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ONSOZ
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OZET

DOKTORA TEZi

ARI SUTU VE ROSMARINIK ASITIN YARA IYILESTIRME
POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

Yunus AKSUT

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Emine Sekiire Nazlh ARDA

Yara iyilesmesi, hasarli/yarali dokularin onarildigi, olduk¢a karmagik bir mekanizmaya sahip,
dinamik ve c¢ok asamali bir siirectir. Bazi sistemik ve lokal faktorler yara iyilesmesinde
gecikmelere veya bozulmalara yol acabilmektedir. Diyabet basta olmak iizere ¢esitli hastaliklar
ya da digsal etmenler sebebiyle bozulmus yara iyilesmesi siireci hastanin yasam kalitesini
diisiirmekte, hatta ampiitasyon veya oliimle sonuc¢lanabilmektedir. Glukoz homeostazisinin
diizenlenmesindeki hatalarla gelisen hiperglisemi (yiiksek kan sekeri) yara iyilesmesi siirecini
olumsuz etkileyen onemli sistemik faktorlerden biridir. Ultraviyole (UV) 1sinlart ise insan
derisini etkileyen en 6nemli ¢evresel lokal faktorlerden biridir.

Farkli yara tiirlerinde iyilesme siirecini desteklemek i¢in birgok arastirma yapilmis ve gesitli
iriinler gelistirilmis olsa da, daha etkili yenilikgi iirlinlere hala ihtiyag¢ vardir. Dogal bilesikler
genis terapOtik etkinlikleri ve hafif yan etkileriyle yara iyilesmesinde umut vericidir. Bitki
0zleri ya da bunlarin aktif bilesenlerinin yani sira bal arisi lriinleri de yara iyilestirme
potansiyeli yiiksek alternatiflerdir.

Bu tez calismasinda, dogal bir bilesik olan rosmarinik asitin (RA), biyoaktif peptidlerce zengin
bir bal aris1 iiriinii olan ar1 siitiiniin (RJ) ve bu maddeleri igeren yeni bir kombine iiriiniin (RA+
RJ) yara iyilestirme potansiyelleri, UVB 1sinlarina ve hiperglisemi-benzeri yiiksek glukoza
maruz birakilan hiicresel sistemlerde arastirildi. Bu kapsamda ¢alisma, yara iyilesmesinin en
onemli hiicrelerinden fibroblastlar (HFF hiicre hatt1) ve keratinositler (HaCaT hiicre hatt1)
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tizerinde yiiriitiildii. Maddelerin anjiyogenez iizerine etkisini belirlemek i¢in insan umbilikal
ven endotel hiicre hatti (HUVEC) kullanildi.

RA ve RJ’nin yara iyilestirici etkilerini incelemeden 6nce, 6rneklerin deri hiicreleri tizerindeki
sitotoksik veya proliferatif etkileri MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolyum
bromiir) testi ile arastirildi. Ardindan en uygun kombine iirlin bilesimini ve uygulama dozunu
belirlemek igin farkli kombinasyonlarla hiicre canlilik testleri (MTT) yiiriitiildii. Orneklerin
artan hiicre gocii ile karakterize akut yara iyilesmesi iizerindeki etkileri, ¢izik yara deneyi ile
arastirildi. Ayrica, bu deneyden sonra toplanan hiicrelerde proliferasyon gostergesi protein
anlatimlari Western blot ydntemiyle analiz edildi. Ileri deneyler ic¢in en uygun
konsantrasyonlarin RA i¢in 10 uM ve RJ i¢in 100 ug/mL oldugu belirlendi ve bu maddeler tek
tek ve kombine halde UVB- ve yiiksek glukoz-hasarli hiicrelere uygulandi. Orneklerin yara
tyilestirme potansiyelleri canlilik testi ve ¢izik yara deneyi gibi hiicresel yontemlerle ve qRT-
PCR, Western blotlama, immiinoloresan isaretleme, spektroflorometri, spektrofotometri gibi
molekiiler analizlerle degerlendirildi. UVB ve yiiksek glukoz uygulamalari i¢in yiiriitiilen doz
ve zaman optimizasyonu calismalarinda hiicre canlilik testlerinin yani sira, hiicre i¢i artan
oksidasyon ve apoptoz bulgular1 dikkate alind1 ve hiicrelere UVB hasari igin 100 mJ/cm? UVB
uygulanmasina, hiperglisemi-benzeri kosul i¢inse 50 mM glukoz uygulanmasina karar verildi.
RA, RJ ve RA+RJ’nin UVB ve yiiksek glukoza bagli hasarlar1 ortadan kaldirma kapasitesi,
hiicrelerin proliferasyon ve migrasyon yeteneginin yani sira, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
iiretimi, protein hasarlari, lipit peroksidasyonu, inflamasyon, apoptoz, hiicre sinyallesmesi, ER
stresi, kok hiicre farklilasmasi gibi anahtar metabolik siiregler lizerinden degerlendirildi. Ek
olarak, uygulamalarin anjiyogenik potansiyeli in vitro endotel tiip olusumu deneyi ile analiz

edildi.

Deneysel verilere gore, UVB ve yiiksek glukoz uygulamalari, HFF ve HaCaT hiicrelerinde
oksidatif stresi, inflamasyonu ve hiicre éliimiinii artirdi. Ug 6rnegin (RA, RJ ve RA+RJ) de
UVB ve yiiksek glukoz uygulamalarindan sonra azalan proliferasyon ve migrasyonu artirdigi;
artan oksidatif hasari, inflamasyonu ve apoptozu dislirdiigii belirlendi. En etkin test
materyalinin 10 uM RA ve 100 pg/mL RJ igeren kombine tirtin oldugu belirlendi.

Test edilen tiim maddeler, biliylime faktorlerinden FGF2 ve VEGFA ile proliferasyon gostergesi
Ki67'nin anlatimlarini arttirdi. Ayrica AKT fosforilasyonunu ve NF-kB anlatimini azaltirken
ERK1/2 fosforilasyonunun artmasina da yol agtilar. UVB ve yiiksek glukoz maruziyetine bagl
olarak artan ROS f{iretimi, oksidatif protein hasarlar1 ve lipit peroksidasyonunun, dogal
maddelerle islem sonrasinda 6nemli 6l¢iide azaldig: tespit edildi. Dogal madde uygulamalari
sonucu azalan inflamasyon, IL-1pB, IL-6 ve TNF-a. mRNA diizeylerindeki diisiis ve 1L-10
mRNA diizeyindeki artis ile gosterildi. Inflamasyondaki diisiisiin, asag1 regiile
NUDT6/AKT/NF-«B yolu ile ilgili olabilecegine dair dikkat ¢ekici veriler elde edildi. Dogal
maddeler NF-kB p65’in anlatim1 yaninda niikleer translokasyonunu da azaltti. Test materyalleri
ile islem gormiis hiicrelerde inflamasyondaki diisiise paralel olarak matriks metalloproteazlarin
(MMP2 ve MMP9) anlatimlar1 da azaldi ve kollajen I diizeyi yiikseldi. Hasarli hiicrelerdeki
artmig apoptozun (Bax/Bc¢l2 orani, kaspaz-3 ve PARP1 protein diizeylerinin) dogal maddelerle
azaltilabildigi saptandi. Bu bulgu 6lii, apoptotik ve canli hiicreleri belirlemeyi saglayan HO/PI
ikili boyamasi ile de dogrulandi. Benzer sekilde, hasarli hiicrelerde artan ER stresi ile iliskili
Grp78, PERK ve IRE1a protein diizeyleri de dogal maddelerle islem sonucunda diisiis gosterdi.
Test maddeleri E-kaderin/N-kaderin oranini, Twistl, Snaill ve TGF-f protein diizeylerini
artird1, dolayisiyla epitelyal-mezenkimal gegisi (EMT) hizlandirdi. Ayrica uygulamalar kok
hiicre gostergelerinin (CD44, CD133 ve Nanog) anlatiminda artisa yol agti.
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Sonu¢ olarak, RA ve/veya RJ uygulamalari, NUDT6/AKT/NF-kB yolunun asagi
regiilasyonunu ve FGF2/ERK/EMT yolunun yukar1 regiilasyonunu saglayarak yara
iyilesmesini hizlandirmaktadir. Boylece, oksidatif stresi, inflamasyonu ve apoptozu azaltmakta,
proliferasyonu ve migrasyonu artirmaktadir. Test maddeleri arasinda en umut verici {irlin
RA+RJ kombinasyonudur.

Bu tezde elde edilen veriler, rosmarinik asit ve ar1 siitliniin tek baslarina veya kombine halde,
akut ve kronik yara tedavisinde kullanilma potansiyellerinin yiiksek oldugunu vurgulamaktadir.
Bununla birlikte, in vitro ¢alismalara dayanan bu veriler in vivo deneylerle de desteklenmelidir.
Ozellikle RA+RJ kombinasyonu, gelecekte yiiriitiilebilecek preklinik ve klinik ¢alismalardan
sonra yara iyilestirici topikal ilaglarin bilesimine girebilir. Genel sonuglarin, yara iyilesmesine
yonelik yenilik¢i dogal iirlinlerin ve/veya arastirma stratejilerinin gelistirilmesine katkida
bulunmasi beklenmektedir. Dahasi, bu calisma, inflamasyon ve oksidatif stresin eslik ettigi
diger saglik sorunlarinin tedavisine yonelik yeni iirlinlerin ve yaklasimlarin gelistirilmesine
rehberlik edebilir.

Ocak 2024, 129 sayfa.

Anahtar kelimeler: UVB hasari, hiperglisemi, yara iyilesmesi, rosmarinik asit (RA), ar1 siitii
(RJ).
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Wound healing is a dynamic and multi-stage process with a highly complex mechanism in
which damaged/injured tissues are repaired. Some systemic and local factors may cause delays
or deterioration in wound healing. Due to various diseases or external factors, especially
diabetes, an impaired wound-healing process reduces the patient's quality of life and may even
result in amputation or death. Hyperglycemia (high blood sugar), which develops due to errors
in regulating glucose homeostasis, is one of the important systemic factors that adversely affect
the wound-healing process. Ultraviolet (UV) rays are one of the most crucial environmental
and local factors affecting human skin.

Although much research has been conducted and various products have been developed to
support the healing process in different wound types, more effective innovative products are
still needed. Natural compounds are promising in wound healing with their wide scale of
therapeutic efficacy and mild side effects. In addition to plant extracts or their active
ingredients, honey bee products are also alternatives with high wound-healing potential.

In this thesis study, the wound-healing potential of rosmarinic acid (RA), which is a natural
compound, and royal jelly (RJ), which is a honey bee product rich in bioactive peptides, and a
new combined product containing these substances was investigated in the cellular systems
subjected to UVB and hyperglycemia-like high glucose. In this context, the study was
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conducted on fibroblasts (HFF cell line) and keratinocytes (HaCaT cell line), the most crucial
cells in wound healing. To determine the effect of substances on angiogenesis, the human
umbilical vein endothelial cell line (HUVEC) was used.

Before examining the wound-healing effects of RA and RJ, cytotoxic or proliferative effects of
the samples on skin cells were investigated by MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl
tetrazolium bromide) test. Then, a cell viability test (MTT) was conducted with different
combinations to determine the most appropriate combined product composition and application
dose. The effects of the samples on acute wound healing, characterized by increased cell
migration, were investigated by scratch-wound assay. In addition, proliferation indicator
protein expressions in the cells collected after this experiment were analyzed by the Western
blotting method. The most convenient concentrations for further experiments were determined
as 10 uM for RA and 100 pg/mL for RJ, and these substances, individually and in combination,
were applied to UVB- and high glucose-damaged cells. Wound healing potentials of the
samples were evaluated using cellular methods such as viability test and scratch-wound assay
and molecular analyses such as qRT-PCR, Western blotting, immunofluorescent labeling,
spectrofluorometry, and spectrophotometry. In addition to cell viability tests in the dose and
time optimization studies for UVB and high glucose applications, the increased intracellular
oxidation and apoptosis findings were taken into consideration, and it was decided to apply 100
mJ/cm? UVB for UVB damage and 50 mM glucose for hyperglycemia-like condition. The
capacity of RA, RJ, and RA+RJ to eliminate UVB and high glucose damage was evaluated by
examining the proliferation and migration ability of the cells as well as key metabolic processes,
such as production of reactive oxygen species (ROS), formation of protein, lipid peroxidation,
inflammation, apoptosis, cell signaling, ER stress, and stem cell differentiation. In addition, the
angiogenic potential of the samples was analyzed by the in vitro endothelial tube formation test.

According to experimental data, UVB and high glucose manipulations increased oxidative
stress, inflammation, and cell death in HFF and HaCaT cells. All three samples (RA, RJ, and
RA+RJ) were determined to increase proliferation and migration, which decreased after UVB
and high glucose applications and reduced excess oxidative damage, inflammation, and
apoptosis. It was determined that the most effective test material was the combined product
containing 10 uM RA and 100 pg/mL RJ.

All tested substances increased the expression of the growth factors FGF2 and VEGFA and the
proliferation indicator Ki67. These also led to increased ERK1/2 phosphorylation while
decreasing AKT phosphorylation and NF-kB expression. It was detected that ROS production,
oxidative protein damage, and lipid peroxidation, which increased due to UVB and high glucose
exposure, decreased significantly after the treatment with natural substances. The reduced
inflammation resulting from natural substance applications was demonstrated by the decrease
in IL-1pB, IL-6, and TNF-a mRNA levels and the increase in IL-10 mRNA level. Remarkable
data were obtained that the decrease in inflammation may be related to the down-regulated
NUDT6/AKT/NF-kB pathway. Natural substances decreased the expression as well as nuclear
translocation of NF-kB p65. In parallel with the decrease in inflammation in cells treated with
test materials, the expression of matrix metalloproteases (MMP2 and MMP9) also decreased,
and the level of collagen I increased. It was determined that increased apoptosis (Bax/Bcl2 ratio,
caspase-3, and PARP1 protein levels) in damaged cells could be reduced with natural
substances. This finding was further confirmed by HO/PI dual staining, which allowed the
identification of dead, apoptotic, and living cells. Similarly, Grp78, PERK, and IRE1la protein
levels, associated with increased ER stress in damaged cells, decreased due to natural
substances' treatment. The test substances increased the E-cadherin/N-cadherin ratio, Twist1,
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Snaill, and TGF-B protein levels, thus accelerating the epithelial-mesenchymal transition
(EMT). The applications also led to an increase in the expression of stem cell indicators (CD44,
CD133 and Nanog).

In conclusion, RA and/or RJ treatments accelerate wound healing by down-regulating the
NUDT6/AKT/NF-kB pathway and up-regulating the FGF2/ERK/EMT pathway. Thus, it
reduces oxidative stress, inflammation, and apoptosis and increases proliferation and migration.
The most promising product among the test substances is the RA+RJ combination.

The data obtained in this thesis emphasize that rosmarinic acid and royal jelly, alone or in
combination, have a high potential to be used in acute and chronic wound treatment. However,
these data based on in vitro studies should also be supported by in vivo experiments. In
particular, the combination of RA+RJ may be included in the composition of wound-healing
topical drugs after future preclinical and clinical studies. The overall results are expected to
contribute to developing innovative natural products and/or research strategies for wound
healing. Furthermore, this study may guide the development of new products and approaches
for treating other health problems accompanied by inflammation and oxidative stress.

January 2024, 129 pages.

Keywords: UVB damage, hyperglycemia, wound healing, rosmarinic acid (RA), royal jelly
(RJ).
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1. GIRIS

Yara, gesitli i¢ ve dis etmenlerle, derinin veya mukoza zarmin yirtildigi, delindigi, kesildigi
veya bagka bir nedenle biitiinliigiiniin bozuldugu fiziksel bir yaralanma olarak tanimlanir. Yara
iyilesmesi, inflamatuar, vaskiiler, bag doku ve epitel hiicrelerinin birlikte gérev aldigi oldukca
karmagik bir siirectir. Yara iyilesme mekanizmasinda olast bir hata normal onarimin
yapilmasini engeller ve skar adi verilen deride yara izi olusumuna yol acar. Skarlar
enfeksiyonlara daha duyarlidir ve ileride kroniklesen bir yara olusumuna sebebiyet verebilir.
Akut yaralarda iyilesmedeki gecikmeler ya da iyilesme siirecinde yasanabilecek olumsuzluklar
sonucunda onarimin tam olarak yapilamamasi, yogun tedavi gerektiren kronik yara gelisimi ile
sonuglanabilmektedir. Bu durumda, kroniklesen bir yara hem hastanin yasam Kkalitesini
diisiirmekte hem de saglik sistemlerinde biiyiik bir mali yiike yol agmaktadir (Kolimi ve dig.,
2022). Tum klinik siire¢ disiiniildiigiinde, klinik degerlendirme, tedavi, enfeksiyon yonetimi,
pansuman ve takip, iilke ekonomisine énemli bir yiik getirmektedir (Sen, 2021). Ornegin,
ABD’de 2018 yilinda yapilan retrospektif bir analiz, yaklasik 8.2 milyon kisinin iyilesmesi zor
yaralardan muzdarip oldugunu, yara maliyetinin 30 ila 100 milyar dolar arasinda degistigini ve
tedavi maliyeti en yiiksek yaralarin cerrahi yaralar ve diyabetik iilserler oldugunu ortaya
koymustur (Nussbaum ve dig., 2018). Diinya ¢apinda devam eden diyabet ve obezite tehdidi ve
stiregelen enfeksiyon sorunu goéz Oniine alindiginda, ilerleyen yillarda da ozellikle kronik
yaralarin 6nemli bir klinik, sosyal ve ekonomik sorun olmaya devam etmesi beklenmektedir
(Sen, 2021).

Iyilesmeyen yaralar tedavi edilmezse veya yanlis tedavi uygulanirsa enfeksiyona, sepsise, uzuv
ampiitasyonuna ve hatta 6liime yol agabilmektedir. Bu durum, diinya ¢apinda, bu karmasik yara
iyilesme mekanizmasini hedefleyen ¢ok ¢esitli terapotik maddelerin ve yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine yol agmistir (Sen, 2021; Kolimi ve dig., 2022). Farkli yara
tiirlerinde yara iyilesmesi siirecini desteklemek i¢in biiyiime faktorii kullanimi, yara
pansumanlar1 ve deri greftleri gibi geleneksel yaklasimlar uygulanmaktadir. Son on yilda,
nanoterapoétikler, kok hiicre tedavisi, deri organoidleri ve 3D biyobaski gibi yeni tedavi
stratejileri ve yaklasimlarinin gelistirilmesinde biiyiik bir ivme yasanmaktadir (Kolimi ve dig.,

2022). Bu konularda arastirmalar devam etmekle birlikte, ekonomik ve bol bulunabilen dogal



bilesiklerin de yara iyilesmesi iizerindeki olumlu etkileri, yiizyillardir yapilan ¢alismalar ve

medikal uygulamalarin sonuglarina gére timit vadetmektedir.

Hem yan etkilerinin az olmas1 hem de genis terapdtik etki spektrumu, antioksidan etkiye sahip
dogal bilesikleri yara iyilesmesinde 6n plana ¢ikarmaktadir. Anti-inflamatuar, antimikrobiyal
ve hiicre uyaric1 6zellikleri de dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik aktiviteleri nedeniyle dogal
bilesikler uzun yillardir yara bakiminda kullanilmaya devam etmektedir. Bu bilesiklerin yara
iyilestirme iizerine etkinlikleri ¢esitli in vitro testlerle ve Klinik etkinlikleri ise hem hayvan
modelleri hem de insanlar {izerinde yapilan in vivo deneylerle arastirilmistir (Comino-Sanz ve
dig., 2021; Vitale ve dig., 2022). Dogal bir polifenolik bilesik olan rosmarinik asitin (a-O-
kafeoil-3,4-dihidroksifenillaktik asit, RA), antioksidan, anti-inflamatuar, anti-mutagenik, anti-
metastatik, anti-anjiyogenik, anti-tiimoral, noroprotektif, anti-mikrobiyal, immiin modiilatér ve
anti-venom aktivitelerine sahip oldugu in vitro ¢alismalarla gosterilmistir (Amoah ve dig.,
2016; Noor ve dig., 2022). RA’nin yara iyilestirme potansiyelini arastiran ¢alismalarin biiyiik
cogunlugu, farkli bitkilerden elde edilen ekstrelerin RA iceriginden dolay1 yara iyilestirme
potansiyelinin oldugunu rapor etmistir (Huang ve dig., 2009; Geller ve dig., 2010; Siintar ve
dig., 2011). Bununla birlikte, saf RA’nin yara iyilestirme potansiyeline iliskin az sayida
caligmaya da literatiirde rastlanmigtir (Chhabra ve dig., 2020; Kiiba ve dig., 2021; Liu ve dig.,
2023). In vitro hiicre kiiltiiriinde yapilmis az sayida ¢aligma ise ultraviyole (UV) hasarina kars1
RA’nin protektif ve tedavi edici etkisini, oksidatif dengesizli§i ve apoptozu Onleyerek
gosterdigini bildirmistir (Vostalova ve dig., 2010; Lembo ve dig., 2014; Fernando ve dig., 2016;
Rodriguez-Luna ve dig., 2019; Gupta ve dig., 2022). Yara iyilestirme potansiyeli in vitro kiiltiir
caligmalart ve in vivo hayvan deneyleri ile gosterilmis olmasina ragmen RA’nin bu etkisini

hangi molekiiler yolaklar tizerinden ve nasil gergeklestirdigi tam olarak aydinlatilamamustir.

Bitki 6zleri ya da bunlarin aktif bilesenlerinin yara iyilestirici etkisi kadar ari tirtinleri de yara
iyilestirme potansiyeli yliksek dogal bilesiklerdir (Oryan ve Alemzadeh, 2017; Weis ve dig.,
2022). Apiterapi iirlinleri igerisinde Oonemli bir yere sahip olan ve iceriginde ¢ok sayida
biyoaktif peptid bulunan ar1 siitiiniin (RJ, “royal jelly”’), antimikrobiyal (Barnutiu ve dig., 2011;
Tseng ve dig., 2011), antiinflamatuvar (Karaca ve dig., 2012), anti-timoéral (Kimura, 2008),
antioksidan (El-Nekeety ve dig., 2007), immiinomodiilatér (Mihajlovic ve dig., 2014) ve
biiylimeyi tesvik edici (Kamakura ve dig., 2001) etkileri birgok ¢alismada gosterilmistir. Dahast

yaranin iyilesmesini kolaylastirmak icin antik caglardan beri kullanildigi rapor edilmistir



(Bucekova ve dig., 2017). RJ ile topikal tedavinin, hayvan modellerinde ve hatta diyabetik ayak
iilserlerinde enfekte olmus veya olmamais yaralarin iyilesme siiresini kisaltabilecegi gosterilmis
olmasina ragmen (Temamogullari ve dig., 2007; Abdelatif ve dig., 2008; El-Gayar ve dig.,
2016), yara iyilesmesi ile ilgili molekiillerin ve molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina

yonelik ¢aligmalar sinirli kalmistir.

Son yillarda RJ’nin akut yaralardaki inflamasyonun azalmasinda ve anjiyogenezin artisinda rol
oynadigi, fibroblast proliferasyonunu ve hiicre gociinii arttirarak yara kapanmasini hizlandirdigi
bildirilmistir (Ramirez ve dig., 2020; Alvarez ve dig., 2023; Tan ve dig., 2023). RJ’nin insan
fibroblast hiicrelerinde ¢izik yara modelinde gogii arttirarak yara kapanmasini hizlandirdigi ve
hiicrelerdeki lipid igeriginde artis sagladigi gosterilmistir (Kim ve dig., 2010). Belirgin
hiperglisemisi olan diyabetik siganlarda yapilan bir calismada, RJ’nin yara iyilegsmesini 6nemli
derecede hizlandirdig1r belirlenmis, fakat higbir molekiiler yolak hakkinda bilgi ortaya
konmamuistir (Rashidi ve dig., 2016). Baska bir makalede RJ’nin LPS lipopolisakkarit-indiikli
inflamasyonu azalttigin1 ve in vivo hayvan yara modelinde de yara bolgesinin kapanmasini
hizlandirdigini1 ortaya koymustur (Lin ve dig., 2020). Ayrica, UVB hasari lizerinde yapilan
calismalar, RJ’nin inflamasyonu azalttigin1 (Fatmawati ve dig., 2019), oksidatif stresi ve DNA
hasarin1 azalttigini (Seo ve dig., 2010), MMP diizeylerini diistirdigiini (Kim ve dig., 2020) ve
fibroblastlarin proliferasyonunu artirdigini (Park H.M ve dig., 2011) ortaya koymustur. Yapilan
in vitro ve in vivo galisma sonuglari ele alindiginda, RJ’nin yara kapanmasindaki molekiiler etki

mekanizmasinin belirsizligini korudugu goriilmektedir.

Akut ve kronik yaralarin tedavisi i¢in mevcut terapotik ajanlarin genellikle diisiik etkinligi ve
ciddi yan etkilerinin olmas1 nedeniyle bitkisel bilesikler ve biyoaktif peptidler ile yapilacak
terapiler, yara tedavisinde alternatif bir strateji olabilir. Bu doktora tezinde yeni bir yara
iyilestirici dogal iiriin gelistirmek amaciyla bitkisel bir sekonder metabolit olan rosmarinik asit
(RA) ile biyoaktif peptidlerce zengin olan ar1 siitiiniin (RJ) tek ve kombine uygulamalarinin
yara iyilesmesi iizerindeki etkileri aragtirllmistir. Bu iki maddenin birlikte yara iyilesmesi
tizerine etkileri daha once arastirilmamis olup ilk kez bu doktora tezinde incelenmistir. Akut
yaray1 temsilen deri hiicrelerinde gerceklestirilen “in vitro ¢izik yara” deneyinin yani sira, UVB
hasarli veya hiperglisemi-benzeri yiiksek glukoz ortaminda ¢ogaltilmis hiicreler ilizerindeki

terapotik etkileri ¢esitli molekiiler tekniklerle arastirilmistir.



Deneysel calismalarda, deri hiicreleri olarak insan stinnet derisi fibroblast hiicre hatti (HFF) ile
insan keratinosit hiicre hatti (HaCaT) kullanilmistir. Ayrica, yara iyilesmesinde 6nemli bir siireg
olan anjiyogenez hakkinda bilgi edinmek i¢in insan umbilikal ven endotel hiicre hattinda

(HUVEC) “in vitro endotel tiip olusumu” deneyi gerceklestirilmistir.

HFF ve HaCaT hiicrelerinde yara modellemesi i¢in 2 etken kullanilmistir: UVB ve yiiksek
glukoz. Hiicrelerde hasar olusturacak bu uygulamalarin dozu ve siiresi, optimizasyon
calismalar1 sonucunda belirlenmistir. Bu degerlendirmede hiicre i¢i oksidasyon, proliferasyon

ve apoptoz verileri baz alinmistir.

RA ve RJ’nin UVB- ve yiiksek glukoz-hasarli deri hiicreleri iizerindeki terapdtik etkilerini
arastirmak i¢in ilk olarak sitotoksik ve proliferatif aktivitelerine bakilmistir. Ardindan RA ve
RJ igeren en uygun kombine uygulama dozunun belirlenmesi igin, farklit kombinasyonlarla hem
hiicre canlilik testleri (MTT), hem de akut yaradaki etkinli§i gormek icin c¢izik deneyi
gerceklestirilmis, yara iyilestirme potansiyelleri karsilagtirmali olarak incelenmistir. Ayrica,
cizik deneyi sonrasi toplanan hiicrelerde hiicre proliferasyonunda is gdren marker proteinlerin
anlatim analizleri yapilmistir. On denemeler en etkin konsantrasyonlarm RA i¢in 10 uM ve RJ
icin 100 ug/mL oldugunu ortaya koydugundan, ileri deneyler bu dozlarla yiiriitiilmiistiir. Bu
dozlarin UVB ve yiiksek glukoza maruz kalmis hiicreler lizerindeki etkileri molekiiler

analizlerle belirlenmistir.

RA, RJ ve RA+RJ’nin UVB- ve yiiksek glukoz-indiiklii hasarlar iizerindeki iyilestirici etkisi,
hem hiicre migrasyonu gostergesi ¢izik yara deneyi ile hem de ¢esitli hiicresel siirecler hakkinda
bilgi veren molekiiler yontemlerle degerlendirilmistir.  Ayrica RA, RJ ve RA+RIJ
uygulamalarinin anjiyogeneze olasi katkist HUVEC hiicrelerinde in vitro endotel tiip olusumu

deneyi ile analiz edilmistir.

Yapilan analizler sonucunda, UVB ve yiiksek glukoza maruz kalan HFF ve HaCaT hiicrelerinde
artan apoptoz ve oksidatif hasarin RA, RJ ve RA+RJ uygulamalari igerisinde en fazla kombine
uygulamada azaldig1 belirlenmistir. Dogal madde uygulamalarinin bu hiicrelerde biiylime
faktorleri FGF2 ve VEGFA nin anlatimini ve hiicre proliferasyonunu 6nemli derecede arttirdigi
belirlenmistir. Bu sonug proliferasyon gostergesi olan Ki67 seviyelerindeki artis ile de
dogrulanmistir. Ayica, RA, RJ ve RA+RJ’nin anjiyogenezi 6nemli derecede hizlandirma

potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. Hiicre sinyalizasyonunda énemli goreve sahip olan



ERK1/2 proteininin fosforilasyonunda artis saptanmistir. Dikkat c¢ekici olarak hiicre
proliferasyonunda rolii kadar inflamasyonun yonetimindeki islevi ile bilinen AKT/NF-xB
yolunun asag regiile edildigi belirlenmistir. inflamasyonun ydnetiminde temel proteinlerden
olan NF-kB p65’in niikleer translokasyonundaki gerilemeyle birlikte hiicredeki anlatimi da
azalmistir. Dikkat c¢ekici olarak RA ve RJ uygulamalar1 sonrasinda, FGF2 anlatimini
diizenleyen ve FGF2’nin dogal ‘““antisense” transkripti olan NUDT6 seviyesindeki diisiis,
inflamasyonun azaldigin1 desteklemektedir. Uygulamalar sonucunda gerileyen inflamasyon,
IL-1B, IL-6 ve TNF-a seviyelerindeki diisiis ve IL-10 seviyesinde artis ile de gdsterilmistir.
Hasara bagli artan ER stresi, uygulamalar sonucunda azalmaktadir. Hasara bagli artan
apoptozun RA, RJ ve RA+RJ uygulamalar1 sonucunda azalisi, Bax/Bcl2 oram ile kesilmis
kaspaz-3 ve PARPI seviyelerinin disiisii ve ek olarak Hoechst ve propidium iyodiir floresan
boyamasi ile gosterilmistir. Uygulamalarin, UVB ve yiiksek glukoz maruziyetine bagli artan
protein hasarini (karbonillenme) ve lipid peroksidasyonunu (MDA) anlamli diizeyde diisiirdiigii
saptanmistir. Uygulamalarin epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT) hizlandirdigi, azalan E-
kaderin/N-kaderin orani, Twistl, Snaill ve TGF-f seviyeleri ile gosterilmistir. Ayrica kdk
hiicre belirtecleri olan CD44, CD133 ve Nanog seviyelerindeki artis, yara iyilesmesi siirecinde
rosmarinik asit ve ari siitii kombine uygulamalarinin indiikledigi molekiiler mekanizmalardan
biri oldugunu gostermistir. Bu dogal maddelerin hiicre gogiinii artirdig ¢izik yara testiyle

gosterilmis, bu veri MMP-2 ve MMP-9 protein anlatimlarinda alinan yanitlarla desteklenmistir.

Ozetle, UVB hasarinda ve hiperglisemi kosulunda artan hiicre 6liimii ve inflamasyon ile azalan
hiicre proliferasyonun, RA ve RJ uygulamalar1 sonucunda asag1 regiile olan NUDT6/AKT/NF-
kB yolu ve yukar regiile olan FGF2/ERK/EMT yolu ile tersine ¢evrildigi ve yara iyilesme
siirecinin inflamatuar faktorlerin azalmasi, hiicre cogalmasinin ve gociinlin artmasi ile
hizlandig1 ortaya koyulmustur. Elde edilen veriler, rosmarinik asitin ve ar1 siitliniin tek baglarina
uygulanmasindan ziyade birlikte uygulanmasinin akut ve kronik yaralarin tedavisinde daha
yararli olacagin1 gostermektedir. Siiphesiz, bu karigimin yara tedavisinde kullanilan topikal
preparatlarin bilesiminde yer alabilmesi i¢in daha ileri farmakokinetik ve klinik ¢aligsmalara
ihtiya¢c vardir. Doktora tezinden elde edilen c¢iktilarin, yara iyilesmesinde yeni tedavi

iirlinlerinin ve/veya stratejilerinin gelistirilmesine katkida bulunmasi beklenmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. DERI

Deri, viicudun dis katmanin olusturarak gevreden gelecek radyolojik veya kimyasal etkilere,
mikroorganizmalarin ve dis antijenlerin penetrasyonuna karsi koruyan, ilk bariyer noktasi
olarak islev géren en biiyiik organdir (Proksch ve dig., 2008). Insan cildinin yapis1 karmagiktir.
Epidermis, dermis ve hipodermis veya derialti dokusu olmak iizere ii¢ ana tabakadan

olusmaktadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Cildin epidermis, dermis ve hipodermis tabakalari (Yousef ve dig., 2022).

2.1.1. Epidermis

Epidermis, birkag hiicre tabakasindan olusan ve en dis katmanda bulunan deri tabakasidir. Dort
tip hiicre igerir: (1) Keratinositler (baslica deri hiicreleri), (2) Melanositler (pigment iireten
hiicreler), (3) Langerhans hiicreleri (bagisiklik hiicreleri) ve (4) Merkel hiicreleri (6zel

noroendokrin hiicreleri). En dis katmanda bulunan ve epidermisin en baskin hiicre tipi olan



keratinositler bol miktarda keratin ve lipit salgilayarak su bariyeri olarak islev gorirler.
Epidermis, stratum korneum, stratum lusidum (sadece ayak tabanlar1 ve nazal planumdaki 6lii
keratinosit tabakasi), stratum graniillozum, stratum spinosum ve stratum bazale (bazal tabaka)

olmak iizere bes katmandan olusur (Denda ve Nakanishi, 2022; Yousef ve dig., 2022).

Bazal tabakada bulanan melanositler UV 1sinlarina karsi koruyucu olan cilt pigmenti melanini
retirler (Brenner ve Hearing, 2008). Deride bulunan bagisiklik hiicreleri (Langerhans
hiicreleri, dendritik hiicreler) antijen sunumunda 6nemli bir yere sahiptir. MHC-I ve MHC-II
anlatimi yapar ve ciltte bulunan antijenleri lenf sistemine tasirlar (Clayton ve dig., 2017).
Mekanoreseptor gorevi goren Merkel hiicreleri desmozom ile keratinositlere baglanir ve ayrica

deride bulanan serbest sinir uglariyla da etkilesim kurarlar (Abraham ve Mathew, 2019).

2.1.2. Dermis

Dermis, derinin epidermis ve hipodermis arasindaki tabakasidir. Igerisinde fibroblastlar, mast
hiicreleri ve makrofajlar ile sinir ve damar aglarin1 bulunduran kompleks bir yapidir. Igerigi
sayesinde deriye esneklik, gerilme ve dayanaklilik saglamaktadir. Bu tabaka, deride
olusabilecek yaralanmalardan korur, suyu tutar ve 1s1 dengesini saglar. Olusan yaralarin
tyilesmesine icerdigi hiicrelerle biiyiik katki verir. Fibroblastlardan {iretilen kolajenler deriye
saglamlik katarken elastinler esnekligi saglar. Dermis yapisi ve igerigi ile derinin
yenilenmesinde ve yeniden sekillenmesinde gorev alir (Kolarsick ve dig., 2011; Yousef ve dig.,
2022).

2.1.3. Hipodermis

Dermis altinda bulanan deri katmanindir. Hipodermis bol miktarda yag dokusu igerir. Kaslar1
ve kemikleri bu katman deriye baglar. Is1 yalitimi, kemik ve kaslarin darbelere karsi korunmasi,
enerji depolanmasi, kemik ve kaslarin deri ile baglanti kurmasinda gorev alir. Ayrica bag
dokusu, kan damarlari, lenfatik damarlar, sa¢ kokleri ve ter bezleri bu katmanin bir pargasidir

(Gilaberte ve dig., 2016; Yousef ve dig., 2022).

2.2. YARA ve YARA IYILESME SURECI

Yara, cesitli travmatik dis etkenlere (mekanik, termal, kimyasal, biyolojik gibi) veya saglik

sorunlarina (diyabet, kronik vendz/arteriyel yetmezlik, immiinolojik ve dermatolojik hastaliklar



gibi) bagh olarak deri, mukoza veya organ biitlinliigliniin bozulmasidir (Herman ve Bordoni,
2023). insan viicudunun en biiyiik organi olan deri i¢ organlan fiziksel ve kimyasal etkenlerin
yani sira patojenlere karsi koruyan bir katmandir. Saglikli bir yasam i¢in bu organin
biitiinliiglinlin korunmas1 gerekmekte ve yara iyilesmesi siirecinde giiclii bir saglik sistemine

ihtiya¢ duyulmaktadir (Almadani ve dig., 2021).

Yaranin iyilesmesi senkronize gerceklesen bir siire¢ olmakla birlikte olduk¢a karmasiktir.
Dogal yara iyilesmesi siirecindeki hatalar veya yanligliklar yara iyilesmesini geciktirir ve
yaranin kronik yaraya doniismesine alt yap1 hazirlar. Bu durum yasam kalitesini diistirdiigii gibi
daha ileri saglik sorunlarina yol agabilir. Kronik yara tedavisi, ekonomik agidan da 6nemli
kayiplara neden olmaktadir (Sen, 2021). Amerika Birlesik Devletleri’nde 2018 yilinda yapilan
retrospektif bir analizde kronik yaralardan yaklasik olarak 8.2 milyon kisinin kronik yaralardan
muztarip oldugu ve tedavi masraflarinin yaklasik 28.1 ila 96.8 milyar dolar arasinda degistigi
rapor edilmigtir (Nussbaum ve dig., 2018). Hem ciddi saglik sorunlarina hem de maddi

kayiplara neden olan bu tip yaralarin hizli ve dogru bir sekilde tedavi edilebilmesi i¢in yara

iyilesmesi siirecinin iyi bilinmesi ve farkli tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir.

2.2.1. Yara Iyilesmesinin Basamaklar

Yara iyilesmesi siirecine deri hiicreleri, periferik kan mononiikleer hiicreleri, hiicre dis1 matriks,
biiylime faktorleri, sitokinler, diizenleyici molekiiller ve kemokinler katilir. Bu karmagik ve
senkronize siire¢ dort basamakta gergeklesir (Sekil 2.2) (Cafiedo-Dorantes ve Cafiedo-Ayala,
2019).

Basamak 1- Hemostaz (“hemostasis”): Y ara iyilesmesi siirecinin ilk basamagidir ve meydana
gelen yarada kan kaybinin durdurulmasindaki siirecleri icerir. Kan hiicreleri, aktif olmamis
trombositler ve fibrinler bu asamada gorev alarak pihti olusumuna biiyiik katki saglarlar.
Yaralanma sonrasinda, damar diiz kas hiicrelerinin sitoplazmasindaki kalsiyum artig1 endoteli
etkileyerek vazokonstriksiyon (damarda biiziilme) gergeklesir. Yara bolgesindeki trombositler
aktive olurken yiizeye yapismaya ve agregat olusturmaya baslar. Trombositler kollajen ile
aktive olduktan sonra biiyiime faktorleri, siklik AMP gibi mediyatorler ile adeziv (yapigkan)
glikoproteinleri salgilarlar. Bu sayede daha fazla agregat olustururlar. Agregasyon ilerledik¢e

ortama salinan pihtilagma faktorleri, fibrin agregatlarinin piht1 olusturmasini saglar. Olusan bu



fibrin ag1 trombositleri sikistirarak trombosit tikacini olusturur (Velnar ve dig., 2009; Reinke
ve Sorg, 2012).

Trombositlerin alfa graniillerinde platelet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF, “platelet-derived
growth factors™), doniistiiriici biiylime faktorii-alfa (TGF-a, “transforming growth factor-
alpha”), dontstiiriicii bliylime faktorii-beta (TGF-B, “transforming growth factor-beta”),
vaskiiler endotelyal biliyiime faktorii (VEGF, “vascular endothelial growth factor”), insiilin
benzeri bliylime faktorii (IGF-1, “insulin-like growth factor”) ve fibroblast biiylime faktorii
(FGF2, “fibroblast growth factor 27, “basic” (b)FGF olarak da bilinir) salgilanir. Yaranin bir
sonraki basamaga ge¢mesi i¢in PDGF ve TGF-, nétrofillerin ve monositlerin yara bdlgesine
gelmesini saglayarak inflamatuar yanitin olusturulmasina katkida bulunur. VEGF, TGF-a ve
FGF2 endotel hiicrelerini uyararak anjiyogenezi baslatir. Ayrica PDGF, fibroblastlarin yara
bolgesine gelmesini saglar. Yara bolgesine gelen fibroblastlar yara matrisini destekleyen
kollajen ve glikozaminoglikan {iretimini gergeklestirirler. Kisaca hemostaz siireci igerisinde
trombosit tikacinin olugmasi, hiicre disi proteinlerin iiretilmesi ve biiyiime faktorlerinin
salinmasi ile yara iyilesmesinin ikinci basamagi olan inflamasyon i¢in zemin hazirlanir (Eming

ve dig., 2014).

Basamak 2- Inflamasyon (“inflammatory”): Inflamasyon basamag, akut yaralarda yaklasik
iki hafta kadar silirerken kronik yaralarda daha uzundur. Yara iyilesmesinin bu basamaginin
temel amaci patojenlere karsi savunma olusturmaktir. Yara bolgesinde bulunan nekrotik
hiicreler ve hasarli doku tarafindan salgilanan hasarla iliskili molekiiler 6riintiiler (DAMPs,
“damage-associated molecular patterns”) ve patojen bilesenleri olan patojenle iligkili molekiiler
oriintiiler (PAMPs, “pathogen-associated molecular patterns”) inflamatuar yolagi baslatmak
icin mast hiicreleri, Langerhans hiicreleri, T hiicreleri ve makrofajlar gibi bagisiklik

hiicrelerinin reseptorlerine baglanarak onlar1 aktive ederler (Wilkinson ve Hardman, 2020).

Yara bolgesine gelen mast hiicrelerinin salgiladiklar1 histamin, enzim ve diger aktif aminler
inflamasyon gostergesi olan sislik, 1s1, agr1 ve kizarikliga neden olurlar. Bu basamagin kilit
hiicreleri notrofiller, monositler ve makrofajlardir. Hasarli bolgede toplanan nétrofiller ortamda
bulunan bakterileri ve nekrotik hiicreleri ortadan kaldirmak (fagositoz) i¢in, reaktif oksijen
tiirleri (ROS, “reactive oxygen species”) ve proteaz salgilama 6zelliklerini kullanirlar. Ayrica
noétrofiller yara iyilesmesinde gii¢lii yanit olusturmak i¢in kendi sitokinlerini (TNF-a, IL-18 ve

IL-6 vb.) salgilayarak VEGF ile IL-8’in salinmasini uyarirlar (Reinke ve Sorg, 2012).
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Dolasimda bulunan monositler yara bolgesine geldiklerinde ortamdaki uyaran ile makrofajlara
dontistirler. Makrofajlar hasarli dokudaki patojen ve nekrotik hiicre bilesenlerini fagositozla
ortadan kaldirmanin yani sira sitokinleri, kemokinleri ve biiyiime faktorlerini salgilayarak
inflamasyon stirecine katki verirler (Profyris ve dig., 2012). LPS (“lipopolysaccharide”) ve
interferon-gama (IFN-y) gibi pro-inflamatuarlar tarafindan aktive edilen makrofajlar ROS,
TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinleri ve PDGF, TGF-B, TGF-a, FGF2 ve IGF-1 gibi
biiyiime faktorlerini salgilayarak siirecin devamliligin1 saglar. Salgilanan biiytime faktorleri
sayesinde; anjiyogenez, yeniden epitelizasyon ve fibroplazi tesvik edilir (Mahdavian Delavary
ve dig., 2011; Jetten ve dig., 2014). Ayrica makrofajlar apoptotik nétrofilleri fagosite ederek

inflamasyon agamasinin ana inflamatuar araci olurlar (Mahdavian Delavary ve dig., 2011).

Inflamasyon basamag igsel ve dissal birgok faktore baglidir. Bu siiregte yasanan sorunlar
nedeniyle gerceklesecek kontrolsiiz ve asir1 inflamasyon doku hasarimi artirir ve iyilesme

stirecini geciktirir (Wilkinson ve Hardman, 2020).

Basamak 3- Proliferasyon (“proliferative”): Yara iyilesmesinin bu basamaginda ekstraseliiler
matriks (“extracellular matrix”, ECM) proteinlerinin birikimi, yara kapanmasi ve anjiyogenez
gibi siirecleri fibroblastlar, keratinositler ve endotel hiicreleri diizenler. Keratinositler yara
bolgesindeki epidermal biiylime faktorii (EGF, “epidermal growth factor”), keratinosit biiytime
faktorii (KGF, “keratinocyte growth factor””) ve TGF-a gibi biiylime faktorleri, sitokinler ve
diger dis etmenler tarafindan aktif hale getirilir (L1 ve dig., 2007). Yara bolgesi kenarinda aktif
hale gelmis keratinositler epitelyal-mezenkimal gegise (“epithelial-mesenchymal transition”,
EMT) ve istilact bir profil sergilerler. Ayrica biiyiime faktorleri, desmozomlarin ve hemi-
desmozomlarin  bozulmasimi saglayarak hiicreleri goge hazirlar. Neo-epidermisteki
keratinositler, bazal membran1 yeniden olusturmak i¢in hiicre gociine yardimei olacak matriks

metalloproteinazlart (MMP) salarlar (Rousselle ve dig., 2019).

Bu basamakta, dokunun hem canliligin1 hem de iyilesme siirecini hizlandirmak i¢in hasarli
damarlarin yerine anjiyogenez ile yeni kan damarlari tiretilir. Anjiyogenezi tetikleyen en biiyiik
etmen hipoksidir. Hipoksi, hipoksi ile indiiklenebilir faktorler (HIF), siklooksijenaz-2 ve VEGF
gibi faktorlerin anlatimini artirir (Huang ve dig., 2005). Bu degisimlere bagh olarak endotel
hiicrelerinin proliferasyonu artar ve yara bolgesine gocleri hizlanir. Stabil haldeki endotel
hiicreler ile birleserek yeni tiibiiller ag olusumu ile yeni damarlar ortaya ¢ikar (Honnegowda ve
dig., 2015).
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Yara bolgesindeki fibrince zengin gegici matriksin yerine graniilasyon dokusunun olugsmasinda
fibroblastlar ana gdrevli hiicre roliinii listlenirler. Bu hiicreler trombositlerin ve makrofajlarin
salgiladigr molekiillerin uyarimiyla hasarli dokuya gdc¢ ederler. Normal siirecte dermisde
bulunan fibroblastlar az sayida ve hareketsizken yara bolgesinde olusan gegici matrikste
oldukca fazla sayida ve aktif haldedirler. Fibroblastlar yara bolgesine ulagsmak tizere ECM’den
gecmek icin, proteazlar iiretip salgilayarak yol agarlar. Fibroblastlar go¢ islemlerini
tamamladiktan sonra farklilasir, cogalir ve kollajen, elastin ve proteoglikanlar gibi graniilasyon
dokusunun ana molekiilerini sentezlerler. Su ana kadar 20 tip kolajen tiirli tanimlanmistir

(Fitridge ve Thompson, 2011).

Basamak 4- Yeniden yapilanma (“remodeling”): Yara iyilesmesinin son basamagi olan
yeniden yapilanma, dokunun yeniden diizenlenme siire¢lerini igerir; yara olusumundan iki veya
tic hafta sonra baslar ve bir yila kadar uzayabilir. Proliferasyon basamaginda baglayan ECM
sentezi ve graniilasyon dokusu gelisimi es zamanli olarak bu asamada da devam eder. Yeniden
yapilanma basamagiin kilit hiicreleri olan fibroblast ve makrofajlar, ECM’nin yeniden
sekillenmesinde kollajenlerin sentezinde ve c¢apraz baglanmasinda, hiicre OGliimiiniin
yonetiminde ve hiicre olgunlagmasinda (“cell maturation”) rol oynarlar (Wilkinson ve

Hardman, 2020).

ECM’deki kollajen yikimi ve sentezi arasindaki hassas denge, MMP enzimleri tarafindan
diizenlenir. Yara onarimi boyunca, dogal sarmal yapidaki kollajenlerin yikiminda gorevli
MMP’leri fibroblastlar ve keratinositler sentezler (Darby ve dig. 2014). Ayrica ECM’de
bulunan elastinlerin deriye esneklik kazandirmasi i¢in, elastinler tekrar yapilandirilir. Elastinler
yara iyilesmesinin erken asamasinda ¢ok yogun diizenlenme geg¢irmelerine ragmen olgun

elastin lifleri sadece skar dokusunda aylar sonra goriiliir (Amadeu ve dig., 2004).

Fibroblastlar yaranin iyilesme siirecinde, yara dokusunda olusturulan fibronektinleri, fibrin
agregatlarin1 ve proteoglikanlari, kollajen fibrilleri ile degistirir ve yaranin iyilesmesine katki
saglar. Hasarl1 deri dokusunda genelde %80 kollajen tip-3 ve %10 kollajen tip-1 bulunurken,
iyilesme siireci ilerledik¢e skar yapisindaki kollajen tip-3 yerini kolajen tip-1’e birakir. Bu da
skarin gerilme kuvvetini arttirir (Diegelmann ve Evans, 2004). Skarda olusan ECM’deki
kollajen fibrilerinin normal derideki kollajen fibrillere gore farkli yapida baglanmasi, iyilesen
yara bolgesinin dayanikliligini normal deri dokusuna gore %20 azaltir (Witte ve Barbul, 1997,

Young ve McNaught, 2011). Onarim siirecinin sonlaria dogru ortamda yogun sekilde bulunan
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makrofajlarin, keratinositlerin ve fibroblastlarin yogunluklar1 apoptoz ile azaltilir. Bu siireg ilk
olarak keratinositlerle baslar (Clark, 1995; locono, 1998). Yara bolgesindeki makrofajlar,
keratinositler, endotel hiicreleri ve fibroblastlar azaldiginda veya ayrilarak bir yara izi

biraktiginda yara iyilesme yaniti etkinligini kaybeder (Larouche ve dig., 2018).

Hemostaz inflamasyon

notrofil

-_—) &7

eritrosit

mast hiicresi ﬂ
.ﬂ £ (=] 4 _ (@)
OIB o fibroblast monosit 1@
© x o©° o'ﬁb_oo_ o@egoo§¢©—°_
Yeniden yapilanma Proliferasyon

miyofibroblast

\‘i\\ )(/ﬂ & 4mmm  kan daman

N - = .=
Ny ><
< N o ) 7
ﬂ kollaj
JEi Treg

0o© o0 ©°9 6 9% 0 o 00 o ©9 © ©° ® o _

Sekil 2.2: Yara iyilesmesinin basamaklar1 (Wilkinson ve Hardman, 2020).

2.3. YARAIYILESMESINI ETKILEYEN FAKTORLER

Bircok etmen ve faktor yara iyilesmesinde gecikmelere veya bozulmalara sebep olabilir.
Yaranin onarimini etkileyen faktorler, sistemik ve yerel (lokal) faktorler olarak iki gruba
ayrilabilir. Sistemik faktorler yaranin konumuyla dogrudan iliskisi olmayan veya ¢ok az iligkisi
olan faktorlerdir. Yerel faktorler yaranin 6zelliklerini dogrudan etkileyen faktorlerdir (Guo ve
Dipietro, 2010).

Sistemik faktorler; yas, cinsiyet, genetik ve sistemik hastaliklar1 (diyabet, damar yetersizligi,

arteriyel yetmezlik, kronik akciger hastaliklart vb.) kapsar. Yas ilerledik¢e yaranin
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iyilesmesinde Onemli siirecler olan anjiyogenez, yeniden epitelizasyon ve makrofaj
fonksiyonlarinda bozulmalar veya gecikmeler iyilesmeyi olumsuz yonde etkiler (Gosain ve
DiPietro, 2004). Cinsiyet hormonlarindan &strojenin hem yasli hem de yetiskin bireylerde yara
iyilesme oranini artirdigr gosterilmistir (Hardman ve Ashcroft, 2008). Kronik yaralardaki
mikrobiyomlar incelediginde, insanlarin genotiplerine bagli olarak belirli patojenlerin neden
oldugu enfeksiyonlara kars1 duyarli olma egiliminde olduklar1 bildirilmistir (Tipton ve dig.,
2020). Yara iyilesmesini etkileyen hastaliklara bakildiginda, damar yetersizliginde kalict 6dem
olusmasi ile yara iyilesme siireclerinde islev kaybi gergeklesir. Arteriyel yetmezlikte ise gerekli
olan oksijen ve besin maddelerinin hiicrelere dagitim1 azalir ve yara iyilesmesinde gecikmelere
neden olur (Hess, 2011). Hiperglisemiye bagli gelisen diyabet de yara iyilesmesini etkileyen en
onemli ve en sik goriilen faktordiir. Hiperglisemi durumunda, ROS iiretimi antioksidan
kapasitesini astigindan oksidatif streste de artis olur. Ayrica ileri glikasyon son {iiriinlerinin
(“advanced glycation end products”, AGES) ve MMP seviyelerinin artmasina neden olarak

yaralarin kronik yaraya dontismesine sebebiyet verir (Brem ve Tomic-Canic, 2007).

Lokal faktorler; oksijenasyon, enfeksiyon, travma-6demler ve solar ultraviyole (UV) 1ginlarini
igerir. Oksijenasyon yara iyilesmesinin tiim asamalarinda kritik 6neme sahiptir. Diyabet ve
yaslanma gibi sistemik faktorlerden kaynaklanan diisiik doku oksijenasyonu (hipoksi), vaskiiler
akigin azalmasina neden olarak yara iyilesmesini bozabilir (Rodriguez ve dig. 2008). Cilt
yaralandiginda normalde cilt yiizeyinde bulunan mikroorganizmalar alttaki dokulara erisim
saglar. Yarada olusan enfeksiyon asir1 inflamatuar reaksiyona neden olarak yara iyilesmesini
geciktirir (Edwards ve Harding, 2004). Yaralar, siirekli olarak travmaya maruz kaldiklarinda
veya 0dem nedeniyle lokal kan desteginden yoksun bir ortamda yavas iyilesir veya hig
iyilesmeyebilir (Hess, 2011). UV isinlari, keratinosit ve fibroblast hiicrelerinin canliliginin
azalmasina ve hiicre gociiniin bozulmasina, dolayisiyla yara iyilesme siireglerindeki

basamaklara zarar vererek iyilesmenin yavaglamasina neden olur (Liu ve dig., 2015).

2.3.1. UVB Hasari

Solar ultraviyole (UV) 1sinlar1 insan derisini etkileyen ¢evresel faktdrlerden en 6nemlilerinden
biridir. Cocukluktan beri giines 1sinlarina maruz kalmak ciltte onemli hasarlara neden olabilir.
Ozellikle 280-320 nm araligindaki UVB 1sinlarinin en zararh etkisi kotii huylu (malign) kanser
(melanom) gelisimine yol agmasidir. UVB 1sinlar1 derinin {ist katmanlar1 dahil dermise kadar

nifuz edebilir. Deri katmanlarinda bulunan keratinosit ve fibroblastlar tizerinde ciddi hasarlara



14

neden olur. UVB maruziyetinin 6zellikle ciltte bulunan hiicrelerde apoptozu tetikledigi

gosterilmistir (Svobodova ve dig., 2006).

Diinyada her y1l bir milyondan fazla kiside non-melanom cilt kanseri goriilmektedir. Bu kanser
tirtiniin gelisiminde biiyiikk 6lgiide UV 1simlarina asir1 maruziyet etkilidir. UVB, hiicrelerin
protein, lipit ve DNA’sinda olusturduklar1 hasar ile tiimor baslatic1 ve tesvik edici ajan olarak
is gormektedir (Abu-Yousif ve dig., 2008). Yogun UVB’ye maruz kalmis deri hiicreleri hasar
onarim mekanizmalariyla ya da onarimi basarisiz olan hiicreleri apoptozla ortadan kaldirarak
zararli etkilerden kurtulur (Schuch ve dig., 2017). Hasar onarim mekanizmasinda aksakliklar
veya apoptoz yolagindaki hatalardan dolay1 onarim gergeklesmezse UVB 1ginlarinin etkisiyle
olusan mutasyonlar tiimor olusumunu indiikler. Son yillarda UVB 1sinlarinin zararli etkileri
hakkinda toplumlar bilinglendirildiyse de deri kanseri vakalarindaki artis devam etmektedir.
UVB 1sinlarinin olusturdugu hasarlarin veya hasarli hiicrelerin ortadan kaldirmasi i¢in yeni ajan

ve stratejilere ihtiyag vardir (Cleaver ve Crowle, 2002; Wu ve dig., 2023).

UVB iginlariin deride yaptigi hasarlarin bazisi akut iken bazisi ileri siireglerde ortaya cikar.
Cilt etkili bir antioksidan sistemine sahip olmasina ragmen UVB kaynakli olusan ROS’lar bu
sistemden kagarak derinin savunma sistemine fazla yiik bindirir ve dnemli derecede hasar
olusturabilir (Stone ve dig., 2003). UVB kaynakli olusan oksidatif strese cildin verdigi
tepkilerden bazilari; hiicre i¢i lipit peroksidasyonun artmasi, hiicre i¢i ve hiicreler arasi
antioksidanlarin tilkkenmesi, immiinsiipresif, inflamatuar veya apoptotik siirecleri diizenleyen
spesifik sinyal yollarinin indiiklenmesidir (Levites ve dig., 2001; Luchetti ve dig., 2009). UVB-
kaynakli DNA hasar1 ve ROS birikiminin yol ag¢tig1 etkiler Sekil 2.3’te gosterilmistir. UVB
isilariin en belirgin etkisi inflamasyonun tetiklenmesidir. Keratinositlerde IL-1a, IL-1f, IL-
6 ve TNF-o’nin artmasina neden olur (Suh ve dig., 2002). UVB 1sinlarinin keratinositlerde yol
actig1 hasar esik degerini astiginda kaspaz-9 aktivasyonu ile apoptoz indiiklenir. Ayrica UVB-
indiiklii apoptozda anti-apoptotik Mcl-1 ve Bcl-2 ailesinden birkag¢ proteinin gorev aldigi
gosterilmistir. Bunun diginda, UVB-kaynaklit DNA hasar1 ve ROS birikimi; protein kalite
kontrol mekanizmalarini blok eder ve hasarli proteinlerin birikimine yol agar. Bu durum,
hiicrelerde endoplazmik retikulum (ER) stresine neden olur. UVB maruziyeti sonucunda, ER
stresinde rol oynayan transkripsiyon faktori C/EBP homolog proteininin (CHOP)’un
anlatimindaki artisa bagli olarak keratinositlerin apoptoza gittigi gosterilmistir. Bu ER stresinin

UVB kaynakli apoptozda rol oynadigini gostermektedir (El Darzi ve dig., 2017). Derinin
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dermis tabakasinda bulunan kollajen fibriller ve elastinler cilde dayanaklilik ve esneklik
kazandirmaktadir. UVB isinlarinin  olusturdugu hasar ile bu iki proteinin dermisteki
diizenlerinin bozulmasi deride foto-yaslanmaya neden olur. Ayrica, UVB’ye bagh hiicre
dongiisiindeki tutuklanmalar yasli (“senescent”) hiicrelerin birikimine ve senesens-iligkili salgi
fenotipinin olusmasina, yani pro-inflamatuar faktorlerin miktarinda artisa da yol agmaktadir
(Cavinato ve dig., 2017). UVB kaynakli ROS’a karsi dengeyi kurmak icin giivenli

antioksidanlar veya stratejilere ihtiya¢ vardir (Ramachandran dig., 2010).
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Sekil 2.3: UVB iginlarinin deride hasara yol agan ROS-aracili etkileri (Cavinato ve dig., 2017).

2.3.2. Hiperglisemi

Anormal glukoz metabolizmasinin merkezi bir rol oynadigi diyabet yaklasik 340 milyondan
fazla bireyi etkileyen metabolik bir hastaliktir. Diinyada tip 2 diyabet goriilme siklig1 giin
gectikce artmaktadir (Patel ve dig., 2019). Ulkemizde 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada
diyabet goriilme oranin %14 oldugu gosterilmistir (THSK, 2014).
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Diyabet hastalarinda olusan ayak veya bacak iilserleri, hastalarin sakatlik ve mortalite oranlarini
artirmaktadir (Deng ve dig., 2021). Bunun en biiyiikk nedeni diyabetik hastalarda yara
iyilesmesini etkileyen mekanizmalarin yeterli diizeyde anlasilmamis olmasi ve iyilesme
stirecinde sitokin ve kemokinlerin anlatimlarindaki dengenin bozularak iyilesmenin
gecikmesidir (Loots ve dig., 2002). Mevcut bakim sistemlerinin ve ilaglarin yetersiz
kalmasindan dolay1 diyabetik yaralarin %70’inden fazlasinda iyilesme saglanamamakta,
standart tedaviler amputasyonla sonuclanmaktadir (Wolf ve dig., 2021). Diyabet kaynakli
yaralarin tedavisinde daha detayli calismalara, yeni tedavi ajanlarina ve stratejilerine ihtiyag

vardir.

Hiperglisemi, diyabet hastalarinda yara kapanma siireglerinde bozulmalara, ateroskleroz
yoluyla ayak veya bacak iilserlerinin gelismesine ve deri hiicrelerinin fonksiyonlarinda
kayiplara neden olur (Hanefeld ve dig., 2013). Hiperglisemi ateroskleroz olusumunda etkin rol
oynayarak, dolasimda bulanan besinlerin yara bolgesine ulasmasini geciktirir ve bu da yara
iyilesmesi asamalarinda yavaslamalara veya bozulmalara yol agar (Beckman ve dig., 2002).
Ayrica hiperglisemi endotel hiicrelerinde fonksiyonel bozukluklara sebebiyet vererek yaralarin

iyilesmesini geciktirir (Koitka ve dig., 2004).

Hiperglisemi endotel hiicreleri disinda yara bolgesindeki ECM proteinlerinin sentezini,
hiicrelerin gogiinii, fibroblast ve keratinosit hiicrelerinin ¢ogalmasini da yavaslatir (Park H.Y.,
ve dig., 2011; Lima ve dig., 2017; Kim ve dig., 2018). Yeniden epitelizasyonun ger¢eklesmesi
icin gerekli olan keratinosit farklilagmasinda, hiicre iskeletinde bulunan cesitli keratin
proteinlerinin ve epitel hiicrelerin bazal membrana yapismasini saglayan laminin-5 a3 zincir
oncii proteininin (LM-3A32) anlatimindaki azalma hiperglisemi ile iligkilidir (Blakytny ve
Jude, 2009). LM-3A32 proteinin anlatimindaki bozukluklar dogrudan keratinositlerin
proliferasyonunu ve farklilasmasini etkiledigi i¢in yeniden epitelizasyonda dnemli bir yer tutar

(Ryan ve dig., 1999; Usui ve dig., 2008).

Hiperglisemi, yara iyilesmesinde 6nemli bir mekanizma olan antioksidan savunma sistemine
de zarar verir. Hiperglisemiye baghi  glutatyon peroksidaz ve  siiperoksit
dismutazin aktivitelerindeki azalmalar ROS artisina neden olur (Dworzanski ve dig., 2020).
Yara asamalarinin ilk evrelerinde ROS her ne kadar yararl olsa da dengesiz bir sekilde tiretimi
yara iyilesmesinin diger asamalarinda dnemli hasarlara neden olmaktadir (Rodriguez ve dig.,

2008). Uzun siireli ve kontrolsiiz bir sekilde ilerleyen hiperglisemi ROS-aracili ileri glikasyon
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son iirlinlerinin (AGE’s), protein kinaz C’nin, heksozaminin ve poliol’iin artisina yol agar
(Deng ve dig., 2021). AGE’leri baglayabilen ¢ok ligandl1 bir reseptor olan RAGE anlatiminda
artis meydana gelir. Artan ROS DNA hasarina yol acar ve hiicre 6liimiine ya da melonomaya
neden olabilir. Bunun disinda, RAGE anlatimindaki artig inflamatuar faktorlerin miktarinda
artisa yol agar. Dahasi, kronik hipergliseminin stromal hiicre-kokenli faktér 1 (SDF-1, “stromal
cell-derived factor 1”) ve endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS, “endothelial nitric oxide
synthase™) seviyelerinde diisiise yol agmaktadir. Bu da inflamasyonun artisina ve yara
iyilesmesinin gecikmesine neden olur. Ayrica, hiicredeki proteinlerin N-bagli, O-bagh ve O-
GIcNAc glikozidik modifikasyonu bu proteinlerin fonksiyonunda degisimlere yol agarak
hiperadeziv keratinosit fenotipi olusumuna neden olur ve yara iyilesmesini geciktirir (de Jesus
ve Ramakrishnan, 2015). Kandaki diizeyi kontrolsiiz bir sekilde artan sekerin neden oldugu
biitiin bu degisimler, deride olusan yaralanmalara veya enfeksiyonlara karsi derinin daha hassas

olmasina neden olarak yara iyilesme siire¢lerinde bozulmalari tetikler (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Deriyi etkileyen hiperglisemi ile iligkili komplikasyonun bir 6zeti (de Jesus ve Ramakrishnan,
2015).
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2.4, ROSMARINIK ASIT

Rosmarinik asit (RA) bir¢ok bitkide bulunan, kafeik asidin 3,4-dihidroksifenillaktik asitle
(Sekil 2.5) esterlesmesi sonucunda olusan dogal bir bilesiktir. Ismini ilk defa izole edildigi
biberiyeden (Rosmarinus officinalis) almistir. RA’nin ana kaynagi Oraginaceae familyasinin

Nepetoideae alt familyasina ait bitkilerdir (Gordo ve dig., 2012).

HOD/\/M\O OH
HO
Sekil 2.5: Rosmarinik asitin yapist (Hitl ve dig., 2021).

RA sahip oldugu antikanser, antidiyabetik, antidepresan, anti-inflamatuar, antiviral,
antibakteriyel, antialerjik ve antioksidan aktivitelerle kardiyoprotektif, hepatoprotektif ve
nefroprotektif etkiler gdsterir. RA’nin terapotik spektrumu Sekil 2.6’da 6zetlenmistir (Nadeem
ve dig., 2019).

Yaslanma
karsiti

Sekil 2.6: Rosmarinik asit ve potansiyel biyolojik aktiviteleri (Nadeem ve dig., 2019).
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2.4.1. Rosmarinik Asitin Yara Iyilesmesindeki Rolii

Hem yan etkilerinin az olmas1 hem de genis terapotik etki spektrumu, yiiksek antioksidan
ozellikli dogal bilesikleri yara iyilesmesinde 6n plana ¢ikarmaktadir (Comino-Sanz ve dig.,
2021; Vitale ve dig., 2022). Ozellikle, anti-inflamatuar, antimikrobiyal ve antioksidan
Ozellikleri nedeniyle dogal bilesikler uzun yillardir yara bakiminda kullanilmis ve kullanilmaya
da devam etmektedir (Amoah ve dig., 2016; Noor ve dig., 2022). Bunlar igerisinde yiiksek
antioksidan o6zellige sahip olan dogal polifenolik bilesik rosmarinik asitin in vitro ve in vivo
deneylerle yara iyilestirme 6zelligi gesitli ¢alismalarla ortaya koyulmus olsa da (Tablo 2.1)
RA’nin bu etkisini hangi molekiiler yolaklar {izerinden ve nasil gerceklestirdigi tam olarak

aydinlatilamamuistir.

Agirlikli olarak son yillarda yapilan ¢alismalar RA’nin yara iyilestirme 6zelligi hakkinda daha
ayrintilt bilgi sahibi olunmasint saglamistir. In vitro ve in vivo olarak yiiriitilen ve akut
yaralarda RA uygulamasinin etkilerini bildiren raporlar, RA’nin yara bélgesinde epitelizasyonu
artirdigini (Kiiba ve dig., 2021), fibroblast hiicrelerinin ¢ogalmasini indiikledigini (Psotova ve
dig., 2003; Zhong ve dig., 2023), fibroblast (Geller ve dig., 2010) ve keratinosit (Lambrechts
ve dig., 2022) gociinii arttirarak yara bolgesinin daha hizli kapanmasina katki sagladigini
gostermistir. RA’nin yara bolgesinde antibakteriyel 6zelligi de rapor edilmistir (Psotova ve dig.,
2003; Lambrechts ve dig., 2022; Liu ve dig., 2023). Yara olusumu sonrasi, RA uygulamasi
COX-2 (siklooksijenaz-2), PGE2 (Prostaglandin E2) anlatimi (Huang ve dig., 2009) ve 5-LO
(5-Lipoksijenaz) miktarim1 azaltmistir (Psotova ve dig., 2003). Enfekte yaralarda, RA’nin
hidroksiprolin miktarini artirdigi, enfeksiyonu azalttigi ve yara kapanmasini hizlandirdigi
gosterilmistir (Chhabra ve dig., 2020). UVB hasarina karst RA’nin keratinosit ve fibroblast
proliferasyonunu artirdigi, apoptozu ve oksidatif stresi azalttigi ve Mrf-1 (mitofusin-1), Mrf-2
ve Drp-1 (dinamin-iligkili protein 1) seviyelerini azalttig1 bildirilmistir (Gupta ve dig., 2022).
Diger bir in vitro ¢alisma, RA’nin katalaz (CAT) ile siiperoksit dismutaz (SOD) enzimlerinde
artig saglayarak antioksidan savunmay1 giiclendirdigini ve UVB hasarmin olusturdugu protein
karbonillenme hasarin1 ve DNA hasarini azaltarak canlilig artirdigini rapor etmistir (Fernando
ve dig., 2016). UVB-iliskili inflamasyonu azalttigi (Lembo ve dig., 2014) ve ROS seviyelerini
diistirdiigii ve apoptozu engelledigi ortaya koyulmustur (Vostalova ve dig., 2010; Rodriguez-
Luna ve dig., 2019).
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Tablo 2.1: Rosmarinik asitin (RA) yara iyilestirme potansiyeli hakkinda yapilan ¢alismalar ve bulgulari.

Yara Tipi Model RA uygulamasi sonucunda elde edilen bulgular Kaynak
Akut yara in vivo Yara kapanmasif, Epitelizasyon? Kiiba ve dig. 2021
Akut yara in vitro / Fibroblast proliferasyonut,
in vivo Yara kapanmasi?, Epidermis ve Zhong ve dig., 2023
graniilasyon doksunun kalinigit, MPO* 1
Akut yara invitro  Fibroblast gogiit Geller ve dig., 2010
Akut yara invitro  COX-2|, PGE2|,NO| Huang ve dig., 2009
Akut yara in vitro / 5-LO|, Keratinosit ve Fibroblast proliferasyonuf, . .
in vivo LDL|, TBARS|, Antibakteriyel aktivite] Psotova ve dig., 2003
Akut yara in vivo Yara kapanmasi?, Antibakteriyel aktivitet Liu ve dig., 2023
Akgara In vitro Keratinosit go¢iif, Antibakteriyel aktivite? ;SglzbreChts ve dig.,
Enfekte yara in vivo Yara kapanmasi?, Hidroksiprolint, .
Antibakteriyel aktivite? Chhabra ve dig., 2020
UVB hasan in vitro LDH|, Canlilik?, Cas3 |, DNA hasar1], .
Cas9 |, ROS], IL-6] Vostalova ve dig., 2010
UVB hasar1 invitro  IL-6], IL-8], MCP-1{, TNF-a/, IL-101 Lembo ve dig., 2014
UVB hasarn in vitro Keratinosit ve Fibroblast proliferasyonuf, .
Mfn-11, Mfn-21, Drp-1{, ROS|, Bel2/BAX1 Gupta ve dig., 2022
UVB hasan in vitro Protein karbonilme |, DNA hasar1|, Canlilikt, .
Apoptotik hiicre|, CATt SOD1, Nrf21 Fggpdo ve dig., 2016
UVB hasan in vitro Canlilik?, ROS|, Apoptotik hiicre|, NLRP3 |, Rodriguez-Luna ve
Casl], IL-1B}, ASC|, Nrf21, HO-11 dig., 2019

2.5. ARISUTU

Arn siitli (“Royal jelly”, RJ), geng is¢i bal arilariin tiim geng larvalari ii¢ giin, kralige ariy1 ise
yasam boyu beslemek igin iirettikleri kremsi, sarimtirak bir ar1 tiriniidiir (Knecht ve Kaatz,
1990; Liu ve dig., 2008). RJ, en 6nemli 6zelligi, bal arisi larvalarinin hizli gelismesini, iyi
beslenmesini ve korunmasii saglamasidir (Scarselli ve dig., 2005). Kralice arinin
dogurganligi, yasam siiresi ve yumurtlama verimi de RJ alim miktarina ve siiresine baglidir
(Evans ve Wheeler, 1999). RJ igerdigi serbest amino asitler, bol miktarda protein, lipitler,
vitaminler ve sekerler ile yiiksek besin degerine sahiptir (Sekil 2.7) (Schmitzova ve dig., 1988;
Ahmad ve dig., 2020). RJ’nin igerdigi protein ve lipit kompozisyonu biyolojik aktivitesinde
etkili olan en 6nemli faktorlerdir. RJ’de bulunan en 6nemli lipit olan 10-HDA (10-Hidroksi-2-
Dekenoik asit); antimikrobiyal, immiinomodiilator ve anti-inflamatuar gibi aktiviteleri ile yara
tyilestirme potansiyeli yiiksek bir dogal bilesiktir. Yara iyilestirme o6zelligi gosterilmis
defensin-1 de RJ igerisinde bulunan ¢ok dnemli bir peptiddir. RJ’ye 6zgii proteinler olan MRJP
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(“Major Royal Jelly Protein)’ler, bugiine kadar tanimlanmis biyolojik aktiviteleri ile RJ nin

yara iyilestirme potansiyelini artirmaktadir (Tablo 2.7) (Ahmad ve dig., 2020).
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Sekil 2.7: Ar siitliniin i¢erigindeki temel biyolojik maddeler ve biyolojik aktiviteleri (Ahmad ve dig.,
2020).

Eski ¢aglardan beri ar1 iiriinleri farmakolojik etkileri nedeniyle tamamlayici ilag olarak
kullanilmistir (Pasupuleti ve dig., 2017). RJ’nin insan saglig1 lizerinde terapotik bir etkisinin
olup olmadigimi arastirmak ig¢in ilk olarak 1939 yilinda antibakteriyel etkisine bakilmistir
(McCleskey ve Melampy, 1939). RJ, son yillarda yapilan bilimsel ¢alismalarla birlikte ilag,
kozmetik ve gida endiistrisinde onemli bir ticari {irin haline gelmistir (Sabatini ve dig., 2009).
Yapilan ¢aligmalarda RJ’nin antimikrobiyal, anti-inflamatuar, immiin modiilator, antioksidan,
anti-aging, anti-alerjik, yara iyilestirici, anti-kanser gibi etkileri gosterilmistir (Ramanathan ve
dig., 2018; Ahmad ve dig., 2020; Collazo ve dig., 2021).

2.5.1. An Siitiiniin Yara Iyilesmesindeki Rolii

Bitki 6zleri ya da bunlarin aktif bilesenlerinin yara iyilesmesindeki etkisi kadar ari tirtinleri de
yara iyilestirme potansiyeli yiiksek dogal alternatiflerdir (Oryan ve Alemzadeh, 2017; Weis ve

dig., 2022). Apiterapi lriinleri igerisinde 6nemli bir yere sahip olan ve iceriginde ¢ok sayida
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biyoaktif peptid bulunan ar1 siitii, antik ¢aglardan beri, ¢esitli cilt yaralanmalarinin tedavisinde
tamamlayici olarak kullanilmaktadir (Bucekova ve dig., 2017). RJ’nin antimikrobiyal (Barnutiu
ve dig., 2011; Tseng ve dig., 2011; Klaudiny ve dig., 2012), antioksidatif (Nagai ve dig., 2006;
El-Nekeety ve dig., 2007) anti-inflamatuar (Karaca ve dig., 2012; Sugiyama ve dig., 2012) ve
bliylimeyi tesvik edici (Kamakura ve dig., 2001) &zelliklere sahip bir immiin modiilator
(Mihajlovic ve dig., 2014) olarak gbrev yapmasi yara iyilestirmede onemli bir potansiyel

tagidigini gostermektedir.

RJ ile topikal tedavinin, hayvan modellerinde ve hatta diyabetik ayak {iilserlerinde enfekte
olmus veya olmamis yaralarin iyilesme siiresini kisaltabilecegi gosterilmis olmasina ragmen
(Temamogullari ve dig., 2007; Abdelatif ve dig., 2008; El-Gayar ve dig., 2016), yara iyilesmesi
ile ilgili molekiillerin ve molekiiler mekanizmalarin aydinlatiimasina yonelik ¢alismalar sinirlt
kalmistir. RJ’nin insan fibroblast hiicrelerinde c¢izik yara modelinde gocii artirarak yara
kapanmasini hizlandirdigi ve hiicrelerdeki lipit i¢eriginde artis sagladigi gosterilmistir (Kim ve
dig., 2010). Belirgin hiperglisemisi olan diyabetik si¢anlarda yapilan bir ¢aligmada, RJ’nin yara
iyilesmesini onemli derecede hizlandirdigi bildirilmis, fakat etki ettigi molekiiler yolaklar
hakkinda bilgi rapor edilmemistir (Rashidi ve dig., 2016). RJ fraksiyonlarinin yara iyilestirici
etkisini arastiran bir grup, insan epidermal keratinosit hiicrelerinde baglica ar1 siitii
proteinlerinin (MRJP2, MRJP3 ve/veya MRIJP7) potansiyel yara iyilestirici biyoaktiviteye
sahip oldugunu vurgulamis ve ar1 siitii kokenli bu proteinlerin indiikledigi hiicresel cogalma ve
g0¢ yoluyla RJ’nin yara kapanmasi tizerindeki 1yilestirici etkisini raporlamislardir (Lin ve dig.,
2019). Ayni grup bir sonraki yil ¢ikardiklar1 makalede ise RJ’nin LPS (lipopolisakkarit)-
indiikli inflamasyonu azalttigin1 ve in vivo hayvan yara modelinde de yara bolgesinin
kapanmasini hizlandirdigini ortaya koymustur (Lin ve dig., 2020). Literatiirde RJ’nin akut
yaralarda inflamasyonun azalmasinda ve anjiyogenezin artiginda rol oynadigina ve fibroblast
proliferasyonu ile gociinii artirarak yara kapanmasini hizlandirdigina dair giincel yayinlara
rastlanmistir (Ramirez ve dig., 2020; Alvarez ve dig., 2023; Tan ve dig., 2023). Enfekte
yaralarda da RJ’nin antimikrobiyal aktivitesi ile inflamasyonun azalmasinda islev gordiigii ve
anjiyogenezi artirarak yara iyilesmesini hizlandirdig1 gosterilmistir (Lin ve dig., 2021; Alvarez
ve dig., 2023). In vivo mide iilseri (Sofiabadi ve Samiee-Rad, 2020) ve Kklinik diyabetik ayak
tilserinde (Siavash ve dig., 2011) yapilan ¢aligmalar, RJ’nin yara bolgesinin iyilesmesinde
terapotik etkiye sahip oldugunu belirtmektedir. UVB hasar iizerinde yapilan ¢aligmalar ise,

RJ’nin inflamasyonu azalttig1 (Fatmawati ve dig., 2019), oksidatif stresi ve DNA hasarini
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engelledigi (Seo ve dig., 2010), MMP seviyelerinde azalmaya yol agtig1 (Kim ve dig., 2020) ve

fibroblastlarin proliferasyonunu artirdigi (Park H.M. ve dig., 2011) yoniindedir. RJ’nin yara

iyilesmesi tizerine etkilerini ortaya koyan bu ¢aligmalar ve sonuglar1 Tablo 2.2’de 6zetlenmistir.

Literatiirdeki in vitro ve in vivo ¢alismalara ragmen RJ’nin yara kapanmasindaki molekiiler etki

mekanizmasinin belirsizligini korudugu goriilmektedir.

Tablo 2.2: Arn siitiiniin (RJ) yara iyilestirme potansiyeli hakkinda yapilan ¢aligmalar ve bulgulart.

Yara Tipi Model RJ uygulamasi sonucunda elde edilen bulgular Kaynak
L - Temamogullari ve dig.,
Akut yara in vivo Yara kapanmasif, Epitelizasyon? 2007
o Fibroblast go¢ii ve proliferasyonut, . .
AKkut yara in vitro Kolesterol| Sfinganin{ Kim ve dig., 2010
Akut yara in vitro Keratinosit gogii ve proliferasyonu? Lin ve dig., 2019
invitro/  Keratinosit go¢ii ve proliferasyonuf, . .
Akut yara in vivo AQP31, Inflamasyon|, TNF-o Lin ve dig., 2020
N . Fibroblast go¢ii ve proliferasyonuf, . .o
Akut yara in vitro Antibakteriyel aktivitel Ramirez ve dig., 2020
in vitro | Fibroblast gocii ve proliferasyonut,
AKut yara in vivo IL-101, TGF-B1, IL-6], TNF-a, a-SMA1 Tan ve dig., 2023
Yara kapanmasif, Anjiyogenez?, VEGF1,
IGF1, FGF1, VEGF1, HGF1, IL-1],
AKkut yara / invitro/  1L-6], TNF-a|, Antibakteriyel aktivite T, ; .
Enfekte yara in vivo Yara kapanmasif, EpitelizasyonT, Alvarez ve dig., 2023
Inflamatuar hiicre sayisi|
MRSA ile o . . . .
enfekte yara in vivo Yara kapanmasi{, Antibakteriyel aktivitef El-Gayar ve dig., 2016
Kutanoz yara in vz.tro / Keratinosit go¢ii ve proliferasyonuf, AQP31, Lin ve dig., 2021
in vivo Inflamasyon|
Diyabetik yara in vivo Yara kapanmasi Rashidi ve dig., 2016
Dlyab"etlk . Klinik Yara kapanmasi1? Abdelatif ve dig., 2008
ayak iilseri calisma
Dlyab"etlk . Klinik Yara kapanmasif Siavash ve dig., 2011
ayak iilseri calisma
Mide iilseri 11 vivo U}ser derinligi, Eplte.lllzasyonT, Sofiabadi ve Samiee-
Fibroblast say1s1, Anjiyogenez? Rad, 2020
UVB hasan in vitro Fibroblast proliferasyonut, TGF-f1 ggﬁ HM. ve dig.,
- SOD aktivitesit, GSH-Px aktivitesif, .
UVB hasari in vivo CAT aktivitesit, DNA hasar1) Seo ve dig., 2010
UVB hasar invivo  Nrf21, NF-kB|, TNF-a] ggt]“;awa“ vedig,
UVB hasari in vitro MMP-1], MMP-3| Kim ve dig., 2020
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. HUCRE KULTURU

Hiicre kiiltiirii caligmalar1 ultraviyole (UV) lambalarla aseptik kosullarin saglandigi 6zel hiicre
kiiltiirli laboratuvarinda bulunan laminer hava akimli, UV ile steril edilmis kabinde (MGK 120
Class II, Microtest) gergeklestirildi. Hiicreler, %90’dan yiiksek bagil neme sahip ve %5 CO>
saglayan 37°C’deki etiivlerde ¢ogaltildi. Tiim kimyasal maddeler ve sarf malzemeleri steril

edilerek kullanildi.

3.1.1. Hiicre Hatlar1 ve Besiyerleri

Bu tez ¢alismasinda kullanilan hiicre hatlar1 Istanbul Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonundan alindi. Yara ¢aligmalari i¢in insan
stinnet derisi fibroblast hiicre hatti (HFF), insan keratinosit hiicre hatt1 (HaCaT) ve anjiyogenez

calismalari i¢in insan umbilikal ven endotel hiicre hattt (HUVEC) kullanildi.

Hiicreler RPMI (“Roswell Park Memorial Institute”) 1640 (Gibco 51800)” besiyerinde
kiiltirlendi. Toz haldeki besiyeri (10.43 g/L) dH20 kullanilarak ¢6ziindiiriildii ve icerisine
sodyum bikarbonat (2 g/L, Sigma S5761) eklendi ve steril kabinde, por ¢ap1 0.22 pum olan
mikrofiltre (Meck Millipore Millex-GS) ile steril edildi. igeriginde 2 g/L D-glukoz ve L-
Glutamin bulunan besiyerine kullanimdan 6nce son konsantrasyonu %1 (v/v) olacak sekilde
antibiyotik-antimikotik soliisyonu [penisilin (100 U/mL), streptomisin (100 upg/mL),
amfoterisin B (0.25 pg/mL), Sigma-Aldrich A5955)] ve %10 (v/v) olacak sekilde 1s1 ile inaktive
edilmis FBS (“Fetal Bovine Serum”, Gibco 10500) eklendi. Sogukta (4°C) saklanan

hazirlanmis besiyeri kullanimdan 6nce 37°C’lik su banyosunda bekletilerek 1sitildi.

3.1.2. Hiicrelerin Biiyiime Kinetiginin Analizi

HFF ve HaCaT hiicreleri i¢in jenerasyon siiresini hesaplamak ve lag, log (logaritmik biiyiime),
duragan ve 6liim fazlarinin belirlenmesi amaciyla biiylime kinetigi analizi yapildi. RPMI 1640
besiyerindeki hiicreler (sirastyla, 0.5x10° ve 1x10° hiicre/mL) 24-kuyucuklu kiiltiir kaplarina
ekilip, %5 CO2igeren 37°C’lik hiicre etiiviinde 10 giin boyunca inkiibe edildi ve her giin sayildi.

Hiicre sayimlar1 Neubauer lam1 hemositometresi ile, asagida anlatildig1 sekilde yapildi.
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Hiicre bliyiime kinetiginin belirlenmesi i¢in ekim sonrasi, her giin 24-kuyucuklu kiiltiir kabinin
3’er kuyusundaki hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirildi ve besiyeri eklendi. Elde edilen
hiicre slispansiyonundaki hiicre sayisi belirlendi. Bunun igin 20 puL hiicre siispansiyonu 20 pL
tripan mavisi [Merck 111732, %0.5 (w/v) D-PBS i¢inde hazirlandi] ile karigtirildiktan sonra,
hemositometrenin her iki sayim alanma da 10 pL bu karisimdan eklendi ve 1s1k mikroskobu
altinda canli hiicreler (renksiz) sayildi. Olii hiicrelerin maviye boyandig1 gdzlemlendi. Sayim
islemi her giin aymi saatte tekrarlandi (Freshney, 2010). Hiicre biiytime grafigi GraphPad
Prism®v7 programi yardimiyla ¢izildi ve hiicrelerin lag, log, duragan ve &liim fazlar1 belirlendi.
Jenarasyon sayisi (n) ve siiresi (Gt) asagida verilen Denklem 3.1 ve 3.2 ile hesapland1 (Moat,
2002).

n = (logN, — logN;) /log2 (3.1)
Gt=(T,— T;)/n (3.2)
N1: Logaritmik boéliinme evresinin baslangicindaki hiicre sayis1

N2: Logaritmik bdliinme evresinin sonundaki hiicre sayis1

T1: Logaritmik boliinme evresinin baglangi¢c zamani

T2: Logaritmik boliinme evresinin bitis zamani

3.1.3. Altkiiltiirleme ve Hiicre Stoklama Islemleri

Hiicreler yapilacak deney ve uygulamalara gére 25 cm? (T25) ya da 75 cm?’lik (T75) hiicre
kiiltir kaplarinda kiiltiirlendi. Altkiiltirleme islemi igin, ilk dnce hiicre iizerinde bulunan
besiyeri uzaklastirildi. Hiicre yiizeyi, otoklavda (Niive OT 012 Masa Ustii Buharli Sterilizatér,
121°C, 1.2 atmosfer basing, 15 dk) steril edilmis D-PBS (“Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline”, pH 7.2, Gibco 21600) (0.2 mL/cm?) ile yikandi. Ardindan, hiicreleri yiizeyden
kaldirmak i¢in D-PBS igerisinde tripsin [%0.2 (w/v), Sigma T-4799] ve EDTA’nin
[etilendiamintetraasetik asit, %0.04 (w/v), Invitrogen 15576] ¢ozilindiiriilmesi ve 0.22 pm’lik
steril filtreden geg¢irilmesiyle hazirlanan Tripsin/EDTA ¢6zeltisi (T25 i¢in 1 mL) eklendi ve
hiicreler etiive kaldirildi. Altkiiltiirleme islemi yapilan hiicreye bagli olarak 1-5 dk
inkiibasyondan sonra ayrilan hiicrelerin iizerine besiyeri (0.2 mL/cm?) eklendi (Tripsin/EDTA
¢ozeltisinin aktivitesini ortadan kaldirmak icin) ve hiicre siispansiyonu hemositometre
(Neubauer lam1) yardimiyla sayildi. Istenen sayida hiicre, kiiltiir kabina koyularak altkiiltiirleme

islemi tamamlandi. Daha sonra hiicreler %90’dan yliksek bagil neme sahip ve %5 COzsaglayan
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37°C’lik etiive kaldirildi. Yaklasik 3-4 giinde bir bu altkiiltiirleme islemi tekrarlandi.

Deneylerde hiicrelerin 3-15 numarali pasajlar1 kullanildi.

Hiicrelerin devamliligin1 saglamak amaciyla belirli siirelerde hiicreler dondurma islemi
yapilarak saklandi ve gerektiginde kiiltiir, bu stoklarin agilmasi ile yeniden baslatildi. Hiicre
dondurma islemi i¢in, hiicreler tripsinize edildi ve hiicre siispansiyonu 15 mL’lik tiipe alinarak
santrifiijde (Niive NF400) dondiiriildii (3000 rpm, 5 dk). Ust faz uzaklastirild1 ve hiicre pelleti,
hiicre dondurma soliisyonunda [%45 (v/v) FBS, %45 (v/v) besiyeri ve %10 (v/v) DMSO
(dimetil siilfoksit, Sigma D8418)] ¢oziindiiriildii. Elde edilen hiicre siispansiyonu steril Kriyotiip
icine konuldu ve kademeli dondurma islemi yapildi. Once —20°C’de dondurulan hiicreler
ardindan —156°C’de uzun siireli saklandi. Yeni hiicre agmak igin, ¢oziilen dondurulmus
hiicreler 15 mL’lik tiipe aktarildi. Uzerine 5 mL besiyeri eklenip pipetajland: ve santrifiijlendi
(3000 rpm, 5 dk). Ust faz atild1 ve tiipe 8 mL taze besiyeri eklenip yavasca pipetajlandi. Hiicre
slispansiyonu steril bir kiiltiir kabina (T25) aktarildi. Hiicreler 37°C’lik etiive kaldirildi.

3.2. HUCRE CANLILIK TESTi

Deney ve kontrol gruplarindaki hiicrelere yapilan uygulamalarin sitotoksik ve proliferatif
etkileri MTT kolorimetrik yontemi ile degerlendirildi. MTT yontemi, sart renkli MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolyum)’nin hiicrelerde bulunan mitokondriyal dehidrogenaz
tarafindan suda c¢oziinmeyen mor renkteki formazan kristallerine ¢evrilmesine dayanan
kolorimetrik bir yontemdir. Bu tez ¢alismasinda MTT yontemi, Mosmann (1983) tarafindan
gelistirilmis yontemde bazi modifikasyonlarla uygulandi. Hiicrelerin (1x10* hiicre/kuyucuk)
96-kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekiminden bir giin sonra UVB, yiiksek glukoz, rosmarinik asit
ve ar1 slitiinii uygulamalarina baslandi. Uygulamalarin bitiminde, hiicre tizerindeki besiyeri
uzaklastirildt ve 30 uL MTT (5 mg/mL, D-PBS i¢inde hazirlandi, neoFroxx 1334) ¢ozeltisi
eklenip 3 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Olusan formazan kristallerinin ¢éziinmesi i¢in
150 uL. DMSO (dimetilsiilfoksit, Merck 8414) eklendi ve oda sicakliginda bir ¢alkalayici (150
devir/dk, Heidolph Unimax 1010) ¢alkalandi. Coziinme islemi bittikten sonra renkli {irliniin 540
nm dalga boyundaki absorbansi spektrofotometre (EON mikroplaka okuyucu, BioTek

Instruments Inc.) yardimiyla belirlendi. Hiicre canliligi Denklem 3.3 kullanilarak hesaplandi.

Deney grupbuna ait absorbans
% canlilik = ( Y ITP : )x 100 (3.3)
Kontrol grubuna ait absorbans
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3.3. Invitro YARA MODELLERININ OLUSTURULMASI

3.3.1. Invitro Cizik Deneyi

Deri hiicrelerinde olusturulan yaralart in vitro’da analiz etmek igin ¢izik yara deneyi (“in vitro
scratch wound assay”) yapildi. Hiicreler, 24-kuyucuklu kiiltiir kabina 6x10* hiicre/kuyucuk
olacak sekilde ekildi ve 37°C’lik etlivde inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra hiicre yiizeyine
p1000 pipet ucu yardimi ile yatay ve dikey olacak sekilde iki adet ¢izik atildi. Kalan hiicreleri
uzaklastirmak i¢in D-PBS ile bir kere yikama yapildi. Daha sonra hizli bir sekilde yiizeyde
olusan art1 seklinin bir kolu dijital kamera-atagmanli (ToupTek Photonics XP1080HD) invert
mikroskop (OLYMPUS® CKX31) kullanilarak fotografland1 ve bu goriintii 0. saat verisi olarak
kaydedildi. Kontrol grubuna yalnizca besiyeri konulurken, deney gruplarina ilgili uygulama
yapildiktan sonra hiicreler 37°C’lik etiive kaldirildi. Cizik alaninin 24 ve 48 saat sonraki
goriintiileri de ayn1 sekilde kaydedildi. Elde edilen goriintiilerdeki ¢izik alanlar1 ImagelJ yazilimi
ile kantitatif olarak degerlendirildi. Olusturulan ¢izik (yara) alaninin kapanma diizeyi asagida

verilen Denklem 3.4’e gore hiicre migrasyonu (%) cinsinden hesaplandi.

0. saat ¢izik alani—24 veya 48. saatt ¢izik alant

Hicre migrasyonu (%) = ( )x 100 (3.4)

0. saat gizik alant

3.3.2. UVB Uygulamasi

UVB uygulamalar1 deri hiicrelerinin UVB hasar1 sonras1 gelisimleri ile bu hasar iizerinde
rosmarinik asit ve ar1 siitiiniin etkilerini arastirmak i¢in gergeklestirildi. UVB uygulamasi i¢in
10x70%40 cm Olgiilerinde 304 kalite paslanmaz celikten 6zel bir dolap gelistirildi (Sekil 3.1).
Dolabin iist kismina lambay1 baglamak ve yiiksekligini ayarlamak i¢in bir zincir monte edildi.
UVB kaynagi olarak Philips marka “TL 20W/01 UVB Darbant Floresan Ampul” kullanildi.
UVB lambanin uygulama paneline verdigi 1s1k yogunlugu UV 151k dlger (UV light meter Extech
SDL470) ile 0.35 mW/cm? olarak él¢iildii. Hiicrelere 50, 100, 200 ve 300 mJ/cm?enerji vermek
i¢cin kullanilacak siire Denklem 3.5 ile hesaplandi. Buna gore, belirtilen UVB dozlarina maruz
birakmak i¢in hiicreler 2 dk 37 sn, 5 dk 13 sn, 10 dk 26 sn ve 15 dk 39 sn boyunca UVB dolab1
i¢inde tutuldu.

Stre (saniye) = my/em” (3.5

mw /cm?2
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UVB Lambas:

Yiikseklik
Ayar Zinciri

Koruyucu
Kapak

Uygulama Paneli

Sekil 3.1: UVB uygulamasinin yapildigi dolap ve UVB lambasi.

UVB uygulamasi i¢in hiicreler 96-kuyucuklu kiiltiir kaplarina ve 6-kuyucuklu kiiltiir kaplarina
sirastyla 1x10% hiicre/kuyucuk ve 3x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi ve 24 saat
boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra hiicrelerin tizerindeki besiyeri uzaklastirildi. 96-
kuyucuklu kiiltiir kaplarina 50 pL. D-PBS, 6-kuyucuklu kiiltiir kaplarina ise 500 pL. D-PBS
eklendi ve kaplar UVB cihazina yerlestirildi. UVB optimizasyonu i¢in 50, 100, 200 ve 300
mJ/cm? UVB uygulamasi yapild1 ve islem sonunda hiicrelerin iizerindeki D-PBS uzaklastirilip
besiyeri eklendi. Kontrol grubu hiicreleri ise UVB uygulama siiresi kadar D-PBS’te bekletildi.
Hiicrelere uygulanacak UVB dozunu se¢cmek i¢in UVB’nin hiicre canligina, hiicre i¢indeki
ROS miktarmma ve apoptotik yanitlara etkisi incelendi. Doz belirlemesi yapildiktan sonra,
secilen doz (100 mJ/cm?) hiicrelere uygulandi ve deney grubu hiicreleri, UVB hasarima kars1

terapotik etkileri arastirilacak olan rosmarinik asit ve ari siitii iceren besiyerlerine aktarildi.

3.3.3. Yiiksek Glukoz Uygulamasi

Yiiksek glukoz uygulamasi, deri hiicrelerinin yiiksek glukoz ortamindaki gelisimleri sirasinda
meydana gelen hasarlar {izerine rosmarinik asit ve ar1 siitiiniin etkilerini aragtirmak i¢in
gerceklestirildi. Bu kapsamda 6nce glukoz dozunu belirlemek i¢in hiicrelere 25, 50, 100 ve 200
mM glukoz uygulamasi yapildi. Bu islem igin, hiicreler 6-kuyucuklu kiiltiir kaplarma 3x10°
hiicre/kuyucuk olacak 11 mM glukoz igceren RPMI 1640 besiyerine ekildi ve 24 saat boyunca

37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicrelerin iizerindeki besiyerleri uzaklastirild1 ve
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25,50, 100 ve 200 mM glukoz igeren RPMI 1640 besiyeri eklendi ve hiicreler 24, 48 ve 72 saat
37°C’de inkiibe edildi. Hiperglisemi-benzeri yiiksek glukoz ortami yaratmak i¢in en uygun
dozu ve uygulama siiresini belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlardaki glukoz ile farkl
stirelerde islem gormiis hiicrelerde hiicre canliligy, hiicre igindeki ROS miktari, apoptotik yanit
ve protein karbonillenme durumlar degerlendirildi. Yapilan analizler sonucunda, 24 saat
boyunca 50 mM glukoz uygulanan hiicrelerde yeterince hasar olustugu goézlendiginden
deneylere bu uygulama ile devam edildi. Bu islem tamamlandiktan sonra deney grubu hiicreleri,

terapotik etkileri aragtirilacak olan rosmarinik asit ve ari siitiinii igeren besiyerlerine aktarildi.
3.4. ROSMARINIK ASIT ve ARI SUTU UYGULAMALARI

3.4.1. Rosmarinik asit ve Ar Siitiiniin Hiicre Canlig Uzerindeki Etkileri

Rosmarinik asit (RA) ve art siiti (RJ) maddelerinin deri iizerindeki terapdtik etkilerini
belirlemek i¢in ilk olarak sitotoksik ve proliferatif etkileri incelendi. Rosmarinik asit (Sigma,
536954) 100 mM olacak sekilde DMSO igerisinde ¢oziindiiriildii. Calismada kullanilmak tizere
Altiparmak Gida Sanayi ve Ticaret A.S. (Balparmak) tarafindan hediye edilen liyofilize RJ ise
50 mg/mL olacak sekilde DMSO igerisinde ¢oziindiiriildii. RJ’nin tedarik¢i firma tarafindan

yapilan igerik analizi sonuglart EK 1’°de verildi.

RA ve RJ’nin sitotoksik ve proliferatif etkilerini degerlendirmek i¢in hiicreler 96-kuyucuklu
kiiltiir kaplarina (1x10* hiicre/kuyucuk) ekildi ve 24 saat boyunca 37°C’lik hiicre etiiviinde
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast hiicrelere belirli dozlarda RA (1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500,
750 ve 1000 uM) ve RJ (1, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750 ve 1000 pg/mL) uygulandi ve 24,
48 ve 72 saat boyunca 37°C’de hiicre etiiviinde inkiibasyona birakildi. Daha sonra bu
maddelerin hiicre canlilig1 tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in MTT testi yapildi. Diisiik
konsantrasyonda ve kisa siirede proliferatif etki gosteren RA ve RJ dozlar ile kombine 6rnekler

hazirlandi.

3.4.2. Rosmarinik asit ve An Siitiiniin Kombine Dozlarimin Belirlenmesi

RA ve RJ’nin tekli uygulamalariyla gergeklestirilen MTT testlerinin sonuglarina gore, RA (5
uM ve 10 uM) ve RJ (100 pg/mL ve 250 ug/mL) igeren 4 farkli kombinasyon igin 48 saatlik
uygulama yapilmasina karar verildi. Daha sonra bu karigimlar arasinda en etkili olanini bulmak

i¢in Once sitotoksisiteleri MTT testi ile, ardindan akut yaradaki etkinlikleri ¢izik yara deneyi ile
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kontrol edildi. Ayrica, ¢izik deneyi sonrasi toplanan hiicrelerde hiicre proliferasyonunda islev

goren marker proteinlerin anlatim analizleri yapildi.

On ¢alismalardan elde edilen veriler, test edilen 6rnekler arasinda en etkin konsantrasyonlarin
RA i¢in 10 pM ve RJ i¢in 100 pg/mL oldugu belirlendiginden ileri deneyler bu dozlarla
gerceklestirildi. Bu dozlarin UVB ve yiiksek glukoz uygulamasi sonrasindaki etkileri molekiiler
yontemlerle analiz edildi. 100 mJ/cm? UVB uygulandiktan sonra, UVB grubuna sadece besiyeri
eklenirken, maddelerin etkilerinin analiz edilecegi deney gruplarina ise besiyerleri igerisinde
RA ve RJ’nin segilen tek ve kombine uygulama dozlar1 eklendi. Hiicreler 37°C’de 48 saat
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon bittikten sonra hiicrelere yapilacak diger analizlere gegildi.
Yiiksek glukoz grubunda ise, 24 saat boyunca 50 mM glukoz uygulanmis hiicrelere, 50 mM
glukoz igeren besiyerinde hazirlanan RA ve RJ’nin tek ve kombine dozlari uygulandi ve
hiicreler 48 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler

toplanarak ileri molekiiler analizlere gegildi.

Tez kapsaminda gerceklestirilen UVB ve yiiksek glukoz uygulamalari ile RA ve RJ

uygulamalarinin yapildigi zamanlar1 gosteren deney akis semasi Sekil 3.2’de verildi.

Yiiksek Glukoz
Grubu
HFF ve HaCaT HFF ve HaCaT
— hiicrelerinin — hiicrelerinin
5 4 ekimi 5 o ekimi
% £ g £
<+ 3 + 2
(o] (o]
UVB Glukoz
—  uygulamasi —  uygulamasi
o (100 mJ/cm?) (50 mM)
o g ER=
— g 7=
2 <+ g
- RA (10 pM) o RA (10 uM)
| | RJ(100 pg/mL) | RJ (100 pg/mL)
RA+R]J RA+R]J
8 o uygulamalari 8 o uygulamalar1
Q= QS =
0 o % o
< @ <+ ~
|| Terapétik etkinin || Terapétik etkinin
degerlendirilmesi degerlendirilmesi
A J

Sekil 3.2: Calisma kapsaminda olusturulan UVB ve yiiksek glukoz gruplarma rosmarinik asit (RA)
ve/veya ari siitii (RJ) maddelerinin uygulanis zamanlart.
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3.5. ANJiYOGENIK ETKi ANALIiZi

Secilen RA ve/veya RJ dozlarinin anjiyogenezi nasil etkileyecegi “in vitro endotel tiip olusumu
deneyi” ile degerlendirildi. Bu deney i¢cin HUVEC hiicre hatt1 (insan umbilikal ven endotel
hiicreleri) kullanildi. Bu deneyin amaci, yara iyilesmesinde onemli bir paya sahip olan
damarlagsma hakkinda bilgi toplamaktir. Endotel hiicreleri ekstraseliiler matriks (ECM)
tizerinde farklilasarak tiip olusturma 6zelligi gosterdiginden bu amaca ¢ok uygundur (DeCicco-
Skinner ve dig., 2014). Bu analiz i¢in, 4°C’de sivi formunda olan Matrigel (50 pL) 96-
kuyucuklu kiiltiir kabinin kuyusuna dikkatlice (hava kabarcigi olusturmadan) konuldu ve
37°C’de 30 dk bekletildi. Hiicre saymmi, serumsuz-besiyerindeki HUVEC hiicre
siispansiyonunun 1x10° hiicre iceren hacmi alind1 ve 3000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Her
kuyuya 50 pL igerisinde 2x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekildi. Ekim isleminin
hemen ardindan 50 pL igerisinde RA (10 uM) ve/veya RJ (100 pg/mL) bulunan besiyeri
eklendi. Kontrol grubu iizerine sadece besiyeri eklendi. Hiicreler 37°C’lik etiive kaldirildi ve
belirli araliklarla HUVEC hiicrelerinin tiip olusturma durumu dijital kamera-atagmanli invert
mikroskopla kontrol edildi ve 12 saat sonra alinan fotograflar Image] (NIH) yazilimi ile

degerlendirilerek 6rneklerin anjiyogenik potansiyeli hakkinda bilgi edinildi.

3.6. HUCRE iCI ROS ANALIZi

3.6.1. Spektroflorometrik Yontem

Kontrol ve deney gruplarindaki hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimini analiz
etmek i¢in membran gegirgen olan ancak floresan olmayan bir prob olan 2,7-dikloroflorosein
diasetat (DCFH2-DA) kullanildi. DCFH2-DA hiicre igine girince hiicrede bulunan esterazlar
tarafindan kesilir. Olusan DCF-H. (2,7-dikloroflorosein) hiicre igi ROS’lar tarafindan
oksitlenerek floresan 1s1ma yapabilen oksitlenmis formuna (DCF) doniisiir. Yayilan floresan
1simanin dlgiilmesiyle hiicre iginde bulanan ROS miktar1 saptanir (Reiniers ve dig., 2017). ROS
analizi i¢in, hiicreler 96-kuyucuklu siyah kiiltiir kabma 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde
ekildi. Ertesi giin, UVB ve hiperglisemi uygulamalar1 yapildi. Ardindan RA ile RJ uygulamalari
gerceklestirildi. Hiicrelerin iizerindeki besiyerleri inkiibasyon siireleri bittikten sonra
uzaklastirildi ve D-PBS ile bir kere yikandi. Hanks dengeli tuz ¢6zeltisi (“Hanks’ Balanced Salt
Solution” HBSS, Sigma H6648) icerisinde 10 uM olacak sekilde hazirlanan DCFH2-DA
(Sigma D6883)’dan kuyu basina 100 pL eklendi ve 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. inkiibasyon
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siiresi bittikten sonra hiicreler HBSS ile bir kez yikandi. Her kuyuya 100 uLL HBSS ekledi ve
DCF 1s1masinin 6l¢limii i¢in spektroflorometrede (FLx800, BioTek) 495 nm eksitasyon ve 525
nm emisyon dalga boylarinda kinetik 6l¢timler alinarak floresan ig1manin yogunlugu belirlendi.

Sonuglar, hiicre sayis1 ile normalize edildi.

3.6.2. Floresan Mikroskop Analizi

Deney ve kontrol gruplarindaki hiicrelerde oksidasyon seviyeleri DCFH2-DA kullanilarak
floresan mikroskopta belirlendi. Hiicreler 8-kuyucuklu kiiltiir lamlarina (Nunc™ Lab-Tek™ I,
Thermo) kuyu basina 2x10* hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler UVB ve yiiksek glukoza
maruz birakildiktan sonra D-PBS ile yikandi. Hiicreler daha sonra 10 pM DCFH2-DA (100
uL/kuyucuk) ile 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi D-PBS ile 2 kez yikama
yapild1 ve hiicrelerin niikleuslarini floresan mikroskopta goriiniir hale getirmek i¢cin Hoechst-
33342 boyasi (Invitrogen H-1399, 5 ug/mL) ile boyama islemi uygulandi. Hiicreler 2 defa D-
PBS ile yikand: ve ardindan iiretici firmanin ayirag aparati yardimi ile odaciklar lam tlizerinden
cikarildi. Daha sonra % 87’lik gliserol (AppliChem) kullanilarak bir lamel yardimiyla lam
kapatildi. DCF 1simas1 ve Hoechst boyamasi konfokal floresan mikroskopta (Leica SPE2,
Germany) uygun filtreler kullanilarak gézlemlendi. DCF i¢in kullanilan eksitasyon ve emisyon
dalga boylari, sirasiyla 495 ve 525 nm iken, Hoechst i¢cin 350 ve 461 nm olarak secildi.
Konfokal mikroskop kullanilarak fotografi ¢ekilen hiicrelerin igerisindeki DCF floresan

1s1malarinin seviyeleri Image] (NIH) yazilimi ile analiz edildi.

3.7. HOECHST ve PROPIDYUM iYODUR (HO/PI) BOYAMAYLA APOPTOZ
ANALIZI

Deney ve kontrol gruplarinda meydana gelen apoptozu goriintiilemek icin Hoechst ve
propidyum 1iyodiir (HO/PI) boyamas: yapildi ve hiicreler konfokal floresan mikroskopta
incelendi. Hoechst-33342 (HO, Invitrogen H-1399) membran gegirgenligi yiiksek olan,
DNA'’ya baglanan ve mavi floresan 1s1ma yapan bir boyadir. Propidyum iyodiir (PI, Invitrogen
P1304MP) ise membran biitiinligli kaybolmus hiicrelere gegis yapabilen ve DNA’ya
baglanabilen kirmizi bir floresan boyadir. Bu iki boya kullanilarak deney gruplarinda canli,
apoptotik ve 6lii hiicre oranlar1 belirlendi. Ik énce hiicreler kuyu basina 2x10* hiicre olacak
sekilde 8-kuyucuklu kiiltiir lamlarina (Nunc™ Lab-Tek™ II, Thermo) ekildi. UVB, yiiksek

glukoz, RA ve/veya RJ uygulamalarindan sonra, hiicreler D-PBS ile yikandi ve ardindan son
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konsantrasyonlar1 5 pg/mL olacak sekilde besiyerinde hazirlanmig HO ve PI boyalan ile
37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon islemi bitiminden sonra hiicreler iki defa D-PBS ile
yikandi ve lamin {istiinde bulunan odaciklar iiretici firmanin ayirag aparati kullanilarak
¢ikarildi. Lamin tizerindeki biitlin s1v1 uzaklastirildiktan sonra %87’lik gliserol (AppliChem)
yardimiyla lamel kapatildi. Konfokal floresan mikroskobu (Leica SPE2 confocal microscope,
Germany) ile HO/PI boyama gozlemlendi ve gorintiiler fotograflandi. HO icin kullanilan
eksitasyon/emisyon dalga boylar1 350/461 nm, PI i¢in ise 535/617 nm olarak ayarlandi.
Fotograflardaki toplam hiicre say1s1 ImageJ yazilimi kullanilarak, apoptotik ve 6lii hiicreler ise

manuel olarak sayilarak belirlendi.

3.8. IMMUNOFLORESAN iSARETLEME

Deney ve kontrol grubu hiicrelerde hedef proteinlerin hiicre i¢i lokasyonlar1 ve miktarlarindaki
degisimleri tespit etmek i¢in immiinofloresan (IF) isaretleme yapildi. Hiicreler 8-kuyucuklu
kiiltiir lamlarina (Nunc™ Lab-Tek™ II, Thermo) kuyu basma 2x10% hiicre olacak sekilde
ekildi. Tim uygulamalarin (UVB, yiiksek glukoz, RA ve/veya RJ uygulamalari) ardindan
hiicreler D-PBS ile yikandi. Hiicreler %4 (w/v) paraformaldehit ile 20 dk 37°C’de inkiibasyona
birakilarak fikse edildi. Daha sonra D-PBS ile iki defa yikanan hiicreler, bloklama-
permeabilizasyon islemi i¢in, %1 (w/v) BSA (Sigma A3294) ve %0.5 (v/v) TritonX-100
(Sigma T8787) igeren D-PBS’te hazirlanmis bloklama-permeabilizasyon tamponu (100
uL/kuyucuk) ile oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Ardindan bloklama-permeabilizasyon
tamponunda hazirlanmis primer antikor ile 4°C’de hafif hizda bir calkalayici lizerinde gece
boyu bekletildi. Floresan 1gima 6zelligi bulunan uygun sekonder antikor ile 1 saat boyunca oda
sicakliginda inkiibe edilen hiicreler iki defa D-PBS ile yikandi ve lamin iizerindeki odaciklar
dretici firmanin ayira¢ aparatt kullanilarak c¢ikarildi. Lamin iizerindeki biitiin sivi
uzaklastirildiktan sonra lamin tizeri %87’lik gliserol (AppliChem) yardimiyla bir lamelle
kapatildi. Uygun filtreler kullanilarak konfokal floresan mikroskopta (Leica SPE2 confocal
microscope, Germany) fotograflart c¢ekildi.  Fotograflarin analizi ImagelJ yazilimi ile
gerceklestirildi. IF uygulamasi i¢in kullanilan primer ve sekonder antikorlarin bilgileri Tablo

3.1°de verildi.
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Tablo 3.1: immiinofloresan isaretleme deneylerinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar.

Antikor Konak Diliisyon Kod Marka
Anti-NF-kB p65 Tavsan 1:400 10745-1-AP Proteintech
Anti-Ki67 Tavsan 1:400 MAS-14520 Invitrogen
Anti-Tavsan IgG DL633 Kegi 1:400 35562 Invitrogen

3.9. GEN ANLATIMI ANALIZLERI

3.9.1. RNA izolasyonu ve Miktar Tayini

Gen anlatimi analizlerinin ilk asamasinda, 6-kuyucuklu kiiltiir kaplarma 3x10° hiicre/kuyucuk
olacak sekilde ekilen ve UVB ve yiiksek glukoz uygulamalarinin ardindan RA ve/veya RJ ile
isleme sokularak toplanan hiicrelerden RNA izole edildi. RNA izolasyonu ticari bir kit olan
TRIzol (Invitrogen, 15596026) ile iiretici firmanin onerdigi prosediire gore gerceklestirildi.
Toplanan hiicreler 2 defa D-PBS ile yikandi ve 1.5 mL’lik santrifiij tiipiine aktarildi. Hiicre
pelletlerinin iizerine 500 pL. TRIzol reaktif sivisi eklendi ve iyice karistirildi. Ardindan, 200 pL
kloroform eklendi, iyice karistirilip oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
tiipler 4°C’de, 15000xg’de, 20 dk boyunca santrifiijlendi. Olusan renksiz {ist faz yeni bir tiipe
aktarildi ve 500 pL izopropanol eklenip iyice karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras tiipler 4°C’de, 15000xg’de, 10 dk boyunca santrifiijlendi. Ust
faz atild1 ve pellet kisa bir siire kurumaya birakildi. Pellet 30 uL. dH2O (“RNase-DNase free”™)
ile ¢oziindiiriildii. izole edilmis total RNA nin konsantrasyon ve safligin1 kontrol etmek igin
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) spektrofotometresi kullanildi. RNA’nin 260 ve 280 dalga
boylarindaki absorbans degerleri Olciildii ve RNA konsantrasyonu Denklem 3.6’ya gore
hesaplandi.

RNA (ug/mL) = A,eo x sulandirma kat sayist x 40 (3.6)

Elde edilen total RNA’larin biitiinliikleri agaroz jel elektroforeziyle kontrol edildi. Agaroz (Tip
I1, Sigma A9918) son konsantrasyonu %1 (w/v) olacak sekilde, 1X TAE [40 mM Tris (Sigma
T1503), 20 mM asetik asit (Merck), 1 mM EDTA (pH 8.0, Invitrogen 15576)] tamponuna
eklendi ve mikrodalga firinda ¢6ziindiiriildii. Daha sonra sogumaya (~50°C’ye kadar) birakilan
agaroz ¢Ozeltisinin igerisine 10 mg/mL stok etidyum bromiir (EtBr, Sigma-Aldrich E1510)

cozeltisinden 2 pL eklendi. Agaroz ¢ozeltisi polimerlesmesi igin yatay jel elektroforez
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sistemine (Sub-Cell® GT, Bio-Rad, 170-4406) dokiildii. Tank sistemine yiiriitme tamponu
olarak 1X TAE eklendi ve agaroz jel tankin igerisine yerlestirildi. RNA 6rnekleri 6X yiikleme
tamponu (Thermo R0611) ile karistirilip jel kuyucuklarina aktarildi. Ornekler 65 V’da 1 saat

yiiriitiildii ve sonrasinda jel UV transilliiminator (Avegene-Xlite 30R) ile goriintiilendi.

3.9.2. cDNA Kiitiiphanesinin Olusturulmasi

Anlatim analizinin ikinci adiminda, elde edilmis total RNA’lardan tamamlayici DNA
(“complementary DNA”, c¢DNA) kiitliphanesi olusturuldu. c¢DNA kiitliphanesinin
olusturulmasinda ticari bir kit olan “High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems™ 4368814)” kullanildi ve islemler iiretici firmanin 6nerdigi sekilde uygulandi.
Total RNA son konsantrasyonu 1 pg/uL olacak sekilde sulandirildi ve her grup icin 2 pg
RNA’dan cDNA sentezi igin tasarlanmis reaksiyon ortamina eklendi. Sentez reaksiyonu

bilesenleri Tablo 3.2’de ve kosullari ise Tablo 3.3’te verildi.

Tablo 3.2: cDNA sentezi reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Son Konsantrasyon Hacim
RT Tamponu (10X) 1X 2 ul
dNTP Mix (100 mM) 4 mM 0.8 uL
RT Random Primer (10X) 1X 2 ul
MultiScribe™ Ters Transkriptaz (50 U/pL) 50U 1 puL
RNA (1 pg/pL) 100 ng/pL 2 ul
Niikleaz icermeyen dH>O - 12.2 uL
Son hacim 20 uL

Tablo 3.3: cDNA sentez reaksiyonu kosullari.

Reaksiyon Kosulu 1. adim 2. adim 3. adim
Sicaklik (°C) 25 37 85
Siire (dk) 10 120 5

3.9.3. gRT-PCR ile Gen Ekspresyon Analizi

Deney ve kontrol grubu hiicrelerde UVB ve yiiksek glukoz uygulamasini takiben RA ve/veya
RJ ile islemin hedeflenen genlerin mRNA diizeyindeki anlatimlarina etkisini belirlemek igin

kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (“quantitative real-time-polymerase
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chain reaction” qRT-PCR) gergeklestirildi. Reaksiyon bilesenleri Tablo 3.4’te, kosullar1 ise
Tablo 3.5’te verildi.

Tablo 3.4: qRT-PCR reaksiyon bilesenleri ve miktarlari.

Reaksiyon Bilesenleri Son Konsantrasyon Hacim
SYBR Green Master Mix (2X) 1X 10 uL
Forward (ileri) primer (10 pM) 500 nM 1 puL
Reverse (geri) primer (10 pM) 500 nM 1 pL
cDNA 0.5 uL
Niikleaz icermeyen dH>O 7.5 uL
Son hacim 20 uL

Tablo 3.5: qRT-PCR reaksiyon kosullari.

Asama Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢c Denatiirasyonu 95°C 2 dk 1
Denatiirasyon 95°C 30 sn

Baglanma 60°C 30 sn 40
Uzama 72°C 30 sn

Son Uzama 72°C 5 dk 1

Hedeflenen genlerin mMRNA anlatim seviyelerinin belirlenmesi i¢in kullanilan primerler (Tablo
3.6) IDT OligoAnalizer 3.1 ve NCBI Primer Blast Tool programlari yardimiyla tasarlandi.
Tasarlanan primerler ticari bir firma (Ant Teknik) tarafindan sentezlendi. Primerler 100 uM ana
stok olacak sekilde niikleaz icermeyen dH20’da hazirland1 ve qRT-PCR’da kullanmak i¢in 10
uM olacak sekilde ara stoklar1 yapildi. qRT-PCR reaksiyonu, “PowerTrack™ SYBR™ Green
Master Mix (Thermo)” ticari kiti kullanilarak termal dongii cihazinda (Bio-rad CFX96)
gerceklestirildi. Internal kontrol olarak ACTB (B-aktin) geni kullamildi. Deney ve kontrol
gruplar1 arasinda hedef genlerdeki kat degisimleri elde edilen Ct (“cycle threshold”) verileri
kullanilarak, Livak ve Schmittgen (2001) tarafindan 6nerilen yonteme gore 2 24T formiilii ile

hesaplanda.
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Tablo 3.6: qRT-PCR deneylerinde kullanilan primerler.

Hedef gen Forward (ileri) primer dizisi (5' -3') Reverse (geri) primer dizisi (5' -3')
IL-1p ATGGACAAGCTGAGGAAGATG CCCATGTGTCGAAGAAGATAGG
IL-6 GGAGACTTGCCTGGTGAAA CTGGCTTGTTCCTCACTACTC
IL-10 GCTGGAGGACTTTAAGGGTTAC GATGTCTGGGTCTTGGTTCTC
TNF-a CCAGGGACCTCTCTCTAATCA TCAGCTTGAGGGTTTGCTAC
B-Aktin GACCTGACTGACTACCTCAT ATGTCACGCACGATTTCC

3.10. PROTEIN ANLATIMI ANALIZLERI

3.10.1. Protein izolasyonu ve Miktar Tayini

Kontrol ve deney gruplarinda protein anlatim analizleri i¢in 6-kuyucuklu kiiltiir kaplarina 3x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilen hiicreler kullanildi. UVB ve yiiksek glukoz uygulamalarini
takiben yapilan RA ve/veya RJ uygulamalarmin protein anlatim diizeyine etkilerini analiz
etmek i¢in, bu maddelerle inkiibasyondan sonra hiicreler tripsinizasyon islemi ile toplandi ve
protein izolasyonu gergeklestirildi. Toplanan hiicre pelletleri iki defa soguk D-PBS ile yikandi.
Ardindan santrifiijlendi (3000xg, 5 dk) ve c¢oken hiicreler kullanilacaklari zamana kadar
—80°C’de saklandi.

Hiicrelerden total protein izolasyonu i¢in soguk RIPA tamponu kullanildi. Bu tampon 25 mM
Tris (Sigma T1503)-HCI, pH 7.6, 150 mM NaCl (Merck 106400), %1 (v/v) NP-40 (AppliChem
A1694), %1 (w/v) sodyum deoksikolat (Sigma D6750) ve %0.1 (w/v) SDS (AppliChem
A2263) igerecek sekilde hazirlandi ve proteaz inhibitori (1 tablet/50 mL, Roche 11873580) ile
fosfataz inhibitorii (1 tablet/10 mL, Roche 4906837001) eklendi. Kullanimdan hemen 6nce
tampona 1 mM PMSF (AppliChem A0999) eklendi. Hazirlanan lizis tamponu hiicre pelletinin
tizerine eklendi ve 5 dk boyunca buzda bekletildi. Hiicreler seri olarak pipetajlandi ve buzda
bekletilme islemi yapildi. Bu islem 3 kere tekrar edildi. Ornekler en son ultrasonik su banyosuna
(WiseClean-Daihan WUC-D10H) konuldu ve 1 dk bekletildi. Total protein homojenat1 4°C,
20000xg, 20 dk kosulunda santrifiijlendi (Sigma 3-30K) ve proteinleri igeren iist sivi yeni bir

tiipe alindu.

Elde edilen total protein homojenatlarinin konsantrasyonlari bisinkoninik asit (BCA)

yontemiyle belirlendi (Smith ve dig. 1985, Walker, 2002a). Bu yontem, alkali ¢ozeltide
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proteindeki peptit baglarinin Cu(II) siilfat1 Cu(I) iyonlarina indirgemesine ve Cu(I) iyonlarinin
sodyum tuzu ile olusturdugu koyu mor renkli kompleksin 562 nm’de spektrofotometrik
olciimiine dayamir. Protein konsantrasyonu tayini “SMART™ BCA Protein Assay Kit”
(iNtRON Biotech) kullanilarak iiretici firmanin talimatlarina gore yapildi. Ilk olarak kit
icerigindeki BSA’nin (“Bovine Serum Albumin”) seri sulandirimlari yapildi ve son
konsantrasyonlar1 25, 125, 250, 500, 1000, 1500 ve 2000 png/mL olan BSA standartlar1 elde
edildi. Hiicrelere ait total protein homojenatlar1 10 kat sulandirildi ve 50:1 (v/v) oraninda A:B
karigimindan olusan BCA reaktifiyle isleme sokuldu. 96-kuyucuklu bir mikroplakaya 6rnekten
25 pL konulurken BCA reaktifinden 200 pL eklendi ve bilesenlerin iyice karigsmasi i¢in
calkaland1 (Heidolph Unimax 1010). Otuz dk 37°C’de inkiibasyona birakilan mikroplakadaki
orneklerin (renkli iirlin) absorbanst 562 nm’de 6l¢iildii. BSA standart denklemi kullanilarak

orneklerin protein konsantrasyonu (ng/mL) hesaplandi.

3.10.2. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Elde edilen total protein homojenatlarinda hedef proteinlerin anlatim farklarini belirlemek i¢in
protein Ornekleri denatiire jel elektroforezi (SDS-PAGE, “sodium dodecyl sulfate—
polyacrylamide gel electrophoresis™) ile molekiil agirliklarina (kDa) gore ayristirildi (Walker,
2002b). Ayirma jeli %10 akrilamid soliisyonu, yiikleme jeli ise %5 akrilamid soliisyonu
icerecek sekilde hazirlandi. Kuyucuklarin olusmasi i¢in st jele 1 mm kalinliginda tarak
yerlestirildi. Jel hazirliginda kullanilan ¢6zeltiler Tablo 3.7°de, bir jel i¢in kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ise Tablo 3.8’de verildi. SDS-PAGE islemi icin Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-
Rad) sistemi kullanildu.

Total protein karigimindan 30 pg protein olacak sekilde 6rnek alind1 ve 4X Laemmli buffer ile
karistirild1 ve kaynatildi. Ornekler SDS-PAGE jeline yiiklendi. Elektroforezde proteinlerin kDa
takibi, protein marker (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Thermo 26619) ile
saglandi. Elektroforez 100V’ta baslatildi, 6rnekler yiiriitme jeline gegtikten sonra islem
200V ’ta stirdiirtildii (40-60 dK).
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Tablo 3.7: SDS-PAGE cozeltileri ve igerikleri.

Cozeltiler Bilesenler
L AKrilamid (SIgMa A3553) ....cueieiiiiiieiiieiieise ettt eresre e 309
%30 Akrilamid . LT
Sk soliisva Bis-AKFIAMId (SIGMA M2022) oo oo 089
v dH.0 ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi.
Trizma-Baz (Sigma T1503) ....coviiiiriiieirieee e 45.43 g

1.875 M Tris-HCI
Tamponu (pH 8.8)

0.6 M Tris-HCI
tamponu (pH 6.8)

%10 Sodyum
dodesil siilfat (SDS)

%10 Amonyum
persiilfat (APS)

1X Yiiriitme
tamponu (pH 8.3)

4X Ornek
yiikleme tamponu
(Laemmli buffer)

3N HCl ile pH 8.8’¢ ayarlandi.

dH.0 ile son hacim 200 mL’ye tamamlandi.

LI A 11 2 2 14.54 g
3N HCl ile pH 6.8’e ayarlandi.

dH.0 ile son hacim 200 mL’ye tamamlandi.

SDS (APPHCHEM A2263) ..ot 10g
dH.0 ile son hacim 100 mL’ye tamamlandh.
APS (APPIICNEM A294L) ...ttt 0.1g

dH.0 ile son hacim 1 mL’ye tamamlandi.
Jel dokiilecegi zaman taze hazirlandi.

TrZMa-Baz (25 MM) ..ot 3.03¢g
Glisin (192 mM) (ApplIChemM ALOBT) .....cooerveirieiiireeese e 1449
SDS (Z00.1) ..ttt b bbb 1g
dH>0 ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.

Trizma-Baz (250 mM, HCl ile pH 6.8 olarak ayarland1) ............ccccovereiineninnenen. 0.76 g
SIS (Y04) otttk b ket b et r e n e 1g
L€ T (o] W T ) USSR 10 mL
Bromo-fenol mavisi (%0.02, Merck 108122) .........cccceeurerierirenenininienieisienienennens 5mg

dH20 ile son hacim 25 mL’ye tamamlandi. 900 pL alikot olarak —20°C’ta sakland1
B-merkaptoetanol (AppliChem A1108) 900 pnL tampona 100 pL eklendi

Tablo 3.8: SDS-PAGE ayirma ve yiikleme jeli igerikleri (1 jel i¢in gerekli degerler).

Jel icerikleri Ayirma Je_li _ Yiikleme_Jeli_
(%10 Akrilamid) (%5 Akrilamid)

Tris-HCI (1.875 M, pH:8.8) 1 mL -

Tris-HCI (0.6 M, pH:6.8) - 250 uL

dH20 2.262 mL 1.875 mL

%30 Stok Akrilamid Cozeltisi 1.662 mL 337.5 uL

%10 SDS 50 L 25 uL

%10 APS 25 uL 12.5 uL
Karisimin havasi alindi.

TEMED 1.75 pL 3.5uL

3.10.3. Elektrotransfer ve Western Blotlama

Bu tez kapsaminda yapilan elektrotransfer, Western blotlama ve membran “stripping” islemleri

i¢in kullanilan ¢6zeltiler ve igerikleri Tablo 3.9°da verildi.
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Tablo 3.9: Elektrotransfer ve Western blotlama yontemlerinde kullanilan ¢ézeltiler ve igerikleri.

Cozeltiler Bilesenler
Trizma-Baz (25mM, Sigma T1503)......c.cceevieieiriieieeieeeriesiesresesneeneenas 3.03¢
Glisin (192 mM, AppliChem ALOBT) ......covevveirereaeieeiereesieseeseesreaneaneas 1449
BB TR o IMELANOL ... 200 mL
dH-0 ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.
) Yagsiz siit tozu (Sigma 701606) .......ceevviiiiiiiiiniereeeee e 59
%35’lik Blokl T
%5lik Bloklama Tamponu Son hacim yikama soliisyonu ile 100 mL’ye tamamlandi.
il T Trizma-Baz (20 MM, PH: 7.5) oo 242 ¢
(T‘B;‘f Tafnfk’J”‘;:ered cating NEC! (150 MM, METCK 108400) . 8.77¢g
“Tris-bu 1 S
with Tween-20” tamponu) Tweeq 20 (A)O.l} ..................................................................................... 1mL
dH:0 ile son hacim 1 L’ye tamamlandi.
%10°Tuk SDS GOZEILISI .euveeuviiiiiieiesiienieeee e 20 mL
“Stripping” Tambon 0.6 M Tris-HCI (pH:6.8) tamponU.........ccccvevveiieeiiee e 10 mL
PPIE pott (0 T U SRR 70 mL
B-mMerkaptoetanol ..........coccoviiiiiiiiic 0.8 mL

SDS-PAGE yiiriitme islemi bittikten sonra jel sistemden ¢ikartild: ve lizerine transfer tamponu
eklendi. Jeldeki proteinlerin elektrotransferle PVDF membrana aktarimi saglandi. Bu islem igin
“Trans-Blot Turbo (Bio-Rad)” cihazi kullanildi. Sirasiyla anottan katota dogru; transfer kagidi
(Bio-Rad 1704156), metanolde bekletilmis PVDF membrani (0.22 um, Bio-Rad), jel ve tekrar
transfer kagidi st iiste konuldu. Turbo transfer 25 V’ta 10-15 dk siireyle gerceklestirildi.
Transfer islemi bittikten sonra membranda bulunan bosluklar1 kapatmak i¢in membran %5
(w/v)’lik bloklama tamponunda, oda sicakliginda 2 saat bekletildi. Hedef proteine 6zgii primer
antikor, bloklama tamponu ile yikama tamponunun 1:1 karistirilmasi ile elde edilen %2.5’luk
bloklama tamponu i¢inde hazirlandi ve membran, primer antikorla gece boyunca 4°C’de inkiibe
edildi. Internal kontrol olarak B-aktin kullanilds.

Antikorla islemden sonra membran TBST ile 5 kez 5’er dk yikandi. Daha sonra membran HRP-
isaretli sekonder antikor ile muamele edildi. Immiinoblot isleminde kullanilan primer ve
sekonder antikorlara ait bilgiler Tablo 3.10°da verildi. Sekonder antikor ile muameleden sonra
5 kez TBST ile yikama islemi gerceklestirildi. Son olarak protein bandlarinin belirlenmesi igin,
sekonder antikora bagli enzim yaban turpu peroksidazinin (HRP) substrati olarak
“SuperSignal™ West Pico PLUS (Thermo 34580)” kemiliiminesan substrati kullanildi.
Olusturulan immiinoblotlar ChemiDoc XRS sistemi/ImageLab 6.0.1 yazilimi1 (Bio-Rad) ile

goriintiilendi ve analiz edildi.
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Tablo 3.10: Western blotlamada kullanilan primer ve sekonder antikorlar.

Antikor Konak Diliisyon Kod Marka
Anti-Ki67 Tavsan 1:500 MAS5-14520 Thermo
Anti-FGF2 Tavsan 1:1000 NB600-1536 Novus
Anti-NUDT6 Tavsan 1:1000 11181-1-AP Proteintech
Anti-VEGFA Tavsan 1:1000 19003-1-AP Proteintech
Anti-Kolajen1 Tavsan 1:1000 NB600-408 Novus
Anti-AKT Fare 1:1000 60203-2-Ig Proteintech
Anti-p-AKT (Ser473) Fare 1:1000 66444-1-1g Proteintech
Anti-ERK1/2 Tavsan 1:1000 11257-1-AP Proteintech
Anti-p-ERK1/2 (Thr202, Tyr204)  Tavsan 1:1000 28733-1-AP Proteintech
Anti-NF-kB p65 Tavsan 1:1000 10745-1-AP Proteintech
Anti-TNF-a Tavsan 1:500 NB600-587 Novus
Anti-MMP2 Tavsan 1:500 10373-2-AP Proteintech
Anti-MMP9 Tavsan 1:500 10375-2-AP Proteintech
Anti-TGF- Tavsan 1:500 MAS5-15065 Thermo
Anti-Twist1l Fare 1:500 MAS-17195 Thermo
Anti-Snail Tavsan 1:500 MAS5-14801 Thermo
Anti-E-kaderin Tavsan 1:1000 PAS5-32178 Thermo
Anti-N-kaderin Fare 1:1000 MAI1-91128 Thermo
Anti-Nanog Tavsan 1:1000 14295-1-AP Proteintech
Anti-CD44 Tavsan 1:1000 15675-1-AP Proteintech
Anti-CD133 Tavsan 1:1000 18470-1-AP Proteintech
Anti-Grp78 Tavsan 1:1000 NBP2-16749 Novus
Anti-IREla Tavsan 1:1000 NB100-2324 Novus
Anti-PERK Fare 1:1000 NBP1-51661 Novus
Anti-SODI1 Tavsan 1:2500 10269-1-AP Proteintech
Anti-GPX1 Tavsan 1:2500 29329-1-AP Proteintech
Anti-MDA Fare 1:500 NBP2-59367 Novus
Anti-AGE Tavsan 1:1000 Abl176173 Abcam
Anti-4HNE Fare 1:1000 Ab46545 Abcam
Anti-MDA Tavsan 1:1000 Ab27642 Abcam
Anti-Bax Tavsan 1:1000 50599-2-Ig Proteintech
Anti-Bcl2 Tavsan 1:1000 12789-1-AP Proteintech
Anti-Cas3 (pro ve p17/p19) Tavsan 1:1000 19677-1-AP Proteintech
Anti-PARP1 (pro ve p89) Tavsan 1:1000 13371-1-AP Proteintech
Anti-B-aktin Fare 1:5000 NB600-501 Novus
Anti-Fare 1gG Kegi 1:5000 31430 Thermo
Anti-Tavsan IgG Kegi 1:5000 31460 Thermo

Elde edilen membranlar {izerinde birden fazla hedef proteinin anlatiminin sonucunun alinmasi
gerektiginde “stripping” islemi yapildi. Bu islem i¢in hazirlanan tampon 50°C’de 1sitild1 ve
membranin iizerini kaplayacak kadar dokiildi. Islem 50°C’de 30 dk bekletilerek
gerceklestirildi. Daha sonra membran ultra saf su ile 5-10 dk arayla, 6-7 kez yikandi. Ultra saf
su ile yikamalar tampon icerigindeki f-merkaptoetanoliin kokusu kalmayana kadar stirdiirtildii.
Ardindan TBST ile 5 dk arayla 5 kez yikama yapild1 ve membran {izerine bloklama tamponu
eklendi. Hedeflenen proteine 6zgli primer antikor ile muamele edilerek yukarida anlatilan

islemler tekrarlandi.
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3.11. PROTEIN KARBONILLERININ OLCULMESI

Bu deney, rosmarinik asit ve/veya ari siitii uygulamalarinin, UVB- ve yliksek glukoz-indiiklii
oksidatif stres sonucu protein yan zincirlerinde olusan karboniller tizerindeki etkisini tespit
etmek i¢in tasarlandi. Protein karbonil 6l¢timiinde spektrofotometrik ve immiinolojik yontemler
kullanildi. Uygulamalar sonunda tripsinizasyonla toplanan hiicrelerin protein izolatlariyla

asagida anlatilan islemler gergeklestirildi.

3.11.1. Spektrofotometrik Yontem

Bu yontem, yan zincirlerdeki karbonil gruplari ile dinitrofenil hidrazin arasindaki reaksiyon
sonucunda olusan dinitrofenil hidrazonun 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Dinitrofenil hidrazon,
370 nm’de UV 15181 absorplar ve molar ekstinksiyon katsayis1 22000 M™* cm™"dir. Hiicrelerden
elde edilen protein izolatlart her biri 100 pL olacak sekilde iki farkli santrifiij tlipiine aktarildi.
Bunlardan birine 2.5 M HCI i¢inde hazirlanmis 10 mM dinitrofenilhidrazin (DNPH,
Sigma)’den 400 pL eklenirken, digerine sadece 400 uL 2.5 M HCI eklendi. Her iki tiip de
vortekste 10 dk ara ile etkin sekilde karistirilarak 1 saat karanlikta inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda her iki tiipe de 200 pL %30 (w/v) trikloroasetik asit (TCA, Merck)
eklenerek, buz tizerinde 5 dk bekletildi. Bu siire sonunda 6rnekler santrifiij (10000xg, 4°C, 10
dk) edildi. Ust faz uzaklastirildi ve pellet 500 pL %10’luk TCA iginde yeniden siispanse edildi.
Buz iizerinde 10 dk bekletmenin ardindan yeniden santrifiijlendi. Son santrifiij islemi sonunda
elde edilen ¢okeltiler, fazla DNPH’nin uzaklastirilmasi1 amaciyla, 500 pL etanol-etil asetat
[(1:1), (v/v)] ile iki kez yikand1. Santrifiijleme sonunda ele gegen protein ¢okeltiler: 500 pL 6
M guanidin-HCI (Sigma, 20 mM potasyum fosfat i¢inde hazirland1) i¢inde yeniden siispanse
edildi. Spektrofotometrede, 360, ve 370 nm dalga boylarinda 6l¢iilen absorbans degerlerinin
ortalamasi alind1 ve 6rneklerin karbonil igerikleri DNPH’nin bu dalga boylarindaki yaklasik
absorpsiyon katsayis1 (€=22.000 M cm™) dikkate alinarak hesaplandi (Fagan ve dig., 1999).

3.11.2. OxyBlot Protein Oksidasyon Tespiti

Protein karbonil tayini immiinolojik yontem ile de yapildi. Bu islem igin ticari bir kit olan
“OxyBlot Protein Detection Kit (Merck)”in &nerdigi protokol takip edildi. Orneklerden 15 pg
protein alindi. Alinan proteinin hacmi kadar % 12 SDS ve protein hacminin iki kat1 kadar 1X
DNPH soliisyonu eklenip karisimlar 15 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

sonras1 Orneklerin {izerine protein hacminin bir buguk kat1 kadar notralizasyon ¢ozeltisi ve 1.5
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uL B-merkaptoetanol eklendi. Daha sonra olusan karisim SDS-PAGE sisteminde yiirtitiildii.
Jellerdeki proteinler Transblot turbo transfer sistemiyle PVDF membrana aktarildi. Membran
iki saat boyunca % 5’lik siit tozunda bloklandiktan sonra gece boyu +4°C’de kitte bulunan DNP
antikoru (diliisyon: 1:150, konak: tavsan) ile inkiibasyona birakildi. Primer antikor
uzaklagtirildiktan sonra 5 defa TBST tamponu ile yikandi ve ardindan 1:300 oraninda
hazirlanan sekonder antikor (kegi-anti-tavsan) ile 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.
Sekonder antikorla islem tamamlandiktan sonra membran tekrar TBST ile yikandi ve
immiinoblotlar “SuperSignal™ West Pico PLUS” goriintiilleme ECL substrati kullanilarak

ChemiDoc XRS sistemi/ImageLab 6.0.1 yaziliminda (Bio-Rad) goriintiilendi ve analiz edildi.

3.12. LiPiT PEROKSIDASYONU

UVB ve yiiksek glukoza maruziyet sonucu meydana gelen lipid peroksidasyonu ve RA ve/veya
RJ uygulamalarinin bu olusuma etkisini degerlendirmek i¢in Draper ve Hadley (1990)
tarafindan Onerilen yontem kullanildi. Bu islem, lipit peroksitlerin tiyobarbitiirik asitle
olusturduklart kompleksi (TBARS) spektrofotometrik olarak 6lgen bir yontemdir. Uygulamalar
sonrast toplanan hiicrelerin iizerine 1 mL %0.8 (w/v) tiyobarbitiirik asit (TBA, Merck) iceren
%20’lik (w/v) TCA (Merck) eklendi ve iyice karistirildi. Elde edilen karigimlar 45 dk boyunca
kaynatildi ve daha sonra sogumasi igin oda sicakliginda bekletildi. Ornekler 5 dk boyunca
3000xg’de santrifiijlendi. Stipernatantin 535 nm’deki absorbansi spektrofotometre yardimiyla
dl¢iildii. Olgiim sonucunun degerlendirilmesi igin standart grafik olusturuldu. Bunun i¢in, TBA
ile reaksiyona girerek kompleks olusturan malondialdehit (MDA) kullanildi. Orneklerin

TBARS diizeyleri uM MDA esdegeri/mg protein olarak hesaplandi.

3.13. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tim Kkantitatif sonuglar en az {i¢ bagimsiz deneyden elde edildi. Bulgular aritmetik ortalama +
standart sapma olarak sunuldu. Elde edilen verilerin istatistiksel analizi GraphPad Prism v7
programi kullanilarak yapildi ve verilerin degerlendirilmesinde tek/iki yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve ardindan ¢oklu karsilastirmalar icin Tukey post-hoc testi kullanild. Istatistiksel
anlamlilik kriteri P<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. HFF ve HaCaT HUCRELERININ COGALMA EGRILERIi

Yara iyilestirme calismalarinda kullanilan HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit
hiicrelerinin monolayer kiiltiir ortaminda biiylime kinetiklerinin belirlenmesi i¢in 10 giin
boyunca hiicre saymm yapilarak ¢ogalma egrileri olusturuldu. Bunun i¢in 0.5x10° ve 1x10°
hiicre/mL olacak sekilde baslatilan iki kiiltiirden elde edilen hiicre sayis1 bilgisi kullanilarak
GraphPad Prism programinda ¢izilen biiyiime kinetigi grafikleri Sekil 4.1°de verildi. Cogalma
kinetigi grafikleri jenerasyon siiresinin HFF hiicreleri i¢in 24 saat, HaCaT hiicreleri i¢inse 25
saat oldugunu gosterdi. iki hiicre hattinin da ekimi takiben 24 saat icinde lag fazindan ¢ikip
logaritmik faza girdikleri belirlendi. Hiicreler bu fazda en az 72 saat boyunca kaldilar. Daha az
hiicre sayisiyla (5x10*hiicre/mL) baslatilan kiiltiirler duragan faza 6. giinde girerken, baslangic

hiicre sayis1 fazla (1x10° hiicre/mL) olan kiiltiirdeki hiicreler 5. giin proliferasyonda

duraklamaya gectiler.

107-! 1074
’g HFF hiicre hatti ? HaCaT hiucre hatt:
= 1064 = 104
2 A g - - z
= o o . . =
g A 25 = } 7]
o 5 Fd o 5
10044 5 10°
= o - = = _
T === (.5 % 10” hiicre/mL = === 0.5 10° hiicre/mL
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104 A e B Rananaan s o L e 104 T TR TTTTTTTYTYYY]
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Sekil 4.1: Baslangig hiicre sayilar1 0.5x10° hiicre/mL ve 1x10° hiicre/mL olan (A) insan
fibroblast HFF hiicre hatt1 ve (B) insan keratinosit HaCaT hiicre hattinin gogalma egrileri.

4.2. ROSMARINIK ASIT ve ARI SUTUNUN UYGULAMA DOZLARININ
BELIiRLENMESI

Bu doktora tezi kapsaminda in Vvitro yara iyilestirme potansiyelleri arastirilan rosmarinik asit

(RA) ve an siitiinlin (RJ) hiicrelere uygulanacak dozlarint belirlemek i¢in bir dizi analiz
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gerceklestirildi. Once bu maddelerin hiicreler iizerindeki sitotoksik/proliferatif etkileri MTT
yontemiyle test edildi. Kombine 6rnek dozlarinin belirlenmesinde hem MTT test sonuglar1 hem
de ¢izik yara deneyindeki yara kapanma verileri dikkate alindi. Bunlara ek olarak, ¢izik deneyi
sonrasi toplanan hiicrelerde, hiicre proliferasyonuyla yakindan iligkili oldugu bilinen bazi
proteinlerin anlatim analizleri gerceklestirildi. Yapilan analizlere ait sonuglar iki alt baslikta

sunuldu.

4.2.1. Rosmarinik Asit ve An Siitiiniin Sitotoksik/Proliferatif Etkileri

Farkl1 konsantrasyonlarda uygulanan rosmarinik asit (RA) ve ar1 siitiiniin (RJ) HFF ve HaCaT
hiicreleri lizerindeki sitotoksik ya da proliferatif etkileri MTT testi ile degerlendirildi. RA’nin
1,5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750 ve 1000 pM’lik dozlari, R nin ise 1, 5, 10, 25, 50, 100, 250
ve 500 pg/mL’lik dozlar1 24, 48 ve 72 saat siireyle hiicrelere uygulandi. RA’ya ait MTT analiz
sonuclar1 Sekil 4.2°de ve RJ’ye ait sonuglar ise Sekil 4.3’te verildi.

Rosmarinik asitin en yliksek uygulama dozu (1000 uM) ile 24 saat maruziyet sonrasinda HFF
ve HaCaT hiicre hatlarinda hiicre canliligi, sirasiyla %97 ve %65 olarak belirlendi. Bu doz HFF
hiicre hattinda 48 saat sonunda %85 canlilik ile sonuglanirken, ancak 72 saat maruziyet 6nemli
bir sitotoksik etki gosterdi ve canliligr %32’ye diisiirdiigii belirlendi. HaCaT hiicrelerinde
yiiksek RA dozlarmin sitotoksik etkileri 48. saatten itibaren 500 uM’lik dozla goriilmeye
baslanirken 250 pM RA dozuna 72 saat maruziyet hiicre canliliginda 6nemli derecede azalmaya
yol agti. Calisma amacma uygun olarak hedeflenen proliferatif etkilerin, tiim uygulama
stirelerinde diisiik RA dozlartyla elde edildigi belirlendi. HFF hiicrelerinde 1 ve 5 uM RA
istatistiksel olarak hiicre proliferasyonunda onemli bir degisime yol agmazken, HaCaT
hiicrelerinde 48 saatlik 1 pM RA uygulamas1 %10 canlilik artisiyla sonuglandi. 24 ve 48 saatlik
RA uygulamasimin hem HFF hem de HaCaT hiicrelerinde proliferasyona yol acan doz araliginin

(10-100 uM) ayni1 oldugu saptandi.

Art siitii, en uzun siire (72 saat) uygulanan en yiiksek dozda (500 pg/mL) bile iki hiicre hattinda
da 6nemli bir sitotoksik bir etki olusturmadi. HFF hiicrelerinde, RJ maruziyeti sonrasinda ilk
proliferatif yanitlar 24 saat/50 pug/mL, 48 saat/5 pg/mL, 72 saat/10 ug/mL uygulamalarinda
goriildii. Bu yamitlar HaCaT hiicrelerinde 24 saat/25 ug/mL ve 48 ve 72 saat/100 ug/mL
uygulamalarinda gozlendi. RJ uygulamasinin hem HFF hem de HaCaT hiicrelerinde

proliferasyona yol acan doz araliginin ortak (10 ile 250 pg/mL doz araliginda) oldugu saptandi.
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Sekil 4.2: Rosmarinik asitin 1-1000 uM araligindaki konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 saatlik sitotoksik
ve proliferatif etkilerini gosteren MTT analizi sonuglari. (A) HFF insan fibroblast hiicre hattinda
ve (B) HaCaT insan keratinosit hiicre hattinda yapilan uygulamalar. (*kontrole gore kiyaslamay1,
#gruplar aras1 karsilagtirmay1 gosterir. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; *P<0.05, *P<0.01,
#P<0.001).
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Sekil 4.3: Ar siitiiniin 1-500 pg/mL araligindaki konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 saatlik sitotoksik ve
proliferatif etkilerini gosteren MTT analizi sonuglari. (A) HFF insan fibroblast hiicre hattinda ve
(B) HaCaT insan keratinosit hiicre hattinda yapilan uygulamalar. (*kontrole gore kiyaslamay,
#gruplar arasi karsilastirmay1 gosterir. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; #P<0.05, ##P<0.01,
###P<0.001).
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4.2.2. Rosmarinik Asit ve Ari Siitiiniin Kombine Dozlarimin Secimi

Rosmarinik asit ve ar1 siitiiniin tekli uygulamalar1 sonucunda her iki maddenin de 48 saatlik
uygulamalarinda hem HFF hem de HaCaT hiicrelerinde hiicre canliliginm1 kontrole gore
istatiksel olarak anlamli diizeyde artiran 5’er dozu segildi. RA’nin 1, 5, 10, 25 ve 50 uM’lik
konsantrasyonlari, RJ’nin ise 10, 25, 50, 100 ve 250 pg/mL konsantrasyonlar1 kombinasyon
caligmalarina dahil edildi. Belirlenen dozlar kombinlendi ve bu uygulamalarin proliferatif
yanitlart arastirildi. MTT test sonuglart Sekil 4.4A°da ortalama+SD degerlerini gosteren bir
matriks seklinde sunuldu. Sekilde kesikli ¢izgiler i¢cine alinan kombinasyon dozlart (RA’nin 5
ve 10 uM dozlar1 ile RJ’nin 100 ve 250 pg/mL dozlarinin kombinasyonu) hiicre canliligini tekli
uygulamalara gore onemli derecede artirdi. Kombine dozun secimi i¢in yapilan ¢izik testi
sonuglar1 Sekil 4.4B’de verildi. Herhangi bir madde uygulamasi yapilmayan kontrol grubu HFF
ve HaCaT hiicrelerinde ¢izik alaninda 48 saat sonunda ~%75 kapanma goriiliirken, her iki
maddenin de 2’ser dozunun tekli uygulamalari ve bunlarin kombinasyonlar1 (4 farkh
kombinasyon) yara bdlgesinin kapanma oraninda artisa yol acti. Ancak, 5 uM RA ve 250
pug/mL RJ tek basina uygulandiklarinda yara kapanma oranindaki artig 6nemli degildi. 10 uM
RA ve 100 pg/mL RJ’nin tek basmna ve kombine uygulamalari yara kapanmasinda ciddi
anlamda artis sagladi. Bu dozlarin proliferatif etkisi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yliksekti. Tekli uygulamalar HFF ve HaCaT hiicrelerinde benzer sonuglar
olustururken kombine uygulama HaCaT hiicrelerinde canliligi HFF hiicrelerine gore istatiksel

olarak anlamli diizeyde artirdi (Sekil 4.4A).

Yalnizca hiicre proliferasyonu ve gogii ile doz se¢imine karar vermemek i¢in, bu dozlarin hiicre
sinyallesmesinde, proliferasyonunda ve inflamasyon yanitinda 6nemli rollere sahip oldugu
bilinen ERK1/2, AKT, NF-«B proteinlerinin anlatimina etkileri de ¢izik yara olusturma sonrasi
madde uygulanmis hiicrelerde degerlendirildi (Sekil 4.4C). Bu degerlendirme sonunda, tek tek
veya kombine halde hiicrelere uygulanan 10 pM RA ve 100 pg/mL RJ’nin AKT
fosforilasyonunda ve NF-kB seviyesinde azalmaya yol actigi, ERKI1/2’nin ise
fosforilasyonunda artig sagladigi belirlendi. RA ile RJ’nin uygulanan 4 farkli kombinasyonu bu
proteinlerin seviyelerinde benzer etkiler ortaya koyarken yara iyilesmesi sinyalizasyonunda
kilit proteinlerden olan p-ERK1/2 seviyesinde en fazla artisa yol agan drnegin 10 uM RA ile
100 pg/mL RJ’den olusan kombinasyon oldugu saptandi. Tiim analizler sonucunda, en etkin

dozlar olarak RA’nin 10 uM ve RJ’nin 100 pg/mL konsantrasyonu secildi.
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Sekil 4.4: Yara iyilestirme deneylerinde rosmarinik asit (RA) ve an siitiiniin (RJ) kombinasyon dozunun
segimi. (A) RA ve RJ’nin farkli dozlarmin kombine uygulamalarinin MTT sonuglari (ortalama+SD)
ve 10 uM RA ile 100 pg/mL RJ konsantrasyonunun tek ve kombine uygulamalarinin hiicre canliligina
etkisi. (B) RA ve RJ uygulamalarinin ¢izik alaninin kapanmasi iizerine etkileri. (C) Cizik ile yara
olusturma sonrast RA ve RJ uygulamalarinin p-ERK, p-AKT, NF-xB p65 proteinlerinin anlatimina
etkileri (Western blot kantifikasyon degerleri i¢in bkz. EK2). (ns — “not significant”, P>0.05. *kontrole
gore kiyaslamay1, #gruplar arasi kargilagtirmay1 gosterir. ***P<0.001; *P<0.05, ##P<0.001).
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4.3. ROSMARINIK ASIT ve ARI SUTUNUN ANJIYOGENIK OZELLIKLERI

Uygulama dozlar1 6n ¢alismalarla belirlenen (10 uM RA ve/veya 100 pg/mL RJ’nin in vitro
endotel tiip olusumu tizerindeki etkileri incelenerek, yara iyilestirmede 6nemli bir asama olan
anjiyogenezi (DeCicco-Skinner ve dig., 2014) destekleme durumlari arastirildi. Bu deney igin,
HUVEC insan umbilikal ven endotel hiicreleri kullanildi. Matrigel ile kaplanmis 96-kuyucuklu
kiltir kaplarina ekilen HUVEC hiicrelerine RA, RJ ve RA+RJ uygulamasi yapildi.
Uygulamadan sonra mikroskop altinda belli araliklarla tiip olusumu takip edildi ve 12 saat sonra
alinan fotograflar ImageJ (NIH) yazilimi ile degerlendirildi

Yapilan analiz sonuglarina gore, RA (P<0.01) ve RJ’nin (P<0.05) tekli uygulamalar1 kontrol
grubuna gore endotel tiip olusumunda istatistiksel olarak anlamli bir artisa yol a¢ti. RA+RJ’nin

etkisi tekli uygulamalara gore daha etkiliydi (P<0.001). Sonuglar Sekil 4.5’te verildi.

RA10pM

T

HUVEC
Total tiip uzunlugu (uM)

Sekil 4.5: Rosmarinik asit (RA) ve ar1 siitiiniin (RJ) endotel tiim olusumu iizerine etkisi, HUVEC insan
umbilikal ven endotel hiicrelerinde gergeklestirilen in vitro endotel tiip olusumu deneyi sonuglari.
(*Kontrole gore, # Gruplar arasi karsilastirmay1 gosterir. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001,
"¥P<0.001).

4.4. UVB UYGULAMASI ve OPTIMIZASYONU

HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerinde UVB ile yara-benzeri
hiicresel/molekiiler hasarlar olusturmak amaciyla énce UVB uygulama dozu ve siiresi optimize
edildi. Hiicrelere 50, 100, 200 ve 300 mJ/cm? enerji vermek icin sirastyla 2 dk 37 sn, 5 dk 13
sn, 10 dk 26 sn ve 15 dk 39 sn boyunca UVB uygulamas1 yapildi. Optimizasyon sonuglar1 Sekil
4.6’da sunuldu.
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UVB uygulamalarinin hiicre canliligina etkilerinin (Sekil 4.6A) incelendigi MTT testi
sonuglara gore, HFF ve HaCaT hiicrelerinde tim UVB uygulamalar1 48 saat sonunda hiicre
canliliginda azalmaya yol act1. 50 mJ/cm? UVB maruziyeti hiicre canliligin1 %10-15 oraninda
azaltirken (P<0.01, P<0.001), 100 mJ/cm? UVB maruziyetinde bu oran %17-20 oranindaydi
(P<0.001). 200 ve 300 mJ/cm? UVB maruziyetlerinin hiicre canliligindaki etkisi ¢ok daha ciddi
boyuttaydi; 6zellikle HaCaT hiicrelerinde her iki uygulama da kontrole gore %50’den fazla
sitotoksik etki gosterdi (P<0.001).

UVB uygulamasinin oksidatif stres iizerindeki etkileri intraseliiler ROS seviyelerinin 6l¢iildiigi
spektroflorometrik yontemle, DCF 1s1masina gore degerlendirildi ve sonuglar Sekil 4.6B’de
sunuldu. Buna gore 50, 100, 200 ve 300 mJ/cm? UVB maruziyetlerinin, HFF hiicrelerinde
intraseliiler ROS seviyesini sirasiyla 1.17- (P<0.01), 1.39- (P<0.001), 1.84- (P<0.001) ve 2.32-
kat (P<0.001) artirirken, HaCaT hiicrelerinde sirasiyla 1.26- (P<0.001), 1.5 (P<0.001), 2.03-
(P<0.001) ve 2.68-kat (P<0.001) artisa sebep oldugu belirlendi.

UVB doz se¢iminde son olarak, proliferasyon gostergesi Ki67 proteininin anlatimi iizerinden
canlilik, Bax, Bcl2, kaspaz- ve PARP1 protein anlatimlari iizerinden apoptoz degerlendirmeleri
yapildi. 300 mJ/cm? UVB uygulamasi HaCaT hiicrelerinin canliligini %75 azalttigindan protein
analizleri i¢in yeterli hiicre elde edilemedi; bu nedenle 48 saat 50, 100 ve 200 mJ/cm? UVB
uygulamalar1 sonrasinda toplanan hiicrelerden protein izolasyonu yapild1 ve ilgili proteinlerin
anlatim1 Western blot yontemiyle belirlendi. Sekil 4.6C’de gosterildigi gibi UVB maruziyeti
sonucunda HFF ve HaCaT hiicrelerinde proliferasyon marker proteini Ki67 seviyelerinde
onemli derecede azalmalar goriildii (P<0.001). Bu sonug hiicre canliligi sonuglarini destekler
nitelikteydi. Sekil 4.6D’de ise apoptotik yanitlar Bax/Bc¢l2 orani ile kaspaz-3 ve PARP1’in
kesilmis fragmentlerinin degerlendirilmesiyle belirlendi. Sonugta, tiim UVB uygulamalarinin
apoptozu indiikledigi, 100 ve 200 mJ/cm? UVB maruziyetlerinin ise HFF ve HaCaT
hiicrelerinde istatistiksel olarak olduk¢a anlamli derecede apoptotik yanitlar olusturdugu

saptand1 (P<0.001).
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Sekil 4.6: HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerine uygulanacak UVB dozunun
optimizasyonu. Farkli dozlarda (50, 100, 200 ve 300 mJ/cm?) UVB maruziyetinin (A) hiicre
canliligy, (B) oksidatif stres (intraseliiler ROS seviyesi, spektroflorometrik olarak DCF floresan
1s1mast 6l¢tiim sonucu), (C) proliferasyon marker proteini Ki67 seviyeleri (Western blot analizi)
ve (D) apoptoz indiiksiyonu (Western blot analizi) {izerindeki etkileri. *kontrole gére kiyaslamay1
gosterir. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. Cas: kaspaz.
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4.5. YUKSEK GLUKOZ UYGULAMASI ve OPTIMIiZASYONU

HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerinde yara gelisme/iyilesme siirecini
yiiksek glukozlu (hiperglisemi-benzeri) bir ortamda izleyebilmek igin, hiicreler 6nce farkli
dozlarda glukozla isleme sokularak doz-siire optimizasyonu yapildi. Hiicreler 25, 50, 100 ve
200 mM glukozla 24, 48 ve 72 saat isleme sokuldu ve bu uygulamalarin yara {izerindeki

etkilerine bakildi. Optimizasyon sonuglar1 Sekil 4.7°de sunuldu.

Farkli glukoz konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkilerinin (Sekil 4.7A) incelendigi MTT
testi sonuglarina gore, her iki hiicre hattinda da 24 saat siireyle daha yiiksek glukoz
konsantrasyonlarina maruz kalan hiicrelerin canliliginda kontrole goére 6nemli bir degisim
gbzlenmezken, 48 ve 72 saatlik uygulamalar hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli ancak
az miktarda azaltti. HFF ve HaCaT hiicrelerinde ilk etki 50 mM glukoz uygulanmig grupta
gozlendi; 72 saat sonunda hiicre canliligindaki azalma istatistiksel olarak anlamliydi (sirasiyla
P<0.01, P<0.05). En yiiksek (200 mM) glukoz dozu hiicre canliligin1 HFF hiicrelerinde ~%18
azaltirken (P<0.001), HaCaT hiicrelerinde ~%15 azalmaya neden oldu (P<0.001). Yiiksek
glukoz maruziyetinin yol acgabilecegi ileri glikasyon son tiriinleri (AGE, “advanced glycation
end products”) western blot ile analiz edildi (Sekil 4.7B). Yiiksek glukoza 24 saat maruz kalan
hiicrelerde AGE miktarindaki artis diisiik bulunurken, AGE seviyeleri 72. saatte oldukga
anlaml bir ytikselis gosterdi. 50 mM glukoz maruziyeti HFF ve HaCaT hiicrelerinde, AGE
miktarinda sirasiyla 3.5- ve 2.6-kat artigina yol act1 (P<0.001). Farkli glukoz konsantrasyonlar1
HaCaT hiicrelerinde benzer sonuglar ortaya koyarken, HFF hiicrelerinde en yiiksek AGE
miktar1 200 mM glukoz grubunda saptandi (4.3-kat, P<0.001). Sekil 4.7C’de gosterildigi gibi,
72 saat sonunda ROS seviyelerinin ise her iki hiicre hattinda da arttig1 ve en yiiksek dozda
kontrole gore ~1.7-kat artis oldugu belirlenirken, istatistiksel olarak anlamli fark 50, 100 ve 200
mM glukoz uygulamalarinda elde edildi (P<0.001). Son olarak, yiiksek glukoz kosullarinda
HFF ve HaCaT hiicrelerindeki apoptotik yanitlar Bax/Bcl2 orani ile kaspaz-3 ve PARP1’in
kesilmis fragmentlerinin western blot analizleriyle degerlendirildi (Sekil 4.7D). Her iki hiicre
hattinda da 50, 100 ve 200 mM glukoz uygulamalarinin apoptoz indiiksiyonuna neden oldugu
tespit edildi. Tiim analizler sonucunda, yiiksek glukoz kosulu i¢in 72 saat 50 mM glukoz
uygulamasi segildi ve ilk 24 saat bu glukoz dozuna maruz kalan hiicrelere 48 saat RA ve RJ

uygulamasi yapilmasina karar verildi.
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Sekil 4.7: HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerinde hiperglisemi-benzeri kosullar
yaratmak i¢in uygulanacak glukoz dozunun optimizasyonu. Yiiksek (25, 50, 100 ve 200 mM) glukoz
maruziyetinin (A) hiicre canliligi, (B) AGE miktari, (C) oksidatif stres (intraseliiler ROS seviyesi,
spektroflorometrik olarak DCF floresan 1g1masi 6l¢iim sonucu) ve (D) apoptoz indiiksiyonu (Western
blot analizi, kantifikasyon degerleri icin bkz. EK3) tizerindeki etkileri. AGE: “advanced glycation end

products” Cas: kaspaz.
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4.6. ROSMARINIK ASIT ve ARI SUTUNUN UVB UYGULANMIS HUCRELERDE
YARA IYILESTIRICI ETKILERI

Rosmarinik asit (RA) ve/veya ar siitiiniin (RJ) yara iyilestirme potansiyelleri UVB hasarli
hiicrelerdeki (1) hiicre proliferasyonu ve yara kapanmasi, (2) hiicre i¢ci ROS seviyeleri ve
inflamasyon, (3) protein karbonil ve AGE miktari, (4) lipid peroksidasyonu, (5) apoptoz, (6)
ER stresi, (7) hiicre sinyal yollarinda gérevli molekiillerin anlatim diizeyleri ve (8) kok hiicre

ve EMT sinyallesmesinde gorevli proteinlerin anlatimi degerlendirilerek ortaya koyuldu.

4.6.1. Hiicre Proliferasyonu ve Yara Kapanmasina Etkileri

HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerinin 100 mJd/cm? UVB’ye
maruziyetiyle azalan proliferasyonu ve buna karsi RA, RJ ve RA+RJ uygulamalarinin etkisi
MTT testinin yani sira Ki67 proliferasyon marker proteininin anlatim analizi (immiinofloresan
isaretleme) ile degerlendirildi. UVB’nin ve uygulamalarin hiicresel hasarlar ve molekiiler
gostergelere etkileri in vitro ¢izik yara testi ile ortaya koyuldu (Sekil 4.8). Grafiklerde belirtilen
Kontrol grubu hiicrelere UVB ve dogal madde uygulamalar1 yapilmadi; sadece UVB ile hasar

verilen, dogal maddelerle isleme sokulmayan hiicreler (UVB grubu) ise “—” isareti belirtildi.

UVB’nin etkisi ile ~%50 azalan hiicre canliliginin 48 saatlik dogal madde uygulamalar
sonucunda arttig1 ve en etkili sonucun kombine uygulama grubundan elde edildigi belirlendi.
Tekli uygulamalar, UVB hasarinin neden oldugu HFF ve HaCaT hiicre canliligindaki azalmay1
hafifletti; ancak HaCaT hiicrelerindeki hasar1 tam olarak diizeltmeye yetmedi. Hem HFF ve
hem de HaCaT hiicre canliligt RA+RJ uygulanan gruplarda UVB’ye gore istatistiksel olarak
anlamli derece yiiksekti; sirasiyla %102 ve %100 canlilik tespit edildi (Sekil 4.8A). Bu sonug,
proliferasyon gostergesi Ki67 nin immiinofloresan isaretleme ile elde edilen sonuglariyla da
uyumluydu; Ki67 seviyelerinde UVB grubuna gore anlamli derecede yiikselis vardi. UVB
uygulamasi sonrasinda ~2.5-kat azalan Ki67 seviyeleri (P<0.001), hem tekli uygulamalarda
hem de kombine uygulamalarda yiikseldi ve kontrol grubu hiicrelerindeki seviyeye geldi
(P<0.001) (Sekil 4.8B). UVB uygulamasinin HFF ve HaCaT hiicrelerinde ¢izik bolgesinin
kapanmasinda %44 azalmaya yol actig1 (P<0.001) ve ozellikle kombine uygulamanin yara
iyilesmesini hiicrelerin gogiinii hizlandirarak sagladigi belirlendi. HFF hiicrelerinde 48 saat
icinde kontrol grubu hiicrelerinde ¢izik alan1 %74 oraninda kapanirken, UVB hasar1 sonrasi

RA, RJ ve RA+RJ uygulamasi yapilan hiicrelerde ¢izik alan1 kapanmasi sirasiyla %69, %70 ve
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%77’ydi. HaCaT hiicrelerinde 48 saat i¢inde kontrol grubunda yara bolgesi %80 oraninda

kapanirken, UVB hasar1 sonrasi RA, RJ ve RA+RJ uygulamasi alan hiicrelerde ¢izik alani
kapanmasi sirasiyla %66, %65 ve %73 olarak belirlendi (Sekil 4.8C).
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Sekil 4.8:

RA 10pM RJ 100pg/mL RA+RJ

UVB (100 mJ/cm?) hasarli HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerine

uygulanan rosmarinik asit (RA), ar siitii (RJ) ve RA+RJ’nin (A) hiicre canliligina (MTT testi),
(B) proliferasyon marker1 Ki67’nin hiicresel lokalizasyonuna ve seviyesine (immiinofloresan
isaretleme) ve (C) yara alan1 kapanmasina etkisi (*Kontrole (K) gore, & UVB uygulamasina gore
kiyaslamayi, # Gruplar arasi karsilastirmay1 gosterir. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; 4P<0.01,
&&p<(.05, 444P<0.001; *P<0.05, #P<0.01, #*P<0.001).
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4.6.2. Intraseliiler ROS Seviyelerine ve Inflamasyona Etkileri

UVB maruziyetiyle, HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerinde artan
oksidatif stres lizerine RA, RJ ve RA+RJ uygulamalarimin etkisi, intraseliiler ROS olusumu
(spektroflorometrik ve floresan mikroskobik) ve stresle iliskili bazi proteinlerin diizeyi
(Western blot) {lizerinden degerlendirildi. Hiicrelerdeki inflamasyon yanit1 IL-18, IL-6, IL-10
(QRT-PCR) ile TNF-a (QRT-PCR ve Western blot) {izerinden degerlendirildi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: UVB (100 mJ/cm?) hasarli HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerine
uygulanan rosmarinik asit (RA), ar siitii (RJ) ve RA+RJ’nin (A) intraseliiler ROS seviyelerine
(spektroflorometrik ve floresan mikroskobik olarak analizlenen DCF floresan 1simasi sonucu) ve (B-
C) oksidatif stres ve inflamasyon belirteglerine etkisi (sirasiyla, western blot ve gRT-PCR analizi;
Western blot kantifikasyon degerleri i¢in bkz. EK4). *Kontrole (K) gore, & UVB uygulamasina gore
kiyaslamayi, # Gruplar arasi karsilastirmay1 gosterir *P<0.05, ***P<0.001; %%4P<0.001;
#P<0.05, #P<0.01, #*P<0.001).
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UVB’nin etkisi ile ~1.4-kat (P<0.001) artan ROS seviyelerinin uygulamalar sonucunda azaldig1
ve en etkili sonucun kombine uygulama grubundan elde edildigi belirlendi. UVB maruziyeti
sonrasinda hem HFF hem de HaCaT hiicrelerinde tek RA ya da RJ uygulamasinin ROS’u
stiptirdiigii ve UVB almamis kontrol grubuna benzer sonuglar gosterdigi belirlendi. UVB
grubundaki ROS seviyesi, RA+RJ uygulanan gruplardan ~2-kat yiiksekti (P<0.001) (Sekil
4.9A). UVB-indiiklii oksidatif strese, antioksidan enzimlerin (SOD1 ve GPX1) seviyelerindeki
diisiisiin ve 4HNE eklentili protein seviyesindeki artigin da eslik ettigi goriildii RA ve/veya RJ
uygulamalar1 SOD1 ve GPX1 anlatimini artirirken 4HNE eklentili proteinlerde diisiise yol agti
(Sekil 4.9B). Ayrica UVB uygulamasi, erken evre inflamasyon belirteci TNF-a ile)
proinflamatuar sitokinlerin (IL-1p ve IL-6) anlatiminda artisa ve anti-inflamatuar sitokin IL-
10’un anlatiminda azalisa yol acti. RA, RJ ve RA+RJ uygulamalar1 UVB iliskili inflamasyonu
zayiflatt1 (Sekil 4.9B ve Sekil 4.9C). ROS ve inflamasyonu en etkili sekilde azaltan 6rnegin
RA+RJ oldugu goézlendi.

4.6.3. Protein Karbonilleri ve AGE Miktarina Etkileri

UVB maruziyetinin HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerinde yol actig1
oksidatif protein hasarlarindan biri olan protein karbonil miktarin1 belirlemek igin
spektrofotometrik ve immiinolojik yontemler kullanildi. Protein karbonil miktari, protein yan
zincirlerindeki karbonil gruplari ile dinitrofenil hidrazin arasindaki reaksiyon sonucunda olusan
dinitrofenil hidrazonun spektrofotometrik Olgiimii ve Oxyblot ticari kiti kullanilarak
immiinolojik olarak saptanmasiyla belirlendi. Iki yontemin sonuglar1 birbiriyle uyumluydu

(Sekil 4.10).

UVB maruziyeti, karbonillenmis protein miktarinda kontrole gore HFF hiicrelerinde ~16-Kat,
HaCaT hiicrelerinde ise ~10-kat artisla sonuglandi. Tek olarak RA ve RJ uygulamasi
karbonillenme hasarinda azalmaya yol agarken kombine uygulama en etkili sonucu ortaya
koydu (P<0.001). HFF ve HaCaT hiicrelerinde UVB uygulamasina bagli artan karbonillenme
hasari, sirasiyla ~4-kat ve ~3.4-kat geriledi. Bu da RA+RJ kombine uygulamasimin her iki
hiicrede de artan karbonillenmis protein miktarinda %75 azalma sagladigin1 gosterdi (Sekil
4.10A). UVB uygulamasiyla HFF ve HaCaT hiicrelerinde, sirasiyla 4.2- ve 3.4-kat artan protein
AGE seviyesi RA ve/veya RJ uygulamalariyla, en ¢cok da RA+RJ kombine uygulamasiyla
(~2.5-kat) diistii (Sekil 4.10B).
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Sekil 4.10: UVB (100 mJ/cm?) hasarli HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerine
uygulanan rosmarinik asit (RA), ar1 siitii (RJ) ve RA+RJ’nin (A) protein karbonil hasarina
(Western blot kantifikasyon degerleri icin bkz. EK5) ve (B) AGE miktarina etkisi (spektrofotometrik
6l¢tim sonucu). (*Kontrole (K) gore, & UVB uygulamasina gore kiyaslamayi, # Gruplar arasi
karsilastirmay1 gosterir. *P<0.05, ***P<0.001; #¢P<0.01, 4%¢P<0.001; *P<0.05, *#P<0.01,
##P<0.001).

4.6.4. Lipid Peroksidasyonu Uzerine Etkileri

UVB maruziyetinin HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerinde yol agtig1
lipid peroksidasyonu ve dogal maddelerin bu siirece etkisi (Sekil 4.11), malondialdehit (MDA)
ile konjuge protein diizeyinin western blot analizine (Sekil 4.11A) ek olarak spektrofotometrik
TBARS sonuglar iizerinden degerlendirildi (Sekil 4.11B). UVB maruziyeti HFF ve HaCaT
hiicrelerinde, lipid peroksidasyonunu kontrole gore sirasiyla 3.1-kat ve 3.5-kat artirdi
(P<0.001). RA ve/veya RJ uygulamalart TBARS ve MDA eklenti seviyelerinde anlamli
diistisler sagladi. En belirgin diisiis (~2-kat) RA+RJ kombine uygulamasiyla elde edildi.
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Sekil 4.11: UVB (100 mJ/cm?) hasarli HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerine
uygulanan rosmarinik asit (RA), ar1 siitii (RJ) ve RA+RJ’nin lipid peroksidasyonuna etkisi. (A)
Western blot yontemi ile malondialdehit (MDA) bakiyeli protein tespiti (kantifikasyon degerleri
i¢in bkz. EKB). (B) Spektrofotometrik 6l¢iim ile belirlenen TBARS miktarlarimin (uM MDA
esdegeri/mg protein) bagli degerlendirilmesi. Kontrole (K) gore, & UVB uygulamasina gore
kiyaslamayi, # Gruplar arasi karsilastirmay1 gosterir. ***P<0.001; %%%P<0.001; *P<0.01,
#P<0.001).

4.6.5. Apoptoz Uzerine Etkileri

Hiicrelerde UVB' maruziyetiyle indiiklenen apoptoz ve uygulamalarin apoptoz lizerine etkisi,
oli, apoptotik ve canli hiicrelerin belirlendigi floresans HO/PI ikili boyama yontemi ve
Bax/Bcl2 orani, kaspaz-3 ve PARP1 kesilmis fragmentinin analiz edildigi western blot
yontemiyle incelendi (Sekil 4.12). UVB, her iki hiicre grubunda (HFF ve HaCaT) kontrole
kiyasla istatistiksel olarak olduk¢a anlamli apoptoz artisina neden oldu (P<0.001). RA ve/veya
RJ uygulamalar1 apoptotik hiicre oraninda (Sekil 4.12A) ve apoptotik proteinlerin seviyelerinde
(Sekil 4.12B) belirgin diisiis sagladi. UVB maruziyeti sonucunda apoptotik ve 6li hiicre
oranlari, HFF hiicrelerinde, sirasiyla %13 ve %13.5; HaCaT hiicrelerinde, sirasiyla %14.8 ve
%12.3 olarak belirlendi (P<0.001). RA+RJ uygulamasi sonucunda apoptotik hiicre orant ~%6
ve Olii hiicre orani1 ~%5 olarak belirlendi (P<0.001) (Sekil 4.12A). UVB uygulamasi sonucunda
HFF ve HaCaT hiicrelerinde apoptozun 6nemli bir gostergesi olan Bax/Bcl2 oraninin 2.3-Kkat
arttig1 belirlendi (P<0.001). Kesilmis kaspaz-3 ile PARP1 fragmentleri seviyelerinin HFF
hiicrelerinde sirasiyla 2.2- ve 2.6-kat artt1g1, HaCaT hiicrelerinde ise 3.6- ve 3.7-kat yiikseldigi
belirlendi (P<0.001). RA, RJ ve 6zellikle en iyi sonuglari ortaya koyan RA+RJ uygulamalari
sonucunda UVB grubuna gore oldukca anlamli seviyelerde azalan apoptotik marker seviyeleri
(P<0.001) tespit edilerek uygulamalarin UVB- indiiklii apoptozu hafiflettigi gosterildi (Sekil
4.12B).
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Sekil 4.12: UVB (100 mJ/cm?) hasarli HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerine
uygulanan rosmarinik asit (RA), ar1 siitii (RJ) ve RA+RJ’nin apoptoza etkisi. (A) Apoptozun
HO/PI floresan boyamasi ile analizi, (B) Apoptozun western blot ile analizi (*Kontrole (K) gore,
& UVB uygulamasina gore kiyaslamayi, # Gruplar aras1 karsilastirmay1 gosterir. **P<0.01,
***P<(.001; #4P<0.01, 44¢P<0.001; #P<0.01, #*P<0.001). Cas: Kaspaz.



62

4.6.6. ER Stresi Uzerine Etkileri

UVB maruziyetinin HFF ve HaCaT hiicrelerinde yol actig1 ER stresi ve dogal maddelerin bu
stres iizerine etkisi, Grp78, PERK ve IREla proteinlerinin anlatimina gore degerlendirildi
(Sekil 4.13). UVB uygulamasi ER stresinde kontrol grubuna gore istatistiksel agidan oldukca
anlaml artislara yol agti (P<0.001). RA ile RJ tekli uygulamalarinin sonucunda ER stresi
belirteglerinde azalma saptanirken, en iyi sonucun RA+RJ grubunda oldugu ve UVB hasarina
bagli olusan ER stresinin énemli derecede hafifledigi belirlendi. HFF ve HaCaT hiicrelerinde
UVB maruziyeti sonrasinda Grp78 seviyeleri sirasiyla ~3- ve 2-kat artarken, PERK seviyeleri
~2-kat, IREla seviyeleri ise sirasiyla ~3- ve 5-kat artig gosterdi (P<0.001). RA ve RJ tekli
uygulamalari ER stresini hafifletmede tek baslarina etkili olsalar da RA+RJ uygulamasinin ER

stresini ve dolayistyla protein homeostazini korumada daha etkili oldugu anlasildi.
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Sekil 4.13: UVB (100 mJ/cm?) hasarli HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerine
uygulanan rosmarinik asit (RA), ar1 siitii (RJ) ve RA+RJ’nin ER stresine etkisi (*Kontrole (K)
gore, & UVB uygulamasina gore kiyaslamayi, # Gruplar arasi karsilagtirmay1 gosterir. **P<0.01,
***pP<(0,001; #4¢P<0.001; *P<0.05, #P<0.01, #*P<0.001).
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4.6.7. Hiicre Sinyal Yollarinda Gérevli Molekiiller Uzerine Etkileri

UVB ve dogal madde uygulamalarinin HFF ve HaCaT hiicrelerinde sinyal molekiillerinin
anlatim seviyelerine etkisinin incelendigi western blot deneyi sonuglari1 Sekil 4.14’te sunuldu.
UVB maruziyeti, hiicre biiylime faktorlerinden FGF2 ve VEGFA seviyelerini diisiiriirken
(sirastyla HFF hiicrelerinde, 3- ve 1.4-kat, P<0.001; HaCaT hiicrelerinde ise 1.4- ve 3.85-kat,
P<0.001), FGF2’nin antisensi olan NUDT6 seviyelerinde 6nemli bir artis saptandi (HFF
hiicrelerinde 4.8-kat, P<0.001; HaCaT hiicrelerinde 2.2-kat, P<0.001). RA, RJ ve RA+RJ
uygulamalarinin bu yanitlar1 tersine ¢evirdigi ve NUDT6 anlatiminda azalmaya, FGF2 ve

VEGFA anlatiminda artisa yol actig1 belirlendi (Sekil 4.14A).

Hiicre sinyalizasyonunda olduk¢a 6nemli bir yeri olan p-ERK/ERK oraninin UVB uygulamasi
sonucunda HFF hiicrelerinde 5.3-kat (P<0.001) ve HaCaT hiicrelerinde 1.6-kat azaldigi
(P<0.001), aksine RA+RJ uygulamasinin ise bu yaniti tersine ¢evirdigi western blot sonucu ile
ortaya koyuldu. Dikkat ¢ekici olarak, HFF hiicrelerinde p-ERK/ERK seviyelerindeki bu artis
kontrol grubuna goére 3.2-kat iken (P<0.001), UVB grubuna gore ise 16.7-kat idi. HaCaT
hiicrelerindeki artiglar kontrole gore 3.5-kat, UVB grubuna gore 5.8-kat olarak belirlendi.
Inflamasyonda &nemli bir hiicre ici sinyal yolagi olan AKT/NF-kB’nin UVB maruziyeti
sonrasinda yukar1 regiile oldugu (p-AKT seviyelerinde HFF hiicrelerinde 2.5-kat artis,
P<0.001; HaCaT hiicrelerinde ise 4.8-kat artis, P<0.001), RA+RJ uygulamasi sonucunda ise p-
AKT/AKT seviyelerinde ve NF-kB p65 seviyelerinde 6nemli bir diisiis oldugu belirlendi.
UVB’ye bagli olarak ~3.5 kat artan p65 seviyelerinin HFF ve HaCaT hiicrelerinde kontrole
gore, sirasiyla, 0.67- ve 1.2-kata kadar indigi belirlendi (Sekil 4.14B). Bu sonucu bir
transkripsiyon faktorii olan NF-«B’nin niikleer lokasyonundaki azalis da destekledi (Sekil
4.14C).

Yara iyilesmesinde dnemli rollere sahip olan MMP2 ve MMP9 seviyelerinde 6nemli bir artiga
(iki hiicre hattinda da ~2-kat artig) ve beraberinde kolajen | seviyesinde ~2-katlik bir azalma
(kolajen seviyelerinin kontrole gore yariya indigi belirlendi) ile 6nemli bir hasara neden olan
UVB maruziyetine karst RA+RJ’nin iyilestirici etkisi MMP2 ile MMP9 seviyelerindeki azalma
ve kolajen I seviyelerindeki artisla gosterildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.14: UVB (100 mJ/cm?) hasarli HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerinde
rosmarinik asit (RA), ar siitii (RJ) ve RA+RJ’nin (A) biiyiime faktorleri (B) hiicre i¢i sinyal yollari ve
(C) NF-«xB niikleer lokasyonu iizerine etkisi. (*Kontrole (K) gore, & UVB uygulamasina gore
kiyaslamay1, # Gruplar arasi karsilastirmay1 gosterir. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; ¥%&P<0.001;
#P<0.05, #P<0.01, ##P<0.001).
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Sekil 4.15: UVB (100 mJ/cm?) hasarli1 HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerinde
rosmarinik asit (RA), ar1 siitii (RJ) ve RA+RJ’nin matriks metalloproteinaz (MMP) -2 ve -9 ile
kolajen | (Col T) anlatimi tizerine etkisi. (*Kontrole (K) gore, & UVB uygulamasina gore
kiyaslamayi, # Gruplar arasi1 karsilagtirmay1 gosterir. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001;
4&&P<0.001; *P<0.05, #P<0.01, #*P<0.001).

4.6.8. Kok Hiicre ve EMT Marker Proteinleri Uzerine Etkileri

UVB ve dogal madde uygulamalarinin HFF ve HaCaT hiicrelerinde kok hiicre farklilasmasi ve
EMT sinyallesmesi iizerindeki etkisi western blot yontemiyle marker proteinlerin analizi
yapilarak aragtirildi. EMT belirteci olarak Twistl, Snaill, TGF-B, E-kaderin ve N-kaderin
protein anlatimlart incelenirken, kok hiicre belirteci olarak CD44, CD133 ve Nanog
degerlendirildi. UVB hasarina bagli olarak azalan kok hiicre ve EMT marker seviyeleri dogal
madde uygulamalar1 sonucunda artisa gecti. EMT sonuglar1 Sekil 4.16’da kok hiicre
markerlarina iliskin sonuclar ise Sekil 4.17°de verildi. RA ve RJ’nin EMT siirecini tetikleyerek
de yara iyilestirme yeteneklerini sergiledikleri ortaya koyuldu. Dogal madde uygulamalari
sonucunda EMT icin 6nemli bir isaret olan E-kaderindeki diisiis ve N-kaderindeki artis 6nemli
orandaydi. Ornegin, HaCaT hiicrelerinde UVB hasariyla 2.4-kat artan E-kaderinin RA+RJ
uygulamasi sonucunda tekrar 1.1-kata diistiigii (P<0.001), N-kaderin seviyelerinin ise UVB
grubunda 0.66-kata diistiigii ancak RA+RJ grubunda bu degerin 2.6-katlik bir artis gosterdigi
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ortaya koyuldu (P<0.001) (Sekil 4.16). RA+RJ uygulamasi EMT siirecinin diger onemli
proteinlerinde de artisa yol acti. RA+RJ uygulamasinin HFF ve HaCaT hiicrelerinde UVB
grubuna gore CD44 seviyelerinde sirasiyla 2- ve 3.22-kat artis, CD133 seviyelerinde sirasiyla
3.2- ve 3.6-kat artig ve son olarak ise Nanog seviyelerinde sirastyla 2.2- ve 2.4- artis sagladigi
tespit edildi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.16: UVB (100 mJ/cm?) hasarli HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerinde
rosmarinik asit (RA), ar siitii (RJ) ve RA+RJ’nin epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) iizerine
etkileri. (*Kontrole (K) gore, & UVB uygulamasina gore kiyaslamayi, # Gruplar arasi
karsilastirmay1 gosterir. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; %%P<0.01, #4¢P<0.001; *P<0.05,
#P<0.01, #P<0.001).
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Sekil 4.17: UVB (100 mJ/cm?) hasarli HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerinde
rosmarinik asit (RA), ar1 siitii (RJ) ve RA+RJ’nin kok hiicre belirteglerinin anlatimina etkileri.
(*Kontrole (K) gore, & UVB uygulamasina gore kiyaslamayi, # Gruplar aras1 karsilastirmay1
gosterir. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; ¥P<0.05, ¥4P<0.01, 444P<0.001; *P<0.05, #P<0.01,
##p<0.001).

4.7. ROSMARINIK ASIT ve ARI SUTUNUN YUKSEK GLUKOZ UYGULANMIS
HUCRELERDE YARA IYILESTIRICI ETKILERI

Rosmarinik asit (RA) ve/veya ar1 siitiintin (RJ) hiperglisemi-benzeri yiiksek glukoz varliginda
yara lyilestirme potansiyelleri (1) hiicre proliferasyonu ve yara kapanmast, (2) intraseliiler ROS
seviyeleri ve inflamasyon, (3) protein karbonil ve AGE miktari, (4) lipid peroksidasyonu, (5)
apoptoz, (6) ER stresi, (7) hiicre sinyal yollarinda gérevli baz1 proteinlerin anlatim1 ve (8) kok

hiicre ve EMT sinyallesmesinde gorevli proteinlerin anlatimi degerlendirilerek ortaya koyuldu.

4.7.1. Hiicre Proliferasyonu ve Yara Kapanmasina Etkileri

HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit hiicrelerinin yiiksek (50 mM) glukoza
maruziyetle azalan proliferasyonu ve buna karsi RA, RJ ve RA+RJ uygulamalarinin etkisi MTT
testi ve immiinofloresan isaretleme yontemiyle belirlenen proliferasyon gostergesi Ki67 marker
proteininin anlatim analizi ile degerlendirildi. Hiperglisemi-benzeri kosullarin  ve

uygulamalarin hiicresel hasarlar ve molekiiler gostergeler {izerine etkileri in vitro ¢izik testi ile
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ortaya koyuldu (Sekil 4.18). Grafiklerde belirtilen Kontrol grubu hiicrelere yiiksek glukoz ve

dogal madde uygulamalar1 yapilmadi; sadece yiiksek glukoz uygulanan, dogal maddelerle

isleme sokulmayan hiicreler (glukoz grubu) ise “—” igareti ile belirtildi.
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Sekil 4.18: Yiiksek (50 mM) glukoz ortamindaki HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit
hiicrelerinde rosmarinik asit (RA), ar1 siitii (RJ) ve RA+RJ’nin (A) hiicre canliligina (MTT testi),
(B) proliferasyon marker1 Ki67’nin hiicresel lokalizasyonuna ve seviyesine (immiinofloresan
isaretleme) ve (C) yara alan1 kapanmasina etkisi (*Kontrole (K) gore, & Glukoz uygulamasina
gore kiyaslamay1, # Gruplar aras1 karsilagtirmay1 gosterir. **P<0.01, ***P<0.001; 44P<0.01,
4&&p<(,001; #P<0.01, #*P<0.001).



69

Yiiksek glukoza maruziyet, hiicre canliliginda 6nemli bir azalmaya yol agmadi; ancak RA+RJ
uygulamasi proliferasyonu hem kontrole gére hem de glukoz grubuna goére anlamli diizeyde
arttirdi  (P<0.001) (Sekil 4.18A). Bu sonucu proliferasyon markert olan Ki67 nin
immiinofloresan isaretleme ile elde edilen sonuglar1 destekledi. Yiiksek glukoz maruziyetinin
hiicre canliligin1 azaltmadigi, ancak hiicrelerin ¢ogalmasin1 engelledigi Ki67’nin niikleer
seviyelerindeki azalma ile ortaya koyuldu. Yiiksek glukoza maruz kalan HFF ve HaCaT
hiicrelerinde Ki67 marker proteini, sirastyla 2.5- ve 2.7-kat azaldi. RA ve/veya RJ uygulamalari
Ki67 seviyelerinde glukoz grubuna gore anlamli derecede artis sagladi (P<0.001); Bu durum
dogal madde uygulamalarinin, en ¢ok da kombine uygulamanin hiicre proliferasyonunu nasil
tetikledigini isaret etti (Sekil 4.18B). Uygulamalarin, 6zellikle kombine uygulamanin, yara
iyilesmesini, hiicrelerin go¢ilinii hizlandirarak sagladigi belirlendi. Yiiksek glukoza maruz kalan
HFF ve HaCaT hiicrelerinde hiicre gogli kontrole gore ~%30 azalirken, RA ve/veya RJ
uygulamalari ¢izik alaninin daha hizli kapanmasini sagladi. RA+RJ uygulanan HFF ve HaCaT
hiicrelerinde ¢izik alan1 kapanma orani, sirasiyla, %93 ve %82 olarak belirlendi (P<0.001)

(Sekil 4.18C).

4.7.2. Intraseliiler ROS Seviyelerine ve inflamasyona Etkileri

Yiiksek (50 mM) glukoz uygulamasiyla HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit
hiicrelerinde artan intraseliiler ROS seviyeleri iizerine RA, RJ ve RA+RJ uygulamalarinin
etkisi, intraseliiler ROS olusumu (spektroflorometrik ve floresan mikroskobik veriler) ve stresle
iliskili baz1 proteinlerin diizeyi (Western blot sonuglar) iizerinden degerlendirildi. Inflamasyon
IL-1B, IL-6 ve IL-10 ile TNF-a (qQRT-PCR ve/veya Western blot sonuglar1) iizerinden
yorumlandi (Sekil 4.19). Yiksek glukozun etkisi ile ~1.15-kat (P<0.001) artan ROS
seviyelerinin uygulamalar sonucunda azaldig1 ve en etkili sonucun kombine uygulama ile elde
edildigi belirlendi. Yiiksek glukoz kosulunda kiiltiirlenen hem HFF hem de HaCaT hiicrelerinde
RA ve/veya RJ uygulamalarinin ROS’u siipiirdiigii ve normal glukoz kosulunda kiiltlirlenen
kontrol grubundan bile daha az ROS olustugu belirlendi. RA+RJ uygulamasi sonucunda HFF
ve HaCaT hiicrelerindeki ROS diisiisti yliksek glukoz uygulamasi yapilan gruba gore sirasiyla
1.72- ve 1.81-kat olarak tespit edildi (P<0.001) (Sekil 4.19A).
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Sekil 4.19: Yiiksek (50 mM) glukoz ortamindaki HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit
hiicrelerinde rosmarinik asit (RA), ar1 siitii (RJ) ve RA+RJ’nin (A) intraseliiler ROS seviyelerine
(spektroflorometrik ve floresan mikroskobik olarak analizlenen DCF floresan 1s1masi sonucu) ve
(B ve C) oksidatif stres ve inflamasyon belirteci seviyelerine etkisi (Western blot ve gRT-PCR
analizi; Western blot kantifikasyon degerleri i¢in bkz. EKT7).*Kontrole (K) goére, & Glukoz
uygulamasina gore kiyaslamayi, # Gruplar arasi karsilastirmay1 gosterir *P<0.05, ***P<0.001,;
4&&P<0.001; *P<0.05, #P<0.01, #*P<0.001).

Yiiksek glukoza bagl oksidatif strese, antioksidan enzimlerin (SOD1 ve GPX1) seviyelerinde
diisiis ve 4HNE bakiyeli protein seviyesinde artis eslik etti. Buna karsilik, RA ve/veya RJ
uygulamalar1 SOD1 ve GPX1 seviyelerinde artisa, 4HNE eklentili proteinlerde azalisa yol agti
(Sekil 4.19B). Erken evre inflamasyon belirteci TNF-o’nin hem protein (Sekil 4.91B) hem de
mRNA seviyeleri yiiksek glukoza bagli olarak artti. Buna, proinflamatuar sitokinlerin (IL-13

ve IL-6) mRNA seviyelerindeki artis ile anti-inflamatuar sitokin IL-10’daki azalis1 eslik etti.
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RA, RJ ve RA+R] yiiksek glukoza bagli inflamasyonu zayiflatt1 (Sekil 4.19C). Yiiksek glukoza
bagli ROS ve inflamasyon artisini en etkili sekilde azaltan 6rnegin RA+RJ oldugu gozlendi.

4.7.3. Protein Karbonilleri ve AGE Miktarina Etkileri

Yiiksek (50 mM) glukoza maruziyetin, HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit
hiicrelerinde yol actifi oksidatif protein hasarlarindan biri olan protein karbonilleri
spektrofotometrik ve immiinolojik yontemlerle belirlendi. Protein karbonil miktar1, protein yan
zincirlerindeki karbonil gruplari ile dinitrofenil hidrazin arasindaki reaksiyon sonucunda olusan
dinitrofenil hidrazonun spektrofotometrik Olgiimii ve Oxyblot ticari kiti kullanilarak
immiinolojik olarak saptanmasiyla belirlendi. ki yéntemin sonuclar1 birbirini destekler

nitelikteydi (Sekil 4.20).

Yiiksek glukoz ortaminda kiiltiirlenen HFF hiicrelerinde ~4-kat, HaCaT hiicrelerinde ise ~9-Kat
karbonillenmis protein artist (kontrole gore) vardi. Tek olarak RA ve RJ uygulamasi
karbonillenme hasarinda azalmaya yol acarken kombine uygulama en etkili sonucu ortaya
koydu (P<0.001). HFF ve HaCaT hiicrelerinde 50 mM glukoz maruziyetine bagli artan
karbonillenme hasari, RA+RJ dogal madde uygulamalariyla, sirasiyla <2-kat ve <3-kat
degisimine geriledi. RA+RJ kombine uygulamasinin artan karbonillenmis protein miktarinda,
HFF hiicrelerinde %50 azalmaya, HaCaT hiicrelerinde ise %65 azalmaya yol agtigin1 ortaya
koydu (Sekil 4.20A). AGE bakiyeli protein seviyesinde ise HFF ve HaCaT hiicrelerinde,
sirastyla, ~3.6 ve 2.9- kat artisa neden yiiksek glukoz uygulamasina karst RA+RJ kombine
uygulamasinin HFF ve HaCaT hiicrelerinde, sirasiyla ~3.1 ve 2.19-kat azalis saglayarak

terapotik etki gosterdigi belirlendi (Sekil 4.20B).
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Sekil 4.20: Yiiksek (50 mM) glukoz ortamindaki HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit
hiicrelerinde rosmarinik asit (RA), ar1 siitii (RJ) ve RA+RJ’nin (A) protein karbonil (Western blot
kantifikasyon degerleri icin bkz. EK8) ve (B) AGE miktarina etkisi (spektrofotometrik 6l¢iim
sonucu). (*Kontrole (K) gore, & Glukoz uygulamasina gore kiyaslamayi, # Gruplar arasi
karsilastirmay1 gosterir. *P<0.05, ***P<0.001; #¢P<0.01, 4%¢P<0.001; *P<0.05, #*P<0.01,
#P<0.001).

4.7.4. Lipid Peroksidasyonu Uzerinde Etkileri

Yiiksek (50 mM) glukoza maruziyetin HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit
hiicrelerinde yol agtig1 lipid peroksidasyonu ve dogal maddelerin bu siirece etkisi (Sekil 4.21)
malondialdehit (MDA) ile konjuge protein diizeyinin western blot analizine (Sekil 4.21A) ek
olarak spektrofotometrik TBARS sonuglari iizerinden degerlendirildi (Sekil 4.21B). Yiiksek
glukoza maruziyet, HFF ve HaCaT hiicrelerinde lipid peroksidasyonunu sirasiyla 2.2 ve 4.2-
kat artirdi. Bu artig, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak olduk¢a anlamliyd: (P<0.001). RA
ve/veya RJ uygulamalar1 TBARS ve MDA seviyelerinde anlamli diisiisler sagladi (P<0.001).
En belirgin diisiis (~2-kat) RA+RJ kombine uygulamasiyla elde edildi.
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Sekil 4.21: Yiiksek (50 mM) glukoz ortamindaki HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit
hiicrelerinde rosmarinik asit (RA), ar1 siitii (RJ) ve RA+RJ’nin lipid peroksidasyon hasarina etkisi
(A) Western blot yontemi ile malondialdehit (MDA) bakiyeli protein tespiti (kantifikasyon
degerleri igin bkz. EK9). (B) Spektrofotometrik 6l¢iim ile belirlenen TBARS miktarlarinin (uM
MDA esdegeri/mg protein) bagil degerlendirilmesi. Kontrole (K) gore, & Glukoz uygulamasina
gore kiyaslamay1, # Gruplar aras1 karsilastirmay: gosterir. ***P<0.001; ¢4%P<0.001; *#P<0.01,
#P<0.001).

4.7.5. Apoptoz Uzerine Etkileri

Hiicrelerde yiiksek glukozun yol agtig1 apoptoz ve uygulamalarin apoptoz ilizerine etkisi, 0lii,
apoptotik ve canli hiicrelerin belirlendigi floresans HO/PI ikili boyama yontemi ve Bax/Bcl2
orani, kaspaz-3 ve PARPI kesilmis fragmentinin analiz edildigi western blot yontemiyle
incelendi (Sekil 4.22). Yiiksek glukoz her iki hiicre grubunda (HFF ve HaCaT) kontrole kiyasla
istatistiksel olarak olduk¢a anlamli apoptoz artisina neden oldu (P<0.001). RA ve/veya RJ
uygulamalari apoptotik hiicre oraninda (Sekil 4.22A) ve apoptotik proteinlerin seviyelerinde
(Sekil 4.22B) belirgin diisiis sagladi. Yiiksek glukoza maruziyet sonucunda HFF hiicrelerinde
%S35.2 apoptotik, %3.9 6lii hiicre saptanirken bu degerler HaCaT hiicrelerinde sirasiyla %5.4 ve
%3.9 olarak belirlendi (P<0.001). RA+RJ uygulamasi sonucunda apoptotik hiicre orani ~%?2
ve Oli hiicre oran1 ~%1.5 olarak belirlendi (P<0.05) (Sekil 4.22A). Yiiksek glukoz ortaminda
HFF ve HaCaT hiicrelerinde apoptozun énemli bir gdstergesi olan Bax/Bcl2 oraninin sirasiyla
1.7- ve 2.5-kat arttig1 belirlendi (P<0.001). Kesilmis kaspaz-3 ile PARP1 fragmentleri
seviyelerinin HFF hiicrelerinde sirasiyla 2.0- ve 2.7-kat arttigi, HaCaT hiicrelerinde ise 1.6- ve
2.5-kat yiikseldigi belirlendi (P<0.001). RA, RJ ve o6zellikle en iyi sonuglar1 ortaya koyan
RA+RJ uygulamalar1 sonucunda, glukoz grubuna gore olduk¢a anlamli seviyelerde azalan
apoptotik marker seviyeleri (P<0.001) tespit edilerek uygulamalarin yiiksek glukoza bagl
apoptozu hafiflettigi gosterildi (Sekil 4.22B).
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Sekil 4.22: Yiiksek (50 mM) glukoz ortamindaki HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit
hiicrelerinde rosmarinik asit (RA), ar siitii (RJ) ve RA+RJ’nin apoptoza etkisi. (A) Apoptozun
HO/PI floresan boyamasi ile analizi, (B) Apoptozun western blot ile analizi (*Kontrole (K) gore,
& Glukoz uygulamasina gore kiyaslamayi, # Gruplar arasi karsilastirmay1 gosterir. **P<0.01,
***P<(,001; #4P<0.01, 444P<0.001; #P<0.01, **P<0.001). Cas: Kaspaz.
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4.7.6. ER Stresi Uzerine Etkileri

Yiiksek (50 mM) glukoz uygulamasinin HFF ve HaCaT hiicrelerinde yol ag¢tig1 ER stresi ve
dogal maddelerin bu stres iizerine etkisi, Grp78, PERK ve IREla proteinlerinin anlatimi
tizerinden degerlendirildi (Sekil 4.23). Yiiksek glukoz, ER stresi belirteclerinde kontrol grubuna
gore istatistiksel agidan oldukg¢a anlamli artisa yol a¢t1 (P<0.001). HFF ve HaCaT hiicrelerinde
yiiksek glukoza maruziyet sonrasinda Grp78 seviyeleri iki hiicrede ~3-kat artarken, PERK
seviyeleri ~3.5-kat, IREla seviyeleri ise sirasiyla ~3- ve 5-kat artis gosterdi (P<0.001). RA
ve/veya RJ uygulamalariyla bu belirteglerin anlatiminda diisiis saptanirken, en iyi sonucun

RA+RJ uygulanan grupta oldugu ve yiiksek glukoz kosuluna bagli olusan ER stresinin 6nemli
derecede hafifledigi belirlendi.
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Sekil 4.23: Yiiksek (50 mM) glukoz ortamindaki HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit
hiicrelerinde rosmarinik asit (RA), ar1 siitii (RJ) ve RA+RJ’nin ER stresine etkisi. (*Kontrole (K)
gore, & Glukoz uygulamasma gore kiyaslamayi, # Gruplar arasi karsilastirmayi gosterir.
**P<(.01, ***P<0.001; 444P<0.001; *P<0.05, #P<0.01, #*P<0.001).

4.7.7. Hiicre Sinyal Yollarinda Gérevli Molekiiller Uzerine Etkileri

Yiiksek glukoz ve dogal madde uygulamalarinin HFF ve HaCaT hiicrelerinde sinyal

molekiillerinin anlatim seviyelerine etkisinin incelendigi western blot deneyi sonuclar1 Sekil
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4.24°te gosterildi. Yiiksek glukoz uygulamasi hiicre biliytime faktorleri olan FGF2 ve VEGFA
seviyelerini diistirlirken (sirasiyla HFF hiicrelerinde, 2.2- ve 1.6-kat P<0.001; HaCaT
hiicrelerinde ise 1.5- ve 2.4-kat, P<0.001), FGF2’nin antisensi olan NUDT6 seviyelerinde
onemli bir artis saptandi (HFF hiicrelerinde 3.4-kat, P<0.001; HaCaT hiicrelerinde 2.5-kat,
P<0.001). RA, RJ ve RA+RJ uygulamalar1 bu yanitlar1 tersine ¢evirdi; NUDT6 seviyelerini
disiiriirken FGF2 ve VEGFA anlatiminda artisa yol agti. RA+RJ terapisinin yara iyilestirme
potansiyelleri i¢in 6nemli bir kanit olusturdu (Sekil 4.24A).

Yiiksek glukoz, p-ERK/ERK oranini da etkiledi; kontrollerine gére bu oran HFF hiicrelerinde
2.4-kat (P<0.001) ve HaCaT hiicrelerinde 4.9-kat diisiiktii (P<0.001). RA+RJ uygulamasinin
yanit1 etkin bir sekilde tersine ¢evirdigi western blot sonucu ile ortaya koyuldu. Dikkat ¢ekici
olarak, HFF hiicrelerinde p-ERK/ERK seviyelerindeki bu artis kontrol grubuna gore 2.1-kat
iken (P<0.001), glukoz grubuna gore ise 5.1-kat idi. HaCaT hiicrelerinde artis ise kontrole gore
2-kat, glukoz grubuna gore ~8-kat olarak belirlendi. Inflamasyonda énemli bir hiicre ici sinyal
yolagi olan AKT/NF-kB’nin hiperglisemi-benzeri kosulda yukari regiile oldugu (p-AKT
seviyelerinde HFF hiicrelerinde 2.9-kat artis, P<0.001; HaCaT hiicrelerinde ise 1.9-kat artis,
P<0.001), RA+RJ uygulamasi sonucunda ise p-AKT/AKT seviyelerinde ve NF-kB p65
seviyelerinde 6nemli bir diislis oldugu belirlendi. Yiiksek glukoz maruziyetine bagl olarak ~2.5
kat artan p65 seviyelerinin HFF ve HaCaT hiicrelerinde kontrole gore, sirasiyla, 1.13- ve 0.78-
kata kadar indigi belirlendi (Sekil 4.24B). Bu sonucu bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB’nin
niikleer lokasyonundaki azalig da destekledi (Sekil 4.24C).

Yiiksek glukoza maruziyet matriks metalloproteinazlarin (MMP2 ve MMP9Y) seviyelerinde
onemli bir artisa (iki hiicre hattinda da MMP2 igin ~2-kat artis, MMP9 i¢in ~3.5-kat artis) ve
beraberinde kollajen I seviyesinde ~2-katlik bir diisiise (kollajen seviyelerinin kontrole gore
yartya indigi belirlendi) yol agti. RA+RJ’nin 1iyilestirici etkisi, MMP2 ile MMP9

seviyelerindeki azalma ve kollajen I seviyelerindeki artisla gosterildi (Sekil 4.25).
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Sekil 4.24: Yiiksek (50 mM) glukoz ortamindaki HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit

hiicrelerinde rosmarinik asit (RA), ar1 siitii (RJ) ve RA+RJ’nin (A) biiyiime faktorleri (B) hiicre i¢i
sinyal yollar1 ve (C) NF-kB niikleer lokasyonu iizerine etkisi. (*Kontrole (K) gore, & Glukoz

uygulamasia gore kiyaslamayi, # Gruplar arasi karsilastirmayi gosterir. *P<0.05, **P<0.01,
***P<(,001; 4%&pP<0.001; *P<0.05, #P<0.01, ##P<0.001).
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Sekil 4.25: Yiiksek (50 mM) glukoz ortamindaki HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit
hiicrelerinde rosmarinik asit (RA), ar1 siitii (RJ) ve RA+RJ’nin matriks metalloproteinaz (MMP)
-2 ve -9 ile kolajen T (Col T) anlatimu tizerine etkisi. (*Kontrole (K) gore, & Glukoz uygulamasina
gore kiyaslamayi, # Gruplar arasi karsilastirmay1 gosterir. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001;
4&&p<0.001; *P<0.05, #P<0.01, #*P<0.001).

4.7.8. Kok Hiicre ve EMT Marker Proteinleri Uzerine Etkileri

Yiiksek glukoza ve dogal madde uygulamalarinin HFF ve HaCaT hiicrelerinde kok hiicre
farklilasmas1 ve EMT sinyallesmesi lizerindeki etkisi, western blot yontemiyle marker
proteinlerin analizi yapilarak incelendi. EMT belirteci olarak Twistl, Snaill, TGF-B, E-kaderin
ve N-kaderin protein anlatimlari arastirilirken, kok hiicre belirteci olarak CD44, CD133 ve
Nanog degerlendirildi. Yiiksek glukoz kosulunda azalan kok hiicre ve EMT marker seviyeleri
dogal madde uygulamalar1 sonucunda artisa gecti. EMT sonuglar1 Sekil 4.26°da, kok hiicre
belirteclerine iligkin sonuglar ise Sekil 4.27°de verildi. Yiiksek glukoz karsi, RA ve/veya RJ
uygulamalarinin yara iyilestirme yeteneklerini EMT siirecini tetikleyerek de sergiledikleri
ortaya koyuldu. Uygulamalar sonucunda meydana gelen E-kaderindeki azalma ve N-
kaderindeki artis dnemli orandaydi. Ornegin, HaCaT hiicrelerinde yiiksek glukoza bagl olarak
kontrole gore 3.2-kat artan E-kaderinin RA+RJ uygulamasi sonucunda tekrar 1.5-kata diistiigii
(P<0.001), N-kaderin seviyelerinin ise glukoz grubunda kontrole gore 0.27-kata diistiigii ancak
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RA+RJ grubunda bu degerin 2.3-kata ulastigi gozlendi (P<0.001) (Sekil 4.26). RA+RJ

uygulamasi, EMT siirecinin diger 6nemli proteinlerinde de artisa yol agti.
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Sekil 4.26: Yiiksek (50 mM) glukoz ortamindaki HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit
hiicrelerinde rosmarinik asit (RA), ar1 siitii (RJ) ve RA+RJ’nin epitelyal-mezenkimal gegis (EMT)
iizerine etkileri. (*Kontrole (K) gore, & Glukoz uygulamasina gore kiyaslamayi, # Gruplar arasi
karsilastirmay1 gosterir. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; 4%¢P<0.001; *P<0.05, #*P<0.01,
#P<0.001).
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RA-+RJ uygulamasimin HFF ve HaCaT hiicrelerinde glukoz grubuna gére CD44 seviyelerinde
sirastyla 2- ve 2.2-kat artis, CD133 seviyelerinde sirasiyla 2.2- ve 4.2-kat artis ve son olarak ise
Nanog seviyelerinde sirastyla 2.6- ve 2.5- artis sagladigi tespit edildi (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27: Yiiksek (50 mM) glukoz ortamindaki HFF insan fibroblast ve HaCaT insan keratinosit
hiicrelerinde rosmarinik asit (RA), ar1 siitii (RJ) ve RA+RJ’nin kok hiicre belirtegleri iizerine
etkileri. (*Kontrole (K) gore, & Glukoz uygulamasina goére kiyaslamayi, # Gruplar arasi
karsilastirmay1 gosterir. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; 4%¢P<0.001; *P<0.05, *#P<0.01,
#P<0.001).
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5. TARTISMA VE SONUC

Deri, i¢ organlarimizi dis ortamdaki etmenlere kasi koruyan, dehidrasyonu ve
mikroorganizmalarin girigini 6nleyen bir bariyer olarak ¢ok katmanli bir organdir (Proksch ve
dig., 2008). Deride dis bir etmen tarafindan (fiziksel, kimyasal ve patojenik faktorler)
biitiinliglin bozulmasi yara olusumuna neden olur (Almadani ve dig., 2021). Yaranin iyilesme
stireci, olduk¢a karmasik ve ¢ok asamali1 bir mekanizmaya sahiptir. Yara iyilesme asamalarinda
meydana gelecek aksakliklar veya hatalar siirecin uzamasma neden olabilir. lyilesmeyen
yaralar daha fazla tedavi siiresi ve ileri komplikasyonlara neden olur. Bu da hem hastanin yagam
kalitesini diistirmekte hem de uzun siireli tedaviler ile saglik sisteminde biiyiik bir mali yiike
yol agmaktadir (Kolimi ve dig., 2022). 2018 yilinda yapilan bir arastirmada, iyilesmesi zor olan
yaralara sahip 8.2 milyon kisi oldugu ve bu yaralarin tedavi maliyetlerinin 30 ila 100 milyar
dolar arasinda degistigi ortaya konmustur (Nussbaum ve dig., 2018). Bu nedenle iyilesmesi zor
olan yaralarin tedavisinde yeni ¢6ziim yollarina, gelistirilecek yeni terap6tik ajan ve stratejilere
gereksinim duyulmaktadir. Yara iyilesmesi siirecinde, geleneksel tedavi yollarinin kullanilmast
hem maliyet agisindan hem de tasidiklar yiiksek potansiyel ile dnemli bir alternatif stratejiyi
olusturmaktadir. Fakat tedavi siirecinde kullanilabilecek ajanlarin yara iyilestirmedeki etki

mekanizmalarinin ortaya konulmasi tedavinin etkinligi agisindan 6nemli bir noktadir.

Yaralarin iyilesmesini etkileyen bir¢ok faktor vardir. Bunlar sistemik ve yerel (lokal) faktorler
olarak ikiye ayrilir. Sistemik faktorler, yara bolgesinden bagimsiz olarak yarayi etkileyen
faktorlerdir. Lokal faktorler ise yaray1 dogrudan etkileyen faktorlerdir (Guo ve Dipietro, 2010).
Sistemik faktorler; yas, cinsiyet, genetik ve sistematik hastaliklar1 (diyabet, damar yetersizligi,
arteriyel yetmezlik, kronik akciger hastaliklar1 vb.) kapsar. Iclerinde en 6nemlilerinden biri
diyabettir. Diyabet diinya ¢apinda yiiz milyonlarca bireyi etkileyen ciddi bir saglik sorunudur.
Diyabetten muzdarip kisilerde akut yaralarin iyilesmesinde onemli bozukluklarin oldugu
goriilmiistiir. Diyabetik kisilerin yaklasik olarak %15’inde yara iyilesmesinin geciktigi ve en
cok da kronik iyilesmeyen diyabetik ayak iilserlerinin gelistigi rapor edilmistir (Brem ve
Tomic-Canic, 2007). Kronik diyabetik yaralarda siklikla hem yetersiz perfiizyondan hem de
yetersiz anjiyogenezden kaynaklanan uzun siireli hipoksi durumu goriiliir. Hipoksi olusan
inflamatuar yanitin diizeyini yiikseltir ve ROS seviyesini arttirarak yara iyilesme siirecini uzatir
(Tandara ve Mustoe, 2004; Woo ve dig., 2007). Diyabetle iliskili hiperglisemi durumu, ROS

tiretimi, AGE olusumu ve MMP seviyelerinin artmasina neden olarak yara iyilesmesinin
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bozulmasina sebebiyet verir (Woo ve dig., 2007; Huijberts ve dig., 2008). Ayrica lokal bir
faktor olan UV 1sinlar1 son yillarda birgok kisinin deri hiicrelerine 6nemli hasara neden
olmaktadir. UVB’nin hiicrelerde DNA hasarina, ROS artisina, inflamasyon artisina ve
proteinlerde yapisal veya fonksiyonel bozukluklara neden oldugu gosterilmistir (Suh ve dig.,
2002; Stone ve dig., 2003; El Darzi ve dig., 2017). Bu negatif etkiler yaralarin kroniklesmesine
neden olmaktadir. Kronik yaralarin tedavi edilmemesi, tedavinin yetersizligi veya yanlis tedavi
uygulanmas1 enfeksiyona, sepsise, uzuv amputasyonuna ve hatta 6liime yol agabilmektedir.
Diinya capinda yasanan bu durumu ¢6zmek i¢in karmasik yara iyilesme mekanizmasini
hedefleyen cok c¢esitli terapdtik maddelerin ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi
hedeflenmistir (Sen, 2021; Kolimi ve dig., 2022). Yara iyilestirmesinde kullanmak i¢in yaralara
0zgln biiyiime faktoriiniin verilmesi, yara pansumanlari, deri greftleri, nanoterapotikler, kok
hiicre terapisi, deri organoidleri ve 3D biyobaski gibi yeni tedavi stratejileri ve yaklagimlarinin
gelistirilmesi ivme kazanmustir (Kolimi ve dig., 2022). Fakat bu arastirmalar devam ederken,
yaninda ucuz maliyetli ve bol bulunabilen dogal bilesiklerin yara iyilesmesi ilizerindeki
etkilerinin arastirilmasi onemli bir strateji olacaktir. Yiizyillardir yapilan g¢aligmalar ve
medikaldeki uygulamalar sonucunda, dogal iirlinlere karsi olusan giiven ve daha ¢ok kisiye

ekonomik olarak rahatlikla ulasilabilirlik, bu tiriinlerin arastirilmasini 6ne ¢ikarmustir.

Bu tez ¢alismasinda dogal bir bilesik olan rosmarinik asit (RA) ile igeriginde bol miktarda
biyoaktif peptid ve protein bulunan art siitiiniin (RJ), yiiksek glukoz ve UVB’nin hasar
olusturdugu hiicrelerdeki yara iyilestirme etkinlikleri ¢esitli hiicresel ve molekiiler yontemlerle
arastirilmistir. RA ve/veya RJ’nin yara iyilesmesi iizerine etkileri HFF insan fibroblast ve
HaCaT insan keratinosit hiicre hatlarinda, hiicre canliligi, proliferasyon, migrasyon, , apoptoz,
oksidatif stres (ROS olusumu, protein karbonillenmesi ve glikasyonu, lipid peroksidasyonu),

EMT ve hiicresel sinyal yollarinda gdrevli molekiillerin anlatim analizleriyle belirlenmistir.

RA biyoaktif bir bitkisel sekonder metabolit olup anti-inflamatuar (Lembo ve dig., 2014),
antibakteriyel (Liu ve dig., 2023), antiviral (Panchal ve dig., 2022), anti-oksidatif ve anti-
apoptotik (Fernando ve dig., 2016) 6zellikleri gosterilmistir. RA’nin yara iyilestirme etkinligi
tizerine literatiirde az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu doktora tezinde, ilk olarak RA’nin HFF
ve HaCaT hiicrelerindeki proliferatif ve sitotoksik dozlarini belirlemek ve ayrica RJ ile kombin
yapilacak dozlar1 segmek igin MTT testi yapilmistir. Kombine uygulamalar i¢in en uygun dozu

belirlemek amaciyla 48 saat uygulandiginda proliferatif etki gosteren en diisiik dozlar (1, 5, 10,
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25 ve 50 uM) test edilmistir. HaCaT hiicre hattinda yapilan iki ¢alismada, RA i¢in kullanilan
dozlar 2.5, 12.5, 25, ve 50 uM (Psotova ve dig., 2006; Vostalova ve dig., 2010) iken farkli bir
calismada fibroblast ve keratinosit hiicrelerinde 5, 10, 25, 50 ve 100 uM’lik RA dozlarinin
proliferatif oldugu gosterilmistir (Gupta ve dig., 2022). Tez kapsaminda se¢ilen RA dozlarinin

literatiirdeki verilerle benzerlik gésterdigi goriilmiistiir.

Bir ar1 iirtinli olan RJ genis farmakolojik etkileri nedeniyle eski ¢aglardan beri destekleyici bir
gida iirlinii olarak kullanilmaktadir. Bir¢ok ¢alismada RJ’nin antidiyabetik (Miinstedt ve dig.,
2009), antitiimor (Kimura, 2008), immiinomodiilatér (Mihajlovic ve dig., 2014), anti-oksidan
(Seo ve dig., 2010), anti-inflamatuar (Tan ve dig., 2023) ve antimikrobiyal (Barnutiu ve dig.,
2011; Tseng ve dig., 2011; Klaudiny ve dig., 2012; Alvarez ve dig., 2023) ozellikleri rapor
edilmistir. Yara iyilestirme aktivitesi lizerine yapilan az sayida in vitro ¢caligma da bulunmakta,
fakat ilgili yaymlarda detayli molekiiler mekanizmalara yer verilmemektedir. Bu nedenle,
RJ’nin yara iyilestirme mekanizmasinin anlasilabilmesi icin ileri ¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir. RJ’nin HFF ve HaCaT hiicreleri {izerinde proliferatif ve sitotoksik dozlarini
belirlemek i¢in MTT deneyi yapilmistir. iki hiicre hattinda da kullanilan tiim RJ dozlarinimn
higbirisinde sitotoksik etki goriilmemistir. Kombine uygulamada kullanilacak dozu belirlemek
icin 48 saatte proliferatif etkili en diisiik dozlar (10, 25, 50, 100 ve 250 pg/mL) test edilmistir.
Literatiirde gecen dozlar (1-100 pg/mL) ile tez kapsaminda secilen dozlar arasinda az da olsa
farklilik goriilmektedir (Kim ve dig., 2010; Park H.M. ve dig., 2011; Kim ve dig., 2020). Etkin
dozlar arasindaki bu farklilik RJ iireticisi ar tiiriinden ve flora ¢esitliliginden kaynaklanmis

olabilir.

Literatiirde daha 6nce RA ve RJ’nin kombine halde hiicrelere uygulandigi ve molekiiler
siirecleri nasil etkiledigine dair bir ¢calisma bulunmamaktadir. RA ve RJ’nin beraber yarattigi
etkiyi anlamak i¢in uygun dozu segerken hiicre proliferasyonuna, migrasyonuna ve hiicre i¢i
sinyal yolaklarindaki protein anlatim farklara bakilmistir (bkz. Sekil 4.4). Bu parametrelere
gore en uygun dozlarin RA i¢in 10 uM, RJ i¢in 100 pg/mL oldugu tespit edilmistir. Calismanin
devaminda bu iki dozun hem tek baglarina hem de beraber olarak, hiicrelerde UVB uygulamasi
ve hiperglisemi-benzeri yiiksek glukoz ortaminda meydana gelen hasarlara karsi tedavi edici

molekiiler mekanizmalar1 arastirilmistir.

Yara bolgesinin beslenmesinde ve yeterli miktarda oksijen saglanmasinda, anjiyogenez 6nemli

bir siiregtir. RA’nin anjiyogenezi artirdigt ve bunun VEGFA anlatimindaki artiga bagh
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olabilecegini gosteren hem in vivo (Deger ve Cavus, 2020) hem de in vitro (Sen ve Kasikci,
2023) galismalar literatiirde bulunmaktadir. RJ’nin igeriginde bulunan 10-HDA ile yapilan bir
caligmada ise, bu maddenin VEGFA aracili anti-anjiyogenez etki gosterdigi rapor edilmistir
(Izuta ve dig., 2007). Aksine, son yillarda yapilan in vivo ¢alismalarda RJ’nin anjiyogenezi
artirdig1 bildirilmistir (Sofiabadi ve Samiee-Rad, 2020; Tan ve dig., 2023). Bu tez ¢alismasinda,
RA ve/veya RJ’nin HUVEC hiicrelerinde endotel tiip olusumunu artirdig: gibi HFF ve HaCaT
hiicrelerinde VEGFA anlatimimin yiikselmesini sagladigi goriilmiistiir. Kombine dozun
anjiyogenik etkiyi tek basina uygulanan dozlara gore anlamli bir sekilde artirmasi, api-
fitoterap6tik potansiyeline isaret etmektedir. Ancak, RJ i¢inde bulunan anti-anjiyogenik etkili
10-HDA ile biyoaktif peptid ve proteinlerin bu siirece etkilerini belirlemek i¢in daha ileri

caligsmalara ihtiyag vardir.

UVB ve yiiksek glukozla yapilan yara ¢caligsmalarinin ¢ogunda, hiicre canliliginin, cogalmasinin
ve migrasyonunun azaldig1 rapor edilmistir (Siavash ve dig., 2011; Park H.M. ve dig., 2011;
Rodriguez-Luna ve dig., 2019; Lin ve dig., 2021; Gupta ve dig., 2022). Bu doktora tez
calismasinda, UVB uygulamasindan sonra hiicre canligi, ¢ogalmasi ve migrasyonu azalirken,
yiiksek glukoz uygulamasinin hiicre canliligini ¢ok fazla azaltmadigi belirlenmistir. Mitotik
hiicrelerde anlatim1 yiiksek olan Ki67 nin yiiksek glukoz kosulunda azalmasi ve migrasyonun
kontrole gore daha az gergeklesmesi (bkz. Sekil 4.18), hiicre ¢ogalmasinin durdugunu
gostermistir. RA ve RJ’nin hiicre ¢ogalmas1 ve migrasyonu iizerinde pozitif etkisi bircok
calismada gosterilmistir (Geller ve dig., 2010; Kim ve dig., 2010; Ramirez ve dig., 2020;
Lambrechts ve dig., 2022; Gupta ve dig., 2022). Bu calismada UVB- ve yiiksek glukoz-indiiklii
hasar sonras1 RA ve RJ’nin beraber uygulandig1 grupta hiicrelerin canlig1 ve migrasyonu, tekli
uygulamalara gore anlamli bir artis gostermistir. Buna gore, RA ve RJ’nin kombine kullanimi

diyabetik yaralarin tedavisi i¢in 6nemli bir strateji olabilir.

Yara iyilesmesinde reaktif oksijen tiirleri (ROS), inflamasyon, hiicre biiylimesi, anjiyogenez,
graniilasyon ve hiicre dis1 matris olusumu dabhil ¢esitli siireglerde rol oynar. ROS miktarindaki
asirt artis yaraylr daha kotii duruma siirliklemesine karsin, dengeli bir ROS miktari, yara
iyilestirici yolaklar1 harekete gecirir (Dong ve Wang, 2023). UVB, hiicrelere en biiyiik hasari
ROS seviyelerini agir1 artirarak vermektedir (Stone ve dig., 2003). Hiperglisemide antioksidan
enzimler glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutazin aktivitelerindeki diisiis ROS artigina

neden olmaktadir (Dworzanski ve dig., 2020). Bu calismada, HFF ve HaCaT hiicrelerine
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uygulanan UVB ve yiiksek glukoz dozunun hem ROS artisina hem de antioksidan enzimlerin
anlatimlarinda azalmalara neden oldugu gdosterilmistir. RA’nin antioksidan 6zelligi daha 6nceki
calismalarda gosterildigi gibi (Vostalova ve dig., 2010; Fernando ve dig., 2016; Rodriguez-
Luna ve dig., 2019; Gupta ve dig., 2022), bu ¢alismada da UVB ve yiiksek glukozun verdigi
hasarlar sonras1 oksidatif stresi anlamli bir sekilde azaltti§1 goriilmiistiir ve ayrica RJ’nin de
benzer bir etki gosterdigi belirlenmistir. Kombine doz (RA+RJ) bu etkileri bakimindan daha da
istiindiir; yara iyilesmesindeki diger parametrelerle de birlikte degerlendirildiginde, bu 6rnegin

yara iyilesmesine onemli bir katkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Diger taraftan, hiperglisemi ROS dengesini bozup lipidlerin peroksidasyonuna neden olarak
hiicrelerde cesitli hasarlara sebebiyet verebilmektedir (Dham ve dig., 2021). Asir1t ROS
tiretimini tetikleyen UVB de lipid peroksitlerin artirmasina ve membran gegirgenliginde buna
bagh degisikliklere yol acarak hiicreye zarar vermektedir (Chen ve dig. 2012). Literatiirde,
RA’nin lipid peroksidasyonu {izerindeki etkinligini gosteren calismalar oldukc¢a azdir.
Diyabetik farelerde yapilan bir ¢alismada RA’nin lipid peroksitleri azalttigi gosterilmistir
(Govindaraj ve dig. 2015). RJ ile yapilan ¢alismalarda farkli sonuglar dikkati ¢ekmektedir.
RJ’nin kanserli hiicrelerde lipid peroksidasyonunu arttig1 goriiliirken (Filipi¢ ve dig., 2015),
prostat1 hasarli farelerde MDA seviyesini azaltarak koruyucu etki sagladigi rapor edilmistir
(Abdel-Hafez ve dig., 2017). Bu doktora tezinde, HFF ve HaCaT hiicrelerinde UVB ve yiiksek
glukoza bagli hasar sonrasi olusan yiiksek MDA seviyelerinin RA ve/veya RJ uygulandiktan
sonra azaldig1 goriilmiistiir. Hem spektrofotometrik yontemle hem de immunoblot yontemiyle

Ol¢iilen MDA seviyesini en ¢ok azaltan 6rnegin RA+RJ kombinasyonu oldugu belirlenmistir.

Hiperglisemide en ¢ok hasar goren molekiiller proteinlerdir. Proteinlerin karbonilasyonu ve
AGE olusumu, proteinlerde islev kaybina neden olmaktadir (Deng ve dig., 2021). Ayica bu
durum, geri doniisii olmayan katlanmamis protein tepkisine (UPR) neden olarak endoplazmik
retikulum (ER) stresi yaratmaktadir (Mustapha ve dig., 2021). UVB deri hiicrelerinde
proteinlerin karbonillenmesini ve 0Ozellikle AGE olusumunu tetikleyerek cildin hizli
yaslanmasina neden olur (Gu ve dig., 2023). Literatiirde RA’nin UVB’ye maruz birakilmis
HaCaT hiicrelerinde protein karbonillenmesini azalttigini gosteren tek bir calisma vardir
(Fernando ve dig., 2016). RA’nin deri hiicrelerinde AGE ve ER stresi iizerine etkisini inceleyen
bir yayma rastlanmamistir. RJ’nin oksidatif strese bagli protein karbonillenmesini azalttig1

yaslanma ile ilgili bir ¢alismada rapor edilmistir (Qiu ve dig., 2020). Alzheimer tavsan
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modelinde RJ kullaniminin AGE’lerin ana reseptorii olan RAGE’ nin aktivitesini diisiirdiig
rapor edilmistir (Pan ve dig., 2018). Goriildiigl gibi, RA ve RJ’nin protein hasarlar tizerindeki
etkisine iligkin ¢aligmalarin sayist yok denecek kadar azdir. Bu doktora tezindeki kombine
uygulamanin, UVB ve yiiksek glukoza maruziyetle olusan protein karbonil ve AGE miktarini
belirgin sekilde azalttigi goriilmistiir. Ayrica, RA+RJ’nin hiicrelerdeki ER stres gostergesi
proteinlerin anlatim diizeylerini de asagi regiile ettigi tespit edilmistir. Bu sonuglar RA ve/veya
RJ’nin proteinlerde olusan hasarlarin azaltilmasinda ve ER stresinin diizenlenmesinde 6nemli

ajanlar olabileceklerini gostermektedir.

Inflamasyon, yara iyilesmesinde kritik bir siire¢ olan patojenlerden koruma ve nekrotik dokuyu
ortadan kaldirma siirecidir. Fakat asir1 inflamatuar yanit, yaranin bir sonraki iyilesme
basamagina gegmesini engeller ve yaranin kroniklesmesine yol agar (Wang ve dig., 2022).
Cesitli calismalarda UVB’nin (Suh ve dig., 2002) ve hipergliseminin (Dasari ve dig., 2021) deri
hiicrelerinde uzun siireli ve asir1 inflamatuar yanita neden oldugu rapor edilmistir. Literatiirde
RA ve RJ’nin agir1 inflamatuar yanit1 azalttigina iliskin bilgilere rastlanmaktadir (\Vostalova ve
dig., 2010; Lembo ve dig., 2014; Rodriguez-Luna ve dig., 2019; Alvarez ve dig., 2023; Tan ve
dig., 2023). Bu calismadaki UVB ve yiiksek glukoz kosullarinin HFF ve HaCaT hiicrelerinde
inflamasyon belirteci sitokinlerin artisina neden oldugu gosterilmistir. RA ve/veya RJ
uygulamalarinin bu sitokin artisin1 azalttigi, bdylece inflamatuar yaniti anlamli sekilde

baskiladigi ve en etkin 6rnegin RA+RJ oldugu goriilmiistiir.

UVB deri hiicrelerinin DNA’sina hasar vererek hiicreleri apoptoza siiriiklemektedir (Schuch ve
dig., 2017). RA ve RJ ile yapilan bir¢ok yara iyilestirme calismasinda apoptotik belirteglerin
asagi regiile oldugu rapor edilmistir (Seo ve dig., 2010; Vostalova ve dig., 2010; Gupta ve dig.,
2022). Bu ¢alismada, UVB maruziyetinin apoptotik hiicre ve 6lii hiicre sayisini yiiksek glukoz
kosuluna gore daha ¢ok artirdig1 saptanmistir. RA ve/veya RJ uygulamalariyla, apoptotik hiicre
ve Olii hiicre sayismin diistiigii HO/PI boyama ydntemiyle gosterilmis ve bu etki apoptotik
belirteclerin seviyelerindeki azalma ile dogrulanmigtir. Anti-apoptotik etkisi en yiiksek 6rnegin
RA-+RJ oldugu tespit edilmistir. Elde edilen veriler yukarida belirtilen literatiirlerle de

uyumludur.

Yara iyilesmesi siirecinde proliferasyon ve yeniden yapilanma basamaklarinda, kollajenlerin
diizenlenmesinde matriks metalloproteinazlarin (MMP’lerin) ¢ok dnemli bir yeri vardir. Her ne

kadar yara iyilesmesinde etkin yapict rolleri olsa da MMP’lerin asir1 artis1 yaranin
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kroniklesmesine ve kollajen yikimima yol agmaktadir. Keratinosit hiicrelerinde yapilan
calismalarda UVB’nin MMP’lerin artisini indiikledigi gosterilmistir (Kim ve dig., 2012; Kim
ve dig., 2020). Yiiksek glukoz varliginda asirt MMP artisin1 diisiirmeye yonelik stratejiler
birgok ¢alismada denenmistir (Sun ve dig., 2015; Hyun ve dig. 2018; Chen ve dig., 2020). Bu
doktora tezinde, UVB ve yliksek glukoza maruziyetin HFF ve HaCaT hiicrelerinde MMP2 ve
MMP?9 artisini indiikledigi ve kollajen tiretimini asag1 yonde regiile ettigi goriilmiistiir. RA+RJ
uygulamas tekli uygulamalara gére MMP seviyelerini daha etkin sekilde azaltmis ve kollajen
tiretimini artirmistir. Tavsanlarda yapilan bir ¢alismada RA’nin MMP anlatimin1 azalttigi
gosterilmistir (Eo ve Kim; 2017). Kim ve dig. (2020) ise, yaptiklar1 ¢alismada UVB hasarina
bagli olarak artan MMP’lerin RJ uygulamasi sonrasinda azaldigini rapor etmislerdir.

Literatiirdeki bu bulgular sonuclarimizi desteklemektedir.

Fibroblast bliylime faktorii 2 (FGF2), ¢ok ¢esitli hiicrelerin biiytimesini, farklilasmasini, gogiinii
ve hayatta kalmasin1 modiile eder, akut yara kapanmasini hizlandirir ve yara iyilesmesi
stirecinde doku rejenerasyonunu ve anjiyogenezi destekler (Kasuya ve Tokura; 2014).
Literatiirdeki bir g¢alismada hiperglisemi kosulunun FGF2 anlatimin1 baskiladigi rapor
edilmektedir (Vasko ve dig., 2009). Bu tez galismasinda da, yiiksek glukoza maruz birakilan
hiicrelerde FGF2 anlatimiin diisiik oldugu gériilmiistiir. Tam tersine, diisiik (50 mJ/cm?) UVB
maruziyetinin deri kanseri hiicrelerinde FGF2’nin anlatiminda asir1 artisa yol agarak
kanserlesmeye indiikledigi rapor edilmistir (Khandelwal ve dig., 2016). Ancak bu tez
calismasinda kullanilan daha yiiksek (100 mJ/cm?) UVB dozunun FGF2 anlatimini azalttig
gorlilmiistiir. Daha da dikkat ¢ekici olarak, UVB ve yiiksek glukoza maruz kalmis hiicrelerde
FGF2’nin antisensi olan NUDT6 anlatimimin arttig1 goriilmiistiir. Literatiirdeki bilgiye gore,
NUDT6’nin asir1 anlatimi hiicrelerin migrasyonunu yavaslattigi ve ¢ogalmasimi durdurdugu
gibi apoptozu da indiiklemektedir (Winter ve dig., 2023). Hipokampiiste artan NUDT6
seviyesinin NF-«kB yolu iizerinden inflamasyonu tetikleyebilecegi bildirilmektedir (Uzay ve
dig., 2022). Bu tezde, HFF ve HaCaT hiicrelerinde UVB- ve yiiksek glukoz-indiiklii NUDT6
artisinin yani sira, proliferasyon ve inflamasyonun kontroliinde rol oynadigi bilinen AKT/NF-
kB yolunun da yukar1 regiile oldugu ve inflamasyonda rol oynayan temel proteinlerden biri olan
NF-xB p65°nin hem anlatiminda hem de niikleer lokasyonunda artis oldugu goriilmiistiir. Elde
edilen veriler, NUDT6 nin bu yolu indiikleyerek yaranin kroniklesmesine neden olabilecegini
diisiindiirmektedir. Hiicrelerin UVB ve yiiksek glukoza maruziyeti sonucunda diisiise gecen bir

diger sinyal molekiilii fosforile ERK1/2’dir. RA, RJ ve RA+RJ’nin uygulandig: hiicrelerde,
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yukarida adi gegen tiim sinyal molekiillerinin anlatimi tersine donmiis, UVB ve yiiksek
glukozla artan proteinler azalmaya; azalanlar ise artmaya baglamistir. Bu etkiler RA+RJ
uygulanan hiicrelerde ¢ok daha belirgin olarak bulunmustur. RA ve/veya RJ uygulanarak
iyilestirilmeye calisilan hiicrelerde FGF2 artigina paralel olarak epitelyal-mezenkimal gegisin
hizlandigi, E-kaderin/N-kaderin orani, Twistl, Snaill ve TGF-f protein anlatimlar tizerinden
gosterilmistir. Ayrica, kok hiicre belirtegleri olan CD44, CD133 ve Nanog seviyelerinde RA
ve/veya RJ uygulamalarina bagli olarak kaydedilen artis, bu sinyallesmenin de yara iyilestirici

mekanizmanin bir parcast oldugunu diistindiirmiistiir.

Sonug olarak, UVB ve yiiksek glukoz maruziyetiyle artan hiicre 6liimii ve inflamasyon ile
azalan hiicre proliferasyonun, RA ve/veya RJ uygulamalar1 sonucunda asagi regiile olan
NUDT6/AKT/NF-kB yolu ve yukari regiile olan FGF2/ERK/EMT yolu ile tersine ¢evrildigi ve
yara iyilesme siirecinin inflamatuar faktorlerin azalmasi, hiicre ¢ogalmasi ve gociiniin artist ile
hizlandig1 ortaya koyulmustur. Elde edilen veriler, yara iyilestirme potansiyelleri yiiksek
rosmarinik asitin ve ari siitiiniin birlikte daha etkin olduklarini1 ve rosmarinik asit-ar1 siitii
karistminin 6zellikle kronik yaralarin tedavisinde kullanilabilecek yeni bir api-fitoterapdtik
tiriin olarak gelistirilebilecegini gostermektedir. Bu dogal karisimin tedavi amagli kullanimi i¢in
farmakokinetik analizlerin, hayvan deneylerinin ve klinik ¢aligmalarin yapilmasi
gerekmektedir. Doktora tezinden elde edilen c¢iktilarin, yara iyilesmesinde yeni tedavi

iirlinlerinin ve/veya stratejilerinin olusturulmasina katkida bulunmasi beklenmektedir.
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EKLER

EK1. An siitiiniin icerik analizi.

Balparmak Apitera Plus Arisiitii icerigi Miktar/Deger
Nem ve Ugucular %2.2
10-HDA %1.64
Yag Icerigi %1.7
Protein Igerigi %7.1
Protein Profili MRJP1 Oligomer 2+3 %3.3
Protein Profili MRJP1 Oligomer 1 %38.7
Protein Profili MRJP1 Oligomer PTM Varianti %10.3
Protein Profili MRJP3 monomer %17.2
Protein Profili MRJP2+1 Monomer %30.5
Toplam Fenolik Madde 56.53 mg GAE/kg
Antimikrobiyal Aktivite S.aureus Inhibisyon Zon Capi 10.7 mm
Antimikrobiyal Aktivite S.pyogenes Inhibisyon Zon Cap1 10.2 mm
Asitlik 31.2 meq/100g
pH 4.2
Glikoz %5.2
Fruktoz %4.0
Sakkaroz 0.0
Turanoz 0.0
Maltoz 0.0
EK2. Sekil 4.4°e ait Western blot kantifikasyon degerleri.
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EKS. Sekil 4.7°ye ait Western blot kantifikasyon degerleri.
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EKS. Sekil 4.10°a ait Western blot kantifikasyon degerleri.
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EK®6. Sekil 4.11°e ait Western blot kantifikasyon degerleri.
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EKY. Sekil 4.19’a ait Western blot kantifikasyon degerleri.
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