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OZET

Yara iyilesmesi siirecinde biiyiime faktorlerinin hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagmas: ve hiicre 6liimii gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri
mevcuttur. Gazotransmitterler yara iyilesme siirecinde etkinligi gosterilmis sinyal molekiilleridir. Gazotransmitter ailesinin bir iiyesi olan
H,S’in in vivo caligmalarda yara iyilesmesinde diizenleyici bir molekiil olarak goérev aldig: bildirilmektedir. H>S’in yara iyilesme siirecinde
cesitli sinyal yolaklarinin aktivasyonu araciligiyla indirekt etkisinin oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismada H,S’in indirekt etkisinden ziyade
direkt etkisinin olup olmadig: arastirilmistir. Bu baglamda H,S donoérii olan NaHS’in in vitro yara iyilesmesinde fonksiyon gosteren gesitli
genlerin ekspresyon diizeylerine olan etkisi degerlendirilmistir. Tmmortalize insan keratinosit hiicreleri 50pg, 25ug, 10pg, Spg, lpg
konsantrasyonda NaHS ile 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe edilmis ve MTS analizi ile hiicre canlig: belirlenmistir. TGF-B1, TGF-$3,
VEGF ve K17 gen ifadelerindeki degisimler qRT-PCR yontemiyle belirlenerek elde edilen veriler AACT metodu ile hesaplanmstir. Hiicre
canliligr agisindan farkli konsantrasyonlarda uygulanan NaHS’in 1pg’lik dozunun toksik olmayan doz oldugu belirlenmistir. NaHS
uygulamasinin K17 mRNA ekspresyonunu anlaml diizeyde arttirirken TGF-B1, TGF-B3 ve VEGF ekspresyonunda anlamli degisiklige yol
agmadig1 saptanmistir. NaHS’in in vitro yara iyilesmesi tizerine direkt etkisinin olmadigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: H,S. NaHS. Yara iyilesmesi.
Investigation of the Effect of Hydrogen Sulfide Donor Sodium Hydrogen Sulfide on Ir Vitro Wound Healing

ABSTRACT

In the wound healing process, various biological activities such as cell proliferation, cell differentiation, and cell death are mediated by
growth factors. Gasotransmitters are signaling molecules that have been shown to be effective in the wound healing process. H,S, a member
of the gasotransmitter family, is reported to function as a regulatory molecule in wound healing in in vivo studies. The indirect effect of H,S
in the wound healing process is observed through the activation of various signaling pathways. This study investigates whether H,S has a
direct effect rather than an indirect effect. In this context, the impact of NaHS, an H,S donor, on the expression levels of various genes
involved in in vitro wound healing has been evaluated. Immortalized human keratinocyte cells were incubated with NaHS at concentrations
of 50 pg, 25 pg, 10 pg, 5 pg, and lpg for 24, 48, and 72 hours and cell viability was determined by MTS analysis. Changes in the expression
of TGF-B1, TGF-B3, VEGF and K17 genes were determined using qRT-PCR, and the data were calculated using the AACT method. In terms
of cell viability, it was determined that the 1pg dose of NaHS is a non-toxic dose. While NaHS application significantly increased K17
mRNA expression, it didn’t cause significant changes in TGF-B1, TGF-B3 and VEGF expression. It was concluded that NaHS doesn’t have a
direct effect on in vitro wound healing.
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faaliyetlerinin ortadan kalktigi bir durumdur. Yara
iyilesmesi, ¢esitli sebeplerden Otiirli yaralanmanin
hemen ardindan baslayan fizyolojik, biyokimyasal ve
hiicresel olaylar ile doku biitiinliigliniin yeniden
kazanildig1 bir siiregtir.

Yara iyilesme siirecinde keratinosit, fibroblast,
endotel, makrofaj ve trombositler gibi ¢esitli hiicreler
gorev almaktadir. Bu siiregte doku biitiinliigiiniin
onarimi 3 agamada gergeklesir: 1) hemostaz ve
inflamasyon 2) proliferasyon, 3) maturasyon ve
dokunun yeniden yapilanmasi'. Hemostatik siiregte,
vaskiiler kontraksiyon, trombosit tikact olusumu,
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fibrin olusumu ve fibrinolizis olmak iizere 4 ana
mekanizma islemektedir. Hemostazi takiben artmis
vaskiiler gegirgenlik, kemotaktik faktorlerin salinimi
ile hiicrelerin yara bolgesine gogii, sitokin ve biiylime
faktorlerinin ortama salinmasi ve go¢ eden hiicrelerin
aktive olmastyla inflamasyon baglar. Interldkin-1 (IL-
1), Timoér Nekroz Faktor Alfa (TNF-a) ve
Dontistiirtici Bliyiime Faktorii Beta (TGF-f) salinimi
notrofillerin go¢iinil uyarir. Keratinositlerde, makrofaj
kemoatraktan  proteini (MCP-1) indiiklenir.
Makrofajlarin  yara alanina gelmesiyle Matriks
Metalloproteinaz-1,2,3 ve 9 (MMP-1, MMP-2, MMP-
3 ve MMP-9) proteazlar1 salgilanir. Beraberinde
makrofajlar TGF-B, Vaskiiler Endotel Biiyiime
Faktorii (VEGF), Epidermal Biiyiime Faktori (EGF)
ve Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF) ile hiicre
proliferasyonunu, matriks sentezini ve anjiyogenezi
saglar. Lenfositler yaraya en son infiltre olmakla
birlikte, interlokin-2 ~ (IL-2) eksprese ederek
fibroblastlarin aktivasyonunda rol oynar.
Proliferasyon evresi; fibroblast gocii, kollajen sentezi,
anjiyogenezis ve epitelizasyondan olusur. Doku
devamliliginin  tekrardan saglandigt bu evrede
trombositler ve aktive makrofajlar tarafindan
salgilanan sitokinler ve biiyiime faktorlerinin etkisiyle
yara bolgesindeki fibroblast ve endotel hiicreleri
cogalir. Endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi anjiyogenezi
baglatir. Maturasyon ve dokunun yeniden yapilandigi
son evrede ise kollajen birikimi gergeklesir. Yara
bolgesinde sentezlenen fibronektin ve tip 3 kollajen
erken matriks  iskeletini  olusturur.  Ardindan
glikozaminoglikanlar ve proteoglikanlar matriks
bilesenlerini olusturur. Tip 1 kollajen ise son
matrikstir.  Yeniden yapilanma siirecinde asir1
sentezlenen kollajenin metalloproteinazlar tarafindan
yikimi gergeklesir. Kollajen sentezi ve yikimi dengeye
ulagir. I¢ ice gecmis olan bu evrelerde bir asamadan
digerine ilerleme, inflamatuar aracilar (sitokinler,
bliyiime faktorleri, proteazlar vb.), gazotransmiterler
(nitrik oksit ve hidrojen siilfid) ve hiicresel elementler
tarafindan diizenlenmektedir”.

Hidrojen siilfid (H,S), nitrik oksit (NO) ve karbon
monoksitle (CO) birlikte gazotransmitter ailesinin
liciincii liyesidir. Fizyolojik olarak H,S, 3 enzim;
sistiyonin-gama-liyaz (CSE), sistiyonin-beta-sentaz
(CBS) ve 3-merkaptopiruvat siilfiirtransferaz (3-MST)
tarafindan katalize edilen reaksiyonlarda amino asit L-
sisteinden tiretilir’. H,S, fizyolojik kosullarda iigte biri
ayrigsmamis, licte ikisi hidrojen iyonu (H+) ve hidrojen
siilfid (HS-) iyonu seklinde ayrigmis halde bulunur.
Deneysel calismalarda gaz halinde bulunan H,S’in
kullanilabilirligini  kolaylastirmak amaciyla kati
formda H,S dondrleri iretilmistir. NaHS (sodyum
hidrojen siilfiir) ve Na,S (sodyum siilfid) biyolojik
calismalarda en sik kullanilan siilfid tuzlanidir ve
dondr olarakta adlandirilmaktadir. NaHS fizyolojik
kosullarda Na+ ve HS- olarak ayrisir ve HS-
ortamdaki H+ ile birleserek H,S olusur. Bu nedenle
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NaHS iyi bir H,S dondrii olarak kabul edilmektedir.
Sentetik donoérlerle kiyaslandiginda NaHS fosfat
tamponunda 10 saniyede serbestlesir. Ayrica
konsantrasyon acisindan bakildiginda NaHS 40 kat
daha fazla konsantrasyona sahiptir®.

H,S’in  vazodilatasyon, kardiyomiyositlerde ve
vaskiiler endotelyal hiicrelerde apoptozun inhibisyonu,
anjiyogenezi uyarma, anti-inflamatuar etki ve
oksidatif strese bagli doku hasarini hafifletme gibi
birgok fizyolojik aktivitesi bulunmaktadir™®. Bununla
birlikte H,S’in yara iyilesmesinde diizenleyici bir
molekiil oldugu goriilmektedir. Ozellikle CSE’nin
yara siirecinde onemli olan damar sistemindeki H,S
iretiminde rol oynayan ana enzim oldugu
goriilmektedir. H,S’ in mide {lseri iyilesmesini ve
derideki yanik yaralarmin iyilesmesini hizlandirdigi
bildirilmektedir"®. H,S’ in diyabetik yara dokusundaki
endotel progenitor hiicrelerin (EPC) bozulmus olan
fonksiyonlarim1  diizelttigi ~de  bildirilmektedir’.
Bununla birlikte H,S salan hidrojellerin diyabetik yara
iyilesmesinde inflamasyonu azalttigi, anjiyogenezi ve
kollajen birikimini stimiile ederek yara iyilesmesini
hizlandirdigi  ortaya konulmustur'®. Ayrica H,S
gazinin  inflamatuar  sitokinlerin  salgilanmasini
baskiladig1, anjiyogenezi uyardigl, kutandz yaralarin
in vivo iyilesme siirecini hizlandirdigi
bildirilmektedir''. H,S’in yara iyilegsmesinde rol
oynayan VEGF ve TGF- B gibi bilyiime faktorlerinin
ekspresyonunu modiile edebildigi ¢calismalarda ortaya
konulmustur'*™">.

Yara iyilesme siirecinde, VEGF ekspresyonunun
izlenmesi anjiyojenik tepkinin anlasilmasina imkan
saglar. Anjiyogenez yara bolgesine besin ve oksijen
saglanmasi, hiicre proliferasyonu ve gog¢iiniin
desteklenmesi agisindan Onemlidir. Bununla birlikte
TGF-beta ailesi iiyeleri de hiicre gogiinii, hiicre dist
matris birikimini ve genel doku onarmmm etkiler .
Diger yandan K17 ekspresyonunun incelenmesi, yara
kapanmasi sirasinda epidermisteki ana hiicre tiirii olan
keratinositlerin ~ aktivasyonunun = ve  gog¢iiniin
degerlendirilmesine yardimc1 olur'’. Dolayisiyla in
vivo c¢aligsmalarda H,S’in yara iyilesmesinde ki
indirekt etkileri géz oniine alindiginda, bu calismada;
in vitro yara modelinde H,S donérii olan NaHS’in
yara iyilesmesinde fonksiyon gosteren cesitli genlerin
(TGF-B1, TGF-B3, VEGF ve KI17) ekspresyon
diizeylerine olan etkisinin arastirilmasi amaglanmstir.

Gereg ve Yontem
Hiicre Kiiltiirii

Immortalize insan keratinosit hiicreleri (HaCaT)
Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik
Boliimii’nden temin edilmigtir. Hiicreler %10 FBS
(Gibco, A.B.D), %1 antibiyotik antimikotik (penisilin,
streptomisin, amfoterisin) (Gibco, A.B.D) igeren
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yiiksek glikozlu DMEM (Gibco, A.B.D) besiyeri ile
gogaltilarak %5 CO, igeren nemli ortamdaki 37 °C’lik
inkiibatorde kiiltiire edilmistir.

Ticari olarak satin alman NaHS (Sigma-Aldrich,
USA) serum fizyolojik igerisinde 250 pg/mL olacak
sekilde hazirlanmis olup, 0.22 um filtreden gegirilerek
kullanilmusgtir.

Sitotoksisite Testi

NaHS’in hiicreler {izerindeki sitotoksik etkisini
belirlemek amactyla, hiicreler 96 kuyucuklu
mikroplakalara 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde
100 pl besiyeri igerisinde ekim yapilmistir. Hiicrelerin
mikroplaka ylizeyine tutunabilmesi i¢in ekim yapilan
mikroplakalar 24 + 2 saat siire ile inkiibatérde (37
°C’de %5 CO2) inkiibasyona  birakilmigtir.
Inkiibasyon siiresinin ardindan besiyeri kuyucuklardan
uzaklagtirilip, son hacim 100 pl olacak sekilde farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan NaHS (50pg, 25ug,
10pg, Spg, lpg) kuyucuklara eklenmistir. Hiicreler
24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Pozitif
kontrol grubundaki hiicreler %20’lik DMSO ile,
negatif kontrol grubundaki hiicreler sadece besiyeri ile
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonlarin ardindan hiicre
canlilign MTS testi [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium, inner salt, Promega, A.B.D] ile
Olciilmiigtir. Toz halinde bulunan MTS’nin stok
soliisyonu (5mg/ml) PBS igerisinde hazirlanmustir.
Stok MTS soliisyonu PBS/Glikoz ile 1:10 oraninda
seyreltilerek son hacim 100 pl olacak sekilde
kuyucuklara eklenmistir. ki saatlik inkiibasyonun
ardindan (37 °C’de %5 CO2) mikroplakalar 490 nm
dalga boyunda mikroplaka okuyucu (BioRad, A.B.D)
ile Olgilmistiir. Deneyler ¢ tekrarli olarak
yapilmistir.

In vitro Yara Modeli Olusturma

Yara modeli NaHS’in direkt olarak yara kapanmasi
iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in yapilmistir.
Hiicreler 1x10° olacak sekilde 6 kuyucuklu plakaya
ekilmis olup, tutunmalart i¢in 24 saat inkiibatorde (37
°C’de %5 CO2) inkiibasyona birakildiktan sonra in
vitro yara modeli ve deney gruplar olusturulmustur.
Ertesi giin hiicre iizerindeki besiyeri uzaklastirilarak
hiicreler PBS (Gibco, A.B.D) ile yikanmistir. Hiicreler
iizerine 500 pl PBS eklenerek 1000 pl pipet ucu ile
her bir kuyucuga dikey ¢izik atilarak in vitro yara
modeli olusturulmustur. Hiicreler PBS ile yikandiktan
sonra besiyeri icerisinde toksik olmayan NaHS
konsantrasyonu (1pg) hiicre {izerine eklenmistir.
Goriintliler canli hiicre goriintiileme sistemi (Carl
Zeiss Microscopy, ABD) ile 48 saat boyunca
kaydedilmistir. Bosluk kapatma asagidaki denkleme
gore yara kapanma oranmi belirlemek i¢in Image J
yazilimi ile 6l¢iilmiistiir:

Yara Kapanma Yiizdesi = [1—-(Gi—Gf)/Gi] x 100

Gi kenarlar arasindaki baslangic boslugunu, Gf ise
kenarlar arasindaki son boslugu temsil etmektedir.

RT-PCR Analizi

NaHS’in HaCaT hiicrelerinde VEGF, TGF-1, TGF-
B3 ve K17°nin mRNA ekspresyon seviyelerine olan
etkisi degerlendirilmistir. Normalizasyon amagl
housekeeping olarak GAPDH kullanilmistir. Genlere
ait primer dizileri Tablo I’de yer almaktadir. Primerler
BLAST online kullanilarak tasarlanmigtir. Ulusal

Biyoteknoloji  Enstitisii =~ Merkezi'nden = (NCBI,
Bethesda, MD, ABD) ve Sentegen (Ankara, TR)
tarafindan  sentezlenmistirr. Doz  ve  kontrol
gruplarindan  Trizol Reagent (Sigma A.B.D)

kullamlarak RNA izolasyonu yapilmistir. izole edilen
RNA 6rneklerinden iiretici firmanin (Roche, Isvigre)
talimatlart dogrultusunda cDNA sentezi
gergeklestirilmigtir. ¢DNA  sentezi tamamlandiktan
sonra VEGF, TGF-B1, TGF-f3 ve K17 i¢in zincir
reaksiyonu amplifikasyonlar, SYBR Green temelli
reaksiyon karisimi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Normalizasyon amagli GAPDH referans gen olarak
kullanilmustir. GAPDH mRNA’nin
normalizasyonundan sonra, 6rneklerin gen ekspresyon
seviyelerini 6lgmek i¢in karsilagtirmali esik (CT)

metodu  (AACT metodu) kullanilmistir.  Gen
ekspresyonundaki  oransal  degisiklikler Q-AACT
denklemi kullanilarak hesaplanmistir.
Tablo I. Genlere ait primer dizileri.
Gen Ad Primer Dizisi
TGFB1 F 5 CAAGTGGACATCAACGGGT 3'
R 5' CCGTGGAGCTGAAGCAATA 3'
TGFB3 |F 5 TGGCTGTTGAGAAGAGAGTCC 3'
R 5' TCATCCTCATTGTCCACGCC 3'
K17  F 5 CATGCAGGCCTTGGAGATAGA 3'
R 5' CACGCAGTAGCGGTTCTCTGT 3'
VEGF |F5 CACCATGCAGATTATGCGGA 3'
R 5 GTTGTGCTGTAGGAAGCTCA 3'
GAPDH F 5' GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG 3
R 5' ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA 3'
Istatistiksel Analiz
Deney  gruplari1  arasindaki  karsilagtirmalarda
Bonferroni testi ile ¢ift yOnlii varyans analizi

(ANOVA) kullanilmig olup c¢oklu karsilagtirmalar
GraphPad Prism 9.0 istatistik programu (GraphPad
Software, La Jolla, CA, ABD) ile yapilmistir. p<0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Bulgular
NaHS’in Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkileri

HaCaT hiicreleri farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
NaHS (50pg, 25ug, 10ug, Spg, 1pg) ile 24, 48 ve 72
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saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben
NaHS’in zamana ve doza bagli olarak hiicre canlilig
iizerine etkisi MTS yontemi ile degerlendirilmistir.
Hiicre proliferasyonu agisindan 48. ve 72. saatler
arasinda anlamli bir degisiklik olmadigi icin yara
modeli analizinde 48 saatlik uygulama yapilmistir.

(Sekil 1). Analiz sonucunda 1pg NaHS toksik
olamayan doz olarak belirlenmistir.
k= 100 . 24h
g z [ 48h
B mm 72h
o 50 2‘5 1‘0 . & 1‘ . NK PK

Konsantrasyon (pg)

Sekil 1.

Farkly konsantrasyonlarda uygulanan NaHS’in
HaCaT hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat sonundaki
hiicre canliligi iizerindeki etkisinin MTS analizi ile
gosterilmesi (NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol).

NaHS'’in In Vitro Yara Modeli Uzerine Etkisi

Pipet ucu yardimi ile olusturulan yara alanlarimin
kapanma oranlar1 hesaplanmistir. 48 saat boyunca 1
pg NaHS uygulamasmin negatif kontrol ve deney
grubu arasinda yara kapanmasi agisindan anlamli bir
fark olusturmadigi tespit edilmistir (Sekil 2, Sekil 3).

0. saat 12. saat 24, saat 36. saat 48, saat

NK

Sekil 2.
NaHS uygulamasi sonrasi HaCaT hiicrelerinde yara
kapanma alanlarinin inverted mikroskobik
goriintiileri, 10X (NK: negatif kontrol).

80
% 604 - NK
g -= 1pg NaHS
E 404
c
[
g
£ 20
£
>

0 T T T T T T T 1

0 6 12 18 24 30 36 42 48

Zaman (Saat)
Sekil 3.

In vitro yara modeli analiz ile HaCaT hiicrelerinde
toksik olmayan NaHS (1 pug) uygulamas: grafigi.
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NaHS’in VEGF, TGF-p1, TGF-$3 ve K17 mRNA
Ekspresyonlart Uzerine Etkisi

NaHS’in HaCaT hiicrelerinde VEGF, TGF-p1, TGF-
B3 ve K17’nin mRNA ekspresyon seviyelerine olan

etkisi RT-PCR analizi ile degerlendirilmistir.
Calismada HaCaT hiicrelerinde 1 pg NaHS
uygulamasinin  gruplar arasinda K17 mRNA

ekspresyonunu arttirdigi, VEGF, TGF-B1 ve TGF-$3
mRNA ekspresyonu agisindan anlamli bir farklilik
olusturmadigi belirlenmistir (Sekil 4).

2.0 X
] Hl NaHS

3 NK

mRNA Ekspresyonu

VEGF TGF-p1 TGF-B3 K17

Sekil 4.

NaHS’in 1 ug konsantrasyonda 48 saat boyunca
uygulandigi HaCaT hiicrelerinde gen ekspresyon
seviyelerindeki degisim (p<0.05) (NK: negatif
kontrol).

GAPDH

Tartisma ve Sonug¢

Yara iyilesmesi, hiicre i¢i ve hiicre dis1 matriks olmak
tizere ¢esitli hiicresel etkilesimleri icerir. Bu siirecte
basta keratinositler olmak lizere fibroblastlar, endotel
hiicreleri, biiylime faktorleri, sitokinler, proteazlar ve
eikosanoidler faaliyet gosterir'®. Yapilan caligmalarda
yara iyilesme siirecine dair baz1 noktalar detayl1 olarak
belirtilmig olsa da hala tam olarak agiklanamayan
boliimleri mevcuttur. Bu noktada yara iyilesmesini
hizlandirmak amaciyla tibbi ilaglar ve alternatif yeni
iriinler arastirillmaya devam edilmektedir. Bu agidan
kullanilan ve arastirilan pek ¢ok ajanin ana hedefi
hiicre proliferasyonunu, kollajen sentezini,
anjiyogenezi arttirmak ve epitelizasyonu
hizlandirmaktir’. Bu ¢alismada in vitro ortamda NaHS
etkisinde TGF-B1, TGF-B3, VEGF ve K17 nin HaCaT
hiicrelerindeki ekspresyon seviyeleri arastirilmistir.

TGF-beta ailesi tiyeleri; hiicre proliferasyonu, hiicre
farklilagmasi ve yara iyilesmesinde rol oynayan ¢ok
islevli sitokinlerdir. Ozellikle TGF-B1 ve TGF-B3’iin
hiicre gociinde, hiicre sinyalizasyonunda ve dokunun
yeniden sekillenmesinde rol oynadig: bilinmektedir".
TGF-B1’in ana depolama yeri trombositler olup,
yaralanmaya akut yanitta TGF-B1 salinim1 gerceklesir.
TGF-B1 salinimi, fibroblast hiicrelerinden kollajen

sentezinin artmasimna ve keratinosit hiicrelerinin
migrasyonunu  arttirarak  epitelizayonun yeniden
olusmasina  katkida  bulunur. TGF-fl, yara

iyilesmesinde epitelizasyon basladiktan sonra yiiksek
seviyelerde bulunurken, TGF-B3 siirecin baslarinda,
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ozellikle go¢c eden epidermiste yiiksek seviyelerde
goriilir®. TGF-B1, ekstraselliller matriks birikimine
yol agarak skar dokusu olusumunu uyarir. TGF-B3’{in
ise skar dokusu olusumunu azalttigina dair ¢calismalar
bulunmaktadir®?. TGF-B3’in epitelizasyonun
yeniden olugmasini etkilemeden keratinosit
proliferasyonunu yavaslattigi bildirilmektedir”. Bu
noktada  epitelizasyonun  belirleyici  etkisinin
proliferasyon  degil, keratinosit gd¢lii oldugu
goriilmektedir. Keratinositler digindaki hiicrelerden
salgilanan TGF-f1, yara iyilesmesinin erken
doénemlerinde Onemli olmakla birlikte,
keratinositlerdeki azalmis ekspresyonu kronik yaralara
katkida bulunabilir. TGF-B3’iin yara iyilesmesinin
sonraki asamalarinda  hiicre  gociiniin  kontrol
edilmesinde de oOnemli oldugu gorilmektedir.
Dolayistyla TGF-B1 ve TGF-B3’iin ifadesinin analiz
edilmesi yara kapanmasina katkilarinin anlasilmasina
yardimer olur. Literatiirde NaHS ve TGF-f ile ilgili
yapilmig ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir. NaHS’in
TGF-B1 ekspresyonunu azaltarak bobrek dokusu
fibrozunu iyilestirdigi bildirilmektedir*. Baska bir
calismada diyabetik nefropatide NaHS’in TGF-B1
ekspresyonunda azalmaya sebep olarak vaskiiler
kalsifikasyonu inhibe ettigi goriilmektedir'”. Farkli bir
calismada NaHS’in TGF-B1/Smad3 sinyal yolagini
inhibe ederek insan kardiyak miyofibroblastlarin
proliferasyonunu, migrasyonunu ve hiicre siklusunun
ilerlemesini  baskiladigi bildirilmektedir™. Ayrica
NaHS’in sistemik skleroz ile iliskili deri ve akciger
fibrozisi tlizerine etkisini degerlendiren bir ¢aligmada
da yiiksek dozdaki NaHS’in TGF-Bl1 ekspresyonu
dahil olmak {iizere gesitli fibrozis biyobelirteclerinde
belirgin bir azalmaya yol actig1, bu etkisinin diisiik
doz NaHS uygulanan gruplarda anlamli etkilere yol
agmadig1 goriilmektedir’®. Bununla birlikte NaHS’in
hipoksi altindaki siganlarin pulmoner arterlerinde
TGF-B3 ekspresyonunda azalmaya yol agarak
hipoksik  pulmoner vazokonstriksiyonu dnleyici
etkisinin oldugu belirlenmistir’®. Calismamizda RT-
PCR analizi ile NaHS’in HaCaT hiicrelerinde TGF-$1
ve TGF-B3 mRNA ekspresyon seviyelerine olan etkisi
degerlendirilmistir. HaCaT hiicrelerinde H,S dondrii
1 pg NaHS uygulamasinin TGF-B1 ve TGF-3 mRNA
ekspresyonu agisindan gruplar arasinda anlaml
farklilik olusturmadig belirlenmistir.

VEGF, yara iyilesmesinde etkili olan Onemli bir
biliyiime faktoriidiir. Anjiyogenezi, kollajen birikimini
ve  epitelizasyonu  indiikkleme  gibi  etkileri
bulunmaktadir. VEGF’in, endotel hiicrelerinde CSE
ekspresyonunu up regiile ederek H,S sentezini artirici
yonde etki gosterdigi bildirilmektedir. Hem endojen
hem de eksojen H,S’in (in vitro: <200 pM; in vivo:
<200 pmol/kg/giin), Karp kanallari, PI3K/AKT yolag1
ve mitojenle aktive olan protein kinaz yolagi
araciligryla pro-anjiyojenik etki gosterdigi
goriilmektedir'*". Farkli caligmalarda NaHS’in in
vitro ortamda endotel hiicrelerinde proliferasyonu,

migrasyonu ve tiibiil benzeri yapi olusumunu
hizlandirdigr ~ da  bildirilmektedir'.  CSE’in
farmakolojik olarak inhibisyonu sonrasinda VEGF ile
indiiklenen anjiyogenezin bloke oldugu
bildirilmektedir®’. Bu anlamda farkli calismalara
bakildiginda NO, sentezinin inhibe edildigi durumda
yara iyilesme siirecinin  bozulmasiyla VEGF
diizeylerinde azalma oldugu goriilmektedir™. Yara
iyilesme  siirecinde  olumlu  etkileri  bulunan
polisakkarit hidrojelin, EGF diizeylerini arttirirken,
VEGF diizeyinde anlamli bir degisiklige neden
olmadig1 goriilmektedir®. NaHS’in pro-anjiyojenik
etkilerinin oldugunu bildiren g¢alismalarin aksine bu
calismada NaHS ile inkiibe edilen HaCaT
hiicrelerinde, biiylime faktorlerinden VEGF mRNA
ekspresyonu agisindan gruplar arasinda anlamli bir
farkliliga yol agmadig1 belirlenmistir.

Yaralanmay1 takiben epidermisi yeniden dolduran
keratinositler, degisen keratin profillerini eksprese
ederler®. K17, bir hiicre iskeleti proteini olup insan
epitelyal hiicre gogalmasiun bir belirtecidir’,
Yiiksek K17 ekspresyonu, hiicre migrasyonunun
desteklenmesinde ve yara bolgesinde epitel
tabakasinin  yeniden olugmasinda aktif bir rol
oynamaktadir. Yara iyilesmesinde K17 eksprese eden
hiicrelerin ~ cilt  yiizeyine  go¢li 48  saatte
gergeklesmektedir”. H,S’in  yara iyilesmesinde
inflamatuar, anjiyojenik ve epitelizasyon siireglerinde
onemli bir hiicre tipi olan keratinosit ¢ogalmasi ve
farklilagmasi tizerine etkisi oldugu goriilmektedir.
Artan dozlarda ekzojen olarak uygulanan H,S’in,
keratinosit farklilasmasini tetikledigi bildirilmektedir’.
Cilt yaralanmasinda aktiflesen keratinositler bir dizi
alarmin proteini salgilayarak hizli ve spesifik bir
immiin yanit olustururlar. Son yapilan ¢aligmalarda
K6/16/17 temel erken bariyer alarminleri olarak
tanimlanmistir. Bu keratinlerin epidermal bariyerdeki
degisime bagli olarak ekspresyonlarimin arttigi,
keratinositlerin  hiperproliferasyonuna ve immiin
aktivasyonuna katkida bulunduklari bilinmektedir'’.
Caligmamizda  kullanilan  hiicreler  keratinosit
hiicreleridir. Bu nedenle ekspresyon seviyesinde
olusan farklilik hiicrelerin kendi mekanizmalarindan
da kaynaklaniyor olabilir. Ayrica in vitro ¢caligmalarda
niiklear faktor eridroid-2 (Nrf2)’nin hem primer insan
keratinositlerinde hem de HaCaT hiicrelerinde K6,
K16 ve K17 ekspresyonunu arttirdigi, keratinosit
proliferasyonunu  destekledigi  bildirilmektedir’*.
H,S, Nrf2’nin dogrudan bir aktivatorii olduguna dair
gesitli cahismalar bulunmaktadir’®®. NaHS’in tek
bagma Nrf2’yi aktive ettigi goriilmektedir’®. Bu
anlamda NaHS’in K17 mRNA ekspresyonu iizerine
etkisi degerlendirildiginde 1 pg NaHS uygulanan
grupta K17 mRNA ekspresyonunda ki artis Nrf2
aktivasyonundan kaynaklantyorda olabilir.

Sonug olarak H,S’in toksik etkilerinin de oldugu goz
ontine alindiginda HaCaT hiicrelerinde NaHS’in
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toksik olmayan dozu 1 pg olarak belirlenmigtir. 48
saat boyunca uygulanan 1 ug NaHS dozunun in vitro
yara modelinde olumlu bir etkisinin olmadig1 ortaya
¢ikmistir. Bu durum in vivo caligmalarin aksine
NaHS’in yara iyilesmesine direkt olarak etki
etmedigini gostermektedir. Caligmamizda NaHS’in
yara iyilesmesi ilizerindeki etkisi iki boyutlu hiicre
kiiltirinde  degerlendirilmistir. Bu acidan hiicre
seviyesinde yapilan in vitro ¢alismalar gercek
kompleks doku yapilarini, hiicre-toksin etkilesimlerini
veya sistemik etkileri birebir yansitmayabilirler.
Ayrica in vitro Kkiiltiirlerde olusturulan hiicresel
ortamlar kompleks doku igerisindeki hiicresel
mekanizmalardan farklilik gosterebileceginden yara
iyilesme siirecini gostermekte kisitli kalabilirler. Bu
nedenle laboratuvar ortaminda elde edilen sonuglar
klinik uygulamalar i¢in dogrudan uyarlanamayabilir
ancak bir 6n veri olusturabilir. Bununla birlikte deney
kosullarinda NaHS’e bagli toksik gaz ¢ikisi sebebiyle
yilksek  konsantrasyonlarin  ve uzun siirelerin
degerlendirilememesi calismay1 sinirlayan
faktorlerden biri olmustur. Bu limitasyonlar géz 6niine
alindiginda, NaHS'in yara iyilesmesi {izerindeki
etkilerini daha genis bir baglamda anlamak ig¢in in
vitro ortamda daha korunakli c¢alisma sartlart
olusturulmasi, daha uzun zamanda goézlem yapilmasi,
farkli hiicreler iizerinde analiz edilmesi ve ii¢ boyutlu
kiiltir modellerinde yara modellerinin ¢aligilmasi
NaHS’in etkinliginin degerlendirilmesinde pozitif
katk1 saglayacaktir.

Etik Kurul Onay Bilgisi:
Hiicre kiiltiirii ¢alismasi oldugundan dolayi etik kurul izni
gerekmemektedir.
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