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ABSTRACT

Aim: In this study, we evaluated the capacity of Gossypin in H,0,-
induced oxidative stress and wound healing model in mouse L929
fibroblast cells.

Material and Method: In vitro wound healing activity, cell vi-
ability and cytotoxicity indexes of Gossypin (5-200 pg/mL) and
H,0, (0.3-0.9 mM) were evaluated in the mouse fibroblast cell
line L929 using the MTT assay. Migration test was performed as
an in vitro wound healing test model. The concentration of H,0,
(0.5 mM) was used to evaluate the antioxidant activity. SOD activ-
ity and MDA level were determined. We also analyzed IL-13 and
TNF-a mRNA expression levels in L929 cells using real-time PCR
to assess whether Gossypin doses could reduce H202-induced
damage.

Results: H,0, (0.3-0.9 mM) was dose-dependent and gossypin
(5—-200 pg/mL) inhibited proliferation to L929 cells after 75 ug/mL.
25 and 50 pg/mL doses of Gossypin protected L929 cells at 48
and 72 hours against the administration of H,0, (0.5 mM). These
results were confirmed by migration test. Gossypin administra-
tion significantly increased antioxidant activity and decreased
MDA formation. especially 50 ug/mL group and increased the
SOD compared to H,0, group. Gossypin doses significantly de-
creased IL-18 and TNF-a mRNA expression compared to the
evaluated H,0, group.

Conclusion: In this study, a strong effect on fibroblast viability and
migration by protecting against oxidative stress induced by H,O,
in L929 cells was demonstrated. This indicates the potential ef-
fect of Gossypin on the prevention of oxidative stress-related dis-
eases caused by H,O,. This shows that gossypin can be used in
the treatment of diseases caused by oxidative stress-like damage
caused by H,0, of skin tissue.
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OZET

Amag: Bu calismada, fare L929 fibroblast hicrelerinde H,O,
kaynakli oksidatif stresi énlemede ve yara iyilesme modelinde
Gossypin’in kapasitesini degerlendirdik.

Materyal ve Metot: Gossypin’in (5-200 ug/mL) ve H,0,’nin (0,3-0,9
mM) in-vitro yara iyilesme aktivitesi, hlicre canliigi ve sitotoksisite
indeksleri MTT tahlili kullanilarak fare fibroblast hiicre hatti L929°da
degerlendirildi. Calismada, in-vitro yara iyilesme testi modeli olarak
migrasyon testi yapildi. Antioksidan aktivitenin degerlendirilmesi
amaci ile H,0,’nin (0,5 mM) konsantrasyonu kullanildl. SOD aktivitesi
ve MDA seviyesi belirlendi. Ayrica Gossypin dozlarinin H,0,’nin ne-
den oldugu hasari azaltip azaltamadigini degerlendirmek icin, gercek
zamanl PCR kullanarak L929 hiicrelerinde IL-18 ve TNF-a mRNA
ekspresyon seviyelerini analiz ettik.

Bulgular: H,0, (0,3-0,9 mM) uygulamasinin doz bagimli olarak,
Gossypin’in (6-200 ug/mL) ise 75 ug/mL’den sonra L929 hicre-
lerine proliferasyonu inhibe ettigi belirlenmistir. Gossypin’in 25 ve
50 pug/mL dozlari H,0, (0,5 mM) uygulamasina karsi 48. ve 72. sa-
atlerde L929 hicrelerini korumustur. Bu sonuglar migrasyon testi
ile dogrulanmistir. Gossypin uygulanmasi, antioksidan aktivitesini
6nemli 6lgiide arttirmis, MDA olusumunu azaltmistir. Ozellikle 50
ug/mL grubu ve H,0, grubuna kiyasla SOD’u arttirmistir. Gossypin
dozlari degerlendirilen H,0, grubuna kiyasla IL-15 ve TNF-a mRNA
ekspresyonunu anlamli sekilde azaltrmigtir.

Sonug: Bu calismada, L929 hiicrelerinde H,O, tarafindan indiikle-
nen oksidatif stresinden koruyarak fibroblast canliligi ve migrasyonu
uzerinde guclii bir etki géstermistir. Bu, Gossypin’in H,0,’nin neden
oldugu oksidatif stres ile iliskili hastaliklarinin 6nlenmesinde potansi-
yel etkisini ortaya koymaktadir. Buda cilt dokusunun H,0O,’nin neden
oldugu oksidatif stres benzeri hasarlanmalara bagl hastaliklarin te-
davisinde Gossypin’in kullanilabilecegini géstermektedir.

Anahtar kelimeler: Gossypin, L929, H,0,, oksidatif stres; yara iyilesmesi
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Giris

Deri, viicudun en bitytik organidir ve ultraviyole 1gini1-
myi, kimyasal toksikler, mikroorganizmalar ve benzeri
gibi cesitli dis etkenlerden gelen saldirilara kargi bir
duvar gorevi goriir'. Bu nedenle deri, eritem, 6dem, ki-
rigiklik, foto-yaglanma, iltihaplanma ve yara iyilesmesi
gibi olumsuz etkilere neden olan toksik yaralanmalar-
dan dogrudan etkilenir®.

Yara iyilesmesi hemostaz ile baglayan ve ¢ sirali faz
iceren (inflamasyon, doku olusumu veya proliferas-
yonu ve doku remodelingi) dinamik ve etkilesimli bir
sitregtir. Iyilesme yollarindaki tikaniklik siklikla yara
kronikligine neden olur ve bu nedenle iyilesme oranini
giinlerden aylara kadar geciktirir. Yaralanma bolgesinde
uzun stireli inflamasyon, fibroblast géciinii durdurur ve
ekstra hiicresel matriks (ECM) olusumunu énler, so-
nugta iyilesme siirecini engeller®. Kronik inflamasyon
ayni zamanda yara bolgesine oksidatif stresin indiik-
lenmesi ve yara kenarinda bulunan saglikli hiicrelerin
yaglanmasi ve gocii durdurmast igin etkilenmesiyle de
iligkilidir®. Bu nedenle, iyilesme stirecinin iltihaplanma
agamast uzatilmamali ve kronik deri yaralarini tedavi
etmek icin kalici iltihabi onleyen terapotik tedaviler
uygulanmalidir.

1929 fibroblast hiicreleri, oksidatif stres kaynakl: si-
totoksisiteyi aragtirmak i¢in yaygin olarak kullanil-
maktadir®®. Bu nedenle reaktif radikal iiretiminin
inhibisyonu; onarim veya yara iyilesme siirecinin
proliferatif fazini baglatmak icin bélgeye ¢ekilen fib-
roblast alimi i¢in 6nemli bir husustur. Flavonoidler,
antioksidan ozellikleri ile bilinen ve sadece bitki-
lerde sentezlenen bir grup polifenolik bilesiktir.
Flavonoidlerin insan saglig: tizerindeki yararli etkile-
ri, kismen antioksidan 6zelliklerine gore agiklanmak-
tadir. Antioksidan 6zelliklerinden dolay1 flavonoid-
lerin serbest radikallerin neden oldugu hastaliklarin
baglangicini geciktirebilecegi veya onleyebildigi one
surtilmektedir. Flavonoidlerin antienflamatuar, anti-
oksidan, antialerjik, hepatoprotektif, antitrombotik,
noroprotektif ve antikanserojenik aktivitelere sahip
oldugu bilinmektedir’. Bu nedenle aragtirmacilar,
bitki kaynakli dogal antioksidanlarin aragtirilmasina
yonelik ¢aligmalarini yogunlagtirmiglardir. Gossypin
ise bu bitkisel kaynakli maddelere en iyi 6rneketir.

Orijinal olarak Hibiscus vitifoliusdan izole edilen
Gossypin, (3,5,8,3,4-pentahidroksi-7-O-glukosil fla-
von 8-glukozit). Antioksidan'®, antienflamatuar" ve
analjezik" ozelliklere sahiptir. Ayrica, gossypin hem
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aminolevulinat dehidrataz hem de antioksidan savun-
ma enzimlerini aktive ederek savunma kaynakli oksi-
datif strese kargt 6nemli bir savunma saglar”. Bununla
birlikte, simdiye kadar, gossypinin, H,O, kaynakli ha-

sara karg1 etkileri aragtirilmamagtir.

Bu nedenle, bu ¢aligmanin amaci, L929 fibroblast hiic-
relerinde H,O, kaynakli hasarda gossypinin olasi etki-
lerini inceleyerek; bu etkileri biyokimyasal, molekiiler
ve mikroskobik yontemler kullanarak aragtirmaker.

Materyal ve Metot

L929 Fibroblast Hiicre Proliferasyonu ve Canlilik Analizi

1929 hiicre hattt American Type Culture Collection
(ATCC, USA) temin edilmigtir. Stv1 nitrojen tankinda
Cryotube de bulunan hiicre hatlari tanktan cikartila-
rak su banyosunda 37° C de kisa bir siire ¢oziinmesi
i¢in bekletildi. Céziinen hiicreleri T75 cm?® olan flaska
alindi. Kirk sekiz saat sonra L929 hiicreleri %10 FBS
iceren DMEM’de 2x10° hiicre/kuyucuk olacak sekil-
de sayim yapilip 96 kuyucuklu well playte ekilerek %5
CO, igeren nemli bir atmosferde 37°C'de inkiibe edil-
di. Yirmi dort saat sonra H O, ve Gossypin’in toksik
dozlarinin belirlenmesi amacr ile H,0, ‘nin (0,3, 0,4,
0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 mM) konsantrasyonlar ile goss-
ypinin (5-200 pg/mL) konsantrasyonlarinin 1929
hiicreleri tizerindeki etkileri MTT yontemi ile incelen-
di. Uygun dozlar belirlendikten sonra 96 kuyucuklu
well playte tekrar ekim yapildi. Yirmi dort saat sonra,
hiicreler farkli konsantrasyonlarda (5-100 pg/mL)
Gossypin'e maruz birakildi ve iig saat sonra da H,O,
(0,5 mM) ortama ilave edildi'*. Sonrasinda 24, 48 ve
72 saattlerde hiicrelere MTT yontemi uygulandiktan
sonra da mikroplak okuyucu spektrofotometre (Epoch
Microplate Spectrophotometer, Biolek, USA) ile 620
nm absorbans degerinde ol¢timleri ti¢ tekrarli olarak
yapildi. Canlilik oranlar1 kontrol kuyucuklarr ile kargi-
lagtirilarak analiz edildi.

Migrasyon Testi

Fibroblast 1.929’un gocii, bir yara iyilesme yontemi
kullanilarak incelenmigtir. Kisaca, %10 FBS iceren
DMEM i¢indeki L1929 hiicrelerine (2x10° hiicre/
mL), alt kuyucuklu plakanin her kuyucuguna ekilmis
ve 37°C ve %5 CO,de inkiibe edilmistir. L929 hiic-
releri kuyucukta tam tabaka olugturulduktan sonra,
steril bir pipet ucu ile yatay olarak her bir kuyucukta
bir ¢izik olugturuldu. Hiicresel artiklar, PBS ile yikana-
rak ¢ikarildi ve test numuneleri eklenmeden 2 mL taze



ortam ile degistirildi. Ilk giin Leica Inverted Mikroskop
(Leica, DMIL LED) kullanilarak goriintiileri ¢ekildi,
inkitbatérde muhafaza edilerek kuyucuklarin 24, 48 ve
72 saatlerde fotograflar: ¢ekildi.

Antioksidan Parametrelerin (SOD, MDA) Tayini

Hiicreler alu kuyucuklu plaklara 200 000/kuyucuk
ckildi (SOD, MDA icin ayri ayri) ve 37°Cde %5
CO, igeren nemli ortamda inkiibe edildiler. Hiicreler
kazima yontemi ile 6'lik well playtlerden kaldirilarak
-80°C’de saklandi. Her gruptan yaklagtk 100 mg hiic-
re lisat1 spesifik homojenat tamponunda, buz tizerinde
Tissue Lyser ile homojenize edildi. Daha sonra kitteki
direktiflere gore santriftj edildiler. Biyokimyasal calis-
malar i¢in her siipernatanttan MDA seviyeleri ve SOD
aktivitesi manuel 6l¢iim metotlariyla 6l¢ildi.

Protein Tayini

Protein konsantrasyonlar: ticari protein standartlar
kullanilarak Lowry metodu ile tespit edildi. (Sigma
Aldrich, Total protein kit-TP0300-1KT-ABD).

MDA Olgiimii
Fibroblastlar %1,15 KCL sogukta homojenize edildi.

Yiiz elli mikrolitre damitilmig su, 50 pL stipernatant,
50 uL SDS, 375 uL TBA ve 375 pL asetik asit karis-
urildi ve bir saat 95°C’de 1s1t1ld1. Sogutulduktan sonra
her bir numuneye 1,250 pL n-biitanol/piridin (15:1)
ilave edildi ve 4,000 rpm'de 10 dakika santrifuj edildi.
Nihai triiniin pembe/kirmizi rengin yogunlugu 532
nm'de belirlendi. Standart olarak malondialdehit bis-
dietil asetat kullanildi's.

SOD Aktivite Testi

Hiicreler damitulmig su ig¢inde homojenize edildi
(1:10); 2,9 mL reaksiyon karigimi (40 mL 3 mmol/1
ksantin, 20 mL 150 pmol/1 Nitro mavi tetrazolium
(NBT), 12 mL 400 mmol/1 Na2C03 ve 6 mL 1 g/L
BSA), 50 uL siipernatan ve 50 uL ksantin oksidaz karis-
urildi ve oda sicakliginda 20 dakika stireyle inkiibe edil-
di. Kulugkadan sonra, 1 mL 0,8 mM CuCI2 uygulan-
di ve 560 nm'de spektrofotometrik olarak izlendi. Bir
SOD birimi, NBT azalmasi oraninin %50 inhibisyo-
nuna neden olan protein miktari olarak tanimlandi’®.

Hiicre Hatlarinda Gen Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

Hiicreler 6-kuyucuklu plaklara 200000/well ekilecek
ve 37°C de %5 CO, igeren nemli ortamda inkiibe
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edildi. Hiicreler tripsinizasyon yontemi ile 6’lik well
playtlerden kaldirilarak Tissue Lyser IT (Qiagen) ciha-
zinda ((1*105 hiicreye 350 uL RLT buffer koyularak)
homojenize edildi ve QIAcube RNA izolasyon ciha-
zinda RNA ckstraksiyonu tiretici firmanin tavsiye etti-

gi sekilde surdirilda.

Revers Transkriptaz Reaksiyonu ve cDNA Sentezi

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit enzi-
mi kullanimi ile total RNA'dan ¢cDNA sentezi yapildi.
Her reaksiyon 10 uL RNA ile ger¢eklestirilerek cDNA
sentezi agagidaki sicaklik degerlerine gore Veriti 96
Well Thermal Cycler (Applied Biosystem) ile saglandi.
cDNA miktari nano drop spektrofotometri (EPOCH
Take3 Plate, Biotek) ile 6l¢iim belirlendi ve -20°C’de
sakland1.

cDNA sentez reaksiyonu:

total RNA 10uL
10 X RT Buffer 2ul
25 X dNTPs mix 0,8 uL
10 X RT Random Primers 2ul
MultiScribe Reverse Transcriptase 1uL
DEPC-H,0O 4,2 uL

Real Time PCR ile mRNA Ekspresyonlarinin Kantitatif Olarak
Belirlenmesi

TNF-o (Mm00443258_m1) ve IL-18 (Mm00434228
ml) mRNA ckspresyonu, Taqg Man Gene Expression
Master Mix kiti kullanilarak  kantifiye  edildi.
Amplifikasyon ve kantifikasyon iglemi StepOne Plus
Real Time PCR System (Applied Biosystems) cihazinda
yapildi. Referans gen olarak B-actin (Mm02619580_gl)
kullanildi. 200 ng cDNA igin tablo halinde agagida ve-
rilen TagMan™ Gene Expression Assays’ler yine agagida
gosterildigi gibi pipetlendi ve 40 siklus yuritildi. Ct
degerleri cihazda otomatik olarak delta-delta Ctye ¢ev-
rilecek ve caligmalarimiz sonucunda elde edilen bulgular
istatistiksel olarak IBM SPSS 20,0 paket programinda
degerlendirildi.

Pipetleme:
cDNA (200 ng) XuL
TaqMan Master Mix 10 uL
Assay 1uL

RNase free H,O ile 20 pL’ye tamamlandu.

Kafkas J Med Sci 2020; 10(1):15-23
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Istatistiksel Analiz

[statistiksel analiz igin tiim veriler Microsoft Excel
programi kullanilarak hesaplandi ve Elde edilen sonug-
lar ortalama + standart sapma olarak gosterildi. Veri
analizi tek yonlii varyans analizi (ANOVA), ardindan
Dunnett testi ile yapildi. p<0,05 6nemli olarak kabul

edildi.
Bulgular

1929 Proliferasyonu ve Canlilik Analizi

0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 mM konsantrasyonlarda
H,0,, L929 hiicrelerinin dozaj bagimli bir sekilde can-
liligini 6nemli 6l¢tide azaltti. Bu nedenle, sonraki de-
neylerde ¢aligma konsantrasyonu olarak 0,5 mM H,0,
konsantrasyonu kullanildi. Gossypin dozlarinda ise
doz bagimli olarak proliferatif etki ortaya ¢ikmig fakat
bu etki 75 pg/mL sonrasinda toksisiteye dontigmiis-
tiir ($ekil 1). Gossypin'nin H,O,ye karst hem hiicre
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yontemi kullanilarak 24., 48. ve 72. saatlerde L929 fare
fibroblast hiicre hattinda farkli konsantrasyonlarda
(5-100 pg/mL) incelenmistir (Sekil 2). L929 fibroblast

hiicreleri oksidatif stres icin bir model ¢aligmasi olarak
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Sekil 1. a, b. Gossypin'in ve H,0,'nin L929 fibroblast hiicrelerinin canlihgr iizer-
indeki etkisi. Fibroblast hiicrelerine farkl konsantrasyonlarda (5—100 pg/mL) Gos-
sypin ve (0,3-0,9 mM) H,0,’nin hiicre canliigina etkileri MTT tahlili kullanilarak
sonuglar kontrole gre % olarak hesaplanmigtir (a, Gossypin; b, H,0,; MTT deney
gruplan arasindaki anlamii farkliliklar: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005).
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Sekil 2. a-c. Gossypin’in ve H,0,’nin L929 fibroblast hiicrelerinin canliligi iiz-
erindeki etkisi. Fibroblast hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda (5—100 pg/mL)
Gossypin ile ti¢ saat sonra 0,5 mM H,0, eklenmis ve islemden sonra hiicrelerin
canliligi MTT tahlili kullanilarak sonuglar kontrole gére % olarak hesaplanmistir
(a, 24. saat; b, 48. saat; ¢, 72. saat; MTT deney gruplan arasindaki anlamii
farkliliklar: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005).



0,5 mM H,0, ile muamele edildi ve 24 saatlik maruz
kalmadan sonra hiicre canhiligmin H,O, grubunda azal-
masina kargin anlamli bir fark goriilmemistir. Fakat 48
ve 72. saatlerde H,O, 1929 hiicreleri iizerinde kontrol
grubu ile kargilagurildiginda anlamli olarak inhibisyon
yapmustir. Gossypin’in antioksidan potansiyeli, Sekil
2'de gosterildigi gibi, Gossypin’in 5 ve 10 pg/mL dozlar
H,O, nin inhibitér etkisine karg1 yetersiz kalirken, 75 ve
100 pg/mL dozlar1 ise 1929 fibroblast hiicreleri tizerin-
de toksik etki gostermistir. Hatta 100 pg/mL Gossypin
grubunda 72 saatte canlilik yaklagik olarak %8’ diigmiig-
tiir (p<0,01). Fakat 25 ve 50 ug/mL dozlar: H,O, nin
inhibitor etkisini hem 48. hem de 72. saatlerde ortadan
kaldirarak canlilik oranlarini korumuglardir (sirast ile
%75 ve %93). Buradan yola cikarak sonraki agamalarda
mRNA ckspresyon seviyesi ve migrasyon testlerinde 25

ve 50 pg/mL dozlarini sectik.

Migrasyon Testi Sonuglari

Gossypin’in L929 hiicrelerinin izilen alana, yarali bolim
ad1 verilen bolgeye gocii tizerindeki etkisini aragtirmak
i¢in standart bir in vitro yontem olan Migrasyon testi
(vara iyilesme testi) yapilmigtir. Sonuglara gore, gossypin,
25 ve 50 pg/mLlik dozlarda, fibroblast hiicrelerinin ya-
ral1 bolgeye goctinti 6nemli dlgtide arttirabilmigtir. Hata
50 ug/mL’lik dozu yara bolgesini tama yakin kapatmugtir.
Migrasyon testi sonuglar1 Sekil 3’te goriilmekeedir.
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Antioksidan Parametrelerin (SOD, MDA) Analizi

Hidrojen peroksit kaynakli oksidatif stres, ekstrenin
hiicrelerde antioksidan aktivitesini degerlendirmek
i¢in iyi bir alternatif olarak sik¢a kullanilmaktadir.
Oksidatif stresin diizenlenmesinin gossypin igin
L929 hiicrelerinde H,O, kaynakli hasari inhibe etme-
sinin 6nemli yollarindan biri oldugunu gostermek-
tedir. Burada, gossypinin, L929 hiicrelerinde H,O,
kaynakli hasar1 oksidatif stres tizerindeki etkisini gos-
termek icin oksidatif stresin derecesi degerlendirildi.
Sonuglar, ISHOM antioksidan kapasitede anlamli bir
distise neden oldugunu, MDA’y1 arttirdigini ve kont-
rol grubuna kiyasla SOD’u azalttigini gostermistir.
Buna kargilik, 25 ve 50 ug/mL gossypin ile 6n mua-
mele edilen gruplar, antioksidan aktivitesini 6nem-
li ol¢iide arttrmis, MDA olusumunu azalemigtir.

Ozellikle 50 ug/mL grubu ve H,O, grubuna kiyasla
SOD’u arttrmuglardir (Sekil 4).

Hiicre Hatlarninda inflamatuar Gen Ekspresyonlarinin Analizi

Gossypinin 25 ve 50 ug/mL dozlarinin H O, nin ne-
den oldugu hasari azalup azaltamadigini degerlen-
dirmek igin, ger¢ek zamanli PCR kullanarak 1929
hicrelerinde IL-18 ve TNF-« mRNA ckspresyon
seviyelerini analiz ettik. Gruplarin IL-1f ve TNF-a
mRNA ifadeleri, Sekil S’te gosterilmekeedir. IL-1(
ve TNF-o. mRNA ifadeleri, H, O, grubunda kontrol

2372.58 ym

Oh

1886,98 pym

1617, 15 pm 1714,81 ym

24 h

1283.51 ym 2297.69 um

48 h

H20: - +
Gossypin - =

1801,37 ym 1661,39 uym

1257, 84 ym

153, 81 pm

993,287 pm

Sekil 3. L929 fibroblast hiicrelerinin 0., 24. ve 48. saatlerdeki migrasyon testi mikroskopi gértntiileri.
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Sekil 4. a, b. L929 hiicrelerinde H,0, ve Gossypin tedavisinin SOD enzim aktivi-
tesi (a) ve MDA diizeyleri (b) lizerine etkileri (SOD enzim aktivitesindeki deney
gruplari arasindaki anlamli farkhiliklar: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005).

grubuna kiyasla anlamli gekilde artmigtir (p<0,05).
Gossypin her iki doz tedavisi de, degerlendirilen H,O,
grubuna kiyasla IL-1f ve TNF-o mRNA ekspresyo-
nunu anlamli sekilde azalemigtir (p<0,05). Ozellikle,
Gossypin 50 pg/mL uygulamasi, TNF-o mRNA eks-
presyon seviyesini diigiirerek (p<0,05) kontrol grubu
seviyesine getirmistir (Sekil 5a).

Tartisma

Bu caligmada, fare 1929 fibroblast hiicrelerinde H,O,
kaynakli oksidatif stresi onlemede ve yara iyilesme
modelinde gossypinin kapasitesini degerlendirdik.
Oksidatif stres, membran lipid peroksidasyonuna'’,
proteinlere ve niitkleik asitlere dogrudan zarar verir.

Kafkas J Med Sci 2020; 10(1):15-23

Sekil 5. a, b. Tiim deney gruplarinin 24 saatlik TNF-c. (a) ve IL-13 (b) mRNA
ekspresyon seviyeleri (TNF-a ve IL-13 mRNA ekspresyon seviyelerinde deney
gruplan arasindaki anlamli farkliliklar: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005).

H,0,, viicudun redoks reaksiyonunda' 6nemli bir
ara maddedir ve bir hiicreyi tedavi etmek i¢in eksojen
H,0, kullanmak, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu ve hiicre hasarini etkin bir gekilde indiikle-
yebilen oksidatif stres hasari modelini olugturmak i¢in
en yaygin yontemlerden biridir'*".

Hidrojen peroksit, siiperoksit anyonu ve hidroksil
radikalleri gibi ROS’lar biyolojik olarak molekil-
lere kolayca zarar verir, bu durum sonugta apoptik
veya nekrotik hiicre 6limiine yol agabilir®**% Bu
nedenle, agirt ROS’un hiicre digina ¢ikarilmasi veya
tretimlerinin antioksidanlar tarafindan bastirilma-
st oksidatif hiicre oliminiin dnlenmesinde etkili
olabilir.



Gossypin’in en iyi bilinen 6zelliklerinden birisi gii¢li
bir antioksidan madde olmasidir ve Gossypin’in giiglii
anti-inflamatuar ve antioksidan ozelliklere sahip oldu-
gu bircok caligma ile gosterilmigtir!'>%3%,

Calismamuz ilk kez Gossypin 6n igleminin 1929 hiic-
relerini H,O,'nin neden oldugu oksidatif strese kargi
koruyabildigini ve yara iyilesmesinde etkili oldugunu;
gen diizeyinde, protein diizeyinde ve mikroskobik go-
rintiileme teknikleri ile gosteriyor. Bu, L929 fibrob-
last hiicrelerinde gossypinin etkilerinin aragtirildigs ilk
caligmadir.

Caligmamizda ilk 6nce, Gossypin’in farkli konsant-
rasyonlardaki 1929 hiicrelerinin canlilig tizerindeki
etkilerini tespit ettik. Ciinkii fibroblastlarin, doku
onarimi mimarisinin temel taglar1 olarak biiyitk 6nem
tagimaktadir. Iyilesme siirecinin ilk giinlerinde, fibrob-
lastlar gogalir ve yarali bolgeye gog eder. Daha sonra,
yaralanmadan sonraki tigiincii giinden itibaren, fibrob-
lastlar yaklagik ii¢ haftaya kadar devam eden yeni bir
kollajen tiretimi sorumlulugunu alir”?*. Sonuglarimiz,
Gossypin’in, konsantrasyon degeri belirli bir seviyenin
tizerinde oldugunda 929 hiicrelerinin biiytimesi tize-
rinde inhibe edici etkiler gosterebilecegini gostermistir.
Flavonoidlerin, hiicrelerin biiyiimesinde, farklilagma-
sinda ve hayatta kalmasinda genellikle 6nemli rol oy-
nayan bazi protein kinaz ve lipid kinaz sinyal yollarini
modiile etmek i¢in sinyal molekiilleri gérevi gordigi
bildirilmigtir”. Bu nedenle, yiiksek dozlarda, Gossypin
onemli sinyal yollarini agir1 baskilayarak veya aktive
ederek 1929 hiicrelerinin biiytimesini inhibe edebilir.
Ek olarak, sonuglarimiz hastaliklarin tedavisi icin kesin
ilag dozunun 6nemini vurgulamaktadir.

Caligmamizda Gossypin, konsantrasyonu 75 ug/
mL'den digitk oldugunda sitotoksisite gostermedi.
Daha sonra, H,O, nin farklt konsantrasyonlardaki
1929 hiicrelerinin canlilig tizerindeki etkilerini ince-
ledik ve sonuglar benzer ¢aligmalar ile uyumluluk gés-
tererek H,O, nin, hiicre konsantrasyonunda 0,3-0,9
mM arasinda degisen stimiilasyon konsantrasyonlar:
ile doza bagli inhibitér bir etkiye sahip oldugunu gos-
terdi**. Bununla birlikte, yitksek H,O, seviyelerinin
neden oldugu hiicre sag kalim oraninin diigmesi, hiic-
relerin gossypin ile 6n igleme tabi tutulmasiyla 6nlene-
bildi, bu da gossypinin oksidatif hasar kaynakli hiicre
olimiine karg1 giiclii koruyucu etkileri oldugunu goste-
rir. Gossypin’in muhtemelen hiicre i¢ci ROS seviyelerini
degistirerek L929 hiicrelerini oksidatif hasardan koru-
dugunu varsaydik. Daha 6nceki in-vitro ¢aligmalar da
bu hiptotezi desteklemektedir®. Mevcut hipotezimizi
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test etmek icin, Gossypin’in 6n tedavisi olsun ya da ol-
masin H O, ile uyarilmig 1929 hiicrelerinde oksidatif
hasar belirteclerindeki degisiklikleri belirledik. Bunlar
MDA ve SOD aktivite seviyeleri ile ger¢ek zamanl
PCR kullanarak 1929 hiicrelerinde IL-13 ve TNF-«

mRNA ekspresyon seviyelerini analiz ettik.

Hiicre proliferasyonu ve gog, yara iyilesmesinde ve
doku olugsumu agamasinda son derece 6nemli iki 6zel-
liktir. Migrasyon testi, bir yaray1 in vitro taklit etmek
ve hiicre go¢ oranini degerlendirmek i¢in kullanilan
bir formdur. Hiicre tek tabakasi bozulduktan sonra,
hiicre-hiicre etkilesiminin kaybi, hiicrelerin gociini ve
cogalmasini baglatarak, yara kenarindaki biiytime fak-
torlerinin ve sitokinlerin konsantrasyonunun artmast-
na neden olur®. Caligmamizdaki migrasyon testi bul-
gularina gore gossypin, 25 ve 50 ug/mLlik dozlarda,
fibroblast hiicrelerinin yarali bélgeye gogiinti 6nemli
ol¢tide arttirabilmistir. Gossypin’in 50 pg/mL’lik dozu
yara bolgesini tama yakin kapatmigtir. Bu mitojenik
etki, yara iyilesmesi siireci icin olumlu bir olaydr, ¢iin-
ki fibroblastlar, yara buzilmesinde ve ckstraseliiler
matriks tiretiminde 6nemli hiicrelerdir®.

In-vitro caligmalarda gesitli toksik maddelerin uyarim1
ile oksidan ve antioksidan sistemler tizerinde degisim-
ler meydana gelmektedir. Ornegin bu ¢alismalarda;
MDA seviyesi yiikselirken SOD enzim aktivitesi diig-
miistiir. Flavonoid ve benzeri bitkisel kokenli akeif
maddeler ile hiicre hatlarindaki bu degisimler nor-
malize edilebilmigtir’=*. MDA, serbest radikallerin
biyomembran ¢oklu doymamis yag asitleri ile lipit
peroksidasyonunun trinidir ve igerigi, oksijensiz ra-
dikallerin seviyesini ve lipit peroksidasyon derecesini
yansitmaktadir. Ek olarak, MDA niikleik asit ve pro-
teinlerle capraz baglanir ve onlara zarar verir. MDA bu
nedenle yalnizca hiicresel hasarin metabolitlerinden
biri degil ayn1 zamanda hiicre hasarina yol agan mad-
delerden biridir*%. SOD, H,0, ve diger serbest radikal-
leri bozabilen ve ¢ikarabilen ana antioksidan enzimdir.
Bu ¢aligma, H,O,’'nin, MDA igerigini artirabilecegini
ve SOD aktivitesini azaltabilecegini, gossypinin H,O,
ile inditklenenoksidatif hasarda, MDA igerigini azalt-
ugint ve SOD aktivitesini artirabilecegini tespit etti.
Bu, H,0,’nin L929 tizerinde zararli bir etkisi oldugu-
nu gosterirken, Gossypin, H,O, tarafindan olugturu-
lan oksidatif strese kargi koruyucu bir rol tistlendigini
gostermistir.

Bircok faktor, bagisiklik ve inflamasyonun yani sira
serbest radikallerin tretilmesi ve mikrobiyal enfek-
siyon iiretimi gibi yara onarimi siirecini 6nleyerek ve
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geciktirerek yara iyilesmesini etkiler”. Bunlari goz
ontinde bulundurarak, anti-enflamatuar aktivite tize-
rine etkilerini degerlendirdik. Caligmamizda, H,O,
pro-enflamatuar sitokinlerin IL-1B ve TNF-2 mRNA
ckspresyon seviyelerini 6nemli 6l¢ide artirdig goz-
lendi. Yapilan in-vitro ¢aligmalarda hiicrelerin H,O,
ile muamelesi sonucunda benzer sonuglarla kargilagil-
maktadir®. Gossypin 25 ve 50 pg/mL doz tedavisi de,
degerlendirilen H,O, grubuna kiyasla IL-1@ ve TNF-a
mRNA ckspresyonunu anlaml: sekilde azalemiglardir.
Ozellikle, Gossypin 50 pg/mL uygulamasi, TNF-a
mRNA ckspresyon seviyesini diiiirerek kontrol grubu
ile ayn1 seviyeye getirmistir.

Sonucg

Bu ¢aligmada, H,O, tarafindan indiiklenen oksidatif
stresin, cilt fibroblastlarinin canliligi ve migrasyonu
tizerinde gligli bir olumsuz etkisi oldugunu gozlemler-
ken, gossypinin fibroblastlar1 oksidatif hasardan koru-
yarak muhtemel agirt ROS birikimine bagli oksidatif
stresi etkili bir gekilde azalttigini gozlemledik. Ayrica,
gossypin, yara iyilesmesi siirecinde onemli bir 6zellik
olan fibroblastlarin mitojenik aktivitesini inditklemis-
tir. Gossypin’in koruyucu etkileri iki fakeori igerir:
serbest radikal temizleme aktiviteleri ve baz1 antioksi-
dan-anti-inflamatuar ile ilgili genlerin ekspresyonunu
diizenlemesini destekleyen sinyal benzeri ozelliklere
isaret eder. Buda cilt dokusunun cesitli nedenlerle ha-
sarlanmasina bagli hastaliklarin tedavisinde gossypinin
kullanilabilecegini gostermekeedir. Etkili Gossypin’in
L.929 hiicreleri tizerindeki H,O,’ye kars etki mekaniz-
malarin1 daha ayrinuli olarak incelemek i¢in daha ileri
caligmalar gerekecektir.
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