasindan itibaren ise 6 cm yiikseklikte olacak sekilde yapildi. Coziicti 1° in bu
mesafede ylirlime hizi1 ortalama 20 dakika olarak belirlendi. Plakalar yliriitme tankindan
¢ikanldi ve ilik hava akimi altinda kurutma iglemine tabi tutuldu. 1. Coziicti i¢indeki
distile suyun plakadan tamamen uzaklagtirilabilmesi amaciyla kurutma islemine 30
dakika siireyle araliksiz olarak devam edildi.

1. Coziicti i¢inde plakalarin yliriitiilmesi ve kurutulmasi islemleri yukaridaki
sekilde tekrar edildi.

Yiiriitme tanki icinde 2. ¢oziicli ile yiiriitme islemi, plaka iizerinde tatbik
noktasindan itibaren 8.5 cm yiikseklikte olacak sekilde yapildi. Coziicli 2’nin bu
mesafade ylirlime hiz1 ortalama 30 dakika olarak belirlendi. Plakalar, ytiriitme tankindan
¢ikarldi ve 1lik hava akimu altinda kurutma iglemine tabi tutuldu. Coziicii 2 igindeki
asetik asitin plakadan tamamen uzaklagtirilmasi amaciyla kurutma islemine 90 dakika
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stire ile araliksiz olarak devam edildi ve keskin asetik asit kokusunun plaka {izerinden
tamamen uzaklastirildigina emin olunduktan sonra 3. yiiriitme iglemine gegildi.

Yiirlitme tanki icinde 3. ¢oziicii ile yiiriitme iglemi, plaka iizerinde tatbik
noktasindan itibaren 13 cm ylikseklikte olacak sekilde yapildi. Céziicii 3’ {in bu
mesafede ylirlime hiz1 ortalama 70 dakika olarak belirlendi. Plakalar, yiiriitme tankindan
¢ikarildi ve kuru ilik hava akimi altinda kurutma iglemine tabi tutuldu. Coziicii 3
icindeki petroleum benzin kolayca ucgtugu igin kurutma islemi 10 dakika slireyle
araliksiz olarak gergeklestirildi.

Lipid Bantlarmimn Goriiniir Hale Getirilmesi:

a) Boyama: % 8’ lik Fosforik asitte hazirlanmis % 10°luk bakir sulfat ¢ozeltisi
kullanildi.

Bakir sulfat

Fosforik asit (% 85)

Distile su

HPTLC plakalarinin yiiriitme ve kurutma islemleri bitirildikten sonra plakalar %
10’ luk bakar sulfat (% 8’ lik fosforik asit iginde) ile boyandi.

Hazirlamg1: % 85°1lik Fosforik asitten 9.4 mL alinip tizerine 90.6 mL distile su
eklenerek % 8’ lik fosforik asit elde edildi. 10 gr bakir sulfat tartildi ve % 8’lik fosforik
asit igerisinde eritildi. Son hacim, 100 mL ye % 8’ lik fosforik asit ile tamamlanarak %
10° luk bakur sulfat ¢dzeltisi hazirlandi.

Cozelti, 151k ile temasim engelleyecek sekilde kaplanmig bir cam sisenin
icerisinde muhafaza edildi. Cam sigenin agzina boyay: piiskiirterek tahliye edecek bir
sistem eklendi.

Boyama islemi sirasinda plakalar, 30 derecelik bir agiyla zemin iizerine
yerlestirildi. Boya, plakalara dik ve 30 cm mesafaden piiskiirttildii. Piisklirtme islemi,
yukardan agadiya dogru inerek ve soldan saga dogru olarak yapildi. Yiiriitme isleminin
gergeklestigi alanin tamami boyandi ve plaka {izerinde homojen, agik mavi renkte bir
goriintii elde edildi.

Boyanan plakalar, 1lik hava akimi verilerek 10 dakika stire ile kurutuldu.

b) Yakma:

Boyama iglemi biten plakalar, énceden 160 dereceye getirilmis otoklavda
yakilarak bantlar goriintir hale getirildi. Plakalar, otoklav icine 30 derecelik agiyla
yerlestirildi. Otoklav i¢inde her bir plaka 15 dakika siire ile bekletildi ve bu siire
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sonunda yakma islemine son verildi. Plakalar lizerinde bantlar goriiniir hale getirildi.
Sekil 5. de 6rnek ve standartlar1 gésteren bir HPTLC plakasi sematize edilmisgtir.

D ) Dansitometre ile Plakalarin Taranmasi:

Serumen lipid bantlari, HPTLC plakalarinda goriintir hale getirildikten sonra bir
dansitometre araciligi ile tarandi ve her bir lipid bantinin dansitometrik yogunlugu tesbit
edildi. Her bir lipid bant1 i¢in ayr ayn pikler elde edildi.

Her bir 6rnek icin x ve y koordinatlar1 lipid bantlarmin tam ortasina gelecek
sekilde bir cetvel yardimi ile hesaplandi. Y koordinati, elde edilen ttim lipid bantlarin
taranmasini saglayacak sekilde alttan tatbik noktas: sifir kabul edilerek, yukardan
skualen bantinin birkag santimetre {izerine gelecek sekilde belirlendi. X koordinat1 ise
aplikasyon noktasinin tiim lipid bantlarim ortadan gordiigii noktalar olarak belirlendi.
Bu gsekilde bir tane x, iki tane y koordinat1 belilenerek tarama yapilacak bolgeler tesbit
edildi.

Her lipid bant1 arasindaki mesafe en az sifir olacak gekilde ayarlandi.

Lipid bantlarina ait pik yiikseklikleri en az 10, en fazla 1000 olacak sekilde
ayarlandz.

Dansitometre, tiim 6rnekler 600 nm optik dansitede taranacak sekilde ayarlandi.

Tarama iglemi bittikten sonra, tiim veriler kaydedildi. Kaydedilen verilerin hem
dansitometrik goriintiileri hemde pik yiikseklikleri ve alanlan bir yazic1 yardimiyla
bilgisayar ¢iktis1 olarak alindi.

Pik yiikseklikleri verilen degerlerin diginda ¢ikan veya birbiriyle i¢ ice girdigi
icin degerlendirilemeyen ornekler, hacimleri arttinlarak veya eksiltilerek yeniden
calisildi. Sekil 6. ve 7. de standartlara ve drneklere ait dansitometrik goriintiisii elde
edilen kromatogramlar verilmistir.

E ) istatistiksel Analiz:

Istatistiksel analiz i¢in SPSS paket program kullanildi. Degisken degerler,
standart sapma, kategorik degerler ylizde olarak ifade edildi.

Erkek ve kadinlarda yag yoniinden parametrelerin karsilagtirilmasinda Post hoc
test uygulandi.

Cinsiyete gore parametrelerin karsilagtinlmasinda, 19-40 yas grubu igin
unpaired- student T test, diger yas gruplar: i¢in Mann-Whitney testi uygulandi.

Menstruel s iklusta p arametrelerin e vrelere gére karsilagtirilmasinda Paired T-
test uyguland1. Tiim analizlerde, p<0.05 anlaml olarak kabul edildi.
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3. Cozlicti Hizas:

ammmmmmmmeeem=12 — Alkan -
11 — Skualen
2. Coziicii Hizas1
.............. 10 — Mum esteri+kolesterol esteri
9 — Triagilgliserol ]
8 — Serbest Yag Asiti u

7 —Kolesterol m 1. Cozicli Hizas:

6 — Sfingozin =
S — Galaktoserebrosid ~ 2 =
4 — Galaktoserebrosid — 1 =
3 — Kolesterol -3- sulfat °
2 — Fosfatidiletanolamin .
-—-mmeennamn-] — Fosfatidilkolin *
Tatbik Noktasi

Sekil 5. HPTLC plakas: iizerinde 6rnek ve standartlara ait lipid bantlarinin
gosterilmesi:
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Sekil 6. Standartlara ait dansitometrik gbriintii;

1- fosfatidilkolin, 2- fosfatidiletanolamin, 3- kolesterol-3-sulfat,
4- galaktoserebrosid-1, 5- galaktoserebrosid-2, 6- sfingozin,

7- kolesterol, 8- serbest yag asiti, 9- triacilgliserol,

10- mum esteri+kolesterol esteri, 11- skuaien
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Sekil 7. Grneklere ait dansitometrik goriintii:

1- fosfolipidier, 2- kolesterol, 3- serbest ya asiti, 4-triacilgliserol,
3. mum esteri+kolesterol esteri, 6- skualen
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BULGULAR
1-Metodlarin Optimizasyonuna Yonelik Denemeler :

A) Serumen Orneklerinin Ekstraksiyonu: Insan serumen lipidlerinin
ekstraksiyonu igin en uygun ¢oziicliye ulagmak amaciyla ¢oziinen serumen lipidleri
HPTLC plakalarina tatbik edilerek polar, apolar ve nétral lipidlerin seperasyonlari
izlendi.

a) Hekzan: Serumen ornekleri,1 mL hekzan iginde ¢oziildii ve plakalara degisik
hacimlerde (5, 10, 15, 20 pl) tatbik edildi. Notral lipidlerin aymrimimin tatminkar
olmasmna karsin, bant olusumu istenilen netlikte degildi. Polar lipidler, HPTLC plakalar1
tizerinde belirgin olarak izlenemedi.

b) Hekzan / metanol: Serumen 6rnekleri, 2:1 ve 2:3 (v/v) oraninda 1 mL hekzan
/ metanol karigimi iginde ¢oziildii ve plakalara degisik hacimlerde uygulandi. Her iki
oranda da polar ve notral lipid bantlar1 birbirine yakindi ve net olarak ayrimlar
gerceklestirilemedi.

¢) Kloroform / metanol: Daha 6nceki ¢aligmalarda lipid ekstraksiyonu i¢in en
¢ok kullanilan ¢dziicii bu oldugundan en ¢ok bu ¢oziicii i zerinde d uruldu. Once, 2:1
(v/v) oram ile caligildi. 1 ve 2 ml ¢oziict icinde ekstrakte edilen Grnekler deéisik
hacimlerde HPTLC plakalarina tatbik edildi. Polar lipidler, daha iyi bir ayirim gdsterdi.
Ozellikle fosfolipidler yaygimn bir bant gériintlisti olusturdu. Nétral lipidierde de bantlar
birbirlerinden iyi olarak ayrildi. Fakat, HPTLC plakalar1 tizerinde 1. ¢oziicli hizasi
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tizerinde yogun bir birikim olustu. Bu birikim, lipidlerin ¢6ziiniiliirliigiiniin tam olarak
gerceklesmedigi seklinde degerlendirildi. Giderilmesi amaciyla kloroform / metanol
karsiminin degisik oranlari ile ilave ¢aligmalar yapildi. Bu amagla, aym Kkigiye ait
serumen Ornekleri 1 mL ¢oziicii (0.5:1, 0.6:1, 0.7:1, 0.8:1, 0.9:1, 1.1, v/v) igerisinde
ekstrakte edildi. Kloroform / metanol’ iin 1:1 (v/v) oraninda ¢oziicli olarak kullanildig:
orneklerde digerlerine oranla sorun en aza indirilmesine ragmen tam olarak
giderilemedi.

Kloroform / metanol karigim i¢indeki kloroform yerine diklormetan denendi ve
ayni oranlar kullamlarak 6rnekler 1 mL karigim icinde ekstrakte edildi. Polar ve nétral
lipid bantlarinin iyi ayrilmasina karsin, 1. ¢6ziicti hizasi iizerindeki muhtemelen yetersiz
¢oziinmeden kaynaklanan birikim giderilemedi.

Kloroform / metanol / distile su (20:95:1, v/v/v) karisimu ile ¢alisilarak sorun
giderilmeye caligildi. 1 mL kangim icerisinde ornekler ekstrakte edildi ve degisik
hacimlerde aplike edildi. Bantlar iyi ayrigtirild: fakat, 1. ¢6ziicii hizasindaki problemin
ayn1 yogunlukta devam ettigi gézlendi.

d) Bter: Ornekler, 1 mL dietileter igerisinde ekstrakte edildi ve degisik
hacimlerde plakalara tatbik edildi. Nétral lipidler iyi ayristirildi fakat, polar lipidler
istenilen diizeyde ayrigtirilamadi. Coziicti 1 hizasindaki problemin en aza indirilmesine
ragmen burda da devam ettigi gozlendi.

¢) Hekzan / dietileter / asetik asit: Omekler, 1 mL hekzan / dietileter / asetik asit
(80:20:7, v/v/v) igerisinde ekstrakte edildi ve degisik hacimlerde plakalara tatbik edildi.
Yapilan tiim ¢aligmalar igerisinde en iyi ve en net bant goriintlisii bu kangimla elde
edildi. Polar ve nétral li pidler iyi ayrigtirildi. Polar grupta birbirinden ayirdedilebilen
fakat ¢ok yogun olmayan bant goriintiileri elde edildi. Coziicti hizasindaki problem
tamamu ile giderildi ve 6rnekleri ¢alismak icin en uygun karigim olarak degerlendirildi.

Sekil 8., 9. 10 ve 11’ de bu galigmalarin HPTLC plakalarindaki goriintiileri
verilmigtir.

B ) Polar ve nonpolar lipid bantlarmm degisik coziiciiler ile belirgin hale
getirilmesine yonelik ¢alismalar:

Nonpolar grupta alkan band1 3. ¢oziicli hizas: ile ¢akigmaktaydi. Bu ¢akigmayi

engellemek amaciyla 3. ¢oziiciiye aseton eklendi. Serumen 6rnekleri, ¢aligma prensibi
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Sekil 9. Serumen drneklerinin cesitli coziiciler ile ekstraksiyonu:
1, 2- eter, 3- kloroform/metanol/distile su (20/95/1, viviv),
4, 5- hekzan/dietileter/asetik asit (80/20/7, v/iv/v)
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1-2: standartlar, 3-4: sebum drnekleri, 5: serumen
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degistirilmeden yiiriitiildii. Sadece 3. ¢6ziicii olarak petroleum eter / aseton (95/5, v/v)
karisimi kullanildi.

Biitiin nonpolar gruplar etkilendi ve birbirlerinden genis bantlar olarak ayrildilar.
Skualen, 3. ¢dziicli hizasina ¢ok yakinlagti. Alkan band:i istenildigi gibi 3. ¢dziicii
hizasindan uzaklagtirilamadi ve bu gakigma giderilemedi.

Polar lipidlerin daha net aynigtirilmasi c¢aligmalari i¢in 6nce birkag serumen
ornegi birlegtirilerek bir serumen havuzu olugturuldu. Bu havuzdan alinan 6rnekler, 1
mL kloroform/metanol (1:1, v/v) ve kloroform/metanol/distile su (20/95/1, v/v/v)
icerisinde ayn ayr ekstrakte edildi ve degisik hacimlerde (100-150 uL) plakaya tatbik
edildi. Kloroform/metanol/distile su/aseton (18:15:3:1, v/v/v/v), ¢6ziicti karigimi olarak
kullanildi. Yiiriitme iglemi tatbik noktasindan itibaren 10 cm’lik mesafede durduruldu.
Ayni iglem iki kez tekrar edildi. Polar lipidler i¢in net bant goriintiisli elde edilemedi.
Sadece 1. ¢6ziicii hizasinda yogun bir birikim tesbit edildi.

Yine polar lipdler igin (6zellikle fosfolipidler) serumen ©rnekleri 1mL
hekzan/dietileter/asetik asit i¢inde ekstrakte edildi. Ornekler, iki ayr plakaya 100” er uL
tatbik edildi. Coziicii 1 iginde aplikasyon noktasindan itibaren 10 cm’ lik mesafeye
kadar iki kez yiiriitiildii. Plakalardan birinde bantlar goriiniir hale getirildi, digeri ise
sadece kurutuldu. Boyali plakadaki hizaya bakilarak ayn1 hizadan diger plaka bir bistiiri
yardimi ile kazindi. Kazman bolim 1 mL kloroform/metanol (1:1, v/v) igerisinde
ckstrakte edildi ve degisik hacimlerde (100-150 pL) plakaya tatbik edildi. Bu gekilde
¢ok az belirgin fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin bantlar1 gézlendi.

C) Kontaminasyona yénelik ¢caliymalar:

Serumen drnekleri, kigilerden ucuna pamuk kaplanmus steril ekiivyonlu ¢ubuklar
ile alindi. Kullarlan bu gubuklarin lipid profilini degistirebilecek bir kontaminasyona
sebep olup olmadigim gdstermek amaciyla iginde serumen Srnegi bulunmayan, sadece
pamuk kaplanmig ¢ubuklar hekzan/dietileter/asetik asit karigimu iginde ekstrakte edildi
ve plakalara tatbik edildi. Plaka tizerinde pamuk ¢ubuga ait herhangi bir bant olusumu
goriilmedi ve kontaminasyon ihtimali net bir gekilde ortadan kaldirilda.

D) Rf ve Rst degerleri:

Kromatogram iizerinde belli kosullarda g¢aligmanin tekrarlanabilirligini
gosterebilmek amaciyla standart ve ornekler lizerinde Rf ve Rst degerleri caligild
(tablo 7).
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Rf Degeri: AD/CD olarak hesaplandi.

AD: A 6rnek bandinin tatbik noktasina mesafesi

CD: 3. ¢6ziicti hizasinin tatbik noktasina uzakligi

Rst Degeri: AD/BD olarak hesaplandi.

AD: A 6mek bandinin tatbik noktasina mesafesi

BD: B standart bandinin tatbik noktasina mesafesi

E) Interassay ve Intraassay CV sonuclar :

Sonuglarin tekrarlanabilirliini ve giivenilirligini go&sterebilmek agisindan
varyasyon katsayist (CV) oOlgtimleri yapildi. Bu amagla ayni1 kigiden alinan serumen
Ornegi ile aym giin iginde iki ayr1 plakaya toplam 10 aplikasyon yapildi (intraassay CV).
Ayrica, aym kigiden alinan serumen Grnegi farkli glinlerde farkli plakalara toplam iig
kez tatbik edildi (interassay CV).

Tablo 8 ve 9 da interassay ve intraassay CV sonuglar1 verilmistir.
2-Yas, Cinsiyet ve Menstruel Siklusun Evrelerine Gére Insan

Serumen Lipidlerinin Karsilastirilmasi :

Bu calisma, In6nti Universitesi Tip Fakiiltesi’ ne basvuran kisiler ve hastane
caliganlarindan 75° i erkek, 77’ si kadin olmak iizere toplam 152 kigiden alinan 212
serumen Ornedi lizerinde gergeklestirildi.

Her iki cinsiyet, 1-10, 11-18, 19-40, 40 iizeri olarak yas gruplarina ayrildi ve her
bir grup i¢in ayn ayn Srnekler alindi. Menstruel siklus i¢in ayn kigiden siklusun {i¢ ayr1
evresine ait Ornekler alindi. Menstruel siklusun proliferatif, luteal ve menstruel
evrelerinde serumen lipid profili karsilagtirildi. 19-40 yas kadin grubunda, menstruel
siklusun {i¢ ayr1 evresinde alinan Srneklerde tesbit edilen degerler toplanip ortalamalari
kullanildi.

HPTLC plakalarinda ylirtitme islemi sonrasinda dansitometrik tarama yapilarak
lipid bantlarinin pik yiiksekliklerine ait sayisal degerler elde edildi. Baglica bes lipid
bant1 tesbit edildi. Bunlar, skualen (SK), mum esteri+kolesterol esteri (ME+KE),
triagilgliserol (TG), serbest yag asiti (SYA) ve kolesterol (K) olarak belirlendi. Diger
lipid bantlar1 hem anlamh bir ytizde tegkil etmediklerinden hem de digerlerinden net bir
sekilde ayrilmadiklarindan degerlendirilmeye alinmadi.
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Tablo 8. Interassay CV degerleri:

LiPID - o .
KOMPOQZISYONU X ' Sb INTERASSAY CV
SK 8.76 0.665 7.59
ME+KE 31.5 0.953 3.02
TG 18.0 0.4 22
SYA 22.3 2.17 9.7
K 19.43 2.05 10.5

(n=3)

Tablo 9. Intraassay CV degerleri:

LIPID = . T ‘
KOMPOZISYONU ~ SD: INTRAASSAY'CV
SK 10.34 0.43 4.1
ME+KE 314 1.76 5.6
TG 23.75 1.64 6.9
SYA 18.0 0.87 4.8
K 16.43 2.5 15.2
(n=10)
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Serumen lipid kompozisyonunun tesbiti, lipid bantlarina ait pik yiikseklikleri
degerlendirilerek yapildi.Bu beg lipid bantinin pik yiikseklikleri toplanarak her birine ait
yiizde kompozisyonlar elde edildi.

Serumen lipidlerinin ylizde kompozisyonlari, yag bezi lipidleri ile epidermal
kokenli lipidlerin birbirlerine oranlar1 ve yag bezi lipidlerinin birbirleriyle oranlar yas,
cinsiyet ve menstruel siklusun evrelerine gore karsilagtirildi.

Mum esteri, skualen tamamen ve triagilgliserol + serbest yag asiti biiyiik
cogunlukla yag bezinden kéken alan lipidlerdir. Kolesteroliin biiyiik bir kismu ve
kolesterol esteri epidermal kdkenlidir. Yag bezi kokenli lipidierin pik yiikseklikleri ayr
ayr1 kolesteroliin pik yiiksekligine oranlandi ve bdylece yag bezi kokenli/epidermal
kokenli lipid orami belirlendi. Bulunan degerlerin yas, cinsiyet ve menstruel siklus
evreleri ile degisimi ortaya konuldu.

Yag bezinden kéken alan lipidler de kendi iglerinde yas, cinsiyet ve menstruel
siklusun evrelerine oranlanarak aralarindaki degisimler belirlendi.

Her iki cinsiyet i¢in 1-10 yag grubu 1, 11-18 yas grubu 2, 19-40 yas grubu 3, 40
yag lstii ise 4 rakamlan ile ifade edildi. Menstruel siklus i¢in menstruel evre 1,
proliferatif evre 2, luteal evre 3 rakamlar ile ifade edildi.

Erkeklerde serumenin yasa gore tespit edilen % lipid kompozisyonu: % SK
ve % TG+SYA degerlerinin, diger yas gruplarina oranla 1. yag grubunda en diisiik, %
ME+KE’nin ise aym grupta en yliksek oldugu tablo 10. da goriilmektedir. % SK
degerinin, 19-40 yas grubunda en yiiksek degerine ulagtig1 goriilmektedir. % TG+SYA
degerleri ise 3. yag grubuna kadar artarken 4. grupta hafif bir diigme gostermektedir. %
ME+KE diizeyi yagla birlikte azalirken en belirgin diistis 1. ve 2. gruplar arasinda tespit
edildi (sekil 12). % K diizeyi, 1-10 yas grubunda en yiiksek diizeyde iken 2. yas
grubunda diismekte ve diger gruplarda yaklagik olarak aymi diizeyini korumaktadir
(tablo 14).

Kadinlarda serumenin yasa gore tespit edilen % lipid kompozisyonu:
Erkeklerde tespit edilen % lipid degerlerine biiyitk dlgtide benzerlik gostermektedir
(tablo 11). % SK ve % TG+SYA diizeyleri, 1. yag grubunda en diisiik diizeyde iken,
diger gruplarda bu yag grubuna gore artis gbsterdigi tespit edildi. Erkeklerde, 40 yasin
tizerinde muhtemelen hormonal aktivitenin azalmasina bagli olarak 19-40 yas grubuna
gore SK diizeyinin azaldidi, kadinlarda ise 20’ li yaglardan itibaren bu azalmamn
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bagladigr belirlendi (sekil 13). % ME+KE diizeyi ise, 1. yas grubunda en yiiksek
seviyede iken 2. yag grubunda azalmakta ve diger yas gruplarinda yaklagik olarak aym
diizeyini korumaktadir. % K diizeyinde ¢ok énemli farklar gézlenmedi (tablo 14).

Erkeklerde serumen lipdlerinin kendi aralarindaki oranlarmm yasa gore
karslagtirmasi: Yag bezi orijinli lipid (SK, ME+KE) diizeylerinin biiyiik Slgiide
epidermal kokenli olan K diizeyine oranlar1 tablo 12°de goriilmektedir. Temel
farkliliklar, 1. grup ile diger gruplar arasinda tespit edildi.

SK/K, TG+SYA/K oranlarinin 1. gruba gore diger gruplarda daha yiiksek
oldugu belirlendi. Fakat, tamamen yag bezi orijinli olan mum esterinin (ME+KE)
kolesterole oraminda ise bir degigsim gostermedigi belirlendi. Diger yandan,
ME+KE/SK, ME+KE/TG+SYA ve  TGH+SYA/SK  oranlan  birlikte
degerlendirildiginde SK ve TG+SYA’nin ME+KE’ne gore bir artis gésterdigi, SK’'nin
TG+SYA’ne gore daha fazla arttif1 goériilmektedir. TG/SYA oraninin 2. grupta diger
gruplara oranla en yiiksek diizeyde oldugu tesbit edildi (tablo 15).

Kadinlarda serumen lipidlerinin kendi aralarmmdaki oranlarin yasa gore
karsilagtirilmasy: Kadinlarda serumen lipidlerinin oranlari tablo 13°de verilmistir. Yag
bezi kokenli lipidlerin (SK, ME+KE ve kismen epidermal TG+SYA), epidemal
lipidlere oraminin erkekler ile benzer degisimler gosterdifi tespit edildi. Serumen
lipidlerinin kendi aralarindaki oranlarda ise erkeklere gore en bilyiilk farklihik
TG+SYA/SK oraninda goriildii. Yas gruplar1 arasinda bu oran agisindan belirgin bir
fark g6zlenmedi. TG/SYA oram erkeklerdekine benzer bir patern gdsterdi (tablo 15).

Yas gruplari arasinda cinsiyete gore serumen lipidlerinin karsilagtiriimasi:

Serumen lipidlerinin % kompozisyonu, yas gruplarn arasinda cinsiyete goére
karsilagtinildi. % SK diizeyi, 19-40 yas grubunda kadinlarda erkeklere oranla daha
diigiik tesbit edilirken, aym grupta % K diizeyi, erkeklere oranla daha yiiksek bulundu.
% SYA degeri 1. grupta kadinlarda erkeklere oranla daha diigiik olarak belirlendi.

Yas gruplar1 arasinda cinsiyete gore serumen lipid oranlan karsilastirildiginda
(tablo 17), ME+KE/SK, TG+SYA/SK oranlari, 3. grupta kadinlarda erkeklere oranla
daha yiiksek tesbit edilirken, SK/K orami daha diigiik tespit edildi.

Menstruel siklus evrelerinde serumen lipidlerinin karsilagtiriimasr:

Menstruel siklus evrelerine gére serumen lipidlerinin % kompozisyon
degisimleri tablo 18-19°da goriilmektedir. Proliferatif evrede, % SK ve K diizeylerinde
bir artig goriiliirken, % SYA ve TG+SYA diizeylerinde bir azalma tespit edildi. Luteal
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evrede ise, proliferatif evreye gére % SYA ve TG+SYA diizeyleri artig gosterirken % K
diizeyinde diisiis tespit edildi (gekil 14).

Menstruel siklus evrelerine gére serumen lipidlerinin kendi aralarindaki oranlar
incelendiginde ( tablo 20-21), en fazla farkliligin, proliferatif evre ile menstruel evre
arasinda oldugu goriildi. ME+KE/K orani, 1. evrede diger evrelerden daha yiiksek
olarak belirlendi. TG+SYA/K orani, 2. evrede diger evrelerden daha diisiik olarak
belirlendi. ME+KE/TG+SYA orani, 2. evrede diger evrelere oranla daha yiiksek olarak
belirlendi. ME+KE/SK oram, 2. evrede 1. evreye oranla daha diisiik belirlendi.
TG+SYA/SK, 2. evrede 1. evreye oranla daha diisiik olarak belirlendi.
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TARTISMA

Bu ¢aligmada segilen yas gruplari, yas, cinsiyet ve menstruel siklusta serumenin
lipid kompozisyonundaki fizyolojik degisimleri ortaya koyabilmek amaciyla
diizenlendi. Bir yas ve altindakilerde ve yeni doganlarda, serumenin insanlardaki
koruyucu 6zelligi dikkate alinarak etik agidan sakincali bulundugundan 6rnek alinmadi.

Alman serumen O&rnekleri, goériinlis ve kivam agisindan mevcut bilgiler ile
paralellik gosterdi (39). Cocuklardan alinan 6rneklerin, erisikinlere oranla daha agik
renkli, parlak, yumugak ve bol oldugu tesbit edildi. Erigkinlerden alinan ornekler ise
saridan kahverengiye degisik renklerde daha sert ve daha az olarak gézlemlendi.

Ornekler plakalara degisik hacimlerde tatbik edildi (10-60 pL). Lipid igerigi az
olan numuneler daha berrak goriiniirken, lipid igerigi zengin olan numuneler ise bulanik
gOriiniimlii olarak belirlendi. Aym sekilde plaka tizerinde bulanik numuneler, tatbik
noktasinda kirli sar1 renkte bir goriintli olugtururken, berrak numuneler tatbik noktasinda
beyaz renkli bir goriintii olugturdu. Berrak numuneler, plakaya daha fazla hacimlerde
(40-60 pL) tatbik edilirken, bulanik numuneler i¢in daha diigtik hacimler (10-30 pL)
yeterli oldu. Hacme bagli olarak silik veya bantlar1 birbirine karigmig olan numuneler,
uygun bant goriintiilerini elde etmek igin hacimleri arttirilarak veya eksiltilerek tekrar
caligild.

HPTLC ¢aligmasi igin segilen ¢oziiciiler ne kadar uygun olsada, tek bir metod
ile HPTLC plakasi tizerinde aym1 zamanda polar, nétral ve nonpolar lipidleri birbirinden

ayrmak, teknik olarak bir gok zorlugu beraberinde getirmektedir. Ozellikle polar
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lipidlerin gosterilebilmesi daha zor goriinmektedir. Polar lipidler, kloroform/metanol ile
cozilen Orneklerde daha belirgin olarak goriilmesine ragmen, bant goriintiisii net
olmayip, plaka tizerinde kiimelenmis olarak goriintii verdi. Hekzan/dietileter/asetik asit
ile ¢oziilen orneklerde polar lipidler net bantlar olarak gériilmesine ragmen, anlamh
yiizde teskil edecek kadar pik yiiksekligi vermedigi gozlendi. Sadece polar lipidleri
gostermek igin yapilan galigmalarda da net bant ayirimu gergeklestirilemedi. Coziicii
olarak kloroform/metanol/distile su kullanilarak yapilan ¢aligmada, yogun hacimlerde
(150 pL) 6rnek uygulamasi ile fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin ¢ok net olmasada
gosterilebildi. Bu g¢alismada kullanilan HPTLC metodunun, nétral ve non polar
lipidlerin ayrimi i¢in daha uygun bir metod oldugu kanaatine varildi.

Lipid bantlarina ait elde edilen dansitometrik analiz ile iki ayr1 sayisal degere
ulagilabilmektedir. Bunlar, lipid piklerine ait yiikseklik ve alan degerleridir. Lipid
bantlarina ait dansitometrik taramada, baz1 pik alanlar1 yanindaki diger bir lipide ait pik
alan ile belli dl¢tide icice gegebildiginden lipid yiiksekligine ait degerler kullanildi.

Coziicli 2 hizasina gelen lipid bantina ait gériintii mum esteri + kolesterol esteri
olarak degerlendirildi. Standartlar karsilagtirildifi zaman mum esteri ve kolesterol
esterine ait standart (bee wax, Kolesterol oleat), bantlarimin tist tiste gakistig1 belirlendi.
Layton ve arkadaglar tarafindan kolesterol esterlerinin yiizde kompozisyon olarak ¢ok
biiytik bir oran (% 3) teskil etmedigi ifade edilmistir (67). Kellum ve arkadaslan
tarafindan kolesterol esterleri tesbit edilememistir (66). Nordstrom ve arkadaglari da
¢alismalarinda mum esteri + kolesterol esterini birlikte bir bant olarak g&stermislerdir
(68). Bu bant goriintiisiiniin tamaminin mum esterine ait olmas1 daha kuvvetli bir
ihtimal olarak goriilmektedir. Kolesterol esterine ait standartin bu bdlge ile ¢akismasi
sebebiyle mum esteri + kolesterol esteri (ME+KE) olarak tarif etmenin daha uygun
olacag diisiiniilerek sonugclarin degerlendirilmesinde de ME+KE olarak yer verildi.

Caligilan drneklerde hem yas gruplar iginde hem de menstruel siklus evrelerinde
birtakim bireysel farkliliklar tesbit edildi. Bu bireysel farkliliklar, 6zellikle triagilgliserol
(TG) ve serbest yag asiti (SYA) diizeylerinde tesbit edildi. Thody ile Cotteril ve
arkadaglari, SYA nin deri yiizeyinde bakteriyel lipazlarin etkisiyle veya yag bezi
kanalinda mevcut bulunan esterazlarn lipolizi neticesinde TG den olugtuklarini ifade
etmektedirler (4, 20). Kigilerin bakteriyel floralarindaki birtakim degisiklikler TG ile
SYA doniigiimiinde bireysel farkliliga yol agmis olabilir. Bu bireysel farkliliklardan

kaginmak amaciyla, elde edilen verilerin daha saglikli ve daha giivenilir olacag:
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diugtintilerek TG ve SYA diizeyleri, bir biitiin olarak TG+SYA diizeyi olarak
degerlendirildi.

Caligmanin tekrarlanabilirligini ve giivenilirligini gostermek agisindan Rf ve Rst
degerleri ile interassay ve intraassay CV oOlgiimleri yapildi. Sonuglarin, standartlar ve
ornekler agisindan kabul edilebilir diizeylerde oldugu goériilmektedir. Sadece kolesterole
ait CV degerleri ytiksek bulundu. Kolesterol igin interassay CV degeri % 10.5,
intraassay CV degeri % 15.2 olarak tesbit edildi. Kolesterol banti, 1. ¢6ziicli hizasina
yakin ¢ikmaktadir. Plaka tizerinde net bir bant olarak gosterilmesine ragmen,
dansitometrik goriintii olarak 1. ¢oziicliye ait pik yiliksekligi ile ¢akigabilmektedir.
Kolesterole ait yiiksek CV degerlerinin bu ¢akigmadan kaynaklanabilecegi
diistiniilebilir.

Bortz ve arkadaglarina gore, insan deri ylizeyinde bulunan alkanlar, ¢esitli petrol
distilasyon fraksiyonlarimin bir karisgimi olup g¢evreden direkt kontaminasyondan
kaynaklanmaktadir (55). Calismamizda, 5 serumen 6rneginde alkan bant1 belirlendi. Bir
kisiden, direkt kontaminasyonu gosterebilmek amacuyla, iki ayr1 6rnek aliarak ¢aligildi.
Kiginin bilinen ozelligi, sobali evde oturuyor olmasiydi. Kémiir dumanimin bu
kontaminasyona neden olabilecegi diisiiniilmekteydi. Ilk serumen &megi alindi ve dig
kulak yolu tamamen temizlendi. Yeni serumen 6rnegi alinincaya kadar sobali ortamdan
uzaklastirildi. 11k alman serumen &rneginde alkan banti mevcutken, ikinci serumen
orneginde alkan banti tesbit edilmedi. Serumen lipid profili i¢inde alkanlarin olmadig;,
eger tesbit ediliyorsa ¢evreden kontaminasyona bagli olarak gelisebilecegi
anlagilmaktadir. Komiir dumaninin bu kontaminasyonun muhtemel nedeni olarak
degerlendirildi.

Willie ile Layton ve arkadaglari, yaptiklari ¢aligmalarda insan sebumunun %
lipid kompozisyonuna ait farkli goriigler ifade etmektedirler. Insan sebumunun, % 50-
57.5 TG+SYA, % 1.5-7 kolesterol, % 2-3 kolesterol esteri, % 11-12 skualen, ve % 17-
26 mum esterlerinden olustugu bildirilmektedir (69, 67). Bu galismada da skualen, mum
esteri + kolesterol esteri, triagilgliserol, serbest yag asiti ve kolesterol anlamli olarak
tesbit edilen baglhica lipidlerdir. Yas, cinsiyet ve menstruel siklusa gore
degerlendirildiklerinde insan serumen lipidlerinin, sabit bir yiizde kompozisyonuna
sahip olmadiklari, fizyolojik degiskenler ile yiizde kompozisyonlarin da degistikleri
anlagilmaktadir.

Deri yiizeyindeki ¢ogu lipid yag bezlerinden koken almaktadir. Geriye kalan
lipidlerin ¢ogu epidermisin stratum korneum hiicrelerinden kaynaklanip, bu kaynaklarin
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kismi katkisi, numune alman belirli bir bélgedeki yag bezlerinin sayisina baglidir.
Kafatas: ve yiizde santimetrekarede 900 yag bezi bulunurken kolda 40 kadar tespit
edilmigtir (7). Aym kiginin alin bolgesinden sebum, dig kulak yolundan ise serumen
Ornegi alinarak analiz edildiginde sebum ve serumenin yiizde lipid kompozisyonlarinin
birbirinden farkli oldugu tespit edildi. Aymi kiginin sebumunun % 12.5 SK, % 33
ME+KE, % 48.1 TG+SYA, % 6.4 K igerdigi, serumeninin ise % 5.5 SK, % 34.9
ME+KE, % 39.2 TG+SYA ve % 20.4 K igerdigi tespit edildi. Yag bezinden k&ken alan
lipidlerin sebumda, epidermal kékenli lipid katkisinin serumende daha fazla oldugu en
belirgin farklilik olarak gézlenmektedir.

Insanlarda yag bezi aktivitesi, yasa ve cinsiyete bagmmli farkliliklar
gostermektedir (35, 70). Yag bezi sekresyonu ¢ocuklarda diisiiktiir ve androjenlerin
etkisi altinda gocukluk ¢agimin ortalarindan sonuna dogru artmaya baglamaktadir. Bu
yiikselis onlu yaglarin sonuna kadar devam eder, ancak bundan sonra bir degisiklik
goriilmedigi ifade edilmigtir (35). Erkeklerde, geng erigkinlikten 80 yasa kadar sebum
diizeyi degigsmemektedir. Kadinlarda, yag bezi sekresyonu menapozdan sonra tedrici
olarak azalir ve 70 yasa kadar dnemli bir degisiklik g6stermemektedir (35,70). Hem
erkek hem de kadinlarda androjenlerin endojen {iretiminin yagla birlikte azalmasimin,
yag bezi sekresyonunun azalmasinin sebebi oldugu belirtilmektedir (35).

Bu ¢aligmada insan serumeninin lipid kompozisyonunun biyolojik degiskenler
ile (vas, cinsiyet ve menstruel siklus) nasil degistigi arastirildi. Yas, cinsiyet ve
menstruel siklus ile serumenin yiizde kompozisyonunda farkhiliklar meydana geldigi
tesbit edildi. Yaga gbre degerlendirildiginde, kadinlarda ve erkeklerde goze garpan en
belirgin farkliliklarin 1. grup ile diger gruplar arasinda oldugu anlagilmaktadir. Her iki
cinsiyette kompozisyon farkliliklari, 6zellikle androjen etkisine bagh fizyolojik diizeyde
hormonal degisimlerin oldugu ergenlik doneminden itibaren goriilmektedir.
Kompozisyon farkliliginin, yag bezlerinin aktivasyonuna paralel olarak daha ¢ok yag
bezi kokenli lipidlerin (SK ve kismen epidermal olan TG+SYA) artigina bagli oldugu
anlagilmaktadir.

TG+SYA diizeyindeki temel farklilik, diger gruplar ile 1. grup arasinda
belirlendi. Ergenligin baglamasiyla beraber erkeklerde ve kadinlarda artis oldugu
goriilmektedir. TG+SYA diizeyindeki bu artigin 11-18 yas grubunda TG artigina bagh
olarak gelistigi, 20°li yaglardan itibaren SYA diizeyindeki artiga bagh olarak degistigi
anlagiimaktadir. TG diizeyinin ergenlikle beraber artig gostermekte oldugu ve daha
sonra degigsmedigi belirlendi. SYA diizeyinin, ergenlikle beraber degismedigi, 20°li
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yaslar ile birlikte artmaya bagladif1 ve yag artisiyla beraber bu artigin devam ettigi
belirlendi. SYA oranindaki bu degisimin hormonal aktivitenin (androjen) artigina bagh
olmadig diistintilmektedir.

K diizeylerinin, kadinlarda yaga gére degisiklik géstermedigi, erkeklerde ise 1.
gruba gore diger gruplarda daha diisiik oldugu belirlendi. Kadinlarda, ergenlik dénemi
ile ortaya g¢ikan Ostrojen katkisinin, erkek ve kadin kolesterol diizeylerindeki bu
farkliligin sebebi olabilecegi diigiiniilmektedir. Kolesterole ait CV degeri, % 15
oraninda belirlendi Yaga gére kadin ve erkek oranlar1 arasmndaki bu farkliligin, yiiksek
CV degerinden ortaya ¢ikmis olmasida muhtemeldir.

Millns ve arkadaslarina goére, yiizey lipidlerinin skualen igeriginin yag bezi
aktivitesinin ve bez biiyiikliiglinin bir gostergesi olabilecegi, ayrica mum esteri
diizeyinin veya mum esteri/kolesterol+kolesterol esteri oraninin yag bezi aktivitesini
yansitabilecegi ifade edilmektedir (10). Caligmamizda, tiim yag bezi lipidleri, kendi
aralarinda ve epidermal lipidlerle oranlanarak daha genis olarak ele alindi. Ttim
lipidlerin degerlendirilmesi ile fizyolojik diizeyde hormonal varyasyonlarm ve lipid
kompozisyonlar arasindaki degisimlerin daha net goriilebilecekleri diistintildii.

Serumenin yag bezi kokenli lipidleri ile epidermal kokenli lipidleri yasa
oranlandi1 zaman, yine en biiylik farkliliklarin 1. grup ile diger gruplar arasinda
olustugu belirlendi. Yag bezi kokenli lipidlerden SK ve kismen epidermal katkili
TG+SYA, K ile oranlandi1 zaman her iki cinsiyette de androjen aktivitesinin artmasi
ile birlikte bu oranlarin arttifi anlagilmaktadir. ME/K+KE, yag bezi aktivite
gOstergelerinden biridir. Bu oramn 20°li yaslarda en yiiksek degerine ulastigi,
¢ocukluktan erigkinlige kadar belirgin farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir (71).
ME/K+KE oraninin yagla birlikte arttigi (9-15 yas) belirtilmistir (72). Caligmamizda,
ME+KE/K oranlarinda belirgin bir farklilik gosterilemedi. Kadinlarda 3. grup 1. gruba
oranla daha diisiik olarak belirlendi. Kolesteroliin kadinlarda sabit kalisi ve ME+KE
diizeyinin yagla beraber diiglis gostermesinin bu farkhligin nedeni olabilecegi
diisiiniilmektedir. Proliferatif evrede, &strojen etkisi ile % K diizeyi artmaktadir.
Ostrojenin epidermal katkiy: arttirmasina bagh olarak, bu yas grubunda erkek ve kadin
cinsiyet fakhiliginin geligmis olabilecegi de diistinlilmelidir.

Serumenin yag bezi kokenli lipidleri kendi aralarinda oranlandig: zaman, her iki
cinsiyette de ergenlik donemi ile birlikte, SK ve TG+SYA diizeylerinde bir artis
olmasina kargilik ME+KE diizeylerinde azalma goriilmektedir. Yasamin ilk on yilinda
ME+KE diizeyi kompozisyonda dnemli bir % olustururken, ergenlikle beraber SK ile
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TG+SYA diizeylerinin kompozisyona hakim oldugu ve androjen aktivitesinin azaldig:
40 yasg tizeri grupta, SK oram diistiigii halde TG+SYA oraninin artmaya devam ettigi
anlagilmaktadir. TG+SYA, kismen epidermal kokenli oldugu i¢in, epidermal katkinin
bu artisin muhtemel kaynag: olabilecegi séylenebilir. Mum esteri ise tamamen yag bezi
kokenli bir lipid olmasina ragmen, androjen aktivitesinin baglamasi ile birlikte oran
olarak azalmaktadir. ME+KE’nin, yag bezi aktivitesinin artigindan ve androjen
etkisinden etkilenmedigi goriilmektedir. Androjenlerin, insan serumeninde lipid
kompozisyonu {iizerine temel etkisinin SK ve TG+SYA diizeyleri iizerine oldugu
anlagilmaktadir. Sonuglar, ME+KE tiireten yag hiicrelerinin, SK ve TG+SYA iireten yag
hiicrelerinden farkli olabilecegini diiglindiirmektedir.

Insan serumen lipidleri cinsiyete gore karsilagtirildigi zaman, tek farkliigin 19-
40 yas grubunda oldugu gorilmektedir. 19-40 yas grubunda erkek ve kadin cinsiyet
arasindaki temel farkliigin SK ve K diizeylerinden kaynaklandigi anlagilmaktadir.
Androjenlerin, SK diizeyi tizerine daha fazla etkisi oldugu goriilmektedir. Erkek
cinsiyette, androjen etkisinin kadinlara oranla daha belirgin oldugu anlagiimaktadir.
Kadinlarda 19-40 yas grubundaki epidermal katkinin daha fazla oldugu goriilmektedir.
Thody ve arkadaglarina gore, Ostrojenler, yag bezi aktivitesini insan ve deney
hayvanlarinda inhibe etmektedir. Ostrojenler yag bezlerini, ya hipofiz
gonodotropinlerini baskilayip androjenlerin iiretimini inhibe ederek veya testesteronun
testosteron baglayan globuline baglanmasimi artirarak inhibe etmektedirler (4). Bu yas
grubunda, Ostrojen etkisinin daha belirgin oldugu ve androjen etkisini azalttifi
dustiniilebilir.

Menstruel siklus evrelerinde, serumenin lipid kompozisyonu degerlendirildi ve
lipid kompozisyonunun menstruel siklus evrelerinde de farklilik gosterdigi belirlendi.
Burada olugan temel farkliliklarin, proliferatif evre ile diger evreler arasinda oldugu
goriilmektedir. Siklusun baginda (menstruel evre), Ostrojen ve progesteron degerleri gok
diigiiktiir. Proliferatif evrede 6strojen miktar1 giderek artmaktadir. Ovulasyondan 30-60
saat 6nce pik yapar, ovulasyonu takiben gegici olarak diiser. Luteal evrede , hi¢ bir
zaman preovulatuvar pikten fazla olmamak kaydiyla degisen degerlerde devam eder.
Progesteron, proliferatif evrede ¢ok diigiiktiir. Ovulasyondan itibaren yiikselmeye
beglar, luteal evrenin ortasinda en yliksek degerine ulagir ve daha sonra diigmeye baglar.
Menstruasyona yakin giinlerde ovulasyondaki degerine ulagir (65). Hormon etkisinin
bulunmadigi menstruel evre ile luteal evre arasinda anlamli farkliliklar
bulunmamaktadir. Proliferatif evrede, epidermal katkinin kolesterol diizeyinin
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yiikseligine bagli olarak arttif1 diigiiniilebilir. SK diizeyindeki artiginin, TG+SYA
azalmasina ve K artigina bagli olarak rolatif bir yiikselme olmasi muhtemeldir.
TG+SYA diizeyindeki dislistin temel nedeninin SYA diizeyideki diisiis oldugu
anlagilmaktadir. Evreler arasinda TG oranlarinda herhangi bir degisiklik gésterilemedigi
i¢in, bu diistigiin sebebinin TG hidrolizine bagh olarak gelistigini s6ylemek miimkiin
gorinmemektedir. SYA kullanimminin arttii, bu durumun SYA diizeyinin ve buna
bagli olarak TG+SYA diizeyinin diigmesine sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Luteal
evrenin, proliferatif evre ile zit etki gosterdigi anlasiimaktadir. Bu evrede, epidermel
katkinin azaldifi goriilmektedir. Evreler arasindaki serumen lipid kompozisyon
farkliliklarinin, fizyolojik diizeydeki hormonal etkiden kaynaklandigi s6ylenebilir.
Proliferatif evrede Gstrojen etkisi, luteal evrede ise, Ostrojen ve progesteronun ortak
etkisinden c¢ok, progesteron etkisi ile SYA ve K diizeyleri degismektedir.
Progesteronun, lipid kompozisyonu iizerine Ostrojene zit etki gosterdigi sGylenebilir.
ME+KE diizeyi, menstruel siklusun hi¢bir evresinde farklilik gostermedi. ME+KE
lretiminin  Ostrojen ve progesteron etkisinden bagimsiz olarak gergeklestigi
anlagilmaktadir. Ostrojenin TG+SYA ve K kompozisyonu {izerine etkisinin,
androjenlerin etkisine zit oldugu, progesteronun ise belirgin olmamakla beraber
Ostrojene zit olarak etki gosterdigi goériilmektedir. ME+KE kompozisyonunun dstrojen,
progesteron ve androjenlerden etkilenmedigi sdylenebilir.

Sebum sentezi ile deri yiizeyine sekresyonu arasinda gegen zaman 8 giindiir.
Germinatif hiicre béliinmesi ve aktif faklilagma arasinda ise 5-6 giinliik bir siire vardir.
Yag bezi hiicreleri i¢in tam bir transizyon zamani 13-14 giin olarak belirtilmistir (73).
Menstruel siklusta drnekler, tam bir transizyon zamani hesaplanarak alindi. Menstruel
evre (siklusun 2. ve 3. giinleri), i¢in transizyon zamam hesaplanarak ornekler, 16-17.
giinlerde, proliferatif evre (12-13.giin) igin, 26-27. giinler, luteal evre (21.giin) igin,
takip eden siklusun 6-7. ginlerinde almndi. Omekler almirken sebum transizyon
zamaninin, bazi kisilerde farkli olabilecegi veya birtakim faktorlerin transizyonu
geciktirebilecegi ve bununda bir evrenin yag bezi igeriginin diger evre ile karisabilecegi
ihtimalinin de godz o6niinde bulundurulmasi gereklidir. Fizyolojik diizeyde hormon
etkisinin, serumenin lipid kompozisyonu iizerine etkisinin tam olarak g&sterilebilmesi
icin bu siirenin yeterli olmamas1 da miimkiindiir.

Huang ve arkadaglarina gore, serumenin hidrofobik 6zelligi ve viskozitesi tek
bir bilesenden ziyade lipid siniflarmin kombinasyonundan olugmaktadir. Bu bilesenlerin

% kompozisyon farkliliklarimin, serumenin fiziksel O6zelliklerine yansidigi ifade
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edilmektedir. Hidrofobisite, ylizey gerilimini etkileyerek, deriyi dis etkenlere karsi
korumada 6nemli bir rol oynamaktadir (3). Klinik gézlemler, ¢ocuklarin erigkinlere
oranla daha az dig kulak yolu enfeksiyonuna yakalandigimi ortaya koymaktadir. Insan
serumeninin lipid kompozisyonu yaga ve cinsiyete goére incelendiinde, her iki
cinsiyette daha hidrofob lipid kompozisyonun, 1-10 yas grubuna ait olabilecegini
diigiindtirmektedir. Bu grupta ME+KE, her iki cinsiyettede lipid kompozisyonunun
cogunlugunu (% 41.32 - %45.24) olusturmaktadir. Hidrofob yap: diistiniildiigii zaman,
cocuklarin erigkinlere oranla daha koruyucu bir serumene sahip olabilecegi, gocuk
serumeninin bu 6zelliginin eriskinlere oranla dig kulak yolu enfeksiyonuna yakalanma
olasiligim daha aza indirebilecegi diisliniilebilir .

Verniks kazeoza, gebeligin son dénemlerinde iiretilen dogal bir fStal bariyer
olarak bilinmektedir (74, 75, 76). Yag bezi ve epidermal kokenli lipidler ile bunun igine
gomiilii korneositlerden olugmaktadir (77). Verniks kazeozamin % 62.5 lipid, % 36
protein ve % 1.5 karbohidrattan olustugu bildirilmigtir (78).

Yag bezinden koken alan lipidler, hidrofobik bariyer etkisi gosterirken,
korneositler suyun tahliyesinde yardimci olmaktadir (77).

Verniks kazeoza, lipidden zengindir. Mum ve Kkolesterol esterleri, skualen,
kolesterol ve triagilgliserol igermektedir. Yiiksek skualen ve mum esteri i¢erdigi i¢in
yag bezi kokenli lipdleri daha fazla bulundurdugu ifade edilmektedir (79). Doguma
yakin donemlerde (37. gebelik haftasi), skualen igeriginin rolatif olarak artmaya
bagladig: bildirilmektedir (80). Verniks kazeozanin hidrofobik lipid kompozisyonunun
transepidermal su kaybim onledigi, fotal deriyi amniyon sivist ile fotal idrardan
korudugu ve dogum sirasinda kayganlagtiric: 6zelligi sayesinde dogumu kolaylastirdigi
ifade edilmektedir (81).

Insan fotal adrenal geligimi, 8-10. gebelik haftasinda dehidroepiandrosteron
sulfat (DHEA-S) sentezi ile baglamaktadir. Bu olay, 9-12. haftalarda tiiy olugumunu ve
13-15. haftalarda yag bezleri gelisimini baglatirr. DHEA-S, gebeligin 2. ve 3.
dénemlerinde artmaya baglar, buna bagli olarak tiiy olusumu ile yag bezi salgisinda artis
olusur. DHEA-S aktivitesi, dogumla birlikte azalmaya baslar ve dogumdan sonraki 5.
haftaya kadar azalarak devam eder. Bundan sonra durgun bir dénem baglar ve bu
dénem, adrenarsa kadar devam eder. DHEA-S aktivitesindeki artis ile yag bezi
hiicrelerinin, biiyiidiigti ve salgilarinin arttid1, aktivitenin azalmasiyla beraber yag bezi
hiicrelerinin  kiigtildtigii ve sekresyonlarinin azaldifi bir hipotez olarak ifade
edilmektedir (81).

68



Fotal hayat siiresince, transepidermal su kaybina ve amniyon sivisina karsi daha
fazla hidrofob faktére ihtiyag bulundugu belirtilmektedir (81). Dig kulak yolunda da
boyle bir bariyere ihtiya¢ oldugu anlagilmaktadir. Dogumla birlikte siv1 igerisindeki
yagam bitmis olsa bile, yasamin ilk yillarinda da benzer gekilde buna yakin bir hidrofob
kompozisyonun devamliligimin gerektigi diistiniilmektedir. Yag ilerledik¢e bu hidrofob
bariyere daha az ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir. Onlu yaslardan itibaren mum
esterlerinin yerini skualen ve TG+SYA, kirkl1 yaslardan sonra ise TG+SYA’nin almakta
oldugu anlagilmaktadir.

Mum esterleri, uzun zincirli yag asitleri ve alkollerin esterlesmesinden
olugsmaktadir. Uzun zincirli yag asitlerinin sentezi, zincir uzamasi seklinde
gelismektedir. Bunun iginde NADPH gibi indirgeyici ekivalanlara ihtiyag vardir, bu
nedenle viicuda pahaliya mal olan bir stirectir (82).

Derinin suya karsi koruma gerekliligi agisindan siiphesiz fotal hayat daha
6nemlidir ve daha fazla korumaya ihtiyag gosterir. Onun igin serumen
kompozisyonunun daha hidrofob 6zellige sahip olmas1 gerekir ki bu da daha fazla mum
esteri icerigi ile saglanabilir. Ancak dogumdan sonra tedrici olarak suya kargi koruma
ihtiyaci azalmaktadir. Serumendeki hidrofobisite, triagilgliserol tarafindan yeterince
saglanmaktadir.

69



SONUC VE ONERILER

Insan serumeninin lipid kompozisyonu, yas ve cinsiyet ile birlikte
degismektedir. Menstruel siklusun evrelerinde de lipid kompozisyonu degisiklik
gostermektedir. Lipid kompozisyonundaki farkliliklarin muhtemel sebebi, yas ve
cinsiyetle meydana gelen fizyolojik diizeydeki homonal varyasyonlar olabilir.

Insan serumen lipidlerindeki yasa gore belirgin kompozisyon farkliliklari,
hormonlarin aktif olmadigi 1-10 yas grubu ile diger yas gruplar arasinda gelismektedir.
1-10 yas grubunda, lipid kompozisyonu cogunlukla ME+KE’den olusmaktadir.
Androjen aktivitesinin bagladig1 ergenlik déneminden itibaren SK ve TG+SYA oranlan
artmaktadir ve erkeklerde SK artist TG+SYA artigindan daha fazla iken, kadinlarda esit
oranlarda arttif1 s6ylenebilir. Yag ilerledik¢e SK artisi sabitlenmekte olup, TG+SYA
artmaya devam etmekte ve lipid kompozisyonunun ¢ogunlugunu olugturmaktadir.

Serumen lipid kompozisyonu, menstruel siklusun evrelerine gore de degisiklik
gostermektedir. Temel farklilik, 6strojen hakimiyetinin oldugu proliferatif evre ile diger
evreler arasinda goriilmektedir. Ostrojen hakimiyeti ile SYA ve dolayisi ile TG+SYA
oranlar1 diigmekte, K orani artmaktadir. Ostrojen hakimiyeti ile epidermal katki
artmaktadir. Progesteron ve kismen Ostrojen hakimiyetinin oldugu luteal evrede,
progesteronun muhtemel etkisiyle SYA ve buna bagh olarak TG+SYA artmakta, K
oraninin diigmekte oldugu goriilmektedir.

Her iki cinste 19-40 yas grubu haricinde lipid kompozisyon farklilif1

goriilmemektedir.
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Hormonlar, insan serumen lipid kompozisyonundaki farkliliklarin ana sebebi
olarak degerlendirilebilir. Androjen etkisi ile SK ve TG+SYA artig1 olusmaktadir ve SK
oramindaki artis TG+SYA oramindan daha fazla olmaktadir. Ostrojen etkisi ile SYA ve
TG+SYA orami diigmekte olup K oran1 artmaktadir. Muhtemelen progesteron etkisi
Ostrojen ile zit gelismektedir.

Tim vyas gruplan incelendii zaman 1-10 yas grubuna ait lipid
kompozisyonunun, ME+KE hakimiyetine bagli olarak daha hidrofob bir kompozisyon
oldugu anlagilmaktadir. Bu o6zelligi ile gocuklarin eriskinlere oranla daha koruyucu
serumen Ortiistine sahip oldugu ve dig kulak yolu enfeksiyonuna yakalanma risklerinin
daha az oldugu diistiniilmektedir. Yas ile birlikte insan serumeninin daha ekonomik bir
lipid kompozisyonuna sahip oldugu goriilmektedir. Cinsiyete ve menstruel siklus
evrelerinde serumen lipid kompozisyonunun yagtaki kadar koruyuculuk ozelliklerini
degistirebilecek belirgin bir degisim goézlenmedi. Serumenin lipid kompozisyonunu
olugturan O6gelerden mum esterlerinin dig kulak yolu hastaliklarina karst bir
predispozisyon faktorii olarak degerlendirilebilecegi, serumen lipid kompozisyonundaki
degisim ortaya konarak ¢esitli dig kulak yolu hastaliklarinin tedaviye cevabinin
takibinde kullanilabilecegi kanaatine varilmigtir. Ayrica, serumen lipidlerinin sentezinde
plazma lipid, lipoproteinlerinin bir kaynak olarak kullamlip kullamlmadig: heniiz tam
olarak bilinmemektedir. Ozellikle, plazma lipid, lipoprotein konsantrasyonlarimn
degistigi durumlarda, serumen lipid kompozisyonunun degisip degismedigi ve dis kulak
yolu iizerinde ne tiir bir etkisi olabileceginin tespitine ydnelik daha ileri ¢aligmalara
ihtiya¢ gostermektedir. Beslenme farkliliklar1 gibi bir bagka degisken ile serumen lipid
kompozisyonu etkileniyor mu, varsa bu kompozisyon farklili1 koruyuculugu etkiliyor
mu tespitine yonelik ¢aligmalara ihtiyag oldugu diistiniilmektedir.
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YAS, CINSIYET VE MENSTRUEL SiKLUS EVRELERINE GORE
INSAN SERUMEN LiPID KOMPOZISYONUNUN YUKSEK
PERFORMANS INCE TABAKA KROMATOGRAFIiSi ILE
ARASTIRILMASI

OZET

Serumen, dig kulak yolu epitel dokiintiisii ve killar ile birlikte, sertimin6z ve yag
bezlerinin sekresyonlarimin kombine bir karigimidir. Serumenin lipid igerigi, epidermis
ve yag bezleri tarafindan olusturulmaktadir. insan serumeninin lipid igerigi, esas olarak
olugturdugu koruyucu lipid tabaka ile dig kulak yolunun enfeksiyonlara karsi
korunmasinda rol oynamaktadir. Ya§ bezlerinin kontroliinde, baglica endokrin
mekanizmalar rol oynar. Adrojenler, yag bezlerinin en iyi uyaranlann olarak
bilinmektedir. Nonendokrin mekanizmalar da mevcut olabilir.

Insanlarda, yas ve cinsiyete gore hormon diizeylerinde degisiklikler
bildirilmistir. Onceki galigmalarda, yasa ve cinsiyete gére serumenin total lipid ve total
protein igeriginin degismedigi belirtilmigtir. Bu konuda detayli bilgilere ihtiyag
bulunmaktadir. Bu galigmada, yiiksek performans ince tabaka kromatografisi (HPTLC)
ile yas, cinsiyet ve menstruel siklus evrelerinde insan serumeninin lipid kompozisyon
degisiklikleri incelendi. Her iki cinsiyette de incelenen yas gruplari sdyledir: Grup 1: 1-
10 yas, grup 2: 11-18 yas, grup 3: 19-40 yas ve grup 4: 40 yas iizeri. ilave olarak
menstruel siklusun ¢ ayr1 evresinden de serumen 6rnekleri alindi. Toplam 242 serumen

Ornegi analiz edildi. Serumen Ornekleri, dig kulak yolundan steril bir pamuk gubuk
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yardimiyla alindi. Lipidler, hekzan/dietileter/astik asit (80/20/7, v/v/v) igerisinde
ekstrakte edilerek HPTLC plakalarma tatbik edildi. HPTLC plakalar, bir
dansitometrede taranarak miktar analizleri gergeklestirildi.

Her iki cinsiyetteki serumen Orneklerinde, mum esterleri 1-10 yas grubunda
diger gruplara gére anlamli olarak yiiksek bulundu. Triagilgliserol+serbest yag asitleri
ve skualen diizeyleri, her iki cinsiyette de yas ile birlikte artig gdsterdi.

Erkeklerde, 19-40 yas grubunda serumenin skualen igerigi, aym yas grubundaki
kadinlara oranla anlamli olarak yiiksek iken, kolesterol igerigi diigiik olarak belirlendi.

Menstruel siklus evrelerinde, baglica farkliliklarin proliferatif evre ile luteal ve
menstruel evreler arasinda oldugu tespit edildi. 19-40 yas arasindaki kadinlarin serumen
orneklerinde, proliferatif evrede diger evrelere oranla Triagilgliserol+serbest yag asitleri
diizeyleri daha diisiik, kolesterol diizeyleri daha yiiksek olarak belirlendi.Sonug olarak,
serumenin lipid kompozisyonunun yas, cinsiyet ve menstruel evrelerde degisiklikler
gosterdigi, bashca farklihklarm 1-10 yag grubu ile diger yas gruplan arasinda olugu
anlagilmaktadir. Endokrin mekanizmalarin serumenin lipid profilinin tayininde 6nemli
rol oynayabilecegi gozlenmektedir. Serumenin, enfeksiyona karsi koruyuculuk derecesi,
lipid kompozisyonu ile baglantil: olabilir.

Anahtar kelimeler: Yiiksek performans ince tabaka kromatografisi, serumen,

yag bezi, lipid.
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INVESTIGATION OF AGE, SEX AND MENSTRUEL STAGE

VARIATION IN CERUMEN LIPID COMPOSITION BY HIGH

PERFORMANCE THIN LAYER CHROMATOGRAPHY
SUMMARY

Cerumen is a mixture of desquamated keratinocytes and hair combined with the
secretions of both the ceruminous and the sebaceous glands of the external auditory
canal. Lipid content of the cerumen is derived from two sources, the epidermis and the
sebaceous glands. The role o fhuman cerumen is believed to protect the e xternal ear
canal against infection in which its lipid content plays an essential role through forming
a protective lipid film. The endocrine mechanisms play a major role in sebaceous gland
control. Androgens are the best known stimulators of the sebaceous glands. Other
nonendocrine mechanisms may also exist.

Age and sex variation in various hormonal levels of humans are well-
documented. However, previous studies indicate no age and sex-related changes in total
lipid and protein content of cerumen, thus detailed information is lacking. To this end,
in the current work age, sex and menstruel phase variation in human cerumen lipid
composition was investigated by sequential, one dimensional High-Performance Thin
Layer Chromatography. The following age groups of both sexes were investigated:
Group |: Range 1-10 years, Group |I: Range 11-18 years, Group [lI: Range 19-40 years
and Group I'V: over 40 years. Additionally, cerumens from three stages o f menstruel
cycle were also taken. Total of 242 cerumen samples were analysed. Cerumen samples
for d etermination o flipid c omposition w ere c ollected from e xternal ear canal with a

sterile cotton bud. The lipid was recovered by extraction into hexane/diethylether/acetic
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acid (80/20/7, v/v/v) and analysed by sequential, one dimensional high performance thin
layer chromatography. All high performance thin layer chromatography plates were
scanned with a densitometer for the quantification of the lipids.

Peak values for wax esters occured in cerumen samples from both sexes between
the ages 1-10. Triacylglycerol+free fatty acids and squalen content increased with age in
both sexes.

Males aged 19-40 had a significantly greater percentage of cerumen lipid
squalen content than females from identical age group. However cholesterol content
was found to be lower.

In terms of menstruel cycle stages, the main difference was observed between
proliferative and luteal or menstruel stages. Cerumen samples from females aged 19-40
at proliferative stage of menstruel cycle had significantly lower triacylglyceroltfree
fatty acids content while percentage of cholesterol being higher than those at luteal or
menstruel stages.

It was conclued that proportions of lipid constituents of cerumens varied with
age in both sexes. Lipid composition of cerumen from the subjects aged 1-10 differed
markedly from other age groups. Endocrine mechanisms appear to take an important
part in the determination of the lipid profile of the cerumen. To what degree the
cerumen can provide protection against infection might be related to its lipid
configuration.

Key words: High Performance Thin Layer Chromatography, cerumen,

sebaceous gland, lipid.
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