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OZET

Amag: Calismamizda tibbi siiliik salgisinin hiicre canliligi, yara iyilesmesi, apoptoz ve bu
etkilerden sorumlu gen ckspresyonlarini incelemek amaglandi. Yontem: Calismamizda
Hirudo verbana cinsi steril tibbi siiliiklerden sagim yontemi ile siiliik salgisi elde edildi. Bu
salgidan total protein konsantrasyonu tayin edilerek, seri diliisyon ile doz miktarlari (400
pg/ml,200 pg/ml, 100 pg/ml ve 50pg/ml) ayarlandi. Bu ¢alismada insan gobek kordon veni
endotel hiicresi (HUVEC-CRL-1730), meme fibroblast (HTB-125) ve mezenkimal kok
hiicre (PCS-500-012) hatt1 kullanildi. Hiicre kiiltiirti ile iiretilen hiicreler tizerine belirlenen
dozlarda siiliik salgis1 uygulandi. Hiicre canliligi ve proliferasyonun degerlendirilmesi i¢in
MTT testi yapildi. Siiliik salgisinin yara iyilesmesi {izerine etkisi in vitro yara modeli ile
degerlendirildi. Farkli dozlarda siiliik salgis1 uygulanan hiicrelerdeki VEGF, EGF ve FGF
gen ekspresyon tayininde RT-PCR yo6ntemi kullanildi. Siiliik salgisinin apoptozis iizerine
olasi etkisi flow sitometri ile arastirildi. Bulgular: Hiicre proliferasyonu agisindan, siiliik
salgisinin farkli dozlar1 uygulanan meme fibroblast hiicre hattindaki hiicre canlilig1 kontrol
grubuna gore anlamli derecede vyiiksek bulundu(p<0,001). In vitro yara modeli
uygulamasinda tiim hatlarda 50 pg/ml dozunun 24. veya 48. saatte tiim alanlart hiicreler ile
kapattig1 gozlemlendi. RT-PCR analizinde, 200 ug/ml’lik siiliik salgist uygulanan HUVEC
ve meme fibroblast hiicre hatlarinda EGF ve VEGF gen ekspresyon diizeylerinin kontrol ve
diger dozdaki gruplara gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,001). Flow sitometri
analizinde HUVEC ve meme fibroblast hiicre hattinda %100’e yakin hiicre canlilik oranlari
gozlemlenirken mezenkimal kok hiicre hattinda ise nekroz oldugu tespit edildi. Sonug: Farkli
dozlardaki siiliik salgist uyguladigimiz saglikli hiicre hatlarinda hiicre canliligi, hiicre
proliferasyonu, yara iyilesmesi Ve anjiyogenez i¢in gen ekspresyonu iizerine 6nemli etkileri
oldugu bulundu.

Bilim Kodu : 1090

Anahtar Kelimeler : Siiliikk salgi ekstrakti, Yara iyilesmesi, Anjiyogenez, Apoptoz,
Proliferasyon

Sayfa Adedi . 83
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ABSTRACT

Obijective: In our study, it was aimed to examine the cell viability, wound healing, apoptosis
and possible gene expressions responsible for these effects of medicinal leech secretion.
Method: In our study, leech saliva was obtained from sterile medicinal leeches of Hirudo
verbana genus by milking method. By determining the total protein concentration from this
secretion, dose amounts (400 ug/ml, 200 pug/ml, 100 ug/ml and 50 pg/ml) were adjusted by
serial dilution. In this study, human umbilical cord vein endothelial cell (HUVEC-CRL-
1730), Breast fibroblast (HTB-125) and esenchymal stem cell (PCS-500-012) lines were
used. The certain doses of leech secretion have been applied on cells produced in cell culture.
MTT test was used to evaluate cell viability and cell proliferation. The effect of leech saliva
extract on wound healing was evaluated with the in vitro wound model. RT-PCR method
was used for VEGF, EGF and FGF gene expression determination in cells treated with leech
saliva at different doses. The possible effect of leech saliva on apoptosis was investigated by
flow cytometry. Results: In terms of cell proliferation, cell viability in Breast fibroblast cell
lines applied with different doses of leech saliva was found to be significantly higher than in
the control group (p<0.001). In in vitro wound model assay, it was observed that 50 pg/ml
dose covered all areas with cells at 24 or 48 hours in all cell lines. In RT-PCR analysis, EGF
and VEGF gene expression levels were found to be significantly higher in HUVEC and
Breast fibroblast cell lines treated with 200 pg/ml leech secretion compared to control and
other dose groups (p<0.001). In the flow cytometry analysis, cell viability rates close to
100% were observed in HUVEC and Breast fibroblast cell lines, while necrosis was detected
in the Mesenchymal stem cell line. Conclusion: In this study, it was found that leech saliva
applied at different doses had significant effects on cell viability, cell proliferation, wound
healing and gene expression for angiogenesis.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Kisaltmalar Aciklamalar

ATCC American Type Culture Collection

BSA Bovine serum albiimin
CRL-1730-HUVEC Insan gébek kordon veni endotel hiicresi
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimetilsiilfoksit

DSO Diinya Saglik Orgiitii

EGF Epidermal Biiyiime Faktorii

FBS Fetal Bovine Serum

FGF Fibroblast Biiyime Faktorii

GAPDH Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
HTB-125 Meme Fibroblast Hiicre Hatt1

MTT Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
PBS Fosfat Buffered Saline

PCS-500-012 Mezenkimal Kok Hiicre Hatti

RT-PCR Real Time-PCR

VEGF Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii



1. GIRiS

Son zamanlarda tibbi siiliik salgisi, tip alanindaki genis kullanim olanaklari nedeniyle bilim
alaninda dikkatleri gekmistir. Tibbi siiliiklerin tiikiiriik salgis1 100’den fazla biyoaktif madde
icermektedir. Salgmin igeriginde; vazodilatorler, bakteriyostatikler, analjezikler, anti-
inflamatuvar ve antikoagulant maddeler bulunmakta olup mikrosirkiilasyon
bozukluklarinda, organ ve dokularn hasarli vaskiiler permeabilitesinde, hipoksiyi
diizeltmede, kan basincini diizenlemede, immuniteyi arttirmada ve agri olaylarin1 gidermede

gorev alabilirler [1].

Bu maddeler arasinda; hirudin, destabilaz, calin, hirustasin, bdellin, eglin, hyaluronidaz,
triptaz inhibitorii, faktor Xa inhibitorii, kollajenaz, asetilkolin, kompleman inhibitérleri,
karboksipeptidaz A inhibitorleri, histamin benzeri maddeler ve anestezik maddeler yer
almaktadir [2, 3]. Bu maddeler sayesinde tibbi siiliik salgisi canlilarin dokularinda gesitli
etkiler gostermektedir. Bu olumlu etkiler su sekilde siralanabilir: tiikiiriik bezinden
salgilanan hirudin; kanin pithtilasmasin1 dnlemektedir. Destabilaz; damarlarda trombolitik
aktivite gostererek pihtilagmayi onler ve kan damarlarinda kan akisinin rahat bir sekilde
devam etmesini saglar. Calin; trombosit agregasyonunu inhibe etmekten sorumludur.
Hirustasin; triptin ve kimotriptin gibi maddelerin inhibe edilmesini saglamaktadir [4].
Bdellin ve eglin; anti-inflamatuvar etki gostererek iltihap olusumunu engellenmesinden
sorumludurlar. Hyaluronidaz; antibiyotik benzeri bir etki gostermektedir. Triptaz inhibitori;
mast hiicrelerinin sahip oldugu proteolitik enzimlerin inhibe edilmesini saglamaktadir.
Faktor Xa inhibitorleri; molekiiller olarak yogunluklari ayni olan komplekslerin olugmasini
saglayarak pihtilasma faktorii Xa’nin inhibe edilmesine neden olmaktadir. Eglin C;
potansiyel bir terapotiktir. Kollajenaz; kollajen sentezinin azaltilmasina neden olmaktadir.
Asetilkolin; kan damarlarinin geniglemesini saglayarak kan akiginin normal sekilde devam
etmesini saglamaktadir. Kompleman inhibitorleri; dogal komplemanlarin yardimci ve
tamamlayici inhibitorlerdir. Karboksipeptidaz A inhibitorleri ve histamin benzeri maddeler;
stiliiklerin 1sirdiklar1 bolgede kan akisinin daha fazla olmasina yol agmaktadir. Anestezik

maddeler ise; siiliikklerin 1sirdiklar1 bolgede aci hissinin azaltilmasini saglamaktadir [3, 5]

Giliniimiizde siiliiklerin kendisi veya salgilariyla ¢ok cesitli bilimsel ¢alismalar yiiriitiillmekte
olup bunlardan bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglar elde edilmektedir [1].

Rusya’da siiliiklerden elde edilen ve antitrombotik 6zellikteki Piyavit’in kullanimina



1993’te izin verilmistir [6, 7]. Bunun yami sira Hirudin (Transgeen-Fransa), Eglin
(CIBA/Geigy-isvicre), Gelin (EuroBioPharm-Hollanda), Ghilanten (Merrel Dow Research

Inst.- USA) ve Orgelase (Biopharm-ingiltere) gibi ilaglar da firmalar tarafindan
retilmektedir [8].



2. GENEL BILGILER
2.1. Tibbi Siiliiklerin Tarihcesi

Siiliikler, Annelida’nin Hirudinea siifinda yer alan, predator olarak beslenen ve yaklasik
650’den fazla tiirii bulunan canli grubudur. Molekiiler tekniklerin gelismesiyle her gegen
giin yeni siiliik tiirleri bulunmakta hatta isimlerinde degisiklikler olmaktadir [9]. Siiliikklerin
cok eski zamanlardan beri hastaliklarin tedavisinde kullanildig: bilinmektedir. Bu tedavi
sekline hirudoterapi denilmektedir[10]. Misir, Pers, Avrupa, Cin ve Anadolu’nun en eski
yazitlarinda hirudoterapiye rastlanmis, Galen ve Avrupalilar tarafindan Avicenna olarak
adlandirilan Ibn-i Sina’nin tedavi protokollerinde yer almistir [10]. ibn-i Sina (980-1037),
El Kanun Fi’t Tib (Tibbin Kanunu) isimli eserinde gangren, lepra, yilan zehirlenmelerinde
ve mantar hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde siiliigiin kullanilabilecegini yazmis

ve siiliikler hakkinda ¢ok detayli bilgiler paylasmistir [11].

Siliik kullanimi, Galen (130-201 M.S.)’ in Hipokrat’tin (460-370 M.S.) da belirttigi gibi
viicuttaki sivilarin - dengesizliginden kaynakli hastaliklarin ortaya ¢iktigi hipotezine
dayandirilmistir. Suriyeli Dr Laodice ise kanin siiliikler araciligi ile uzaklastirilmasinin

hastaliklara neden olan seytani ruhlarin viicuttan ¢iktigina inanmistir [12].

Tibbi siilik tedavisi; tamamlayic1 ve biitlinlestirici bir tedavi yontemi olup, insanda
hastaliklar1 tedavi etmede omurgasizlarin kullanildigina 6rnektir. Siiliiklerin dogada 600’den
fazla tiirti saptanmig olup sadece 15°i tibbi siiliikk olarak smiflandirilmistir. On sekizinci
yuizyilda, insanlarda terapotik kullanim amaciyla yabani siiliikklerin toplanmasi 0 kadar
yogundu ki Hirudo medicinalis’in orta Avrupa popiilasyonlar1 neredeyse yok oldu
[13].Siiliik tedavisinin durgunluk déneminden sonra, 20. yiizyilin ortalarinda, cerrahi ve
rekonstriiktif prosediirler, vaskiiler hastaliklar, artrit ve migren gibi bir¢cok alanda ilk kez
kullanilmasi ile yeniden popiiler hale gelmistir. Uygulanan yeni tedavi sahalari, siilitk
salgisindaki maddelerin izole edilerek, 6zelliklerinin arastirilmasi igin merak uyandirmistir
[14].

Saglik Bakanligi tarafindan 2014 yilinda yayimlanan Geleneksel ve Tamamlayici Tip

Uygulamalart Yonetmeligi’nde [15]; Tirkiye’deki kliniklerde, iiretim yerinden veya



isletmelerden temin edilmek sartiyla steril tibbi siiliiklerin (H. medicinalis ve H. verbana)

yasal olarak tedavide kullanimina izin verilmistir.

Ulkemizde tibbi siiliiklerin ticareti yapilmakta olup, yurt disina da ihra¢ edilmektedir.
Giliniimiizde diinyada siiliik ihracinda Tiirkiye en 6nemli paya sahiptir [1]. Yillik kota, Tarim
ve Orman Bakanligi verilerine gore 2022 yili igin 1500 kg siiliik ile sinirlandirilmistir.
Neslinin tiikkenme tehlikesiyle karsi karsiya kalan tibbi siiliik tiirlerinden Hirudo medicinalis
CITES Sézlesmesiyle koruma altina alinmustir. Ulkemiz tatli sularinda siiliik avlanma
yasagi, 15 Nisan-15 Haziran tarihleri arasinda uygulanirken, bu yasak 1 Mart — 1 Temmuz

olarak degistirilip 2 aydan 4 aya uzatilmistir [16].

Tibbi siilik uygulamalar1 kas-iskelet hastaliklarinda, jinekolojik hastaliklarda, kronik cilt
hastaliklarinda, tromboembolik hastaliklar, varikoz venler, KBB hastaliklarinda
kullanilmasi 6nerilir ve uzun yillardan beri basariyla uygulanir. Yunan 6gretisine gore siiliik
tedavisinin etkinligi siiliik salgisinin ¢oziicii ve aneljezik o6zelligine baglidir. Bu
antienflamatuar, anestezik ve aneljezik etkideki siiliikk salgisi, kan emerken siiliik tarafindan

viicuda aktarilir [17].

Glinimiizde de tam kontrollii laboratuvarlarda steril sartlar altinda iiretilen stiliikkler modern
tipta kullanilmaktadir. Modern tipta siiliik ya oldugu gibi canli olarak veya bunlardan elde

edilen ilaglardan yararlanilarak kullanilmaktadir.

2.2. Tibbi Siiliiklerin Genel Ozellikleri

Tibbi siiliikler, Annelida filumu, Clitellata sinifi ve Hirudinea alt sinifinda yer almaktadir.
Diinya tizerindeki 800’iin tizerinde Hirudinea sinifi iiyeleri iginde tibbi olarak kullanilan
yaklasik 15 tiir bulunmaktadir. Ulkemizde dogal habitatlarda bulunan tibbi siiliikler; Hirudo
medicinalis Linnaeus 1758, Hirudo verbana Carena 1820 ve Hirudo sulukii n. sp. tiirleridir
[5]. Baz1 tibbi siiliik tiirleri Sekil 2.1’de verilmistir.

Siiliiklerde viicut dorso-ventral olarak yassilasmistir. Segmentler anterior ve posteriorde
cekmen bigimindedir. Viicutlar1 daima sabit sayida 34 segmentten olusur [16]. Agizlarinda
her birinde 100 dis bulunan ti¢ ¢enede toplamda 300 dis bulunmaktadir. Siliiklerde 9., 10.

ve 11. segmentler klitellar bolge olup bir erkek bir de disi iireme organi bulunmaktadir.



Siiliikler poikloterm canlilar olup 0 °C ile 30 °C sicaklik araliginda yasamlarini siirdiiriirler.
Ani sicaklik degisimleri bu canlilarin 6lmesine sebep olmaktadir. Ortam sartlarinin uygun
oldugu kosullarda eriskin siiliik 18-27 yil kadar yasayabilir [18]. Siiliikler, suda ¢oziinmiis
haldeki oksijeni veya atmosferik oksijeni viicut yiizeyinden alarak kullanmaktadirlar. Yasam
ortamlarinda bulunan sudaki klor seviyesinin yiiksek olmasi siilikklerin 6liimiine neden
olmaktadir [5].Siiliikler beslendikten sonra 30-50 giin kadar tok kalabilirler. Sindirim sistemi
icinde kan endoenzimler tarafindan korunur. Beslenme sonrasi Kanin sindiriminde ve
kokusmasin1 6nlemede, Aeromonas hydrophilave ve Pseudomonas hirudinia gibi
endosimbiyotik bakteriler gorev alir. Ayrica bu bakterilerden Aeromonas, kan ile beslenen
hayvanlarda olusan vitamin B eksikligini de 6nlemeye yardimct olur [19].Bosaltim sistemi
bobreklere benzeyen, nefrit olarak adlandirilan 17 ¢ift organdan meydana gelir. Idrar atilimi
Nefridiyoporlar aracilig: ile saglanir. Ozel bir solunum sistemleri yoktur ve epidermisten
solunum yaparlar. Sinir sistemleri bir ¢ift serebroid gangliyon, segmental sinirler, duyu
papillalari, 5 ¢ift g6z ve bir¢ok termoreseptor ve kemoreseptorden meydana gelmektedir.
Siiliikler, sudaki titresimlere, dokunma, 1s1, 151k, kuruluk, ses ve kimyasallara kars1 duyarlt

ozellige sahiptirler.

Sekil 2.1. Bazi tibbi siiliik tiirleri [20].( A: Hirudo verbana B: Hirudo medicinalis, C: Hirudo
orientalis D: Hirudo nipponica E:Whitmania pigra F: Whitmania acranulata)

2.2.1. Hirudo verbana’min genel 6zellikleri

Tiirkiye’deki tibbi siiliik tiirlerinden olan Hirudo verbana 'ya; Balik goli, Tath gol, Bozalan

Golii (Izmir), Poyrazlar, Cernek, Ladik, Uzun Gl ve Karamuk batakliginda rastlanmustir.



Ayrica Kizilirmak ve Yesilirmak Deltalari, Isikli Goli, Karamuk Goli, Egirdir Gola gibi

sulak alanlarimizda da bu tiire rastlamak miimkiindiir [21].

Hirudo verbana, kirmizi, sar1, siyah ve parlak yesil renkler tasir. Dorsal kisimda dar seritler,
turuncu kirmizimsi renktedir. Dorsalin orta kisminda genis, koyu yesil-kahverengi tek renkte
bir bant yer alir. Lateralde daha agik renkli iki adet sarimsi serit bulunur ve bunlar bir ¢ift
yesilimsi oval benek tarafindan kesilir. Ventral kisimda sarimsi yesil zemin {izerinde laterale
yakin iki koyu bant yer alir. Bu iki koyu bandin arasinda kalan ve lekeler icermeyen agik
renkli bir bolge bulunmaktadir [22]. Hirudo verbana 'nin dorsal ve ventral goriiniisii Sekil 2.
2.’de verilmistir [9].
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Sekil 2.2. Hirudo verbana nin goriiniisii a) Dorsal, b) Ventral

2.3. Tibbi Siiliiklerin Etki Mekanizmalari

Siiliiklerin tedavi edici etki mekanizmalari ilk zamanlardan giiniimiize kadar ¢ok sayida
yorumlanmistir. Siiliik tedavisi, bir baglangig 1sirigin1 ve siiliigiin 5 ila 15 ml kan emdigi, 20
ila 45 dakika siiren bir baglanma periyodunu igerir. Bu bilgiler ile baslica terapétik faydalari,
1sirma sirasinda ¢ikan kandan degil (baslangigta bir rahatlama saglamasina ragmen), siiliik

tikiiriigiinde bulunan biyoaktif maddeler tarafindan oldugu kabul edilmektedir [3].

Siiliikler viicudunun bas ve kuyruk boélgesinde bulunan vantuzlar ile avina tutunur. Agzin
etrafinda bulunan vantuz tarafindan baglanma bolgesinde “Y” seklinde yara izi olusturulur.

Siiliik beslenmeye basladiginda damarlar1 genisleten, kanin akiskanligini artiran ve agriyt



durduran kimyasallari salgilar. Siiliik 1sirdiktan sonra bir emme yolu olusturur (hiicre disi
matris yikimi), adhezyon, agregasyon ve koagiilasyonu inhibe eder (trombosit
fonksiyonunun inhibisyonu ve antikoagiilan etki), kan akisini arttirir, kendini korur
(antimikrobiyal aktivite) ve tespit edilmekten sakinir(analjezik ve antienflamatuar etkiler)
[23]. Yaklasik 10-30 dakika tutunarak kan emen siilik tamamen doydugunda kendiliginden
birakir [12].

2.4. Tibbi Siiliik Salgisinda Bulunan Biyoaktif Maddeler

Siillik salgilarinda farkli molekiiler kiitlelere sahip 100'den fazla sayida protein

gozlemlenmesine ragmen, Oonemli aktif rolii olan sadece birkag tanesi tanimlanmigtir

(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Siiliik salgisinda bulunan bazi biyoaktif maddeler ve etkileri [24]

Biyoaktif Madde Islevleri
Hirudin Trombine baglanarak kan koagiilasyonunu inhibe eder.
Von Willebrand faktoriiniin kolajene baglanmasini bloke ederek kan
Calin koagiilasyonunu inhibe eder, kollajen aracili trombosit agregasyonunu
inhibe eder.
Destebilaz Monomerik aktivite ile fibrini eritir, trombolitik etki gosterir
Hirustatin Kallikrein, triptin, kKimotriptin ve nérofolik cathepsin G'yi inhibe ede
Bdellinler Anti-inflamatuvardir. Plazmin, tristin ve akrosin'i inhibe eder
Hyaluronidase Interstisyel viskoziteyi artirir ve antibiyotik etkisi gosterir.
Tryptase inhibitor Mast hiicrelerinin proteolitik enzimlerini inhibe eder

Anti-inflamatuvardir. a-Kimotripsin, kimaz, subtilisin, elastaz ve katepsin

Eglinler G'nin etkinligini inhibe eder.

Faktér Xa inhibitéri gslliitglzi \}//i(t)g;ﬁ%uil;ﬁrtl)eaggé rkompleksler olusturarak pihtilagsma faktorii
Karboksipeptidaz A Isirik bolgesinde kan akisini arttirir

Asetilkolin Vazodilatordiir

Histamin Benzeri Maddeler Vazodilator olup, Isirik bolgesinde kan akigini arttirir

Siiliik tiikiraginde bulunan biyoaktif bilesiklerden en tnli olan1 “hirudin” olarak
adlandirilmistir. Hirudin, ilk olarak 1884 yilinda Haycraft tarafindan izole edilmis olup 1957
yilinda da Fritz Markwardt tarafindan saf kristal yapida elde edilmistir. Hirudine olan biiyiik
talep nedeniyle biyolojik olarak aktif hirudin elde etmek i¢in bakteri, maya ve daha yiiksek

okaryotlarin kullanilarak ¢esitli rekombinant sistemler gelistirilmistir [25].



Hirudin, 9000 molekiil agirliginda bir polipeptitdir. Trombin ile enzim inhibe edici
kompleks olusturarak fibrinojenin fibrine doéniistimiinii engeller. Heparinin aksine
hirudin aktivitesi i¢cin antitrombin Il gerekmez ve koagiilasyon esnasinda salgilanan
trombosit faktor-4 (heparini nétralize eder) tarafindan da inaktive edilmez. Pihtilagsma
faktorlerinin biyosentezi ile etkilesmez. Lipoprotein lipaz gibi kandaki diger enzim
sistemlerini etkilemez.

Hiyaluronidaz, siiliiklerden elde edilen hiyaluronidaz, hiyaluronik asidin
tanimlanmasinda kullanilan en spesifik enzimdir. Enzim, viskoziteyi azaltir ve dokulari
enjekte edilen sivilara daha gegirgen hale getirerek sivilarin emilim hizini arttirir. Bu
etki dokulardaki fazla sivilarin ve damar disina ¢ikmis kanin resorbsiyonunu saglayarak
lokal anesteziklerin etkinligini arttirir. Hiyaluronidaz sayesinde tiim tiikriik
sekresyonlarinin yayiliminin artmasi saglanir [26].Hiyaluronidaz su an insan derisi
yoluyla ila¢ dagilimi ¢alismalarinda kullanilarak incelenmektedir. Ayrica
kemoterapétik ilaglarin antikanser etkisinin arttirilmasi amaciyla gesitli ¢alismalarda
incelenmektedir [27].

Calin, trombosit agregasyonunda rol oynayan inhibitordiir. Von Willebrand faktoriiniin
kollajene baglanmasini engelleyerek kanin pihtilasmasini inhibe etmede goérev alir.
Bunun yan1 sira doku gecirgenligini arttirir [26].

Hirustatin, Hirudo medicinallis’ten izole edilmistir.Kallikrein, tripsin, kimotripsin ve
katepsin G’yi inhibe eder ve reperfiizyonu hizlandirir [28].

Ghilanten, Haementeria ghilianii’den izole edilmistir. Antistatine benzer bir proteindir.
Factor Xa’nin spesifik giiclii inhibitorleridir [26].

Destabilaz, glikozidaz aktivitesine sahiptir. Destabilaz, kombine enzimatik ve enzimatik
olmayan antibakteriyel etki gosteren; ayrica kan pihtilarin1 da eritebilen ilk omurgasiz
lizozim enzimidir [29].

Apiraz, (adenosin 5’-difosfat difosfohidrolaz); adenozin 5 ‘difosfat, arasidonik asit,
trombosit aktive edici faktor (PAF) ve epinefrin tizerindeki etkisi ile trombosit
agregasyonunu inhibe eden bir molekiildiir [26].

Eglinler, Alfa-kimotripsin kimaz, subtilisin, elastaz ve katepsin G’ye inhibitor etki
yaratir. Ayrica antienflamatuar etkiye de sahiptir.

Bdellins, tripsin, plazmin ve akrosini inhibe ederek kanama zamanini uzatmada ve
antienflamatuar etki gostermede rol alir. Ayrica Bdellins proteinaz inhibitorii olarak da

gorev yapar. Bu etkilerinin yan1 sira duyu néronlarini uyarici etkisi de vardir.



Gelin, egline benzeyen giiglii bir trombin inhibitorii olup Hirudinaria manillensis
tikiirigiinden izole edilir. Gelin, eglin gibi elastaz, katepsin G ve kimotripsini inhibe
eder. Fakat plazmin, trombin, pepsin veya tripsin iizerinde daha az aktiviteye sahiptir
[30].

Antistasin, protrombini trombine ¢eviren faktoér Xa ‘ya baglanarak gorevini yapmasini
engeller. ayrica protrombinaz inhibitorii gorevine de sahiptir.

Asetilkolin, Vaskiiler dilatasyon olustururlar. Bu etki ile uygulandigi bolgede kan
akimini arttirarak, dolasimin devamliligini saglar.

Kollejenaz, Kollajeni yikmakla gérevlidir.

Kloromisin, potansiyel antibiyotik rolii oynamaktadir [31].

Histamin Benzeri Madde, Vazodilator bir etkiye sahiptir. Siilik uygulanan bolgedeki
kan akimini artirmada rol alir [32].

Hementerin, fibrinojeni fibrinden daha hizli pargalayan, kan pihtilasmasini 6nleyen ve
in vitro olarak fibrin pihtilarin1 yok eden, plazminojenden bagimsiz bir fibrinolitik
metalloproteinazdir [33].

Bufridin, H. manillensis’ten izole edilmistir. Hirudine benzer bir trombin inhibitori
olup, yapisal ve immunolojik farkliliklar géstermektedir [26].

Decorsin, Amerikan tibbi siiliigii olarak bilinen Macrobdella decora’dan izole
edilmistir. Trombosit agregasyonunun gii¢lii bir inhibitortidiir [34].

Guamerin, bir insan 16kosit elastaz inhibitorii olup anti-enflamatuar etki gostermektedir.
H. nipponia’dan elde edilerek saflastiriimistir [35].

Piguamerin, H. nipponia’dan elde edilmis olup, plazma kallikreinin serin proteaz
inhibitortidiir. Ayrica plazma ve doku kallikreini ve tripsinini kuvvetli bir sekilde inhibe
etme gorevi de vardir [36].

Gama-glutamil transpeptidaz, H. medicinallis’ten izole edilmis olup sigir gama-glutamil
transpeptidaz enzimi ile benzer o6zelliktedir. Hiicre i¢i glutatyon sentezi igin Onciil
aminoasitleri temin etmekte gorevli bir enzimdir [30].

Karboksipeptidaz A, isirik etrafindaki kan akisini arttirmada gorevlidir.

Trombosit Aktive edici faktor antagonisti (PAFA), liyofilize siiliik tiikiiriigiinden elde
edilmis bir fosfogliserittir.  Tromboembolik bozukluklarin ve enflamasyonun
tedavisinde kullanilan bir fosfogliserit olarak tanimlanmaktadir. Bunun yani sira
tromboembolik bozukluklarin ve enflamasyonun tedavisinde 6nemli bir yere sahiptir
[30].
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2.5. Tibbi Siiliiklerin Medikal Kullanim Alanlari

Gegmiste stliikler ¢esitli uygulamalar igin kullaniliyordu; bu tedavinin arkasindaki etki
mekanizmalar1 belirsizdi ve 6nemli olan tek sey sorunu iyilestirmek ya da rahatlatmakti.
Gilinimiizde ise siiliiklerdeki etken maddelerle ilgili arastirma ¢aligmalar1 bize tedavinin
nasil isledigini daha iyi anlamamizi saglamis ve etkili olmustur. Bunun sonucunda terapdtik

kullanimlar1 artmastir [3].

Giliniimiizde diinyanin birgok iilkesinde (Rusya ve bu cografyadaki diger iliskili devletler,
ABD, Kanada, Avustralya, Fransa, Almanya, Hollanda vb.) ¢esitli klinik durumlarda tibbi
stiliik tedavisinin aktif olarak kullanimi1 artmaktadir[26].Hirudoterapi veya tibbi siiliik
tedavisi, hastalarda cesitli terapétik etkiler olusturmada ¢ok etkili olup sonugta asil olarak
konak homeostazina fayda saglar. Tibbi siiliik tedavisi veya hirudoterapi siiliiklerin hasta
viicudunda mukoza ya da deriye yapistirilmasi seklinde uygulanan geleneksel ve

tamamlayici tip tedavi yontemlerinden biridir.
Bu tedavi ile Gi¢ ayr1 fayda elde edilir;

e Siiliigiin yiizeyel damarlardan kan emmesi ile hacamat etkisi,
e Sorunlu bolgelerde akupunktur noktalarina uygulanmasi ile akupunktur etkisi,
e Hirudoterapinin asil amaci olan siiliiklerin kan emerken dokuya salgiladig1 siiliik

salyasinin terapotik faydalarimi elde edilmesidir.
Tibbi siilik uygulamasinin giiniimiizde siklikla uygulandigi hastaliklar; [5, 37].

e Inflamatuvar hastaliklar

e Uveit, glokom, katarakt, sar1 nokta, diyabetik retinopati gibi gz hastaliklar:
e Romatoid artrit ve romatizmal hastaliklar

e  Migren gibi bas agrilar

e Bas donmesi ve kulak ¢inlamasi

e Fibromiyalji ve huzursuz bacak sendromu

e  Omurganin agrili sendromlari

e  Dejeneratif sinir sistemi hastaliklar1 (MS, ALS, Parkinson hastalig: ve felgler)

e Dermatit, psoriasis ve kronik gibi cilt hastaliklar
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e Infertilite

e  Gingivit ve paradontit gibi dis hastaliklar1
e Immun sistemini desteklemede

e Depresyon

o Isitme kayiplari

e Endometriosis ve mastit

2.6. Tibbi Siiliiklerin Kullanimindaki Komplikasyonlar

Tibbi siiliikk uygulamalarinda farkli komplikasyonlarla karsilasilabilir. Siilik uygulamasi
sonrasinda enfeksiyon meydana gelmesi %2-36 oraninda sik rastlanan bir durumdur. En sik
olarak kanamalar, alerjik reaksiyonlar ve bakteriyel enfeksiyonlar goriilmektedir. Siilik
sindirim kanalindaki bakteriler pnomoni, septisemi veya gastroenteritise sebep olabilir.
Antibiyotik tedavisi uygulanmadan siiliik kullaniminin %20 oraninda bakteriyel enfeksiyon
yapabilecegi bildirilmistir. Enfekte olan veya kullanilmis siiliiklerin farkli kisilere tekrar
kullaniminin kan araciligi ile bir enfeksiyon etkenini (HIV ve hepatit viriisleri) bulastirmasi
miimkiindir [10]. Silik uygulamasi yapilacak kisilerde ozellikle immun sistemde

yetersizlik varsa mutlaka antibiyotik kullanilmas1 gerekmektedir.

Siiliik salgisindaki toksinlere bagli olarak kasinti, biil olusumu, iilseratif nekroz ve lokal
doku oliimt (flep kaybi) gibi lokal hipersensitivite reaksiyonlar1 ortaya ¢iktigi bildirilmistir
[38]. Siiliik tedavisi ile ortaya ¢ikan komplikasyonlar arasinda; lokal cilt lezyonlar1, kanama,
anemi, yara izi, alerjiler ve enfeksiyonlar da yer almaktadir. En sik bildirilen
komplikasyonlarin baginda kanamalar gelmektedir. Literatiirdeki yaymnlar incelendiginde
stiliik tedavisine bagli olarak ortaya ¢ikan kanamanin ciddi ve asir1 diizeyde olabilecegi
bildirilmistir. Bu duruma siiliik tiikiiriigiinde bulunan trombini inhibe eden hirudin ve kilcal
damarlarin kapanmasii Onleyerek siirekli kanamaya neden olan histamin benzeri

maddelerin etkili oldugu diisiiniilmektedir [39].

Tibbi siiliik tedavisi her bireye uygulanmamalidir. Antikoagiilan ilag tedavisi uygulanan
hastalar, hemorajik hastaliga sahip olanlar, 6zellikle hemofili hastalari, aktif bir kanama
odagi olan hastalar, ciddi anemisi olan kisiler (Hb< 10), cerrahi girisim uygulanacak olan
hastalar, aktif tiiberkiillozu olan hastalar, hipotansiyonu olan hastalar, edinsel immun

yetmezligi olan veya immun sistemi baskilayici tedavi goren hastalar, ileri derecede kronik
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hastaligi olan hastalar, yara iyilesmesi ge¢ olan hastalar, diyabet hastalari, arterial
yetersizligi olan hastalar ve mental hastaliklarin akut déneminde olan hastalardir. Tibbi
stilik uygulamasinin hamile ve emziren kadinlarda kullanimi ile ilgili bir veri

bulunmadigindan, bu kisilere de uygulama yapilmamalidir [40].
2.7. Yara lyilesmesi

Dokularin biitiinliigiiniin ve isleyislerinin bozulmas1 durumuna yara adi verilir. Isleyisin
yeniden kazanilarak doku biitiinliigliniin saglanmasina ise yara iyilesmesi denir [41]. Yara
iyilesmesinde epitelyal, endotelyal, enflamatuar hiicreler, trombositler ve fibroblastlar bir
arada belli bir sira ve diizen icerisinde fonksiyonlarini yerine getirmektedirler [42].Yara
iyilesmesi; hemostaz, enflamasyon, proliferasyon ve yeniden modellenme fazlarini igeren

hiicresel, fizyolojik ve biyokimyasal bir dizi olayin biitiinlesmesi sonucu ger¢eklesmektedir.

e Hemostaz Fazi; lyilesmenin baslamasi i¢in hemostaz saglanmasi sarttir. Yaranin asiri
kanamadan, dehidratasyondan ve enfeksiyondan korunmasi gerekir.

e Inflamasyon Fazi; Yaranmn olusmasindan dért ile alt1 giine kadar siirdiigii asama olup
iki basamakta incelenebilir;

a) Erken inflamatuvar faz: Baslica nétrofillerin islevlerinin baskin oldugu erken dénemi
igerir.

b) Geg inflamatuvar faz: Makrofaj islevlerinin baskin oldugu ge¢ dénemdir.

e Proliferasyon fazi; Dordiincti giinden sonra yaklagik iki haftaya kadar siiren ve
graniilasyon dokusu gelisimi ile epitelizasyonun tamamlandigi asamadir. Sitokinler ve
biiytime faktorleri bu evrede 6nemlidir.

e Olgunlagma ve yeniden sekillenme fazi; Bir yila kadar devam eder. Cogunlukla i¢ ige

gecmis fazlari icerir Ve net bir ayrim yapilamaz [43, 44].
2.8. Anjiyogenez

Viicutta dogal olarak meydana gelen anjiyogenez, mevcut kan damarlarindan yeni kan
damarlarinin gelismesi anlamina gelmektedir. Bu durum bazen patolojik de olabilir.
Fizyolojik anjiyogenez; embriyogenez asamasinda, yara iyilesmesinde ve kadinlarin
menstriiasyon donemlerinde gozlenir [45]. Anjiyogenez oldukga karisik bir mekanizmaya

sahiptir. Ekstraseliiler matriks ve matriksi ¢evreleyen hiicrelerden salinan pek ¢ok biiylime
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faktorii, sitokinler ve bunlarin reseptdrleri anjiyogenezde en énemli rolii iistlenir [46]. Damar
endotelini olusturan endotel hiicreleri, anjiyogenez siirecinde yer alan temel hiicrelerdendir.
Erigkin insanlardaki vaskiiler endotelyal hiicreler diisiik turnover hizinda olmalarina ragmen,

yasamlar1 boyunca yeni kan damarlari olusturacak ¢ogalma 6zelligindedirler.

Endotelyal hiicrelerin yasam siklusu (yenilenme siiresi) 1000 giinden fazladir. Kadin tireme
sistemi ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik durumlar disinda anjiyogenez, organizmada
olduk¢a sinirhidir [47].Anjiyogenik uyaranlarin artmasi ve anjiyogenez inhibitorlerinin
azalmasi anjiyogenezi baslatmaktadir. Anjiyogenez olusum basamaklari Sekil 2.3’de

verilmistir.

Yeni damar olusumunda gerceklesen olaylar asagidaki sekilde siralanir:

e Bazal membranin proteolitik enzimler tarafindan yikilmasi
e Endotel hiicrelerin migrasyonu
e Endotel hiicrelerin proliferasyonu

e Kapiler olusumu ve endotel hiicrelerin olgunlagmasi

Altivatader Inhibitarer

VEGF, INOS Trombospaondin-1
FGF, EGF Anjiyostatin
PDGF Platalet fakior4

M))
3

(a) Endotelyal hiicre (koyu gri), bazal lamina (siyah ¢izgi) ve perisit (agik gri) birlikteligindeki normal damar
yapist. (b) bazal membran yikimini takiben perisit ayrilmasi. (¢) anjiyogenik uyarana dogru endotelyal
hiicrelerin gogii. (d) bazal membranin konumlanmasi, perisit tutunmasi ve liimen olusumu.

(d)

Sekil 2.3. Anjiyogenez olusum basamaklari [48]
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2.8.1. Bazal membranmin proteolitik enzimler tarafindan yikilmasi

Anjiyogenez damar endotelini déseyen kollajen, laminin gibi glikoproteinlerden ve heparan
stilfat gibi proteoglikanlardan olusan bazal membranin proteolitik yikimi ile baslar [47].
Endotel hiicreleri go¢ etmek ve gogalmak iizere uyarildigi anda membran ve hiicreler
arasinda bir boliinme gerceklesir. Endotel hiicreleri yayilma etkisine sahip olmayan tek bir
tabaka meydana getirirler. Ancak anjiyogenez sirasinda ¢ogalip yayilma ozelligine
sahiptirler. Normal, hasta ya da hasarli dokularda iiretilip salgilanan anjiyogenik biiyiime
faktorleri difiizyon yolu ile diger dokulara gecer. Anjiyogenik biiyiime faktorleri yakinindaki
kan damarlarinin endotel hiicrelerinde bulunan 6zgiin reseptorlere baglanirlar. Biiyiime
faktorleri tarafindan aktif hale getirilen proteolitik enzimler bazal membranin ve endotel
hiicrelerini doseyen ekstraseliiler matriks (ECM) bilesenlerinin yikiminda gorev alir. ECM’
nin enzimatik yikimindan sonra endotel hiicrelerinin uyarilmasi ve kapiler filizlenme
gergeklesir [49]. Endotel hiicrelerinin invazyon ve gog siiregleri, plazminojen aktivator (PA)
ve matriks metaloproteinaz (MMP) sisteminin is birligi i¢inde aktive olmasini gerektirir.
Urokinaz-tip (UPA) ve doku-tip (tPA) plazminojen aktivatdrleri plazminojeni plazmine
ceviren serin proteazlari grubundadirlar. ECM bilesenlerinin yikilmasi ve MMP-1, MMP-3,
MMP-9, elastaz gibi matriks metaloproteinazlarinin aktivasyonu da plazminin gorevleri
arasindadir [50].

2.8.2. Endotel hiicrelerin migrasyonu

Anjiyogenik uyari, proteolitik yikim ile endotel hiicrelerini aktive eder. Endotel hiicreleri
ekstraseliiler matrikse dogru go¢ eder ve cogalirlar. En etkili anjiyogenik faktor vaskiiler
endotel biiytime faktorii (VEGF)’dir[50]. Timoér hiicreleri, fibroblastlar ve bagisiklik
hiicreleri tarafindan tiretilen vaskiiler endotelyal biiyime faktorii (VEGF), bazik fibroblast
bliyiime faktorii (b0FGF) ve trombosit kokenli biiyiime faktorii (PDGF) gibi biiylime
faktorleri bazal membran tarafindan salinirlar. Endotel hiicrelerin reseptorlerine anjiyogenik
faktorlerin baglanmasi ile endotel hiicreleri aktive olurlar. Boylece endotel hiicrelerinin

ekstraselliiler matriks igine migrasyonu gergeklesmis olur.
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2.8.3. Endotel hiicrelerin proliferasyonu

VEGF gibi biiyiime faktorlerinin etkisiyle migrasyon sonrasi endotel hiicreleri artis
gosterirler. Bu olay, ara maddenin olusumuna ve yeni bir olgun vaskiiler bazal membran
olusumuna neden olur. Vaskiiler endotel hiicreleri perisitler ile birlikte, vaskiiler bazal
membranmn yeni bir kan damar1 olusumuna yardimci olur. Bu islem siiresince pargalanan

vaskiiler bazal membran, anjiyogenezin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol tistlenir [47].

2.8.4. Kapiller olusumu ve endotel hiicrelerin olgunlasmasi

Endotel hiicre g¢ogalmasindan sonra ECM bilesenlerinin depolanmasi ve bir araya
getirilmesi igin ekstraseliiler proteoliz mutlaka lokal olarak inhibe edilmesi gerekir. Kapiller
filizlenme olustuktan sonra yine bu filizlenmenin ucunda yeni olusmus ECM’de yikilma
meydana gelir ve bu sayede daha ileri yayilimi gerg¢eklesir. Bazal membranin yikilmasi ile
endotel hiicre gogiine ve filiz olusumu saglanmis olur. Endotelin yol almasi ve uzamasi
sirasinda hiicre i¢i Ve hiicreler arasi boslukta, damarlarin olustugu liimenler meydana gelir.
Boylece, ekstraseliiler matriks proteolizinin birbirini izleyen aktivasyon ve inhibisyonlari
sonrasinda kapillerler olusur. Proteolitik yikilma ve endotel hiicresi gég¢iinden sonra yeni
olusan kapillerler, yeni bazal membrani olusumunda gorev alirlar. Bu nedenle, endotel
hiicrelerinin yeni Kkapiller yapilar olusturabilmeleri igin birbirlerine ve ECM’ye tutunma
ihtiyaglar1 vardir. Damar olgunlastiktan ve uygun anjiyogenez ortaya ¢iktiktan sonra
anjiyogenik faktorlerde azalma olurken, anjiyogenez inhibitorlerinde artis meydana gelir.
Boylece endotel hiicreleri sessiz bir hale biiriintir ve damarlar kan akimini baglatmaya hazir

hale gelmis olur [50].

Ozetleyecek olursak; FGF, EGF ve VEGF gibi biiyiime faktdrlerinin aktivasyonu, hiicrelerin
cogalmasini ve ECM igine go¢ etmesini uyarir. Ayni zamanda, biiyiime faktorleri tarafindan
aktive edilen proteolitik enzimler bazal membranin ve endotel hiicrelerini déseyen ECM
bilesenlerinin yikilmasina neden olur. Mitojenik endotel hiicreleri kapiller filizlerini
meydana getirir. Integrinler gibi membran proteinleri de bu siireg i¢inde gorev alir ve endotel
hiicrelerinin birbirine ve ECM’ye tutunmalarina destek olurlar. Béylece yeni kapillerler

meydana gelir.
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Fizyolojik bir siire¢ olan anjiyogenez, son yillarda molekiiler patolojideki gelismeler
sayesinde bir¢ok anjiyogenik ve antianjiyogenik faktor arasindaki bir denge ile diizenlendigi
ortaya konmustur. Dengenin anjiyogenik faktorler lehine bozulmasi sonucunda patolojik

anjiyogenez gelisir. Anjiyogenez siirecinde biiylimeyi baslatan ve biiylimeyi Onleyen

faktorler arasindaki denge ¢ok onemlidir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Anjiyogenik faktorler, Anjiyogenezi dnleyen faktorler

Anjiyogenik Faktorler

Anjiyogenezi Onleyen Faktorler

VEGF (Vaskiiler endotelyal biiyiime faktor)
PGF (Plasental biiyiime faktor)

FGF (Asidik, bazik fibroblast biiyiime faktor)
FGF-3 (Fibroblast biiyiime faktor-3)

FGF-4 (Fibroblast biiyiime faktor-4)

TGF-a (Transforme edici biiyiime faktor-o)
TGF-B (Transforme edici biiyiime faktor-f3)
EGF (Epidermal biiyiime faktor)

HGF (Hepatosit biiyiime faktor)

TNF-o (Timor nekroz faktor-o)

PDGF (Trombosit kaynakli bityiime faktor)
GCSF (Graniilosit koloni uyaran faktor)

IL- 8 (interldkin-8)

Trombospondin- 1
Anjiostatin

Endostatin

Vazostatin

Vaskuler eldotelyal biiytime faktorii inhibitori
Trombosit faktor-4 fragmani
Prolaktin derivesi

Restin

Proliferinle ilgili protein
Interferon-o-B
Anjiopoetin-2
Antitrombin-3 fragmani1

Interferon ile indiiklenebilen protein- 10

Anjiogenin

Proliferin

2.9. Baz1 Anjiyogenik Faktorlerin Ozellikleri
2.9.1. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)

Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorleri siiper ailesinden olan Vaskiiler Endotel Biiyiime
Faktorii, endotel hiicrelerine 6zgiil olup anjiyogenezin ana diizenleyicilerinden biridir ve
onemli etkileri vardir. Tk bulundugunda vaskiiler endotelyal permeabilite faktorii (VEPF)
olarak isimlendirilirken giiniimiizde VEGF olarak adlandirilmaktadir. VEGF, 46 kDa
agirliginda, homodimerik, heparine bagli glikoprotein yapisinda bir molekiildiir. VEGF
ailesi, glikoprotein yapisinda olan 7 iiyeden olusmustur. Memelilerde bulunan VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, plasental biiyiime faktorii (PIGF), parapox viriislerinde
bulunan VEGF-E, yilan zehrinde bulunan ve svWEGF olarak da adlandirilan VEGF-F bunlar
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arasinda sayilabilir [51]. Viicutta hem fizyolojik olaylar da hem de tiimdr biiyiimesi ve
yayilmasint da igeren patolojik birgok hastaligin etiyolojisinde yer alir. Bu sebeple

1980’lerden giiniimiize kadar gittik¢e artan bir ilgiyle arastirilmaktadir.

VEGF; ovaryum follikiilleri, korpus luteum, akciger alveolar hiicreleri, renal glomeriil
visseral epitel hiicreleri, bobrek proksimal tiibiil hiicreleri, adrenal korteksin tiim hiicreleri,
Leydig hiicreleri, aktive makrofajlar, arteriolleri g¢evreleyen fibroblastlar, bronsiyal ve

koroid pleksus epitel hiicreleri, hepatositler gibi viicutta birgok farkli hiicrede sentezlenir.

VEGF; postnatal damarlanma, yara iyilesmesi, kanser, romatoid artrit, retinada yeni
damarlanma ve kalp damar hastaliklar1 olmak iizere ¢ok sayidaki patofizyolojik durumlarda
onemli gorev almaktadir. VEGF, erken vaskiiler gelisimden tiip formasyonu olusumuna
kadar etkili bir maddedir. VEGF anjiyogenezde;

1. Nitrik oksit (NO) salinimini indiikleyerek damar permeabilitesini arttirir,
2. Bazal membran ve matriks yikimini artirir,
3. Anjiyopoietinler sayesinde endotel hiicrelerin farklilasmasinda ve maturasyonunda rol

oynar [52].

2.9.2. Epidermal biiyiime faktorii (Epidermal growth factor, EGF)

Epidermal biiyiime faktorii (EGF) birgok memeli tiiriiniin doku ve viicut sivilarinda bulunan,
6 kDa agirliginda polipeptit yapili, 53 aminoasitten olusmus mitojenik bir polipeptitdir. EGF
ilk kez 1962 yilinda Dr. Stanley Cohen tarafindan erkek fare submandibuler tiikiiriik
bezinden izole edilmistir [53]. EGF, biyolojik etkilerini bir transmembran protein olan EGF
reseptorii (EGFR) araciligr ile gostermektedir. EGF’nin akciger, mide, duodenum, pankreas,
bobrek, hipofiz bezi, tiroid bezi, meme bezi, yumurtalik, uterus ve plasenta epitel hiicreleri
ile endotel, mezodermal, fibroblast, diiz kas hiicrelerinde, korneada, lenste, ince bagirsak
epitelinde, astrositlerde ve gliya hiicrelerinde reseptorleri bulunmaktadir [54].EGF’nin
etkileri hakkinda yapilan ¢alismalarin ¢ogu, mutant fareler ile gergeklestirilmistir. EGFR
eksik farelerde deri, akciger, mide-bagirsak kanali epitelinde defekt, coklu organ yetmezligi
ve norodejenerasyon gelistigi gozlemlenmistir.Bu farelerin dogumdan sonraki ilk bir ay
icinde ise 6ldigi bildirilmistir [55, 56]. EGF nin, antienflamatuar, antiapoptotik, nérotrofik

ve noroprotektif etkileri in vivo ve in vitro cgalismalar ile desteklenmistir [57].Yara
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iyilesmesini hizlandirmak i¢in potansiyel olarak incelenen biiylime faktorlerinden biridir.
Ayn1 zamanda bir sitokin olan EGF, embriyojenezis, yeni kan damarlarun olugmasi ile doku

ve vaskiiler sistemin tamirinde 6nemli fonksiyonlara sahiptir [58].

2.9.3. Fibroblast biiyiime faktorii (Fibroblast growth factor, FGF)

Fibroblast Biiyiime Faktorii 28 iiyeden olusan biiyiik bir ailedir. izoelektrik noktalarinin
farkli olmasi1 nedeniyle asidik(aFGF) ve bazik(bFGF) olmak fizere iki tip FGF
tamimlanmistir. Mezenkimal hiicreler igin mitojen 6zelliktedir. Endotel proliferasyonu ve
motiliteyi arttirarak neovaskiilarizasyonu hizlandirmasiyla anjiyogenezde rol oynar. FGF
yaralanma ardindan ilk ii¢ giinde anjiyogenezden sorumludur. Ayrica heparinin etkilerini
giiclendirmek, Kkollajen sentezini uyarmak, yaranin kontraksiyonunu ve epitelizasyonu
saglamak ve fibronektin ve proteoglikan sentezini uyararak adhezyonu kolaylastirmak gibi
onemli gorevleri vardir [59]. Hem in vivo hem de in vitro calismalarda FGF’ in bazal
membranla iliskili oldugu gosterilmistir. Hiicre kiiltlirlerinde yapilmis bir dizi yaralanma

modellerinde FGF’nin serbest birakilabildigi gosterilmistir [60].

2.10. Apoptotik ve Nekrotik Etki

Sessiz, inflamatuvardan bagimsiz ve bagisiklik sistemini harekete gecirmeyen hiicre 6liimii
tipi “apoptoz” olarak adlandirilir. Eger bir organizmada bir hiicreye ihtiya¢ duyulmadiysa,
hiicre i¢i haberci sistemleri aktive edilir ve o0 hiicrede programlanmig hiicre 6liimi sinyali
baslatilir. Bu siire¢ programlanmis hiicre 6liimii ya da yunanca yaprak dokiimii anlamina
gelen apoptoz olarak adlandirilir [61]. Apoptoz; gelisim, dokularda hiicre popiilasyonun
korunmasi ve yaslanma gibi hemostatik bir mekanizmanin saglanmasi amaciyla fizyolojik

olarak meydana gelir.

Apoptotik hiicre oliimiine alternatif yol nekrozdur. Nekroz, apoptoz ve otofaji
ozelliklerinden yoksun olan ve genellikle kontrolsiiz olarak kabul edilen bir hiicre 6liimii
tirti olarak tanimlanmustir. Is1, radyasyon, hipoksi veya diisiik dozlarda sitotoksik antikanser
ilaglara maruz kalma gibi baz1 yaralanma uyaran tiirleri apoptoza neden olabilir, ancak

uyaran tiirleri daha siddetli hale geldiginde nekroz ile sonuglanir [62].
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Calismamiz in vitro kosullarda yapilmis deneysel bir calisma olup, deneyler Saglik Bilimleri

Universitesi Giilhane Saglik Bilimleri Enstitiisii AR-GE Merkez Baskanlig1 Laboratuvarlari

ve Gazi Universitesi Tibbi Biyokimya AD. Laboratuvarlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.1. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Cizelge 3.1 de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal ve cihazlarin listesi

Cihaz Markasi
+4 °C Buzdolab1 Argelik
-20 °C Buzdolab1 Electroliix MF280
-80 °C Buzdolab1 Sanyo
Invert Mikroskop Leica DMIRB
Biyogiivenlik Kabini (2.seviye) Niive MN120
Su Banyosu Chicago Surgical and Electrical 1170
Santrifiij Niive NF815
CO2 'li inkiibator Sanyo MCO-18AIC
Vorteks Niive NM10
Otomatik pipetler Biologix
Dondurma tiipleri (Croyogenic Vial) Corning
Hassas Terazi Adventurer Pro
Kuru buz makinas1 AF 80/ Scatsman
Eliza plak okuyucu Biotek Synergy HT
20 °C Buzdolabi Bosch
+4 °C Buzdolabi MD 294
RT-PCR cihaz1 Roche Lightcycler 1,5
Vorteks cihazi Thermo
Thermal Cycler BioRad T100
Santrifiij Sigma 2-16 KL

Hiicre sayim lami

Siringa filtreleri (0.22 pum)

6 ve 12 kuyucuklu petri

96 kuyucuklu plaka

75 cm2 hiicre biiyiitme kaplar1

25 cm2 hiicre biiyiitme kaplar1

Serolojik Pipet Tabancasi

Dondurma tiipler (Croyogenic Vial)

15 ml Centrifuge Tube kapakli

50 ml Centrifuge Tube kapakli

1,5 ml Eppendorf tiip kapakli

Serologic pipetler (5ml), tek kullanimlik
Serologic pipetler (10ml), tek kullanimlik
Pipet Ucu (1-200 pL)

Pipet Ucu (100-1000 uL)

Siringa filtreleri (0.22 pum)

Lam

Lamel

Neubauer Haemocytometry
Sartorius Minisart
Costar

Costar

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Biologix

Corning

Costar

Costar

Costar

Greiner Cellstar
Greiner Cellstar
Biologix

Biologix
Sartorius Minisart
Isotherm

Isotherm
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3.2. Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeler

Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler Cizelge 3.2’ de sunulmustur.

Cizelge 3.2. Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler listesi ve marka-modeli

Kimyasalin Adi

Ticari Firmasi

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Fetal bovine serum (FBS)
L-Glutamine

Phosphate Buffered Saline (PBS)
Tripan mavi soliisyonu
Tripsin

Dimetilsiilfoksit (DMSQ)
u-Plate Angiogenesis 96 Well
Matrigel

Arginin

Penicilin

NaCl

Na2CO3

NaOH

Na-K Tartarat

CuSO4

Folin ciocalteu’s fenol
Bovine Serum Albumin
RPMI

Annexin V

Propidium iyodiir (PI)
[zopropanol

Etil Alkol Sigma

MTT (Thiazoly Blue Tetrazolium Bromide)

Total RNA izolasyon Solusyonu
Hybrid-R

Primerler

cDNA sentez Kiti

SYBR Green PCR SuperMix

Capricorn Scientific
Biological Insdustries
Capricorn Scientific
Sigma

Sigma

Capricorn Scientific
Applichem

Ibidi, Almanya
Corning, Amerika
Sigma

Capricorn Scientific, PS-B
Merck

Merck

Merck

Fluka Chemika
Merck

Merck

Aldrich

Capricorn Scientific
BD Cat no:556420
BD

Merck

Etil Alkol Sigma
Sigma

GeneAll RiboEX Kiti
GeneAll

EntiLink cDNA Sentez Kiti
EnTurbo

3.3. Tibbi Siiliiklerin Temini ve inceleme

Tibbi siiliik tiirlerinden Hirudo verbana érnekleri Tarim Bakanligi onayli ticari siiliik iiretim
ciftliginden (Farmedi Siiliik) temin edildi. Klorsuz musluk suyuyla dolu, iyi havalandirilmis
plastik kaplarda muhafazalar1 saglandi. Her 2-3 giinde bir diizenli olarak sular1 degistirilerek
bakimlar1 yapildi. Temin edilen tibbi siiliikklerin gerek teshislerinde gerekse morfolojik

ozelliklerin incelenmesinde “Kameral1 Stereozoom Mikroskop” kullanildi.
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3.3.1. Tibbi siiliik salgisinin elde edilmesi

Tiim siiliikler daha 6nce beslenmis olmasi ihtimaline karsilik yaklasik 3 ay siire ile ag
birakildilar. Stliikler suni hazirlanmis havuzlarda (90 x 40 x 60 cm, havuz suyunun derinligi
yaklagik 10 cm; sicaklik 22 ila 26 © C) tutularak, gdzlenip mikroskop altinda fotograflamalari
yapildi. Siiliikleri beslemek igin 37°C sicaklikta 0.07 M sodyum kloriir ve 0.0005 M arginin
iceren fagostimiilator soliisyonu hazirlandi [63]. Uzun siire a¢ birakilan siiliiklerin bu
soliisyonla beslenmeleri sagland1 (Sekil 3.1). Siiliikkler tamamen doyduktan sonra buz dolu
kaba batirilmis plastik test tiiptinde tutuldular. 15-20 dakikalik bir inkiibasyon periyodundan
sonra, siiliik tamamen felg edilerek, emdigi tiim soliisyonun siiliik tarafindan ¢ikarilmasi
saglandi. Ardindan, emilen ¢ozeltiden kalanini ¢ikarmak igin siiliik posterior ugtan anterior
uca dogru sikilarak sagim islemi yapildi. Salgisi alinan siiliikler, 15-30 dakika boyunca 1lik
suya (37 °C) batirilarak aktivitelerini yeniden kazanmalar1 saglandi. Siiliikklerden alinan sivi
0.22 um’lik filtreden gecirilerek 4°C'de 2500 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiij yapildi.
Daha sonra elde edilen siipernatant ¢alismalarimizda tibbi siiliik salgis1 adi ile kullanildu.
Toplanan ornekler bir stok olusturularak homojen olmasi saglandi ve eppendorflara

alikotlama yapilarak -20 °C’de 1siktan korunarak muhafaza edildi.

Siiliik salgr ekstraktinin yiiksek kalite ve miktarda toplanmasi i¢in yeni yontemler ve bunu
optimize etmek igin birgok arastirma yapilmistir. Yapilan arastirma sonrasinda siiliiklerden
elde edilecek salginin en yiiksek protein konsantrasyonunun 12-15 haftalik a¢lik zaman
diliminde oldugu gosterilmis [64].Biz de ¢alismamizi bu dogrultuda planlayarak siiliik

temininden sonra salgi elde etme siiresini bu zaman araliklarinda uyguladik.
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Sekil 3.1. Siiliiklerin beslenmesi

3.3.2. Tibbi siiliik salgi ekstraktinda protein tayini

Siiliik salg ekstraktinin total protein tayini Oliver H. Lowry ve ark. tarafindan bildirilen
Lowry yontemine gére yapilmistir [65]. Lowry protein tayini yapmamizdaki amag 6lglimiin
basit, hizl1 ve spesifikliginin yiliksek olmasidir. Hizli dlglimler, ¢calisma sirasindaki bekleme

zamanini azaltarak proteolizin olumsuz etkisini onler.

Bu yontemde iki farkli reaksiyon meydana gelir.

e  Birinci reaksiyon biiiret reaksiyonu olup Cu+2 iyonlarinin peptit azotlarina baglanmasi
ve Cu+1 iyonuna indirgenmesi asamasidir.

e Ikinci reaksiyonda ise indirgenmis olan Cu+1 iyonlarmin alkali kosullarda,
fosfomolibdik/fosfotungstik asit ¢ozeltisi (Folin-Ciocalteau reaktifi) ile proteinlerdeki
fenolik amino asitlerle (Tyr, Trp, Cys) tepkime vererek mavi renkli bir kompleks
olusturmasidir. Olusan rengin siddeti protein yogunlugu ile dogru orantili olup 750

nm’de spektrofotometrik olarak kuvvetli absorbansa sahiptir.
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Kullanilan reaktifler

A reaktifi: %2’lik Na2CO3 i¢inde 0,1 N’lik NaOH bilesigi

B1 reaktifi: %2’lik Na-K tartarat bilesigi

B2 reaktifi: %1°lik CuSO4 bilesigi

Folin ciocalteu’s fenol

Standart: 1 mg/ml bovine serum albumin (BSA) kullanilmistir.

C soliisyonu: 1 ml B1+ 1 ml B2+ 33 ml A soliisyonu ile olusturulmustur.

Folin reaktifi: 1 hacim Folin ciocalteu’s fenol + 1 hacim distile su ile hazirlanmistir.
Uygulama basamaklar1

1. Standart 1, standart 2, standart 3 olmak tizere 3 farkl: tiipe standartlar hazirlanir. Sirayla
10uL, 20 uL, 40 uLL BSA eklenir.

2. Ornek tiiplerine 10 pL numune eklenir. Kor tiipiine 100 uL distile su eklenir.

w

Standart 1’e¢ 90 uL, 2’ye 80 uL, 3’e 60 uL ve numunelere 90 uL olmak tizere distile su
eklenir.

Tiim tiiplere 2 mL C reaktifi ilave edilir.

Tiipler vortekslenir ve oda sicakliginda 30 dakika bekletilir.

Tiim tiiplere 200 pL. Folin-Fenol reaktifi eklenip ardindan vortekslenir.

Oda sicakliginda 45 dakika kadar bekletilir.

Absorbanslar 750 nm’de kore kars1 okutulur.

© ©o N o g bk

Protein miktarlar1 olusturulan standart kalibrasyon grafiginden yararlanilarak
hesaplanir. (Sekil 3.2)

Hesaplama

Protein miktari: (Numune Absorbansi / Standart Absorbansi) xstandart konsantrasyonu

Sonuglar pg/ml cinsinden hesaplanmstir.
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Salg1 Protein Standart Grafigi
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Sekil 3.2. Siiliik salgi protein standart grafigi

3.4. Cahismada Kullanmilan Hiicre Hatlar1

Calismalarda, ATCC firmasindan HUVEC (ATCC® CRL-1730™), mezenkimal kok hiicre
(ATCC® PCS500-012™) ve meme fibroblast (ATCC® HTB125) hiicre hatlar1 temin

edilerek kullanilmistir.

Cizelge 3.3. HUVEC hiicre hattina ait bilgiler

Hiicre: HUVEC (Human Umblical Veni Endothelial Cells)
ATCC Kodu: (ATCC® CRL-1730™),

Doku: Gobek bagi; Gobek bagi damari, damar endotel
Hiicre Tipi Endotelyal hiicre

Morfolojisi: Endotelyal

Hastalik: Normal

Organizma: Homo sapiens-insan

Biiylime 6zelligi: Adherent(yapisan)




ATCC Number: CRL-1730
Designation: HUV-EC-C

Low Desrasty Scmie Bt = 100urs n'ﬁ Scwe Dar = | OO

Sekil 3.3. HUVEC hiicre hatt1 goriintiisii

Cizelge 3.4. Meme fibroblast hiicre hattina ait bilgiler

25

Hiicre: Meme fibroblast

ATCC Kodu: (ATCC® HTB125)

Doku: Meme; Meme bezi

Hiicre Tipi: Epitelyal, miyoepitelyal hiicre
Morfolojisi: Fibroblast

Hastalik: Normal

Organizma: Homo sapiens-insan

Biiyiime 6zelligi: Adherent(yapisan)
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ATCC Number: HTB-12§
Designation: Hs 57885t

Low Denasy Scale Bar = V0uer  pagh Density Sesle Bar « 00U

Sekil 3.4. Meme fibroblast hiicre hatt1 goriintiisii

Cizelge 3.5. Mezenkimal kok hiicre hattina ait bilgiler

Hiicre: Mezenkimal kok hiicre

ATCC Kodu:( ATCC® PCS-500-012™)
Doku: Kemik

Hiicre Tipi: mezenkimal kok hiicre
Morfolojisi: ig seklinde, fibroblast benzeri
Hastalik: Normal

Organizma: Homo sapiens-insan

Biiyiime 6zelligi: Adherent(yapisan)
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Sekil 3.5. Mezenkimal kok hiicre hatt1 goriintiisii
3.5. Cahsmanin Asamalari
3.5.1. Hiicrelerin ¢oziilmesi

Hiicreler iiretici firma tarafindan prosediiriine uygun olarak soguk zincir ile laboratuvarimiza
ulastirildi ve ¢6zdiirme islemi uygulandi. Bunun igin hiicrelerin ¢6ziinmesi olana kadar
37°C’lik su banyosunda tutuldu. Coziinen hiicre siispansiyonu santrifiij tiipiine aktarilarak
5-6 ml %10 serumlu medyum ilave edildi ve 1000 rpm’de 5 dk kadar santrifiij edildi.
Siipernatant kismi atildiktan sonra dimetil siilfoksit (DMSO)’nun etkisinden kurtarmak
amaciyla tekrar 5-6 ml %10 serumlu medyumla 1000 rpm’de 5 dk daha santrifiij edildi.
Pellete az miktar %10 serumlu medyum eklenerek medyum konulmus flasklara ekim

yapildi.
3.5.2. Hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Arastirmada HUVEC, meme fibroblast ve mezenkimal kok hiicre hatlar1 kullanildi.3 hiicre
hatt1 hiicreleri i¢in besi ortami, DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) besi yeri, %10
FBS (fetal bovine serum) ve %1 L-glutamin ve %1 penisilin-streptomisin eklenerek
¢ogaltildi. Hiicreler bu besi ortamini igeren 25 cm? ve 75 cm?’lik flasklarda, i¢ ortami %5
CO2, %95 hava karisimi ve nem igeren ve 37°C olan inkiibator i¢inde tutularak ve haftada 3
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kez rutin pasaj yapilarak tretildi. Caligmamizda kullandigimiz tiim hiicre hatlar1 adherent
(zemine yapisarak ¢ogalan) kiiltiir 6zelliginde oldugu icin hiicre kiiltiir kaplar1 yatay bir
sekilde konumlandirilarak inkiibe edildi. Hiicre pasajlari i¢in laminar akim kabini, hiicre
kiiltiirleri incelemeleri igin invert mikroskop, stoklarin depolanmasi igin -80°C derin

dondurucu kullanildi.

3.5.3. Hiicrelerin cogaltilmasi ve pasajlanmasi

Hiicreler, 25 cm?’1ik flasklara aktarildiktan sonra mikroskop altinda degerlendirildi. %5 CO2
ve 37°C sicakliktaki etiivde steril sartlarda inkiibe edilerek hiicrelerin gogaltilmasi saglandi.
Hiicreler, 25 cm?’lik flasklarda 7ml, 75 cm?’1ik flasklarda ise 14 ml %10 FBS iceren DMEM

medyumu igerisinde tiretildi.

Bu islem i¢in; flasklar icerisinde hiicreler %80-90 yogunluga ulasinca ortamdan medyum
uzaklastirildi. Hiicrelerin iizerine %0,05°lik tripsinden kiiciik flasklara (25 cm?) 1-2 ml,
biiyiik flasklara (75 cm?) 3-5 ml eklenerek, 37°C’lik CO2 etiivde bekletildi ve hiicrelerin
zeminden ayrilip ayrilmadiklar1 kontrol edildi. Yiizeyden ayrilan hiicrelerde tripsini
uzaklastirmak i¢in ayn1 miktarda FBS ilave edilerek tripsinin etkisi bloke edildi ve steril
falkona toplanan hiicreler 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant
ortamdan uzaklastirildi. Uygun hacimde medyumla siispanse edilen hiicreler medyum
konulmus flasklara ekildi. Flasklar 37°C’lik %5 CO2’li etiive inkiibasyona kaldirildi.

3.5.4. Hiicre sayimi

Toplam hiicre siispansiyonu igindeki canli hiicre sayisini tespit etmek i¢in Thoma lami
(hematositometre) kullanldi. Eppendorf tiipiinde 10ul Trypan mavisi ve 10 pL hiicre
slispansiyonunu pipetaj yaparak karistirildi ve oda 1sisinda 5 dakika bekletildi. Hazirlanan
karisim Thoma laminin her iki bolmesine 10 pL olacak sekilde paylastirildi. invert
mikroskop kullanilarak 16 esit kareden olusan Thoma laminin 4 bdlmesinde bulunan
hiicrelerin ortalamasi almip sayma islemi gerceklestirildi (Sekil 3.6.). Olii hiicreler mavi
boyanirken canli hiicreler boyanamayacaktir. Mikroskop yardimiyla 10x objektif
kullanilarak canli (boyay1 absorbe etmemis) ve cansiz (boyayi absorbe etmis) hiicreler

sayildi.
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Iml’deki hiicre sayisi=Sayilan hiicrexSulandirma Kkat sayis1 (Trypan blue) x10%(Thoma

laminin hacmi) gore hesaplandi.

Sekil 3.6. invert mikroskop ve Thoma lami goriintiisii

3.5.5. Hiicrelerin dondurulup saklanmasi

Dondurarak saklama islemi, hiicrelerin ¢ogaltilmasi esnasinda ihtiya¢ durumuna gore
planlandi. Dondurma islemi hiicrelerin canliliginin devam etmesi agisindan son derece
onemlidir. 3 hiicre hattimiza da ayn1 islemler uygulandi. Pasajlama sirasindaki basamaklara
benzer sekilde hiicreler once tripsinle kaldirildi. Santrifiij islemi yapildi ve sonrasinda elde
edilen pelet medyum (%20 FBS, %10 DMSO igeren) ile homojenize edilmesi saglandi.
Ardindan canlilik kontrolii ve hiicre saymmi icin &rnek alindi. Ornege, tripan mavisi
eklenerek hematositometre kullanilarak invert mikroskopta incelendi. Daha onceden
hazirlanmis olan ve %20 FBS, %10 DMSO igeren dondurma medyumu ile hiicreler 0°C’ye
dayanikli Kriyo tiiplere alindi. Bu islemler buz tizerinde gergeklestirildi. Hiicrelerin i¢indeki
suyu korumak amaciyla bu islemde yavas dondurma modeli uygulandi. Tedarikgi firmanin
dondurma prosediiriinii uygulanarak, -80°C de derin dondurucuda muhafaza edilmesi

saglandi. En sonunda da -196 °C’deki sivi azot tanklarinda muhafaza edildi.
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3.6. Hiicre Kiiltiiriinde MTT Testi ile Hiicre Canhihg ve Proliferasyonunun
Degerlendirilmesi

Giintimiizde en yaygin kullanilan hiicre canliligi, proliferasyon ve sitotoksisite belirleme
yontemlerinin basinda MTT testi gelmektedir. Mosmann tarafindan 1983’te gelistirilen
yontem, hiicre canlilig1 testlerinin “altin standart1” olarak adlandirilmaktadir [66]. MTT sar1
renkli bir formazan tuzdur ve kimyasal yapisi Sekil 3.7°de gosterilmistir. 3-4,5-dimetil-
tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi, genellikle hiicre canliligini 6lgmek igin
kullanilan bir yontemdir. Mitokondrilerde bulunan dehidrogenazlarin aktivitesini hizli bir
sekilde olger. Prolifere olan hiicrelerin tetrazolyum ile formazan iirtinleri olusturmasi esasina
dayanir ve olusan renk degisimi absorbans ol¢timii ile degerlendirilir. Hiicre canlihigi
kayboldugunda mitokondriyal fonksiyon ve sonug olarak tetrazolyum tuzunu formazan
kristallerine ¢evirebilme yetenegi azalir. Birgok hiicrede hiicre sayisi ile orantili bir sekilde
formazan miktari degisir ve bu miktar degisimiyle hiicre canlilig1 tespit edilir [67]. Olusan
bu kristaller dimetil siilfoksit (DMSQO)’da veya izopropil alkolde ¢6ziiniir. Daha sonra hiicre
canlilig1 spektrofotometrik olarak belirlenir ve uygulama yapilmayan hiicrelerin canliligi
%2100 kabul edilerek, uygulama yapilan hiicrelerin canliligi bu hiicrelere gore yiizde (%)

olarak belirlenir.

Sekil 3.7. MTT’nin kimyasal yapisi

3.6.1. MTT testi

Tibbi siiliik salgi ekstraktinin hiicre hatlar tizerindeki olasi sitotoksik etkisi MTT Kkiti ile

tiretici firmanin prosediiriine gore uygulandi. Tibbi siiliik salgis1 koyulmayan hiicre grubu
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kontrol grubu olarak se¢ilmistir.24 ve 48 saatlik maruziyet sonrasinda, kuyucuklara DMEM
icerisinde hazirlanmis 20 pl MTT soliisyonu (%5°lik) eklenmistir. Kiiltlir kabindaki hiicreler
3 saat 37 °C’de inkiibatorde bekletilmis ve daha sonra igerisinde MTT soliisyonu bulunan
besi yeri aspire edilmistir. Siire sonunda MTT ile olusan formazan kristallerini ¢ozmek igin
kuyucuklara 100’er uL isopropil alkol eklenerek 15 dakika inkiibasyon yapilmistir. Her bir
kuyucuk mikroplaka okuyucu ile 570 nm dalga boyunda okutulmustur (Sekil 2.5). Okunan
absorbans degerlerine gore hiicre canliligi ve sitotoksite diizeyleri su formiillere gore

hesaplanmustir:

Hiicre canliigi (%) = (Ortalama dogrulanmis muamele kuyucugunun absorbans

degeri/Ortalama dogrulanmis kontrol kuyucugunun absorbans degeri) X100.

Sitotoksisite (% Inhibisyon) = 100- (Ortalama dogrulanmis muamele kuyucugunun

absorbans degeri/Ortalama dogrulanmig kontrol kuyucugunun absorbans degeri) X100

Kontrol kuyucuklarindan elde edilen degerlerin ortalamast %100 canli hiicre olarak kabul
edilmistir. Muamele edilen kuyucuklardan elde edilen degerleri kontrol degerlere

oranlanarak yiizde olarak hiicre canlilig1 ve sitotoksisite degeri belirlenmistir.

Hiicrelerin 96 kuyucuklu plakaya 24 ve 48 saatler i¢in her bir kuyucuga 2x10* hiicre ekildi.
Kuyulara (kontrol kuyular1 harig) 24 ve 48 saat i¢in tibbi siiliik salgi ekstraktinin seri
dilisyonla hazirlanmig (400 pg/ml, 200 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml) farkh

konsantrasyonlar1 uygulandi.

1. Kontrol kuyucuklarina 100 ul DMEM pipetlendi.

2. Hiicre kuyucuklarina 100 pl (%10 fetal bovine serum+ medyum igeren hiicreli medyum)
pipetaj yapilarak pipetlendi ve farkli dozlari ayarlanan 100 upl Tibbi siilik salgi
ekstraktlar1 24 saat sonra pipetlenerek inkiibatore kaldirildi.

3. 24 ve 48 saat i¢in ayr1 ayri plakalar hazirlandi.

4. Gerekli zaman dilimleri doldugunda, 20 pul MTT soliisyonu multikanal pipetle tim
kuyucuklara pipetlendi. 3-4 saat %5 CO: inkiibatorde inkiibasyona kaldirildi.

5. Tim kuyucuklarin igerikleri nazikge multikanal pipetle aspire edildi.
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6. 100 pl 0,04 N isopropil alkol/HCI ¢ozeltisi tim Kkuyucuklara pipetlendi. (MTT
soliisyonu ile hiicrelerin reaksiyonu sonucu olusan formazan Kkristalleri isopropil
alkol/HCI ¢ozeltisi ile ¢oziiniir hale getirilir.)

7. Plate yaklasik 2 saat oda isisinda inkiibasyona birakildi.

8. Eliza readerda As7o nm-Aszonm’de absorbans dl¢timii yapild.

9. Sigma’nin MTT Kiti (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, Sigma) kullanildi.

Hucreler ekilir (5000, 10000
veya 20000 hiicre/plak)

Medyum aspire edilir. MTT
c¢ozeltisi eklenir.

Mitokondriyed
rediiktaz . 3 saat

MTT Formazan

Olusan formazan kristalleri
DMSO’da ¢gozunur.

\ Absorbans 570 nm’de okunur.

Hiicre canhhg: kontrole goére
yiizde olarak hesaplanir.

Sekil 3.8. MTT testinin yapilis semast
3.7. Yara lyilesme Modeli

Cizilme (strach) deneyi olarak da bilinen yara iyilesme modeli, in vitro iki boyutlu hiicre
migrasyonu arastirmak i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu yontemde, birlesen hiicrelerin tek
tabakasinda yapay bir bosluk olusturulup hiicrelerin hareketi mikroskop ile izlenmektedir.
Bu ¢alismada, fiziksel dislama veya hiicrelerin mekanik, termal veya kimyasal hasar yoluyla
alandan ¢ikarilmasiyla birlesik tek tabakada hiicresiz bir alan olusturulur. Hiicresiz alana
maruz kalma, hiicrelerin bosluga go¢ etmesine neden olur. Deneysel kosullar altinda toplu
hiicre gogiinii degerlendirmek ve 6lgmek i¢in uygun, kolay ve ekonomik bir yontemdir. Sekil

3.9’da yara iyilesme modelinin prosediirii 6zetlemektedir [68, 69].
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P .. 1. Kidttisr hazirlama ve hilcre ekimi

well plate

:
§
5
3
;

4. Veri analen

3, Mikroskoblk gorOnt(; yakalama ve veri toplama

Sekil 3.9. Yara iyilesme testinin prosediirii ve testin temel adimlari, 1) hiicre hazirlanmasi
ve hiicre ekimi; 2) hiicrelerde yara olusturma; 3) belirli zaman noktalarinda
mikroskobik goriintii yakalama ve bosluk ol¢timii yoluyla veri toplama 4) veri
analizi

6 kuyucuklu plakanin her kuyusuna 30000 hiicre/kuyucuk iceren 100 ul besi yeri eklenerek,
her kuyunun son hacmi 500 ul olarak belirlendi. 3 hiicre hattimiz i¢in ayr1 6 kuyucuklu
plakaya hiicre ekimi yapildi. Kuyulardaki hiicreler tabani tamamen kapatana kadar, yaklasik
48 saat inkiibatdrde bekletildi. inkiibasyon sonras1 kuyular 20 pl pipet ucu kullanilarak ayni
yonde diiz ¢izgi ¢izilerek olusturulan yara modelleri PBS ile yikandi. Kuyularin 0. saat
goriintiisti alindi. Kuyulara hazirlamis oldugumuz salgi konsantrasyonlari eklendi. 0.saatten
itibaren 48. saate kadar kuyularin goriintiileri alinip kayit edildi. Yara agikligi mesafesi um
olarak olgiildii. Yara iyilesme modelinde hiicre migrasyonu kuyulardaki 0. saatteki yara
acikligindan, 24. saatteki veya 48. saatteki yara aciklig1 ¢ikarilmasiyla hesaplanarak rolatif

hiicre motilitesi olarak ifade edildi.
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II

4

AR
Initial scratch wound (t,) Scratch wound at time X (t,)

(A—-B) *100%
A

% wound confluence =
A: i1k yara genisligi, B: Zamana baglh yara genisligi (0. 8.,24. ve 48.saatler).

Sekil 3.10. Yara kapanmasinin % hesaplamasi [70]

3.8. Real Time PCR(RT-PCR) ile Hiicrelerin Farkh Gen Ekspresyonlarin
Degerlendirilmesi:

Kantitatif Ger¢ek Zamanli — Polimer Zincir Reaksiyonu (RT-PCR). RT-PCR; DNA ya da
MRNA oGrneklerinin ¢ogaltilarak es zamanli olarak goriiniir hale getiren ve iriinlerin
miktarini tespit etmede kullanilan bir yontemdir. RT-PCR metodunun kullanimi ile gen
ekspresyonlarinin belirlenmesi ¢ok az miktarda biyolojik 6rnek kullanilarak giivenilir ve

hassas bir sekilde ortaya koyulabilmektedir.
3.8.1. RT-PCR éncesi hiicre kiiltiirii

Doku kiiltiir kaplar1 i¢inde hiicre kiiltiiri ile gogaltilan hiicreler ekilerek {izerlerine 1 ml
DMEM soliisyonu eklendi. Ornekler yaklasik 1x10° hiicre sayisina ulasana kadar inkiibe
edildi. Yeterli hiicre tiremesi saglandiktan sonra her bir 6rnekten alt1 kuyucuk olacak sekilde
24 saatin sonunda doku kiiltiir kabindaki hiicreler RNA izolasyonu igin 1,5 m1’lik eppendorf
tiiplerine alinarak 1300 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasi iistte
kalan siipernatant uzaklastirildi ve orneklere 500 pl PBS eklenerek -80 °C’de RNA
izolasyonu yapilana kadar bekletildi.
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3.8.2. mRNA izolasyon prosediirii

MRNA izolasyonu GeneAll Hybrid-R ve RiboEx Kiti kullanilarak yapildi. mRNA

izolasyonunda daha once hiicre kiiltiirii sonrasi PBS iginde -80 °C’de saklanan hiicre

ornekleri kullanildi. Hiicreler oda 1sisina gelene kadar bekletildi ve sonrasinda asagidaki

basamaklar izlendi.

10.
11.
12.
13.
14.

15.

1ml Riboex i 108 hiicre iceren hatlarin iizerine eklenip vorteks ya da pipetaj ile
karistirildi.

5 dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. (Bu adim, niikleoprotein komplekslerinin
tamamen ayrismasini saglar. Homojenize numuneler -70°C'de en az bir ay siire ile
saklanabilir.)

4°C'de 12.000 x g'de 10 dakika santrifiijlendi ve siipernatant1 yeni bir tiipe aktarildi.

1 ml RiboEXTM basina 0,2 ml kloroform eklenip, 15 saniye kuvvetlice ¢alkaland1 ve
daha sonra 2 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

12.000 x g'de 15 dakika 4°C'de santrifiijlendi, ardindan siipernatant1 temiz bir tiipe
aktarildi.

Numuneye Hybrid-R kitinde yer alan RB1 tamponundan 1 hacim eklendi ve santrifiij
etmeden ¢evirerek iyice karigtirildi.

Karigimin 700 ul'ye kadar1 spin kolona aktarildi.

Odada 1s1sinda 30 saniye boyunca > 10.000 x g'de santrifiijlendi.

Kolon yeni bir tiipe aktarild.

500 ul SW1 Odada 1sisinda 30 saniye boyunca > 10.000 x g'de santrifiijlendi.

Mini déndiirme kolonuna 500 ul tampon RNW eklendi.

Odada 1s1sinda 30 saniye boyunca > 10.000 x g'de santrifiijlendi.

Yeni bir tiipe spin kolonu aktarip 1 dakika boyunca > 10.000 x g'de santrifiijlendi.

Mini spin kolonundaki zar iizerine 50 ~ 100 ul RNAaz igermeyen su eklendi ve 1 dakika
beklendi.

Daha sonra oda 1sisinda 1 dakika boyunca > 10.000 x g'de santrifiijlendi.

Elde edilen mRNA sonuglar1t SYNERGYHL1 mikroplate reader da 6l¢iildii ve bir sonraki

calismaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.
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3.8.3. cDNA sentezi

MRNA molekiiliinden gen ekspresyon calismasi yapilabilmesi i¢in 6ncelikli olarak tek
zincirli RNA molekiiliiniin revers transkriptaz enzimi ile ¢ift zincirli hale getirilmesi
gerekmektedir. Bu islem i¢in EntiLink 1st Strand cDNA sentez kiti kullanilarak protokole
uygun olarak sentezlenmistir. Total RNA her bir 6rnege 2 ug\ ul olacak sekilde hesaplandi.
Her bir 6rnek i¢in toplam hacim 20 pl olacak sekilde 0,2 ml tiipler i¢inde BIO-RAD T100
Thermal Cyclerda ¢ogaltildi. 0,2 ml.’lik reaksiyon tiiplerine 2 ug RNA, 1 ul oligo (dT) ve
toplam hacim 13 pul olacak sekilde steril su eklendi. 65 C°de 10 dakika tutularak primer ve
MRNA’nin denatiirasyonu saglandi. Reaksiyon sonrasi elde edilen cDNA sentez islemi 95
C°de 5 dakika 1sitilip sonrasi buz tizerine alinarak tamamlandi. Elde edilen cDNA’lar -20
C°de saklandi.

3.8.4. RT-PCR

Elde edilen cDNA’dan master karisimi Ve niikleaz igermeyen su ile hedef gen EGF, VEGF
ve FGF, housekeeping gen olarak GAPDH RT- PCR cihazinda amplifiye edildi. Calisma 3
kez tekrar edildi. Elde edilen Ct (Crossing threshold) degerlerinin ortalamasi alindi. AACt
metoduna goére (6nce housekeeping gene daha sonra kalibratére gore normalizasyon)
ekspresyon diizeyleri belirtildi. Bu islemle birlikte her 6rnekte hedef genler ve housekeeping
gen duplike olarak amplifiye edilerek, hedef genlerin ortalama Ct degerleri housekeeping
genlerden ¢ikarilarak normalize edilmis olur. Ayrica yapilan tiim orneklerin median Ct
degerleri alinir ve bu kalibrator olarak kabul edilerek tiim degerlerin normalize edilmis Ct
degerleri (delta Ct), kalibratoriin delta Ct degerlerinden c¢ikarilir ve bu deger PCR
verimliligini temsil eden 2’ eksi kuvveti alinarak ekspresyon diizeyi belirlenir, boylelikle
deneyler arasindaki farkliliklarin da oniine gegilmis olur. Gen ifade diizeyi ¢alismalarinda
once AACt degerleri; sonra 2-AACt degerleri hesapland1 ve sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirildi. 2 -AACt kat ifadesidir.

Metod olarak rolatif kantitasyon yontemi kullanildi. Rolatif kantitasyon islemi i¢in SYBR
Green | kullanildi. Hiicrelerin RT-PCR ile gen ekspresyonlarinin degerlendirilmesinde
EnTurbo SYBR Green PCR Supermix Kiti ile protokole uygun olarak ve termal dongii cihazi
(Applied Biyosystem, Foster City, CA, ABD) kullanilarak gergeklestirildi.
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Real-Time PCR 1s1 dongiisii

95°C’de 1 dakika
95°C’de 15 saniye
60°C’de ldakika
72°C’de 30 saniye

olmak tizere 35 siklus olarak ayarlandi. VEGF, EGF ve FGF gen ckspresyonlarinin

Olctimleri yapildi.

3.8.5. RT-PCR’da kullanmilan primerler

Housekeeping gen olarak GAPDH kullanildi. Primer setleri Ncb1 ve Primer 3 siteleri
kullanilarak tasarlandi. Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI-Gen Bankasi) veri tabani
tizerinde bulunan primer-BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) dizi eslestirme
analizi ile tasarlanip degerlendirildi. Calismamizda tabloda belirtilen primerler kullanild:
(Cizelge 3.6.)

Cizelge 3.6. RT-PCR uygulamasinda kullanilan primerler dizisi

Gen (Transkript) Primer Sekanslar1 (5'-3")

GAPDH Forward GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC
GAPDH Reverse CAGAGTTAAAAGCAGCCCTGGT
FGF Forward AGTGTGTGCTAACCGTTACCT
FGF Reverse ACTGCCCAGTTCGTTTCAGTG
VEGF Forward AGGGCAGAATCATCACGAAGT
VEGF Reverse AGGGTCTCGATTGGATGGCA
EGF Forward GACAGGCCACCTCGTCG

EGF Reverse TGCGTGAGCTTGTTACTCGT

3.9. Flow Sitometri ile Apoptoz Testi (Annexin V/ Propidium Iyodiir Boyamasi)

Calismamizda Annexin V FITC Apoptosis Detection Kits (BD Pharmingen™ Cat. No:
556570) protokoliine uygun olarak asagidaki adimlar uygulandi. Oncelikle 3 hiicre hattina
ait hiicreler 5 x10° olacak sekilde T25 flasklara ekimi yapildi. Hiicreler %5 CO2 igeren 37
°C’ lik etiivde 24 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tibbi siiliikk salgist

caligmamizda kullandigimiz doz araliginda hiicreler iizerine uygulandi. Bir giin sonra
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hiicreler tripsinle muamele edilerek kaldirildi. Kaldirilan hiicreler 1500 rpm’ de 5 dakika
santrifiij edildi. Santrifiijden sonra siipernatant atildi ve pellet PBS (1ml) ile yikamasi
yapildi. PBS ile beraber tekrar 1500 rpm de 5 dakika kadar santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
siipernatant atildi. Pelletin tizerine 100 uL PBS eklenip karismalar1 saglandi. Hazirlanan
flow tiiplerinin igine 100uL hiicrelerden ilave edildi. Uzerlerine 100 pL 1x Binding buffer
(kit igerisinde bulunmakta) ilave edilerek ¢o6ziildii. Hiicrelerin tizerine 5 uLL FITC Annexin
ve 5uL Propidium Iyodiir (P1) boyalar1 eklendi. Ornekler vortekslendikten sonra karanlik
ortamda oda sicakliginda (25°C) 15 dakika bekletildi. Bekleme siiresi dolduktan sonra
orneklerin tizerine 400 pL 1x Binding buffer ilave edildi ve vortekslenerek Flow sitometri
cihazinda analiz edildi (Sekil 3.11).
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.-.3 .

sol.T w3 wd b W aof -2
FL1 Annexin V FITC-A

Sekil 3.11. Canli hiicrelerin ve apoptotik hiicre popiilasyonlarinin belirlenmesi

Analiz sonucunda apoptotik hiicre (Erken apoptotik hiicreler; Anneksin V pozitif- Pl negatif,
Geg apoptotik hiicreler; Anneksin V pozitif- PI pozitif), nekrotik hiicre (Anneksin V negatif-
PI pozitif ) ve canli hiicre (Anneksin V negatif- Pl negatif) popiilasyonlari karsilastirilip tibbi

stiliik salgisinin hiicrelerdeki apoptoz ve nekroza olan etkisi saptandi [61] (Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7. Anneksin V / Propidium Iyodiir saptanma sonuglar1

Anneksin V Propidium Iyodiir
Sagliklt hiicre popiilasyonu - -
Erken donem apoptotik hiicre profilasyonu + -
Geg¢ donem apoptotik hiicre profilasyonu
Nekrotik hiicre popiilasyonu -

3.10. istatistiksel Analiz

Tanimlayici istatistik olarak ortalama ve standart sapma (ort+ss) kullanilmistir. Verilerin

normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile kontrol edilmistir.

Ikiden ¢ok grup ortalamalarinin karsilastirilmasinda Tek yonlii varyans analizi (One-way
ANOVA), iki bagimsiz grup ortalamasinin Kkarsilastirilmasinda Student’s t testi
kullanmilmistir. ANOVA sonucunda istatistiksel anlamlilik bulunmasi durumunda farkin

kaynagini bulmak i¢in ¢oklu karsilastirma testi olarak Bonferroni diizeltmesi kullanilmustir.

IBM SPSS 21 (IBM SPSS Inc, Chicago, IL) paket programi ile veriler analiz edilmistir.
Istatistiksel anlamlilik seviyesi 0,05 olarak alinmistr.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Yontemi ile Hiicre Canlhiligimin Belirlenmesi

4.1.1. Tibbi siiliik salg1 ekstraktinin HUVEC hiicre hatt1 iizerine 24 -48 saat etkisinin
MTT testi ile belirlenmesi

HUVEC hiicre hattina uygulanan farkli dozlardaki tibbi siiliikk salgi ekstraktlarinin MTT

sonuglarinin absorbans ortalamalar: tek yonlict ANOVA ile degerlendirilmistir.

HUVEC hiicre hattina uygulanan farkli dozlardaki tibbi siiliik salgi ekstraktinin 24.saatteki
MTT absorbans ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugu goriilmiistiir
(p<0,001). Anlaml1 farkin kaynagini bulmak igin Post-hoc testi olarak Bonferroni diizeltmesi
kullanilmistir. 24.saatteki doz gruplarina ait absorbans ortalamalarmin (400 pg/ml
(0,75+0,03), 200 pg/ml (0,87+0,03), 100 pg/ml (0,78+0,03), 50 ug/ml (0,87+0,04)) kontrol
grup absorbans ortalamasindan (1,18+0,05) anlamli derecede diisiikk bulunmustur (p<0,001).

HUVEC hiicre hattina uygulanan farkli dozlardaki tibbi siiliik salgi ekstraktinin 48.saatteki
MTT absorbans ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugu goriilmiistiir
(p<0,001). Anlamli farkin kaynagini bulmak i¢in Post-hoc testi olarak Bonferroni diizeltmesi
kullanilmigtir. 48.saatteki doz gruplarina ait absorbans ortalamalarmin (400 pg/ml
(1,05+0,10), 200 pg/ml (1,12+0,03), 100 ug/ml (1,07+0,07), 50 ug/ml (0,92+0,05)) kontrol
grup absorbans ortalamasindan (1,45+0,09) anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,001).

Ayni gruba ait 24. ve 48. saatteki HUVEC hiicre hattt MTT absorbans ortalamalari bagimsiz
gruplarda t testi ile karsilastirlmistir. 48.saatteki gruplarin 24.saatteki gruplarla

karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,001).
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Cizelge 4.1. HUVEC hiicre hattina ait MTT absorbans sonuglarinin istatistiksel olarak

Karsilastirilmasi
HUVEC HUCRE GRUPLAR e
HATTI Kontrol 400 pg/ml 200 pg/ml 100 pg/ml 50 pg/ml p* degeri
(A) (B (©) (D) (E)
24 Saat p<0,001
Mean = SD (n=6) 1,18+0,05  0,75+0,03  0,87+0,03  0,78+0,03  0,87+0,04 ASB.C.D, E
48 Saat p<0,001
Mean = SD (n=6) 1,45£0,09  1,05+0,10  1,12+0,03  1,07+0,07  0,92+0,05 ASB, C. D, E
p** p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,035
*: Farkli dozlarda tibbi siiliik salgi ekstrakti uygulanan gruplara ait absorbans sonuglarimin kendi aralarinda
karsilastirilmasi
**. Ayn1 gruba ait 24 ve 48.saatteki absorbans sonuglarinin birbirleriyle karsilagtiriimasi
HUVEC
18
1,6
14
L 121
2 08 1 W 24 saat
o]
< 06 - = 48 saat
04
0,2
0 n
Kontrol 400 pg/ml 200 pg/ml 100 pg/ml 50 pg/ml
Dozlar

Sekil 4.1. HUVEC hiicre hattina ait 24. ve 48. saatine ait MTT sonuglarinin absorbans
grafigi

4.1.2. Tibbi siiliik salg1 ekstraktinin meme fibroblast hiicre hatt1 iizerine 24-48 saat
etkisinin MTT testi ile belirlenmesi

Meme fibroblast hiicre hattina uygulanan farkli dozlardaki tibbi siiliik salgi ekstraktlarinin

MTT sonuglariin absorbans ortalamalar1 tek yonlit ANOVA ile degerlendirilmistir.

Meme fibroblast hiicre hattina uygulanan farkli dozlardaki tibbi siiliik salgi ekstraktinin
24 saatteki MTT absorbans ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugu
goriilmistiir (p<0,001). Anlamli farkin kaynagini bulmak icin Post-hoc testi olarak
Bonferroni  diizeltmesi  kullanilmigtir. 24.saatteki doz gruplarmma ait absorbans
ortalamalarinin (400 pg/ml (0,69+0,07), 200 pg/ml (0,69+0,07), 100 pg/ml (1,22+0,13), 50
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pug/ml (0,75+0,24)) kontrol grup absorbans ortalamasindan (0,56+0,07) anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0,001).

Meme fibroblast hiicre hattina uygulanan farkli dozlardaki tibbi siiliik salgi ekstraktinin
48.saatteki MTT absorbans ortalamalar: arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugu
goriilmiistiir (p<0,001). Anlamli farkin kaynagini bulmak i¢in Post-hoc testi olarak
Bonferroni  diizeltmesi  kullanilmigtir.  48.saatteki doz gruplarmna ait absorbans
ortalamalarinin (400 pg/ml (0,41+0,03), 200 pg/ml (0,44+0,02), 100 pg/ml (0,63+0,05), 50
ug/ml (0,57+0,03)) kontrol grup absorbans ortalamasindan (0,35+0,07) anlamli derecede
yiiksek bulunmustur.100 pg/ml dozunun diger absorbans ortalamalarindan anlamli derecede

yiiksek bulunmustur(p<0,001).

Ayni gruba ait 24. ve 48. saatteki meme fibroblast hiicre hattt MTT absorbans ortalamalari
bagimsiz gruplarda t testi ile karsilastirillmistir. 24.saatteki gruplarin 48.saatteki gruplarla

karsilagtirildiginda anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,001).

Cizelge 4.2. Meme fibroblast hiicre hattina ait MTT absorbans sonuglarinin istatistiksel
olarak karsilastirilmasi

~ MEME GRUPLAR
FIBROBLAST Kontrol 400 pg/ml 200 pg/ml 100 pg/ml 50 pg/ml  P*degeri
HUCRE HATTI (A) (B) (©) (D) (E)
24 Saat Py
_ 0,56+0,07  0,69+0,07  0,69+0,07  122+0,13  0,75+0,24  A<B, C,D,
Mean £ SD (n=6) E
48 Saat CBC.r
g 0355007 041x003 0442002  0,630,05  0,57:0,03 A<B,C,D,
Mean + SD (n=6) E

p** p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,035

*: Farkli dozlarda tibbi siiliik salg1 ekstrakti uygulanan gruplara ait absorbans sonuglarinin kendi aralarinda
karsilastiriimasi
**. Aym gruba ait 24 ve 48.saatteki absorbans sonuglarinin birbirleriyle karsilagtiriimasi
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Sekil 4.2. Meme fibroblast hiicre hattina ait 24. ve 48. saatine ait MTT sonuglarinin
absorbans grafigi

4.1.3. Tibbi siiliik salg1 ekstraktimn mezenkimal kok hiicre hatti iizerine 24-48 saat
etkisinin MTT testi ile belirlenmesi

Mezenkimal kok hiicre hattina uygulanan farkli dozlardaki tibbi siiliik salgi ekstraktlarinin

MTT sonuglarinin absorbans ortalamalari tek yonliit ANOVA ile degerlendirilmistir.

Mezenkimal kok hiicre hattina uygulanan farkli dozlardaki tibbi siiliik salgi ekstraktinin
24 .saatteki MTT absorbans ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugu
goriilmiistiir (p<0,001). Anlamli farkin kaynagini bulmak i¢in Post-hoc testi olarak
Bonferroni  diizeltmesi  kullanilmistir.  24.saatteki doz gruplarma ait absorbans
ortalamalarinin (400 pg/ml (0,21+0,04), 200 ug/ml (0,28+0,05), 100 pg/ml (0,37+0,03), 50
ug/ml (0,38+0,05)) kontrol grup absorbans ortalamasindan (0,50+0,07) anlamli derecede
diisiik bulunmustur (p<0,001).

48.saatteki MTT absorbans ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugu
gorilmistir (p<0,001). Anlamli farkin kaynagin1 bulmak i¢in Post-hoc testi olarak
Bonferroni  diizeltmesi  kullanilmistir.  48.saatteki doz gruplarmma ait absorbans
ortalamalarinin (400 pg/ml (0,41+0,04), 200 pg/ml (0,4340,03), 100 pg/ml (0,52+0,06), 50
pug/ml (0,67+0,03)) kontrol grup absorbans ortalamasindan (0,7440,08) anlamli derecede
diistik bulunmustur (p<0,001).
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Ayni1 gruba ait 24. ve 48. saatteki mezenkimal kok hiicre hatt1 MTT absorbans ortalamalari
bagimsiz gruplarda t testi ile karsilastirnlmistir. 48.saatteki gruplarin 24.saatteki gruplarla

karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,001).

Cizelge 4.3. Mezenkimal kok hiicre hattina ait MTT absorbans sonuglarinin istatistiksel
olarak karsilastiriimasi

MEZENKIMAL GRUPLAR
KOK HUCRE Kontrol 400 pg/ml 200 pg/ml 100 pg/ml 50 pg/ml p*degeri
HATTI (A) (B) C) (D) (E)
24 Saat p<0,001
_ 0,50+0,07  0,21£0,04  0,28+0,05  0,37+0,03  0,38+0,05 A>B,C,D,
Mean + SD (n=6) E
48 Saat p<0,001
_ 0,74+0,08  0,41+0,04  043+0,03  0,52+0,06  0,67+0,03 A>B,C,D,
Mean + SD (n=6) E

p** p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,035

*: Farkli dozlarda tibbi siiliikk salg1 ekstrakti uygulanan gruplara ait absorbans sonuglarmin kendi aralarinda
karsilastiriimasi
**: Ayn1 gruba ait 24 ve 48.saatteki absorbans sonuglarinin birbirleriyle karsilagtirilmasi

Mezenkimal kok hiicre
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Kontrol 400 pg/ml 200 pg/ml 100 pg/ml 50 pg/ml
Dozlar

Sekil 4.3. Mezenkimal kok hiicre hattina ait 24. ve 48. saatine ait MTT sonuglarinin
absorbans grafigi

4.2. Yara Modelinde Proliferasyonun Belirlenmesi

Ters 151k mikroskobu (invert) ile fotograflar ¢ekilerek goriintiiler elde edildi. Elde edilen

goriintiiler kontrolle karsilastirilarak degerlendirildi.
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4.2.1. Tibbi siiliik salg1 ekstraktinin HUVEC hiicre hatt1 yara modeli bulgular:

Tibbi siiliik salgi ekstraktiyla olusturulan HUVEC hiicre hattinda yara modelinin 0., 8.,24.
ve 48. saatlerde invert mikroskop altinda fotograflar1 cekilerek gériintiiler elde edildi. /n
vitro yara modeli uygulamasinda 50 pg/ml uygulanan dozun kontrol grubunda oldugu gibi
48.saatte tiim alanlar1 hiicreler ile kapattig1 gdzlemlenmistir. Ozellikle 48.saatte yara
modelinde en hizli etkiyi gdsteren tibbi siiliik salgi ekstraktt dozumuz 50 pg/ml’dir.

Kontrol 400 pg/ml 200 pg/ml 100 pg/ml 50 png/ml

0. Saat :

8. Saat

24. Saat ¥

48. Saat

Sekil 4.4. Invert mikroskop ile HUVEC hiicre hattinda elde edilen yara modeli gériintiileri
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Sekil 4.5. HUVEC hiicre hattinda gruplara ait yara iyilesmesi grafigi
4.2.2. Tibbi siiliik salg1 ekstraktinin meme fibroblast hiicre hatti yara modeli bulgular:

Tibbi siiliik salg1 ekstraktiyla olusturulan meme fibroblast hiicre hatt1 yara modelinin 0., 8.
ve 24.saatlerde invert mikroskop altinda fotograflari gekilerek goriintiiler elde edildi. Farkli
dozlarda siiliik salgis1 uygulanan meme fibroblast hiicre hattinda 50 pg/ml dozunun 24.saatte
yara modelini kapattigin1 gozlemledik. Kontrol grubu ve diger dozlarda 24.saatte yara
bolgesinde bir miktar kapanma olmasma ragmen, 50 pg/ml dozunda oldugu gibi tam
kapanma oldugunu bulduk. meme fibroblast hiicre hattinda in vitro yara modeli

uygulamasinda en hizl etki gosteren doz 50 pg/ml’dir.
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0. Saat

8. Saat

24. Saat

Kontrol

400 pg/ml

200 pg/ml

100 pg/ml

S0 pg/ml

Sekil 4.6. invert mikroskop ile meme fibroblast hiicre hattinda elde edilen yara modeli

gorlintiileri.
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5
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e KOntrol
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Sekil 4.7. Meme fibroblast hiicre hattinda gruplara ait yara iyilesmesi grafigi
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4.2.3. Tibbi siiliik salgi ekstraktinin mezenkimal kok hiicre hatti yara modeli bulgular:

Tibbi siiliikk salgi ekstraktiyla olusturulan mezenkimal kok hiicre hatti1 yara modelinin 0., 8.
ve 24. saatlerde invert mikroskop altinda fotograflar1 cekilerek gériintiiler elde edildi. /n
vitro yara modeli uygulamasinda 50 pg/ml uygulanan dozun kontrol grubunda oldugu gibi
24.saatte tiim alanlar1 hiicreler ile kapattigi gdzlemlenmistir. Ozellikle 24.saatte yara
modelinde en hizli etkiyi gdsteren tibbi siiliik salgi ekstraktt dozumuz 50 pg/ml’dir.

Kontrol 400 pg/ml 200 pg/ml 100 pg/ml

0. Saat

8. Saat

24. Saat

Sekil 4.8. invert mikroskop ile mezenkimal kok hiicre hattinda elde edilen yara modeli
gorlintiileri.
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Sekil 4.9. Mezenkimal kok hiicre hattinda gruplara ait yara iyilesmesi grafigi

4.3. RT-PCR Gen Ekspresyonu Bulgulari

RT-PCR yontemi ile HUVEC, meme fibroblast ve mezenkimal kok hiicrelerinde
anjiyogenez ve Yyara iyilesmesinde sorumlu tutulan olast gen ekspresyonlari

degerlendirilmistir.

4.3.1. HUVEC hiicre hatti1 RT-PCR sonuglari

HUVEC hiicre hattinda farkli dozlardaki tibbi siiliik salgi ekstraktinin uygulanan gruplarda
ve kontrol grubunda RT-PCR ile elde edilen m RNA gen ekspresyonu ortalamalari

arasindaki fark tek yonlit ANOVA ile degerlendirilmistir.

Gruplarin FGF gen ekspresyonu olgiim ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

farkin oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Gruplarin EGF gen ekspresyonu dl¢iim ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli

farkin oldugu gériilmiistiir (p<0,05).

Gruplarin VEGF gen ekspresyonu 6lgiim ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

farkin oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Anlaml farkin kaynagini bulmak i¢in gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastiriimistir.200

pug/ml doz uygulamasina ait FGF, EGF ve VEGF gen ekspresyonlar1 ortalamasi kontrol ve
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diger doz ortalamalarindan anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05). Diger dozlar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin olmadig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.4. HUVEC hiicre hattinda RT-PCR gen ekspresyon sonuglarinin Karsilastirilmasi

HUVEC HUCRE GRUPLAR .
HATTI p degeri
Kontrol 400 pg/ml 200 pg/ml 100 pg/ml 50 pg/ml

FGF .
Mean + SD (n=3) L1740,06  1,1740,11  3,2541,59  1,26+£020  1,41£0,96  p<0.05
EGF 1,1840,08  0,80+0,65  4,0243,98  0,7140,53  1,18£0,51  p<0.05%**
Mean :l: SD (n:3) b b b 9 b 9 B 9 B 9 .
VEGF 1,11£0,09  2,2541,08  6,35+121  0,704034 1612021  p<0,05**

Mean £ SD (n=3)

*: 200mg/ml doz grubundaki FGF gen ekspresyonunun diger gruplarla karsilastirilmasi
**: 200mg/ml doz grubundaki EGF gen ekspresyonunun diger gruplarla karsilastiritlmasi
***: 200mg/ml doz grubundaki VEGF gen ekspresyonunun diger gruplarla karsilastirilmasi

Huvec RT-PCR

mRNA Eksprsyon seviyeleri
O P N W b U1 O N 00 ©

an BN Bkl ah

G

mKontrol ®400 pg/ml =200 pg/ml  ® 100 pg/ml

5

all

VEGF

m 50 ng/ml

Sekil 4.10. HUVEC hiicre hattina mRNA gen ekspresyon grafikleri

4.3.2. Meme fibroblast hiicre hatti1 RT-PCR sonuglari

Meme fibroblast hiicre hattinda farkli dozlardaki tibbi siiliik salgi ekstraktinin uygulanan

gruplarda ve kontrol grubunda RT-PCR ile elde edilen m RNA gen ekspresyonu ortalamalari

arasindaki fark tek yonlit ANOVA ile degerlendirilmistir.

Gruplarin FGF gen ekspresyonu olgiim ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

farkin oldugu gorilmiistiir (p<0,001).
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Gruplarin EGF gen ekspresyonu 6l¢iim ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

farkin oldugu goriilmiistiir (p<0,001).

Gruplarin VEGF gen ekspresyonu olgiim ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli

farkin oldugu goriilmiistiir (p<0,001).

Anlamli farkin kaynagini bulmak i¢in gruplar kendi aralarinda tek tek karsilagtirilmigtir.200

pug/ml doz uygulamasina ait FGF, EGF ve VEGF gen ekspresyonlar1 ortalamasi1 kontrol ve

diger doz ortalamalarindan anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,001). Diger dozlar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin olmadigi goriilmiistir.

Cizelge 4.5. Meme fibroblast hiicre hattinda RT-PCR gen ekspresyon sonuglarinin
Karsilastirilmasi
_ MEME GRUPLAR

FIBROBLAST p degeri

HUCRE HATTI Kontrol 400 pg/ml 200 pg/ml 100 pg/ml 50 pg/ml
FGF .
Mean + SD (n=3) 0,85+0,03 1,28+0,32 17,58+18,18 2,15+0,17 1,92+0,73 p<0.001
EGF ke
Moan+ SD (ne3)  LATE010 2885115 18126954 570:472 4785350  p<0.001
VEGF LII£0,04 292105  9,1582,08  4,04£2,19  23342,09  p<0,001%*

Mean £ SD (n=3)

*:200mg/ml doz grubundaki FGF gen ekspresyonunun diger gruplarla karsilastiriimasi
**:200mg/ml doz grubundaki EGF gen ekspresyonunun diger gruplarla karsilagtiriimasi
***: 200mg/ml doz grubundaki VEGF gen ekspresyonunun diger gruplarla karsilastirilmasi

40
35
30
25
20
15
10

mRNA Eksprsyon seviyeleri

FGF

Meme Fibroblast RT-PCR

P _ﬁEGFﬁﬁ —

m Kontrol  ®400 pg/ml 200 pg/ml  ®100 pg/ml

B 50 pg/ml

VEGF

]
C.

Sekil 4.11. Meme fibroblast hiicre hattina ait mRNA gen ekspresyon grafikleri
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4.3.3. Mezenkimal kok hiicre hattt RT-PCR sonuglari

Mezenkimal kok hiicre hattinda farkli dozlardaki tibbi siiliik salgi ekstraktinin uygulanan
gruplarda ve kontrol grubunda RT-PCR ile elde edilen m RNA gen ekspresyonu ortalamalari

arasindaki fark tek yonliit ANOVA ile degerlendirilmistir.

Gruplarin FGF gen ekspresyonu olgiim ortalamalari1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

farkin olmadig1 goriilmiistiir (p=0,726).

Gruplarin EGF gen ekspresyonu 6l¢iim ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkin oldugu gorilmistiir (p<0,001). Anlamli farkin kaynagini bulmak i¢in gruplar kendi
aralarinda tek tek karsilastirilmistir. Kontrol ve 200 pg/ml doz gruplarindaki EGF 6l¢iim
ortalamalarinin 400 ug/ml,100 pg/ml, 50 pg/ml grup ortalamalarindan anlamli derecede
yiiksek oldugu gorilmiistiir (p<0,001).

Gruplarin VEGF gen ekspresyonu &lgiim ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkin oldugu gortilmistiir (p<0,001). Anlamli farkin kaynagin1 bulmak i¢in gruplar kendi
aralarinda tek tek karsilastirilmistir. Kontrol grubundaki VEGF gen ekspresyonu olgiim

ortalamasinin 50 pg/ml doz grubundan anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,001).

Cizelge 4.6. Mezenkimal kok hiicre hattinda RT-PCR gen ekspresyon Sonuglarinin

Karsilastirilmasi

MEZENKIMAL GRUPLAR

KOK HUCRE p degeri

HATTI Kontrol 400 pg/ml 200 pg/ml 100 pg/ml 50 pg/ml

FGF _
Mean  SD (n=3) 0,87+0,06 0,60+0,22 0,81+0,26 0,49+0,41 0,68+0,62 p=0,726
EGF *
Mean =+ SD (n=3) 0,90+0,04 0,39+0,04 1,02+0,10 0,41+0,16 0,34+0,09 p<0,001
VEGF

**
Mean = SD (n=3) 0,89+0,71 0,41+0,11 0,52+0,17 0,54+0,35 0,24+0,09 p<0,001

*: Kontrol grubu ile 200 pg/ml dozunun diger dozlarla karsilastirilmasi
**: Kontrol grubu ile 50 pg/ml doz grubu arasinda diger dozlarla karsilastirilmasi
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Mezenkimal kok hiicre RT-PCR
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Sekil 4.12. Mezenkimal kok hiicre hattina ait MRNA gen ekspresyon grafikleri
4.4. Apoptotik Etkinin Belirlenmesi

Farkl1 dozlardaki tibbi siiliik salgi ekstraktinin belirlenen hiicre hatlari tizerinde apoptotik ve
Iveya nekrotik 6lim mekanizmast tizerinden etki gosterip gostermedigini tespit edebilmek
icin; uygulama yapilmayan (kontrol grubu) ve doz uygulamasi yapilan hiicreler flow

sitometri ile analiz edilmistir.

Apoptoz analizlerinde; Annexin V ve hiicre canlilik belirteci olan Propidium Iyodiir (PI)

boyasi ile ikili boyama yaparak erken/geg apoptotik hiicre ayrimi miimkiin olmaktadir.



4.4.1. HUVEC hiicre hattinda flow sitometri sonuglari
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Sekil 4.13. HUVEC hiicre hattina ait flow sitometri sonuglari
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Cizelge 4.7. HUVEC hiicre hattina ait flow sitometri sonuglarinin yiizde ifadeleri

Anrr'eLli;i/rE\C//Pl Canli Hiicreler Nekroz Erken Apoptoz Geg Apoptoz
Kontrol %99,9 %0 %0 %0
400 pg/ml %97,9 %1,8 %0,2 %0,1
200 ug/ml %97,5 %1,6 %0,6 %0,3
100 pg/ml %97,8 %2,1 %0 %0,1
50 pg/ml %98,4 %1,5 %0 %0,1

Flow sitometri analizinde HUVEC hiicre hattinda %100’¢ yakin hiicre canlilik or anlar
bulunmus olup hiicrelerin apoptoza ve/veya nekroza gitmedigi belirlenmistir. Boylece flow
sitometri galismamizla tibbi siiliik salgi ekstraktinin HUVEC hiicre hattinda proliferasyonun

inhibe etmedigini de gdostermis olduk.



56

4.4.2. Meme fibroblast hiicre hattinda flow sitometri sonuglari
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Sekil 4.14. Meme fibroblast hiicre hattina ait flow sitometri sonuglari

Cizelge 4.8. Meme fibroblast hiicre hattina ait flow sitometri sonuglarinin yiizde ifadeleri

Meme fibroblast

Anneksin \V/PI Canli Hiicreler Nekroz Erken Apoptoz Geg Apoptoz
Kontrol %98,4 %1,5 %0 %0,1
400 pg/ml %99,1 %0,8 %0,2 %0
200 pg/ml %98,1 %1,9 %0 %0,1
100 pg/ml %96,9 %2,3 %0,5 %0,3
50 pg/ml %99,1 %0,9 %0 %0

Flow sitometri analizinde meme fibroblast hiicre hattinda %100’e yakin hiicre canlilik

oranlari bulunmus olup hiicrelerin apoptoza ve/veya nekroza gitmedigi belirlenmistir.

Boylece flow sitometri galismamizla tibbi siiliikk salgi ekstraktinin meme fibroblast hiicre

hattinda proliferasyonun inhibe etmedigini de gostermis olduk.
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4.4.3. Mezenkimal kok hiicre hattinda flow sitometri sonuclar:
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Sekil 4.15. Mezenkimal kok hiire hiicre hattina ait flow sitometri sonuglari

Cizelge 4.9. Mezenkimal kok hiicre hattina ait flow sitometri sonuglarinin yiizde ifadeleri

Mezenkimal kok hiicre

Anneksin /Pl Canli Hiicreler Nekroz Erken Apoptoz Geg Apoptoz
Kontrol %95,1 %4,3 %0 %0,1
400 pg/ml %54,5 %45,5 %0 %0
200 ug/ml %75,6 %23,8 %0,3 %0,3
100 pg/ml %81,6 %18,4 %0 %0,1
50 pg/ml %78,3 %21,7 %0 %0

Mezenkimal kok hiicre Hattina ait Flow sitometri analizinde kontrol grubundaki hiicrelerde

%4,3 nekroz goriilmekle beraber apoptoz gorilmemektedir. Tibbi siilik Salgi dozlar

uygulanan mezenkimal kok hiicre hattinin flow sitometri analizinde doza bagl olarak

nekrotik etkinin arttig1 saptanmustir.
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5. TARTISMA

Tibbi siiliiklerin tiikiiriik bezleri 100’den fazla biyoaktif madde i¢cermektedir. Tibbi siiliik
tedavisi Tiirkiye ve tim diinyada geleneksel ve tamamlayic1 bir tedavi yontemi olarak
siklikla kullanilmaktadir. Giintimiizde tibbi siiliiklerin igerdikleri biyoaktif maddeler ve bu

maddelerin iyilestirici etkileri hakkinda bir¢ok ¢alisma yapilmaya devam etmektedir.

Bu calismada, tibbi siilik salgisinin; hiicre canliligi, yara iyilesmesi, apoptoz ve bu
etkilerden sorumlu olasi gen eckspresyonlarini incelemek amaglanmigtir. Bu amag
dogrultusunda HUVEC, meme fibroblast ve mezenkimal kok hiicre olmak {izere ti¢ farkli
hiicre hatti kullanilmistir. Calismamizda Hirudo verbana cinsi steril tibbi siiliikklerden
beslenme sonrast siilikk sagim yontemi ile salgi elde edildi. Bu salgidan Lowry yontemi ile
total protein konsantrasyonu tayin edilerek, seri diliisyon ile hiicre hatlarma uygulanacak

cesitli doz miktarlari (400 pug/ml1,200 pug/ml, 100 pg/ml ve 50pg/ml) ayarlandi.

Calismamizin ilk asamasinda farkli dozlarda tibbi siiliik salgi ekstrakti uygulanmis HUVEC,
meme fibroblast ve mezenkimal kok hiicre hattinda hiicre canliligi ve proliferasyonun
degerlendirilmesi igin MTT testi yaptik. Calisma igin secilen hiicre hatlarindaki hiicreler
once c¢ogaltildi, ardindan iretilen hiicreler iizerine belirlenen dozlarda siiliik salgisi

uygulandi. 24. ve 48. saat sonundaki MTT testi sonras1 absorbans degerlerini 6lgtiik.

Calismamizda farkli dozlarda siiliikk salgisi uygulanan HUVEC hiicre hattinda, 24.ve 48.
saatlerde tiim gruplara ait hiicre canliliginin kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik
oldugunu gozlemledik(p<0,001). 24 ve 48 saatlik MTT sonuglar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda tiim gruplarin 48.saatteki absorbanslarinin 24.saatteki absorbanslara gore

anlaml1 derecede yiiksek oldugunu bulduk(p<0,001).

Farkli dozlarda siiliik salgis1 uygulanan meme fibroblast hiicre hattinda, 24. ve 48. saatlerde
tim gruplara ait hiicre canliligi kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu
gozlemledik (p<0,001). 24 ve 48 saatlik MTT sonuglari kendi aralarinda karsilastirildiginda
tim gruplarin 24.saatteki absorbanslarinin 48.saatteki absorbanslara gore anlamli derecede
yiiksek bulduk (p<0,001). Ozellikle hem 24.saatteki hem de 48.saatteki en cok hiicre

proliferasyonuna sebep olan etkin doz 100 pg/ml’dir.
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Farkli dozlarda siiliik salgis1 uygulanan mezenkimal kok hiicre hattinda, 24.ve 48. saatlerde
tiim gruplara ait hiicre canliliginin kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik oldugunu
bulduk (p<0,001). 24 ve 48 saatlik MTT sonuglari1 kendi aralarinda karsilastirildiginda tiim
gruplarin 48.saatteki absorbanslarimin 24.saatteki absorbanslara gore anlamli derecede

yiiksek oldugunu gordiik(p<0,001).

Bu caligmada siiliik salgi uygulamasinin meme fibroblast hiicre hattinda hiicre
proliferasyonunu artirirken, HUVEC ve mezenkimal kok hiicre hattinda hiicre
proliferasyonunu azalttigi gozlemledik. Boylece MTT testinde siiliik salgisina verilen

yanitin; siiliik salgis1 dozuna, siireye (24. ve 48. saat) ve segilen hiicre hattina gore degistigi
tespit etmis olduk.

Amir Shakouri ve ark.’nin H. medicinalis tibbi siiliik salgisinin etkinligini degerlendirdigi
bir calismada, kanserli hiicre hatt1 olarak meme kanseri hiicre hattt (MCF-7) ve kontrol grubu
olarak HUVEC hiicre hatti kullanilmistir. Bu ¢alismada siiliik salgis1 direkt olarak ve
lipozomal form halinde hiicre hatlarina uygulanmistir. Uygulanan salgilarin 24. ve 48.
saatteki etkisine MTT testi ile bakilmustir. Ozellikle direkt siiliik salgisimin MCF-7 kanser
hiicreleri tizerinde %50 oraninda antitiimor aktivitesine sahip iken, lipozomal form siiliik
salgi uygulamasinda antitimor aktivite oran1 %97'ye yiikselmistir. Bunun yani sira
uygulamanin saglikli hiicre hattinda (HUVEC) %10 oraninda antiproliferatif etkiye sahip
oldugu gosterilmistir [71].Bu ¢alismada oldugu gibi bizim ¢alismamizda da farkli dozlarda

stiliik salgis1 uygulanan HUVEC hiicre hattinda antiproliferatif etki gézlemlenmistir.

Ahmet Merzouk ve arkadaglart H. malinensis tibbi siilikk salgisini kiigiik hiicreli akciger
kanseri hiicre hattt (SW1721) iizerine etkisini arastirmislardir. Bu ¢alismada siiliik salgisi
rutinde kullanilan farkli antikanser ilaglarla kombine edilerek kullanilmigtir. Calisma
sonucunda siiliik salginin antikanser ilaglarla kombine edilmesinin, tek basina antikanser ilag

uygulanmasina goére antitiimor aktivitesini anlamli derecede arttirdigi gézlemlenmistir [72].

Mohamed Hessein ve arkadaslar1 H. malinensis tibbi siiliik salgisinin prostat kanseri hiicre
hatt1 iizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada tibbi siiliik salgisinin kontrol grubuna gore

anti-timor aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir [73].
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Sanaz Mahmoudi ve arkadaslar1 H. medicinalis tibbi siiliikk salgisinin pankreas adacik hiicre
hatt1 iizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. MTT testi ile yiliksek doz siiliik salgisi
uygulanan pankreas adacik hiicrelerinde diisiik doz uygulama ve kontrol grubuna kiyasla
%20 oraninda daha fazla hiicre proliferasyonu gozlemlenmistir.Siiliik salgi uygulamasinin
hiicreler lizerine toksik etkisinin olmadigi, hem hiicre canlilig1 hem de insiilin sekresyonunun

korundugu belirtilmistir[74].

Lixu Xu ve arkadaslari Whitmania pigra’dan elde edilen siilik ekstraktlarinin farkli
formlarin1  insan endotel hiicre hattina (EA. Hy926) uygulayarak etkisini
degerlendirmislerdir.Yapilan MTT testinde 48.saatte siiliik salgisinin insan endotel hiicre
hatt1 iizerinde proliferasyona sebep oldugu gosterilmistir [75]. Bu g¢alismada, bizim
calismamizdan farkli olarak endotel hiicrelerinde proliferasyon gozlemlenmistir. ki
calismada da kullanilan hiicre hatt1 insan endotel hiicre hatt1 olup biz ¢alismamizda HUVEC
hiicre hatt1, Lixu Xu ve arkadaslari ise EA. Hy926 hiicre hatt1 kullanmistir. Siiligiin cinsi,

stiliik salgisinin dozu ve segilen hiicre hatti farkli yanitlarin sebebi olabilir.

Chien-Hao Wang ve arkadaslar siiliik ekstraktinin kalp miyokard hiicre hatt1 (H9C2) iizerine
etkisini arastirmiglardir. Calismada Angiotensin II’'nin (ANG 1) miyokard hiicreleri
tizerinde yaptig1 hipertrofi ve fibrozisin siiliik ekstrakti uygulamasi ile 6nemli derecede
azaldig1 gosterilmistir. Siilik ekstraktinin miyokard hiicre canliligini arttirip, ANG |l
etkisine bagli hiicre boyutlarindaki biiylimeyi azalttigt bulunmustur. Bu ¢alismanin
sonucunda kardiyak hipertrofi ve fibroz tedavisinde siiliik salg1 ekstraktinin etkili olabilecegi

hipotezi 6ne siirtilmiistiir[76].

Li Zhao’nun yaptigi caligmada H. medicinalis tibbi siiliikk salgisinda bulunan hirudinin
glioblastoma tiimorii hiicre hatlart (LN-229 ve U251) iizerine etkisini arastirmislardir. Bu
kapsamda hiicrelere hirudin uygulanmigs ve MTS testi ile hiicre canlilik oranlarina
bakildiginda artan  hirudin  konsantrasyonu ile hiicre canhiligmin azaldigi
gosterilmistir.Boylece hirudinin en dogal trombin inhibitorii olarak kullanilip,kanserde

terapotik potansiyel olarak kullanilabilecegi gosterilmistir[77].

Siiliik salgisinin hiicreler tizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirildigi ¢alismalar

incelendiginde, literatiirde olduk¢a farkli bulgular oldugu goriilmektedir. Segilen siiligiin
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cinsi, siiliikten elde edilen salgimin protein konsantrasyonu, MTT testinin yapildig: siireler

ve aragtirmacilarin segtigi hiicre hattina gore bulgularin degisebilecegini 6ngdrmekteyiz.

Calismamizin ikinci asamasinda farkli dozlarda tibbi siiliik salgi ekstrakti uygulanmis
HUVEC, meme fibroblast ve mezenkimal kok hiicre hattinda hiicrelerin migrasyon
yeteneklerini test etmek igin in vitro yara iyilesmesi modeli yaptik. Bu yontemde hiicrelerin
ekildigi kuyucukta orta hatta yapay bir bosluk olusturup hiicre kaybi saglanir. Bu boslugun,
cevre hiicrelerin migrasyon yetenekleri dogrultusunda ne oranda kapandigini belirlemek
esastir. Boylece olusturulan yara modelinde 0.,8.,24. ve 48.saatlerde invert mikroskopta yara

kapanmasina ait goriintiiler alinarak analizleri yapilir.

Calismamizda farkli dozlarda siiliikk salgis1 uygulanan HUVEC hiicre hattinda 50 pg/ml
dozunun 48.saatte yara modelini kapattigim1 gozlemledik. Siiliik salgisi uygulanmayan
kontrol grubu da 48.saatte yara modelini kapatmis olup, 50 pg/ml dozu ile ayn1 etkiye sahip
oldugu bulduk. Diger dozlarin etkisi incelendiginde 48.saatte yara bolgesinde azalma
gozlenmesine ragmen kapanma olmamistir. HUVEC hiicre hattinda in vitro yara modeli

uygulamasinda diger dozlara oranla en hizli etki gosteren doz 50 pg/ml’dir.

Farkli dozlarda siiliik salgis1 uygulanan meme fibroblast hiicre hattinda 50 pg/ml dozunun
24.saatte yara modelini kapattigin1 gozlemledik. Kontrol grubu ve diger dozlarda 24.saatte
yara bolgesinde bir miktar kapanma olmasina ragmen, 50 pg/ml dozunda oldugu gibi tam
kapanma olmadigin1 bulduk. meme fibroblast hiicre hattinda in vitro yara modeli
uygulamasinda en hizl etki gosteren doz 50 pg/ml olup, ikinci sirada en hizl etkin doz 100

pg/ml’dir.

Farkli dozlarda siiliik salgis1 uygulanan mezenkimal kok hiicre hattinda 50 pg/ml dozunun
24 saatte yara modelini kapattigini gézlemledik. Siiliik salgis1 uygulanmayan kontrol grubu
da 24.saatte yara modelini kapatmis olup, 50 pg/ml dozu ile ayni etkiye sahip oldugunu
bulduk. mezenkimal kok hiicre hattinda in vitro yara modeli uygulamasinda diger dozlara

oranla en hizl etki gosteren doz 50 pug/ml’dir.

In vitro yara modeli kisminda siiliik salgi uygulamasinin HUVEC, meme fibroblast ve
mezenkimal kok hiicre hattinda gesitli etkiler gosterdigini gozlemledik. Uygulanan siiliik

salg1 dozu diistiikge in vitro yara kapanma oraninin arttigi, doz ve yara iyilesmesi arasinda
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ters bir iligski oldugunu gozlemledik. 50 pg/ml dozunun kontrol grubuna goére ayni oranda
hiicre gogiline sebep oldugu veya kontrolden daha etkin proliferasyona neden oldugu
saptanmustir. 400 pg/ml, 200 pg/ml ve 100 pg/ml dozlarmin kontrol grubuna gore genel
olarak hiicre gogiinii azalttig1 yara iyilesmesini inhibe ettigini bulduk. Tibbi siiliik salgisinin
hiicre hatlar1 tizerine etki ederek ortama salgiladigi faktorlerle yara modelindeki etkiyi
gozlemledigimizi disiinmekteyiz. Bunlar bizim g¢alismamizdan ¢ikan bulgulardir, ancak
literatiirde saglikli hiicre hattiyla ilgili yapilmis bir ¢alisma goriilmemistir. /n vitro yara
iyilesme modellerinde kisitli sayida uyarana kisith sayida hiicre tipinin verdigi yanitlar
incelendigi i¢in hiicre hatlarinda salgi uygulamasi sonrasi aldigimiz yanitin farkliliginm

aciklama sebebimiz olabilir.

Amir Shakouri ve ark.’nin in vitro yara modelinde H. medicinalis tibbi siiliik salgisinin yara
modeli tizerindeki etkinliginin degerlendirildigi bir ¢alismada, kanserli hiicre hatt1 olarak
meme kanseri hiicre hatt1 (MCF-7) ve kontrol grubu olarak HUVEC hiicre hatti
kullanilmistir. Calismada 0.,24. ve 48. saatlerde yara modeline ait goriintiiler alinmigtir.
HUVEC hiicre hattina in vitro yara modeli i¢in her hangi bir dozda siiliik salgis1 verilmemis
olup sadece kontrol grubu amacglh kullanilmisti HUVEC hiicre hattinda 48.saatte yara
modeli tamamen kapanmis olup, MCF-7 hiicrelerinde yara modelinde higbir saatte kapanma
olmamigtir.Bu durum MCF-7 hiicre hattinda siiliikk salgisi uygulamasinin yara modelini

kapatmaya c¢alisan hiicre gogiinii baskiladigini gostermektedir[71].

Xinxin Pang ve arkadasglarinin yaptiklari ¢alismada siiliik salgisindan elde edilen hirudinin
renal anjiyopatisi olan diyabetik fare bobrek glomerul endotel hiicresi iizerine etkisi
incelenmistir. Anjiyopatisi olan diyabetik farelere ait glomeriiler endotel hiicre hattina
uygulanan hirudinin in vitro yara modelinde hiicre gogiinii inhibe ettigi goriilmiistiir[78]. Bu
calismaya benzer sekilde bizim ¢alismamizda da bir endotel hiicre tiirii olan HUVEC hiicre
hattt kullanilmistir. Ancak bu ¢alismada bizim g¢alismamizdan farkli olarak saglikli endotel
hiicreleri degil de hasar olusturulmus mikroanjiyopatisi olan hiicreler kullanilmistir. Bu
calismada kullanilan hirudinin in vitro yara modelindeki inhibe edici etkisinin bulunmasi

renal anjiyopati de hirudininin terapétik etkinligi oldugunu gostermektedir.

Tibbi siiliik salgist uygulamasiin in vitro yara modeli tizerindeki etkisini inceleyen
caligmalarin yani sira, tibbi siiliigiin in vivo yara iyilesme modeli {izerine etkisinin

incelendigi insan ve hayvan caligsmalari da literatiirde bolca bulunmaktadir.
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Kaveh Darabi ve arkadaslar siiliikk tedavisi ve topikal fenitoin (PHT) uygulamasinin hayvan
modelinde insizyonel cilt yara iyilesmesi tizerindeki etkisini arastirmiglardir. Wistar Albino
cinsi ratlar ve H. orientalis cinsi tibbi siiliik kullanilmistir. Tibbi siiliik ile tedavi edilen
gruptaki ratlarin yaralari topical fenitoin (PHT) uygulanan rat grubuna gore yara iyilesmesi

stireci anlaml1 derecede daha hizli ger¢eklesmistir[79].

Leili Amani ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada H. orientalis’ den elde edilen siiliik
ekstrakti, krem i¢ine katilarak farmasétik tiriin elde edilmistir. Ratlarda olusturulan cilt
kaybina baglhh vyarada, siiliik igerikli kremin vyara iyilesmesi tizerindeki etKisi
degerlendirilmistir.Siilik icerikli bu kremin epitelizasyon ve anjiyogenezi arttirdigi
gozlemlenmistir.Bu durum yara iyilesmesinde kullanilan farmasétik driinlere alternatif

olarak, sitiliik i¢erikli kremlerin de kullanilabilecegini 6ngormektedir [80].

Nair Harikrishna K.R ve arkadaslarinin yaptigi calismada agr1 ve yara iyilesmesi {izerinde
H. manillensis tibbi siiliik tedavisinin etkinligi gosterilmistir. Bu ¢calisma diyabete baglh yara
ve iilser kaynakli yaralari olan hastalarda gergeklestirilmistir.Hastalarin yara bolgelerine
direk siilik uygulandiktan sonra agrilarimi azaltmada ve perfiizyonu arttirmada tibbi

stiliiklerin etkili oldugu gosterilmistir [81].

C.Durrant ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada ¢ocuk hastada H. medicinalis tibbi siiliigii
uygulanmasinin yara iyilesmedeki etkisi incelenmistir. Hatali turnike uygulamasina bagl
serce parmaginda vendz iskemi olusan hastanin parmagina siilikk tedavisi uygulanmis,7.giin
sonunda hastanin parmaginda duyusal ve fonksiyonel parametrelerde iyilesme

gozlemlenmistir [82].

BW Mortenson ve arkadaslart H. medicinalis tibbi siiliigiiniin flep uygulamasi iizerindeki
etkisini incelemislerdir. Bisiklet kazas1 sonrasi burnundan yaralanan hasta ameliyat edilerek
flep uygulamasi yapilmistir. Ameliyat sonrasit 4 giinliikk siiliik tedavisi uygulanmis ve

sonucunda komplikasyonsuz tatmin edici iyilesme saglandig1 gozlemlenmistir.[83].

Literatiirde tibbi siiliik tizerinde yara modeli yapilarak, in vivo yara modeline siiliigiin verdigi

yanitin incelendigi ¢aligmalar da bulunmaktadir.
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Gianluca Tettamanti ve ark.’nin H. medicinalis siiliigiinii kullanarak yaptiklar in vivo yara
modeli ¢alismasinda siiliiglin fibroblastlarinin  yara iyilesmesi siirecindeki etkisi
arastirtlmigtir.  Siiliik tizerinde olusturulan yara modelinde iyilesme siirecinde siiliik
fibroblastlarimin kan damar agi olusumu ve yara iyilesme siirecinde aktif rol aldiklar
gosterilmistir [84].Bu ¢alismada oldugu gibi bizim ¢alismamizda da bir fibroblast tiirii olan

meme fibroblast hiicre hatt1 yara iyilesme modeline en iyi cevabi veren hat olmustur.

Francesca Cialdai ve arkadaslarinin H. medicinalis stliigiinii kullanarak yaptiklari in vivo
yara modeli ¢alismasinda mikro yergekimi ve trombositten zengin plazmanin (PRP) yara
iyilesmesi siirecindeki etkisi aragtirilmistir. Calisma sonucunda yer ¢ekiminin yara iyilesme
stirecini geciktirdigini, PRP tedavisinin ise yara iyilesme siirecinde yer ¢ekiminin neden

oldugu yara iyilesmedeki gecikmeyi 6nlemede etkili oldugu gésterilmektedir [85].

Calismamizin {giincii asamasinda farkli dozlarda tibbi siiliik salgi ekstrakti uygulanmis
HUVEC, meme fibroblast ve mezenkimal kok hiicre hattinda, yara iyilesmesi ve anjiyogenez
gibi etkilerden sorumlu oldugu diisiinilen VEGF, EGF ve FGF genlerinin mRNA

ekspresyon oranlarin1 RT-PCR ile analiz ettik.

HUVEC hiicre hattinda FGF, EGF ve VEGF gen ekspresyonlar1 gruplar arasinda
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugunu gordiik. Anlamli farkin
kaynagimi bulmak icin gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirdik. 200 pg/ml doz
uygulamasina ait FGF, EGF ve VEGF gen ekspresyonlar1 ortalamasini kontrol ve diger doz
ortalamalarindan anlamli derecede yiiksek bulduk(p<0,05).

Meme fibroblast hiicre hattinda FGF, EGF ve VEGF gen ekspresyonlar1 gruplar arasinda
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugunu gordiik. Anlamli farkin
kaynagimi bulmak icin gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirdik. 200 pg/ml doz
uygulamasina ait FGF, EGF ve VEGF gen ekspresyonlari ortalamasini kontrol ve diger doz

ortalamalarindan anlamli derecede yiiksek bulduk(p<0,001).

Mezenkimal kok hiicre hattinda EGF ve VEGF gen ekspresyonlar1 gruplar arasinda
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugunu gordiik. Anlamli farkin
kaynagini bulmak i¢in gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirdik. Kontrol ve 200 pg/ml
doz gruplarindaki EGF O&lgiim ortalamalarinin 400 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml grup
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ortalamalarindan anlamli derecede yiiksek oldugu gordiik(p<0,001). Kontrol grubundaki
VEGF gen ekspresyonu 6l¢iim ortalamasinin ise 50 pg/ml doz grubundan anlamli derecede
yiiksek bulduk (p<0,001).

Amir Shakouri ve arkadaslar1 H. medicinalis tibbi siiliik salgisinin timor anjiyogenezi
tizerindeki etkinligini degerlendirdigi bir ¢alismada meme kanseri (MCF-7) ve HUVEC
hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu ¢aligsmada siiliik salgist hiicre hatlarina uygulandiktan sonra
VEGF-A gen ekspresyon seviyelerine bakilmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan HUVEC
hiicre hatt1, siilik salgis1 uygulanmamis MCF-7 hiicre hatt1 ve siiliik salgis1 uygulanmis
MCF-7 hiicre hattinda VEGF-A gen ekspresyon oranlari sirastyla %42, %67 ve %29 oldugu
gosterilmistir. Burada tibbi siiliik salgi uygulamasi sonrast MCF-7 hiicre hattinda VEGF-A
gen ekspresyonlarinin istatistiksel olarak anlamli derecede diistiigli gosterilmistir [71] Bu
calismanin aksine bizim c¢alismamizda ozellikle meme fibroblast ve HUVEC hiicre
hatlarinda artis gozlenen gen ekspresyonlarinin kullanilan hiicre hattina bagh oldugunu
diistinliyoruz.Bizim g¢alismamizda saglikli hiicre hatlar1 kullanilmig olup,bu ¢aligmada

kanserli hiicre hatt1 kullanilmistir.

Xinxin Pang ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada siiliik salgisindan elde edilen hirudininin
renal anjiyopatisi olan diyabetik fare bobrek glomerul endotel hiicresi iizerine etkisi
incelenmistir. Bu ¢alismada anjiyogenez agisindan 6nemli olan VEGF protein ekspresyon
seviyelerine bakilmigtir. Anjiyopatisi olan diyabetik farelere ait glomeriiler endotel hiicre
hattina uygulanan hirudinin VEGF protein ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [78].
Bizim calismamizda tibbi siilik salgist saglikli hiicre hatlarinda gen ekspresyonlarini
arttirirken, bu caligmada saglikli olmayan hiicre hattt kullanilmasinin azalmis gen

ekspresyonlarindan sorumlu oldugunu diisiintiyoruz.

Nicolo Baranzini ve arkadaglarmin yaptiklari ¢aligmada H. verbana tibbi siiligiinden elde
edilen RNASET2 rekombinant proteinin insan fibroblast hiicre hatti (MRC5) tizerindeki
etkisi incelenmistir. Bu ¢aligmada anjiyogenez acisindan 6nemli olan kollajen 1o protein
ekspresyon seviyelerine bakilmistir. Rekombinant siiliik proteinin MRC5 hiicrelerinde
kollajen 1o protein ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdigi

gozlemlenmistir.[86].
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Tibbi siiliik salgis1 uygulamasinin VEGF, EGF ve FGF genlerinin anjiyogenez tizerindeki
etkisini inceleyen in vitro g¢alismalarin yani sira in vivo calismalar da literatiirde

bulunmaktadir.

Guo Yingxin ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada ratlarda dogal ve rekombinant hirudin
enjeksiyonunun VEGF gen ekspresyonu tizerine etkisi arastirilmigtir. Wistar cinsi ratlarin
dorsal bolgesinde deri flepi olusturularak dogal hirudin ve rekombinant hirudin uygulamasi
yapilmistir. VEGF mMRNA gen ekspresyonlar1 PCR ile analiz edilmistir. Dogal hirudin
uygulamasimin flep modelinde rekombinant hirudin uygulamasma gore VEGF gen
ekspresyonlarini istatistiksel olarak anlamli derecede arttirdig1 gosterilmistir. Dogal hirudin

uygulamasinin flep sag kaliminda daha etkili oldugu 6ngoriilmistiir. [87].

Kirchner ve arkadaslarinin ratlarla yaptiklar ¢alismada yara bolgesine rekombinant VEGF
uygulamasinin etkileri aragtinlmigtir. Genetik olarak diyabetik hale getirilmis farelerin
dorsal bolgesinde olusturulmus yaraya VEGF uygulamasiin iyilesme ve yara kapanma

tizerinde olumlu etkileri gézlemlenmistir [88].

Tibbi siiliik salgist uygulamasinin VEGF, EGF ve FGF genlerinin yara iyilesmesi ve
anjiyogenez flizerindeki etkisini incelemede direk tibbi siiliik {izerinde yapilan in vivo

calismalar da bulunmaktadir.

M. de Eguileor ve arkadaslarinin yaptiklari calismada H. medicinalis tibbi siiligii tizerinde
yara olusturularak omurgasizlardaki anjiyogenik siire¢ arastirilmistir. Siiliiklerin viicut
duvarinda olusturulan yaradaki anjiyogenetik etki imminokimyasal yontemlerle
incelenmistir.Sonu¢ olarak VEGF ve FGF gibi biiyiime faktor reseptorlerinin yara
bolgesindeki endotelyal hiicrelerde arttigi tespit edilmistir.Boylece siiliiklerin anjiyogenik

sliregte biiyiime faktorlerine omurgalilara benzer sekilde yanit verdigi gozlemlenmistir [89].

Gianluca Tettamanti ve ark.’nin yaptiklar1 calismada H. medicinalis tibbi siiliigii iizerinde
yara olusturularak fibroblastlarinin yara iyilesmesi siirecindeki etkisi aragtirilmistir.
Olusturulan yara modelinde iyilesme ile ilgili birtakim faktorler immiinokimyasal
yontemlerle incelenmistir. FGF biiyiime faktor reseptorlerinin yara bolgesindeki endotelyal
hiicrelerde arttig1 tespit edilmistir [84].
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Baska bir ¢alismada H. verbana siiligiiniin hiicre duvarina RNASET?2 enjeksiyonu yapilarak
bag dokunun verdigi yanit gbzlemlenmek istenmistir.Siiliikte kas liflerini gevreleyen bag
dokusunda fibroblast belirteci olan FGF gen ekspresyonu PCR yontemi ile analiz

edilmis,FGF gen ekspresyonlarinda 6nemli derecede artis oldugu gézlemlenmistir [86].

Tibbi siiliik salgisinin anjiyogenez ve yara iyilesmesi iizerine etkili oldugu diisiiniilen gen
ekspresyonlarinin degerlendirildigi calismalar incelendiginde, literatiirde oldukga farkli
bulgular oldugu goriilmektedir. Segilen siiliigiin cinsine, siiliikten elde edilen molekiile,
analiz edilmesi hedeflenen gen ekspresyonuna, arastirmacilarin sectigi hiicre hatt1 veya

arastirilmak istenen patolojiye gore bulgularin degisebilecegini 6ngérmekteyiz.

Calismamizin 4.asamasinda farkli dozlarda tibbi siiliik salgi ekstrakti uygulanmis HUVEC,
meme fibroblast ve mezenkimal kok hiicre hatlari tizerinde apoptotik veya nekrotik 6liim

mekanizmasi tizerinden etki gosterip gostermedigini flow sitometri ile gozlemledik.

Calismamizda HUVEC hiicre hattina tibbi siiliik salgis1 uygulamasinin ardindan yapilan
Flow sitometri analizinde%100’¢ yakin hiicre canlilik oranlari bulunmus olup hiicrelerin

apoptoza ve/veya nekroza gitmedigini belirledik.

Meme fibroblast hiicre hattina tibbi siilik salgisi uygulamasinin ardindan yapilan Flow
sitometri analizinde %100’e yakin hiicre canlilik oranlar1 bulunmus olup hiicrelerin apoptoza

ve /veya nekroza gitmedigi belirledik.

Mezenkimal kok hiicre hattina tibbi siiliik salgis1 uygulamasinin ardindan yapilan Flow
sitometri analizinde; uygulanan siiliik salgi dozu arttik¢a hiicrelerde nekrotik etkinin arttigini
bulduk. Doz ve nekroz arasinda dogru orantil bir iligski oldugunu gézlemledik. Tibbi siiliik

salgis1 uygulanan hiicrelerde apoptotik etkinin olmadigini fark ettik.

HUVEC ve meme fibroblast hiicre hatlarinda uygulanan salginin, hiicreleri apoptoz veya
nekroza siirtikledigi gézlemlenmezken, mezenkimal kdk hiicre igin durum ayni degildir. Bu
caligmayla Flow sitometri testinde siiliik salgisina verilen yanitin; siiliik salgis1 dozuna ve

secilen hiicre hattina gore degistigini tespit etmis olduk.

Literatiirde tibbi siiliikk salgi uygulamasinin apoptoz ve/veya nekroz iizerindeki etkisinin flow

sitometri ile in vitro olarak etkisini inceleyen ¢alismalar mevcuttur.
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Li Zhao’nun yaptgi caligmada H. medicinalis tibbi siililk salgisinda bulunan hirudinin
glioblastoma tiimortii hiicre hatlar1 (LN-229 ve U251) lizerine uygulanarak antineoplastik bir
ila¢ olup olmadigini arastirilmistir. Bu kapsamda hiicrelere hirudin uygulanmis ve Flow
sitometri ile Anneksin V boyamasi yapilarak hirudinin glioma hiicrelerini apoptoza

stiriikledigi gosterilmistir. [77].

Yang Shen ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada hirudinin mesane kanseri hiicre hatlari (EJ
ve J82) ve bu hatlardan elde edilen eksozomlar iizerindeki etkisi arastirilmistir. Hirudin
uygulamasi sonrasi yapilan flow sitometri analizinde her iki mesane kanseri hiicre hattinda

da apoptozun dnemli 6l¢iide arttigi gosterilmistir. [90].

Jiangying Zhu ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada insan mikrovaskiiler endotel hiicre
hatti (HMVEC) tizerine hirudin ve trombinin etkisi arastirilmistir. Hirudin, trombin ve bu
ikisinin kombinasyonunun hiicrelere uygulanmasi sonrasi flow sitometri analizi yapilarak
apoptoz arastirilmistir. Tek basina trombin uygulamasi hiicreler iizerinde apoptoz oranini
arttirirken, 6zellikle hirudinin trombin ile birlikte uygulanmasi sonras1 apoptoz oraninda

belirgin azalma gozlemlenmistir [91].

Li Yuanyuan ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢alismada H. nipponica tibbi siilik salgi
ekstraktinin insan retinoblastom (WERI-RB-1) hiicreleri {izerindeki inhibit6r etkisi
arastirilmistir. Tibbi siiliik salgi ekstraktinin hiicrelere uygulanmasi sonrast hiicre dongtisti
flow sitometri analizi ile arastirilmistir. Stilik 6ziitii, insan retinoblastom hiicrelerinin in

vitro proliferasyonunu, invazyonunu ve apoptozunu indiikleyebildigi gézlemlenmistir[92].

Liu Wei ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada ratlardan elde edilen dorsal kék ganglion
noronlarinda (DRGn) hirudinin oksidatif stres ve apoptoz tizerindeki etkisi arastirtlmistir.
Calisma sonucunda hirudin uygulamasinin hiicrelerde apoptoz oranlarin1 ve oksidatif stres

onemli Ol¢iide azalttigi gézlemlenmistir [93].

Siiliik salgisinin hiicreler iizerinde apoptoz ve/veya nekroz yapip yapmadiginin Flow
sitometri ile degerlendirildigi ¢alismalar incelendiginde, literatiirde oldukga farkli bulgular
oldugu goriilmektedir. Saglikli hiicrelerde siiliikk salgis1 ve siiliik salgisindan elde edilen
hirudin apoptozu azaltirken, kanser hiicrelerinde apoptozu arttirmaktadir. Siiliik salgis1 dozu

ve secilen hiicre hattina gore bulgularin degisebilecegini 6ngérmekteyiz.
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Calismamizin son asamasi olan tibbi siilikk salgi ekstrakti uygulanmis hiicre hatlarinda
anjiyogenez iizerine etkisini Tip Formasyon modeli ile in vitro ortamda
gerceklestirilmistir. 4 kez Tip Formasyon modeli tekrarlanmasina ragmen sonug
alinamamustir. Kullanilan malzemelerin bitmesi ve yeniden alim i¢in biitge saglanamadigi

icin tekrar1 bir daha yapilamamustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda in vitro ortamda saglikli hiicre hatlarina uygulanan tibbi siiliikk salginin
etkilerini arastirdik. Calisma kapsaminda hiicre hatlarinda hiicre canliligi, yara iyilesmesi,

apoptoz ve bu etkilerden sorumlu olasi gen ekspresyonlarina bakildi.

Tibbi siiliiklerin kendisinden ve salgilarindan elde edilen dogal veya sentetik organik
bilesikler gesitli bilimsel ¢alismalarda kullanilmaktadir. Bu kapsamda hem in vitro hem de
in vivo galismalar yapilmustir. Literatiirde siiliik salgisinin kanser hiicre hatlarinda antikanser
etkisini gostermek i¢in ¢esitili ¢alismalar yapilmis olup biz ise ¢alismamizda saglikli hiicre
hatlar1 kullandik. Bu kapsamda yeni bir potansiyel ajan olabilecegini diisiindiigiimiiz salgi
ekstraktiyla ilgili 6nemli veriler elde ettik. T1ibbi siiliik salgi ekstraktinin yara iyilesmesinde
rol oynayan hiicreler iizerinde doza bagh olarak, hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu
artttrmanin yanisira, yara iyilesmesinde rol oynayan proteinlerin ve biiyiime faktorlerinin
salimmini  sitimule ederek, yara iyilesmesi ve anjiyogeneze katki saglayacagi
diistiniilmektedir. Verilerimizin PCR ve flow sitometri gibi ileri analiz yontemleri ile

desteklenmesi de galismamiza ayri bir 6nem kazandirmstir.

Calismamizdan elde edilen verilerde kullandigimiz hiicre hattina gore farkliliklar
gozlenmektedir. Ayrica bizim ¢alismamizla literatiirdekiler arasinda da ¢esitli farkliliklar
vardir. Bunun sebebi olarak; secilen siiliigiin cinsi, siiliikten elde edilen salginin protein
konsantrasyonu ve arastirmacilarin sectigi hiicre hattina goére bulgularin degisebilecegini

gormekteyiz.

Yayinlanmig diger makalelere bakildiginda, ¢aligmamizda saglikli hiicrelerin kullanilmasi
ve bu hiicre hatlarinda bakilan parametrelerin ¢esitliligi agisindan arastirmamiz bir ilk teskil
etmektedir. Bahsedilen sonuglar ilk kez raporlanmakta ve daha sonraki calismalara kap1
aralamaktadir. Yine de tibbi siiliik salgisinin etki yolaklari ve molekiiler mekanizmalar: daha

detayl1 incelenip in vivo olarak desteklenmelidir.

Sonug olarak, bu in vitro ¢calismamiz ile elde edilen bulgular, ileride gerceklestirilecek olan
in vivo calismalar ig¢in Oncii veriler olusturmaktadir. Ayrica tibbi siiliikk salgisinin etki
mekanizmasi hakkinda mevcut literatiir bilgisine 6nemli katkilar saglamaktadir. Calismamiz

tibbi siiliik salg1 ekstraktinin; tibbi tedavilere ek yardimci ajan olarak kullanilabilecek umut
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vaad eden bir molekiil olabilecegini sunmaktadir. Siiliikk tedavisinin potansiyel terapotik
etkisini dogrulamak i¢in daha kapsamli alanlarda daha kesin metadolojilerle daha genis

alanlarda ¢alismaya ihtiyag oldugu kesindir.

6.1. Sonuclar

Bu tez ¢alismasinda tibbi siiliik salgisinin; hiicre canliligi, yara iyilesmesi, apoptoz ve bu
etkilerden sorumlu olas1 gen ekspresyonlarini incelemek amaglanmistir. Bu amagla MTT
testi, in vitro yara iyilesmesi deneyi, hiicrelerin RT-PCR ile m RNA gen ekspresyonlar ve

flow sitometri ile apoptoz/nekroz tayini yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore;

1. HUVEC hiicre hattina uygulanan farkli dozlardaki tibbi siiliik salgi ekstraktinin 24.ve
48. saatlerde tiim gruplara ait hiicre canliliginin kontrol grubuna gore anlamli derecede
diisiik oldugunu gozlemledik(p<0,001).

2. HUVEC hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik MTT sonuglar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda tiim gruplarin 48.saatteki absorbanslarinin 24.saatteki absorbanslara
gore anlamli derecede yiiksek oldugunu bulduk(p<0,001).

3. HUVEC hiicre hattina uygulanan in vitro yara modelinde 50 pg/ml dozunun kontrol
grubunda oldugu gibi 48.saatte tiim alanlar1 hiicreler ile kapattigini1 gézlemledik.

4. HUVEC hiicre hattinda FGF, EGF ve VEGF gen ekspresyonlar1 gruplar arasinda
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugunu gordiik. Anlaml farkin
kaynagin1 bulmak icin gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirildiginda, 200 pg/ml
doz uygulamasina ait FGF, EGF ve VEGF gen ekspresyonlari ortalamasint kontrol ve
diger doz ortalamalarindan anlamli derecede yiiksek bulduk (p<0,05).

5. HUVEC hiicre hattina tibbi siiliik salgis1 uygulamasinin ardindan yapilan Flow sitometri
analizinde%100’e yakin hiicre canlilik oranlart bulunmus olup hiicrelerin apoptoza
ve/veya nekroza gitmedigini belirledik.

6. Meme fibroblast hiicre hattina uygulanan farkli dozlardaki tibbi siiliik salgi ekstraktinin
24. ve 48. saatlerde tiim gruplara ait hiicre canliligi kontrol grubuna gore anlamli
derecede yiiksek oldugunu gozlemledik (p<0,001).

7. Meme fibroblast hiicre hattinda 24. ve 48. saatlik MTT sonuglar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda 24.saatteki absorbanslarinin 48.saatteki absorbanslara goére anlamli
derecede yiiksek bulduk (p<0,001).
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Meme fibroblast hiicre hattina uygulanan in vitro yara modelinde 50 pg/ml dozunun
24.saatte yara modelini kapattigini gézlemledik. Kontrol grubu ve diger dozlarda
24.saatte yara bolgesinde bir miktar kapanma olmasina ragmen, 50 pg/ml dozunda
oldugu gibi tam kapanma olmadigin1 tespit ettik. (p<0,001).

Meme fibroblast hiicre hattinda FGF, EGF ve VEGF gen ekspresyonlart gruplar
arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugunu goriilmiistiir.
Anlamli  farkin kaynagimi bulmak i¢in gruplar kendi aralarinda tek tek
karsilastirildiginda,200 pg/ml doz uygulamasina ait FGF, EGF ve VEGF gen
ekspresyonlar1 ortalamasi kontrol ve diger doz ortalamalarindan anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0,001).

Meme fibroblast hiicre hattina tibbi siiliik salgis1 uygulamasinin ardindan yapilan Flow
sitometri analizinde%100’e yakin hiicre canlilik oranlart bulunmus olup hiicrelerin
apoptoza ve/veya nekroza gitmedigini belirledik.

Mezenkimal kok hiicre hattina uygulanan farkli dozlardaki tibbi siiliik salgi ekstraktinin
24.ve 48. saatlerde tiim gruplara ait hiicre canliliginin kontrol grubuna goére anlamli
derecede diisiik oldugunu bulduk (p<0,001).

Mezenkimal kok hiicre hattina uygulanan farkli dozlardaki tibbi siiliik salgi ekstraktinin
24. ve 48. saatlik MTT sonuglar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda tim gruplarin
48.saatteki absorbanslarinin 24.saatteki absorbanslara goére anlamli derecede yiiksek
oldugunu gordiik(p<0,001).

Mezenkimal kok hiicre hattina uygulanan in vitro yara modelinde 50 pg/ml dozunun
kontrol grubunda oldugu gibi 24.saatte tiim alanlar1 hiicreler ile kapattigini gozlemledik.
Mezenkimal kok hiicre hattinda EGF ve VEGF gen ekspresyonlar1 gruplar arasinda
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkin oldugunu goriilmistiir. Anlaml
farkin kaynagini bulmak igin gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirildiginda,
kontrol ve 200 pg/ml doz gruplarindaki EGF 6l¢iim ortalamalariin diger doz grup
ortalamalarindan anlamli derecede yiiksek oldugu gordiik(p<0,001). Kontrol
grubundaki VEGF gen ekspresyonu 6lgiim ortalamasinin ise 50 pg/ml doz grubundan
anlamli derecede yiiksek bulduk (p<0,001).

Mezenkimal kok hiicre hattina tibbi siiliik salgis1 uygulamasinin ardindan yapilan Flow
sitometri analizinde; uygulanan siiliik salg1 dozu arttik¢a hiicrelerde nekrotik etkinin
arttigint  belirledik. Doz ve nekroz arasinda dogru orantili bir iliski oldugunu

gbzlemledik.
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