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OZET

Amag: Morusinin insan fibroblast Hs68 hiicre hattinda, MMP-1 {izerine etkisi in-vitro

olarak aragtirmaktir.

Yontem: Hs68 hiicreleri cogaltilip Tripsin-EDTA ile kaldirilarak 96 kuyucuklu plaklara
boliinmiistiir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda morusin 32- 0,015625 uM/mL
konsantrasyon araligindaki dozlar hiicrelere uygulanmistir. 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlar1 sonunda hiicre proliferasyonu tizerine etkileri WST-1 Kiti ile ¢aligilmustir.
Cogaltilan hiicreler bu sefer 6 kuyucuklu plaklara boliinmiistiir. 24 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda morusin 4 - 0,5 pM/mL konsantrasyon araligindaki dozlar hiicrelere
uygulanmistir. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda MMP-1 salinimina
etkisi MMP-1 kiti ile calisilmis ve absorbans degerleri ELISA okuyucuyla alinmistir.

Bulgular: Morusin’in Hs68 hiicre hattina uygulanan 32, 16 ve 8 uM/mL
konsantrasyonlar: hiicrelerin tamamina yakimini 6ldiirdiigii goriilmiistiir. 4 ve 2 uM/mL
konsantrasyonlarinda anlamli bir sitotoksik etki, 1 ve 0,5 uM/mL konsantrasyonlarda
daha az sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. MMP-1 miktar1, uygulanan morusin
konsatrasyonuna bagli olarak 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda 4 uM/mL’de %1,64 ve
0.5 uM/mL’de %1,72 artmis; 2 uM/mL’de %2,80 ve 1 uM/mL’de %8,70 azalmistir.
MMP-1 miktar1 48 saat sonra 4 puM/mL’de %1,90; 2 uM/mL’de %11,90 ve 0.5
uM/mL’de %4,12 azalmis, 1 pM/mL’de ise %1,67 artmistir. MMP-1 miktar1 72 saat
sonra 4 uM/mL’de %10,64; 2 uM/mL’de %8,26; 1 uM/mL’de %21,78 ve 0.5 uM/mL’de
ise %12,80 artmustir.

Sonug¢: Morusinin uygulanan konsantrasyonlari Hs68 hiicreleri igin sitotoksik ve hiicre
proliferasyonunu azaltic1 6zellik gostermistir. Kullanilan morusinin zamana bagli olarak
sadece 2 konsantrasyonu MMP-1 miktarini azaltmasi, hiicreler i¢in yaslanma karsit1 bir
sonu¢ ortaya koyarken diger konsantrasyonlarimin yaslanmayi hizlandirici bir etki

gosterdigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Morusin, Morus alba, Flavonoid, MMP-1, Hiicre kiiltiiri,

Yaslanma



ABSTRACT

Objective: To investigate the effect of morusin on MMP-1 in human fibroblast Hs68

cell line in-vitro.

Method: Hs68 cells were multiplied and lifted with Trypsin-EDTA and divided into 96-
well plates. At the end of the 24-hour incubation period, morusin was applied to the cells
at a concentration range of 32-0.015625 uM/mL. Its effects on cell proliferation at the
end of 24, 48 and 72 hours incubation was studied with the WST-1 kit. Proliferated cells
were divided into 6-well plates this time. At the end of the 24 hours incubation period,
morusin was applied to the cells at doses in the concentration range of 4-0.5 uM/mL.
The effect on the MMP-1 release at the end of the 24, 48, and 72 hours incubation
periods was studied with the MMP-1 kit and the absorbance values were taken with the
ELISA Reader.

Results: It was observed that Morusin killed almost all of them on the Hs68 cell line
applied at concentrations of 32, 16 and 8 uM/mL. It was determined that it had a
significant cytotoxic effect at 4 and 2 pM/mL concentrations, and less cytotoxic effect at
1 and 0.5 uM/mL concentrations. The amount of MMP-1 was increased 1.64% at 4
pM/mL and 1.72% at 0.5 pM/mL depending on morusin concentration in as the 24
hours incubation period, it decreased 2.80% at 2 uM/mL and 8.70% at 1 uM/mL. The
amount of MMP-1 was decreased 1.90% at 4 uM/mL, 11.90% at 2 uM/mL and 4.12%,
at 0.5 uM/mL in as the 48 hours incubation period, it was increased 1.67% at 1 uM/mL.
In the 72-hour, the amount of MMP-1 was increased 10.64% at 4 uM/mL, 8.26% at 2
uM/mL; 21.78% at 1 uM/mL and 12.80% at 0.5 uM/ mL.

Conclusion: The applied concentrations of morusin showed cytotoxic or cell
proliferation reducing properties for Hs68 cells. It was observed that the morusin used
decreased the amount of MMP-1 in only 2 concentrations depending on time, while it
showed an antiaging effect for the cells, while other concentrations showed an

accelerated aging effect.

Key words: Morusin, Morus alba, Flavonoid, MMP-1, Cell culture, Aging
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1. GIRIS

Hiicresel yaslanma, biliylime faktorlerine ve hiicre proliferasyonunu indiikleyen
sinyallere direngli olan kalic1 bir hiicre dongiisii durmasi olarak tanimlanir (Stein ve ark.,
1991). Bu fenomen ilk olarak insan diploid fibroblastlarinin in vitro olarak sonlu
proliferatif potansiyel sergiledigini gézlemleyen Hayflick ve arkadaslari tarafindan
bildirilmistir (Hayflick ve Moorhead, 1961). Artik bircok somatik proliferatif hiicre
tipinin hiicresel yaslanmaya ugradigi kabul edilirken, yaslanma heniiz tam olarak
anlagilmayan mekanizmalar yoluyla in vivo yaslanma siirecine ve yasa bagli hastaliklara
katkida bulunur (Vijg ve Campisi, 2008). Yaslanan hiicreler arasinda insan keratinosit,
melanosit, fibrosit ve endotelyal hiicreler bulunur (Toussaint ve ark., 2000; Lewis ve
ark., 2008).

Aerobik organizmalarda reaktif oksijen tiirleri (ROS) esas olarak oksijenli solunum
yoluyla, ATP (Adenozin Trifosfat) sentezi sirasinda oksidatif fosforilasyonun yan

iriinleri olarak olustugu diisiiniilmektedir (Sarniak ve ark., 2016).

ROS, ig¢sel ve dissal cilt yaslanmasi sirasinda iiretilir. Bu nedenle, ROS {iretimini
engelleyen antioksidanlar, cilt yaslanmasin1 geciktirmede rol oynayabilir (Lee ve ark.,
2022).

ROS’un ana hiicresel kaynagi, mitokondriyal solunum zinciri ve aktif NADPH'dir.
Dahasi ROS, endoplazmik retikulumda, peroksizomlarda, ksantin ve endotelyal
oksidazin katilmiyla, kiiclik molekiillerin otoksidasyon islemi sirasinda iiretilir.

Mitokondriyal solunum zinciri, ROS'un ana hiicresel kaynagidir (Sarniak ve ark., 2016).

Hiicresel diizeyde, oksidatif stresler, fibroblastlarin gen¢ hiicrelerden yashlara gegisini

hizlandirir (Remacle ve Renard, 1996).

Serbest radikaller viicudumuzda cesitli sistemler tarafindan tiretilir. Serbest radikaller ve
antioksidanlar arasindaki denge, uygun fizyolojik fonksiyon i¢in Onemli bir
konudur. Serbest radikaller, antioksidan mekanizmalarin kontrol edebileceginden daha

fazla iiretilirse oksidatif stres olarak bilinen bir durum ortaya ¢ikar ve bunun sonucunda



viicutta birtakim hastaliklar tetiklenir. Antioksidanlar bu oksidatif stresle miicadeleye
katkida bulunabilirler (Alkadi, 2020).

Mevcut veriler, antioksidanlarin maksimum yasam siiresini uzatamayacagini gosterse de
antioksidanlarin yasa bagl cesitli dejeneratif hastaliklar tizerindeki faydali etkisi, yasam
beklentisinde artisa ve yasam Kkalitesinde iyilesmeye yardimci olabilir (Bonnefoy ve
Drai, 2002).

Preflavonoidler dogada yaygindir. Bitkiler, flavonlar, flavanonlar, kalkonlar ve auronlari
iceren izoprenil gruplarina sahip dogal polifenolik bilesiklerin degerli kaynaklaridir.
Cigekler, agag kabugu ve saplarda bulunabilirler. Beyaz dut (Morus alba) kabugunda
bulunan en 6nemli preflavonoidlerden biri de morusindir. Simdiye kadar yapilan
aragtirmalar, morusinin antioksidan, antitiimor, antiinflamatuar ve antialerjik aktiviteye

sahip oldugunu ortaya koymustur. (Krzysko ve Goracy, 2021).

Matriks metalloproteinazlarin (MMP) indiiksiyonu, cilt yaslanmasinin ana nedenleri
arasindadir. Pargalanmis kollajen fibrillerinin birikmesi, neokollajenezi 6nler ve pozitif
geri besleme diizenlemesi araciligiyla hiicre dis1 matriksin daha fazla bozulmasina yol

acar (Kohl ve ark., 2011).

MMP-1, hiicre dist matriks (ECM) kollajenazin enzimatik proteolizini enerjik olarak
tetikler ve ilerleyen cilt yaslanmasina neden olur. Dogal flavonoidler, antioksidan

ozellikleri ile iyi bilinir ve insanda matriks metalloproteinlerin inhibisyonu igin

kullanilabilmektedir (Lee ve ark., 2020).

MMP'ler, kollajenler, elastinler, jelatin, matriks glikoproteinler ve proteoglikan dahil
olmak {izere ECM'nin doku yeniden sekillenmesinden ve bozulmasindan sorumlu olan
kalsiyuma bagimli ¢inko igeren endopeptidazlarin genis bir ailesidir. MMP'ler normal
fizyolojik kosullarda genellikle minimal diizeyde eksprese edilir ve bu nedenle

homeostazi korunur (Kapoor ve ark., 2016).

Hiicresel deformasyon insan derisinde matriks metalloproteinazlarin (MMP'ler) ifadesini

arttirir. MMP'ler kollajen, fibronektin, elastin ve proteoglikanlar gibi hiicre dis1 matriks



(ECM) proteinlerini pargalamaktan sorumludur ve yaslanmaya neden olur (Kapoor ve
ark., 2016).

MMP'ler, genis bir substrat 0Ozgiinligii yelpazesine sahiptir.  ECM'nin farkli
bilesenlerinin bozulmasina aracilik ederler. Oksidatif stres, UV radyasyonu ve sitokinler
gibi ¢oklu uyaranlara yanit olarak keratinositler ve dermal fibroblastlar tarafindan
salgilanirlar. Bugiline kadar, yaslanma, yara iyilesmesi, iskelet biiyliimesi ve yeniden
sekillenmesi, artrit, inflamasyon, anjiyogenez ve kanser dahil olmak iizere cesitli
patofizyolojik siireclerde 6nemli roller oynayan en az 28 farkli MMP tiirii tanimlanmistir

(Kapoor ve ark., 2016).

Literatiir morusin, MMP-1 ve fibroblast anahtar kelimeleri ile tarandiginda herhangi bir
caligmaya rastlanmamustir. Ayrica morusinin yaslanma karsit1 ¢alismalarda bir etkisinin

olup olmadigina dair bir veri de goriilememektedir.

Calismamizda morusinin yaglanma karsit1 etkisini sinayabilmek amaciyla morusinin
Matriks Metaloproteinaz-1 (MMP-1) seviyesinde degisiklige sebep olup olmadiginin ve
morusinin Hs68 hiicrelerinin inhibisyonu iizerinde etkisi olup olmadiginin arastirilmasi

amagclanmustir.



2. GENEL BILGILER

Yaslanma, genetik olarak programlanmaktan g¢ok, bir¢ok igsel ve digsal degiskenin
birlikte hareket ettigi rastlantisal bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir. Yaslanmanin sosyal,
kiiltiirel, psikolojik ve biyolojik yonlerini ele alan bilim dali gerontoloji olarak
tanimlamaktadir (Bagsibiiytik, 2017).

Giliniimlizde tibbin ilerlemesi ve daha iyi yasam kosullar1 sayesinde artik Tiirkiye'de
insanlar daha uzun yasama sansini elde etmistir. Bu, Tirkiye'de gerontolojiyi bir

arastirma alani olarak ilging kilmaktadir (Tufan ve ark., 2019).

Gerontolojinin  bir alt disiplini olan biyogerontoloji ise, yaslanmanin biyolojik
nedenlerini ve mekanizmalarini anlamaya caligir. Neden “yaslanma” olarak adlandirilan
bir olgu vardir? Yaslanma hangi biyolojik siirecler ile iligkilidir? Yaslanma genetik
olarak programlanmis muidir? Yoksa c¢ok degiskenli rastlantisal (stokastik) bir siire¢
midir? Yaslanma ile iligkili biyo-belirtecler var midir? Yaslanmay1 yavaglatmak veya
engellemek miimkiin miidiir? Yaslanma ile birlikte hangi kronik hastaliklar goriiliir?
Birbirleriyle iliskili boylesi bir¢ok sorunun cevabi biyogerontoloji arastirmalarindan

gelmektedir (Basibiiyiik, 2017).

Bu baglamda biyolojik yaslanma siirecini etkileyen icsel faktorler arasinda ¢esitli
hiicresel ve molekiiler siirecler sayilabilir. Bunlar esasen, genom kararsizligi, epigenetik
farkliliklar, transkripsiyon diizeyinde degisimler, molekiiler hasar, hiicre yaslanmasi ve
Olimii, inflamasyon ve metabolik bozukluk gibi olgulardir. Bu olgular1 iireten
mekanizmalarin ayrintili olarak incelenmesi ve anlasilmasi biyogerontoloji temel
biliminin giincel arastirma alanlarini olusturmaktadir (Basibiiyiik, 2017).

Gerontolojinin tarihsel gelisimi iginde, yaslanmanin nedenlerine cevap arayan birgok

biyolojik yaslanma kurami onerilmistir.



2.1 Biyolojik Yaslanma Teorileri

Yaslanmanin neden meydana geldigine dair bir¢ok teori bulunmaktadir. Cogu kisi ayni1
fikirde olmamasina ve tartigmanin hala devam etmesine ragmen, mevcut teoriler
yaslanmaya neden olan tek bir siireci tanimlamaktadir (Tower, 2015). Medvedev, 300"
asan sayisiz yaslanma teorisini rasyonel olarak siniflandirmaya ¢alismistir (Medvedev,
1990). Yaslanma, molekiiler ¢apraz baglanma (Bjorksten, 1968), serbest radikallerin
neden oldugu hasarlar (Harman, 1993), immiinolojik fonksiyonlardaki degisiklikler
(Effros, 2005), telomer kisalmasi (Kruk ve ark., 1995) ve DNA'da yaslanma genlerinin
varligina baglanmistir (Warner ve Mount, 1987).

Ancak daha yakin zamanlarda, genleri, genetik bakim ve onarim sistemlerinin
performansini, ortami ve sansi kapsayan birlesik bir teori, yaslanma siirecinin sistematik
ve biitiinlestirici bir analizine duyulan ihtiyaci vurgulayarak giderek daha fazla kabul

gormiistiir (Rattan, 2006).

Yaglanma ve yaglanmayla ilgili siireclerle ilgili yapilan ¢ok sayida arastirma, ileri
stiriilen yaslanma teorilerine tam bir genel bakis sunmayi neredeyse imkansiz hale
getirmektedir. Bunlarin hepsi olmasa da ¢ogu, ancak iki kategoride siniflandirilabilir:

Evrimsel yaslanma teorileri ve fizyolojik yaslanma teorileri.
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Sekil 2.1. Evrimsel ve fizyolojik yaslanma teorilerinin siniflandirilmasi

Bununla birlikte, teori ne olursa olsun, hepsi tek bir soruyu yanitlamay1 amaclamaktadir:
Yaslanmanin nedeni nedir? Calisan hipotez ne olursa olsun, yaslanmanin tek bir nedeni
olduguna dair temel varsayimin dogru olmayabilecegi diistiniilmelidir. Ayrica,
gerontologlar, tiim canli organizmalar i¢in gegerli olan evrensel bir yaslanma nedeni

olmayabilecegi ihtimaliyle yiizlesmek zorunda kalabilirler (da Costa ve ark., 2016).
2.2 Reaktif Oksijen Tiirleri ve Yaslanmanin Serbest Radikal Teorisi

Yaglanmanin serbest radikal teorisi (FRTA), en popiiler yaglanma teorilerinden biridir ve
bircok yaslanma karsit1 iirlin ve stratejinin temelini olusturur. Serbest radikaller (FR'ler),
organik molekiillerle yikici bir sekilde reaksiyona giren oldukga reaktif molekiillerdir.
Insanlarda en bol bulunan FR olan ROS, hem normal metabolizmanin bir yan iiriinii

olarak hem de gevresel faktorlerden kaynaklanir.



Ik olarak 1950'lerde Harman tarafindan &nerilen FRTA, yaslanmanin FR tarafindan
lipitlere, DNA'ya, proteinlere ve dokuya verilen oksidatif hasarin birikmesinden
kaynaklandigin1 varsaymaktadir. 1970'lerin basinda, bilim adamlar1 FR’in ¢ogunu
mitokondrilerin trettigini ve elektron tagima zinciri enzimleri iizerinde FR hasarinin
fizyolojik diisiise neden oldugunu one siirmiislerdir (Harman, 2004). Mitokondri, DNA
onarim enzimlerinden yoksundur, bu da mitokondriyal DNA'y1 hasara kars1 daha duyarl
hale getirir. Hasarl1 mitokondri, artan hiicresel hasara ve yaglanmaya yol agan kisir bir
mutasyon ve FR olusumu dongiisii yaratan serbest radikaller liretmeye daha yatkindir
(Sanz ve Stefanatos, 2010). Bununla birlikte, mitokondriyal teoriye karsi ¢ikanlar,
ROS'un hiicreler aras1 metabolizmanin normal bir iirlinii olduguna ve koétii sohretlerine
ragmen hiicresel saglikta 6nemli bir rol oynadigina dikkat cekmektedirler. Framingham
Koroner Kalp Hastaligt Uzun Omiir Calismasi sonuglarma gdre uzun Omiirliiliik
babadan ¢ok annenin yast ile giiclii bir iliski olup, mitokondriyal DNA'nin uzun émiir ile

baglantili oldugunu diisiindiirmektedir (Tosato ve ark., 2007).

Stiperoksit dismutaz gibi enzimler, ROS'u su ve oksijene doniistiiren reaksiyonlari
katalize ederek serbest radikalleri notralize edebilir. A ve C vitaminleri gibi enzimatik
olmayan antioksidanlar, flavonoidler ve karotenoidler gibi fitokimyasallar gidalarda
dogal olarak bulunan serbest radikalleri de noétralize eder. Serbest radikallerin
yaglanmay1 tesvik ettigi fikri, olusumlarini smirlamaya yonelik miidahalelerin
yagslanmay1 yavaslatabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, oksidatif hasarin
biriktigine dair kanitlar olsa da siirecin tiim organizmalarda yaslanmaya katkida
bulundugu acik degildir. Sasirtict bir sekilde, bazi hayvanlarda siiperoksit dismutazi
olumsuz etkileyen genetik mutasyonlar aslinda émrii uzatir. Su anda, geleneksel olarak
kabul edilen tek antioksidan tedavi, makula dejenerasyonudur. Sigara igmek serbest
radikaller tirettiginden, aragtirmacilar tiitiiniin serbest radikal hasar1 ile akciger kanserini
indiikledigini 6ne siirdiimiislerdir ve antioksidan olan beta-karotenin sigara igenlerde
kanser riskini azaltip azaltmadigini test etmek i¢in bir deneme gelistirmislerdir. Ancak
aragtirmacilar, beta-karoten alan grup, kontrol grubundan 6nemli Gl¢lide daha fazla
kanser gelistirdigi i¢in randomize ¢alismay1 sonuglanmadan durdurmustur. Dolayisiyla

yaslanma oriintiisiinii degistirmek i¢in orantisiz bir antioksidan seviyesi yerine ideal bir



oksidan, antioksidan ve biyomolekiil dengesi gerektiriyor olabilir (Lipsky ve King,
2015).

2.3 Biyolojide Oksijen

Solunum sistemi, oksijene bagimli yasami gerceklestiren temel sistemdir. Atmosferden
kana aktarilan oksijen, enerji liretmek i¢in besin Ogelerini (6rnegin karbonhidratlar,
yaglar ve proteinler) metabolize etmek icin kullanilir. Hiicresel aerobik metabolik
solunumda, glikoz tipik olarak hiicrenin mitokondrileri i¢inde enerji agisindan zengin
ATP molekiilleri tiretmek i¢in kullanilan molekiildiir ve homeostazi siirdiirtir (Lephart,
2016; Martini, 2009). Biyolojik sistemler atmosferik oksijene bagimliyken, ¢ok az veya
cok fazla oksijen hiicrelere ve dokulara zarar verebilir (Lephart, 2016; Martini, 2009).
Bu baglamda oksijen, biyolojik sistemlerde hem yararli hem de potansiyel olarak zararli
yan etkileri olan bir Janus gaz olarak adlandirilir (Burton ve Jauniaux, 2011). Oksijen,
oksidatif metabolizma yoluyla bol miktarda temel ATP molekiiliiniin olusumunu
destekleyen yiiksek enerjili elektron transferlerine katilir. Ancak, biyolojik sistemlerde
ve hiicrelerdeki sayisiz kimyasal reaksiyon sirasinda, serbest radikaller gibi oksijenle
iligkili ¢ok zararli molekiillerin veya pargaciklarin olusumuyla sonuclanan hatalar

meydana gelebilir (Lephart, 2016; Martini, 2009).
2.4. Cilt Yaslanmasi ve Serbest Oksijen Tiirlerinin (ROS) Iliskisi

Denham Harman’in yaslanma arastirmasi, 1956’da merkezi bir bulguya odaklanmistir
ve ayni yil ROS’un zamanla biriktirdigini ve yaslanma siirecinin temel nedeni oldugunu
One strmistir (Harman, 1956). Bu kuram 16 yil sonra Harman'in kendisi tarafindan
genisletilmistir. Mitokondriyi ROS'un ana kaynagi olarak tanimlamis ve yaslanmanin
mitokondriyal serbest radikal teorisinin temelini atmistir (Harman, 1972). Ancak,
ozellikle son on yilda, ROS'un aslinda yaslanmay1 hizlandiran en 6nemli bilesenlerden

biri olduguna dair ciddi kanitlar ortaya ¢ikmistir (Lapointe ve Hekimi, 2010).

Yaslanmanin serbest radikal teorisi insan viicudunun herhangi bir organi i¢in gegerliyse
bu, deridir. Derideki ROS yiikii diger herhangi bir organdan daha yiiksek olmakla

kalmaz, ayn1 zamanda bir¢ok durumda dis ve i¢ hasarlardan kaynaklanan ROS ile



yaslanmay1 geciktirme etkisi arasinda agik bir korelasyon bulunabilir. Bu organin bir
ozelligi de dis yaslanmanin en az igsel yaslanma kadar 6nemli olmasidir (Harman,
1956). Yaslanma, birgok dejeneratif hastaligin ana nedenidir. Yaslanmanin en fark edilir
sonucu esas olarak ciltte kendini gosterir ve cilt yapisinda, iglevinde ve goriinlimiinde
artan kinisikliklar, gevseklik, elastoz, telenjiektazi ve cildin anormal pigmentasyonu gibi
kiimiilatif degisikliklerle sonuglanir. Insan viicudunun diger organlarindan farkli olarak,
cilt sadece icsel yaslanma siirecinden kaginilmaz olarak etkilenmekle kalmaz, ayni
zamanda yaslanmay1 hizlandiran cesitli dis ¢evresel faktorlerden, 6zellikle ultraviyole

(UV) radyasyonundan etkilenir (Gu ve ark., 2020).
2.5 Epidermis

Epidermis derinin en yiizeysel katmandir ve asil islevi, viicudu zararh gevresel
uyaranlardan korumak ve sivi kaybini azaltmaktir. Keratinlesmis hiicrelerin dokiilmesi
ile yasam boyunca siirekli yenilenen ¢ok tabakali, ¢ok katli yassi bir epiteldir.
Keratinositler epidermisin ana hiicreleridir ve epidermal homeostaziyi siirdiiriirler
(Blumenberg ve Tomié¢-Cani¢, 1997). Epidermis, igten disa bazal, spinosum,
granulosum, lucidum ve corneum olarak 5 tabakadan olusur. Bazal tabaka,
dermoepidermal bileskedeki bir bazal membran iizerine oturur (Sotiropoulou ve
Blanpain, 2012). Bu hiicreler yiizeye dogru hareket edip corneum tabakasina
farklilastik¢a boliinme, biliyiime ve saglam hiicreler aras1 baglanti kurma yeteneklerini
kaybederler. Keratinositler, hiicre i¢i keratohyalin graniilleri ve lamelli cisimlerin varlig1
ile karakterize edilen graniiler tabakayi olusturmak iizere uzar ve diizlesir (Odland,
1960). Keratohyalin graniilleri, profilagrin ve lorikrin gibi keratinlesmis zarfin
olusumunda anahtar olan proteinleri igerir. Keratinositler, son olarak stratum corneum'u

olusturan korneositlere farklilagir (Yoneda ve ark., 1992).

Bu gecis sirasinda hiicreler cekirdeklerini ve ana organellerini kaybederler, lipidler
hiicreler arasi bosluga salinir ve hiicre zarinin yerini keratinlesmis zarf olan korun

tabakasi alir.



Derinin bariyer islevi esas olarak, yogun sekilde paketlenmis lipid katmanlariyla
ayrilmis, terminal olarak farklilasmis, diizlestirilmis korneositlerden olusan 10 ila 20

mikron kalinliginda bir tabaka olan stratum corneum'a atfedilir (Menon ve ark, 2012).
2.6. Dermis

Dermis, epidermisin altinda bulunur. Dermis, epidermise ¢ok onemli bir destek saglar.
Epidermisin aksine, kil folikiilleri, sinir uglar1 ve salgi bezleri gibi uzantilarin yani sira
vaskiiler ve lenfatik sistemler dermise yayilir. Epidermise dermo-epidermal tabaka ile
baglanir. Dermoepidermal baglanti dermisi ve epidermisi ayirir ve diizenli madde
aligverigsini ve bazal keratinositlerin polaritesini kolaylastirir. Dermal bag dokusu
dermisi olusturur ve dermisin ana hiicre tipi olan fibroblastlar tarafindan {iretilen ve
hiicre dis1  bosluga salgilanan  kollajen lifler, elastik lifler, fibronektin,
glikozaminoglikanlar ve proteoglikanlar gibi hiicre disi matriks proteinlerini igerir

(Makrantonaki ve Zouboulis, 2007).

2.7. Dermal Bag Doku

Kollajen, dermal bag dokusunda en bol bulunan proteindir. Kuru cilt kiitlesinin %70'ini
olusturur (Gniadecka ve ark., 1998). Karakteristik bir ti¢lii sarmal konfigiirasyona
sahiptir. Uglii sarmal kompleksler, kollajen demetleri olarak adlandirilan diizenli olarak
diizenlenmis fibriler yapilar olusturmak ic¢in kii¢iik proteoglikanlarla birlesirler
(Bateman ve Chothia, 1996). Insan derisine giic ve destek vermekten sorumludur
(Oxlund ve Andreassen, 1980). Elastik lifler ise esas olarak elastin ve fibrilinden olusur.
Capraz bagl elastinin merkezi lif ¢ekirdegini olusturdugu ve fibrilinden zengin
mikrofibrillerin ¢ekirdegi g¢evreledigi bir sekilde olusturulur. Elastin, dermal agirligin
%1-2'sinden daha azin1 olusturur, ancak deformasyon kuvvetlerine direnmede ve ince bir
ag olusturarak elastikiyet saglamada islevsel bir rol oynar (Makrantonaki ve Zouboulis,
2007). Proteoglikanlar ayrica cildin kuru agirliginin sadece %0,1-0,3"inii olusturan
elastik liflere benzer kollajen olmayan proteinlerdir ve doku igindeki hiicre dist
bosluklarin ¢ogunu doldururlar. (Frantz ve ark.,, 2010) Kollajen fibrillojenezini
etkileyerek ve kollajen fibrillerinin ¢apini ve yapisini diizenleyerek hiicre dis1 matriksin

birlestirilmesinden sorumludurlar (Okamoto ve Fujiwara, 2006). Dermal bag
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dokusundaki bu ¢esitli hiicre dis1 matriks proteinleri, esas olarak cilt biitlinligiiniin ve
mimarisinin korunmasina katkida bulunur. Bu nedenle, yaslanma siireci dermal bag
dokusunda meydana gelen hasarlar, cildin kirisma, elastikiyet kaybi1 ve sarkma gibi

yapisal degisikliklerle yakindan iliskili olabilir (Okamoto ve Fujiwara, 2006).
2.8. Dermiste Yaslanma Siireci

Insan derisi esas olarak dista epidermis ve altinda dermis olmak {izere iki katmandan
olusur. Epidermis ve dermis, bazal lamina ile birbirine baghdir. Hiicre dis1 matriksin
bozulmasi, igsel ve dissal yaslanmanin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Morfolojik
olarak derinin yaslanmasi, kollajen lifler, elastik lifler ve hyaluronik asidin azalmasina
bagli ince olarak karsimiza gikmaktadir (Rinnerthaler ve ark., 2015). i¢sel ve digsal
yaglanma baglaminda, hiicre disi matriksin bozulmasi 6nemli bir rol oynar.
Ekstraselliller matriksteki (ECM) enzimler elastik liflerin, kollajen liflerin ve
proteoglikanlarin islenmesinden sorumludur (Timme ve ark., 2003; Shapiro ve ark.,
1991). Elastik lifler, fibrilinden zengin mikrofibrillerin, glikoproteinlerin, elastinlerin ve
diger farkli proteinlerin yapilarini olusturur (Kielty ve ark., 2002). Fibrilinler ve fibriler
kollajenler, farkli dalli oligosakkaritlerin modifikasyonlarina sahip glikoproteinlerdir.
Proteoglikanlar ise uzun, dallanmamais bir glikozaminoglikan yan zincirinden olusur. Bu
glikoproteinler birbirine hyaluronik asit ile baglanir ve dermal bir ag olusturur. Kollajen
I ve IlI'ten gelen uzun kollajen fibrilleri i¢ i¢e gegmis ve kollajen VII tarafindan dermal-
epidermal tabakaya sabitlenen bir intradermal ag olusturur (Naylor ve ark., 2011,
Graham ve ark., 2010; Keene ve ark., 1987). i¢sel yaslanma siirecinde kollajen lifler ve
elastik lifler bozulmadan kalir, ancak bir siire sonra daha genis bir ag olusturarak
birbirlerinden ayrilirlar (Naylor ve ark., 2011). Dissal yaslanma sirasinda cilt kollajen I,
III ve VII'yi 6nemli dl¢lide kaybeder (Craven ve ark., 1997; Talwar ve ark., 1995). Uzun
kollajen fibrilleri, elastik lifler, glikoproteinler ve glikozaminoglikanlar artik islevsel bir
ag olusturmak i¢in i¢ ice gegmezler, organize olmayan bir dermal yayilmis
aglomerasyon olustururlar (Naylor ve ark., 2011). Bu bozulma, inflamasyon veya UV
maruziyetinden sonra dermise go¢ eden ndtrofiller tarafindan iiretilen elastazlar ve
matriks metalloproteazlarin (MMP'ler) aktivasyonu ile daha da siddetlenir (Labat-Robert
ve ark., 2000). Ozellikle MMP-1, -2, -3 ve -9, dermal hiicre dis1 matriksin bozulmasinda
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yogun bir sekilde yer alir (Birkedal-Hansen ve ark., 1993). Kollajen sadece MMP-1
tarafindan pargalanabilir ve daha sonra bu parcalar MMP-2, -3 ve -9 tarafindan tamamen
yikilir. MMP-2 ve -9 da elastik lifleri parcalayabilir (Berton ve ark., 2000; Jenkins,
2002). Yaslanma siireci sirasinda bu MMP'ler yukari regiile edilirken, inhibitérleri, yani

TIMP1 ve TIMP3 asagi regule edilir. (Jenkins, 2002; Millis ve ark., 1992).
2.9. Matriks Metaloproteinazlar
2.9.1 Matriks Metaloproteinazlarin Sistematik Konumu

Proteolitik enzimler, sirasiyla terminal veya peptit baglarini parcalamalarina bagli olarak
ekzopeptidazlar veya endopeptidazlar olarak siiflandirilir. Cogu endopeptidaz, katalitik
mekanizmalarima ve inhibitor duyarliliklarina gore serin, sistein, aspartik,
siiflandirilamayanlar veya metalo olarak simiflandirilir ve metalolar, dizi 6zelliklerine
gore ayrica iki ist aileye ayrilir. Bunlardan metzincin st ailesi, ¢inkoyu Kkatalitik
bolgede baglayan ii¢ histidin ve aktif bolge olan ¢inko bdlgesinin altinda oturan
korunmus bir metionin kivrimi igeren yliksek oranda korunmus bir motif ile ayirt edilir
(Stocker ve ark., 1995). Diger bir siniflandirma kolu olarak matriksinler, matriks
metaloproteinazlart barindirir. Omurgalilarda, MMP ailesi 28 iiyeden olusur, en az 23'i
insan dokularinda eksprese edilir ve bu MMP'lerin 14'ti damar sisteminde eksprese edilir
(Visse ve Nagase, 2003). MMP'ler yaygin olarak substratlarina ve yapisal alanlarinin
kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler, matrilisinler, membran tipi (MT)-MMP'ler ve
diger MMP'ler olarak diizenlenmesi temelinde simiflandirilir. Ek olarak, farkli MMP
siniflari, onlar1 prototipik MMP yapisindan ayiran belirli yapisal 6zelliklere
sahiptir (Tablo 2.1.) (Kucukguven ve Khalil, 2013; English ve ark., 2001; Pei ve ark.,
2000).
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Tablo 2.1. MMP ailesinin iiyelerinden kollojenazlar, doku dagilimlari ve substratlari. IGF-BP; insiilin benzeri biiylime faktorii baglayict protein, IL;
interlokin, MW; molekiiler kiitle,PMNL; polimorfoniikleer 16kositler, SDF-1; stromal hiicre kaynakl faktor-1 (Cui ve ark., 2017).

MMP (Diger Ad1 ) | MW KDa | Salinim Yeri Kollajen Kollajen Olmayan ECM | Diger Hedefler ve Substratlar
Bulundugu Pro/Aktif Substratlari Substratlari
Kromozom
MMP-1 55/45 Endotel, intima, SMC'ler, | I, II, I, VII, | Aggrekan, nidogen, perlekan, | Kazein, al-antikimotripsin, al-
fibroblastlar, vaskiiler | VIII, X, jelatin | proteoglikan baglanti proteini, | antitripsin, al-proteinaz  inhibit6ri,
(Kollajenaz-1) adventiti, trombositler, serpinler, tenascin-C, versican | IGF-BP-3 ve -5, IL-1p, L-selektin,
11223 varisli bdamarlar ovostatin, pro-TNF-a, SDF-1
(interstisyel/fibroblast
kollajenaz)
MMP-8 75/55 Makrofajlar, notrofiller | I, 1, 1, V, | Aggrekan, elastin, fibronektin, | a2-antiplazmin, proMMP-8
(Kollajenaz-2) (PMNL veya  notrofil | VII, VI, X, | laminin, nidogen
11922.3 kollajenaz) jelatin
MMP-13 60/48 SMC'ler, makrofajlar, varisli | 1, I, I1I, IV, | Aggrekan, fibronektin, | Kazein, plazminojen aktivatori 2,
(Kollajenaz-3) damarlar, preeklampsi, | jelatin laminin, perlekan, tenassin proMMP-9 ve -13, SDF-1
11922.3 meme kanseri
MMP-18 70/53 Ksenopus (amfibi, Xenopus | I, II, I11, jelatin al-antitripsin

(Kollajenaz-4)
12q14

kollajenaz) kalp, akciger,

kolon
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Ek olarak, genellikle modiiler etki alan1 yapilarma gore gruplandirilirlar (Sekil 2.2.)
(Nagaset ve Woessner, 1999).

A) MMP lerim Minumum Etki Alans MMP7/matrilizin, MMP26/endometaz
SH

® Pro ]}\'.alnlmk r‘fn]

B) Tek Hemopeksin Etld Alam Baglantilh  MMP-1 / Kollojenaz-1, MMP-8 / Kollojenaz-2, MMP-13 /
MMMP ler Kollojenaz-3, MMP-18 / Kollojenaz-4, MMP-3 / Stromelisin-
1. MMP-10 / Stromelisin-2, MMP-27_ MAMP-12 /
metalloelastaz, MMP-19 / EASI-1 emayelisin. MAMP-22 /
CMMEP), MMEP-20 femayelisin, MMP22 7 ChMMP

t:] ! H Hemopeksin
@ Pro [ Katalitik anr\_,m
5 =
C)  Jelatin baglayic: MMMP'ler MMP-2 / jeletinaz A MMP-22 / MAMMP-9 [ jeletinaz A
SH H Hemopeksin
@ Katalik | o | o | w | m Zn
= p
D) Furin ile aktive clan Salgilanmag MMP-11 / stromelizin, MMP-28 / epilisin
MMPler
S - Hemopeksin
@ Pro I Flh‘.amlilik £n
5 5
E) Furin ile aktive olan Salgilanmag MMMP-11 / stromelisin, MMP-28 / epilisin
NMP'ler
§H Hemopeksin

H

F) GPI baglantili MMP'ler MMNP-17 / MT4-MMP, MMP-23 / MT4-MMNMP

'L.;H Hemopeksin

@ Pro | F |Ku[ul|[1k £n I '---
P 5

G) Vitronektin Benzeri Insert Baglayiciziz MMEP-21 / XDWMEP
MMPler

1'.\HI Hemopeksin

@Fm l Sl ]F[Kumln.k ?nl H :

H) Sistein / Prolin-Fengin IL.-1 Feseptdr
Benreri Etla Alam MMPleri

.‘I-.ill

@M Katalitik zn

Sekil 2.2. MMP’lerin etki alanlar1 ve yapist. (On, sinyal dizisi; Pro, serbest ¢inko baglayici tiyol (SH)

C/P-rich IL-1 R-like

grubuna sahip propeptid; F, furine duyarli bolge; Zn, ¢inko baglama yeri; II, kollajen baglayici fibronektin
tip II ekleri; H, mentese bolgesi; TM, transmembran alani; C, sitoplazmik kuyruk; GPI, glikofosfatidil
inositol baglama alani; C/P, sistein/prolin; IL-1R, interlokin-1 reseptérii. Hemopeksin/vitronektin benzeri

alan, ilki ve sonuncusu bir disiilfid bagiyla baglanan dort tekrar igerir) (Sternlicht ve Werb, 2001).
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2.9.2. Matriks Metaloproteinazlarin Yapisi

1960'arin baglarinda, MMP'ler ilk olarak iribas kuyrugunun emilmesi sirasinda ECM
protein bozulmasina neden olan bir kollajen proteolitik aktivite olarak tanimlanmistir
(Gross ve Lapiere, 1962). MMP'ler, ECM'nin ¢esitli protein bilesenlerini
parcalayan yiiksek diizeyde homolog ve ¢inko iyonu (Zn*?) iceren metaloproteinazlardir.
Tipik olarak MMP'ler, yaklasik 80 amino asitlik bir propeptid, yaklasik 170 amino
asitlik bir katalitik metalloproteinaz alani, degisken uzunlukta bir baglayic1 peptit
(mentese bolgesi) ve yaklagik 200 amino asitlik bir hemopeksin alanindan olusan ortak
bir yapiy1 paylasir (Nagase ve ark., 2006; Holmbeck ve ark., 1999). Cogu MMP ayrica
iic 6nemli 6zelligi paylasir. Ilk olarak, MMP'ler kollajenaz-1 (MMP-1) ile homoloji

gosterir.

+21

Ikinci olarak, MMP'ler, sistein siilthidril grubunun aktif bdlge Zn*2'yi selatladig1 ve
boylece MMP'leri inaktif proMMP zimojen formunda tuttugu bir sistein degistirme
motifi PRCGXPD igerir. Ugiinciisii, MMP'lerin katalitik alan1 bir Zn* 2 baglayic1 motifi
barindirir (Visse ve Nagase, 2003; Bode ve ark., 1993). Ayrica MMP-7 (matrilisin),
MMP-26 (endometaz/matrilisin-2) ve MMP-23 disinda, tiim MMP'ler, katalitik alana bir
mentese veya baglayict bolge ile baglanan hemopeksin/vitronektin benzeri bir alana
sahiptir (Gururajan ve ark., 1998; Park ve ark., 2000). Mevcut oldugunda, hemopeksin
alant: (i) TIMP baglanmasini, (ii) belirli substratlarin baglanmasini, (iii) membran
aktivasyonunu, (iv) bazi proteolitik aktiviteleri etkiler. Ornegin, kimerik enzim
caligmalari, dogal fibriler kollajenleri par¢alamasi i¢in MMP-1'in (kollajenaz-1) her iki
ucunun da gerekli oldugunu gostermektedir (Murphy ve ark;. 1992; Grams ve ark.,

1995).

Bu kollajenolitik aktivite: (i) kollajen fibrilinin ilk baglanmasini ve oryantasyonunu, (ii)
tiglii sarmal yapisinin lokal olarak ¢oziilmesini, (iii) Katalitik yarik tiim tiglii sarmali
barmmdirmak i¢in ¢ok dar oldugu i¢in her bir a-zincirinin ayr1 ayr sirali boliinmesini
gerektirir (Overall, 2001). Goriiniise gore, hemopeksin alani, bu adimlarin sonuncusu
hari¢ tiimiine katilir. Mentese bolgesi ise cesitli MMP'ler arasinda uzunluk ve bilesim
acisindan farklilik gosterir ve ayrica substrat 6zgilinliigiini etkiler (Knduper ve ark.,
1997).
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2.9.3. Matriks  Metalloproteinazlarin  Aktivitesinin  Diizenlenmesi  ve

Aktivasyonlarim Etkileyen Faktorler

Normal (veya patolojik) islevlerini yerine getirmek i¢cin, MMP'lerin dogru hiicre tipinde
ve periseliiler lokasyonda, dogru zamanda ve dogru miktarda mevcut olmast ve uygun
sekilde aktive edilmesi veya inhibe edilmesi gerekir. Bu nedenle MMP'ler,
transkripsiyonel ve transkripsiyon sonrasi seviyelerde siki bir sekilde diizenlenir ve
ayrica aktivatorleri, inhibitorleri ve hiicre yiizeyi lokalizasyonlar: araciligiyla protein

seviyesinde kontrol edilir (Martin ve ark., 1996).
2.9.3.1. Transkripsiyonel Diizenleme

MMP substrat ozgiinlikleri birbiri ile ortiisme egiliminde oldugundan, MMP'lerin
biyolojik islevi biiylik oOlclide farkli ekspresyon oOriintlileri tarafindan belirlenir.
Gergektende, MMP'lerin zamansal, uzamsal ve uyarilabilir ifadesindeki farkliliklar,
genellikle benzersiz rollerinin gostergesidir. Buna gore, ¢gogu MMP, benzersiz bir enzim
aktivasyon mekanizmast ve bir dereceye kadar transkripsiyon sonrast mRNA
stabilizasyonu yoluyla yapisal olarak eksprese edilen (Overall, 1991) ve kontrol edilen
dikkate deger MMP-2 istisnasi disinda, transkripsiyon diizeyinde diizenlenir (Strongin
ve ark., 1995).

Aksi takdirde, MMP gen ekspresyonu, ¢oklu sinyal yollarini etkileyen ¢ok sayida uyarici
ve baskilayic1 faktdr tarafindan diizenlenir. Ornegin, gesitli MMP'lerin ekspresyonu,
forbol esterler, integrin tiirevli sinyaller, hiicre dis1 matriks proteinleri, hiicre stresi ve
hiicre seklindeki degisiklikler tarafindan yukar1 veya asagi regiile edilebilir. Tip I
kollajen, saglam kollajen tarafindan aktive edildiklerinde MMP-1 ekspresyonunu
indiikleyen ve MMP-1 ile parcalanmis kollajeni bagladiklarinda inaktif hale gelen
diskoidin alani iceren reseptor benzeri tirozin kinazlar ic¢in bir ligand gorevi goriir.
Boylece MMP-1 ekspresyonu, kendi substrati tarafindan indiiklenebilir ve o substrati
boldiigiinde ve artik ihtiyag duyulmadiginda spesifik olarak bastirilabilir. Ek olarak,
MMP ekspresyonu, cesitli sitokinler ve biiylime faktorleri tarafindan diizenlenir (Wang
ve ark., 2000). Bu uyaranlarin ¢ogu, birkag MMP gen promotorii igindeki aktivatér

protein-1 (AP-1) bolgelerini heterodimerize eden ve baglayan c-fos ve c-jun proto-
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onkogen iriinlerinin ekspresyonunu ve/veya aktivasyonunu indiikler. AP-1
kompleksleri, birkag MMP geninin diizenlenmesinde kritik bir rol oynamasina ragmen,
bagka faktorler de s6z konusudur. Bazi durumlarda, bir sinyal bazi MMP genlerini
koordineli olarak diizenleyebilir ve digerlerini farkli sekilde diizenleyebilir. Ornegin,
TGF-B, MMP-1 ve MMP-3 (stromelisin-1) genlerinin transkripsiyonunu baskilar, ancak
MMP-13 (kollajenaz-3) ekspresyonunu indiikler (Uria ve Otin, 2000).

MMP ekspresyonunun hiicreye 6zgii indiiksiyonu kiiltiirde de gdzlenmistir. Ornegin,
forbol esterler fibroblastlarda MMP-10 yerine MMP-3 ekspresyonunu indiikler, ancak
keratinositlerde bunun tersi meydana gelir (Windsor ve ark., 1993). Bu nedenle, bir
MMP geninin belirli bir girdiye nasil tepki verdigi, transkripsiyonel promotdriiniin
organizasyonuna ve diger sinyallerin varligina veya yokluguna, yani hiicresel igerige
baghdir. Birkag cis diizenleyici eleman, gen promotoriinde birbirlerine yakinliklarina
bagl olarak MMP gen ekspresyonunu etkiler. AP-1 bolgeleri, birkag MMP genine
forbol esterler tarafindan indiiklenme yetenegi verir ve MMP-1 gibi genlerdeki komsu
ETS (Eritroblast doniisiim faktorii) baglama bolgeleriyle sinerjistik olarak hareket eder,
ancak MMP-13 gibi digerlerinde indiikleme yetenegi vermez (Pendas ve ark., 1997).

Bu fark muhtemelen, ETS ve AP-1 bolgelerinin MMP-1 gen promotoriinde 9 niikleotit
ve MMP-13 promotoriinde 20 niikleotit ayr1 olmasi ve bu iki bolge arasindaki mesafenin
kritik olmasi nedeniyledir (Gutman ve Wasylyk, 1990).

Cesitli MMP gen promotorleri iginde birkag baska varsayilan diizenleyici element daha
tanimlanmistir ve birgogunun hiicreye ve duruma 6zel gen ekspresyonunu diizenledigi

fonksiyonel analizlerle gésterilmistir. Bunlar;

e MMP-13 gen promotorunde, ¢ekirdek baglama faktorii-1 (CBFA1)’e yanit veren
osteoblastlara 6zgii bir elementi bulunur. (Jiménez ve ark., 1999).

e Birkag MMP geninde, MMP-7 transkripsiyon baslangi¢ bdlgesi yakininda f -
catenin ile diizenlenen tanima bolgesi, TGF- B inhibitor elementleri (Crawford ve
ark., 1999).
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e Birkag¢ MMP geninin yakinlarinda da AP-2, Spl, Sp3, NF-xB , CCAAT(Arttirict
ve baglayici protein) veya retinoik asit bulunur (Fini, 1998; Lohi ve ark., 2000;
(Ludwig ve ark., 2000).

MMP gen regiilasyonu anlayisimizdaki sayisiz ilerlemeye ragmen, MMP ekspresyonunu
diizenleyen bir¢ok sinyal yolu, niikleer faktor ve gen regiile edici elementler arasindaki

karsilikl etkilesim zor anlagilmistir (Ye, 2000).
2.9.3.2. Transkripsiyon sonrasi diizenleme

Transkripsiyon sonrasi mekanizmalar da MMP ifadesini etkileyebilir. Ornegin, MMP-1
ve MMP-3'ii kodlayan mRNA transkriptleri, forbol esterler ve EGF tarafindan stabilize
edilirken MMP-13 transkriptleri, PDGF ve glukokortikoidler tarafindan stabilize edilir
ve TGF-p tarafindan destabilize edilir. MMP-1’in doniisiimii mRNA'nin AU agisindan
zengin dizileri tarafindan diizenlenir ve benzer diziler, diger MMP transkriptlerinin

stabilitesini de diizenleyebilir (Vincenti, 2001).
2.9.3.3. ProMMP’ler ve ProMMP’lerin aktivasyonu

MMP'ler, mRNA ekspresyonu, pro-enzimin aktif forma aktivasyonu ve endojen
TIMP'lerin  karst koyma eylemleri dahil olmak {izere birgok seviyede
diizenlenir. MMP'ler, proMMP'leri olusturmak i¢in translasyon sirasinda sinyal
peptidinin  ¢ikarildigi  6n-proMMP'ler olarak sentezlenir. Bu zimojenlerde veya
proMMP'lerde, PRCGXPD 'sistein anahtar’' motifinden gelen sistein, proMMP'leri
hareketsiz tutmak igin katalitik Zn*? ile koordine olur (Nagase ve ark., 2006). Bu
zimojenleri veya proMMP'leri islemek ve aktive etmek icin, sistein anahtar1 boliiniir ve
pro-domain, aktif MMP formlarini liretmek i¢in siklikla serin proteazlar, endopeptidaz
furin, plazmin veya diger MMP'ler gibi diger proteolitik enzimler tarafindan ayrilir
(Nagase ve ark., 2006). MMP-11, MMP-21 ve MMP-28 gibi furin igeren MMP'ler ve
MT-MMP'ler, propeptidin C-terminalinde furin benzeri bir pro-protein doniistiiriicii
tanima dizisine sahiptir ve hiicre i¢inde furin tarafindan aktive edilir (Pei ve Weiss,
1995). MT-MMP'ler 6nce furin tarafindan hiicre i¢i aktivasyona ugrarlar, daha sonra

boliinebilecekleri ve diger proMMP'leri aktive edebilecekleri hiicre ylizeyine ilerlerler
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(English ve ark., 2001). TIMP, inhibitér olmayan proMMP/TIMP/MT-MMP
komplekslerinin olusumu i¢in de gereklidir (Sekil 2.3.). Progelatinazlar ve TIMP'ler
arasindaki inhibitor olmayan kompleksler, proMMP-2 ve TIMP-2, -3 veya -4 ve MMP-9
ve TIMP-1 ile siirlidir (Morgunova ve ark., 2002). Ornegin, TIMP-2 énce hemopeksin
alanina baglanarak proMMP-2 ile bir kompleks olusturur ve daha sonra kompleks, bir
MT1-MMP molekiiliiniin aktif bolgesine baglandig: hiicre yiizeyine yerlesir (Strongin ve
ark., 1995; Zucker ve ark., 1998). Bu i¢lii proMMP-2/TIMP-2/MT1-MMP kompleksi
daha sonra baska bir "serbest" MT1-MMP molekiilii tarafindan bagli proMMP-2'nin
aktif MMP-2'ye bolinmesini ve aktivasyonunu kolaylastirir. Bu inhibitér olmayan
kompleks, TIMP-2/aktif MMP-2'nin inhibitér kompleksinden farklidir. TIMP-2'nin C-
terminal alan1 ile MMP-2'nin C-terminal hemopeksin arasinda olusturulur, dyle ki her iki
molekiil de sirasiyla inhibitér ve proteolitik 6zelliklerini korur (Morgunova ve ark.,
2002). Hiicre yiizeyinde MMP-2'nin aktivasyonu, hiicre disi boslukta lokal olarak
belirgin kollajenolitik aktiviteye ulasabilecegi yerde hiicre ¢evresinde birikmesine izin

verir (Visse ve Nagase 2003).

Benzer sekilde, stromelisinler MMP-3 ve MMP-10, hiicrelerden aktif olmayan
proMMP'ler olarak salgilanir, ancak daha sonra hiicre yiizeyinde aktive edilir. MMP'ler
ayrica 1s1, disik pH, 4-aminofenilmerkiirik asetat, civa kloriir, N-etilmaleimid,
oksitlenmis glutatyon, sodyum dodesil siilfat ve kaotropik maddeler gibi tiyol degistirici
maddeler dahil olmak {izere g¢esitli fizikokimyasal maddeler tarafindan da aktive
edilebilir. Bu aktivatorlerin ¢ogu, MMP molekiiliiniin sistein degistirme motifindeki
sistein-Zn*? koordinasyonunu bozar. Diger MMP aktivatorleri, MMP-9'u aktive eden
plazmin igerir. Ayrica hem MMP-3 hem de hipoklordz asit MMP-7'yi aktive eder ve
MMP-7 de MMP-1'i aktive edebilir (Kucukguven ve Khalil, 2013). MMP
ekspresyonu/aktivitesi hormonlardan, biiylime faktorlerinden ve sitokinlerden de
etkilenebilir (Verma ve Hansch, 2007). Ornegin, yumurtalik cinsiyet hormonlar1 gesitli
MMP'lerin ekspresyonunu/aktivitesini etkileyebilir ve bu da menstriiel ve Ostrus
dongiileri sirasinda endometriyal doku yeniden sekillenmesine ve dokiilmesine
katilabilir. MMP'ler biiylime faktorleri tarafindan diizenlenebilir (Hollborn ve ark.,
2007). Ornegin, SNU-5 (Mide kanseri) hiicrelerinde VEGFa'nin asir1 ekspresyonu
MMP-2 ekspresyonunu arttirirken VEGFa'nin asagi regiilasyonu MMP-2 ekspresyonunu
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azaltir.(Mao ve ark., 2014) Ayrica karotid arter plaklarinda, epidermal biiyiime faktorii
(EGF), MMP-1 ve MMP-9 mRNA transkriptlerini yukar1 regiile eder ve vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde MMP-9 aktivitesini arttirir (Rao ve ark., 2014).
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Sekil 2.3. Temsili olarak MMP-2’nin hiicre yiizeyi aktivasyonu. (Bir ProMT-MMP hiicre yiizeyine
tasinma sirasinda hiicre i¢i furin benzeri serin proteinaz tarafindan, hiicre yiizeyinde plazmin tarafindan
veya proteolitik olmayan konformasyonel degisikliklerle aktive edilir. Aktive edilmis MT-MMP daha
sonra TIMP2 tarafindan inhibe edilir ve ProMMP-2'nin hemopeksin alani, bir trimolekiiler kompleks
olusturmak tizere TIMP2'nin C terminal kismina baglanmir. Engellenmemis bir MT-MMP daha sonra
MMP-2 propeptidinin ¢gogunu kaldirarak ProMMP-2'yi kismen aktive eder. Propeptidin geri kalan kismu,
tamamen aktif olgun MMP-2 verecek sekilde hiicre yiizeyinde ayri bir MMP-2 molekiilii tarafindan
¢ikarilir. Olgun MMP-2 daha sonra hiicre ylizeyinden salmabilir veya baska bir hiicre yiizeyi MMP-2
yerlestirme proteini ile baglanabilir. Ayrica baska bir TIMP molekiilii tarafindan inhibe edilebilir veya
lokal MMP:TIMP molar oranlarina bagli olarak inhibe edilmemis aktif durumda birakilabilir) (Sternlicht
ve Werb, 2001).
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2.9.4. Matriks Metalloproteinaz’larin Gorevleri

MMP'ler, kollajenler, elastin, jelatin ve diger matriks glikoproteinleri ve proteoglikanlar
dahil olmak {izere ¢esitli ECM proteinlerinin doniisiimiinii tesvik ederek doku yeniden
sekillenmesinde Onemli bir rol oynar. Kollajen ve elastin, vaskiiler duvarin yapisal
biitiinligii igin esastir ve dnemli MMP substratlaridir (Tablo 2.1). MMP'ler kollajen tip
I, 10, 100, 1V, Vv, VI, VII, VI, IX, X ve XIV' farklh etkinliklerle parcalar. MMP,
agrekan, entaktin, fibronektin, tenasin, laminin, miyelin bazik protein ve vitronektin gibi
diger ECM protein substratlarin1 bozar. Kazein fizyolojik bir MMP substrati olmasa da,
birkag MMP tarafindan sindirilir ve bu nedenle, zimografi deneylerinde bu MMP'lerin
aktivitesini 6lgmek i¢in kullanilir (Kigiikgiiven ve Khalil, 2013). MMP'ler is birligi
yapabilir. Ornegin, Kollajenazlar MMP-1, -13 ve -18 6nce iiglii sarmal kollajeni ¢dzer ve
fibriler kollajen tip I, II ve III'iin peptit baglarin1 % ve % fragmanlarina hidrolize eder
(Nagase ve ark,. 2006; Chung ve ark., 2004).

MMP'ler, hiicre proliferasyonu, gocii ve farklilasmasi, ECM'nin yeniden sekillenmesi ve
doku invazyonu ve vaskiilarizasyonu dahil olmak iizere bir¢ok biyolojik siirecte
onemlidir. (Sekil 2.4.). Bu biyolojik siire¢ler normal gelisim ve organogenez sirasinda
birgok kez gerceklesir, ancak uygun sekilde dengelenmedigi takdirde kanser, timor
ilerlemesi ve doku invazyonu gibi =zararli patolojik durumlara da katkida
bulunabilir. MMP'ler, biiyiime faktorlerinin dogrudan fiziksel temasta olmayan hiicreler
tarafindan kullanilabilir hale gelmesi igin proteolitik boliinmesi, kurucu hiicrelerin
dokulardan yakindaki stromaya hareket edebilmesi i¢in go¢ sinyalini ve hiicre gogiinii
sonlandirmak i¢in ECM'nin bozulmasi ve diizenlenmis reseptor boliinmesi dahil olmak

tizere ¢esitli mekanizmalarla bu islemlere katilabilir (Chang ve Werb, 2001).
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Hiicre Apoptozu

MMP-7, 9, 10,
Aksonal 14,23, 25 .
Embriyogenez

MMP-21, 27, 28

Anjiogenez Bagisiklik Tepkisi
MMP-2, 16, Fizyolojik MMP-1, 12, 13,
Siireclerde 14,24, 25

MMP'lerin

Yara iyilesmesi

MMP-1, 8, 10, Morfogenez
el MMP-14,15

Ureme .
. Doku Tadilat1
Menstiirasyon MMP-3, 10 13, 14,
MMP-23, 27 22,26, 28

Sekil 2.4. MMP’lerin fizyolojik siireclerdeki temsili rolleri

Komsu hiicreler arasindaki fiziksel temaslarin dinamik modiilasyonu ve doku onarimi
gibi durumlar epitelyal siireglerin ayrilmaz bir par¢asidir. MMP'ler, akut yaralanmadan
sonra doku onarmmina katilir (Irigoyen ve ark., 2015). MMP aktivitesinin indiiksiyonu,
hiicreler arasi baglantilarin ¢oziilmesine ve ECM'nin bozulmasmna katkida bulunur.

Boylece hiicre hareketindeki fiziksel kisitlamanin iistesinden gelmis olur (Mauris ve
ark., 2014).

2.9.5. Matriks Metalloproteinaz -1 (MMP-1) Ozellikleri ve Gorevleri

Kollajenazlar, MMP-1 (interstisyel kollajenaz), MMP-8 (nétrofil kollajenaz), MMP-13
ve MMP-18'i igerir. Bu MMP'ler, fibriler kollajen tip I, II ve I1I'iin karakteristik 3/4 ve /s
fragmanlarma béliinmesinde énemli bir rol oynar. Once iiglii sarmal kollajeni ¢dzerler,

ardindan peptit baglarin1 hidrolize ederler (Chung ve ark., 2004; Nagase ve Fushimi,
2009).

Kollajenaz-1 veya interstisyel kollajenaz olarak da adlandirilan MMP-1, 11922.3 gen
lokasyonunda bulunur. MMP-1 kollajen ve jelatini bozar. MMP-1 ayrica proMMP-9'u
aktif formuna ayirir. Diger bircok MMP'de oldugu gibi, fizyolojik kosullar altinda ¢ogu
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hiicrede MMP-1 seviyeleri ¢ok diisliktiir, ancak enflamatuar kosullar ve otoimmiin
hastaliklarda yukar1 regiile edilir (Mittal ve ark., 2016). lyilesmesi yavas yaralarda ve
vendz yaralarda, nispeten diisiik TIMP seviyeleri ile MMP-1, -8 ve -9'un artan seviyeleri
ve aktiviteleri tespit edilmistir (Ayuk ve ark., 2016). MMP-1 ekspresyonu, tiimor nekroz
faktorii-o (TNF- o)) ve interlokin-1 (IL-1) gibi inflamatuar sitokinler tarafindan artirilir
(Nam ve ark., 2011). insan vokal kord fibroblast hiicre kiiltiiriinde, TNF- o hiicre
proliferasyonunu inhibe eder, kollajen III ve fibronektin i¢in TIMP-3 ve mRNA
transkript seviyelerini asagi regiile eder ve MMP-1 ve -2 ekspresyonunu yukari regiile
ederek MMP/TIMP-3 oraninin artmasina neden olur. Ayrica MMP-1 vokal kord

yaralanmasini takiben yara iyilesmesinide hizlandirabilir (Chen ve Thibeault, 2010).
2.10. Hiicresel Yaslanma ve Patogenezi

Hiicresel yaslanma, cesitli streslerden kaynaklanan ve geri doniisii olmayan biiyiime
durmasi durumuna yol agan bir siirectir. Yaslanan hiicreler, yaglanma sirasinda birikir ve
yasa bagli cesitli hastaliklar1 tesvik etmede rol oynar. Hiicresel yaslanma, timor
baskilanmasinda, yara iyilesmesinde ve doku fibrozuna karsi korumada 6nemli bir rol
oynayabilir; bununla birlikte, yaslanan hiicrelerin in vivo zararli etkileri olabilecegine ve
dokularin yeniden sekillenmesine, organizmanin yaslanmasina ve yasla ilgili birgcok
hastaliga neden olabilecegine dair giderek artan kanitlar da mevcuttur. Hiicresel
yaslanma, cesitli i¢sel ve digsal faktorler tarafindan indiiklenebilir. Yaslanan hiicreler
cok sayida biyolojik olarak aktif faktor salgilar; yaslanan hiicrenin spesifik salgilama
fenotipi, organizmalarda fizyolojik ve patolojik sonuglara katkida bulunur (Regulski,
2017).

Yasa bagli tim kronik hastaliklara kismen kronik steril (patojenle iligkili olmayan)
inflamasyon, makromolekiiler hasar, progenitér hiicre disfonksiyonu ve hiicresel
yaslanma dahil yasa bagli doku disfonksiyonunun altinda yatan temel yakinsak
yaslanma mekanizmalar1 neden olabilir (Segura ve ark., 2018). Son on yilda, hiicresel
yaslanma, genel doku disfonksiyonunun ve yaglanma fenotiplerinin olasit bir nedeni
olarak ortaya ¢cikmistir (Kirkland ve Tchkonia, 2015; Espin ve Serrano, 2014). Hiicresel
yaslanma, telomer erozyonu, DNA hasari, oksidatif stres ve onkojenik aktivasyon gibi
cesitli hiicresel stresorlere yanit olarak ortaya g¢ikan, esasen geri doniisii olmayan bir
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biliylime durmasi olup bir antitiimér mekanizmasi oldugu diisiiniilmektedir (Campisi ve

Fagagna, 2007).

Hiicresel yaslanma, yaslanmanin dejeneratif ve hiperplastik patolojilerini iliskilendiren
bir stres tepkisidir. Bu dejenerasyon veya kademeli fonksiyon kaybi1 molekiiler, hiicresel,
doku ve organizma seviyelerinde meydana gelir. Yasa bagli fonksiyon kaybu, tek hiicreli
organizmalardan biiyiik, karmagsik hayvanlara kadar neredeyse tiim yaslanan
organizmalarin bir Ozelligidir. Memelilerde, yasa bagli dejenerasyon sarkopeni,
ateroskleroz, kalp yetmezligi, osteoporoz, makula dejenerasyonu, akciger yetmezligi,
bobrek yetmezligi, noral dejenerasyon gibi iyi bilinen patolojilere ve Alzheimer ve
Parkinson hastaliklar1 gibi yasa bagl patolojilerin 6nde gelen norodejeneratif
hastaliklarina yol agar. Tiirlerin belirli yasa bagli patolojilere kars1 duyarhiliklar: farklilik
gosterse de bu hastaliklar genellikle tiire 6zgili yasam siiresinin yaklasik orta noktasindan
baslayarak (6rnegin, insanlar i¢in 50-60 yil) tstel kinetiklerle yiikselir (Alliance for
Aging Research, 2006; Office, 2013). Hiicresel yaslanma, 1960'larda Hayflick (Hayflick,
1965; Hayflick ve Moorhead, 1961) tarafindan resmen tanimlanmistir. Belli sayida
boliinme gegirdikten sonra, normal insan diploid fibroblastlarinin geri doniisii olmayan,
boliinmeyen duruma veya replikatif yaslanmaya girdigini gostermistir. Arastirmalar,
normal insan diploid fibroblastlarinin 50 ila 60 kez bdliinebildigini, ancak daha sonra
geri donistimsiiz olarak boliinmeyi durdurduklarini géstermistir (Narita ve ark., 2011;
Young ve ark., 2011). Bu nedenle, omiirlerinin sonuna ulasmadan &nce tamamlanan

boliinme sayis1 Hayflick Limiti olarak adlandirilmustir.
2.11. Antioksidanlar

Viicudun iki ana savunma sistemi, serbest radikal detoksifiye edici enzimler ve
antioksidan molekiillerdir (Krishnamurthy ve Wadhwani, 2012; Martini, 2009). Katalaz
ve glutatyon peroksidazlar, siiperoksit dismutaz (SOD) ‘in yapisindaki siiperoksit
katyonunun 1 hidrojen elektronu alarak, molekiiler oksijene (O2) veya hidrojen peroksite
(H20.) baglanmasini katalize eden antioksidan enzimlerdir (Sekil 2.5.) (Krishnamurthy
ve Wadhwani, 2012).
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Sekil 2.5. Reaktif oksijenlerin olusumu

Bir antioksidan, serbest radikallerin ve/veya ROS'un diger atomlardan elektron almasini
engelleyebilen herhangi bir molekiildiir (Krishnamurthy ve Wadhwani, 2012; Martini,
2009). Baska bir deyisle, bir antioksidan, serbest radikallerin veya ROS tarafindan tesvik
edilen reaksiyonlarin neden oldugu oksijen (oksidasyon) hasarini engelleyen herhangi
bir maddedir. Antioksidanlar hiicre i¢i ve hiicre dis1 konumlarda etki gosterir (Ames ve
ark., 1981; Becker, 1993; Krishnamurthy ve Wadhwani, 2012; Martini, 2009). Glutatyon
ve lrik asit, viicudun sentezleyebildigi ve endojen antioksidan kaynaklar1 olan iki
molekiildiir (Krishnamurthy ve Wadhwani, 2012). Hem glutatyon hem de iirik asit, insan

derisinde bulunan 6nemli antioksidanlardir (Shindo ve ark., 1994).

Birgok farkli antioksidan, besin veya diger eksojen kaynaklardan elde edilir. En yaygin
olarak bilinen antioksidanlar arasinda A, C ve E vitaminleri bulunur. (Krishnamurthy ve
Wadhwani, 2012; Martini, 2009). Bununla birlikte, antioksidanlarin besin kaynaklari,
birgok bitkide bol miktarda bulunan karotenoidler, lipoik asit ve fenolik bilesiklerdir
(Krishnamurthy ve Wadhwani, 2012; Shindo ve ark., 1994). Bu antioksidanlarin ¢ogu,

insan derisinin epidermal ve dermal katmanlarina dahil edilir (Shindo ve ark., 1994).

Son olarak, solar UV radyasyonuna, agir metallere veya diger toksik ajanlara maruz
kalmanin, mitokondriyal fonksiyonla baglantili normal metabolik oksidasyon yoluyla
kagmilmaz ROS iiretimiyle birlikte serbest radikal veya ROS olusumunu arttirdigi
bilinmektedir. Bu nedenle ROS ve antioksidanlar hastaliklardan arinmis saglikli bir
yasam icin bir denge meselesi haline gelir; biyolojik sistemler, viicudun maruz kaldigi

veya lrettigi cesitli serbest radikalleri veya ROS'lar1 "nétralize etmeye" hazir yeterli
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miktarda antioksidana sahip olmalidir. Antioksidanlar ve ROS arasinda bir dengesizlik

meydana gelirse, oksidatif stres ortaya ¢ikacak ve homeostazi saglanamayacaktir (Tulah

ve Birch-Machin, 2013).
2.12. Bir Antioksidan Olarak Morusin

Polifenoller, ilging biyolojik aktiviteye sahip dogal molekiillerdir (Stompor-Goracy,
Bajek-Bil ve Machaczka, 2021). Umut verici bir grup, genis bir farmakolojik aktivite
spektrumu ile karakterize edilen dogal prenilflavonoidlerdir (Turdo ve ark., 2021,
Koosha ve ark., 2019).

Morus alba (Beyaz dut) Giineydogu Asya'ya 0zgii yaprakli bir agagtir. Yapraklari,
meyveleri, tohumlar1 ve kabugu flavonoidler (astragalin, kaempferol, kersetin, rutin) ve

alkaloidler (1-deoksinojirimycin) gibi bir dizi degerli biyoaktif bilesik icerir.

Sekil 2.6. Morusinin molekiiler yapisi

Morusin, flavonoidler grubuna aittir. Morus alba'nin (Moraceae) kok korteksinde dogal
olarak bulunan en 6nemli preflavonoidlerdan biridir. Morusin, C-2 ve C-3 arasinda ¢ift
bagi olmayan hidrojene flavonun bir tiirevi olan bir aglikondur. (Panek-Krzysko ve

Stompor-Goracy, 2021)

Morusin, C2sH240s kimyasal formiiline sahip bir bilesiktir. 420.5 g/mol molekiiler
agirlik olup TUPAC adi 2-(2,4-dihidroksifenil)-5-hidroksi-8,8-dimetil-3-(3-metilbut-2-
en-1-il)-4H ,8H-pirano[2,3-f]lkromen-4-on olarak bilinmektedir. C-5, C-2' ve C-4' de
hidroksil gruplari olan bir flavonun kimyasal yapisina sahiptir (Sekil 2.6.). Bu serbest
hidroksil gruplari, morusinin yapisal analoglarini verecek sekilde cesitli fonksiyonel

gruplarla ikame edilebilir. Morusin, suda ¢6ziinmeyen hidrofobik bir hidroksiflavon
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oldugundan, viicut sivilarinda da ¢ok az ¢oziiniir. Bu nedenle, in vivo etkinligini artirmak

icin yeni yontemler gelistirilmektedir (Agarwal ve ark., 2019).

Ayrica, morusinin giiglii bir antikanser (Park ve ark., 2018; Zhou ve ark., 2021)
antioksidan (Martins ve ark., 2021), antiinflamatuar (Jia ve ark., 2020) ve antimikrobiyal
(Pang ve ark., 2019) aktiviteye sahip oldugu kanitlanmistir. Bu bilesik ayrica insan
immiin yetmezlik viriisiiniin (HIV) potansiyel bir inhibitorii olarak da hizmet edebilir
(Syahdi ve ark., 2012). Son zamanlarda, morusin ayrica Herpes simplex viriis tip 1'e
(HSV-1) kars1 Mori ramulus'un aktif bir antiviral bilesen olarak tanimlanmistir (Syahdi
ve ark., 2012).

2.13. Fibroblastlarin Hiicresel Yaslanmasi

Dermal bag dokusunun homeostazisini koruyan ve dermisten tiiretilen hiicrelerin
hiicresel yaglanmasi, cilt yaslanmasinin temel bir nedenidir ve ¢cogunlukla igsel yaslanma
stireci tarafindan hiicrelerin proliferatif kapasitesinin azalmasi nedeniyle yenilenmenin
durmasina neden olur. Tim organlarda oldugu gibi, matriks proteinlerinin
iiretilmesinden sorumlu dermal fibroblastlar da yasla birlikte replikatif yaslanma gosterir

(Stanulis-Praeger, 1989; Cristofalo ve Pignolo, 1993).

Diger hiicrelerde oldugu gibi fibroblastlarda da hiicresel yaslanmay1 agiklamak i¢in
bagka bir mekanizma, gen ekspresyon modellerinde ve hiicresel proliferatif kapasitede
yasa bagli degisikliklerin telomerlerin kontrolii altinda olma olasiligi ifade edilir
(Kosmadaki ve Gilchrest, 2004). Telomerler, birbirini izleyen tekrarlayan DNA
dizilerinden olusan lineer kromozomlarin uglaridir. Telomerlerin uzunlugu, hiicre
boliinmesiyle 150 baz ciftine kadar azalir (Harley ve ark., 1990) ve bireyin yasi ile ters
orantihidir (Allsopp ve ark., 1992). Telomerler kritik derecede kisaldiginda, hiicreler
proliferatif yaslanmaya girer ve bu nedenle telomerler, hiicrelerin gen¢ mi yoksa yash mi1
oldugunu gosteren biyolojik bir saat gorevi gorebilir (Wright ve Shay, 1992). Bu
nedenle, telomer kisalmasi, seri hiicre boliinmesinden kaynaklandigi i¢in esas olarak
icsel yaslanma tarafindan indiiklenen hiicresel yaslanmay1 agiklayabilir. Bununla

birlikte, fotoyaslanmanin telomer kisalmasini etkiledigi de belirlenmistir (Li ve ark.,
2003).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hiicreler ve Kiiltiir Kosullar:

Tez calismast kapsamindaki tim deneylerde ATCC’den temin edilen Insan Fibroblast
hiicre hatti Hs68 (ATCC® CRL-1635™) kullanildi. Hiicreler, %10 FBS (besiyerini
zenginlestirmek i¢in kullanildi) ve %2 glutamin (hizlhi biiyiimeyi ve canliligi uzatir) ile
desteklenmis DMEM (ATCC® 30-2006™) besiyerinde ¢ogaltilarak, %5 CO2’li etiivde
37°C’de inkiibe edildi. ATCC’nin 6nerdigi sekilde hiicrelerin tripsinazyonu icin %0,25
tripsin, %0,03 EDTA karisimi kullanildi. Hiicre yogunluguna bagli olarak pasajlama
oran1 1:2 veya 1:3 olarak belirlendi. Hiicreler %95 besiyeri ve %5 DMSO iceren
“dondurma” besiyeri igerisinde kisa siireli olarak -80 °C derin dondurucuda uzun vadede

stv1 azot tanklart igerisinde saklandi.
3.2. Besiyerlerinin Hazirlanmasi
3.2.1. %10’luk FBS iceren DMEM Besiyerinin Hazirlanmasi

%]10‘luk FBS igceren DMEM besiyeri hazirlamak i¢in 500 mL’lik besiyeri igerisine 50
mL FBS (Fetal Sigir Serum), 5 mL esansiyel olmayan amino asit soliisyonu (viicudun
sentezledigi ihtiya¢ duyulan aminoasitler), 1 mL L-Glutamin, 2,5 mL sodyum piruvat
(tampon olarak kullanilir) ve 1 mL antibiyotik ¢ozeltisi (olas1 bir kontaminasyonu
engellemek igin) ilave edilerek iyice karigmasi saglandi. Uzerine hazirlanma tarihi

yazilarak +4°C’ye kaldirild1.
3.2.2. %1’lik FBS iceren DMEM Besiyerinin Hazirlanmasi

%1°lik FBS iceren DMEM besiyeri hazirlamak i¢in 500 mL’lik besiyeri icerisine 5 mL
FBS (Fetal Sigir Serum), 5 mL esansiyel olmayan amino asit soliisyonu, 10 mL L-
Glutamin, 2,5 mL sodyum piruvat ve 1 mL antibiyotik ¢ozeltisi ilave edilerek iyice

karismasi saglandi. Uzerine hazirlanma tarihi yazilarak +4°C’ye kaldirildi.
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3.2.3. Dondurma Besiyerinin Hazirlanmasi

Dondurma besiyeri i¢in 97,5 mL FBS’nin igine 2,5 mL DMSO (Dimetil siilfoksit) sivisi

eklenerek karistirildi ve +4°C’de muhafaza edildi.

3.3. Morusinin Hazirlanmasi

Morusinin ticari formu liyofilize edilmis toz seklinde satilmaktadir. Etken igerigi;
morusin (2 mg / 4,7496 mL) ve DMSO (¢6ziicii) ile hazirlanmaktadir. Etkenin tek
seferde kullanilan konsantrasyonu 32 uM/mL’dir. Morusin, etkenin besiyerindeki
proteinlerle etkilesimini en aza indirebilmek i¢in %1 serum igceren besi yerinde, en
yiiksek konsantrasyonu 32 pM/mL olacak sekilde, her seferinde '2 kez seyreltme

yapilarak seri diliisyon halinde hazirlandi ve hemen hiicrelere uygulandi (Tablo 3.1.).

Tablo 3.1. Morusinin hazirlama protokolit

In DMSO: > 125mg/mL (297.30 mM)
vitro | * ">" ¢6ziiniir anlamina gelir, ama doygunluk bilinmiyor.
Coziinen
Coziicii
1mg 2 mg 5mg

Stok
Soliisyonlar1 1 mM 2,3784 mL 4,7568 mL 11,8920 mL
Hazirlamak §

ﬁ 5mM 0,4757 mL 0,9514 mL 2,3784 mL

5

S 10mMm 02378mL | 04756mL | 1,1892mL

3.4. Hiicrelerin Deneyler icin Boliinmesi
3.4.1. Hiicrelerin Tripsinasyonu

Petri kabini en az %70 oraninda dolduran hiicreler, hiicre kiiltiirii kabinine alind1. Burada
petri kaplarindaki besiyeri pipetdr ile ¢ekilerek atildi. 90,25 tripsin, %0,03 EDTA
karisimindan biiytik petriler (150x25 mm) i¢in 4 mL kiiclik petriler (100x20 mm) i¢in 2
mL eklendi. Mikroskop ile kontrol edilerek tiim hiicrelerin kalkmalar1 beklendi. Kalkan
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hiicreler %10’luk FBS igeren DMEM besiyeri ile falkon tiiplere aktarildi ve 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tist kisimdaki siipernatant atildi. Dipte

kalan hiicre peleti diger islemler i¢in kullanildi.
3.4.2. Hiicrelerin Proliferasyon Deneyleri I¢in 96-Kuyucuklu Plaklara Béliinmesi

Tripsinasyon islemi ile santrifiij sonrasi falkon tiipte elde edilen hiicreler iizerine 10 mL
%10’luk FBS iceren DMEM besiyeri eklenerek iyice karigmasi saglandi. Daha sonra
ependorf tiipiin igerisine 900 uL %10’luk DMEM besiyeri, 100 pL’de icerisinde hiicre
bulunan besiyerinden eklenerek 10 kat sulandirildi. Bu hiicre karistmi Thoma laminda
sayildi. Dort tane 16 karenin bulundugu Thoma laminda bu alanlardaki hiicrelerin
sayisinin ortalamasi alindi. Bu ortalama deger sulandirma katsayis1 ve 10% ile carpilarak
mL’deki hiicre sayisi elde edildi. Hiicreler 96 kuyucuklu plaklara her kuyucuk bagina
5x10°2 hiicre olacak sekilde boliindii.

3.4.3. Hiicrelerin ELISA Deneyleri i¢in 6-Kuyucuklu Plaklara Boliinmesi

Tripsinasyon islemi ile santrifiij sonrasi falkon tiipte elde edilen hiicreler iizerine 10 mL
%10’luk FBS iceren DMEM besiyeri eklenerek iyice karigmasi saglandi. Daha sonra
ependorf tiipiin icerine 900 pulL %10’luk DMEM besiyeri, 100 pL de icerisinde hiicre
bulunan besiyerinden eklenerek 10 kat sulandirildi. Bu hiicre karistmi Thoma laminda
sayildi. Dort tane 16 karenin bulundugu Thoma laminda bu alanlardaki hiicrelerin
sayisinin ortalamas alindi. Bu ortalama deger sulandirma katsayis1 ve 10* ile carpilarak

mL’deki hiicre sayis1 elde edildi.
3.5. Morusinin Fibroblast Hiicrelerinin Proliferasyonu Uzerine Etkileri
3.5.1. Morusin uygulamalari

Morusinin fibroblast hiicre hatlar1 {izerindeki etkilerini inceleyen in vitro bir ¢alisma
olmadig i¢in, Hs68 hiicrelerinin proliferasyonlari iizerine etkisini belirlemek amaci ile
oncelikle bir doz taramasi yapildi. Bu amagla, hiicreler 5.000 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde 96 kuyucuklu steril plaklara boliindli ve yapismalari i¢in 24 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin besiyerleri ¢ekilerek her bir kuyucuga farkli
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konsantrasyonlardaki (32-16-8-4-2-1-0,5-0,25-0,125 uM/mL) morusin 100ul/kuyucuk
olacak sekilde uygulandi. Yiiksek konsantrasyonlarda hiicrelerin tamamina yakini
oldiigii gozlenince daha diisiik konsantrasyonlarda ¢alisma tekrar planlanarak (4-2-1-0,5-
0,25-0,125-0,0625-0,03125-0,015625 uM/mL) morusin 100ul/kuyucuk olacak sekilde
uygulandi.

3.5.2. Deneylerin sonlandirilmasi

Morusinin hiicrelerinin biiytimesini iizerine etkisi olup olmadigi WST-1 Test Kiti (WST
Assay Kit / Cell Proliferation) kullanilarak belirlendi. WST-1 kitinin yiiksek oranda suda
¢cozlinen tetrazolyum tuzu, WST-1 canli hiicrelerdeki dehidrogenaz aktiviteleriyle
rediiklenerek sar1 renkli formazana doniigiir. Test sonucu ortaya c¢ikan renk yasayan
hiicre sayisi ile dogru orantilidir. lag uygulamasinin hemen arkasindan, baslangictaki
hiicre sayisini belirlemek i¢in baslangic zamani (Time Zero (T0)) okumasi yapildi
Bunun i¢in TO olarak belirlenen kuyucuklardaki besiyeri c¢ekilerek yerine 90 pl serum
icermeyen besiyeri koyuldu ve igerisine kit i¢erisindeki WST-1 soliisyonun‘dan 10 pl
eklendi. 4 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda plak kapagi agilmadan absorbans degerleri
ELISA kit okuyucuda 450 nm’de okundu. Bu okumanin ardindan hiicreler 24, 48 ve 72
saatlik periyotlarda inkiibe edildi. Her bir inkiibasyon siiresi sonunda deneyler TO
okumasindaki gibi sonlandirildi. Her biri kendi i¢inde 8 tekrarli olmak iizere birbirinden
bagimsiz 3 farkli deney sonucu Instad 4.0 istatistik programinda tek yonli ANOVA
Testi ve Dunnett Testi ile degerlendirilip, kontrol grubu (ilag uygulanmamis grup) ile

karsilastirilarak yorumlanda.
3.6. Hiicrelerden Besiyerine Salinan MMP-1 Miktarinin Belirlenmesi
3.6.1. Morusin uygulamalari

Insan fibroblast hiicre hattinda morusinin Matriks Metaloproteinaz-1 salinimi iizerine
etkisinin belirlenebilmesi i¢in, WST-1 testi sonuglarina gore 6liim oranin en diisiik
oldugu proliferasyonun inhibe edildigi en yiiksek 2 konsantrasyon (4-2 uM/mL) ve
proliferasyonun inhibe edilmedigi en yiiksek 2 konsantrasyon (1-0,5 uM/mL) secildi.

31



Hiicreler 100.000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6-kuyucuklu plaklara boliindi ve
yapigmalart i¢in 24 saat inkiibe edildi. Hiicreler yapistiktan sonra belirlenen
konsantrasyonlar (4, 2, 1 ve 0,5 puM/mL) 2ml/kuyucuk olacak sekilde hiicrelere
uygulandi. 24 48 ve 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siireleri sonunda besiyerleri

toplanarak kit prosediirlerine uygun sekilde calisildi.
3.6.2. Hs68 hiicrelerinden besiyerine salinan MMP-1 miktarinin belirlenmesi

Hs68 Fibroblast hiicrelerinden besiyerin salinan MMP-1 miktarlari, 24, 48 ve 72saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda Human MMP-1 ELISA Kit (BioLegennd Kat. No: 440707)
kullanilarak belirlendi. Bu kit hiicre kiiltiirii siipernatanlarinda MMP-1"un hem pro hem
de aktif formunun kantitatif olarak belirlenmesini saglamaktadir. Kit icerisinde MMP-

1’a 6zel monoklonal antikor ile kaplanmis 96 kuyucuklu plak vardir.

Tim reaktifler, standart soliisyonlar ve numuneler talimatlara goére hazirlandi.
Kullanmadan 6nce tiim reaktifleri oda sicakligina gelmesi i¢in beklenildi. Testler oda
sicakliginda gergeklestirildi. Standart Bir 40ng/mL standart stok soliisyonu olusturmak
icin 120 uL standart (80ng/mL) 120uL standart seyreltici ile sulandirildi. Seyreltme
yapilmadan Once standardin hafif calkalama ile 15 dakika oturmasina izin verildi.
20ng/mL, 10ng/mL, 5ng/mL ve 2.5ng/mL soliisyonlar iiretmek igin standart stok
solisyonunu (40ng/mL) 1:2 standart seyreltici ile seri olarak seyrelterek ¢ift standart
noktalar hazirlandi. Kalan soliisyon daha sonra-20°C'de dondurularak yapilacak bagka

calismalar igin saklandi. Onerilen standart ¢ozeltilerin seyreltilmesi su sekildedir:
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Tablo 3.2. MMP-1 standartlarin hazirlanma protokolii

40ng/mL Standart No.5 120 pL Orjiinal standart + 120 uL Standart diliient
20ng/mL Standart No.4 120 pL Standart No.5 + 120 pL Standart diliient
10ng/mL Standart No.3 120 pL Standart No.4 + 120 pL Standart diliient
5ng/mL Standart No.2 120 pL Standart No.3 + Standart diliient
2.5ng/mL Standart No.1 120 pL Standart No.2 + Standart diliient

120 ul 120 ul 120 pl 120 ul 120 pl

% SN TN TN T e

1R

-.... -

80ng/mL 40ng/mL 20ng/mL 10ng/mL 5ng/mL 2.5ng/mL

Sekil 3.1. Standart seyreltmelerin yapilmasi

Test igin gereken strip sayisi belirlendi. Seritleri kullanilmak {izere c¢ercevelere

yerlestirildi. Kullanilmayan stripler 4°C'de koruma altina alind.

Standart kuyuya 50 pL standart eklendi. Standart ¢o6zelti biyotinlenmis antikor

icerdiginden, standart kuyuya antikor eklenmedi.
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Numune kuyularina 40 uL. numune eklendi ve ardindan 10 pL insan MMP-1 antikoru
eklendi, daha sonra numune kuyularina ve standart kuyulara 50 pL streptavidin-HRP
eklenerek iyice pipetlendi. Plaka bir kapatict ile ortiilerek 37°C'de 60 dakika inkiibe
edildi.

Daha sonra kapatict ¢ikartilarak plaka 5 kez yikama tamponu ile yikandi. Kuyular her
yikamada 30 saniye ile 1 dakika arasinda 300 pL yikama tamponu ile yikandi. Otomatik
yikama i¢in her kuyu bosaltildi ve yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Plaka kurutma
kagidi ile iyice kurulandi.

Her kuyuya once 50 uL substrat soliisyonu A ardindan 50 pL substrat soliisyonu B
eklendi. Karanlikta 37°C'de 10 dakika boyunca yeni bir kapatici ile kaplanmis plak
inkiibe edildi.

Her kuyucuga daha sonra 50 pL durdurma soliisyonu eklendi ve mavi rengin sariya

doniistimiint gézlemlendi.

Durdurma soliisyonunu ekledikten sonraki 10 dakika igerisinde 450 nm'ye ayarlanmis

optik yogunlugu (OD degeri) dlgiilmiistir.
3.7. Istatiksel Analizler

Calismadan elde edilen veriler grup ic¢i degerlendirmeler i¢in Dunnett's Multiple
Comparison post-test, gruplar arasi degisimlerin degerlendirilmesi i¢in ise Tukey-
Kramer multiple comparison test, the Student's paired t-test ve ANOVA testleri ile
analiz edildi (p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi). Elde edilen verilerin

Sigma Plot 10.0 (SPSS Inc., USA) programu ile grafikleri olusturuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Morusinin Hs68 Hiicre Hatti Uzerine Gosterdigi Sitotoksik ve Proliferatif
Etkiler

Kendi igerisinde sekiz tekrar ve birbirinden bagimsiz ¢ deney seti halinde
gerceklestirilen (Sekil 4.2.) baslangi¢c konsantrasyon tarama calismalarinda, morusinin
Hs68 hiicreleri lizerine her bir inkiibasyon siiresi i¢in farkli konsantrasyonlarda

sitotoksik ve proliferatif etkiler gosterdi.

Morusinin, birbirinden bagimsiz ii¢ deney seti 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda, c¢esitli morusin konsantrasyonlarimin Hs68 hiicreleri tizerindeki etkilerine
bakilmistir. Hiicre canliligt WST-1 uygulanarak ELISA okuyucu ile OD degerleri
alimmustir (Tablo 4.1., Tablo 4.2., Tablo 4.3., Tablo 4.4., Tablo 4.5. ve Tablo 4.6.) ve bu
degerlere bagli olusturulmus grafikler sunulmustur (Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5.,
Sekil 4.6., Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.).
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Sekil 4.1. Yapismis Hs68 fibroblast hiicrelerinin plaktaki gorintiisii.
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Sekil 4.2. Cesitli konsantrasyonlardan morusin uygulanmis Hs68 fibroblast hiicrelerine WST-1 canlilik
testi uygulandiktan sonraki renk doniistimii (WST-1 kitinin yiiksek oranda suda ¢oziinen tetrazolyum tuzu,

WST-1 canli hiicrelerdeki dehidrogenaz aktiviteleriyle rediiklenerek sar1 renkli formazana doniisiir).

Tablo 4.1. Morusinin 1. Set 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda hiicre canlilig {izerine etkisi (WST-1

uygulamasi sonucu ELISA okuyucu ile alinmig OD degerleri)

DMSO
KONTROL
pM/mL

6 pM/mL
pM/mL
pM/mL
pM/mL
pM/mL
5 uM/mL
,25 ntM/mL
,125 pM/mL

o
=

™ — fe'e) <t [N — o o o
0,332 | 0,230 0,329 0,037 | -0,056 | 0,081 | 0,338 | 0,345 | 0,319 | 0,286 | 0,282 | 0,388

0,370 | 0,294 0,426 | 0,037 | -0,049 | 0,077 | 0,395 | 0,356 | 0,343 | 0,330 | 0,387 | 0,409

0,333 | 0,280 0,449 | 0,044 | -0,042 | 0,088 | 0,392 | 0,363 | 0,340 | 0,311 | 0,400 | 0,410

0,411 | 0,288 0,466 | 0,048 | -0,039 | 0,121 | 0,365 | 0,491 | 0,347 | 0,296 | 0,308 | 0,367

0,447 | 0,323 0,465 | 0,043 | -0,031 | 0,127 | 0,422 | -0,037 | 0,348 | 0,315 | 0,311 | 0,359

0,550 | 0,346 0,492 | 0,046 | -0,040 | 0,122 | 0,419 | 0,369 | 0,371 | 0,328 | 0,319 | 0,434

0,553 | 0,344 0,519 | 0,057 | -0,043 | 0,154 | 0,420 | 0,368 | 0,339 | 0,316 | 0,311 | 0,444

0,492 | 0,300 0,452 | 0,041 | -0,050 | 0,124 | 0,351 | 0,360 | 0,325 | 0,322 | 0,352 | 0,400

Ortalama 0,450 | 0,044 | -0,044 | 0,112 | 0,388 | 0,379 | 0,342 | 0,313 | 0,334 | 0,401

Morusin uygulanmis Hs68 Fibroblast hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
WST-1 uygulamasi ile alinmig OD degerleri tablodaki gibidir. Konsantrasyonlara bagl

Ol¢iilmiis OD degerinin ortalamalar1 kontrol grubunun OD degerlerinin ortalamasi ile
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karsilastirildiginda sirastyla 32 uM/mL’de %90,22; 16 uM/mL’de %100; 8 uM/mL’de
%75,11; 4 uM/mL’de %13,78; 2 uM/mL’de %15,78; 1 uM/mL’de %?24; 0,5 uM/mL’de
%30,44; 0,25 uM/mL’de %25,78 ve 0,125 uM/mL’de %10,88 azalmistir.
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Morusin
Sulandirma 32 pM/mL — 0,125 pM/mL
(yan yartya)

Sekil 4.3. Morusinin 1. Set 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, Hs68 hiicre viabilitesindeki degisiklige
etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05).

Kontrol grubuna kiyasla 32, 16, 8, 2, 1, 0,5 ve 0,25 uM/mL konsantrasyonlarda anlamli
bir sitotoksik etki goriilmiistiir. 4 ve 0,125 uM/mL konsantrasyonlarda ise kontrol

grubuna kiyasla azalig vardir (**, p<0.01; *, p<0.05).

Tablo 4.2. Morusinin 1. Set 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda hiicre canliligi tizerine etkisi (WST-1

uygulamasi sonucu ELISA okuyucu ile alinmig OD degerleri)

,25 pM/mL
125 pM/mL

o
=

DMSO
KONTROL
2 nM/mL
6 pM/mL
pM/mL
pM/mL
pM/mL
pM/mL

5 uM/mL

n — o < ~ — = = =
0,415 | 0,197 0,418 | 0,065 | 0,041 | 0,064 | 0,309 | 0,422 | 0,353 | 0,211 | 0,423 | 0,359

0,411 | 0,233 | 0,400 | 0,062 | 0,032 | 0,095 | 0,328 | 0,436 | 0,282 | 0,421 | 0,399 | 0,383

0,367 | 0,186 | 0,417 | 0,032 | 0,022 | 0,070 | 0,259 | 0,391 | 0,296 | 0,409 | 0,537 | 0,434

0,408 | 0,291 | 0,469 | 0,048 | 0,034 | 0,101 | 0,355 | 0,485 | 0,461 | 0,396 | 0,426 | 0,522

0,322 | 0,263 | 0,436 | 0,038 | 0,050 | 0,108 | 0,470 | 0,404 | 0,392 | 0,458 | 0,420 | 0,364

0,355 | 0,228 | 0,417 | 0,022 | 0,001 | 0,073 | 0,301 | 0,416 | 0,354 | 0,407 | 0,393 | 0,416

0,396 | 0,223 | 0,445 | 0,053 | 0,049 | 0,165 | 0,288 | 0,436 | 0,329 | 0,374 | 0,374 | 0,410

0423 | 0,226 | 0,374 | 0,066 | 0,058 | 0,085 | 0,365 | 0,354 | 0,364 | 0,354 | 0,374 | 0,407

Ortalama 0,422 | 0,047 | 0,086 | 0,095 | 0,334 | 0,418 | 0,354 | 0,379 | 0,418 | 0,412
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Morusin uygulanmis Hs68 Fibroblast hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
WST-1 uygulamasi ile alinmig OD degerleri tablodaki gibidir. Konsantrasyonlara bagl
Ol¢iilmiis OD degerinin ortalamalar1 kontrol grubunun OD degerlerinin ortalamasi ile
karsilastirildiginda sirastyla 32 uM/mL’de %88,86; 16 uM/mL’de %91,50; 8 uM/mL’de
%77,46; 4 uM/mL’de %20,76; 2 uM/mL’de %0,95; 1 uM/mL’de %16,24, 0.5
uM/mL’de %10,25; 0,25 uM/mL’de %0,89 ve 0,125 uM/mL’de %2,40 azalmistir
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Sekil 4.4. Morusinin 1. Set 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, Hs68 hiicre viabilitesindeki degisiklige
etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05).

Kontrol grubuna kiyasla 32, 16, 8, 4 ve 0,5 uM/mL konsantrasyonlarda anlamli bir
sitotoksik etki goriilmiistiir. 2, 0,5, 0,25 ve 0,125 uM/mL konsantrasyonlarda ise kontrol
grubuna kiyasla azalig vardir (**, p<0.01; *, p<0.05).
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Tablo 4.3. Morusinin 1. Set 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda hiicre canliligi lizerine etkisi (WST-1

uygulamasi sonucu ELISA okuyucu ile alinmig OD degerleri)

| - 'é

- - - g £

e | E|E | 2| 2| 2|2 | & =%

2 Z = = = = = = = e &

o = ©) ~ ° E EX e e w, a —

[ [a) Y en — o < ~ — = = o
0,532 | 0,122 | 0,430 | 0,007 | 0,018 | 0,028 | 0,345 | 0,927 | 0,338 | 0,445 | 0,431 | 0,403
0,469 | 0,169 | 0,463 | 0,031 | 0,020 | 0,043 | 0,279 | 0,630 | -0,043 | 0,403 | 0,437 | 0,413
0,369 | 0,105 | 0,494 | 0,009 | -0,027 | 0,029 | 0,933 | 0,593 | 0,644 | 0,448 | 0,421 | 0,430
0,447 | 0,202 | 0,526 | 0,035 | 0,042 | 0,068 | 0,464 | 0,617 | 0,394 | 0,602 | 0,430 | 0,490
0,436 | 0,206 | 0,493 | 0,039 | 0,039 | 0,068 | 0,358 | 0,691 | 0,485 | 0,423 | 0,470 | 0,468
0,387 | 0,175 | 0,522 | 0,009 | 0,007 | 0,047 | 0,357 | 0,703 | 0,384 | 0,256 | 0,374 | 0,419
0,427 | 0,173 | 0,474 | 0,035 | 0,022 | 0,059 | 0,355 | 0,464 | 0,780 | 0,262 | 0,452 | 0,481
0,461 | 0,172 | 0,480 | 0,045 | 0,051 | 0,100 | 0,405 | 0,667 | 0,455 | 0,345 | 0,419 | 0,403
Ortalama 0,485 | 0,026 | 0,022 | 0,055 | 0,437 | 0,662 | 0,430 | 0,398 | 0,429 | 0,438

Morusin uygulanmis Hs68 Fibroblast hiicrelerinin 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda

WST-1 uygulamasi ile alinmig OD degerleri tablodaki gibidir. Konsantrasyonlara bagl

Olclilmiis OD degerinin ortalamalar1 kontrol grubunun OD degerlerinin ortalamasi ile
karsilagtirildiginda sirasiyla 32 pM/mL’de %94,60; 16 uM/mL’de %95,57; 8 uM/mL’de
%88,62; 4 uM/mL’de %9,94; 1 uM/mL’de %11,46; 0.5 uM/mL’de %17,98; 0,25
uM/mL’de %11,54 ve 0,125 uM/mL’de %9,44 azalmistir. 2 uM/mL’de ise %36,32

artmistir.

450 nm Optik Dansite’deki Degisim

P il .
I
T 11#'_1;’_-?\|i|\\
— =
2 ® 4 3
o
B é'ﬁ 7 & 3
TgF 23ifiiiig
¥ 8 u Hoe s 3T aAFog oz
l Morusin l

Sulandirma 32 pM/mL — 0,125 pM/mL
(yan yarya)

Sekil 4.5. Morusinin 1. Set 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, Hs68 hiicre viabilitesindeki degisiklige
etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05).
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Kontrol grubuna kiyasla 32, 16 ve 8 uM/mL konsantrasyonlarda anlamli bir sitotoksik

etki goriilmistir (**, p<0.01; *, p<0.05). 1 uM/mL konsantrasyonda anlamli bir

proliferatif etki gorilmistir. 4, 2, 0.5, 0,25 ve 0,125 uM/mL konsantrasyonlarda ise

kontrol grubuna kiyasla azalig vardir.

Tablo 4.4. Morusinin 2. Ve 3. Set 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda hiicre canlilig1 iizerine etkisi

(WST-1 uygulamasi sonucu ELISA okuyucu ile alinmig OD degerleri)

=

3 T £

- T £ = =

- = = E = =

- = = = E E = 3 =l o

0 S E E E = = = | o g X

2 = = = = 2 0 & o & 9

o o =2 =2 =2 Te) 3\ — o o o

[ [ ¥ - N o = =y = S = =
1,378 | 1624 | 2,318 | 1,704 | 1,749 | 1,418 | 1,974 | 1,692 | 1,666 | 1,861 | 1,881 | 2,099
1,326 | 2,079 | 2,154 | 1,859 | 2,009 | 1,885 | 1,979 | 1,928 | 1,891 | 2,173 | 1,969 | 1,813
1,265 | 2,198 | 2,176 | 1,773 | 1,756 | 1,865 | 2,081 | 2,004 | 1972 | 2,150 | 2,038 | 1,604
1,299 | 2,088 | 2,092 | 1,825 | 1,885 | 1,939 | 2,074 | 1,860 | 2,105 | 2,024 | 2,036 | 1,982
1,394 | 2270 | 2,269 | 1,494 | 1938 | 1,977 | 1,877 | 2,002 | 2,039 | 1,974 | 2,145 | 2,018
1,343 | 2,002 | 2,134 [ 1,691 | 1,772 [ 1,757 | 1,812 | 1,917 | 2,148 | 1,798 | 2,136 | 2,055
1,423 | 1,911 [ 1,751 | 1,593 | 1,627 [ 2,121 | 2,149 | 2,473 | 2,152 [ 1,912 | 2,053 | 2,120
1,399 | 2,012 | 1,689 | 1,626 | 1,677 | 1,956 | 2,161 | 2,242 | 2,164 | 1,821 | 1977 | 1,986
1593 | 1624 | 2,318 | 1,704 | 1,749 | 1,418 | 1,974 | 1692 | 1,666 | 1,861 | 1,881 | 2,099
1,473 |1 2,079 | 2,154 | 1,859 | 2,009 | 1,885 | 1,979 | 1,928 | 1,891 | 2,173 | 1,969 | 1,813
1,345 |1 2,198 | 2,176 | 1,773 | 1,756 | 1,865 | 2,081 | 2,004 | 1,972 | 2,150 | 2,038 | 1,604
1,397 | 2,088 | 2,092 | 1,825 | 1,885 | 1,939 | 2,074 | 1,860 | 2,105 | 2,024 | 2,036 | 1,982
1,443 | 2,270 | 2,269 | 1,494 | 1938 | 1,977 | 1,877 | 2,002 | 2,039 | 1,974 | 2,145 | 2,018
1,448 | 2,002 | 2,134 [ 1,691 | 1,772 [ 1,757 | 1,812 | 1,917 | 2,148 | 1,798 | 2,136 | 2,055
1,478 | 1,911 | 1,751 | 1,593 | 1,627 [ 2,121 | 2,149 | 2,473 | 2,152 [ 1,912 | 2,053 | 2,120
1,614 | 2012 | 1,689 | 1,626 | 1,677 | 1,956 | 2,161 | 2,242 | 2,164 | 1,821 | 1,977 | 1,986
Ortalama | 2,073 | 1,696 | 1,802 | 1,865 | 2,013 | 2,015 | 2,017 | 1,964 | 2,029 | 1,960

Morusin uygulanmis Hs68 Fibroblast hiicrelerinin 2. ve 3. Setlerin 24 saatlik inkiibasyon

stiresi sonunda WST-1 uygulamasi ile alinmig OD degerleri tablodaki gibidir.

Konsantrasyonlara bagli 6l¢iilmiis OD degerinin ortalamalar1 kontrol grubunun OD

degerlerinin ortalamas: ile karsilastirildiginda sirasiyla 4 pM/mL’de %18,20; 2
puM/mL’de ise %13,08; 1 uM/mL’de %10,05; 0.5 uM/mL’de %2,88; 0,25 uM/mL’de
%2,81 ve 0,125 pM/mL’de %2,69; 0,0625 uM/mL’de %5,25; 0,03125 pM/mL’de
%2,09 ve 0,015625 uM/mL’de %5,47 azalmstir.
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Sekil 4.6. Morusinin 2. ve 3. setlerin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, Hs68 hiicre viabilitesindeki
degisiklige etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05).

Kontrol grubuna kiyasla 4, 2 ve 1 uM/mL konsantrasyonlarda anlamli bir sitotoksik etki
goriilmustir (**, p<0.01; *, p<0.05). 0.5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125 ve 0,015625
uM/mL konsantrasyonlarda ise kontrol grubuna kiyasla azalis vardir.

Tablo 4.5. Morusinin 2. Ve 3. Set 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda hiicre canlilig1 iizerine etkisi
(WST-1 uygulamasi sonucu ELISA okuyucu ile alinmig OD degerleri)

puM/mL
pM/mL
pM/mL

5 uM/mL

,25 nM/mL

125 pM/mL
,0625 nM/mL
03125 nM/mL
015625 pM/mL

0
DMSO
Kontrol

< [N — o o o o o o
1,480 | 2,069 | 1,987 | 1,364 | 1,650 | 1,841 | 1,980 | 1,834 | 1,894 | 1,920 | 1,976 | 2,169

1,236 | 2,251 | 2,288 | 1,629 | 2,034 | 2,195 | 2,337 | 2,102 | 2,031 | 2,150 | 2,104 | 1,980

1,196 | 2,201 | 2,353 | 1,325 | 1,907 | 2,136 | 2,176 | 2,180 | 2,064 | 2,135 | 2,144 | 2,385

1,222 | 2,273 | 2,300 | 1,603 | 1,889 | 2,214 | 2,135 | 2,270 | 2,087 | 2,184 | 2,221 | 2,103

1,285 | 2,193 | 2,273 | 1,598 | 1,907 | 2,131 | 2,543 | 2,111 | 1,951 | 2,086 | 2,231 | 2,195

1,319 | 2,254 | 2,264 | 1,492 | 1,843 | 2,045 | 2,649 | 2,324 | 1,895 | 2,038 | 2,516 | 2,039

1,366 | 2,249 | 2,300 | 1,510 | 1,926 | 2,178 | 2,493 | 2,335 | 2,208 | 2,190 | 2,109 | 2,048
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1,233

2,113

2,173

1,462

1,844

2,111

2,558

2,227

2,201

2,255

2,152

2,224

1,600

2,007

2,033

1,222

1,875

1,898

1,991

2,023

1,820

2,026

1,849

2,012

1,530

1,854

1,958

1,254

1,930

1,996

1,908

2,094

1,769

1,778

1,802

1,941

1,449

2,108

1,956

1,271

1,854

1,876

1,925

2,075

1,808

1,749

1,910

2,012

1,643

1,880

2,138

1,355

1,883

1,905

1,914

1,996

1,772

1,729

1,804

1,857

1,661

1,797

1,885

1,279

1,844

1,992

2,052

2,067

1,929

1,777

1,895

2,045

1,620

1,709

1,901

1,368

1,880

2,038

1,965

1,769

1,938

1,809

1,918

2,015

1,535

1,943

1,949

1,398

1,983

1,979

1,983

2,098

1,955

1,887

2,050

2,083

1,536

1,912

1,925

1,421

1,952

2,053

1,926

1,904

1,929

1,804

2,006

2,002

Ortalama

2,105

1,409

1,888

2,037

2,158

2,088

1,953

1,970

2,043

2,069

Morusin uygulanmis Hs68 Fibroblast hiicrelerinin 2. ve 3. Setlerin 48 saatlik inkiibasyon

siresi sonunda WST-1 uygulamast ile alinmis OD degerleri tablodaki gibidir.

Konsantrasyonlara bagli olgiilmiis OD degerinin ortalamalari kontrol grubunun OD

degerlerinin ortalamasi ile karsilastirildiginda sirasiyla 4 pM/mL’de %33,05; 2
uM/mL’de %10,34; 1 uM/mL’de %3,25; 0,25 uM/mL’de %0,81 ve 0,125 uM/mL’de
%7,22; 0,0625 pM/mL’de %6,43; 0,03125 pM/mL’de %2,96 ve 0,015625 uM/mL’de
%1,70 azalmstir. 0,5 pM/mL’de ise %2,52 artmustir.
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Sekil 4.7. Morusinin 2. ve 3. setlerin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, Hs68 hiicre viabilitesindeki
degisiklige etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05).
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Kontrol grubuna kiyasla 4 ve 2 uM/mL konsantrasyonlarda anlamli bir sitotoksik etki
goriilmustiir (**, p<0.01; *, p<0.05). 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125 ve 0,015625
uM/mL konsantrasyonlarda ise kontrol grubuna kiyasla azalig vardir.

Tablo 4.6. Morusinin 2. Ve 3. Set 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda hiicre canlilig1 {izerine etkisi
(WST-1 uygulamasi sonucu ELISA okuyucu ile alinmig OD degerleri)
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1,298 | 2,739 | 2,787 | 1,540 | 2,051 | 2,476 | 2,728 | 2,659 | 2,734 | 2,659 | 2,518 | 2,772

1,418 | 2,695 | 3,093 | 1,843 | 2,341 | 2,303 | 2,873 | 2,765 | 2,648 | 2,700 | 2,343 | 1,948

1,381 | 2,854 | 3,456 | 1,811 | 2,308 | 2,262 | 2,732 | 2,852 | 2,839 | 2,533 | 2,628 | 2,542

1,385 | 2,742 | 2,821 | 1,622 | 2,202 | 2,336 | 2,472 | 2,752 | 2,801 | 2,425 | 2,262 | 2,669

1,398 | 2,846 | 3,010 | 1,787 | 2,234 | 2,881 | 2,665 | 2,435 | 2,903 | 2,563 | 2,604 | 2,355

1,402 | 2,654 | 3,078 | 1,796 | 2,159 | 2,496 | 2,550 | 2,400 | 2,281 | 2,803 | 2,588 | 2,303

1,426 | 2,529 | 2,948 | 1,751 | 2,103 | 2,490 | 2,626 | 2,655 | 2,297 | 2,694 | 2,441 | 2,754

1,311 | 2,709 | 2,825 | 1,722 | 2,076 | 2,348 | 2,863 | 2,867 | 2,657 | 2,662 | 2,808 | 2,500

1,600 | 1913 | 1,786 | 1,016 | 1,621 | 1,872 | 1,840 | 1,924 | 1,855 | 1,847 | 1,879 | 1,976

1,530 | 1,733 | 1,974 | 1,033 | 1,861 | 1,955 | 1,922 | 1,916 | 1,813 | 1,898 | 2,024 | 2,023

1,449 | 1,893 | 2,032 | 1,118 | 1,750 | 1,944 | 2,017 | 2,069 | 1,849 | 1,860 | 1,927 | 1,900

1,643 | 1,800 | 2,232 | 1,230 | 1,766 | 1,930 | 2,200 | 1,827 | 1,844 | 1,931 | 1,853 | 2,044

1661 | 1,952 | 1,970 | 1,114 | 1,712 | 1,934 | 1,986 | 1,901 | 1,912 | 1,889 | 2,090 | 2,028

1620 | 1,831 | 2,135 | 1,171 | 1,833 | 1,984 | 2,082 | 1,791 | 1,781 | 1,811 | 1,919 | 1,894

1535 | 1911 | 1,830 | 1,139 | 1,733 | 2,051 | 2,154 | 1,918 | 1,740 | 1,931 | 1,963 | 2,022

1,536 | 2,240 | 1,824 | 0,936 | 1,571 | 1,768 | 1,990 | 1,746 | 1,847 | 1,900 | 1,997 | 1,993

Ortalama 2,488 | 1,414 | 1,958 | 2,189 | 2,356 | 2,280 | 2,238 | 2,257 | 2,240 | 2,233

Morusin uygulanmis Hs68 Fibroblast hiicrelerinin 2. ve 3. Setlerin 72 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda WST-1 uygulamasi ile alinmig OD degerleri tablodaki gibidir.
Konsantrasyonlara bagli 06l¢iilmiis OD degerinin ortalamalar1 kontrol grubunun OD
degerlerinin ortalamas: ile karsilastirildiginda sirasiyla 4 pM/mL’de %43,14; 2
pM/mL’de %21,30; 1 uM/mL’de 9%11,99; 0,5 pM/mL’de %35,28; 0,25 uM/mL’de
%8,35; 0,125 pM/mL’de %10,05; 0,0625 uM/mL’de %9,28; 0,03125 uM/mL’de %9,94
ve 0,015625 uM/mL’de %10,25 azalmstir.
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Sekil 4.8. Morusinin 2. ve 3. setlerin 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, Hs68 hiicre viabilitesindeki
degisiklige etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05).

Kontrol grubuna kiyasla 4 ve 2 pM/mL konsantrasyonlarda anlamli bir sitotoksik etki
gorilmustiir(**, p<0.01; *, p<0.05). 1, 0.5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125 ve 0,015625

uM/mL konsantrasyonlarda ise kontrol grubuna kiyasla azalis vardir.

Deney sonuglarina gore, morusinin Hs68 hiicre hatti {izerine zaman bagli olarak 4
uM/mL ve 2 uM/mL konsantrasyonlarinda anlamli sekilde sitotoksik etki 1 uM/mL ve
0,5 uM/mL konsantrasyonlarinda ise daha az bir sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.
Bu nedenle morusinin 4 uM/mL, 2 uM/mL, 1 uM/mL ve 0,5 uM/mL konsantrasyonlari
icin MMP-1 ELISA kit ile calisilmasina karar verilmistir.

4.2. Morusinin Hs68 Hiicrelerinden Salinan MMP-1 Miktar1 Uzerine EtKisi

Morusin birbirinden bagimsiz ii¢ deney seti 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda, c¢esitli morusin dozlarimin Hs68 hiicrelerinin MMP-1 salinimlar1 {izerine
etkilerine bakilmistir. MMP-1 salinim miktarlar1 MMP-1 ELISA kit (Sekil 4.9.)
kullanilarak ELISA okuyucu ile OD degerleri alinmistir (Tablo 4.7., Tablo 4.8. ve Tablo
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4.9.) ve bu degerlere bagl olusturulmus grafikler sunulmustur (Sekil 4.10., Sekil 4.11.
ve Sekil 4.12.).

=1 T 1 1 F F P

Sekil 4.9. Morusin uygulanmis Hs68 fibroblast hiicrelerinin disariya salmis oldugu MMP-1 miktarinin

Olciilmesi i¢in calisilmis plak gorseli

Tablo 4.7. Morusinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda MMP-1 salinimi {izerine etkisi (MMP-1
ELISA Kit ile yapilan ¢alisilma sonucu ELISA okuyucu ile alinmis OD degerleri)

DMSO KONTROL 4 nM/mL 2 utM/mL 1 pM/mL 0,5 tM/mL
0,179 0,206 0,210 0,200 0,188 0,204
0,191 0,225 0,230 0,218 0,202 0,236
0,180 0,207 0,210 0,202 0,188 0,204
0,193 0,225 0,230 0,218 0,203 0,237
0,181 0,209 0,212 0,205 0,193 0,205
0,197 0,227 0,231 0,220 0,206 0,238
0,181 0,210 0,212 0,205 0,194 0,206
0,197 0,228 0,231 0,220 0,207 0,239
0,180 0,210 0,213 0,205 0,194 0,205
0,198 0,227 0,231 0,220 0,207 0,238
0,181 0,210 0,213 0,205 0,194 0,205
0,198 0,227 0,231 0,220 0,208 0,239

Ortalama 0,218 0,221 0,212 0,199 0,221

Morusin uygulanmis Hs68 Fibroblast hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
MMP-1 saliniminin ELISA okuyucu ile alinmis OD degerleri tablodaki gibidir.
Konsantrasyonlara bagli 6l¢iilmiis OD degerinin ortalamalar1 kontrol grubunun OD
degerlerinin ortalamasi1 ile karsilastirildiginda sirasiyla 4 pM/mL’de %1,64; 0,5
uM/mL’de %1,72 artarken ; 2 uM/mL’de %2,80; 1 uM/mL’de ise %8.70 azalmustir.

45




0.25

— — 1
P = -
0.20 4 ——
S
én 0,15 ~
a
g
-
= 0,10 <
a,
=
-
=l 0,05 4
[y
g
&
]
g 0,00 T T T T T T T
—

T =]
g o = = q | g
= 4 Z s = = 2

-~ o =0 £l =, s

a vl -+ =] —_ <

Morusin
Sulandirma 4 pM/mL — 0.5 pM/mL
(yart yanya)

Sekil 4.10. 24 saat inkiibasyon sonunda 4 uM/mL, 2 uM/mL 1 pM/mL ve 0,5 uM/mL morusinin Hs68

hiicrelerinden salinan MMP-1 miktari tizerine etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05).

Kontrol grubuna kiyasla 2 puM/mL konsantrasyonda MMP-1 miktar1 azalmistir. 1
uM/mL konsantrasyonda MMP-1 miktarinda ise anlamli bir sekilde azalis gortlmiistiir
(**, p<0.01; *, p<0.05). 4 ve 0,5 uM/mL konsantrasyonlarda ise kontrol grubuna kiyasla

artis vardir.

Tablo 4.8. Morusinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda MMP-1 salinimi iizerine etkisi (MMP-1

ELISA Kit ile yapilan ¢alisilma sonucu ELISA okuyucu ile alinmig OD degerleri)

DMSO KONTROL 4 nM/mL 2 utM/mL 1 uM/mL 0,5 tM/mL
0,174 0,206 0,207 0,202 0,211 0,200
0,208 0,256 0,238 0,198 0,242 0,236
0,174 0,205 0,207 0,199 0,210 0,199
0,208 0,248 0,239 0,199 0,243 0,237
0,178 0,206 0,209 0,199 0,214 0,201
0,212 0,250 0,240 0,205 0,251 0,237
0,178 0,206 0,210 0,200 0,215 0,202
0,212 0,251 0,240 0,205 0,252 0,238
0,178 0,207 0,210 0,199 0,214 0,201
0,213 0,250 0,240 0,205 0,253 0,238
0,178 0,206 0,210 0,199 0,215 0,202
0,213 0,251 0,240 0,206 0,254 0,238
Ortalama 0,229 0,224 0,201 0,231 0,219
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Morusin uygulanmis Hs68 Fibroblast hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
MMP-1 saliniminin ELISA okuyucu ile alinmig OD degerleri tablodaki gibidir.
Konsantrasyonlara bagli 6l¢iilmiis OD degerinin ortalamalar1 kontrol grubunun OD
degerlerinin ortalamasi ile karsilastirildiginda sirasiyla 4 uM/mL’de %1,90; 2
uM/mL’de %11,90; 0,5 uM/mL’de %4,12 azalirken 1 uM/mL’de ise %1.67 artmustir.
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Sekil 4.11. 48 saat inkiibasyon sonunda 4 uM/mL, 2 uM/mL 1 pM/mL ve 0,5 uM/mL morusinin Hs68
hiicrelerinden salinan MMP-1 miktari lizerine etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05).

Kontrol grubuna kiyasla 4 ve 0.5 pM/mL konsantrasyonda MMP-1 miktar1 azalmigtir. 2
uM/mL konsantrasyonlarda MMP-1 miktar1 anlamli bir sekilde azalig goriilmiistir (**,
p<0.01; *, p<0.05). 1 uM/mL konsantrasyonlarda ise kontrol grubuna kiyasla artig

vardir.
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Tablo 4.9. Morusinin 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda MMP-1 salinim1 iizerine etkisi (MMP-1
ELISA Kit ile yapilan ¢alisilma sonucu ELISA okuyucu ile alinmig OD degerleri)

DMSO KONTROL 4 pM/mL 2 nM/mL 1 pM/mL 0,5 uM/mL
0,194 0,196 0,214 0,193 0,235 0,207
0,201 0,194 0,211 0,231 0,238 0,227
0,195 0,195 0,214 0,193 0,235 0,208
0,202 0,194 0,213 0,232 0,240 0,228
0,196 0,197 0,219 0,194 0,239 0,213
0,207 0,198 0,219 0,233 0,241 0,233
0,196 0,197 0,220 0,193 0,240 0,213
0,208 0,198 0,219 0,233 0,241 0,234
0,196 0,197 0,220 0,193 0,241 0,214
0,208 0,198 0,220 0,233 0,241 0,235
0,196 0,197 0,221 0,193 0,241 0,214
0,208 0,198 0,220 0,233 0,241 0,235
Ortalama 0,197 0,218 0,213 0,239 0,222

Morusin uygulanmis Hs68 Fibroblast hiicrelerinin 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
MMP-1 salintmmin ELISA okuyucu ile alinmis OD degerleri tablodaki gibidir.
Konsantrasyonlara bagl o6l¢iilmiis OD degerinin ortalamalar1 kontrol grubunun OD
degerlerinin ortalamas: ile karsilastirildiginda sirasiyla 4 pM/mL’de %10,64; 2
puM/mL’de %8,26; 1 uM/mL’de %21,78 ve 0,5 uM/mL’de ise %12.80 artmistir.
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Sekil 4.12. 72 saat inkiibasyon sonunda 4 uM/mL, 2 pM/mL 1 pM/mL ve 0,5 pM/mL morusinin Hs68
hiicrelerinden salinan MMP-1 miktar1 tizerine etkisi (**, p<0.01; *, p<0.05).
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Kontrol grubuna kiyasla 4, 2, 1 ve 0,5 pM/mL konsantrasyonlarda MMP-1 miktar1
anlamli bir sekilde artis goriilmiistiir (**, p<0.01; *, p<0.05).
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5. TARTISMA

Yaslh bireylerin sayis1 onlimiizdeki otuz yilda c¢arpici bigimde artacaktir. Diinya ¢apinda
en hizli bliyliyen yas-katmani olarak, 60 yasin {izerindeki kiiresel niifus, 2050'ye kadar
iki milyar1 asacaktir. 20. yiizyildan itibaren azalan Sliimler ve ortalama insan émriiniin
uzamasi, diinya ¢apindaki demografik yapiy1 yash niifus lehine degistirmektedir (Khan
ve ark., 2017).

Yaslanma, tiim ¢ok hiicreli organizmalar etkileyen ka¢inilmaz, evrensel, biyolojik bir
fenomendir. Yaslanmanin hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin1 agiklamak igin farkli
hipotezler o6ne siiriilmiis olsa da son ¢alismalar yaslanmanin molekiiler hasarin
birikmesinden kaynaklandigin1 giderek daha acik bir sekilde ortaya koymustur. Bu
hasara neden olan reaksiyonlar arasinda, sekerler ve reaktif aldehitler gibi metabolitlerin
reaksiyonlar1 ve biyokimyasal siireclerdeki spontan hatalar disinda, serbest radikallerin
ve diger reaktif oksijen tiirlerinin reaksiyonlar1 ana nedendir (Sadowska-Bartosz ve
Bartosz 2014)

Molekiillerin oksidasyonu ve indirgenmesi dahil olmak iizere kimyasal reaksiyonlar her
hiicrede meydana gelir. Bu reaksiyonlar serbest radikallerin iiretimine yol agcabilir.
Serbest radikaller, lipidler, proteinler ve DNA gibi organik substratlarla reaksiyona girer.
Oksidasyon yoluyla serbest radikaller bu molekiillere zarar vererek normal islevlerini
bozarlar ve bu nedenle gesitli islev kayiplarina sebep olabilirler. Enzimatik
antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlardan olusan anti-oksidasyon sistemi,

oksidatif strese kars1 koruma saglar (Somogyi ve ark., 2007).

Polifenoller, dogal antioksidanlar grubuna aittir. Antioksidan oOzellikleri, yapilarinda
serbest hidroksil gruplarimin varlifindan kaynaklanmaktadir. Bu sekilde organizmay:
serbest radikallerin zararli etkilerinden korurlar. Polifenollerin aktivitesi, reaktif oksijen
tiirlerinin notralizasyonuna, hiicrelerde hidroksil radikalinin olusumunu engelleyen gecis
metallerinin ~ selatlanmasina, kiiciik molekiillii antioksidanlarin  oksidasyondan

korunmasina ve lipoprotein oksidasyonunun inhibisyonuna dayanir (Zoofishan, 2018).
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Morus alba'nin birgok farkli etkisi vardir. Ornegin, yiizyillardir temel gida olarak
tiikketilen beyaz dut yapraklari hipertansiyon, diyabet, artrit ve aksamdan kalmalik
tedavisinde kullanilirken (Katsube ve ark., 2006), meyveleri idrar soktiiriicii olarak, kok
kabuklar1 ise Oksiiriik, iltihap, seker hastaligi, kanser, hepatit ve kalp hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmigtir (Gao ve ark., 2017; Bae ve Suh, 2007).

Yapilan ¢alismalarda Morus alba‘dan basta terpenoidler (Chan ve ark, 2016), alkaloidler
(Asano ve ark., 2001; Kusano ve ark., 2002), flavonoidler (Numora,1978; Du ve ark.,
2003), fenolik asitler (Hunyadi ve ark., 2012), amino asitler, glikozitler (Doi ve ark.,
2001) ve kumarinler (Piao ve ark., 2009) olmak tiizere bir dizi bilesigin izole
edilebildigini gostermistir. Morusin ise Morus alba‘dan elde edilmis yeni bir
flavonoidtir (Kim ve ark., 2011).

Kanserler, modern uygarligin en ciddi hastaliklarindan biridir. Su anda kanser hiicre
dongiisii diizensizligi disinda kanserleri tedavi etmek i¢in kullanilan kemoterapi, normal
hiicreleri de etkiler ve hastalarin genel saglik durumunu olumsuz yonde etkileyen bir
dizi yan etkiye neden olur. Bu nedenle, yalnizca kanser hiicrelerini se¢ici olarak ortadan
kaldiracak yeni, daha verimli ve daha giivenli terapdtik yontemlere biiytik ilgi vardir.
T1bbi kullanim i¢in yiiksek potansiyelleri nedeniyle izoprenil grubuna sahip polifenoller
de dahil olmak iizere dogal bilesikler, gliniimiizde yeni molekiiler hedefli ilaglarin, diyet
takviyelerinin veya antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesinde Onemli bir rol

oynamaktadir (Stompor ve Zarowska, 2016)

Yapilan arastirmalar morusinin yiiksek antioksidan potansiyeli nedeniyle akciger, kolon,
prostat, meme, karaciger ve rahim agzi kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriine karsi in vitro
antikanser aktivite gosterdigini ortaya koymustur. Bu g¢aligmalar belirli miktarlarda
kullanilan morusinin kanser hiicrelerin limiinti indiikledigini, proliferasyonunu ve
biiytimesini azalttigini ayrica hiicre gogiinii 6nemli 6lgiide inhibe ettigi ortaya koymustur

(Panek-Krzysko ve Stompor-Goracy, 2021).

Ayrica yapilan baska 6nemli bir ¢aligmada ise glinlimiizde en fazla 6liime sebep olan
enfeksiyon hastaliklarinin etkenleri olan Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium,
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Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Candida albicans ve Plasmodium falciparum
tizerinde diisiik dozlarda kullanilan morusinin antimikrobiyal, antifungal ve
antiprotozoal etkinlik gosterdigi ortaya konulmustur (Panek-Krzysko ve Stompor-
Goracy, 2021).

Sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda kullanilan morusin, TPA ile indiiklenen ROS
tiretimini doza baglh olarak azalttigi bulunmustur (Yin ve ark., 2018). Ayrica JB6 P+
hiicre modeli (fare deri hiicresi / epidermal hiicreler) iizerinde yapilan baska bir
calismada ise morusinin, hiicre proliferasyonu ve malign transformasyona aracilik
edebilen TPA ile indiiklenen aktivator protein-1 (AP-1) ve niikleer faktor-kappa B (NF-

kB) aktivasyonunu inhibe ettigi bulunmustur.

Morusin AP-1 ve NF-kB tarafindan diizenlenebilen siklooksijenaz-2'nin (COX-2) TPA
yukari regiilasyonunu inhibe etmistir. Ayrica, morusin GSH (glutatyon) seviyesi ile
iligskili olan N-cadherin ve vimentinin TPA ile indiiklenen motilitesini ve ekspresyonunu

azaltmistir (Panek-Krzys$ko ve Stompor-Goracy, 2021).

Cok sayida calisma MMP’lerin basta oksidatif stres dahil olmak iizere bircok faktdriin
bir kombinasyonu tarafindan modiile edildigini gostermektedir. Yaslanma artan MMP
ekspresyonu bagli artan kolajen yikimi ve azalan kolajen sentezi ile iliskilidir (Vo ve
ark., 2013; Ritti¢é ve Fisher, 2002). MMP-1 ise cilt fibroblastlarinin yaslanmasinda
onemli rol oynar. Ornegin, artan bir MMP ekspresyonu, yaslanmanim hizlanmasina ve

cilt elastikiyeti ile ilgili genlerin bozulmasina neden olabilir (Kim ve ark., 2016).

Chen ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢aligmada Rhizoma drynariae bitkisinden elde
edilen toplam flavonoidlerin klinik olarak osteoartrit (OA) iizerinde faydali etkileri
oldugu gosterilmistir. Sonuglar, TFRD'in (Rhizoma drynariae'nin toplam flavonoidleri)
OA model siganlarda diz kikirdagindaki patolojik degisiklikleri hafifletebilecegini
gostermistir. In vivo, qPCR analizi, matriks metalloproteinazlar MMP-1, MMP-3 ve
MMP-13"in mRNA seviyelerinin azaldigini, MMP-4'tin doku inhibitériiniin kikirdakta
arttigin1 ve bu degisikliklerin TFRD tarafindan kismen Onlenebilecegini gdstermistir
(Chen ve Thibeault, 2010).
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Calniquer ve arkadaglar1 yapmis olduklar1 c¢alismada karotenoidler ve polifenollerin
kombinasyonunun cilt hiicrelerinde UV kaynakli hasardan daha fazla koruyucu etki
retip liretmedigini test ettiler ve ¢alisma sonucu olarak MMP-1 salinimi1 seviyesinde bir
azalig oldugunu ortaya koymuslaridir (Calniquer ve ark., 2021). Sogan suyunun (kersetin
ve kaempferol) ve kersetinin dogrudan kullanimmim MMP-1'in ekspresyonunu hem in

vitro ve in vivo olarak belirgin sekilde arttirdigi gosterilmistir (Cho ve ark., 2010).

Yapmis oldugumuz literatiir taramast sonucunda morusinin insan fibroblast
hiicrelerinden salinan matriks metaloproteinaz-1 iizerine nasil bir etki gosterdigine
yonelik herhangi bir ¢alisma bulunamamistir. Dolayisiyla bizim temel hipotezimiz bir
flavonoid olan morusinin diger birgok flavonoid gibi insan fibroblast hiicre hattinda
(Hs68) matriks metaloproteinaz-1 (MMP-1) salimimi iizerinde azaltict bir etki
gosterecegi yoniinde olmustur. Boylece morusin bag dokunun korunumunu saglayacak,
matriks metaloproteinaz-1’in (MMP-1) azalmasiyla, bag dokusu sentezleyen hiicrelerin
yikiminin azalmasi sonucu in Vitro kosullarda yaslanma karsiti bir etki gosterecegi

varsayilmistir.

Ancak yapmis oldugumuz ¢alismalarda morusinin 32 uM/mL, 16 uM/mL ve 8 uM/mL
konsantrasyonlarda yiiksek sitotoksik bir etki gostererek Hs68 insan fibroblast
hiicrelerinin tamami ve tamamina yakiini 6ldirdiigi (p<0.01), 4 uM/mL ve 0.015625
uM/mL arasinda calisilan dozlarda ise proliferatif bir etki gostermekten ziyade agirlikli
olarak sitotoksik bir etki gostererek hiicre proliferasyonunda azalmaya sebep oldugunu

gostermistir.

Saglikli hiicrelerin tamami ve tamamina yakinini Oldiiren bu dozlardan daha azi
kullanilarak Panek-Krzysko ve Stompor-Goracy’nin 2021 yilinda yapmis oldugu
calismada akciger, kolon, prostat, meme, karaciger ve rahim agzi kanseri gibi bir¢ok
kanser i¢in in vitro anti kanser aktivite gosterdigini ortaya koymuslardir. Bu galigmanin
sonuglarindan hareketle sitotoksik az gozlendigi dozlarin segilmesi uygun bulunmustur.
Ayn1 zamanda, morusinin 4 puM/mL, 2 uM/mL, 1 puM/mL ve 0,5 puM/mL
konsantrasyonlarinin MMP-1 iizerine etkisini 6lgen elisa Kiti ile aldigimiz ilk veriler bu

dozlarin uygun olacagini géstermistir.
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Calismanin devaminda cesitli dozlarla etkilesime giren Hs68 hiicrelerinin MMP-1
salinimlarma bakildiginda; 24 saatte sonrasinda 4 uM/mL’de %1,64 ve 0,5 uM/mL’de
%1,72 artarken, 2 uM/mL’de %2,80 ve 1 uM/mL’de ise %8,70 azalmistir. 48 saat
caligma sonrasinda MMP-1 salinimlarina bakildiginda 1 pM/mL’de %1.67 artarken, 4
uM/mL’de %1,90; 2 uM/mL’de %11,90 ve 0,5 uM/mL’de %4,12 azalmigtir. 72 saat
sonrasinda ise MMP-1 salimimlart 4 pM/mL’de %10,64; 2 pM/mL’de %38,26; 1
uM/mL’de %21,78 ve 0,5 uM/mL’de ise %12.80 artmistir.

Bu sonuglar goz oOniine alindiginda; 24 saat sonrasinda morusin 4 ve 0,5 uM/mL
konsantrasyonlarda MMP-1 miktarini arttirarak hiicresel yaslanmayi tesvik ettigi, 2 ve 1
uM/mL konsantrasyonlar ise MMP-1 miktari1 azaltarak yaslanma karsitt etki
gostermistir. 48 saat sonra 1 puM/mL konsantrasyonda MMP-1 miktarini arttirarak
hiicresel yaslanmay1 tesvik ettigi 4, 2 ve 0,5 uM/mL konsantrasyonlarda MMP-1
miktarlarini azaltarak yaslanma karsiti etki gostermistir. 72 saat sonra ise 4, 2, 1 ve 0.5
uM/mL konsantrasyonda yani tamaminda MMP-1 miktarin1 arttirarak hiicreleri

yaglanmaya siiriiklemistir.

24 ve 48 saatlik deney sonuglarina bakildiginda morusinin zamana bagl olarak
etkiledigi MMP-1 salimimlar1 her bir konsantrasyon igin birbirinden farkli sonuglar
gOstermistir. Fakat 72 saat gibi bir siire sonra morusin kullanimimin her bir

konsantrasyonu Hs68 fibroblast hiicrelerinin MMP-1 salinimlarini arttirmastir.

Morusinin konsantrasyonlarinin uygulanmasinda 24 saat sonra 1 pM/mL morusin
uygulamasi ve 48 saat sonra 2 uM/mL morusin uygulamast MMP-1 miktari anlamli bir
sekilde azalmustir. 72 saat sonra ise tim dozlar icin MMP-1 saliniminin anlamli bir
sekilde artmasi bize zamana bagli uygulamanin morusinin MMP-1 salinimi {izerine

etkisinin degiskenlik gosterebilecegini gostermektedir.

Yapilan bire ¢aligmada sigara igmemin serbest radikaller iiretimini arttirdigi ve tiitiiniin
serbest radikal hasari ile akciger kanserini indiikledigini 6ne siiriilmiis ve beta-karotenin
sigara i¢cenlerde kanser riskini azaltip azaltmadigi arastirllmistir. Arastirmacilar, beta-
karoten alan grubun, kontrol grubuna kiyasla 6nemli oOl¢iide daha fazla kanser

gelistirdigi i¢in randomize olarak yapmis olduklar1 c¢alismayr sonuglanmadan
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durdurmustur. Arastirma sonucu ortaya g¢ikan sonug; kanser oriintiisiinii degistirmek,
orantisiz bir antioksidan seviyesi yerine ideal bir oksidan, antioksidan ve biyomolekiil

dengesi gerektirdigi yoniindedir (Lipsky ve King, 2015).

Bizim calisgmamizda da durum bundan farkli degildir. Morusinin yaslanma karsitt
calismalarda kullanilabilmesi ancak dogru bir doz kullanimi ve dogru bir uygulama
siiresi, yani dogru bir biyomolekiil dengesi saglanmas: ile miimkiindiir. Ozellikle yiiksek
konsantrasyonlarda  morusinin  hiicrelerde  dejenerasyonu  arttirmast  MMP-1

seviyelerindeki artisin bir gostergesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Tim bu verilerle birlikte;

Tez kapsaminda gergeklestirilen hiicre canliligi test sonuglarina gore; Hs68 hiicre
hattinda morusinin 32 — 0,015625 uM/mL arasindaki tiim konsantrasyonlarda 24, 48 ve
72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canliliginda istatiksel anlamda 6nemli

azalma gorilmistiir.

Tez kapsaminda gergeklestirilen MMP-1 ELISA sonuglarina gore; Hs68 hiicre hattinda
Mmorusinin 24 saat sonrasinda 2 uM/mL 48 saat sonrasinda 1 pM/mL anlaml bir azalis
gosterdigi goriilmiistiir. 72 saat sonrasindaki 4 uM/mL, 2 pM/mL, 1 pM/mL ve 0,5
pM/mL konstrasyonlarda anlamli bir artis gosterdigi ortaya ¢cikmustir (p<0.01). Diger
konsantrasyonlarda ise 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda istatiksel olarak

onemli bir artig veya azalis goriilmemistir.

Yukaridaki iki sonuca bagli olarak morusin Hs68 hiicrelerinin 32 uM/mL 16 uM/mL ve
8 uM/mL konsantrasyonlarda 6ldiirdiigii, 4 uM/mL ve 0.015625 uM/mL arasindaki tiim
konsantrasyonlar ise ¢ogalmalarini baskilamistir. Hiicre proliferasyonunu baskilayan
tim dozlarda ise 72 saat sonunda MMP-1 seviyesini artirarak hiicreyi yaslanmaya

stiriikledigini sonucunu ortaya koymustur.

Arastirma sonuglarimiz ve mevcut literatiir bilgisi 1s181nda, kuvvetli bir antioksidan olan
morisinin yiiksek dozlarda ve/veya uzun inkiibasyon siirelerinde hiicreler iizerinde toksik
etkiye sahip oldugunu goéstermektedir. Diger taraftan, diisilk doz ve kisa inkiibasyon
sirelerinde MMP-1 salinimini inhibe etmesi, yaslanma karsiti potansiyeline sahip
olusunun bir kanit1 olarak yorumlanabilir. Yaslanma karsit1 tam olarak etkisinin ortaya
konulabilmesi i¢in diisiik konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinde daha kapsamli

arastirmalara ihtiyag vardir.
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