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Danisman : Prof. Dr. Ilker BUYUK

Bu caligma, Cannabis sativa (kenevir) ve Brassica oleracea L. var. italica (brokoli)
kaynakli eksozom benzeri nanopartikiillerin (pEV’ler) HaCaT keratinositleri ve insan
dermal fibroblastlar (HDF) {izerindeki yara iyilesme potansiyelini arastirmay1
amaglamaktadir. pPEV’ler hem tek baslarina hem de kombinasyon halinde uygulanarak
olas1 sinerjetik etkileri degerlendirilecektir. Yara iyilesmesi siirecine iliskin mekanistik
cikarimlar, TGF-B, VEGF, PDGF, FGF, MMP, CollAl, CollA2, EGF, IL-6 ve TNF-a
gibi kritik genlerin ekspresyon analizleriyle ortaya konacaktir. Buna ek olarak, bu
nanopartikiillerin antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri incelenmis, bdylece cilt
bariyerini destekleyici potansiyelleri degerlendirilmistir. Ayrica, pEV’lerin hiicre
yaslanmasi ve senesens iizerindeki etkileri de arastirilmistir. Bu yaklasim, hem yara
tyilesme stire¢lerinde hem de cilt sagligini koruyucu uygulamalarda bitkisel eksozomlarin
potansiyel roliinii biitlinciil sekilde ortaya koymay1 hedeflemektedir. Calisma, bitkisel
kaynakli eksozom benzeri nanopartikiillerin molekiiler ve hiicresel diizeydeki etkilerini
sistematik olarak inceleyerek, modern kozmetik ve rejeneratif tip alanlarinda
uygulanabilir bilimsel veriler sunmayir amaglamaktadir. Elde edilecek sonuglar,
PEV’lerin yara iyilesmesini hizlandirici, inflamasyonu diizenleyici ve hiicresel
fonksiyonlar1 destekleyici etkilerini ortaya koyarak, gelecekte yenilik¢i bitkisel terapotik
stratejilerin gelistirilmesine temel olusturacaktir.

Kasim 2025, 133 sayfa

Anahtar Kelimeler : Antimikrobiyal etki, Hiicresel yaslanma, Kenevir, Brokoli, Bitki
kaynakli eksozom benzeri nanovezikiiller (pEV'ler), Yara iylesmesi



ABSTRACT

Master Thesis

THE WOUND HEALING POTENTIAL OF EXOSOME-LIKE NANOPARTICLES
DERIVED FROM CANNABIS (Cannabis sativa) AND BROCCOLLI (Brassica
oleraceae var. italica) ON THE HACAT CELL LINE

Zeynep Yasmin BAGDATLI

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Ilker BUYUK

This study aims to investigate the wound healing potential of exosome-like nanoparticles
(pPEVS) derived from Cannabis sativa and Brassica oleracea L. var. italica in HaCaT
keratinocytes and human dermal fibroblasts (HDFs). pEVs will be applied both
individually and in combination to evaluate potential synergistic effects. Mechanistic
insights into the wound healing process will be obtained through expression analyses of
key genes, including TGF-B, VEGF, PDGF, FGF, MMPs, Coll1Al, Coll1A2, EGF, IL-6,
and TNF-a. Furthermore, the antimicrobial and antifungal activities of these
nanoparticles will be assessed to determine their potential in supporting skin barrier
function. The effects of pEVs on cellular senescence are also investigated, providing a
comprehensive evaluation of their impact on skin health and regenerative processes. This
work aims to systematically examine the molecular and cellular effects of plant-derived
exosome-like nanoparticles, generating scientific evidence for their potential applications
in modern cosmetic and regenerative medicine. The findings are expected to reveal that
pPEVs can accelerate wound healing, modulate inflammation, and support cellular
functions, thereby laying the groundwork for the development of innovative plant-based
therapeutic strategies.

November 2025, 133 pages

Key Words: Antimicrobial activity, Cellular senescence, Cannabis , Broccoli, Plant-
derived exosome-like nanovesicles (pEVs), Wound healing
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1. GIRIS

Biyoteknoloji, son yillarda molekiiler diizeydeki yenilik¢i yaklasimlarla saglik ve
kozmetik alanlarinda énemli bir donilislim yaratmaktadir. Bu gelismelerin merkezinde,
hiicreler arasi iletisimi diizenleyen biyolojik yapilar arasinda yer alan eksozomlar
bulunmaktadir. Eksozomlar, 30-150 nm boyutunda, lipid zarfla ¢evrili nano vezikiiller
olup proteinler, lipitler, niikleik asitler ve metabolitler gibi biyolojik bilgi tasiyicilar
icerir. Hiicrelerden salinan bu yapilar, hedef hiicrelere igeriklerini aktararak
proliferasyon, migrasyon, farklilasma ve metabolik siire¢lerin diizenlenmesinde kritik rol
oynar. Dolayisiyla, eksozomlar hiicreler arasi iletisimin yan1 sira doku rejenerasyonu ve
hastaliklarin tedavisine yonelik potansiyel uygulamalariyla dikkat ¢ekmektedir. Cilt,
viicudun en biiyiik organi olarak yalnizca dissal faktorlere karsi fiziksel bir bariyer gorevi
iistlenmekle kalmaz; ayn1 zamanda homeostazin korunmasi, immiin yanitin diizenlenmesi
ve patojenlere karst savunma gibi yasamsal islevlere sahiptir. Cilt biitiinligi
bozuldugunda devreye giren yara iyilesmesi siireci, proliferasyon, doku yeniden
yapilanmasi ve hiicreler arasi iletisim gibi karmasik molekiiler olaylar icerir. Bu siirecte
keratinositler ve dermal fibroblastlar merkezi bir rol oynamakta olup, iletigsim
mekanizmalar1 arasinda eksozomlar da 6nemli bir aracidir. Son yillarda, bitki kaynakl
eksozom benzeri nanopartikiiller (Plant Derived Exosome Like Nanoparticles, pEV’ler),
kozmetik ve rejeneratif tip alanlarinda yenilik¢i bir biyoteknolojik ara¢ olarak one
cikmaktadir. pEV’ler, dogal icerikleriyle yalnizca hiicresel proliferasyonu ve metabolik
aktiviteleri desteklemekle kalmaz; ayni zamanda oksidatif stresin azaltilmasi,
antimikrobiyal etki gosterilmesi ve senesens siireglerinin diizenlenmesi gibi biyolojik
islevlerde de rol oynayabilmektedir. Cannabis sativa (kenevir) kaynakli pEV’ler,
kanabinoidler, fenolik bilesikler, flavonoidler ve yag asitleri agisindan zengindir. Bu
bilesenler, hiicre proliferasyonunu destekleyerek doku yenilenmesine katki saglamakta;
ayrica antimikrobiyal ve antifungal etkileriyle yara iyilesme siirecini olumlu yonde
etkileyebilmektedir. Bununla birlikte, fenolik bilesikler ve kanabinoidlerin senesens
tizerinde diizenleyici potansiyeli de rapor edilmistir. Brassica oleracea L. var. italica
(brokoli) kaynaklt pEV’ler ise glukosinolatlar, sulforafan ve fenolik bilesikler
bakimindan 6ne cikmaktadir. Ozellikle sulforafan ve fenolik bilesiklerin, hiicre

farklilasmasin1 ve yara iyilesmesini destekleyici etkileri bilinmektedir. Ayrica bu



bilesenler, oksidatif stresin azaltilmasina ve senesens siire¢lerinin modiilasyonuna katki
saglayarak hiicre sagliginin korunmasina aracilik etmektedir. Glukosinolat tiirevlerinin
antimikrobiyal etkileri ise yara iyilesmesinde ek bir avantaj sunmaktadir. Bu ¢alisma,
Cannabis sativa ve Brassica oleracea L. var. italica kaynakli pEV’lerin HaCaT
keratinositleri ve insan dermal fibroblastlar iizerindeki yara iyilesme, antimikrobiyal,
antifungal ve senesens diizenleyici etkilerini kapsamli bir sekilde incelemeyi
hedeflemektedir. Elde edilecek bulgular, bitkisel eksozomlarin molekiiler ve hiicresel
diizeydeki rollerini ortaya koyarak modern kozmetik ve rejeneratif uygulamalara yonelik

bilimsel bir temel sunacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Eksozomlar ve Bitki Kaynakhh Eksozom Benzeri Nanopartikiiller (pEV)

Eksozomlar, tiim hiicre tipleri tarafindan ¢esitli (pato)fizyolojik durumlarda
salgilanabilen hiicre dis1 vezikiillerdir (extracellular vesicle, EV). Bu vezikiiller,
hiicrelerin yakin veya uzak diger hiicrelerle iletisim kurmasini saglayan transmembran
proteinler, sitozolik proteinler ve RNA igeren lipid ¢ift tabakasindan olusan nano- ila
mikro boyutlu heterojen yapilardir (Tkach ve Théry, 2016; Willms vd., 2018). EV’ler
biyofiziksel 0©zellikleri ve biyogenez mekanizmalarina dayanarak ii¢ ana grupta
incelenmektedir: eksozomlar, mikrovezikiiller ve apoptotik cisimcikler (Pugholm vd.,
2015; Willms vd., 2018). Ozellikle eksozomlar, endositoz siirecinde erken endozom
membranlarinda meydana gelen ice dogru invajinasyonlar sonucu olusan multivezikiiler
cisimciklerin plazma membrani ile kaynasmasiyla hiicre disina salinir (Bozkurt, 2018;
Denzer vd., 2000). ilk olarak 1983 yilinda Pan ve Johnstone tarafindan gézlemlenen bu
yapilar, retikulositler iizerinde isaretlenmis transferrin reseptorlerinin vezikiillere
paketlenmesi ile tanimlanmis ve 1989 yilinda “eksozom” olarak adlandirilmistir (Edgar,
2016; Li vd., 2018; Zhang vd., 2015). Eksozomlar, viicuttaki hemen tiim hiicreler
tarafindan hem normal hem de patolojik kosullarda iiretilebilir ve kan, idrar, beyin-
omurilik sivisi, anne siitii, serum, plazma, safra, eklem sivisi ve agiz i¢i salgilar gibi

bir¢ok biyolojik sivida bulunabilir (Zeringer vd., 2015).

Bitki ve hayvan kaynakli eksozomlar, yapisal ve fonksiyonel olarak énemli benzerlikler
tasirken, baz1 temel farkliliklar da gdstermektedir. Ozellikle yenilebilir bitkilerden elde
edilen bitki kaynakli eksozom benzeri nanopartikiiller (plant-derived exosome-like
nanoparticles, pEV), 2009 yilinda basarili sekilde izole edilmistir (Regente ve ark., 2009).
PEV’ler, yenilebilir 6zellikleri sayesinde oral yolla uygulanabilme avantaj1 tasimakta ve
tirler arast hedefleme yoluyla gen ekspresyonunun diizenlenmesine katkida
bulunmaktadir. Ayrica, hiicreler aras1 biyomolekiil tasinimini1 kolaylastirmakta, sinyal
iletimini desteklemekte ve RNA islenmesine aracilik etmektedir (Théry vd., 2018; Van
Niel vd., 2018). Hayvan hiicrelerinden elde edilen eksozomlar genellikle biiyiik 6l¢ekli

hiicre kiiltiirii gerektirmekte, diisiik verim sunmakta ve bazi izoformlarinin immiinojenik



ozellikler tasidigi bilinmektedir (Shen ve Lane, 2023; Zhao vd., 2021). Buna karsilik,
PEV’ler yiiksek verim, kisa izolasyon siiresi, genis biyolojik erisilebilirlik ve diisiik
immiinojenite gibi avantajlar sergilemektedir (Dad vd., 2021). Ayrica, bazi hayvan hiicre
eksozomlarinin lizozomlar tarafindan hizla degradasyona ugramasina karsin, pEV’ler
saglikli dokularda daha disiik sitotoksik etki gostermekte ve 0Ozgiil endositoz
mekanizmalar1 sayesinde hedef dokulara etkin bi¢imde yonlendirilebilmektedir (Umezu
vd., 2021). Bu o6zellikler, pEV’leri biyouyumlu ve stabil yapilar olarak tanimlamakla
kalmaz; ayn1 zamanda temel biyolojik siireclerde ve terapdtik uygulamalarda incelenmesi
onemli adaylar haline getirir. Bu nedenle, bitki kaynakli ELN’lerin biyolojik islevleri,
molekiiler tasima Kkapasiteleri ve potansiyel uygulamalar1 iizerine sistematik
arastirmalarin artirilmasi, hem bilimsel bilgi birikimi hem de endiistriyel uygulamalar

acisindan kritik bir gereklilik olarak 6ne ¢ikmaktadir (Regente vd., 2009).

2.1.1 Eksozomlarin yapisi ve biyolojik fonksiyonlari

Eksozomlar, kiicik endozomal kaynakli membran mikrovezikiilleri olarak
tanimlanmakta ve son yillarda hem temel biyoloji hem de terapdtik uygulamalar
acisindan artan bir ilgi gormektedir (Johnstone vd., 1987). Ilk olarak 1980’lerin
sonlarinda ekstraseliiler alanda varliklar1 tespit edilen eksozomlar, baslangigta hiicre
hasarinin bir sonucu olarak ortaya c¢ikan atik iirlinler veya hiicre homeostazinin yan
tirlinleri olarak diisiiniilmiis ve komsu hiicreler lizerinde belirgin bir etkisi olmadigi kabul
edilmistir (Johnstone vd., 1987). Ancak giiniimiizde, eksozomlarin proteinler (Simpson
vd., 2009), lipitler (Vidal vd., 1989) ve niikleik asitler (Simpson vd., 2009; Valadi vd.,
2007; Waldenstrom vd., 2012) gibi karmasik biyolojik icerikleri tasiyarak, karsilastiklar
hedef hiicreleri yeniden programlayabilecek fonksiyonel araglar oldugu anlasilmistir. Bu
ozellikleri ile eksozomlar, immiin yanit (Greening vd., 2015), sinyal iletimi (Gangoda
vd., 2015) ve antijen sunumu (Mittelbrunn vd., 2011) gibi birgok hiicresel siirecte yeni
bir hiicreler arasi iletisim mekanizmasi olarak gorev alir. Eksozomlar pratikte tiim
okaryotik hiicreler tarafindan salgilanabildiginden, kargo igerikleri orijinal hiicre tipine
ve hiicresel durumuna (6r. doniismiis, farklilasmis, uyarilmis veya stres altinda) baglh
olarak farklilik gosterebilir. Bu nedenle eksozomlar, kronik inflamasyon (Lasser vd.,
2012) , kardiyovaskiiler ve bobrek hastaliklar1 (Kishore vd., 2016; Mittelbrunn vd., 2011),



norodejeneratif hastaliklar (Howitt ve Hill, 2016), lipid metabolizma bozukluklari
(Record vd., 2011) ve timorler gibi birgok patolojik durumda prognostik bilgi
saglayabilir. Geleneksel olarak hiicreler, dogrudan hiicre—hiicre temasi1 veya hormon ve
sitokinler gibi salgilanan ¢oziiniir faktorler yoluyla iletisim kurarken, eksozomlar artik
hiicreye 0zgii protein, lipid ve niikleik asit igerikleri ile yeni bir iletisim mekanizmasi
saglamaktadir (Camussi vd., 2010; Simons ve Raposo, 2009). Eksozomlar, hedef hiicreler
ile etkilesime girerek davranis ve fenotip Ozelliklerini etkileyebilir; bu etki reseptor-
ligand etkilesimleri, membran fiizyonu veya endositoz yoluyla internalizasyon
araciliryla gergeklesir (Tian vd., 2010). Icerikleri endozomlarla kaynastiginda, protein,
lipid ve RNA’lar hedef hiicre sitoplazmasina taginarak epigenetik ve gen ekspresyon
diizeyinde diizenleyici roller {istlenebilir (Khalyfa ve Gozal, 2014). Eksozomlar,
kendilerine 06zgii biyolojik olarak aktif kargoyu tasityan membran ile c¢evrili
“sinyalozomlar” olarak diisiiniilebilir. Ozellikle bitki kaynakli eksozom benzeri
nanopartikiiller, proteinler, lipitler, mikroRNA’lar (miRNA) ve sekonder metabolitler
icerir; her bir bitki tiiriine 6zgli bu icerik, hem hiicresel alim ve hedefleme
mekanizmalarini hem de gen ekspresyonunun diizenlenmesini etkileyerek biyolojik
aktivitelerini belirler (Subha vd., 2023). Dolayisiyla, eksozomlar ve bitki kaynakli
eksozom benzeri nanopartikiiller, yap1 ve fonksiyonel icerikleri sayesinde hiicresel

siireclerin yeniden diizenlenmesinde dnemli bir rol tistlenmektedir.

2.1.2 Eksozomlarin biyogenezi (Olusum Siireci)

Eksozomlar, lipid membranla cevrili ve ¢esitli biyolojik olarak aktif bilesenler tagiyan
nanoparcaciklar olup, ekstraseliiler vezikiillerin 6zel bir tiirlinii olusturur. Bu yapilar,
endositik yolaklardan kaynaklanmakta ve ge¢ endositoz sirasinda membran
invajinasyonu ile Multivezikiiler Cisimler (MVB’ler) iginde intraluminal vezikiiller
(ILV’ler) olusmaktadir (Zhang ve Lyden, 2019) (Sekil 2.1). Erken endozom membranlari
ile biitiinleserek iiretilen ILV’ler, MVB’ler icinde paketlenir ve daha sonra plazma
membrani ile kaynasarak igeriklerini hiicre disina salar (Pegtel ve Gould, 2019). ILV’lere
yiiklenen protein ve diger molekiiller sik1 bir diizenlemeye tabidir; 6rnegin proteinlerin
¢ogu ubiquitinasyon gibi post-translasyonel modifikasyonlar tagir (Joshi vd., 2020; Sahu

vd., 2011). Memeli hiicrelerinde eksozom biyogenezi yogun bi¢imde incelenmis ve bu



stirecte ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) sistemi kritik bir
rol tistlenmistir (Colombo vd., 2013; Gurung vd., 2021). ESCRT, dort alt kompleksten
(ESCRT-O0, -I, -1l ve -III) olusur ve her biri ¢ok sayida proteinden meydana gelir. ESCRT-
0, ubiquitin ile isaretlenmis proteinleri tanir ve plazma membrani iizerinde kiimeler; Hrs
ve STAM alt birimleri bu siiregte kargoyu tanir ve ESCRT-1’in TSG101 proteini ile
etkilesime girerek kargonun MVB’lere tasmmasmi saglar. ESCRT-I, kargo
yogunlasmasini yonetirken, ESCRT-II heterotetramerik yapisi ile siireci destekler. Son
olarak ESCRT-III, CHMP oligomerleri ve ATPaz VpS4p/SKDI1 ile isbirligi yaparak
membran boyun bolgesinin daralmasini ve vezikiiliin kopmasini saglar; boylece eksozom
salmimi igin gerekli enerji temin edilmis olur. Salinan eksozomlar, belirli SNARE
proteinleri araciligiyla hiicre disina taginir (Colombo vd., 2013; Gurung vd., 2021). Bitki
hiicrelerinde endositik yolak memeliler kadar detayli bilinmemekle birlikte, benzer
mekanizmalar gozlemlenmektedir. Plazma membranindan igeri alinan proteinler Erken
Endozomlar (EE) iizerinden Trans Golgi Agi’na (TGN) yonlendirilir; TGN’nin bir alt
birimi MVB’lere olgunlasir (An et al., 2007). Bitki hiicrelerinde ESCRT-0 bulunmaz,
ancak TOM-1 benzeri proteinler (TOL) N-terminal VHS domainleri ile erken endozomal
yapilara lokalize olarak ESCRT-0 fonksiyonunu iistlenebilir. FREE-1 proteini ise
MVB’lerde ESCRT-I ile etkileserek kargonun olgun MVB’lere dahil edilmesini saglar
ve ubiquitin baglanabilirligi sayesinde biyogenezde ek rol oynar (Cui vd., 2016). Genel
olarak, bitki eksozom biyogenezi memelilerle benzer temel mekanizmalara sahiptir ve
MVB’lerin siralanmasit ve olgunlagsmasi biiyiik o6l¢iide ESCRT komplekslerinin
aktivitelerine baglidir (Colombo vd., 2014; Kowal vd., 2014). Bununla birlikte, bitkiler
eksozom tiretimi i¢in memelilerden farkli bir yolak da kullanir. Arabidopsis ve Nicotiana
tabacum’da tanimlanan Ekzosist Pozitif Organeller (EXPO), otofagozomlara benzeyen
¢ift membranli yapilar olup endositik yolak iizerinden ilerlemez ve lizozomal bilesenlerle
kaynasmaz. Bunun yerine plazma membrani ile kaynasarak hiicre duvarina tek
membranli vezikiiller salar (Wang vd., 2010). Ayrica pEV’ler ii¢ klasik yoldan kdken
almaktadir: vakuoler yol, c¢ok vezikiillii cisimcikler (MVB’ler) ve EXPO yollari.
Vakuoler yol, vakuollerin plazma zar1 ile kaynagsmasini igerir ve bu siireg, hiicreyi
patojenik tehditlere kars1 korumaya katkida bulunan hidrolitik enzimler ile savunma ile
iligkili bilesenlerin salinimina yol agar (He vd., 2022). MVB yolu, endositoz yoluyla

sitoplazmik zarin tomurcuklanmasi ve erken endozomlarin olusumu ile basglar; protein,



lipid, metabolit ve kiigiik molekiilleri igsellestirir. Erken endozomlarin organellerle
kaynasmasi, ¢esitli kargolarin kazanilmasini kolaylastirir. Sonrasinda, erken endozomlar

MVB’lere olgunlasir ve ya lizozomlarla kaynasarak yikima ugrar ya da plazma zariyla

birleserek apoplastik alana pEV’ler seklinde salinir (Colombo vd., 2014; Hanson ve
Cashikar, 2012). EXPO vyolu, bitkilerde endozomal ve otofagozomal sistemlerden
bagimsiz isleyen geleneksel olmayan bir salgi yolunu temsil eder. Sitoplazmik taginimi
aracilik eden otofagozom benzeri ¢ift zar yapilari, plazma zar ile kaynagarak hiicresel
kargo iceren tek zarla gevrili vezikiilleri apoplastik alana salar. Merkezi vakuollerin
MVB’lerin kiiglik vakuollere (SV’ler) donilismesi ve ardindan bu SV’lerin kaynasmasiyla
ortaya ¢ikmistir (Wang vd., 2010). Bu bulgu, pEV biyogenezinde rol alan gesitli salgi

yollar1 arasinda potansiyel bir baglantiya isaret etmektedir.
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Sekil 2.1 Memeli hiicrelerinde ve bitki hiicrelerinde eksozomlarin biyogenezi (Subha vd., 2023)

2.1.3 pEV’lerin bilesimi

PEV’ler, proteinler, lipitler, niikleik asitler (DNA, mRNA, miRNA gibi) ve ikincil
metabolitler de dahil olmak {izere son derece heterojen biyomolekiiler bilesenlerden

olusur ve bu bilesenler farkl fizyolojik siireglerin diizenlenmesinde rol oynar (Lian vd.,



2022; Teng vd., 2018). pEV’lerin molekiiler yapisinin bitki tiirii ve dokusuna bagli olarak
biiyiik farklilik gostermesi, dogru bir bilesimsel profilin ¢ikarilmasini kalite kontrol ve

sonraki uygulamalar agisindan kritik hale getirmektedir (Modani vd., 2021).

Proteinler, pEV’lerin en baskin bilesenlerinden biridir. Bu fraksiyon, aktin ve proteazlar
gibi sitozolik proteinleri ve tasinma ile sinyal iletiminde gorev alan membran iligkili
proteinleri igerir. Memeli kaynakli eksozomlarda, eksozomlarin antikor temelli
yontemlerle tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan TSG101, CD9, CD63, CD81 ve
CDS82 gibi protein belirtegleri ile aktin, syntenin, moesin ve albiimin gibi yapisal
proteinler bulunmaktadir (Modani vd., 2021). Ancak bu belirteglerin pEV’ler igin gegerli
olup olmadigr belirsizdir ve bu durum, bitkiye 0Ozgii belirteclerin tanimlanip
dogrulanmasini gerekli kilmaktadir. En Onemli zorluklardan biri, bitkilere 6zgii
antikorlarin sinirli sayida olmasidir. Bu eksiklik, memeli sistemlerinde yaygin kullanilan
dogrulama tekniklerinin pEV ¢aligmalarina aktarilmasini engellemektedir. Ayrica bitki
tirleri arasindaki heterojenlik ve pEV bilesimindeki cesitlilik, evrensel belirteglerin
tanimlanmasini daha da karmasik hale getirmektedir. Bu sorunun asilmasi i¢in farkl: bitki
tiirleri lizerinde yapilacak proteomik ¢aligmalar, korunmus ve bol bulunan membran
proteinlerinin belirlenmesine katki saglayabilir. Bu proteinler {izerinden bitkiye 6zgii
monoklonal ya da rekombinant antikorlar iiretilebilir. Boylece, pEV’ler icin standart
belirte¢ panelleri ve ortak protein veri tabanlarinin olusturulmasi, bu alandaki
calismalarin  dogrulanmasin1  ve karsilastirilabilirligini  kolaylastiracaktir.  Olasi
adaylardan biri olan tetraspaninler (TETS), pEV’lerde zengin olarak bulunur ve membran
organizasyonu, vezikiil tasinmasi ve molekiiler tanima siireglerinde énemli rol oynar
(Jimenez-Jimenez vd., 2019). Ayrica pEV’lerde, hiicre duvar1 biyogenezi ve yeniden
sekillenmesinde islev goren ve fungal patojenlere kars1 direngte kritik olan bitkiye 6zgii
sekretuar proteinlerden syntaxin pEV1 tanimlanmistir (Assaad vd., 2004; Waghmare vd.,
2018). Bunun yan1 sira, pEV’lerde Ras iliskili Rab GTPazlar ile pEV1’in olusturdugu
kompleksler, membran filizyonunu kolaylastirmakta ve vezikiill tasinmasini
diizenlemektedir (Nielsen ve ark., 2012). Ayrica, kitinazlar, peroksidazlar ve f-
glukosidazlar gibi savunma ile iligkili proteinler de pEV’lerde tanimlanmistir (Samuel ve

ark., 2015).



PEV’lerin lipit bilesimi, memeli kaynakli eksozomlardan belirgin sekilde farklilik
gostermektedir. Memeli eksozomlar1 genellikle kolesterol, sfingolipitler, seramidler,
fosfolipitler (fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin, fosfatidilinozitol) ve
GM3 gibi glikosfingolipitler a¢isindan zengindir (Skotland ve ark., 2017; Nishio ve ark.,
2020; Record ve ark., 2014). Buna karsilik, pEV’lerde fosfatidik asit (PA), fosfatidilkolin
(PC), digalaktosil-diasilgliserol (DGDG) ve monogalaktozil-diasilgliserol (MGDG) gibi
lipitler baskin olarak bulunur (Teng ve ark., 2018; Karamanidou & Tsouknidas, 2022).
Kaynaga bagl olarak da bilesim degismektedir: 6rnegin zencefil ve liziimden elde edilen
PEV’lerde PA, greyfurt ve sarimsak kaynakli olanlarda ise PE ve PC daha baskindir
(Zhang ve ark., 2016; Wang ve ark., 2014). pEV’lerde en bol bulunan lipit olan PA,
hiicreler arasi iletisimin diizenlenmesinde kritik rol iistlenmektedir (Regente ve ark.,
2009; Zhang ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2017). Bir diger calismada ise Lactobacillus
rhamnosus’un GiNV’leri hiicre i¢ine aliminin PA varligina bagli oldugu rapor edilmistir.
Bu bulgular, PA’nin mikrobiyal etkilesimlerde kilit bir diizenleyici oldugunu ortaya
koymaktadir (Teng ve ark., 2018).

pPEV’ler DNA, mRNA, miRNA ve kiicik RNA’lar1 (sRNA) icermektedir. Bitki
miRNAlar1, 3" uglarinda dogal bir 2'-O-metilasyon modifikasyonuna sahiptir; bu 6zellik,
enzimatik yikima karsi koruma saglayarak stabilitelerini artirir (Chin vd., 2016).
PEV’lerde tanimlanan birgok miRNA, memeli hiicreleri tarafindan alinip farkli fizyolojik
ve patolojik siireglerde terapotik etki gosterebilmektedir (Zhu vd., 2021). Xiao vd.
tarafindan yapilan ¢alismada (2018), 11 farkli yenilebilir meyve ve sebzeden (yaban
mersini, hindistancevizi, zencefil, greyfurt, hami kavunu, kivi, portakal, bezelye, armut,
soya fasulyesi ve domates) elde edilen pEV’lerin miRNA profilleri analiz edilmistir (Xiao
vd., 2018). Bulgular, tiirlere 6zgii farkliliklar oldugunu ve ifade seviyelerinin degistigini
ortaya koymustur. Hedef tahmin analizleri, yliksek diizeyde ifade edilen miRNA’larin
ozellikle inflamasyon ve kanserle iligkili sinyal yollar1 ile baglantili oldugunu
gostermistir. Ornegin, soya fasulyesi kaynakli miRNA-5781 IL17A’y1, portakal kaynakli
MIRNA-398b ise IL1’1 hedeflemekte olup, her ikisi de bagisiklik yanitinda rol oynayan
onemli proinflamatuar sitokinlerdir. Qiu vd. (2023) tarafindan yapilan caligmada,
Rehmanniae Radix kaynakli pEV’lerde yer alan miR-7972’nin proinflamatuar
mediatdrleri, reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve nitrik oksidi (NO) azalttigini; M2



makrofaj polarizasyonunu indiikledigini; GPR161-Hedgehog sinyal yolunu modiile
ettigini rapor etmistir (Qiu vd., 2023). Bu etkilerin yani sira, bagirsak mikrobiyota
homeostazinin yeniden saglanmasina da katkida bulunmustur. Benzer sekilde, Moringa
oleifera kaynakli miRNA-166i inflamasyonun diizenlenmesinde islev gormektedir (Pirro
vd., 2016). Aquilano vd. tarafindan yapilan ¢alismada (2019), kuruyemis kaynaklt miR-
159a ve miR-156¢’nin makrofaj ve adipositlerde TNF-o sinyalini baskilayarak
antiinflamatuvar etki gosterdigini ortaya koyulmustur (Aquilano vd., 2019). Ayrica, artan
kanitlar bitki kaynakli miRNA’larin antitiimor potansiyele sahip olabilecegini
gostermektedir. Chin vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, Bat1 toplumlarindan alinan
serum Orneklerinde yliksek miR159 seviyelerinin meme kanseri insidansi ve ilerlemesi
ile ters orantili oldugu bildirilmistir. Bu durum, s6z konusu miRNA’nin tiimér baskilayici
rol tistlenebilecegini diisiindiirmektedir (Chin vd., 2016). Dolayisiyla, pEV’ler bitkilerin
miRNA’lar1 hayvanlara aktarabilmesi i¢in potansiyel bir yol saglayabilir.

PEV’ler ayrica, kaynaklandiklari bitkilere 6zgii karotenoidler, flavonoidler, saponinler ve
glukosinolatlar gibi ¢esitli ikincil metabolitler agisindan da zengindir (Xiao vd., 2018).
Ornegin, brokoliden elde edilen pEVlerde, giiclii antioksidan ve antikanser 6zellikleriyle
bilinen bir izotiyosiyanat olan siilfarofan yiliksek miktarlarda rapor edilmistir. Benzer
sekilde, zencefil kaynakli pEV’lerde antiinflamatuar etkileri ile bilinen 6-gingerol ve 6-
shogaol bilesikleri tanimlanmigtir (Chen vd., 2019). Bak vd. (2012) tarafindan yapilan
calismada, 6-shogaol bakimindan zengin zencefil ekstraktinin Nrf2/ARE sinyal yolunu
aktive ederek HO-1 enziminin ekspresyonunu p38 MAPK yoluyla artirdigini, boylece
antioksidan etki gosterdigini bildirilmistir (Bak vd., 2012). Ayrica bu bilesik,
diethylnitrosamine (DEN) kaynakli karaciger hasarinda AST, ALT ve lipit
peroksidasyonundaki artislar1 baskilayarak hepatoprotektif 6zellik gostermistir. Lei vd.
(2021) tarafindan yapilan ¢alismada, limon kaynakli eksozom benzeri nanopartikiillerde
(LELNs) bulunan galakturonik asit agisindan zengin pektin tipi polisakkaritlerin,
Lactobacillus rhamnosus GG’nin safra direncini artirdigini ortaya koymustur (Lei vd.,
2021).
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2.2 Bitki Kaynakhh Eksozom Benzeri Nanopartikiillerin Tibbi ve Terapotik
Uygulamalar

Taze bitki materyalleri, ornegin otlar, tohumlar, sebzeler, meyveler ve bunlarin
ekstraktlari, vitaminler, mineraller, lif, proteinler ve diger besin maddeleri agisindan
zengin olup, insan saglig1 i¢in faydali ¢ok yonlii ve besleyici bilesenler igerir. Ayrica,
kanser, kronik hastaliklar ve inflamasyon riskini azaltirlar. Bu nedenle, bitkilerin
biyomolekiilleri, saghigi iyilestirme ve cesitli hastaliklara karst koruma saglama
potansiyelleri nedeniyle biiyiik ilgi gdrmiistiir. Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), diinyada
50.000’den fazla terapdtik bitki  bulundugunu belirtmistir (Ramalingum ve
Mahomoodally, 2014; Sasidharan vd., 2011) ve tibbi bitkiler, modern ilag¢ kesfi i¢cin umut
verici dogal kaynaklar saglamaktadir (Anand vd., 2019; Isah, 2015; Katiyar vd., 2012;
Malmir vd., 2018; Palombo, 2011; Salmerén-Manzano vd., 2020). T1bbi bitkilerden elde
edilen bir¢ok dogal biyoaktif bilesik, ¢esitli hastaliklarin klinik tedavisinde biiyiik 6nem
gostermis ve bir¢ok kimyasal ila¢ dogal bilesiklerden tiiretilmistir. Ancak, bitkilerden ilag
gelistirilmesi, karmasik bilesimleri ve klinik olarak dogrulanmig kalite standartlarinin
eksikligi nedeniyle ¢esitli zorluklarla iliskilidir. Bitkilerin terapotik etkinligi, bitkinin
bircok bilesenine bagli olarak bilinmekle birlikte, ¢ogu bitkinin aktif bilesenleri
belirlenmemis ve degerlendirilmemistir (Miller, 2001). Bu nedenle, bitki kaynakl
riinlerin tim olas1 aktif bilesenleri igerdiginden emin olmak, iirlinlerin etkinligini
artirmak ve diisiik dozlar ile tutarh kaliteyi saglamak agisindan 6nemlidir. Bitkisel
bilesenler genellikle antioksidan, anti-inflamatuar, antimikrobiyal, anti-tiimoérijenik,
onarict ve rejeneratif etkiler gostererek, doku biitiinliigiiniin korunmasi ve kronik yara
iyilesmesinin desteklenmesinde 6nemli rol oynarlar. Bu ¢ok yonlii biyolojik aktiviteler,
bitkilerden tiiretilen biyoaktif molekiillerin yalnizca koruyucu degil, ayn1 zamanda
terapotik ajanlar olarak da degerlendirilebilecegini gostermektedir. pEV’ler dogal olarak
olusur ve ebeveyn hiicrelerinden zararsiz bilesenler tasir; bunlarin bazilar1 terapdtik
etkileri kanitlanmig bilesenlerdir. Ayrica, bu vezikiiller antioksidan, antiinflamatuar ve
doku onarici etkiler gosteren molekiilleri dogal olarak tasiyabilirler. pEV’ler hedef
dokularda lokalize olabilme 6zelligine sahiptir; bu, hedeflenmis tagima sisteminin en
onemli 6zelliklerinden biridir.Ancak, pEV’ler nanomedisinde yeni bir kavramdir ve tiim
yonleri heniiz tam olarak tanimlanmamigstir. Yenilebilir pEV’lerin terapdtik potansiyeli,

son zamanlarda ¢esitli hastalik modellerinde gosterilmistir (Sekil 2.2). Antioksidan
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savunma, hiicresel yenilenme ve antimikrobiyal koruma gibi etkileri, farkli bitkilerden
izole edilen pEV’lerin biyolojik aktivitelerinde belirgin sekilde ortaya konmustur. Cesitli
bitki kaynakli eksozomlar, belirli hastaliklar1 tedavi etmek veya viicudun saglikli
islevlerini siirdiirmek i¢in yeni ilaglarin gelistirilmesinde genis Olgiide uygulanmustir.
Terapotik olarak etkili eksozomlarin izole edildigi c¢ok cesitli yenilebilir bitkiler

kullanilmaistir.
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Sekil 2.2 Bitki eksozomlarinin farkli terapotik potansiyellerinin sematik gosterimi (Subha vd.,
2023)

Bitkisel eksozomlarin terapotik etkileri arasinda 6zellikle antioksidan 6zellikler dikkat
¢ekmektedir. Oksidatif stres, serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemleri
arasindaki dengenin bozulmasiyla ortaya ¢ikar ve diyabet, norodejeneratif hastaliklar gibi
pek cok patolojinin etiyolojisinde rol oynar. Bitkiler, antioksidan bilesikler acisindan
zengin olduklarindan, pEV’ler bu 06zellikleri hedef hiicrelere tasiyabilir. Havug
koklerinden elde edilen Carex preparati, H.O: ile stres altindaki kardiyomiyoblast
(H9C2) ve noroblastoma hiicrelerinde ROS artigini 6nlemis ve apoptozu doza bagli olarak

inhibe etmistir (Kim ve Rhee, 2021). Benzer sekilde, yaban mersini ve ¢ilekten elde
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edilen eksozomlar, hepatosit ve mezenkimal stromal hiicrelerde oksidatif stresi anlamli
Ol¢iide azaltmistir (Perut vd., 2021; Zhao vd., 2022). Citrus limon kaynakli eksozomlar,
hiicrelerin H20: kaynakli 6liimiinii 6nleyerek ROS iiretimini azaltmis ve yliksek miktarda

C vitamini taginmasini saglamistir (Baldini vd., 2018).

Ayrica, antioksidan aktivitelerinin yani sira bitki kaynakli eksozomlar bazi ¢aligmalarla
anti-timorijenik potansiyelleri agisindan da dikkat c¢ekmektedir. Bitki kaynakli
eksozomlar, malign hiicrelerde secici sitotoksisite gostererek kanser tedavisinde
potansiyel bir yaklasim sunmaktadir. Cay ¢icegi (Camellia sinensis) ve Dendropanax
morbifera 6zsuyundan elde edilen eksozomlar, meme ve deri kanseri hiicrelerinde ROS
tiretimini artirarak mitokondriyal hasar ve hiicre dongiisii durmasina yol agmistir (Chen
vd., 2022; Kim, Jung, vd., 2020; Kim, Yoo, vd., 2020). Greyfurt ve Citrus limon
eksozomlari, hiicre dongiisii inhibitdrlerini artirirken pro-apoptotik genleri yukar: regiile
ederek tiimor biiyiimesini ve metastazi azaltmistir (Raimondo vd., 2015; Stanly vd.,
2020). Zencefil kaynakli nanopartikiiller ise kolorektal kanser modellerinde timor
boyutunu kiicliltmiis, apoptozu indiiklemis ve inflamasyonu azaltmistir (Zhang vd.,
2016). Bu caligmalar, pEV’in malign hiicrelerde segici etki gosterdigini ve normal

hiicreleri korudugunu ortaya koymaktadir.

Bunun yani sira, bitki kaynakli eksozomlarin rejeneratif ve doku onarimini destekleyici
etkileri de ¢esitli ¢alismalarda ortaya konmustur. Citrus limon ve Aloe vera kaynakli
nanovezikiiller, kollajen sentezini artirarak ve Nrf2 yolunu aktive ederek hiicrelerin
antioksidan savunmasini giiglendirmistir (Baldini vd., 2018; Kim ve Rhee, 2021). Bu
eksozomlar, keratinosit ve fibroblastlarin yara bolgesine gogiinii tesvik ederek in vitro
yara iyilesmesini desteklemistir. Bugday ¢imi kaynakli eksozomlar ise HUVEC, HaCaT

ve HDF hiicrelerinde proliferatif ve migrasyonel etkiler gostermistir (Sahin vd., 2019).

Ayrica, bitki kaynakli eksozomlarin inflamatuar siireglerin diizenlenmesinde 6nemli
roller iistlendigi bildirilmektedir. pEV, pro-inflamatuar sitokinleri (TNF-o, IL-6, IL-1p)
baskilarken, anti-inflamatuar sitokinleri (IL-10, IL-22) artirarak inflamasyonu
dengelemektedir (Zhang vd., 2016). Uziim, brokoli ve dut kaynakli eksozomlar, bagirsak

epitel hiicrelerinin proliferasyonunu ve immiin toleransini destekleyerek kronik
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inflamasyonu azaltmistir (Deng vd., 2017; Ju vd., 2013; Sriwastva vd., 2022). Ayrica,
zencefil kaynakli eksozomlarin SARS-CoV-2 kaynakli akciger inflamasyonunu
hafifletebildigi gosterilmistir (Teng vd., 2021).

Benzer sekilde, bitki kaynakli eksozomlar mikrobiyal enfeksiyonlara karsi da koruyucu
bir etki gostermektedir. PEV, patojen bakterilere karsi dogrudan ve dolayh
mekanizmalarla etki eder. Zencefil eksozomlari, Porphyromonas gingivalis’in viriilansini
azaltirken; Hindistan cevizi suyu eksozomlar1 E. coli ve Lactobacillus plantarum’u hedef
almistir (Sundaram vd., 2019; Yu vd., 2019). Limon ve greyfurt eksozomlari, bagirsak
mikrobiyotasint modiile ederek probiyotik canliliini artirmis ve patojenlerin bliytimesini
simirlamigtir (Lei vd., 2020; Teng vd., 2018). Ayrica, bal eksozomlar1 Streptococcus
mutans’in biiyiimesini ve biyofilm olusumunu engelleyerek belirgin antimikrobiyal
aktivite gostermistir (Deglovic vd., 2022; Leiva-Sabadini vd., 2021; Schuh vd., 2019).

Benzer bicimde, bitki kaynakli eksozom benzeri nanopartikiillerin (pEV’lerin) kronik
yara iyilesmesi siireclerinde de oOnemli rol oynadigi gosterilmistir (Sekil 2.3)
Kronik yaralar; diyabetik ayak iilserleri, vendz ve arteriyel bacak iilserleri, radyasyon
tilserleri, basing iilserleri ve alerjik egzama iilserleri gibi ¢esitli nedenlerle ortaya
¢ikmaktadir. Diyabetik hastalarda noropati, zayif kan dolasimi ve enfeksiyonlar
nedeniyle ayak {llserleri kolayca kroniklesebilir (Burgess vd., 2021; Chen vd., 2024).
Venoz yetmezlik, alt ekstremitelerde doku iskemi ve hipoksiye yol acarak iyilesmesi zor
vendz bacak iilserlerine neden olur (Raffetto vd., 2020). Arteriyel bacak iilserleri ise
yetersiz kan akimi ve nekroz ile iliskilidir (Hafner vd., 2000). Radyoterapi goren kanser
hastalarinda, yatakta uzun siire kalan veya tekerlekli sandalyeye bagimli bireylerde basing
iilserleri ve alerjik egzama iilserleri kroniklesebilir (Mervis ve Phillips, 2019; Piinchera
vd., 2025). Kronik yara iyilesmesi; hiicre proliferasyonu ve migrasyonu, inflamatuar
yanit, anjiyogenez, graniilasyon dokusu olusumu, ekstraseliiler matriks depolanmasi ve
yeniden sekillenme gibi siki1 bigimde koordine edilen biyolojik siirecleri igerir (Pastar vd.,
2023; Veith vd., 2019; Wilkinson ve Hardman, 2020). Mevcut ¢alismalar, pEV’lerin bu
stirecleri destekleyebilecegini gostermektedir. PEV’ler, hiicre proliferasyonu ve
migrasyonunu artirabilir, inflamatuar yanit1 diizenleyebilir, anjiyogenezi tesvik edebilir

ve ekstraseliiler matriks olusumunu kolaylastirabilir (Wu vd., 2024). pEV’lerin igerdigi
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proteinler, lipidler ve niikleik asitler; hiicre proliferasyonu, go¢ii ve diferansiyasyonunu
destekleyerek yeni dokunun olusumunu kolaylastirir ve kronik yara iyilesme siirecini
hizlandirir. Ornegin, Physalis peruviana meyvesinden elde edilen pEV’ler, insan deri
fibroblastlarinin proliferasyonunu ve gogiinii artirmis, Tip I kolajen ekspresyonunu
yiikselterek yara iyilesmesini desteklemistir (Natania vd., 2025). Aloe vera kabugundan
izole edilen pEV’ler, insan keratinositleri ve fibroblastlarinin proliferasyon ve gogiinii
artirmis, reaktif oksijen tiirlerini (ROS) azaltarak antioksidan etki gostermistir (Kim vd.,
2021). Solanum lycopersicum (domates) kaynakli pEV’ler, insan keratinositleri ve fare
fibroblastlarinda hiicre goc¢iinii indiikleyerek yara iyilesmesini tesvik etmis ve kronik yara
tedavisinde terapotik potansiyelini ortaya koymustur (Daniello vd., 2024). Son olarak,
greyfurt kaynakli pEV’ler, insan epidermal keratinositlerinde hiicre canliligini ve

migrasyonu artirarak kronik yara iyilesmesini desteklemistir (Savcer vd., 2021).
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Sekil 2.3 Kronik yara iyilesmesinde bitki kaynakli eksozom benzeri nanopartikiillerin (pEV)
rolii (Wu vd., 2024)
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2.3 Kenevir (Cannabis sativa)

Cannabis sativa L., en eski kiiltiire alinmus bitki tiirlerinden biridir ve tarih boyunca insan
toplumlar1 tarafindan gesitli kullanim alanlar1 nedeniyle deger gormiistiir (Sekil 2.4).
Genellikle marijuana veya kenevir olarak adlandirilan bu bitki, farkli kiltiirler ve
bolgelerde birgok isimle bilinmektedir. Terapotik kullanimi binlerce yil Oncesine
dayanmakta olup, Geleneksel Cin Tibbi, Ayurveda ve Avrupa ile Arap medikal
uygulamalarinda faydalar1 belgelenmistir. Yaklasik 5000 yil once, Cin’de kenevir
tohumlar1 yorgunluk, sitma ve iltihaplarin tedavisinde kullanilmistir. Asur ve Misir
toplumlarinda, bitki ruh halini iyilestirici ve analjezik ozellikleri nedeniyle deger
gormiistiir. flging bir sekilde, Avrupa’nin bazi1 bolgelerinde kenevir, aristokratlar arasinda
tathilarda bir statii sembolii olarak kullanilirken, ayn1 zamanda kilise tarafindan
biiyiiciilikle iligkilendirilmesi sebebiyle yasaklanmistir. Buna karsilik, Arap
topluluklarinda kullanimi alt siniflar arasinda daha yaygindi (Bonini vd., 2018;
Kopustinskiene vd., 2022). Uzun ge¢misine ragmen, C. sativa giinlimiizde hala birgok
bolgede kontrolli madde olarak smiflandirilmaktadir. On yillar boyunca yasal
kisitlamalar, bilimsel aragtirmalar1 engellemis ve bu bitkinin terap6tik potansiyeli ile olasi
riskleri hakkinda kapsamli bir anlayisin gelismesini geciktirmistir. Ancak son
zamanlarda, diinya genelinde artan yasallastirma ve su¢ olmaktan ¢ikarma hareketleri,
bitkinin yetistiriciligi, farmakolojisi ve tibbi kullanimlar1 iizerine arastirmalarin yeniden
canlanmasini saglamigtir (Simiyu vd., 2022). Psikoaktif etkilerinin 6tesinde, Cannabis,
cesitli saglik durumlarimin tedavisinde umut verici 6zellikler gésteren biyolojik olarak
aktif bilesikler igermektedir. Bunlar arasinda beslenme bozukluklari, diyabet, kronik agri,
multipl skleroz kaynakl rahatsizliklar, inflamasyon ve Parkinson, Alzheimer, Huntington
gibi norodejeneratif hastaliklar, epilepsi ve kanserle iliskili agr1 yer almaktadir (Namdar
vd., 2018).
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Sekil 2.4 Kenevir bitkisi (Xu vd., 2022)

2.3.1 Kenevirin botanik ozellikleri

Cannabis sativa L. (Cannabaceae), tek yillik ve ayr1 eseyli (dioecious) ¢icek agan bir
bitkidir. Kenevirin kdkeni yaklasik MO 5000 civarinda Orta Asya’ya dayanmaktadir ve
binlerce yil boyunca lif, yag liretimi ve ¢esitli geleneksel amaglarla degerlendirilmistir.
Bitki, kannabinoidler, terpenoidler, flavonoidler, alkaloidler ve diger birgok biyolojik
olarak aktif bilesik icermektedir. Kannabinoidler, bitkiye 6zgii terpenofenolik bilesikler
olup esas olarak trikomlarin bosluklarinda birikirler ve Cannabis sativa’dan 80’den fazla
farkli kannabinoid izole edilmistir; bunlar arasinda en 6nemli psikoaktif bilesik A9-
tetrahidrokannabinoldiir (THC) ve tibbi etkileri iyi bilinmektedir. Gliniimiizde arastirma
ve farmasotik amagclar disinda, kenevir yetistiriciligi cogu {lilkede yasaklanmistir
(Appendino vd., 2011; Brenneisen, 2007; Elbatsh vd., 2012; Elsohly ve Slade, 2005;
Elsohly vd., 1978; Kim ve Mahlberg, 1997; Ross ve EISohly, 1996; Vanhoenacker vd.,
2002). Kenevir bitkileri hem tohumla (cinsel tireme; acik alan) hem de gévde gelikleriyle
(asekstiel tlireme; kapali alan) ¢ogaltilabilir ve her iki ydntemin avantajlart ve
dezavantajlart vardir (Williamson, 2004). Bitki, giiclii bir ana kdok sistemi ve dik
govdelere sahiptir; govdeleri agili, oluklu ve dallidir, bazen nodlarda bosluklar bulunur.
Boylar1 1 ila 6 metre arasinda degisir ve dallanma karsilikli veya tek sira seklindedir.
Kokler genellikle 30-60 cm derinliktedir, gevsek topraklarda 2,5 metreye kadar inebilir.
Yapraklar yesil ve el ayast seklinde olup yedi lobludur; yaprakgiklarin boyut ve sekli
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genetik kokene bagli olarak degisiklik gosterir. Yaprak dizilimi karsilikli, tek sira veya
spiral olabilir; yaprakc¢iklar 6-11 cm uzunlugunda ve 2-15 mm genisligindedir, kenarlar
kaba dislidir. Yaprak yiizeyleri yesil olup seyrek regineli trikomlarla kaplidir. Cigek
salkimlari, her yaprak koltugundan ¢ikan uzun saplarda ¢ok sayida ¢igek basindan olusur.
Erkek cigekler 2,5-4 mm uzunlugunda, agik yesil ve tiiyliidiir; 5 sepal ve 5 sarkik stameni
bulunur. Disi ¢igekler neredeyse saplidir ve ciftler halinde dizilir. Meyve (tohum) aken
tipindedir; sert bir kabuga sahip olup ovaryum duvariyla sikica sarilmistir. Tohumlar
ellipsoid, hafif basik, piiriizsiiz ve genellikle kahverengimsi benekli olup 2-5 mm
uzunlugundadir (Fleming ve Clarke, 1998). Mikroskobik olarak, Kenevir trikomlar1 bezli
(glandiiler) ve bezsiz olmak iizere farkl: tiirler icerir. Disi bitkilerde glandiiler trikomlar
baloncuklu, sessil ve sapli kapitat tipte bulunurken, erkek bitkilerde anter bezli doérdiincii
bir tip gozlemlenmistir. Bu trikomlar, salg1 hiicreleri ve sap hiicrelerinden olusan islevsel
hiicre dizileriyle farkli biyolojik roller tstlenir (Kim ve Mahlberg, 1997). Taksonomik
acidan, Cannabis cinsi tek tiirden olusur ve bu tiir Cannabis sativa olarak kabul
edilmektedir. Tarihsel olarak C. indica ve C. ruderalis alt tiirleri de tanimlanmustir; ancak
modern siniflandirmalarda genel kabul, Kenevir’in monotipik yani tek tiirden
olustugudur. Bitki, ge¢misten giliniimiize farkli yetistirme ve seleksiyonlarla
cesitlendirilmis olup, lif keneviri, yag tohumu keneviri ve uyusturucu kenevir gibi

kullanim amaglarina gore ayrilmistir. (Beutler ve Marderosian, 1978; Small, 1978).

2.3.2 Kenevirin kimyasal icerigi

Kenevir, farkli biyolojik ve kullanim amaglarina gore ¢esitlenen bir bitki olup, en yaygin
olarak kenevir (hemp) ve esrar (marijuana) tiirleri ile temsil edilir. Kenevir tiirleri, uzun
boylar1 ve hizli biiyiime 6zellikleri ile 6ne ¢ikarken, esrar ¢esitleri yiiksek miktarda
psikoaktif tetrahidrokannabinol (THC) ve kannabidiol (CBD) igerir ve tibbi ya da
rekreasyonel kullanim igin tercih edilir. Bitkinin tiir gesitliligi, saf Cannabis cinsi (C.
sativa, C. indica, C. ruderalis) veya melez formlar iizerinden de smiflandirilabilir.
Kemotaksonomik yaklasimlar, kenevirin 6zellikle THC ve CBD igeriklerine gore
ayrimini saglar (de Meijer vd., 2003; Small ve Cronquist, 1976). Kenevirde bulunan
kannabinoidler, bitkiye 6zgii terpen-fenolik bilesiklerdir ve biyolojik olarak aktif en

onemli bilesen grubunu olustururlar. Bu bilesiklerin biiyiik kismi fitokannabinoidler

18



olarak adlandirilir; yani bitkisel kaynakli dogal kannabinoidlerdir. Gilinlimiizde kenevirin
320°den fazla fitokimyasal bilesik icerdigi bilinmektedir; bunlarin 125°i kannabinoid,
198’1 ise kannabinoid dis1 bilesiklerdir (Radwan vd., 2021). Fitokannabinoidler arasinda
Ozel bilesikler olarak kannabigerol (CBG), kannabikromen (CBC), kannabidivarin
(CBDYV) ve tetrahidrokannabivarin (THCV) yer alir. Bu bilesikler, bitkinin biyosentetik
yollarinda 6nciil veya tiirev formda bulunarak cesitli fizyolojik etkiler gosterir. THC ve
CBD, sirasiyla psikoaktif ve non-psikoaktif fitokannabinoidlerin en bilinen
temsilcileridir. THC, merkezi sinir sistemi {izerinde etki gosteren psikoaktif
fitokannabinoidler grubuna dahilken; CBD, antiinflamatuvar ve noroprotektif
ozellikleriyle one ¢ikan non-psikoaktif fitokannabinoidler arasinda yer alir. Bu
bilesiklerin tiimii, bitkinin bezeli tiiylerinde (trikomalarda) sentezlenir ve kannabigerolik
asitten (CBGA) tiiretilir (Fellermeier vd., 2001). Asidik onciil formlar1 (THCA, CBDA
ve CBCA), 1s1 veya 1sik etkisiyle dekarboksilasyona ugrayarak aktif hale gelir.
Kannabinoidlerin ¢oziliniirliik, biyoyararlanim ve farmakokinetik 6zelliklerini artirmak
amaciyla ¢esitli formiilasyon stratejileri gelistirilmistir (Abd-Elsalam vd., 2019; Bruni
vd., 2018; Stella vd., 2021). Ayrica, kenevirde 42 fenolik bilesik, 34 flavonoid ve gok
sayida terpen bulunmakta olup, bu bilesikler antioksidan, antiinflamatuvar ve
noroprotektif aktiviteler gostermektedir (Bautista vd., 2021; Pollastro vd., 2018; Radwan
vd., 2021). Alkaloidler ise ¢ogunlukla koklerde sinirli miktarda tespit edilmistir ve iltihap
ve agr1 yonetiminde etnobotanik 6neme sahiptir (Elsohly vd., 1978; Ryz vd., 2017).

Kannabinoidler, kenevirin en dikkat ¢ekici ve arastirilan kimyasal bilesik grubunu
olusturur. Yapisal olarak terpenofenolik iskelete sahip olan bu molekiiller, insan
viicudundaki endokanabinoid sistemi iizerinde onemli bir rol oynar. Endokanabinoid
sistemin ana reseptOrleri olan CB1 ve CB2, kannabinoidlerin baglandigi baslica
hedeflerdir. CB1 reseptorleri 6zellikle merkezi sinir sistemi ve beyinde yogunlasirken,
CB2 reseptorleri daha ¢ok bagisiklik sistemi hiicrelerinde bulunur ve immiin yanitin

diizenlenmesinde gérev alir (Morales ve Reggio, 2017).

Fitokannabinoidler, Kenevir bitkisinde yogun olarak bulunan C21 veya karboksile
formlar1 i¢cin C22 terpenofenolik bilesikler grubunu olusturur. Kenevir disinda bazi

bitkilerde de diisiik diizeylerde bulunabilmelerine ragmen, bu konuya dair bilgiler halen
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siirhidir (Gertsch ve ark., 2010). Literatiirde 90’dan fazla farkli kannabinoid tanimlanmis
olup, bunlarin bir kismi bozunma {iriinlerinden olugsmaktadir (Brenneisen, 2007; Elsohly
ve Slade, 2005). Kannabinoidler, yap1 ve fonksiyonlarina gore 10 alt sinifa ayrilmaktadir
(Brenneisen, 2007). En yaygin olanlar arasinda THCA, CBDA, CBNA, CBGA, CBCA
ve CBNDA vyer alir (ElSohly ve Slade, 2005). THCA, psikoaktif kenevir ¢esitlerinde
baskin kannabinoid iken, CBDA lif amagli kenevirde 6n plana ¢ikar. CBCA ise geng
bitkilerde yiiksek seviyelerde bulunur ve olgunlagma siireciyle birlikte azalir (Meijer ve
ark., 2009). Fitokannabinoid asitler, bitki i¢inde veya hasat sonrasi 1s1 etkisi ile notral
formlarina, yani dekarboksile hallere doniisiir (Flores-Sanchez vd., 2009). Bu bilesikler,
bitkinin glandiiler trikomlarinin salgi bosluklarinda, 6zellikle disi ¢igeklerde ve bitkinin
hava ile temas eden kisimlarinda yogunlasir. Tohum, kok ve polen ise fitokannabinoid
acisindan daha disiik icerik gosterir (Ross vd., 2000; Stout vd., 2012). Kannabinoid
seviyeleri, bitki dokusu, yasi, cesidi, yetistirme kosullari, hasat zamani ve depolama
kosullarina bagli olarak degiskenlik gosterir. Tohum igeriginde THC ve CBD ¢ok diisiik
olmalidir; ancak dis kabukta kontaminasyon olabilmektedir (Petrovi¢ vd., 2015; Ross vd.,
2000). Yapraklarda kannabinoid igerikleri yasla birlikte azalirken, iist yapraklarda en
yiiksek seviyeye ulasir (Pacifico vd., 2008). Saplarda ise genel olarak diisiik seviyelerde
bulunur (Cappelletto vd., 2001; Kortekaas vd., 1995).

Kenevirde bulunan fitokannabinoidler, psikoaktif ve non-psikoaktif tiirler olarak
siiflandirilir ve farkli farmakolojik 6zellikler gosterir. Kenevirde en yaygin ve bilinen
psikoaktif fitokannabinoid A9-tetrahidrokannabinol (A9-THC)’diir. CB1 reseptdrlerine
baglanarak merkezi sinir sistemi iizerinde psikoaktif etkiler gosterir ve analjezik,
antikonviilzan, kas gevsetici, antiemetik ve istah artiric1 6zellikleri ile hem klinik hem de
preklinik ¢aligmalarda odak noktasi olmustur (Mechoulam vd., 1970) Pertwee, 1972). A9-
THC, kronik agr1 yonetiminde opioid kullanimini azaltma ve PTSD hastalarinda uyku
kalitesini iyilestirme gibi etkileriyle klinik olarak desteklenmistir (Abrams ve ark., 2011;
Babson ve ark., 2017). Ayrica noérodejeneratif hastaliklarda motor fonksiyonlar
iyilestirme ve hastalik ilerlemesini yavaslatma gibi etkiler de rapor edilmistir (van Vliet
vd., 2008). Bununla birlikte A9-THC’nin anksiyete tizerindeki etkisi dozla iliskilidir;
diisiik dozlarda rahatlatici etki saglarken, yiiksek dozlarda anksiyete ve paranoya gibi yan
etkiler ortaya ¢ikabilir (Hill ve Gorzalka, 2004).

20



Diger psikoaktif tiirevler arasinda A8-THC, THCA ve THCV yer alir. A§-THC, A9-
THC’ye gore daha hafif psikoaktif etkiye sahiptir ve kemoterapiye bagli bulant1 ve
kusmanin tedavisinde kullanilmistir (Abrahamov vd., 1995). THCA, psikoaktif olmayan
asidik formu ile 6ne ¢ikar ve 1s1 ile A9-THC’ye doniisiir; kemoterapiye bagli bulanti ve
kusmay1 A9-THC’den daha etkili sekilde azaltabilir (Rock vd., 2013). THCV ise CB1
reseptoriinde doz bagimli antagonist veya agonist olarak islev gosterebilir; diisiik
dozlarda istah1 azaltirken, yliksek dozlarda bulanti ve anksiyete semptomlarini hafifletme
potansiyeline sahiptir (Thomas vd., 2005). Ayrica FDA onayl sentetik kannabinoidler
olan nabilone ve dronabinol, o6zellikle agri ve bulanti tedavisinde yaygin bigimde
kullanilmaktadir (EINHORN vd., 1981), nabiksimols (Sativex®) ise hem A9-THC hem
de CBD igererek multipl skleroz ve kanser agrilarinda etkinligi kanitlanmigtir

(Mechoulam vd., 2002).

Non-psikoaktif fitokannabinoidler arasinda basta kannabidiol (CBD) ve asidik onciilii
kannabidiolik asit (CBDA) bulunur. CBD, psikoaktif etkisi olmamasina ragmen
noroprotektif, antiinflamatuar, anksiyolitik, antiepileptik ve antipsikotik 6zellikler
gosterir (Crippa vd., 2018). CBDA ise bulant1 ve kusma iizerinde CBD’den daha giiglii
etkiler sergiler ve kanser hiicrelerinin gocilinii engelleyebilme potansiyeli ile
arastirmalarda umut vaat etmektedir (Bolognini vd., 2013; Takeda vd., 2012). Diger non-
psikoaktif fitokannabinoidler arasinda kannabigerol (CBG) ve kannabidivarin (CBDV)
yer alir. CBG, anti-inflamatuar, ndroprotektif, istah artirici ve bulanti 6nleyici etkileri ile
dikkat ¢eker (Borrelli vd., 2013; Izzo vd., 2009). CBDV ise norogelisimsel bozukluklar
ve epilepsi alaninda antiepileptik Ozellikleri ile 6ne ¢ikar ve klinik ¢alismalari halen
devam etmektedir (Hill vd., 2013). Bu grubun diger temsilcileri CBC, CBN, CBE ve CBT
gibi kiicgiik fitokannabinoidlerdir. CBC, antiinflamatuar, sedatif, analjezik, antibakteriyel
ve antifungal etkiler gosterirken (Davis ve Hatoum, 1983; DeLong vd., 2010), CBN
THC’nin bozunma {iriinii olarak yaslanmis kenevir 6rneklerinde daha fazla bulunur ve
immiin sistem hiicrelerini hedef alir (McPartland ve Russo, 2001). CBE, CBT ve diger
kiictik fitokannabinoidler ise néroprotektif 6zellikleri ve diger farmakolojik potansiyelleri

ile dikkat cekmektedir.
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Kenevir, kannabinoidlerin yani sira ¢ok sayida non-kannabinoid biyoaktif bilesik icerir.
Bu bilesikler fenolikler, flavonoidler, terpenler ve alkaloidler gibi farkli kimyasal siniflara
ayrilir ve bitkinin farmakolojik profilinde 6nemli rol oynar (Radwan vd., 2021). Cannabis
sativa’dan toplam 34 flavonoid izole edilmis olup, bunlar metillenmis, glikozillenmis (C-
veya O-glikozitler), prenillenmis veya geranillenmis yedi temel kimyasal iskelet altinda
smiflandirilabilir (Radwan vd., 2021). Bu flavonoid aglikonlarinin baslicalar1 orientin,
vitexin, isovitexin, apigenin, luteolin, kaempferol ve kuersetindir. Flavonoid biyosentezi
p-kumaroil CoA ve malonil-CoA’nin kondensasyonu ile baslar. Chalcone izomeraz
(CHI) enzimi naringenin salkonunu naringenine doniistiiriir; flavan-3-hidroksilaz (F3H)
ve flavonoid 3’-hidroksilaz (F3’H) enzimleri dihidroflavonoller araciligiyla kaempferol
ve kuersetin gibi flavonollerin iiretimini saglar. Alternatif olarak, naringenin flavon
sentaz (FNS) tarafindan apigenine doniistiiriilebilir ve apigenin, flavonoid 3’-hidroksilaz
tarafindan luteolin olusumuna aracilik eder (Flores-Sanchez ve Verpoorte, 2008).
Kenevir flavonoidleri gesitli biyolojik etkilere sahiptir. Ornegin apigenin anksiyolitik ve
Ostrojenik 6zellikler gosterirken, 6zel cannflavin A ve B bilesikleri prostaglandin E2 ve

5-lipoksijenaz inhibisyonu yoluyla gii¢lii anti-inflamatuar etki gosterir (Werz vd., 2014)

Terpenler, kenevir bitkisinin ugucu ve lipofilik bilesiklerini olusturur ve bitkinin
karakteristik aroma ile lezzet 6zelliklerinden sorumludur. Kenevirde 100°den fazla terpen
tanimlanmis olup, her 6rnekte ortalama 40 civarinda terpen bulunur (Brenneisen, 2007,
Mediavilla, 1998). Bu bilesikler, kannabinoidlerle sinerjik etkilesim gostererek
“entourage effect” olarak bilinen fenomeni ortaya ¢ikarir ve bitkinin farmakolojik
profilinde 6nemli bir rol oynar (Russo, 2011). Terpenler, izopren birimlerinin tekrarina
gore 10 karbonlu monoterpenler, 15 karbonlu seskiterpenler ve 30 karbonlu triterpenler
olarak smiflandirtlir. Mono ve seskiterpenler ¢icek, kok ve yapraklarda iiretilirken,
triterpenler kok, lif ve tohum yaginda bulunur (Gutiérrez ve del Rio, 2005; Montserrat-
de la Paz vd., 2014, Slatkin vd., 1971). Terpenlerin biyosentezinde iki ana yol rol oynar:
sitoplazmik mevalonik asit (MVA) yolu ve plastid lokalize metil-erytritol fosfat (MEP)
yolu (Bouvier vd., 2005). MV A yolu seskiterpen ve triterpenlerin tiretiminden, MEP yolu
iIse mono-, di- ve tetraterpenlerin iiretiminden sorumludur; izoPEVtenil difosfat (IPP) ve
dimetilallyl difosfat (DMAPP) bu yolaklarin son iirtinleri olup, GPP ve FPP sentezi i¢in

temel onctilleri olusturur (Kempinski vd., 2015). Kenevirde one ¢ikan terpenler arasinda
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D-limonen, antioksidan, anksiyolitik, bagisiklik uyarici ve antikanser 6zellikleri ile dikkat
cekerken (Komori vd., 1995; Uemura vd., 1997; Yun, 2014), B-mircen analjezik,
antiinflamatuar ve antibakteriyel etkiler gosterir (De Cassia da Silveira e Sa vd., 2017;
Russo, 2011). a-Pinen antiinflamatuar 6zelliklerinin yani sira asetilkolinesteraz inhibitorii
olarak bilissel fonksiyonlar1 destekler (Kennedy vd., 2011; Kim vd., 2015) ve B-karofilen
ise CB2 reseptoriine baglanabilen bir seskiterpen olarak hem antiinflamatuar hem de
noroprotektif etkiler gosterir (Bahi vd., 2014; Gertsch vd., 2008; Singh ve Sharma, 2015).

Fenolik bilesikler, bitkilerde yaygin olarak bulunan ikincil metabolitlerdir ve
flavonoidler, stilbenler, lignanlar ile benzoik asit tiirevleri gibi farkli alt smiflart igerir
(Andre vd., 2010). Kenevirde yaklasik 42 farkli fenolik bilesik tanimlanmistir (Flores-
Sanchez ve Verpoorte, 2008). Bu bilesikler, fenilpropanoid yolak tizerinden sentezlenir;
fenilalanin-amonyak liyaz (PAL), sinamat 4-hidroksilaz (C4H) ve 4-kumarat-CoA ligaz
(4CL) enzimleri araciligiyla olusan p-kumaroil CoA, flavonoid, lignan ve stilbenlerin
Onclsili olarak gorev yapar (André vd., 2009; Docimo vd., 2013). Fenolik bilesikler
bitkilerde antioksidan olarak islev gorerek oksidatif strese kars1 koruma saglar; insanlarda
ise diyetle alinan fenolik miktar1 ile bazi kronik hastaliklarin azalmasi arasinda olumlu
iligkiler gozlenmistir (Arts ve Hollman, 2005). Kenevirde bulunan flavon ve flavonoller,
terpenler ve cannflavinler ise anti-inflamatuar, anti-kanser ve néro-koruyucu etkiler
gosterir (Andre vd., 2010; Werz vd., 2014).

Alkaloidler, en az bir azot atomu igeren ve genellikle bazik 6zellik gosteren biyoaktif
molekiillerdir. Kenevir bitkisinde piperidin, piridin, pirrolidin ve spermidin alkaloidleri
ile feniletilaminler ve tersiyer/katernery aminler bulunur (Heinrich vd., 2021). Bu
bilesikler, aminoasit veya aminoasit benzeri onciilerden biyosentezlenir; drnegin tirozin
tetrahidroizokinolin alkaloidlerine, triptofan indol alkaloidlerine ve ornitin pirrolizidin
alkaloidlerine dontisiir (Barrett vd., 1986). Bunun yaninda aminoasit olmayan onciiler,
Ornegin antranilik asit, bazi alkaloidlerin sentezinde rol oynar. Steroid ve terpenoid
alkaloidler ise pseudoalkaloid olarak smiflandirilir. Alkaloidler bitkilerin savunma
mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynayabilir ve biyolojik aktivite acisindan degerli
ozellikler sergileyebilir; ancak kenevirdeki tam islevleri halen tam olarak

aydinlatilmamistir (Bhambhani vd., 2021; Heinrich vd., 2021)
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2.4 Brokoli (Brassica oleracea L. var. italica)

Brokoli (Brassica oleracea L. var. italica), Brassicaceae (Cruciferae) familyasina ait tek
yillik bir sebzedir ve tarihsel siiregte hem besin kaynagi hem de tibbi amaclarla
kullanilmaktadir (Pacheco-Cano vd., 2020). Bitkinin kokeni Akdeniz bolgesine
dayanmakta olup, tarih boyunca O6zellikle Avrupa’da yaygin olarak yetistirilmistir.
Brokoli, “cole” grubuna dahil olup, “broccoli” terimi Italyanca “broccolo” kelimesinden
tiiremistir; bu kelime lahana gigegi tepe kismi anlamina gelir. Genel olarak Brassica cinsi
altinda siniflandirilan brokoli, Brassicaceae familyasinin énemli bir {iyesidir ve diinya
genelinde ¢esitli iklim ve toprak kosullarina adapte olabilen dayanikli bir sebze tiiriidiir

(Basalirwa vd., 2020).

2.4.1 Brokolinin botanik ozellikleri

Brassica cinsi, alt1 diploid ve allotetraploid tiirii igermektedir; bunlar arasinda Brassica
rapa L., Brassica oleracea L., Brassica napus L., Brassica nigra (L.) K. Koch, Brassica
carinata A. Braun ve Brassica juncea (L.) Czern. sayilabilir. Brokoli, Brassica oleracea
tirlinlin italica varyetesi olarak siniflandirilir ve ayn1 tiir i¢inde lahana (var. capitata),
karnabahar (var. botrytis), Briiksel lahanasi (var. gemmifera) gibi farkli varyetelerle
genetik yakinlik gosterir (Chanbisana ve Banik, 2019). Brokoli bitkisi, ortalama 60-90
cm boyunda, dik govde yapisina sahip olup, kalin ve sert bir govdeyle desteklenir.
Govdenin st kisminda yogun yesil renkte kompakt ¢igek tomurcuklari (floret) bulunur.
Bitkinin yapraklar1 rozet formunda ve yesil renklidir; gévde, kok ve yapraklar bitkinin
diger 6nemli kisimlarimi olusturur (Aguilar-Camacho vd., 2019; Pizato vd., 2020).
Bitkinin yenilen kismi esas olarak ¢igek tomurcuklarindan meydana gelen basciklardir
(curd) ve bunlar birbirine sikica bagh kiigiik floretlerden olusur (Singh vd., 2021) (Sekil
2.5). Brokoli ii¢ ana smifa ayrilir: yesil, beyaz ve mor brokoli (Sardar vd., 2024). Mor
brokoli antosiyanin pigmentlerinden dolayr morumsu bir renge sahiptir ve yesil brokoliye
yapisal olarak benzer (Atal vd., 2019; Shakeel vd., 2019). Bitkinin optimum biiyiime
sicakligr 18-23 °C araliginda olup, serin iklimlerde kis sezonunda iy1 gelisim gosterir
(Meena vd., 2020). Brokoli, farkli toprak tiplerine uyum saglamakla birlikte, en iyi verimi

iyi drene edilmis, organik maddece zengin topraklarda verir (Al-Hussainy ve Manea,
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2019; Meena vd., 2020). Tropikal, subtropikal ve iliman bdlgelerde genis cografi yayilim
gostermektedir (Choudhury vd., 2022). Seralarda ve agik tarim alanlarinda yetistirilebilir;
farkli ekim donemlerinde hasat zamanlar1 ¢esitlilik gosterebilir (Kibar vd., 2024).
Brokolinin yapisal 6zelliklerine bakildiginda; kokler bitkinin su ve mineral alimin1 saglar,
govde bitkiyi dik tutar ve yapraklarla ¢igek salkimlarina destek olur. Yapraklar
fotosentezin gergeklestigi ana organlardir ve besin iiretiminde rol oynar (Saha vd., 2020).
Cicek salkimlar ise insan tliketimi i¢in en degerli kismi olusturur. Bitkinin genetik
cesitliligi, yetistirme teknikleri ve melezleme ¢alismalari sayesinde farkli aroma, renk ve
yapisal 6zelliklere sahip cesitler gelistirilmistir (Saha vd., 2020). Brokoli ayrica, tarimsal
tiretimde onemli bir yere sahip olan ve farkli mevsimlerde hasat edilebilen, ¢iftgiye
ekonomik Katki saglayan bir sebze tiiriidiir. Diinya genelinde Cin, Hindistan, Italya, ABD
ve Ispanya gibi iilkelerde yogun olarak yetistirilmektedir (Atal vd., 2019).

Cigekgikler

N

Bas (s1ka yesll ¢lgek bagy)
Ust gévde

B - ok
/ ] Kalm sap/ givdecik
m Taban/dip
S’
Sekil 2.5 Brokolinin morfolojik 6zellikleri (Mittal vd., 2025).

2.4.2 Brokolinin kimyasal icerigi

Brokolinin kimyasal bilesimi, saglik acisindan tasidigi O6nemli faydalarin temelini
olusturur. Bitki; vitaminler, mineraller, biyoaktif fitokimyasallar ve lif agisindan zengin,
kompleks bir yapiya sahiptir. Brokoli 6zellikle C vitamini, A vitamini, K vitamini, B
kompleks vitaminleri, kalsiyum, potasyum, demir ve fosfor gibi mineraller bakimindan

olduk¢a zengindir. Yapilan analizlere gore brokoli, lahana ve karnabahara kiyasla ¢ok
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daha yiliksek oranda vitamin igermektedir; drnegin A vitamini igerigi lahanaya gore
yaklasik 130 kat, karnabahara gore ise 22 kat daha fazladir. K vitamini diizeyi ise havug,
1spanak ve lahanaya kiyasla %85 daha yiiksektir (Sammulia vd., 2020; Shraddha vd.,
2024). Bitkinin farkli organlar1 arasinda kimyasal igerikte ¢esitlilik gbzlenir; yapraklar
fenolik bilesikler acisindan zengin iken, saplar E vitamini ve askorbik asit (C vitamini)
bakimindan daha yiiksek icerik sunar (Kisko vd., 2021). Cicek tomurcuklari ise

glukozinolatlar ve sekerler agisindan yogunluk gosterir.

Brokoli, basta glukozinolatlar (GSL), siilforafan ve diger izotiyosiyanatlar, indol-3-
karbinol (13C), flavonoidler, polifenoller, karotenoidler, tokoferoller, fitosteroller ve
antimikrobiyal peptitler (AMP) olmak {izere ¢ok sayida biyoaktif bilesik i¢ermektedir.
Bu bilesikler; antioksidan, antiinflamatuvar, antimikrobiyal ve hiicre koruyucu

ozellikleriyle brokolinin fonksiyonel ve terapotik degerini artirmaktadir.

Glukozinolatlar (GSL’ler), Brassicales takimina ait bitkiler tarafindan sentezlenen siilfiir
iceren ikincil metabolitlerdir. Ozellikle Brassicaceae (hardalgiller) familyasinda yaygin
olarak bulunurlar. Bu familya i¢inde yer alan ve insan beslenmesinde 6nemli yere sahip
brokoli (Brassica oleracea var. italica), lahana (B. oleracea var. capitata f. alba),
karnabahar (B. oleracea var. botritis), kolrabi (B. oleracea var. gongylodes), kara lahana
(B. oleracea var. sabellica), hardal tiirleri (Brassica nigra, Brassica juncea) ve yaban
turpu (Armoracia rusticana) gibi sebzelerin yani sira tarlada yetisen yaglik bitkiler
(6rnegin Brassica rapa, Brassica napus, Brassica carinata) da GSL bilesenleri igerir
(Melrose, 2019; Vig vd., 2009). Glukozinolatlarin kimyasal yapisi, S-p-D-glukopiranoz
birimi ile tiyoglikozidik bag araciligiyla O-siilfatlanmis thiohydroximate olarak
adlandirilan aglikon kismindan olusur (Nguyen vd., 2020). Bu temel yapidan farkli olarak
yan zincirler amino asitlerden tiiretilir; 6rnegin metiyonin, fenilalanin ve triptofan gibi.
Yan zincir yapisindaki farkliliklar, glukozinolatlarin biyolojik cesitliligi ve aktivitesi
acisindan belirleyici rol oynar (Blazevi¢ vd., 2020; Ishida vd., 2014) . Glukozinolatlar
genel olarak alifatik, aromatik ve indolik tiirlerde siniflandirilirken, bu simiflandirmalar
biyolojik fonksiyonlarini da yansitacak sekilde giderek detaylandirilmaktadir (Nguyen
vd., 2020). Brokolide en yogun olarak bulunan glukozinolatlar arasinda glukorafanin,

glukobrassisin ve diger tiirevler yer alir. Glukorafanin, siilforafan 6nciilii olarak bilinir ve
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brokoli kesildiginde veya ezildiginde miyrozinaz enzimi araciligryla biyolojik olarak
aktif izotiyosiyanata doniisiir. Bitki dokusu biitiinliigii korundugu siirece glukozinolatlar
inert yapidadir; ancak hiicre zedelenmesi durumunda (kesilme, ezilme, sindirim gibi)
miyrozinaz enzimi devreye girerek hidroliz gerceklestirir. Bu enzimatik reaksiyon
sonucunda glukozinolatlar izotiyosiyanatlar (ITC), nitriller, tiosiyanatlar ve indoller gibi
cesitli biyoaktif iirlinlere doniisiir. Bu doniisiim, pH, kofaktorlerin varligi (6rnegin
askorbik asit) ve bitkideki spesifik proteinler (specifier proteinler) tarafindan modiile
edilir (Prieto vd., 2019). Glukozinolatlarin biyolojik olarak en 6nemli doniistim triinleri
olan izotiyosiyanatlar, 6zellikle kanser karsit1 aktiviteleri ile 6ne ¢ikar. Bunlar, hiicre
proliferasyonunu engelleme, apoptozu indiikleme ve inflamatuvar yanitlar1 diizenleme
gibi mekanizmalarla etki gosterirler. Glukozinolatlar ayn1 zamanda bitkide zararlilara ve
mikroorganizmalara karst savunma rolii Ustlenir. "Hardal yagi bombasi" olarak
adlandirilan bu mekanizma, bitkinin savunmasini saglayan kimyasal reaksiyonun adidir.
Brokolide glukozinolatlarin dagilimi farkli organlarda degisiklik gosterir: yapraklarda
fenolik bilesikler daha yogunken, saplarda askorbik asit ve E vitamini seviyeleri
yiiksektir; ¢icek tomurcuklar ise glukozinolatlar ve sekerler bakimindan zengindir . Bu
cesitlilik, brokolinin fonksiyonel 6zelliklerinin farkli dokularda nasil ortaya ¢iktigini
aciklar. Son olarak, glukozinolatlarin farmakolojik etkilerinin tam olarak ortaya konmasi
i¢cin biyoyararlanimlari, metabolizma ve eliminasyon siireclerinin anlasilmasi gerekir.
Glukozinolatlarin dogrudan degil, hidroliz iirlinleri araciligiyla aktif olmalar1 nedeniyle,
bu doniisiim siireci terapdtik uygulamalarda kritik dneme sahiptir. Insan mikrobiyotasinim

miyrozinaz benzeri aktivitesi de bu siiregte rol oynar.

Izotiyosiyanatlar (ITC’ler), glukozinolatlarin miyrozinaz enzimi araciligiyla hidrolize
olmasi sonucunda agiga ¢ikan biyolojik olarak aktif bilesiklerdir. Brokolideki en 6nemli
izotiyosiyanatlardan biri siilforafandir (SFN), gii¢lii antioksidan, antiinflamatuvar,
antikanser ve antimikrobiyal 6zellikleri ile dikkat ¢eker (Coutinho vd., 2023; Liu vd.,
2021). Siilforafan, glukorafanin (GFN) isimli glukozinolatin miyrozinaz tarafindan
hidroliz edilmesiyle olusur. GFN brokolide ozellikle tohumlarda ve ¢icek
tomurcuklarinda yogun bulunur. SFN, gii¢lii bir elektrofilik yapiya sahip olup, kanser
hiicrelerinde apoptozu tetikleyen, hiicre dongiisiinii durduran ve timoér gelisimini

destekleyen sinyal yollarini bloke eden mekanizmalarla etkili olur. SFN'nin
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farmakokinetigi lizerine yapilan ¢alismalar, bu bilesigin hem in vivo hem de klinik
ortamda yliksek biyoyararlanima sahip oldugunu gostermektedir. Myrosinase enzimi ile
birlikte tiiketildiginde, SFN biyoyararlanimi1 onemli 6lgiide artar. Ayrica SFN, viicutta
erusin gibi diger izotiyosiyanat formlarina da doniistiiriilebilir. Hayvan ¢alismalarinda,
SFN'nin noéroprotektif etkileri; Alzheimer, Parkinson ve travmatik beyin hasarinin
tedavisinde umut vadettigi goriilmiistiir. Otizmli hastalarda sosyal davranig ve iletisim
becerilerinde iyilesme sagladigina dair veriler mevcuttur. SFN, inflamasyonu azaltarak
alerji, kolit, astim ve KOAH gibi kronik inflamatuvar hastaliklarin 6nlenmesine katkida
bulunmustur (Fernandez-Prades vd., 2023). SEN ayrica detoksifikasyon siireglerinde rol
oynar; C vitamini, kiikiirt ve amino asitlerle birlikte viicuttaki zararli maddelerin
atilmasini kolaylastirir. Bununla birlikte, SFN ve brokoli tiikketiminin asiriya kagmasi bazi
yan etkilere yol acabilir. Ayrica brokoli, potasyum ve K vitamini igerdigi i¢in asiri
tilketimde hipotansiyon ve kan pihtilagsmasi1 sorunlari gelisebilir. Sonug olarak, siilforafan
brokolinin en degerli biyoaktif bilesenlerinden biridir ve kanser onleyici etkileri
nedeniyle yiiksek ilgi gormektedir. Klinik ¢aligmalarda SFN'nin giivenligi, dozaji ve
etkinligi lizerine arastirmalar devam etmektedir. SFN, konvansiyonel kemoterapiye
kiyasla daha az yan etki ile kemoprevansiyon saglayan diisiik maliyetli ve kolay

erisilebilir bir alternatif olarak degerlendirilmektedir.

Brokolideki glukobrassisin, myrosinaz enzimi araciligiyla metabolize olarak 3-metenil-
3-karbinol (I3C) olusumuna yol agar (Abdel-Massih vd., 2023). Bu ara iiriin,
kardiyoprotektif, antioksidan, antiinflamatuar, antianjiyogenik ve antimikrobiyal
Ozellikler tasir ve tiimor hiicrelerinde apoptozu tesvik ederek potansiyel terapotik
kullanim imkan1 sunar (Li vd., 2022; Prado vd., 2022). In vivo kosullarda I3C’nin %20—
40’1 asidik ortamda kondenzasyon reaksiyonu ile 3,3’-diindolilmetan (DIM)’e doniisiir
(Xue vd., 2008). 13C, Nrf2-ARE sinyal yolunu uyararak sitoprotektif genlerin
ekspresyonunu artirir ve oksidatif hasari azaltirken (Singh vd., 2024), DIM NF-«B sinyal
yolunu inhibe ederek TNF-a ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimini distiriir
(Takada vd., 2005). I3C ayrica IL-1B ve IL-6’y1 baskilarken IL-4 ve IL-10’un artigini
destekleyerek genel antiinflamatuar etkisini gii¢lendirir. Bu bilesikler mikroglia iizerinde
de etkili olup, aktive mikroglia sayisini azaltirken M2 tipi antiinflamatuar mikroglialarin

sayisini artirir (Peng vd., 2024). Kanser kemopreventif etkileri agisindan ise I3C ve DIM,
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aril hidrokarbon reseptér (AHR) sinyallemesi, Ostrojen ve androjen reseptor yollari,
epigenetik diizenlemeler ile DNA ve histon modifikasyonlarimi etkileyerek kanser
gelisimini Onleyici rol oynarlar (Reyes-Hernandez vd., 2023; Safe vd., 2000). Bu ¢oklu
mekanizmalar, I3C ve DIM’in inflamasyonu azaltma ve kanser gelisimini 6nlemede umut

verici bilesikler oldugunu gostermektedir.

Flavonoidler, bitkilerde dogal olarak bulunan ikincil metabolitler sinifina ait bilesiklerdir
ve fenilpropanoid yolu araciligiyla sentezlenirler. Bitkilerde genis 6l¢iide dagilmis olup,
biiylime ve gelisme siireglerinde birgok 6nemli gorevi yerine getirirler (Alomari vd.,
2018; Falcone Ferreyra vd., 2012). Kimyasal yapilarina gore flavonoidler cesitli alt
smiflara ayrilir. Flavonoller, 3-hidroksiflavon iskeletine sahip bir flavonoid alt grubunu
olusturur ve bitkisel gidalarda en yaygin ve bol bulunan flavonoidlerdendir. Kaempferol
ve kersetin, bu grubun en ¢ok calisilmis iki temsilcisidir ve antikanserojenik,
antimikrobiyal, antidiyabetik ve antiinflamatuar 6zellikleriyle taninirlar (Chen ve Chen,
2013; Livd., 2016) . Epidemiyolojik ¢alismalar, kaempferol ve kersetin agisindan zengin
besinlerin tiiketilmesinin, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi kronik hastaliklarin
riskini azalttigin1 gostermektedir (Chen ve Chen, 2013; Imran vd., 2019). Flavonoidler,
ozellikle flavonoller, antioksidan aktivitenin temel bilesenlerindendir. Bu bilesikler
serbest radikal olusumunu baskilama, mevcut radikalleri temizleme ve antioksidan
sistemleri koruma veya diizenleme yetenegine sahiptir (Kumar ve Pandey, 2013). Ayrica,
serbest radikal iiretiminde rol oynayan enzimleri inhibe eder, lipid peroksidasyonunu
azaltir ve metal iyonlarini selatlayarak oksidatif hasar1 6nler (Leopoldini vd., 2006).
Bitkilerde flavonoidler, toplam antioksidan kapasiteye 6nemli 6l¢iide katki saglar (Gu ve
ark., 2019). Ornegin, kersetin sebzelerde yiiksek antioksidan aktiviteyle
iligskilendirilmistir (Frond ve ark., 2019). Kaempferol ise antioksidan enzimleri aktive
etme yetenegine sahiptir (Doronicheva vd., 2007).Y api-aktivite iligkisi a¢isindan, galloyl
grubu igeren flavonoller genellikle daha yiiksek antioksidan aktivite gosterir; ayrica B
halkasinda 3',4',5'-trihidroksil grubu bulunmas etkinligi artirirr (Wolfe ve Liu, 2008).
Brokoli, flavonoller dahil olmak lizere ¢ok sayida besin ve fitokimyasal madde igeren bir
Cruciferae (turpgiller) tiyesidir (Vasanthi vd., 2009). Brokolinin diizenli tiiketimi, igerdigi
saglik acisindan yararli bilesikler nedeniyle her yil artmaktadir (Herr & Buchler, 2010;
Kaczmarek ve ark., 2019). Brokoli, diyetimizdeki baslica flavonol kaynaklarindan biridir.
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Ozellikle kaempferol ve kersetin, glikozit formlarmda bulunur ve bu bilesiklerin biiyiime
kosullar1 ve depolama siireclerine karsi stabiliteleri incelenmistir (Gliszczynska-Swigto
vd., 2007; Vallejo vd., 2004). Ayrica farkli brokoli genotiplerinin flavonol biriktirme
kapasitesi, toplam flavonoid miktar1 ve antioksidan aktiviteyle iliskisi tam olarak agikliga
kavusturulamamistir. Bu nedenle yapilan c¢alismalar, kaempferol ve Kkersetin

biyosentezinde gorev alan genlerin ekspresyonunu da incelemektedir.

Brokoli, fenolik bilesikler agisindan zengindir ve bu bilesikler bitkinin savunmasinda,
antioksidan kapasitesinde ve insan sagliginda 6nemli rol oynar (Ahmad vd., 2010).
Brokoli flavonoidleri arasinda quercetin, kaempferol ve isorhamnetin tiirevleri bulunur;
cogunlukla C3 pozisyonunda glikozilasyon goriiliir (Koh vd., 2009; Vallejo vd., 2004).
Bu bilesikler oksidatif stresi azaltarak hem bitki hem de insan sagligi i¢cin 6nemlidir
(Cartea vd., 2010; Moreno vd., 2006). Flavonoid dis1 fenolikler arasinda sinapik,
klorojenik, p-kumarik ve ferulik asit gibi hidroksisinamik asitler yer alir (Afnan vd.,
2022; Vallejo vd., 2004). Ornegin, p-hidroksisinamik asit (HCA), meme kanseri
hiicrelerinde proliferasyonu baskilar, apoptozu tetikler ve metastazi engeller (Yamaguchi
vd., 2015). Bu etkiler, NF-kB, ERK, PI3K ve kaspaz-3 gibi ¢oklu sinyal yollar
araciligiyla gerceklesir. Ayrica antioksidan 6zellikleri de kanser 6nleyici etkilerine katki

saglar.

Karotenoidler, brokolide B-karoten, lutein ve neoksantin seklinde bulunur ve giiglii
lipofilik antioksidanlardir (Anbualakan vd., 2022; Bian vd., 2012; Kapusta-Duch vd.,
2014; Saini vd., 2015). Lutein ve zeaksantin, retinayt UV kaynakli oksidatif stresten
korurken, B-karoten A vitamininin Onciisidiir (Grune vd., 2010). Karotenoidlerin
dagilimi ¢igek ve yapraklarda yiiksek, saplarda ise daha disiiktiir (Jeffery vd., 2003).
Brokoli yapraklari, B-karoten acgisindan en zengin kisimlardir ve yan {iriin olarak besin

degeri yiiksek katki saglayabilir (Krupa-Kozak vd., 2021).

Brokolide E vitamini formu olarak tokoferoller bulunur. a-tokoferol toplamin %78.5’ini
olusturur ve en biyolojik olarak aktif formdur; y-tokoferol %19.3, 3-tokoferol ise %2.2
oranindadir (Jiang vd., 2022; Shahidi ve De Camargo, 2016). Tokoferoller, hiicre zarlarin
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oksidatif hasardan koruyarak brokolinin antioksidan kapasitesini giiclendirir. Bu

bilesikler, sebzeyi diyet i¢cin degerli bir kaynak yapar ve antioksidan ¢esitliligi artirir.

Bitkilerde dogal olarak bulunan fitosteroller, anti-inflamatuar 6zellikleri ile bilinir ve
Ozellikle kardiyovaskiiler saglik lizerinde olumlu etkileri vardir. Fitosterollerin kalp
hastaliklar1 ve kalp krizleri riskini azalttigi, kan kolesterol seviyelerinin saglikli
seviyelerde tutulmasina yardimer oldugu gosterilmistir (AbuMweis vd., 2014). Shi ve
arkadaslarinin 2024°te gergeklestirdigi bir ¢alismada, brokoli baslarinda organ boyutlari
ve yetistirme sezonlar1 dikkate alinarak bioaktif bilesiklerin bilesimi incelenmistir (Shi
vd., 2024). Bu ¢alismada brokoli baslarinda beta-sitosterol, stigmasterol, kampesterol,
beta-sitosterol asetat, lanosterol ve kolesterol olmak tizere alt1 fitosterol belirlenmistir. Bu
fitosteroller arasinda en bol bulunan beta-sitosterol olup, brokoli basinda 5.67 ila 20.78
mg/100 g arasinda degisen oranlarda tespit edilmistir. Kampesterol 0.7-6.37 mg/100 g,
stigmasterol ise 0.48-2.38 mg/100 g arasinda bulunmustur. Beta-sitosterol asetat,
lanosterol ve kolesterol ise ¢cok diisiik miktarlarda olup neredeyse tespit edilememistir
(Shi vd., 2024). Beta-sitosterol basta olmak {izere bu fitosterollerin varligi, brokolinin
saglik tizerindeki faydalarina katki saglar. Fitosterollerin LDL kolesterol seviyelerini
diistirmede etkili oldugu gosterilmis ve giinliik 2 g fitosterol tiiketiminin LDL kolesterolii
%10’a kadar azaltabilecegi onerilmistir (Armah vd., 2015). Brokolideki fitosterol igerigi,
yetistirme kosullari, bitkinin farkli boliimleri ve hazirlanma yontemlerine bagli olarak
degisebilir. Ornegin pisirilmis brokolide fitosterol seviyeleri ¢ig brokoliden farkl1 olabilir.
Bu wveriler, brokolinin diyet igin degerli bir fitosterol kaynagi oldugunu ve
kardiyovaskiiler sagligin korunmasi ve kolesterol seviyelerinin yonetiminde Onemli

katkilar saglayabilecegini gostermektedir (Agagiindiiz vd., 2022).

Brokoli kaynakli antimikrobiyal peptitler (AMP’ler), mikrobiyal enfeksiyonlarla
miicadelede dogal ve etkili ¢oziimler sunan biyolojik molekiiller olarak dikkat
¢ekmektedir (Le vd., 2019; Pacheco-Cano vd., 2020). Kiigiik protein yapisindaki bu
peptitler, bakteri, mantar ve mayalara kars1 genis spektrumlu aktivite gostererek terapotik
uygulamalar i¢in degerli adaylar olusturmaktadir (Pacheco-Cano vd., 2020). Brokolinin
tohum, sap, yaprak ve fermente ekstraktlar1 dahil olmak {izere ¢esitli kisimlarinda farkli

AMP’ler bulunmakta olup, bu peptitler bitkinin mikrobiyal saldirilara kars1 savunmasinda
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kritik rol oynarken ayni zamanda insan sagligi icin de 6nemli bir terapotik potansiyel
tasimaktadir (Chen vd., 2020). Son yillarda yapilan arastirmalar, brokolinin farkli
kisimlarindan izole edilen peptitlerin her birinin benzersiz 6zelliklere ve farkli etki
mekanizmalarina sahip oldugunu ortaya koymustur. Ustelik bu biyolojik aktiviteler
yalnizca antimikrobiyal etkilerle sinirli kalmayip, anti-inflamatuar, antioksidan ve enzim
inhibitér ozellikleri de igermektedir. Nitekim Pacheco-Cano ve arkadaslari (2020),
brokoli tohumlarindan izole ettikleri I. sinif defensinler (BraDef) ile gii¢lii antimikrobiyal
aktivite gostermis, bu kiiciik sistein zengini peptitlerin bitki savunmasinda kritik gérevler
tistlenirken insan sagligi acisindan da degerli biyomolekiiller oldugunu vurgulamistir
(Pacheco-Cano vd., 2020). Nicolas-Espinosa ve arkadaslar1 (2022), brokoli saplarindan
yara iyilesmesini hizlandiran ve keratinosit proliferasyonunu artiran biyolojik aktif
peptitleri aragtirmig ve saplardan 1256 farkl peptit dizisi tespit ederek genellikle g6z ard1
edilen bu kismin zengin bir biyolojik bilesik kaynagi oldugunu ortaya koymustur
(Nicolas-Espinosa vd., 2022). Benzer sekilde Chen ve arkadaslar1 (2020), brokoli sap ve
yapraklarindan elde edilen peptitlerin antioksidan ve hipolipidemik etkilerini incelemis,
bu bilesiklerin oksidatif stresin azaltilmasi ve lipid metabolizmasinin diizenlenmesinde
kullanilabilecegini gostermistir (Chen vd., 2020). Favela-Gonzalez ve arkadaslari da
brokoli dahil olmak iizere turpgillerden izole edilen peptitlerin antimikrobiyal
aktivitelerini degerlendirerek, bu dogal molekiillerin sentetik antimikrobiyallere
stirdiiriilebilir bir alternatif olabilecegini raporlamistir (Favela-Gonzalez vd., 2020).
Ayrica Li ve arkadaglar1 (2023), Lactobacillus suslari ile fermente edilmis brokoliden
anti-inflamatuar peptitler tanimlamig ve sanal tarama ile molekiiler dokulama
yontemlerini kullanarak yeni biyoaktif bilesiklerin kesfi i¢cin potansiyel yollar agmistir
(Yao Li vd., 2023). Etki mekanizmalar1 incelendiginde, brokoli kaynakli AMP’lerin
bakteri zarlari, enzimler, oksidatif stres yollar1 ve inflamatuar medyatorleri hedef alarak
cok yonlii bir etki profili sergiledigi goriilmektedir. Ornegin, Pacheco-Cano ve
arkadaglarmin (2020) tanimladigit ARFEELNMDLEFR gibi brokoli sap peptitleri, bakteri
hiicre zarinda gozenekler olusturarak iyon sizintisina ve hiicre lizisine yol agmakta; bu
mekanizma Ozellikle gram-negatif bakterilerden Escherichia coli iizerinde etkili
olmaktadir (Pacheco-Cano vd., 2020). Bunun yaninda brokolideki siilforafan (SFN),
Helicobacter pylori gibi patojenlerde biyofilm olusumunu engelleyerek mikrobiyal
yapismay1 onlemekte ve antimikrobiyal etkinligi artirmaktadir (Fahey vd., 2002). Enzim

32



inhibisyonu da brokoli kaynakli peptitlerin dnemli bir 6zelligi olup, SIWYGPDRP adli
anti-inflamatuar peptidin indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ile baglanarak
makrofajlarda NO {iretimini azalttigi ve boylece anti-inflamatuar 6zellikler sagladigi
bildirilmistir. Li ve arkadaslarinin (2023) izole ettigi RFR peptidi ise TNF-a salinimini
%75 oraninda engelleyerek kronik inflamasyonun yonetimi i¢in 6nemli bir potansiyel
sunmustur (Yao Li vd., 2023). Ayrica bazt AMP’lerin patojenlerin DNA ve proteinlerine
dogrudan baglanarak ¢ogalmay1 engelledigi de bilinmekte, ancak bu mekanizmanin
brokoli kaynakli peptitlerdeki ayrintilar1 halen arastirilmaktadir (K vd., 2024). Bu
ozellikler AMP’lerin gida, tarim, saglik ve kozmetik sektorlerinde ¢esitli uygulamalar
icin degerli adaylar oldugunu gostermektedir. Gida endiistrisinde, brokoli ekstraktlarinin
dogal koruyucu olarak kullanilmasiyla Salmonella ve Listeria monocytogenes gibi gida
kaynakli patojenlerin ¢ogalmasi engellenebilmekte ve raf omrii uzatilabilmektedir
(Nicolas-Espinosa vd., 2022; Taniguchi ve Ochiai, 2017). Brokoli tohum defensinlerinin
Bacillus cereus’u etkili bigcimde baskiladig: bildirilmistir (Pacheco-Cano vd., 2020).
Ayrica peptitlerin yenilebilir ambalajlara entegre edilmesiyle aktif paketleme
teknolojileri gelistirilmekte, boylece sentetik katki maddelerine gerek kalmadan gida
giivenligi artirlmaktadir (Agrillo vd., 2019). Tarim alaninda ise AMP’ler, kimyasal
pestisitlere ¢evreci bir alternatif olarak 6ne ¢ikmaktadir. Nicolas-Espinosa ve arkadaslar
(2022), brokoli sap peptitlerinin domates ve turunggillerde liriin kaybina yol acan
Aspergillus niger ve Colletotrichum gloeosporioides gibi fitopatojen mantarlari
baskiladigin1 raporlamis, bu biyobozunur yapilarin ¢evreye daha az zarar verdigini ve
toprak kirliligini azalttigin1 vurgulamistir (Fahey vd., 2002; Favela-Gonzalez vd., 2020;
K vd., 2024; Nicolas-Espinosa vd., 2022; Taniguchi ve Ochiai, 2017; Thery vd., 2020)
(Agrillo vd., 2019; Ghanbarzadeh vd., 2024). Saglik alaninda, brokoli AMP’lerinin hem
antimikrobiyal hem de yenileyici 6zellikleri 6n plana ¢ikmaktadir. Fermente brokoli sap
peptitlerinin fare modellerinde keratinosit gé¢iinii hizlandirarak yaralarin %40 daha hizli
kapanmasini sagladigr gorilmiistiir (Nicolas-Espinosa vd., 2022). Ayrica SFN,
antibiyotik direnci gelismis MRSA ve Helicobacter pylori gibi patojenlere karsi umut
verici bir secenek olarak degerlendirilmektedir. Li ve arkadaglarinin (2023) tanimladig:
SIWYGPDRP peptidi, nitrik oksit iiretimini %52 oraninda inhibe ederek kronik
inflamasyon ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde potansiyel sunmaktadir (Yao Li vd.,

2023). Kozmetik uygulamalarda ise brokoli peptitlerinin cilt bakiminda anti-aging amach

33



kullanildig1, saplardan elde edilen peptit karisimlarinin kolajen sentezini artirarak UV
kaynakl1 oksidatif strese karst koruma sagladigi rapor edilmistir. Chen ve arkadaglarinin
(2020) calismalari, brokoli yaprak peptitlerinin hipolipidemik etkilerini ortaya koyarak
metabolik sendrom hedefli fonksiyonel gida uygulamalarina da destek vermektedir (Chen
vd., 2020). Brokoli ekstraktlarinin ayni zamanda anti-fotoaging ajan olarak
degerlendirilebilecegi de bildirilmektedir (Mechchate vd., 2022). Biitiin bu bulgular,
brokoli kaynakli antimikrobiyal peptitlerin yalnizca bitki savunma sisteminde degil, ayn1
zamanda insan sagligi, gida teknolojisi, tarim ve kozmetik gibi ¢ok ¢esitli alanlarda
yenilikgi ve stirdiiriilebilir stratejiler gelistirilmesinde 6nemli rol oynayabilecegini ortaya

koymaktadir.

2.5 Yara lyilesmesi Siirecine Genel Bakis

Tliim canli organizmalar, kaza veya yaralanma sonrasi hiicre ve doku onarimi i¢in
stratejiler gelistirmistir. Klinik 6nemi nedeniyle, yara iyilesmesi yiliz yili askin siiredir
kapsamli bir sekilde calisilmistir. Giiniimiizde, hiicre ve doku hareketlerinin karmasik
etkilesimini yoneten hiicresel ve molekiiler mekanizmalar hakkinda 6nemli 6l¢iide bilgi
sahibiyiz. Deri; mekanik koruma saglar, su kaybini onler ve sicaklik diizenlemesi, dig
uyaranlar1 algilama ile bagisiklik diizenlemesinde onemli roller oynar. Memeli derisi,
hipodermis ve daha derindeki fasyanin iizerinde yer alan iki ana tabakadan epidermis ve
dermis olusur. Epidermis, esas olarak keratinositlerden olusur ve yiizeyinde kil folikiilleri
ile ter ve yag bezlerinin kanallar1 bulunur. Bu ek yapilar dermise kadar uzanir. Dermis,
kollajen matriksi sentezleyen ve yara iyilesmesinde anahtar rol oynayan heterojen
fibroblast popililasyonunu igerir. Ayrica dermis, onarim siirecinde yogun sekilde
filizlenen ve hipodermise kadar uzanan damar aginmi barindirir. Hipodermis ise yag
dokusundan zengindir. Bir deri yarasinin iyilesmesi i¢in, dncelikle bariyer tabakasindaki
hasar bir piht1 ile kapatilmalidir. Daha sonra, bu gegici “kalkan” altinda, derinin farkli
katmanlarindaki hiicreler yara kenarlarindan go¢ ederek boslugu doldurur. Yara kenarlari
birlestiginde piht1 veya kabuk dokiiliir. Derinin tiim hiicre soylarinin onarim siirecine
katkida bulunmasi gerekir ve bu orkestrali hiicresel davranislar cesitli mekanik ve
kimyasal sinyallerle tetiklenir. Bu sinyallerin bir¢ogu, hasar sinyalleri ve patojen kaynakli

sinyaller ile yaraya cekilen inflamatuvar hiicrelerden gelir. Onarim siirecinin bazi
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unsurlart gecici ve geri dontsiimliidir; Ornegin, anjiyogenez yaniti. Ancak skar
dokusunun olusumu gibi bazi unsurlar kalicidir ve yara iyilesmesinin patolojisinin bir
parcasidir. Yara iyilesmesi ¢alismalarindaki uzun vadeli hedef; yara skarini 6nleyebilecek
ve kronik, iyilesmeyen yaralar1 yeniden iyilesme siirecine sokabilecek yeni tedavilerin
gelistirilmesine olanak saglayacak hiicresel ve molekiiler mekanizmalar hakkinda yeterli

bilgi edinmektir (Pena ve Martin, 2024).

2.5.1 Deri katmanlari

Deri, ayn1 zamanda integument sistemi olarak da bilinir ve viicudumuzdaki en biiyiik
organ olarak tiim dis ylizeyi kaplar. Ortalama bir yetiskinde yaklasik 2 m? alan1 kapsar ve
4,5-5 kg agirhigindadir. Bu, toplam yetiskin viicut agirliginin yaklasik %12—15’ine
karsilik gelir. Deri, dis ortamdan korunmamizi saglayan ilk fiziksel bariyer gorevini
iistlenir. U¢ ana katmandan olusur: en distaki katman epidermis, onun altinda yer alan
dermis ve dermisin altindaki subkutan6z doku (Lopez-Ojeda vd., 2025). Bu katmanlarin
anatomisi, yapisi ve bilesimi, istlendikleri fonksiyonlara bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Yadav vd., 2019). Bu katmanlardan epidermis, derinin en dis tabakasini
olusturur ve dis etkenlere kars1 koruma saglayan en 6nemli bariyerdir. Yapisi, farklilasma
evrelerindeki keratinositlerden olusan ¢cok katmanli bir diizen sergiler. Epidermis; stratum
korneum, stratum lucidum, stratum granulosum, stratum spinosum ve stratum bazale
(stratum germinativum) olmak {izere bes ana tabakadan meydana gelir (Sekil 2.6). Her
tabaka, hiicresel icerik, keratinizasyon diizeyi ve fizyolojik fonksiyon bakimindan farkli
ozellikler tasir. Epidermisin hemen altinda yer alan bazal membran, epidermis ile dermis
arasinda gecisi saglayarak hiicresel yapinin biitiinliigiinii korur. Daha derinde bulunan
dermis, bag dokusu, damarlar, sinir uglar1 ve kil folikiillerini barindirarak yapisal destek,
elastikiyet ve besin iletimi saglar. En altta yer alan hipodermis (subkutanoz tabaka) ise
yag dokusu igerigi sayesinde mekanik travmalara karsi koruma saglarken 1s1 yalitimu

gorevini iistlenir.
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Epidermis, yaklasik 0,5—1,5 mm kalinligindadir ve viicut bolgesine bagl olarak degisir;
g6z kapaklarinda 0,5 mm, avug i¢i ve ayak tabaninda ise 1,5 mm kalinliktadir. Epidermis
avaskiilerdir, yani kan damarma sahip degildir ve keratinlesmis, ¢ok katli yass1 epitel
hiicrelerinden olusur (Biga vd., 2019; Narasimha Murthy ve Shivakumar, 2010). Avug
ici, ayak tabani ve parmak uglarindaki deri “kalin deri” olarak adlandirilirken, viicudun
diger bolgelerindeki deri “ince deri” olarak smiflandirilir (Narasimha Murthy ve
Shivakumar, 2010). Ince deride epidermis dort katmandan olusur: stratum korneum,
stratum granulosum, stratum spinosum (dikenli katman) ve stratum germinativum (bazal
katman) . Kalin deride ise epidermis bes katmandan olusur: stratum korneum, stratum
lucidum, stratum granulosum, stratum spinosum ve stratum germinativum (Honari,
2017). Epidermis esas olarak keratinositler ve melanositlerden olusur; daha az sayida

Langerhans ve Merkel hiicresi bulunur (Gilaberte vd., 2016).

_» Stratum corneum

- Stratum lucidum

——+ Stratum granulosum

=% Stratum spinosum

.

o —* Stratum germinativum

Sekil 2.6 Epidermisin katmanlar1 (Dwivedi vd., 2019)

Stratum korneum, epidermisin en iist ve en kalin boliimidiir ve 25-30 katmandan olusur
(Sekil 2.6). Ana hiicre tipi ¢ekirdeksiz, biiyiik ve yassi keratinositlerdir. Bu hiicrelerdeki
keratin ve diger yapisal proteinler siki bir sekilde capraz baglidir ve sert, gecirimsiz bir
katman olusturur. pH degeri 4—6,5 arasindadir; pH’daki degisiklikler bakteriyel veya
mantar enfeksiyonlarina yol agabilir (Cowin ve Waters, 2014; Sussman ve Bates-Jensen,

2012). Stratum korneum siirekli yenilenir ve yaklasik dort haftalik bir dongii ile yeni
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keratinositlerle degistirilir (Biga vd., 2019). Yasli deride keratinositlerin yenilenme hizi
azalir ve bazal tabakadan epidermise gog siiresi %50’ye kadar uzar (Bonham vd., 2020).
Ayrica yaslanmayla birlikte bu katman kalinlagir; bunun viicudun UV 1smlarina karsi

korunma mekanizmasiyla iliskili oldugu diisiiniilmektedir (Bonham vd., 2020).

Stratum lucidum, 2—3 katmandan olusur ve avug i¢i, ayak tabani ve parmak uglart gibi
kalin deri bolgelerinde bulunur (Sekil 2.6). Bu katmanin seffaf yapisi, seffaf
keratinositlerden kaynaklanir (Lopez-Ojeda vd., 2025).

Stratum granulosum, adindan da anlasilacagi gibi, 3—5 hiicre katmanindan olusur ve
spindz tabakadan farklilagmis graniiler hiicreleri igerir (Sekil 2.6). Bu hiicreler
keratohiyalin veya lameller graniiller igerir; keratohiyalin graniiller keratin onciillerini
barindirirken, lameller graniiller hiicreleri bir arada tutan ve hidrofobik 6zellik kazandiran
glikolipidler icerir (Lopez-Ojeda vd., 2025). Bu katmandaki hiicreler bazal membrana
paralel olarak dizilmig olup, stratum korneuma ulagan epidermal hiicrelerin

olgunlagmasina katkida bulunur.

Stratum spinosum, bazal katmanin hemen tizerinde yer alir ve 8—10 hiicre katmani
kalinligindadir (Sekil 2.6). Desmozomlarla komsu hiicrelerle baglanti saglayan
sitoplazmik ¢ikintilara sahip c¢ok yiizlii keratinositlerden olusur (“dikenler”).
Keratinositler bu katmanda farklilasmaya devam eder ve stratum korneum hiicrelerini
olusturur. Ayrica dendritik hiicreler de bulunur (Lopez-Ojeda vd., 2025). Yas ilerledik¢e

stratum spinosum incelir (Bonham vd., 2020).

Stratum bazale / Stratum germinativum, epidermisin en derin katmanidir ve tek katmanli,
farklilasmamis keratinositlerden (bazal hiicreler) olusur (Sekil 2.6). Bazal hiicreler
keratinosit onciilidiir ve mitotik olarak aktiftir; stirekli olarak yeni keratinositler iretir
(Cowin ve Waters, 2014; Tortora ve Derrickson, 2018). Bu katmanda ayrica melanositler
de bulunur ve cilt rengini belirleyerek UV korumasi saglar (Cowin ve Waters, 2014;
Lopez-Ojeda vd., 2025). Bazal katman, epidermisi dermisten ayiran bazal membran
(bazal lamina) ile ayrilir ve hemidesmozomlarla membrana baglanir (Lopez-Ojeda vd.,

2025).
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Bazal membran, dermisi epidermisten ayirir ve epidermisin altina yerlesmistir (Cowin ve
Waters, 2014). Her iki tarafinda bulunan ekstraseliiler matriks molekiilleri, epidermis ve
dermis arasinda siki bir baglant1 saglayan yapiskan bir ortam olusturur. Yaslanmayla
birlikte bazal membran atrofiye olur, dermo-epidermal baglant1 diizlesir, epidermal
adezyon azalir ve protein bilesimi degisir; bunun sonucunda dermis ve epidermis

arasindaki yapiskanlik azalir (Bonham vd., 2020).

Dermis, epidermisten (epi=iistiinde) ve hipodermisten (hypo=altinda) farkli olarak,
dermis integument sisteminin “gekirdegi” olarak kabul edilir (Biga vd., 2019). Damarlar
ve sinirler i¢eren kalin bir yapiya sahiptir ve epidermisi besleyip destekler (Sussman ve
Bates-Jensen, 2012). Dermis iki bolgeye ayrilir: yiizeysel papiller dermis ve derin
retikiiler dermis. Y{iizeysel papiller dermis, epidermis bag dokusuyla temas eden ince bag
dokusundan olusur ve ekstraseliiler matriks ve fibroblastlardan zengindir. Fibroblastlar
fibronectin ve hyaluronik asit salgilar; bunlar yara iyilesmesinde kritik rol oynar. Bu
bolgede ayrica kan damarlari, lenfatikler, epitel hiicreler, kiigiik kaslar ve noronlar
bulunur (Sussman ve Bates-Jensen, 2012). Derin retikiiler dermis daha kalin ve daha az
hiicreseldir; yogun bag dokusundan olusur ve cilde ¢cekme dayaniklilig1 saglayan genis
kollajen ve elastik lif ag1 icerir. Bu katmanda fibro-elastik bag dokusu ve fibroblastlar
bulunur. Yaslanmayla birlikte dermiste ekstraseliiler matriks birikimi ve doku yeniden
sekillendirmesinden sorumlu hiicre sayis1 azalir; organize kollajen ve elastin birikimi

azalir ve cilt zayif ve esnekligini kaybetmis hale gelir (Sgonc ve Gruber, 2013).

Hipodermis, subkutan6z katman veya yiizeyel fasya olarak da bilinir ve dermisin altinda
yer alir. Deriyi kas veya kemigi ¢evreleyen alttaki fasya iizerine sabitler (Monteiro-
Riviere, 2010). Hipodermis esas olarak yag dokusundan olusur; yag depolama,
yastiklama ve izolasyon gorevleri vardir. Ayrica iyi damarlanmis, gevsek ve areolar bag
dokusu igerir (Biga vd., 2019). Derinin esnekligi ve altindaki yapilara serbest hareketi,
kollajen ve elastik liflerin gevsek diizenlenmesine baglidir (Monteiro-Riviere, 2010).
Hipodermisin yag depolama ve yastiklama fonksiyonu yaslanmayla birlikte azalir

(Bonham vd., 2020).
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2.5.2 Yara smiflandirmasi

Yaralar genellikle iyilesme siirelerine gore akut ve kronik olarak siniflandirilir. Akut
yaralar s6z konusu oldugunda, iyilesme siireci ¢ogunlukla normal sekilde ve zamaninda
(sadece birkag hafta) tanimlanmis siralama ¢ergevesinde ve komplikasyonsuz ilerler. Bu
yaralar kendiliginden iyilesir ve bakim, yalnizca enfeksiyondan koruma ve ortme ile
smirlidir (Baranoski ve Ayello, 2015). Fizyolojik siire¢lerdeki hiicresel ve molekiiler
olaylardaki bozulmalar ve aksakliklar iyilesmeyi geciktirir ve kronik yaralarin
olugmasina yol agar; 12 haftadan sonra yara iyilesmemis olarak kabul edilir. Diyabetik
ayak Tlserleri, vendz bacak iilserleri ve basi yaralari genellikle kronik yara olarak
degerlendirilir. Bu tiir yaralarda ileri diizey bakim ihtiyaci daha fazladir (Sgonc ve
Gruber, 2013). Yanik yaralari, iyilesme siiresine gore siniflandirilan akut ve kronik
yaralardan farkli olarak, eschar (yanik kabugu) derinligine gore kategorize edilir: yilizeyel
veya epidermal yaniklar (birinci derece), yiizeyel kismi kalinlik (ikinci derece), derin
kismi kalinlik (iiclincii derece) ve tam kalinlik (dordiincii derece). Yiizeyel yaniklar
yalnizca epidermisi etkilerken, ylizeyel kismi kalinlik yaniklar hem epidermisi hem de
dermisin yiizeyel kismini (papiller dermis) etkiler. Derin kismi kalinlik yaniklarda
dermisin daha derin kismu (retikiiler dermis) de etkilenir. Tam kalinlik yaniklarinda, en
siddetli yanik tiiriinde, tiim deri katmanlar1 ve daha derin dokular kaybedilir (Monteiro-
Riviere, 2010).

2.5.3 Yara iyilesmesinin biyolojik asamalari

Yara, herhangi bir anatomik yapida islev kaybina yol acan ve doku biitlinliiglinii bozan
bir durum olarak tanimlanabilir. Doku, organ veya viicutta hasar meydana gelir gelmez,
bir dizi birbirine bagli ve es zamanli biyolojik siire¢ aktive olur. Bu siiregler, dogru sirayla
ve uygun zamanda islevlerini yerine getirerek yara iyilesmesini saglar (Gurtner vd., 2008;
Singer ve Clark, 1999). Yara iyilesmesi, farkli hiicre tiplerinin ve mediyatdrlerin
karmagik bir sinyal kaskadi i¢inde koordineli sekilde ¢alistig1 dinamik bir siirectir. Hasar
bolgesine notrofiller, monositler, Langerhans hiicreleri, yo T hiicreleri ve resident
memory T hiicreleri yonlendirilir; inflamatuar denge bu hiicreler araciligiyla saglanir

(Hunt vd., 2000; Rodrigues vd., 2019). Yara iyilesmesi genellikle hemostaz, inflamasyon,
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proliferasyon—graniilasyon, yeniden epitelizasyon ve doku remodelasyonu olmak {izere
bes evreden olusur (Sekil 2.7). Bu evreler birbirini takip etmekle birlikte bazi siiregler
ortiisebilir ve herhangi bir aksama, iyilesmenin gecikmesine veya komplikasyonlara yol

acabilir.

Yara iyilesmesinin ilk adimi, damar duvari hasari sonrasi baslatilan hemostazdir.
Hemostaz, primer ve sekonder olmak iizere iki asamada gergeklesir. Primer hemostazda
trombositler hasarli bolgeye yapisir ve agregasyonla gegici bir tikag olusturur (Tennent
vd., 2007). Bu siire¢, damar duvarindaki kollajen agiga ¢ikmasiyla ve G-protein
reseptorleri araciligiyla tetiklenir (Pradhan vd., 2017). Ayni zamanda damar diiz kas
hiicrelerinin hizl1 vazokonstriksiyonu, kan kaybini azaltir ve hasar bolgesinde gegici bir
tampon etkisi yaratir. Ancak vazokonstriksiyon birka¢ dakika sonra etkisini kaybeder; bu
noktada doku hipoksisi ve asidoz olusur ve pasif vazodilatasyon meydana gelir. Sekonder
hemostaz, trombositlerin saldig1 biiylime faktorleri ve sitokinler sayesinde pihtinin
stabilizasyonunu saglar ve sonraki yara iyilesme fazlarini baslatir. Bu faktorler arasinda
EGF, TGF-a ve B, IGF, IL-1 ve PDGF yer alir. Trombosit aktivasyonu sonrasi bu
mediyatorlerin salimi, ilk bir saatte yogun olarak gerceklesir; ancak trombositler bu
faktorleri 7 giline kadar salmaya devam ederek yara bolgesinde hiicrelerin aktivitesini

stirdiirtir (Senzel vd., 2009).

Hemostazin ardindan inflamatuar faz baslar. Bu faz, nekrotik doku, yabanci maddeler ve
mikroorganizmalarin temizlenmesini saglar ve bir sonraki evre olan proliferasyon fazinin
zeminini olusturur. Yara bolgesi, Ca*" dalgalar, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
purinerjik molekiiller araciligiyla nétrofilleri aktive eder. Ilk dakikalar iginde yara
kenarindaki Ca?" konsantrasyonu maksimum seviyeye cikar ve yara merkezine dogru
yayilir (Lansdown, 2002). Yaralanmis hiicreler, nétrofillerin gociinii yonlendiren
DAMPs, H:0:, lipid mediatorleri ve kemokinleri salgilar. Notrofiller, lizozim, elastaz ve
kathepsin gibi proteolitik enzimler iceren graniiller salgilayarak mikroplar1 temizler.
Ayrica noétrofiller ekstraseliiler tuzaklar (NETs) olusturarak patojenleri yakalar ve
pargalar. NETosis siireci, hem nétrofil 6liimii ile (suicidal NETosis) hem de nétrofillerin
canli kalmasiyla (vital NETosis) gergeklesebilir (Jorch ve Kubes, 2017; Yipp ve Kubes,

2013). Bu mekanizmalar, yara savunmasi ve rejenerasyonu i¢in kritik dneme sahiptir.
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Notrofillerin gorevini tamamlamasinin ardindan makrofajlar devreye girer. Makrofajlar,
pro-inflamatuar M1 formundan anti-inflamatuar M2 formuna gegerek doku onarimini
destekler. M1 makrofajlar mikroplar1 6ldiirlir ve pro-anjiyojenik sitokinler salgilar; M2
makrofajlar ise damar remodelasyonu ve doku yenilenmesinde rol oynar (Fantin vd.,
2010; Gurevich vd., 2018; Kim vd., 2019; Outtz vd., 2011). Ayrica DETC’ler keratinosit

biiylime faktorleri salgilayarak epitelizasyonu baslatir.

Proliferasyon fazinda yara, fibroblastlar araciligiyla yeni bir ECM ve stroma olusturur,
kolajen sentezi artar ve yara kontraksiyonu baslar. Bu siire¢, graniilasyon dokusu olusumu
olarak da adlandirilir. Graniilasyon dokusu, histolojik olarak yeni dokunun granular
goriinimiinden adini alir ve yara onariminda merkezi bir rol oynar. Bu fazda anjiyogenez,
diisiik oksijen seviyelerinin VEGF ve PDGF gibi biiylime faktorleri ile algilanmasi
sonucu baglar. Endotel hiicreleri tip ve stalk hiicreleri olarak ECM boyunca tomurcuklanir
ve yeni kapillerler olusur. Baslangigta sizintili olan bu damarlar, perisitler araciligiyla
stabilize olur ve oksijen ile besin saglanarak hiicre metabolizmasi stirdiiriiliir.
Fibroblastlar da VEGF f{iretimiyle dolayli olarak anjiyogenezi destekler. Mikrovascular
fragmentlerin transplantasyonu gibi yaklagimlar, hizli vaskiilarizasyon ve iyilesmeyi

artirmak i¢in arastirilmaktadir (Sorg ve Sorg, 2023).

Proliferatif yanit1i takiben re-epitelizasyon evresi baglar. Epidermis katmanlari,
keratinositlerin hiicre-hiicre ve hiicre-matriks baglantilari araciligiyla yara bolgesine go¢
etmesini saglar. Keratinositler, epitel-mesenkimal gecis (EMT) ile hareketli bir fenotip
kazanir; lamellipodial siiriinme ve shuffling mekanizmalariyla yara yiizeyinde ilerlerler.
Bu siireg sirasinda E-kaderin asag regiilasyonu ve vimentin’in yukari regiilasyonu hiicre
goeiinii kolaylastirir. On siradaki keratinositler yara matriksi boyunca ilerlerken, ikinci
sira hiicreler proliferasyon gostererek hiicre tedarikini siirdiiriir (Huang vd., 2012; Jordan
vd., 2011; J. M. Lee vd., 2006). Temas inhibisyonu, keratinosit go¢iinii durdurur ve
epidermis katmaninin yeniden olusmasini saglar (Sorg ve Sorg, 2023). Yash derilerde
keratinosit gocii ve proliferasyonu yavaslar, bu da yara kapanmasinin gecikmesine yol
acar. Bu durum, 6zellikle ekrin ter bezlerinden gelen keratinositlerin yapiskanligindaki

azalmayla iliskilidir (Rittié vd., 2016).
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Remodelleme fazinda graniilasyon dokusu, tip III kolajenden daha dayanikli tip I kolajene
doniistir (Caley vd., 2015; Visse ve Nagase, 2003). Miyofibroblastlar, ECM ve
graniilasyon dokusunun kontraksiyonunda rol oynar ve apoptoza ugrayarak skar
olusumunu diizenler. MMP ve TIMP dengesi, ECM remodellemesi i¢in kritik 6neme
sahiptir; bu dengedeki bozukluklar kronik yara veya hipertrofik skar olusumuna yol
acabilir. Makrofajlar, apoptotik hiicreleri temizleyerek yara bolgesinin hiicresiz ve
avaskiiler hale gelmesini saglar. Inflamatuar yanitin siddeti, skar olusumu ile dogrudan
iliskilidir. Ozellikle IL-6 sinyal yolunun asir1 aktivasyonu hipertrofik skar veya keloid
olusumuna katkida bulunur. Ote yandan bazi calismalarda IL-6, anti-fibrotik gen
ekspresyonunu destekleyerek patolojik fibroz olusumunu azaltmistir (Barayan vd., 2021;
Kurachi vd., 2021; Qian vd., 2016).
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Sekil 2.7 Yara iyilesmesinin evreleri: (1) hemostaz, (2) inflamasyon, (3) proliferasyon, (4) yeniden
sekillenme (remodeling) (Sharma vd., 2024)
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2.5.4 Fibroblastlar ve fonksiyonlari

Fibroblastlar, insan viicudunda yaygin olarak bulunan tipik mezenkimal hiicrelerdir ve
yumusak bag dokularimin yapisal biitlinliiglinlin korunmasinda kritik rol oynar. Bu
hiicreler, ekstraseliiler matriksi (ECM) sentezleyip siirdiirerek doku mekanik stabilitesini
saglar ve ayn1 zamanda sitokinler ile biiyiime faktorleri salgilayarak ¢evrelerindeki diger
hiicrelerle iletisim kurar. Fibroblastlar, kok hiicre nisleri i¢in sinyal kaynagi gorevi goriir
ve doku yeniden sekillenmesi, fibrozis, yara iyilesmesi, inflamatuvar yanitlar ve kanser
gibi bircok biyolojik siirecte aktif rol oynar (Pittenger vd., 2019). Fonksiyonel olarak
fibroblastlar, farkli kosullara ve uyarilara bagli olarak siniflandirilabilir: fibrozis iliskili
fibroblastlar (FAF), yara iyilesmesi iligkili fibroblastlar (WAF), kanser iligkili
fibroblastlar (CAF) ve yaslanma iligkili fibroblastlar (AAF) (Lendahl vd., 2022). Bu
siniflandirma, fibroblastlarin bulunduklari ortamin morfo-fonksiyonel o6zelliklerine ve
kokenlerine bagli olarak degiskenlik gosterdigini vurgular. Fibroblastlar, dokulardan
kolayca izole edilebilmeleri ve cam, plastik veya dogal/biyo-miihendislik materyalleri
tizerinde kiiltiirlenebilmeleri nedeniyle karsilagtirmali fizyoloji ¢alismalarinda, patolojik
durumlarin arastirilmasinda ve biyomedikal uygulamalarda en yaygin kullanilan model
sistemlerden biridir (Madelaire vd., 2022). Ornegin, fare embriyosundan tiiretilmis
spontan olarak immortalize 3T3 fibroblast hiicre hatti, uzun siire boyunca yiiksek
proliferasyon kapasitesini korumast ve ¢evresel plastisite gostermesi sebebiyle temel
hiicresel ve molekiiler biyoloji ¢alismalarinda sik¢a kullanilir; ayrica rejeneratif tip
uygulamalarinda pluripotent kok hiicrelere donistiiriilebilme potansiyeli sunar
(Nilforoushzadeh vd., 2022; Vierbuchen ve Wernig, 2012). Bu hiicrelerin islevselligi,
bliylik oOlgiide icinde bulunduklar1 ekstraselliiler ¢evre ile etkilesimlerine baglhdir.
Fibroblastlar tarafindan sentezlenen Kollajenler, elastik lifler, glikozaminoglikanlar
(GAG), proteoglikanlar (PG) ve glikoproteinler, doku matrisinin ana yapisal ve
biyokimyasal bilesenlerini olusturur. Bu bilesenlerin sentezi ve diizenlenmesi, hem doku
dayanikliligin1 hem de hiicre davranisini belirler. Ayrica fibroblastlar, bu dinamik matriks
ortamindaki yeniden yapilanma siireclerinde 6zellikle yara iyilesmesinde Kritik bir rol

oynar.
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Kollajenler, dokularin mekanik dayanikliligin1 saglayan en bol ECM proteinleridir ve
XXIX farkli tipte kollajen molekiilii tanimlanmigtir. Tiim kollajenler, tekrarlayan [Gly—
X-Y] amino asit dizisine sahip olup, X ve Y pozisyonlarinda prolin ve hidroksiprolin
igerir ve Ui¢lii sarmal kuaterner yapi1 olusturur. Yetiskin dermiste en yaygin olarak tip I
(%70) ve tip 111 (%8-11) kollajen bulunur; fetal ve iyilesen dermiste ise bu iki tipin orant
1:1°dir (Li vd., 2021). Tip I ve 111 kollajenlerinin hibrit fibrilleri, fibroblast aktivasyonu,
hiicre polarizasyonu ve matriks baglanma agisindan optimum kosullar1 saglar. Diger
kollajen tipleri de doku spesifik fonksiyonlarda rol oynar: tip V, VI, VII, XII ve XIV
yapisal destek saglarken; bazal membranlarda tip IV ve XIX bulunur; epidermal
dayanikliliga katkida bulunan tip XIII, XVII ve XXIX kollajenler ise 6zellikle mekanik
stres altinda dokuyu stabilize eder (Woodley, 2017). Kollajenler ayni zamanda
fibroblastlar araciligiyla hiicresel sinyallesme siireclerini tetikleyerek, dokularin onarim

ve remodelasyon kapasitesini artirir.

Elastik lifler, yumusak bag dokularina elastikiyet kazandiran ve yiiksek omurgalilarda
daha belirgin olan yapilardir. Bu lifler, amorf elastin ve mikrofibrillerden olusur;
mikrofibriller, fibrillinlerden yapilan 10-12 nm ¢apinda filamentler olup olgun elastik
liflerin iskeletini olusturur (Schmelzer ve Duca, 2022). Dermal bolgelerde elastik liflerin
dagilimi farklidir: retikiiler dermis kalin, yatay lifler igerirken, papiller dermis ince dikey
lifler ve mikrofibril demetleri ile dermo-epidermal birlesime baglanir (Cotta-Pereira vd.,
1976). Elastogenez, erigkin yasamda neredeyse durdugu i¢in elastin uzun 6miirlii ve
strese kars1 yiiksek direnglidir (Boraldi vd., 2022; Duca vd., 2004; Heinz, 2020). Ancak
cesitli proteolitik enzimler, 6rnegin MMP-2, -7, -9, -12 ve -14, elastin ve tropoelastin
onciisiinii parcalayabilir, bu da elastik liflerin dinamik olarak yeniden modellenmesine
olanak tanir. Elastin ve elastik lifler, fibroblastlarin iirettigi ve organize ettigi bir
mikrogevrede, dokularin hem mekanik esnekligini hem de hiicresel fonksiyonlarin

destekler.

GAG?’lar, fibroblastlar tarafindan eksprese edilen lineer polisakkaritlerdir ve heparin
(HP), heparan siilfat (HS), kondroitin siilfat (CS), dermatansiilfat (DS), keratan siilfat
(KS) ve hiyaliironik asit (HA) gibi ¢esitli tiirleri igerir. HA disindaki tim GAG’lar,
cekirdek proteinlere baglanarak proteoglikanlar1 olusturur. Proteoglikanlar, ECM’de
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yapisal rol istlenmenin yani sira doku su dengesini diizenler, hiicre ¢ogalmasi ve
migrasyonunu destekler ve yara iyilesmesi ile doku onariminda 6nemli sinyaller saglar
(Bukhari vd., 2018; Lee vd., 2016; Sher vd., 2006; Stern ve Maibach, 2008; Wight vd.,
1991; Xie vd., 2023). Ornegin dermal CS/DS-proteoglikanlar1 versican, decorin ve
biglycan, kollajen fibrillogenezini ve dokusal biitiinliigii destekler; KS-proteoglikanlar
(lumican, fibromodulin) ise fibril diizenini stabilize eder. HS-proteoglikanlar (perlecan,
syndecanlar, glypicanlar) bazal membranda bulunur ve keratinositlerin hayatta kalmasi

ile proliferasyonunu destekler.

Glikoproteinler, hiicre tutunmasi, adezyon ve sinyal iletiminde kritik rol oynar. Laminin,
bazal membranlarda lokalizedir ve epidermisin saglam sekilde dermise yapismasini
saglayarak mekanik biitlinliigii korur. Fibronektin ise hem interstisyel hem de bazal
membranda bulunur; yara sonrasi fibroblastlar tarafindan salgilanan fibronektin, gecici
fibronektin iskelesi olusturarak kemotaksis, anjiyogenez ve inflamatuvar siirecler icin
hiicresel sinyaller saglar (Has ve Nystrom, 2015; Nystrém ve Bruckner-Tuderman, 2019;
Stoffels vd., 2013). Bu yapi, doku onariminda hiicrelerin yonlendirilmesi ve ECM’nin

yeniden organizasyonu i¢in temel bir platform olusturur.

Fibroblastlar, yara iyilesmesinin tiim {i¢ fazinda kritik bir rol oynar ve onarim siirecini
koordine eder. Bu hiicreler, bir¢ok diizenleyici molekiil iireterek ve iyilesme
mekanizmalarinda gorev alan diger hiicre popiilasyonlariyla ¢apraz iletisim kurarak yara
onarimini  yonlendirir (Cialdai vd., 2022). Herhangi bir yaralanma, trombosit
degraniilasyonu ile salinan sitokinler araciligiyla inflamatuar bir yanit1 tetikler. Bu siiregte
immiin hiicreler, interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6), interlokin-12 (IL-12), timor
nekroz faktori-o (TNF-a) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) gibi pro-
inflamatuar aracilar {iretir ve inflamatuar siireci gli¢lendirir; ayn1 zamanda fibroblastlarin
yara bolgesine gdciinii ve aktivasyonunu tetikler (Koh ve DiPietro, 2011). Inflamatuar
faz sirasinda aktive olan fibroblastlar, yerel bagisiklik yanitini giiclendirir ve immiin
hiicrelerin aktivasyonunu destekler. Fibroblastlar TNF-a, interferon gama (IFN-y), IL-6
ve IL-12 gibi proinflamatuar sitokinler tiretir ve CXCL1, CX3CLI ile CCL2 gibi ¢ok
sayida kemokin salgilayarak immiin hiicreleri yara bolgesine ¢eker (Bautista-Hernandez

ve ark., 2017; Correa-Gallegos ve ark., 2021). Bunun yaninda ICAM1 ve CD40
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ekspresyonu araciligiyla dogrudan temas temelli etkilesimler kurar ve dendritik hiicreleri
aktive eder (Saalbach vd., 2007). Fibroblastlar matriks metalloproteinazlar (MMP’ler)
salgilayarak yara stromasini yeniden sekillendirir ve immiin hiicrelerin infiltrasyonunu
kolaylastirir. Inflamatuar ddem nedeniyle degisen interstisyel akis ve sivi basincini
boylece immiin yaniti giiglendirir (Correa-Gallegos vd., 2021; Langevin vd., 2013).
Ayrica fibroblastlar fascia’dan yaralara go¢ ederek ECM igine gomiilii immiin hiicreleri
tasiyabilir. Bu 0Ozellikleri sayesinde fibroblastlar immiin hiicrelerin toplanmasin1 ve
aktivitesini diizenleyebilir; fibroblast-makrofaj etkilesimleri ise inflamatuar fazdan
proliferasyon fazina gecisin kontroliinde kritik rol oynar ve yara iyilesmesinin diizenli
ilerlemesini saglar (Mescher, 2017). Proliferasyon fazinda fibroblast aktivitesi daha da
belirgin hale gelir. Inflamatuar aracilar tarafindan ydnlendirilen fibroblastlar, gegici fibrin
pihtist i¢inde gog ettikten sonra C5a, fibronectin, trombosit kaynakli biiyiime faktorii
(PDGF), fibroblast biiylime faktorii (FGF) ve TGF-B ile uyarilir; bu uyarilar
fibroblastlarin proliferasyonunu destekler ve graniilasyon dokusunun olusumuna katkida
bulunur. Bu donemde fibroblastlar ayn1 zamanda VEGF, FGF, angiopoietin 1 (Ang-1) ve
trombospondin (TSP) gibi proanjiyojenik molekiiller de salgilar. Makrofajlar ve diger
immiin hiicrelerden gelen biiylime faktorleri ile uyarilan fibroblastlar, MMP’ler
salgilayarak fibrin pihtisinin parcalanmasin1 ve hiicre gogiinii kolaylastirir. Bununla
birlikte fibroblastlar, fibronectin, hyaluronik asit, proteoglikanlar ve agirlikli olarak tip
IIT kollajen dahil olmak {izere ECM molekiillerini iiretir; bu gecici matriks,
keratinositlerin re-epitelizasyon igin gociinii destekler (Mirastschijski ve ark., 2012).
Proliferasyon fazi yaralanmadan yaklasik 4 giin sonra baslar ve 2—3 hafta stirebilir. Bu
stirecte fibroblastlar, yara igindeki baskin hiicre popiilasyonunu olusturur ve TGF-f ile
CXCL8 uyarimiyla miyofibroblastlara farklilagir (Desmouliere vd., 2005).
Miyofibroblastlar remodelleme fazinin ana aktorleridir ve remodelleme fazi bir yili
asabilir (Gurtner vd., 2008). Bu fazda yara kontraksiyonu, vaskiilarizasyonun azalmasi,
hiicresellikte diisiis ve ECM yenilenmesi ile doku remodellemesi gergeklesir.
Miyofibroblastlar, ECM proteinlerini sentezleme ve kontraktil fenotip kazanma
yeteneklerini birlestirerek yara kontraksiyonunu ve dokusal remodellemeyi diizenler
(Darby vd., 2014; Tomasek vd., 2002). Bu transdiferansiyasyon, biiyiik 6l¢iide TGF-p1
ve ECM sertligi tarafindan kontrol edilir; miyofibroblastlar a-diiz kas aktini (a-SMA)
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entegre ederek kontraktil Ozellik kazanir. Bu kontraktil aktivite sadece vyara
kontraksiyonunu saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda ECM sertligini artirarak
miyofibroblast farklilasmasini ve devamliligini tesvik eder (Grinnell ve Petroll, 2010).
Miyofibroblastlar, kollajenler dahil MMP’ler ve ECM proteinlerinin dengeli iiretimi
yoluyla ECM’i yeniden sekillendirir (Bernardo ve Fibbe, 2013). Tip Il kollajen
genellikle tip I kollajen ile degistirilir ve ECM, artan diizen, karmasiklik ve ¢ekme
dayaniklilig1 yoniinde remodel edilir. Ancak iyilesmis deri, saglikli derinin maksimum
%80 ¢ekme dayanikliligina ulasabilir (Gurtner vd., 2008) . lyilesme ilerledikce
hiicresellik azalir; 6ncelikle immiin hiicreler, ardindan endotelyal hiicreler ve son olarak
miyofibroblastlar apoptoz yoluyla dokudan uzaklasir. Miyofibroblast apoptozu, yaranin
kapanmasi ve dokunun kismi ¢ekme dayanikliligini kazanmasi sirasinda gercgeklesir ve

vaskiilarizasyonun azalmasi ile graniilasyon dokusundan skar dokusuna gecisi tetikler

(Bainbridge, 2013).

2.5.5 Keratinositler ve fonksiyonlari

Keratinositler, epidermisin baskin hiicresel bilesenleri olup toplam hiicre
poplilasyonunun yaklasik %95’ini olusturur ve dis ¢evrenin cesitli stres faktorlerine
dogrudan maruz kalirlar (Piipponen vd., 2020). Epidermisin temel iglevi, organizmay1 dis
ortamdan ayiran saglam bir bariyer olusturmaktir; bu bariyer sivi kaybini onler ve
mikroorganizmalara kars1 koruma saglar (Lefévre-Utile vd., 2021). Epidermis, rutin
asinma ve cevresel etkenlerden kaynaklanan hasarlari telafi etmek igin siirekli bir
yenilenme ve rejenerasyon siirecinden geger (Takeo wvd., 2015). Bu nedenle
keratinositlerin biitlinliigii ve islevselligi cilt saglig1 acgisindan kritik 6neme sahiptir.
Cevresel stres, UV radyasyonu, enfeksiyonlar, fiziksel yaralanmalar ve psoriasis ya da
egzama gibi inflamatuar hastaliklar epidermal biitiinligli bozarak keratinosit
fonksiyonlarmi etkileyebilir. Dolayisiyla keratinosit biyolojisinin anlasilmasi, cilt
hastaliklarinin patogenezini agiklamak ve terapotik yaklasimlar gelistirmek igin
onemlidir (Marrapodi ve Bellei, 2024; Pathak vd., 2014). Keratinosit farklilagsmasi,
epidermisin tabakali yapisinin olusumunu belirler. Bununla birlikte melanositler,
dendritik hiicreler ve bazal kok hiicreler de epidermal homeostaza katkida bulunur

(Alameda vd., 2016).

47



Keratinositler, epidermisin baslica yapisal hiicreleri olup %90 oraninda keratin ara
filamentleri, organeller, ¢ekirdek ve plazma membranindan olusur (Piipponen vd., 2020).
Bazal tabakada bulunan progenitér hiicreler mitozla ¢ogalarak farklilasma siirecini
baglatir ve hiicreler stratum spinosum ile stratum granulosum boyunca keratin tiretimini
artirarak cilt bariyerinin yapisal biitiinliigiinii saglar (Hsu vd., 2014; Del Rosso ve Levin,
2011). Stratum corneum’a ulastiklarinda c¢ekirdeklerini ve organellerini kaybeden
keratinositler, lipid sentezi agisindan zengin korneositlere doniisiir. Bu tabaka,
korneositler ve aralarindaki lipidlerden olusur; s6z konusu lipidler bariyerin gegirgenlik
ve dayaniklilik 6zelliklerini belirler. Hiicresel doniisiim siireci ortalama bir yetiskinde
yaklagik iki haftada tamamlanir; ayak tabani ve sa¢ derisinde bu siire¢ daha hizlidir
(Mauldin ve Peters-Kennedy, 2015). Bazal tabakadan stratum corneum’a dogru ilerleyen
bu farklilasma ve eksfoliasyon dongiisii epidermisin siirekli yenilenmesini saglar
(Pondeljak vd., 2023). Progenitdr hiicreler mitozla ¢ogalir, farklilasarak yiizeye go¢ eder
ve keratin sentezini artirarak bariyer fonksiyonunu giiclendirir (Del Rosso ve Levin,
2011; Matsuzaki ve Shitamukai, 2015). Stratum corneum’daki korneositler ortalama her
iki haftada bir dokiiliir; bu siire¢ cilt biitiinliigiinii, esnekligini ve fonksiyonel
dayanikliligin1 korur. Hiicre bdliinmesi, farklilasma ve eksfoliasyonun dengesi
dermatolojik hastaliklarin patogenezi ve tedavi stratejileri agisindan kritik 6neme sahiptir

(Osseiran vd., 2018).

Yara iyilesmesi, yaralanma sonrasi gelisen kompleks ve koordineli bir onarim siirecidir
ve hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve doku remodelasyonu olmak tiizere dort
evreden olusur (Pefia ve Martin, 2024). Epidermisin bazal tabakasindaki kok hiicre
popiilasyonu bu siirecin baslangicin1 olusturur. Bu popiilasyon i¢inde keratinositler,
epidermal tabakanin %90-95’ini olusturarak yara bdlgesinin yeniden kaplanmasinda
temel rol oynar (Czyz vd., 2023; Gopinath vd., 2021). Yaradan merkeze dogru gé¢ eden
bazal keratinositler antijenler ve yara iyilesme proteinleri salgilayarak re-epitelizasyonu
baglatir; bliylime faktorleri aracilifiyla doku onarimi hizlandirilabilir (Gopinath vd.,
2021; Pena ve Martin, 2024). Keratinositler, sitokinler, kemokinler ve biiylime faktorleri
yoluyla MAPK ve ERK1/2 gibi sinyal yollarini aktive ederek re-epitelizasyonu diizenler
(Calabrese vd., 2022; Cui vd., 2021). Yara kenarindaki keratinositler oncelikle go¢ ederek

yara yatagini kaplayan bir tabaka olusturur; ardindan proliferasyon evresiyle hiicre sayisi
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artar ve terminal farklilasma ile epidermal bariyer yeniden kurulur. Bu iki siire¢ go¢ ve
proliferasyon keratinositlerin yara iyilesmesindeki temel faaliyetleridir. Erken evrede
bliytime faktorleri proliferasyonu desteklerken, orta evrede farklilagsma gergeklesir ve cok
katmanli epidermis yeniden insa edilir. Keratinosit tabakasinin fonksiyonel olamamasi
(6rnegin Epidermolizis Biilloza gibi hastaliklarda) kronik yara gelisimine neden olabilir.
Plazma membranindaki heparin baglayic1 biiyiime faktdrleri ve FGF reseptorlerinin
diizenlenmesi, keratinositlere proliferasyon ve onarim ig¢in gili¢li sinyaller iletir

(Calabrese vd., 2022; Pefia ve Martin, 2024).

2.5.6 Yara iyilesmesini tesvik eden hiicre gociinii diizenleyen temel sinyal yolaklar:

Yara iyilesmesi sirasinda hiicre gocii, Rho GTPaz, PI3K/Akt, TGF-p/Smad ve Wnt/B-
katenin yolaklar1 (Dong vd., 2025; Gao vd., 2022; Johan vd., 2024; Li vd., 2025) dahil
olmak {izere ¢ok sayida sinyal kaskadi tarafindan diizenlenir. Bu yollar, sitoskeletal
dinamikler, hiicre polarizasyonu ve kuvvet iiretimi gibi temel gog stireclerini molekiiler
diizeyde kontrol eder (Carvalho vd., 2019; Fang vd., 2018; Ridley, 2015; Wu vd., 2023).
Sinyal yollar1 arasindaki capraz konusma, bu karmasik siirecte hiicreler arasi
koordinasyonu saglar; farkli sinyal aglarimin birbirini diizenlemesiyle hiicre
proliferasyonu, diferansiyasyonu ve doku yeniden sekillenmesi dengeli bir sekilde

yuritilir.

Rho GTPaz’lar, sitoskeletal diizenlemeler yoluyla yonlendirilmis hiicre hareketini
kolaylastiran temel go¢ diizenleyicileridir (Ridley, 2015). Ras siiper ailesinin bir alt sinifi
olan bu molekiiller, GTP-bagli aktif ve GDP-bagli inaktif durumlar arasinda dongii yapar;
aktivasyonlari guanin niikleotid degisim faktorleri (GEF), inaktivasyonlari GTPaz-aktive
edici proteinler (GAP) ve inaktif formun stabilizasyonu ise GDP ayrisma inhibitorleri
(GDI) araciligiyla kontrol edilir (Van den Broeke ve Favoreel, 2011). Hiicre gégiine
iliskin arastirmalar 6zellikle ti¢ ana Rho GTPaz olan RhoA, Racl ve Cdc42 iizerinde
yogunlagmistir. RhoA, hiicrenin hem 6n hem arka ucglarinda aktomiyozin kasilmasini ve
aktin polimerizasyonunu ROCK ve forminler araciligiyla diizenler. Racl, PAK kinaz ve

WAVE-Arp2/3 komplekslerini aktive ederek lamellipodial membran uzamasini tesvik
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ederken, Cdc42 ise WASP proteinlerini aktive ederek filopodiyal ¢ikintilarin olusumunu
destekler. (Shih vd., 2025; Takaya vd., 2024; Yamaguchi vd., 2015).

PI3K/Akt yolu, proliferasyon, gé¢ ve immiin modiilasyon gibi hiicresel siireglerin
merkezi diizenleyicisidir (Xue vd., 2021). Bu yolak, reseptor tirozin kinazlar, integrinler,
antijen/sitokin reseptorleri ve GPCR’ler araciligiyla aktive edilir (Teng vd., 2021). PI3K,
PIP2’yi PIP3’e doniistiirerek Akt’t membrana ¢eker ve ¢ift fosforilasyonla aktive eder.
Aktive Akt, asagi akis hedeflerini fosforile ederek gogii diizenler. Bu yolak, Racl ve
Cdc42 gibi Rho GTPaz’lar1 ve WASP/WAVE-Arp2/3 komplekslerini aktive ederek aktin
polimerizasyonunu tesvik eder (Deng vd., 2022). Ayrica, adezyon dinamiklerini
diizenleyerek hiicrelerin 6n ugta tutunmasini ve arka ugta adezyonlari serbest birakmasini

saglar; bu, siirekli ve koordineli go¢ii garanti eder.

TGF-B/Smad yolu, proliferasyon, go¢, ECM sentezi ve yeniden diizenlenmesini diizenler
(Najafi vd., 2019). TGF-p ligandlari, reseptorleri (TGFPRI ve TGFBRII) ve Smad2/3
mediyatorlerini kapsar. Fosforile Smad2/3, Smad4 ile dimerlesip ¢ekirdege tasinarak
hedef gen ekspresyonunu diizenler (Tu vd., 2019). Bu yolak, RhoA ve ROCK araciligiyla
sitoskeletal yeniden yapilanmay1 destekler ve a5, av, B5 integrinler ile MMP3 ve MMP9
ekspresyonunu artirarak keratinosit gociinii tesvik eder (Gailit vd., 1994; Ponugoti vd.,
2013). Ayrica, EMT diizenleyicisi olarak gorev yapar; E-kaderin ve siki baglanti
proteinlerini asagi, N-kaderin ve vimentini yukari regiile eder (Weber vd., 2012).

Wnt/B-katenin yolu, hiicresel proliferasyon, farklilasma, apoptoz ve gog¢ siireglerini
kontrol eder (Song vd., 2024). Wnt sinyali yoklugunda B-katenin degradasyona ugrar
(Moon vd., 2004). Wnt ligandlar1 (6r. Wnt3a) Frizzled ve LRP5/6 reseptorlerine
baglandiginda degradasyon kompleksi bozulur; B-katenin sitoplazmada birikir, niikleusa
gecer ve TCF/LEF transkripsiyon faktorleri ile hedef gen ekspresyonunu aktive eder
(Nusse ve Clevers, 2017; Schaale vd., 2011). Wnt sinyali, Racl aktivasyonu ve aktin
polimerizasyonu yoluyla hiicre gociinii tesvik eder. Ayrica, EMT’ ye bagl olarak E-
kaderin baskilanmasi ve vimentin/N-kaderin artis1 ile hiicreler arasi yapismayi azaltir.
MMP2, MMP7 ve MMP9 ekspresyonu artar, ECM degradasyonu hizlanir ve gog
kolaylasir (Sedgwick ve D’Souza-Schorey, 2016; Wu vd., 2007; Xue vd., 2024). Wntl

50



ve EGFR aktivasyonu, keratinositlerin yara bolgelerine ¢ekilmesini destekler; VEGF ise
neovaskiilarizasyon sirasinda endotel hiicre gogiinii tesvik eder (Ono vd., 2018;
Repertinger vd., 2004; Wang vd., 2019).

Sinyal yollar1 arasindaki c¢apraz konusma (crosstalk), yara iyilesmesi sirasinda hiicre
gd¢iinii modiile eder. Ornegin, hipoksik kosullarda MSC’ler TGF-B/Smad2 ve PI3K/Akt
yolaklarii aktive ederek fibroblast gogiinii artirir ve yara iyilegsmesini hizlandirir (Jun
vd., 2014). Topikal androjen antagonizmasi, B-katenin niikleer translokasyonunu ve TGF-
B sinyal yolunu inhibe ederek keratinosit gogiinii tesvik eder (Toraldo vd., 2012). Rho
GTPaz, farkli yolaklarin ortak asagi akis diiglimii olarak gorev yapabilir (Deng vd., 2022;
Sedgwick ve D’Souza-Schorey, 2016). Farkli sinyal yollar1 tarafindan diizenlenen hiicre
go¢i tipleri, yara iyilesme siireglerinde degisik 6zellikler gosterir (Dong vd., 2025; Gao
vd., 2022; Huang vd., 2025; Johan vd., 2024; Li vd., 2025; Lv vd., 2020; Peng vd., 2019;
Wang vd., 2022; Wang vd., 2024; Xu vd., 2024; Yu vd., 2020).

2.5.7 Yara iyilesmesinde biiyiime faktorleri

Yara iyilesmesi siirecinin etkin ilerlemesi, gesitli biiyiime faktorlerinin koordineli etkisine
baglidir (Heldin ve Westermark, 1999). Temel biiylime faktorleri arasinda PDGF, TGF-
B, EGF, VEGF, FGF, IGF, KGF ve TNF-a yer alir. Bu faktorler, hiicre gogii,
proliferasyonu, anjiyogenez, inflamasyon kontrolii ve ekstraselliiler matriks sentezi gibi
olaylar1 diizenleyerek doku onariminda kritik roller iistlenir. Diyabet, kronik inflamasyon,
yaslanma, hipoksi ve beslenme yetersizlikleri gibi durumlar bu faktorlerin dengesini
bozarak iyilesme siirecini aksatabilir. Bu nedenle biiylime faktorlerinin dengeli
aktivasyonu, yara iyilesmesinin molekiiler diizeninin korunmasi ve kronik yaralarin

onlenmesi agisindan biiyiik 6nem tasir.

Trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), damar endotelyal hiicrelerinin, diiz kas
hiicrelerinin ve fibroblastlarin proliferasyonunu uyararak hasarli damarlarin onarimina
katkida bulunur (Pierce vd., 1991). PDGF izoformlari, uyarilmis makrofajlar,
fibroblastlar ve endotelyal hiicreler tarafindan salgilanir ve yumusak doku onarimi, kemik

onarimi ve epitel yenilenmesi gibi gesitli yara iyilesme siireglerine katilir (Mitchell vd.,
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1976). PDGF, diger biiylime faktorleriyle sinerjik olarak ¢alisarak doku rejenerasyonunu
destekler ve fibroblastlarin hasarli bolgeye goclinii artirir, kolajen iiretimini tesvik eder
ve graniilasyon dokusu olusumunu hizlandirir (De Pascale vd., 2015; Ross vd., 1990;
Seeger ve Paller, 2015). Trombositler, damar hasarina yanit olarak aktive olur ve PDGF
dahil olmak {izere gesitli biiylime faktorlerini salgilar. Bu salgi, yara iyilesmesinde
inflamasyon ve doku rejenerasyonu arasindaki dengeyi saglar. PDGF, transmembran
tirozin kinaz reseptorlerine, 6zellikle PDGF reseptor-f’ye baglanarak hiicre i¢i sinyalleri
baslatir ve fibroblast ile diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu uyarir (Montmayeur vd.,
1997). Ayrica, IL-1 gibi sitokinlerle birlikte nétrofilleri yara bolgesine ¢ekerek
mikroplarin temizlenmesini destekler ve TGF araciligiyla monositlerin makrofajlara
dontigmesini tesvik ederek doku temizligi ve epitel yenilenmesini kolaylastirir (Hantash
vd., 2008). Klinik olarak, PDGF igeren trombositten zengin plazma (PRP) tedavileri yara
iyilesmesini hizlandirmak i¢in kullanilmaktadir. Bu tedaviler, PDGF’in siirekli salinimini
saglayarak fibroblast ve keratinosit aktivitesini artirir ve yeni kan damarlarinin
olusumunu destekler. Bdylece yara iyilesmesinin tiim asamalar1 daha etkili bir sekilde
ilerler (Allain vd., 2005; Greppi vd., 2011; Kubota vd., 2004; M. Dohan Ehrenfest vd.,
2012).

TGF-B, “transforming growth factors” siiper ailesine ait bir sitokindir ve TGFB1, TGFB2
ve TGFB3 genleri tarafindan kodlanan ii¢ ana izoform igerir (Meng vd., 2016). Beyaz
kan hiicrelerinin tiim alt tipleri TGF-f {iretir. TGF-f reseptorleri tip 1 ve tip 2 alt
birimlerinden olusur; TGF-B baglanmasi tip 2 reseptor kinazin fosforilasyonu ile baglar
ve tip 1 reseptor kinazi aktive ederek cesitli hedef genlerin ekspresyonunu tetikler (Nakao
vd., 1997). TGF-p inaktif formda makrofajlar ve diger hiicreler tarafindan tiretilir; latent
form LTBP ve LAP ile komplekslesir. Plazmin ve trombospondin-1 (TSP-1) gibi
molekiiller, bu kompleksten aktif TGF-f salinimmi tetikler. Makrofajlar, plazma
hiicreleri tarafindan tiretilen IgG’ye bagh latent kompleksleri endosite ederek aktif TGF-
B’y1 ekstraselliiler siviya birakir (Nakao vd., 1997). TGF-B, ozellikle inflamasyon
kontrolii, T hiicre proliferasyonu ve kok hiicre farklilasmasi gibi siireglerde kritik rol
oynar. TGF-B’nin yara iyilesmesindeki rolii, farkli izoformlarin islevleriyle iliskilidir.
TGF-B1; inflamasyon, anjiyogenez, graniilasyon dokusu olusumu ve ekstraselliiler

matriks yeniden sekillenmesinde gorev alir (Okuda vd., 1998). TGF-B1 eksik farelerde
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yara iyilesmesi gecikir, graniilasyon dokusu ve yeni damar olusumu bozulur;
inflamatuvar hiicre yaniti diizensizlesir (Crowe vd., 2000). TGF-B2 ve TGF-B3 ise
fibroblast ve inflamatuvar hiicre gelisimi ile kollajen {iretimini destekler, yeni damar
biiyiimesini tesvik eder ve boylece yara iyilesmesini hizlandirir (Wahl vd., 1987). Yara
stvilarinda TGF-B1, KGF, VEGF, HGF ve MMP-1 diizeyleri artmistir; yanik hastalarinda
CD41/TGF-B1 ireten T hiicreleri yogun olarak bulunur. TGF-B1, monositleri yara
bolgesine ¢eken kemotaktik bir ajan olarak gorev yapar ve fibrotik dokularda yiiksek
konsantrasyonlarda eksprese edilir (Fu vd., 2001). Bu veriler, TGF-f’nin yara
iyilesmesindeki merkezi roliinii ve inflamasyon-regiilasyon mekanizmalarindaki 6nemini

gostermektedir.

VEGF, angiogenez siirecinde kritik rol oynayan bir biiylime faktoriidiir ve yara
iyilesmesinde endotel hiicre proliferasyonu, go¢ ve bazal membran parcalanmasini
diizenler (Stojadinovic vd., 2007; Yamagishi vd., 1999). VEGF, Flt-1 (VEGFR-1), KDR
(VEGFR-2) ve VEGFR3 (Flt-4) gibi reseptorlere baglanir; KDR endotel hiicre
proliferasyonu ve goc¢iinii tetikler, Flt-1 kan damar1 organizasyonu ve gecirgenligi kontrol
eder, VEGFR3 ise lenf angiogenezini tesvik eder (Barleon vd., 1994; Soker vd., 1996).
VEGEF etkisi altinda, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 ve TIMP-1 gibi enzimler aktive
olur, bu da endotel hiicre gociinli ve damar yapisinin yeniden sekillenmesini destekler
(Unemori vd., 1992). VEGF, ayrica prostasiklin ve NO araciligiyla damar duvari
vazodilatasyonunu artirir, VEGF ile indiiklenen lokal proteolitik ortam, ECM ve bazal
membran bilesenlerinin par¢alanmasimi saglayarak angiogenez ve yara iyilesmesini
kolaylastirir (Murohara vd., 1998). VEGF’in anti-apoptotik etkileri, PI3K/AKT1 ve
MAPK yolaklari iizerinden endotel hiicrelerini korumasi ile yara iyilesmesini destekler
(Kallis ve Friedman, 2018). Bu mekanizmalar, hem akut hem de kronik yaralarin yeniden

vaskiilarizasyonu ve dokusal onariminda merkezi bir rol oynar.

EGF, keratinosit proliferasyonu ve gociinii tesvik ederek yara iyilesmesini destekler
(Carpenter ve Cohen, 1979; Martin ve Nunan, 2015; Prigent ve Lemoine, 1992). Hiicre
yiizey reseptorleri araciligiyla EGFR aktivasyonu, DNA sentezi ve hiicre bdliinmesini
tetikler, graniilasyon dokusu olusumu ve fibroblast gogiinii artirir (Carpenter ve Cohen,
1979). UVB, IL-33 ve ANG II gibi faktoérler EGFR-MEK-ERK veya EGFR-PI3K-Akt
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yolaklarimi aktive ederek keratinosit gogii ve proliferasyonunu destekler. Kronik
yaralarda EGFR lokalizasyonu degismistir; ¢ogunlukla keratinosit sitoplazmasinda
birikir ve bu da EGF sinyallemesinin tam olarak ger¢eklesememesine neden olur (Liu vd.,
2012). Ayrica metalloproteazlar (ADAM12) ve IGF-baglayici proteinler EGF ve HB-
EGF aktivitesini etkileyerek yara iyilegsmesinin gecikmesine katkida bulunur
(FALANGA vd., 1992). EGF, keratinosit gogli ve proliferasyonunu artirarak
epitelyalizasyonu destekler; bu siirecte hem integrinler, hem MMP’ler hem de ECM
bilesenleri kritik diizenleyici rol oynar (FALANGA vd., 1992; Liu vd., 2012; Morasso ve
Tomic-Canic, 2005; Nguyen vd., 2020; Savagner vd., 2005; Schirmacher vd., 2001;
Werner ve Grose, 2003). Kronik yaralarda keratinosit proliferasyonu ve gogii, saglikli
deriye kiyasla morfolojik ve fizyolojik olarak farklilik gosterir; hiperproliferatif
epidermis, c-myc aktivasyonu ve diferansiyasyon bozukluklar1 ile iliskilidir
(Panuncialman ve Falanga, 2009; Stojadinovic vd., 2005; Usui vd., 2008).

Fibroblast Biiyiime Faktorleri (FGF’ler), doku miihendisliginde hasar gormiis veya
sagliksiz dokularin onarimi i¢in 6nemli biyolojik ajanlar olarak One ¢ikmaktadir
(Sahakyants ve Vacanti, 2020). Bu bityiime faktorleri, kok hiicrelerin biyolojik siireglerini
ve doku uzmanlagsmasii diizenleyen kimyasal sinyaller saglayarak doku olusumunda
kritik bir rol oynar. Arastirmalar, 6zellikle iyi bilinen FGF ailesinin doku rejenerasyonu
ve onarimi izerinde etkili oldugunu gostermistir (Rophael vd., 2007). FGF ailesi
giiniimiizde 22 iiyeyi kapsamaktadir ve bu proteinler, fibroblast proliferasyonunu
uyarabilmektedir. FGF sinyalleri, cogunlukla FGF reseptorleri (FGFR) araciligiyla iletilir
ve baslica RAS/MAP kinaz sinyal kaskadin1 aktive eder. FGF’ler, cilt, kan damarlar, kas,
yag, tendon/ligament, kikirdak, kemik, dis ve sinir dahil olmak {izere bir¢ok dokunun
onariminda etkili olmustur. Ayrica, transgenik insan FGF’leri ve topikal uygulamalar

yoluyla FGF tedavisi, yara iyilesmesini desteklemek amaciyla kullanilmaktadir.

FGF-2, temel fibroblast biiylime faktorii olarak da adlandirilir ve endotel hiicre
proliferasyonunu tesvik eden VEGFA ile birlikte giiclii bir anjiyojenik etki gdsterir
(Stocco vd., 2007). FGF2, luteal dokuda yeni kan damarlarinin biiyiimesini tesvik ederek
luteal proliferasyondan sorumludur. Bu faktér, FGFRs-1c, -2c ve -3c reseptorleri
araciligryla AKT1, MAPK1/3 (ERK1/2) ve STATI sinyal yollarin1 aktive ederek hiicre
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proliferasyonu ve transkripsiyon siireclerini diizenler (Asakai vd., 1994). FGF2 tedavisi,
luteal fibroblastlarda proliferasyon, kolajen iiretimi ve VEGFA ekspresyonunu artirarak
korpus luteum kaderini etkiler. Bu siirecler, doku yeniden sekillenmesini ve corpus

albicans olusumunu destekler (Turner ve Grose, 2010).

IGF sistemi, insiilin, IGF-1 ve IGF-2 peptid ligandlar1 ile bunlarin olusturdugu
komplekslerden meydana gelir ve ligandlar INSR, IGF-1R ve IGF-2 reseptorlerini aktive
eder (Conover ve Oxvig, 2017). IGF-1, dokularin biiyiime ve olgunlasmasinda kritik bir
rol oynar (Vincent ve Feldman, 2002). Ozellikle kornea epitel, stromal ve endotel
hiicrelerinde IGF-1R, IGF-2R ve INSR ekspresyonu gozlenmistir. Bu sistem, yara
iyilesmesi, homeostaz, hiicre Ozellesmesi ve proliferasyon gibi siire¢lerde 6nemli
biyolojik islevler istlenir. IGF reseptorlerinin aktivasyonu, Ras/Raf ve Rac yollarim
tetikleyerek proliferasyon ve hiicre gociinii destekler. Ayrica, IRS proteinleri araciligiyla
PI3K/Akt yolunu aktive ederek protein sentezini baglatir ve hiicre 6limiinii engeller
(LeRoith vd., 1995; Naeser, 1997; Rocha vd., 2002; Sehat vd., 2010; Titone vd., 2018;
Waraky vd., 2017). IGF-1, 6zellikle kornea epitel ve stromasinda hiicre proliferasyonu ve
farklilasmasini desteklerken, IGF-2 gelisimsel siireglerde rol oynamaktadir (Cuthbertson
vd., 1989; Jiang vd., 2015; Ko vd., 2009; H. K. Lee vd., 2006). Arastirmalar, IGF-1 ve
IGF-2’nin limbik kok hiicrelerin kornea epitel hiicrelerine farklilasmasinda kritik

oldugunu gostermistir (Jiang vd., 2015).

NGF, yara iyilesmesinde inflamasyon, doku olusumu ve doku yeniden sekillenmesi
stireclerinde etkili olan bir norotrofik faktérdiir (Monika vd., 2022). NGF, mast hiicreleri,
notrofiller, makrofajlar, keratinositler, fibroblastlar ve endotel hiicreleri iizerinde
biyolojik etkiler gosterir. Rodent modellerinde, submandibular bezlerin ¢ikarilmasi yara
lyilesmesini yavaslatirken, topikal NGF uygulamasi yara iyilesmesini 6nemli dlciide
hizlandirmistir (Kawamoto ve Matsuda, 2004; Li vd., 1980). Bu bulgular, NGF’nin
tikiiriikten salinmasinin fizyolojik olarak yara iyilesmesine katkida bulundugunu

gostermektedir.

HGF, yetigkin kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (MSC) hareket,

farklilasma ve proliferasyon siireglerinde kritik rol oynayan cok islevli bir sitokindir

55



(Herzog vd., 2003; Maina vd., 1996). Endotelyum ve epitel hiicreleri HGF’den gog,
proliferasyon, biiylime ve hayatta kalma sinyalleri alir. HGF, organ gelisimi, karaciger ve
bobrek rejenerasyonu, kan damarlar1 olusumu ve miyoblast yonlendirilmesinde etkili
olup, hasarli dokularda sitoprotektif bir rol iistlenir. HGF sinyal iletimi, yliksek afiniteli
Met reseptorii lizerinden gergeklesir ve Met reseptorii, Gab-1, SHC ve GRB2 gibi adaptor
proteinlerle etkileserek ras-ERK1/2 ve PI3K yolaklarini aktive eder. Bu mekanizmalar,

hiicresel biiyliime, proliferasyon ve dokunun yeniden yapilandirilmasini destekler

(Danilkovitch-Miagkova ve Zbar, 2002).

2.5.8 Kenevirin yara iyilesmesindeki rolii

Kannabinoidlerin ¢ok ¢esitli hastalik ve patolojik durumlarin tedavisinde potansiyel
uygulamalarini tanimlayan literatiir giderek artmaktadir (Pisanti ve Bifulco, 2019).
Kannabinoidlerin kronik agri, spastisite, anoreksi, bulanti, malignite (Armstrong vd.,
2015; Sarfaraz vd., 2008), astim (Basu ve Dittel, 2011), direngli epilepsi (Olah vd., 2014),
ruh hali ve anksiyete bozukluklari, hareket bozukluklari, néropatik agri, multipl skleroz,
omurilik yaralanmasi, kanser, ateroskleroz, miyokard enfarktiisii, inme, hipertansiyon,
glokom, obezite ve metabolik sendrom, diabetes mellitus ve osteoporoz (Nikan vd., 2016;
Pisanti ve Bifulco, 2019) tedavisindeki kullanimlarin1 agiklayan ¢ok sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Son zamanlarda literatiir, kannabinoidlerin dermatolojik durumlarin
tedavisindeki umut verici roliinii tanimlamaya baslamistir; bunlar arasinda cilt kanseri,
inflamatuvar cilt hastaliklar1 ve pruritus yer almaktadir. Kannabinoid reseptorlerinin
(CBIR ve CB2R) keratinosit proliferasyonu ve diferansiyasyonunu diizenlemede rol
oynadig1 gosterilmistir. CB1R aktivasyonu genellikle proliferasyonu baskilarken
diferansiyasyonu tesvik etmektedir; CB2R aktivasyonu ise bazen ters etki
gosterebilmektedir. Fitokannabinoidler (THC, CBD, CBN ve CBG) ozellikle
hiperproliferatif keratinositlerde anti-proliferatif etki gdstermistir; bu bilesikler arasinda
CBD en yiiksek aktiviteye sahiptir. Bu etkilerin klasik CB reseptorlerine bagli olmamasi,
non-klasik mekanizmalarin da rol oynadigimi diisiindiirmektedir. Diger yandan, saglikli
dokularda topikal CBD’nin proliferasyonu artirici etkilerinin  gbzlemlenmesi,
kannabinoidlerin baglama 6zgli ve kompleks bir etki mekanizmasina sahip oldugunu

gostermektedir. Bu bulgular, topikal CBD ve diger fitokannabinoidlerin kronik veya
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iyilesmeyen yaralarin kenarindaki asir1 proliferatif keratinositleri diizenleyerek yara
iyilesmesini destekleyebilecegini gostermektedir. CBIR agonizmast ve CB2R
antagonizmasi anti-proliferatif etkiler sunarak hiperproliferatif yara kenarinin
kontroliinde potansiyel fayda saglayabilir. Dolayisiyla, kannabinoidlerin yara
iyilesmesindeki rolii, 6zellikle insan derisinde daha fazla arastirilmasi gereken 6nemli bir
alan olarak one ¢ikmaktadir (Weigelt vd., 2021) Kannabinoidlerin (CB’ler), fibrosis ve
re-epitelizasyon dahil yara iyilesmesinde rol oynayan parametreleri diizenleyerek akut
yaralarin iyilesme hizini artirabilecegi ve skarsiz iyilesmeye katki saglayabilecegi
gozlemlenmistir. Fibroblastlar tarafindan kollajen ve diger ekstraseliiler matriks (ECM)
bilesenlerinin depo edilmesi iyilesme icin gerekli olmakla birlikte, bu durum aym
zamanda fibrosis ve skar olusumuna yol acabilir. CB2R aktivasyonu, fibroblast
proliferasyonu, migrasyonu ve ECM birikimini azaltarak anti-fibrotik etki géstermektedir
ve re-epitelizasyonu hizlandirarak yara kapanmasini destekleyebilir. Kannabinoidlerle
yapilan in vitro ve hayvan caligsmalari, CB2 agonizmasinin yara iyilegsmesini olumlu
yonde etkiledigini ve CB2R blokajmin yara kapanmasini geciktirdigini gostermektedir.
Ayrica fitokannabinoidler (CBD, THC, CBN, CBG) hiperproliferatif keratinositlerin
diizenlenmesinde anti-proliferatif etki gostererek kronik ve iyilesmeyen yaralarin

tedavisinde potansiyel fayda saglayabilir (Weigelt vd., 2021)

2.5.9 Brokolinin yara iyilesmesi iizerindeki etkileri

Brokoli, i¢erdigi zengin vitamin, mineral, lif ve fitokimyasal bilesenler sayesinde yara
onariminda potansiyel terapotik etkiler gostermektedir. Brokoli 6zleri; stilforafan,
indoller, A, C ve E vitaminleri, B-karoten, kersetin, kaempferol, glutatyon ve selenyum
gibi bir¢ok biyolojik aktif bilesen igerir. Bu bilesiklerin antioksidan, antimikrobiyal ve
antiinflamatuvar o6zellikleri, doku yenilenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Vitamin C,
kollajen sentezi igin temel bir kofaktordiir. Hidroksilaz enzim sisteminde gorev alarak
hidroksiprolin ve hidroksilizin olusumunu destekler; bu amino asitler kollajen zincirinin
stabilizasyonu i¢in zorunludur. Bdylece C vitamini, hem yeni kollajen liflerinin
olusumunu hem de mevcut liflerin dayanikliligini artirmaktadir. Brokoli ayrica
glukozinolatlar agisindan zengindir ve bu bilesiklerin antimikrobiyal etkilerinin, yara

bolgesinde bakteriyel kaynakli doku hasarin1 6nleyerek kollajen sentezini dolayli yoldan
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artirdigi bildirilmistir (Hakim vd., 2023). Glukozinolatlar, yara bolgesinde enfeksiyonun
baskilanmasia katkida bulunarak inflamasyon siiresini kisaltabilir. Bunun yani sira
brokoli, flavonoidler ve fenolik bilesikler gibi giiclii antioksidanlar bakimindan da
zengindir. Bu bilesikler serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasar1 azaltarak
fibroblast aktivitesini ve prokollajen Tip | sentezini destekler. Bu ozellikleri sayesinde
flavonoidler, yara bolgesinde kollajen birikimini ve doku onarimini kolaylastirici bir rol
iistlenir. Yapilan deneysel gozlemler, brokoli ekstraktinin topikal uygulandiginda yara
bolgesindeki kollajen lif yogunlugunu artirdigini, ayrica inflamatuvar hiicre sayisinda
azalma sagladigim1 gostermektedir. Bu durum, brokolinin igerdigi C vitamini,
glukozinolatlar ve polifenoller gibi bilesiklerin birlikte etkisiyle agiklanmaktadir (Hakim
vd., 2023). Ayrica, bu bilesenlerin fibroblast proliferasyonu ve ekstraseliiler matriks
sentezini uyararak doku yenilenmesini hizlandirdig: bildirilmektedir. Sonug olarak,
brokoli ekstrakti; kollajen sentezini artirici, inflamasyonu azaltici ve oksidatif hasari
siirlayic etkileri sayesinde yara iyilesme stirecine katki saglamaktadir. Bu 6zellikleriyle
brokoli, yara iyilesmesiyle iliskili doku yenilenmesi siire¢lerinde potansiyel bir dogal ajan

olarak degerlendirilmektedir (Hakim vd., 2023).

2.6 Hiicresel Senesens ve Mekanizmalari

Hiicresel senesens ilk olarak kiiltiire edilmis insan fibroblastlarinin siirli ¢ogalma
kapasitesi nedeniyle hiicre dongiisiinden kalict ¢ikis olarak tanimlanmistir (Hayflick ve
Moorhead, 1961). Giiniimiizde ise senesens, onkojenik aktivasyon, oksidatif ve
genotoksik stres, mitokondriyal disfonksiyon, 1sinlama veya kemoterapétik ajanlar gibi
cok cesitli igsel ve digsal etkenlerle tetiklenebilen bir stres yaniti olarak kabul
edilmektedir (Kuilman vd., 2010). Senesensin tanimlayict 6zelligi, hasarli ve yash
hiicrelerin ¢ogalmasin1 siirlayan kalici bir biliylime durmasinin olugmasidir; ancak
senesens programiyla iligkili diger birgok fenotipik degisiklik de senesens hiicrelerinin
patofizyolojik islevlerini anlamak acisindan dnemlidir (Salama vd., 2014). Ornegin,
senesens hiicreler morfoloji degisiklikleri, kromatin yeniden diizenlenmesi ve metabolik
yeniden programlanma geg¢irir ve cogunlukla proinflamatuvar faktorlerden olusan
karmagik bir karisimi salgilarlar; bu karisim “senesens ile iligkili salgisal fenotip” (SASP)

olarak adlandirilir.
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2.6.1 Senesensin fizyolojik rolleri

Hiicresel senesens baslangigta doku kiiltiirii artefakti olarak g6z ardi edilmistir. Ancak
cok sayida veri, senesens hiicrelerin hastalik ve yaslanmanin yam sira normal doku
homeostazin1 da etkileyebilecegini gostermistir (Mufioz-Espin ve Serrano, 2014).
Nitekim, senesens gelisim sirasinda da devreye girebilir (Mufioz-Espin vd., 2013; Storer
vd., 2013) ve doku yeniden sekillenmesi igin gereklidir. Ornegin, yara iyilesmesi
sirasinda senesens hiicrelerin gegici olarak indiiklenmesi gozlenir ve bu durum yara
¢oziilmesine katkida bulunur (Demaria vd., 2014; Jun ve Lau, 2010). Senesens ayni
zamanda koruyucu bir stres yanit1 olabilir. Aslinda senesens, prekanser6z hiicrelerin
cogalmasini sinirlayarak kanserleri 6nleyen giiglii bir antikanser mekanizma olarak bilinir
(Collado ve Serrano, 2010). Bununla birlikte, senesens hiicrelerin birikimi yaslanmayi ve
yasa bagli hastaliklar1 da tetikler (Childs vd., 2015; Van Deursen, 2014). Senesens ve
yaslanma arasindaki baglanti, baslangi¢ta yaslt dokularda senesens hiicrelerin biriktigine
dair gozlemlere dayandirilmistir (Krishnamurthy vd., 2004). Yaslanma siirecinde, kok ve
progenitor hiicrelerin senesensi, dokularin onarim ve yenilenme kapasitesine engel olarak
doku homeostazin1 bozabilir. Son 10 yilda, senesensin yaslanma ve yasa bagh
patolojilerdeki zararli sonucglarina dair anlayisimiz 6nemli 6lc¢lide genislemistir. Bu
farkindali§in artmasinda iki aragtirma hatt1 etkili olmustur. Birincisi, senesens hiicrelerin
tespitine imkén tantyan transgenik modellerin kullanilmasi, bu hiicrelerin bir¢ok yasa
bagl patolojide sistematik olarak tanimlanmasini saglamistir (Mufioz-Espin ve Serrano,
2014). Ikincisi, van Deursen laboratuvari tarafindan onciiliik edilen genetik ve
farmakolojik stratejilerle senesens hiicrelerin segici olarak ortadan kaldirilmasi, senesens
hiicrelerin gergekten yaslanma ve ilgili patolojilerde nedensel bir rol oynayabilecegini
gostermistir (Van Deursen, 2014). Senesens hiicrelerin segici olarak ortadan
kaldirilmasinin, normal yaslanma baglaminda farelerin saglik siiresini dnemli Olciide
uzatmasi ve yasa bagli hastaliklar veya kanser tedavisinin sonuglarini iyilestirmesi (Baar
vd., 2017; Baker vd., 2016; Baker vd., 2011; Chang vd., 2016; Childs vd., 2016; Demaria
vd., 2017), senesens hiicreleri temizleyebilecek bilesiklerin belirlenmesine olan ilgiyi
artirmistir. Ancak bu sézde “senolitik” tedaviler halen 6nemli sinirlamalarla karsi
karsiyadir. Potansiyel yan etkilerinin yan1 sira, senolitik bilesiklerin degerlendirilmesi;

evrensel senesens biyobelirteclerinin eksikligi ve in vivo senesens fenotiplerinin
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heterojenligi gibi faktorler tarafindan kisitlanmaktadir (Sharpless ve Sherr, 2015).
Senesensi baslatan ve siirdiiren yollar iizerine devam eden arastirmalar, biyobelirteglerin

ve potansiyel tedavilerin belirlenmesine yonelik 6nemli bilgiler saglayacaktir.

2.6.2 Kenevirin senesens uizerine etKisi

Kenevirin (Cannabis sativa) senesens tizerindeki etkileri, icerdigi baslica bilesikler olan
A°-tetrahidrokannabinol (THC) ve kannabidiol (CBD) iizerinden incelenmektedir.
(Gerasymchuk vd., 2022) tarafindan yapilan ¢alismada, THC ve CBD’nin fibroblast
hiicrelerinde yaglanma siirecini etkiledigi gosterilmistir. Arastirmada, THC ve CBD
tedavisinin B-galaktozidaz aktivitesini azalttig1 ve boylece hiicre senesansini geciktirdigi
bulunmustur. Ayrica, bu bilesikler fibroblastlarda hiicre biiylimesini artirmis ve hiicre
dongiisii diizenleyicileri ile ekstraselliiler matris (ECM) {iretimi ile iligkili genlerin
ekspresyonunu degistirmistir. Calismada, THC ve CBD’nin yara iyilesmesini metformin,
rapamisin ve triasetilresveratrol gibi yaslanma karsit1 bilesiklere kiyasla daha etkili bir
sekilde iyilestirdigi de belirtilmistir (Gerasymchuk vd., 2022). Buna karsilik, Li ve
arkadaslar1 (2023) CBD’nin insan Sertoli hiicrelerinde etkilerini incelemislerdir. Calisma,
CBD maruziyetinin ¢esitli sinyal yollarini etkileyerek Sertoli hiicrelerinde transkriptomik
degisikliklere yol agtigin1 ve hiicresel senesansi uyardigini gostermistir (Y. Li vd., 2023).
Bu iki calisma birlikte degerlendirildiginde, kenevir bilesiklerinin hiicre tipine bagh
olarak senesans iizerinde farkl etkiler gosterebildigi ortaya konmaktadir; fibroblastlarda

senesanst geciktirirken Sertoli hiicrelerinde senesansi uyarmaktadir.

2.6.3 Brokolinin senesens iizerine etkisi

Brokolinin yaslanma siireci lizerindeki etkileri, igerdigi siilforafan bilesigi araciligiyla
arastirilmaktadir. Sedore ve arkadaslar1 (2025), brokoli tiirevi siilforafanin, yaglanma ile
iliskili gen ekspresyon desenlerini modiile ederek organizmanin yasam siiresini
uzatabilecegini gostermistir. Caligmada siilforafan tedavisinin, transkripsiyonel yaglanma
saati olarak adlandirilan yaglanma gostergesi lizerinde yavaglatict bir etkisi oldugu
bulunmustur. Bu sonuglar, brokolinin siilforafan bilesigi sayesinde yaslanma siirecini

diizenleyebilecegini ve senesansi yavaslatabilecegini ortaya koymaktadir (Sedore vd.,
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2025). Buna ek olarak, Hariton ve arkadaslari (2018) siilforafanin hiicre diizeyinde
yaslanmayr nasil etkiledigini incelemiglerdir. Caligmada, insan fibroblastlarinda
yaslanma siireciyle birlikte glukoz aliminin arttigi, glikoliz hizinin yiikseldigi ve bunun
sonucunda oksidatif hasarin meydana geldigi gosterilmistir. Siilforafan tedavisi ise bu
metabolik degisiklikleri tersine cevirerek hiicre yaslanmasini geciktirmistir. Ozellikle,
glukoz alimini ve glikoliz hizin1 azaltmasiyla oksidatif hasar1 engellemesi, siilforafanin
yaslanma siirecini modiile etme mekanizmasini ortaya koymaktadir (Hariton vd., 2018).
Her iki ¢aligma da brokolinin igerdigi siilforafan bilesiginin, hem organizma diizeyinde
yasam siiresini uzatabilecek gen ekspresyon modiilasyonu hem de hiicresel metabolik

mekanizmalar lizerinden senesansi yavaglatabilecek etkiler sundugunu gdostermektedir.

2.7 Antimikrobiyal Aktivite: Tanim ve Temel Ilkeler

Antimikrobiyal aktivite, bir maddenin mikroorganizma popiilasyonlarinin biiylimesini
inhibe etme veya onlari ortadan kaldirma kapasitesi olarak tanimlanir (Matos vd., 2023).
Bu kavram yalnizca antibiyotiklerle sinirli degildir; antimikrobiyal etki gosteren bircok
dogal veya sentetik bilesik bulunmaktadir. Ornegin, antimikrobiyal peptitler (AMP’ler),
bitki kaynakli eksozom benzeri nanopartikiiller ve baz1 polisakkarit tiirevleri,
mikroorganizmalar iizerinde farkli mekanizmalarla inhibe edici ya da oldiiriicti etkiler
gosterebilir (Matos et al.,, 2023). Antimikrobiyal ajanlar etkilerini genellikle
mikroorganizmanin yapisal biitiinliiglinli veya metabolik islevlerini hedef alarak gdsterir.
Bu ajanlar, hiicre zarinin biitlinliiglinii bozarak veya gecirgenligini artirarak hiicre igi
homeostazi bozar ve bu durum 06zellikle membran hedefli peptitler i¢in karakteristiktir
(Matos et al., 2023). Ayrica bazi ajanlar, hiicre duvar sentezinde yer alan peptidoglikan
ve dis membran bilesenlerine etki ederek bakterinin yapisal stabilitesini azaltir (Matos et
al., 2023). Hiicre yiizeyindeki elektrostatik ve hidrofobik etkilesimleri degistirerek
bakteriyel adezyon veya yiizey yilik dengesini bozan molekiiller de antimikrobiyal etki
mekanizmalar1 arasinda yer alir (Matos et al., 2023). Baz1 antimikrobiyal bilesikler
dogrudan veya dolayli olarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini artirarak oksidatif
stres olusturur; bu durum DNA, protein ve lipitler gibi hiicresel bilesenlerin hasar
gormesine yol acar (Matos et al., 2023). Ayrica bircok dogal veya nanopartikiil temelli

ajan, mikroorganizmalarin biyofilm olusturma kapasitesini azaltarak konak yiizeylerine
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tutunma ve direng gelistirme yeteneklerini smirlandirir (Matos et al.,, 2023).
Antimikrobiyal etkinligin diizeyi, ajanin kimyasal yapisi ile hedef mikroorganizmanin
hiicresel ozellikleri arasindaki iliskiye baghdir. Ajanin yikii, lipofilikligi, boyutu,
elektrostatik etkilesim potansiyeli ve hedefe ulagabilirligi gibi faktorler, antimikrobiyal
etkinin giiciinii belirleyen baslica parametrelerdir (Matos et al., 2023). Bu nedenle
antimikrobiyal aktivite yalnizca maddenin kimyasal dogasma degil, ayn1 zamanda
mikroorganizmanin zar kompozisyonu ve savunma mekanizmalarina da bagli olarak

degiskenlik gosterir (Matos et al., 2023).

2.7.1 Gram pozitif ve gram negatif bakteriler arasindaki yapisal farklar

Gram pozitif bakteriler, kalin bir peptidoglikan tabakasina sahip olup, bu yap1 hiicre
duvarinin mukavemetini artirir. Bu kalin duvar, bazi antimikrobiyal ajanlarin dogrudan
membran bilesenlerine ulagsmasmi kolaylastirabilir. Ozellikle membran etkilesimli
peptitler, Gram pozitif bakterilerin zar lipidleriyle etkileserek membran biitiinliigiinii
bozabilir. Ornegin, antimikrobiyal peptitlerin Gram pozitif bakterilerde membran1 hedef
aldig1 ve zar gecirgenligini artirdigi belirtilmistir (Malanovic ve Lohner, 2016). Bitki
kaynakli bilesikler, Gram pozitif bakterilere kars1 hiicre membraninda bozulma, solunum
zinciri inhibisyonu ya da ATP sentezinin engellenmesi yoluyla antimikrobiyal etki
gosterebilir. Bu tir etki, Ozellikle lipofilik yapilarin membranlarla daha giiclii
etkilesebilmesine dayanir. Flavonoidlerin Gram pozitif bakterilerdeki etkinligi,
lipofiliklikleri ile iliskilidir; lipofiliklik arttik¢a etkinlik de artmaktadir (Adamczak vd.,
2020).

Gram negatif bakteriler, ince bir peptidoglikan tabakasina ek olarak dis membran
(lipopolisakkarit bilesenli) barajina sahiptir. Bu dis membran, bir¢ok antimikrobiyal
bilesigin dogrudan igeri gegmesini engelleyebilir. Porin kanallari, yalnizca belirli kiigiik
ve uygun Ozellikteki molekiillerin gegisine izin verir; bu da antimikrobiyal ajanin dis
membrani agsabilmesini sinirlar (Volzing vd., 2013). Antimikrobiyal peptitler gibi ajanlar,
Gram negatif bakterilere kars1 etki gosterirken once dis membran1 gegmeli, sonra i¢
membrana ulasmalidir. Bu durum, Gram negatiflerde antimikrobiyal etkinligi

smirlandirabilir. Ornegin, polymiksinler Gram negatif bakterilerin dis membranini asarak
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iceri girebilir ve bakteriyel hiicreyi 6ldiirebilir. Ancak bu etki, bakterilerin aktif biiyiime
durumunda daha belirgindir (Volzing vd., 2013). Bitki flavonoidleri, Gram negatif
bakterilere karsi da etki goOsterebilir; ancak etkinlikleri genellikle daha diisiiktiir. Bu
durum, Gram negatif bakterilerin dis membraninin flavonoidlerin hiicre i¢ine gecisini
engellemesinden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, flavonoidlerin lipofiliklikleri

arttikca, Gram negatif bakterilere karsi etkinlikleri de artmaktadir (Adamczak vd., 2020).

2.8 Antifungal Diren¢ ve Candida albicans

Candida albicans, insanlarda en sik rastlanan patojenik maya tiirlerinden biridir ve
ozellikle mukozal enfeksiyonlardan sorumludur. Son yillarda, bu organizmanin
antifungal ajanlara karsi gelistirdigi direng, klinik tedavi stratejilerini ciddi sekilde
zorlagtirmaktadir. Azol sinifi ilaglara karsi direng, C. albicans'm en c¢ok karsilasilan
problemidir ve tedavi se¢eneklerini sinirlamaktadir (Kadariswantiningsih vd., 2025). C.
albicans'n antifungal direng gelistirme mekanizmalar1 olduk¢a cesitlidir. Bunlarin
basinda hedef enzimlerdeki mutasyonlar gelir; 6zellikle ERG11 genindeki degisiklikler,
14a-lanosterol demetilaz enziminin yapisini degistirerek azol ilaglarinin etkisini azaltir
(Kadariswantiningsih vd., 2025). Bunun yani sira, hiicre i¢ine antifungal ajanlarin girigini
engelleyen aktif pompa sistemleri, ilacin etkinligini disiiriir. C. albicans'in biofilm
olusturma kapasitesi de direngte kritik bir rol oynar; biofilm yapilari,
mikroorganizmalarin cevresel streslere karsi direncini artirir ve antifungal ajanlarin
penetrasyonunu engelleyerek tedavi etkinligini sinirlar (Kaur ve Nobile, 2023). Biofilm
icinde bulunan hiicreler, planktonik hiicrelere kiyasla ¢ok daha yiiksek diizeyde direng
gosterir, bu da 6zellikle kronik ve tekrarlayan enfeksiyonlarda tedavi basarisini azaltir.
Klinik agidan, C. albicans'in antifungal direng profili goz 6niinde bulundurularak tedavi
planlanmalidir. Echinocandin smifi antifungaller, ciddi sistemik enfeksiyonlarda
genellikle tercih edilen se¢eneklerdir ve azol direngli suslara karsi etkili olabilir (Wake
vd., 2024). Ancak, bu ilaglarin sinirh etkinligi ve potansiyel yan etkileri nedeniyle, tedavi
siirecinde dikkatli bir degerlendirme gereklidir. Diren¢ mekanizmalarinin ve biofilm
formasyonunun anlasilmasi, tedavi stratejilerinin belirlenmesi ve direncli suslarin erken

tespiti, klinik basar1 i¢in kritik 6neme sahiptir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bitkisel materyaller

o Cannabis sativa yaprak ve saplari

o Brassica oleracea L. var. italica govde ve ¢igegi

3.1.2 Kimyasal maddeler ve cozeltiler

e Musluk suyu (6n yikama)

e Sicak su (bitkilerin kisa siireli daldirilmasi)

e %70 Etanol (bitkilerin dezenfeksiyonu)

e Otoklavlanmis ddH-O (EtOH uzaklastirma ve yikama)

o PBS (Fosfat tamponlu salin)

« RIPA Buffer, Qubit Protein Assay Reagent ve Qubit Protein Standards 1-3

e Gluteraldehit %5 ve %4 Paraformaldehit (TEM i¢in)

e %1 Uranyl acetate ¢ozeltisi (TEM negatif boyama)

 Steril distile su, DPBS (DLS ve hiicre uygulamalari i¢in)
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e Metanol, kloroform, MSTFA, MTBSTFA, i¢ standartlar (GC-MS analizleri igin)

e Hiicre kiiltiirii besiyerleri: RPMI 1640 (%10 FBS, %1 PEV-Strep) ve DMEM
(High Glucose, %10 FBS, %1 PEV-Strep)

e Trypsin-EDTA, PBS, Trypan Blue, MTT, Kristal Violet ¢6zeltisi ve alkol

e Mueller-Hinton Agar (MHA; Merck, Darmstadt, Germany)
e Mueller-Hinton Broth (MHB; Merck, Darmstadt, Germany)

3.1.3 Biyolojik materyaller

Izole edilmis bitkisel eksozomlar ve eksozom pelletleri

o Eksozomdan elde edilmis protein drnekleri

o HaCaT (immortalize insan keratinositleri) ve HDF (primer veya immortalize

insan dermal fibroblastlar) hiicre hatlar

o Bakteriyel ve fungal test suslari: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 43300 ve Candida albicans ATCC 10231.

3.1.4 Cihaz ve laboratuvar ekipmanlar:

o Beher, spatula, Falcon tiipler, filtreler, santrifiij ve ultracentrifiij cihazlar

o Ultrasonik homojenizator, vortex, pipetler ve steril uclar

e TEM ve DLS cihazlari, GC-MS sistemi ve otomatik 6rnekleyici
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o Mikropipetler, pipet uglari, kuvetler, lam/lamel tutucular, inkiibasyon kaplar1

e CO: inkiibatorii, biyogiivenlik kabini, inverted mikroskop, mikroplaka okuyucu

e Nanodrop spektrofotometre, termal dongii cihazi, qPCR cihazi, plate reader

e Hiicre kiiltiirii i¢in T-flask, multiwell plate, cryovial tiipler, serolojik pipetler

3.1.5 Molekiiler biyoloji reaktifleri

e RNA izolasyon kiti ve DNase/RNase free mikro santrifiij tiipler

e cDNA sentez kiti, SYBR Green Master Mix ve tasarlanmig primerler (TGF-b,
VEGF, PDGF, FGF, MMP, Col1A1l, Col1A2, EGF, IL-6, TNF-a)

e Agaroz, agaroz jel boyasi, 100 bp DNA Ladder

» p-Galaktosidaz tahlil kiti

3.2 Yontem

3.2.1 Bitki materyali temini

Deneysel uygulamalar i¢in eksozom benzeri nanopartikiil (pEV) kaynagi olarak kenevir
(Cannabis sativa) ve brokoli (Brassica oleracea L. var. italica) bitki tiirleri segilmistir.
Kenevir (Narlisaray cesidi) bitkisi Ondokuz Mayis Universitesi Kenevir Arastirmalari
Enstitiisii’'nden temin edilmistir. Brokoli bitkisi ise Ankara Yildirim Beyazit Universitesi
Halk Sagligi Enstitlisii'ne bagli Geleneksel, Tamamlayici ve Entegratif Tip Anabilim
Dal1 biinyesindeki Tibbi ve Aromatik Bitkiler Bahg¢esi’nden temin edilmistir.
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3.2.2 Eksozom izolasyonu

Eksozom izolasyonunda, ilk olarak bitkiler musluk suyu ile yikanmis, ardindan sicak suya
kisa stireli daldirilip ¢ikarilmis ve %70’lik etanol ile dezenfekte edilmistir. Etanol
kalintilar1, otoklavlanmis ddH-O ile uzaklastirilmis ve 6rnekler laboratuvar tartimina tabi
tutularak 20 g olarak hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler, 100 mL PBS igerisine alinarak
beherde mekanik pargalama islemi uygulanmis ve bir gece +4°C’de inkiibe edilmistir.
Ardindan, homojenize edilen bitki 6rnekleri 50 mL Falcon tiiplerine siiziilerek biiytlik
partikiillerden arindirilmistir. Siiziilen 6rnekler, 4°C’de kademeli santrifiijleme islemine
tabi tutulmustur; sirastyla 1.000 rpm 15 dakika, 5.000 rpm 15 dakika ve 9.000-10.000
rpm 15 dakika hizlarda santrifiij edilmistir (Sekil 3.1). Her adimin siipernatanti steril
Falcon tiiplerine aktarilmis, gerekmesi halinde 45 um filtre kullanilarak cokeltiler
uzaklastirilmistir. izolasyonun tamamlanmasindan sonra siipernatant, ultrasantrifiijleme
oncesi -20°C’de saklanmigtir. Ultrasantrifiijleme islemi i¢in 80 mL Ornekler tiiplere
alinmis ve cihazin agirlik dengesi saglanmustir. Ornekler 4°C°de, 34.000 rpm (=115.000
x g) hizinda 2 saat 8 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijleme sonrasi slipernatant atilmis
ve pelletler, 80 mL PBS ile yikanarak ayni kosullarda 1 saat 8 dakika tekrar
santrifiijlenmistir. Elde edilen pelletler 700 uL PBS igerisinde resiispanse edilmis ve

homojenligi saglanamamigsa 10-20 saniye sonikasyona tabi tutulmustur. Hazirlanan

eksozom Ornekleri -80°C’de saklanmistir.

Sekil 3.1 Bitki 6rneklerinden kademeli ve ultrasantrifiij yontemleri kullanilarak eksozom benzeri
nanopartikiillerin izolasyonu
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3.2.3 Invitrogen™ Qubit™ 4 Florometre kullanilarak protein miktar: belirlenmesi

-80 de saklanmis olan eksozom ornekleri ¢ézdiiriilmiis ve 10.000 rpm’de 15 dakika
coktiiriilerek stipernatant ayri1 bir ependorf tiipe aktarilmistir. Bu asamadan itibaren
protein miktariin belirlenmesi i¢in hazirlik yapilmistir. Protein miktarlari, Invitrogen™
Qubit™ 4 Florometre ile belirlenmistir. Standartlar ve ornekler icin karigimlar
hazirlanmis, RIPA buffer ile 1:1 oraninda seyreltme yapilmis ve 15-20 kez pipetaj ile
karistirilmistir. Ornekler, karanlik ortamda 15 dakika inkiibe edildikten sonra dlciimler

alinmis ve 1:1 RIPA seyreltilmesi dikkate alinarak sonuglar hesaplanmistir.

3.2.4 Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile eksozom morfoloji ve
boyutunun incelenmesi

TEM analizi i¢in eksozomlarin morfolojisi incelenmistir. Her 6rnek 19 uL PBS ile 1 pL
eksozom Ornegi oraninda PCR tiiplerinde hazirlanmistir. Hazirlanan &rnekler,
numaralandirilmis TEM 1zgaralarina damlatilmis ve oda sicakliginda 10 dakika
bekletilmistir. Kurutma kagidi ile fazla sivi uzaklastirildiktan sonra %5°lik gluteraldehit
ile 5 dakika inkiibe edilerek eksozomlar sabitlenmistir. Ardindan, 5 dakika PBS ile
yikama yapilmis ve kurutma islemi tamamlanmustir. Izlenen TEM gridleri, eksozom

morfolojisi ve boyutunun gézlemlenmesi amaciyla analiz edilmistir.

3.2.5 Dinamik Isik Sacilimi (DLS) ile boyut dagiliminin belirlenmesi

Eksozomlarin boyut dagilimi ve polidispersite indeksi, DLS teknigi ile Sl¢lilmiistiir.
Eksozomlar hacimce 1:10 oraninda DPBS ile seyreltildikten sonra, Nanosizer cihazi

kullanilarak 6l¢timler gerceklestirilmis ve boyut dagilim spektrumlari elde edilmistir.

3.2.6 GC-MS analizi ve veri isleme

Metabolomik analizlerde, izole edilen metabolitler metanol-su-kloroform sistemi ile
tiirevlendirilmistir. Tiirevlendirme ajani olarak N-Metil-N-(trimetilsil) trifluoroasetamid

ve MTBSTFA kullanilmistir. GC-MS analizinde yiiksek enerjili iyonizasyon uygulanmis
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ve elde edilen spektrumlar, MetaboAnalyst yazilimi ile islenerek Ilksel Bilesen Analizi

(PCA) ve 1s1-harita grafikleri olugturulmustur.

3.2.7 Hiicre Kiiltiirii kosullar:

Eksozomlarin biyolojik etkinlikleri, HaCaT (immortalize insan keratinosit) ve HDF
(human dermal fibroblast) hiicre hatlarinda in vitro kosullarda test edilmistir. HaCaT
hiicreleri RPMI 1640 besiyeri ile, HDF hiicreleri ise DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) ile kiiltiire edilmistir. Her iki besiyerine %10 FBS ve gerekli antibiyotikler (100
U/mL PEVisilin ve 100 pg/mL streptomisin) eklenmistir. Hiicreler 37°C ve %5 CO:
iceren inkiibatérde biiyiitiilmiis, morfoloji ve biiylime durumu invert mikroskop ile

diizenli olarak izlenmistir. Besiyerleri 2—3 giinde bir taze besiyerine degistirilmistir.

HaCaT ve HDF hiicreleri, yaklasik %80-90 konfluens diizeyine ulastiginda
pasajlanmistir. Hiicreler, trypsin-EDTA c¢ozeltisi ile kiiltiir kabindan ayrilmis ve uygun
yogunlukta yeni kiiltiir kaplarina aktarilmistir. Pasajlama sirasinda her iki hiicre hattinin
morfolojisinin korunmasima ve proliferasyon kapasitelerinin siirdiiriilmesine 6zen

gosterilmistir.

Hiicre yogunlugu Tripan Mavisi boyama yontemi ile belirlenmis ve TC20 Automated
Cell Counter (Bio-Rad) cihazi kullanilarak sayilmistir. Her iki hiicre hatti igin hiicre
yogunlugu ayarlanarak 96 kuyucuklu plakalara ekim yapilmis; plaka basina 1 x 10 hiicre
olacak sekilde hiicreler dagitilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. Bu siire zarfinda hiicrelerin
tabaka olusturmasi ve saglikli biiyiime gdstermesi saglanmis, eksozom uygulamalari igin

uygun baslangi¢ kosullar1 elde edilmistir.

3.2.8 Hiicrelere eksozomlarin uygulanmasi

Hiicrelere uygulanacak eksozomlarin biyolojik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla
farkli konsantrasyonlarda ve farkli zaman noktalarinda muameleler yapilmis, hiicre

canliligi ve uygun doz belirlemesi MTT testi ile analiz edilmistir. HaCaT ve HDF
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hiicreleri, izole edilen bitkisel eksozomlar (Cannabis sativa, Brassica oleracea L. var.
italica ve sinerjetik) ile 10, 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda 12, 24 ve 48 saat
siireyle muamele edilmistir. Hiicre canliligi, MTT testi ile Ol¢iilmiis ve absorbans
degerleri (590 nm) canli hiicre yogunlugu ile iligskilendirilmistir. Deneyler her biri 3
teknik ve 3 biyolojik tekrar seklinde yiiriitiilmiis ve pozitif/negatif kontrol gruplari dahil

edilmistir.

3.2.9 RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

HaCaT ve HDF hiicrelerinden toplam RNA, ticari bir RNA izolasyon kiti kullanilarak
izole edilmistir. izolasyon sirasinda, hiicrelerden RNA nin biitiinliigiiniin korunmasina
O0zen gosterilmis ve kontaminasyon riskini azaltmak i¢in DNase/RNase free mikro
santriflij tipleri kullanilmistir. Elde edilen RNA &rneklerinin saflik ve konsantrasyonu,
Nanodrop spektrofotometresi ile dlgiilmiis ve A260/A280 oranlar1 degerlendirilmistir.
RNA’nin biitiinligl, %1 agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmis, intakt ribozomal
bantlar tlizerinden kalite dogrulamasi yapilmistir. Saf ve biitiin RNA 6rnekleri, cDNA
sentez kiti (iScript™ cDNA Synthesis Kit veya esdegeri) kullanilarak tek iplikli cDNA’ya
dontistiiriilmiis ve downstream qPCR analizleri i¢in hazirlanmistir. Tiim islemler, her

hiicre hatti i¢in 3 teknik ve 3 biyolojik tekrar seklinde yiirtitiilmiistir.

3.2.10 Primer tasarimi

Hedef genlere (Col 1A1, Col 1A2, FGF, MMP, IL-6) ait primerler, Integrated DNA
Technologies (IDT) PrimerQuest Tool g¢evrimi¢i yazilimi kullanilarak tasarlanmistir.
Genlere 6zgii bolgeler secilmis ve tasarim siirecinde GC igerigi optimize edilmistir
(Cizelge 3.1). Amplikon uzunluklar1 ile olasi ikincil yapilar (6rnegin sa¢ tokasi
olusumlar1 veya dimerizasyon) IDT algoritmalar1 araciligiyla degerlendirilmistir.
Tasarlanan primer dizilerinin 6zgiilliigii, NCBI Primer-BLAST veritaban1 kullanilarak

dogrulanmis ve primerler ticari olarak sentezlenmistir.
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Cizelge 3.1 Primerler, Integrated DNA Technologies (IDT) PrimerQuest Tool kullanilarak
tasarlanmis ve Ozgiillikleri Primer-BLAST veritabani araciligiyla dogrulanmigtir.
Tabloda, ilgili genlere ait ileri (F) ve geri (R) primer dizileri 5'—3’ yoniinde
sunulmustur.

COL1Al1 |CTGCTGGACGTCCTGGTGAA ACGCTGTCCAGCAATACCTTGAG

COL1A2 |GAGGGCAACAGCAGGTTCACTTA TCAGCACCACCGATGTCCAA

FGF GTGTGTGCTAACCGTTACCT GCTCTTAGCAGACATTGGAAG
(FGF-2)

MMP  |TTGAAGCTGCTTACGAATTTGC GAAGCCAAAGGAGCTGTAGATGTC
(MMP-1)

IL-6 TAGCCTCAATGACGACCTAAG GTGGGGCTGATTGGAAACCT

3.2.11 gPCR analizi

Hazirlanan cDNA 0Ornekleri kullanilarak hedef genlerin ekspresyon diizeyleri
Olclilmiistiir. Analiz kapsaminda TGF-B, VEGF, PDGF, FGF, MMP, Coll1A1, CollA2,
EGF, IL-6 ve TNF-a genleri degerlendirilmistir. qPCR calismalari, SYBR Green [ Master
Mix kullanilarak gergeklestirilmis ve floresan sinyal dl¢iimleri LightCycler® Nano cihazi
ile alinmigtir. Reaksiyonlar, her bir hedef gen i¢in 3 teknik ve 3 biyolojik tekrar seklinde
yiriitiilmils, cihazin termal dongli programi iretici protokoliine uygun olarak
uygulanmistir. Amplifikasyon sirasinda olusan floresan sinyalleri ile ¢cDNA miktari
kantitatif olarak belirlenmis ve gen ekspresyon diizeyleri sonraki analizler igin
kaydedilmistir. Hedef gen ekspresyon verileri i¢ kontrol geni B-actin ile normalize edilmis

2*AACT

ve goreli ekspresyon degisiklikleri yontemi kullanilarak hesaplanmistir.

3.2.12 Wound-Healing tahlili

HaCaT ve HDF hiicreleri, uygun kiiltiir kosullarinda monolayer tabakasi olusturacak
sekilde cogaltilmigtir. Hiicre tabakasi tizerinde steril bir pipet ucu kullanilarak dogrusal
bir “yara” alani olusturulmus ve hiicrelerin go¢ ederek bu alan1 doldurma kapasitesi
degerlendirilmistir. Yara olusumundan sonra hiicreler, izole edilen bitkisel eksozomlar

(Cannabis sativa ve Brassica oleracea L. var. italica) ile muamele edilmistir. Yara
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kapanma oranlari, olusturulan baglangic cizgisi ile 24, 48 ve 72 saatlerindeki hiicre
ortiilme alanlar1 karsilagtirilarak hesaplanmistir. Goriintiilerin analizi ve yara alaninin
kantitatif 6l¢limii Image] yazilimi1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Deneyler her hiicre
hatt1 i¢in 3 teknik ve 3 biyolojik tekrar seklinde yiiriitiilmiis ve sonuglar ortalama =+

standart sapma (SD) olarak sunulmustur.

3.2.13 Hiicre yaslanmasi analizi

HaCaT ve HDF hiicreleri, uygun kiiltiir kosullarinda ¢ogaltildiktan sonra, izole edilen
bitkisel eksozomlar (Cannabis sativa ve Brassica oleracea L. var. italica) ile 24 saat
siireyle muamele edilmistir. Hiicre yaglanmasi, f-Galaktosidaz aktivitesine dayali ticari
bir kit kullanilarak degerlendirilmistir. Deney sirasinda hiicreler, yaslanmis ve geng
hiicreler arasindaki morfolojik ve renk degisimlerine gore incelenmis, B-Galaktosidaz
pozitif hiicreler sayilarak kantitatif analiz yapilmistir. Tiim deneyler her hiicre hatt1 igin 3
teknik ve 3 biyolojik tekrar seklinde yiiriitiilmiis, elde edilen veriler ortalama + standart

sapma (SD) olarak sunulmustur.

3.2.14 Antibakteriyel ve anatifungal aktivitenin belirlenmesinde modiilasyon
yonetimi

Bakteriyel ve fungal suslar MHA plaklarinda aktivasyon islemine tabi tutulmustur.
Aktivasyon sonrasi, kiiltiirler 0.5 McFarland standardina goére hazirlanarak, MHB
ortamina inokiile edilmistir. Bakteriyel kiiltiirlerde hiicre yogunlugu 5 x 10° CFU/mL,
fungal kiiltiirde ise 0.5-2.5 x 10* CFU/mL olacak sekilde ayarlanmistir.

Deneysel gruplar, izole edilen bitkisel EV’lerin farkli konsantrasyonlar1 (10, 10¢ ve 107
vezikiil/mL) kullanilarak olusturulmustur. Pozitif kontrol kuyucuklarinda yalnizca
besiyeri ve kiiltiir inokulumu bulunurken, negatif kontrol olarak besiyeri kullanilabilir.

Her kuyucuk i¢in 15 pL kiiltiir inokulumu ve 150 pL. MHB besiyeri eklenmistir.

Bakteriyel kiiltiirler 37 °C’de 24 saat, fungal kiiltiirler ise 35 °C’de 48 saat inkiibe
edilmistir. Kiiltiirlerin optik yogunluklari (ODsoo) mikroplaka okuyucu ile bakteriler i¢in
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6, 12 ve 24 saat; fungus i¢in 24 ve 48 saat sonunda dl¢iilmiistiir. Test gruplarinda kontrol
gruplara gore gozlenen OD diislisleri, EV’lerin olast antimikrobiyal etkisi olarak

yorumlanmustir.

Veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak sunulmustur. Kontrol ve test gruplari
arasindaki istatistiksel farkliliklar, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Dunnett post
hoc testi ile degerlendirilmistir. Tiim analizler GraphPad Prism 8.0 (GraphPad, Boston,
MA, USA) yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ile Eksozom Morfoloji ve
Boyutunun Incelenmesi

Cannabis sativa ve Brassica oleracea L. var. italica kaynakli pEV’ler, Transmission
Electron Microscopy (TEM) ile incelenmistir. Cannabis sativa 6rnekleri 48.000x
biiyiitme ve 80 kV yiiksek voltajda, Brassica oleracea L. var. italica 6rnekleri ise
36.000% biiyiitme ve 80 kV yiiksek voltajda gozlemlenmistir. Her iki goriintiide de
6lcek ¢ubugu 200 nm olarak belirtilmistir. TEM analizleri, her iki tiirdeki partikiillerin
genellikle tekil, kiiresel sekilli ve diizgiin yiizey morfolojisine sahip oldugunu ortaya

koymustur (Sekil 4.1). Bununla birlikte, bazi bolgelerde kiimelenme egilimi

gozlenmistir.
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Sekil 4.1 TEM ile pEV morfolojisinin incelenmesi; tipik vezikiil yapilar1 gézlenmektedir A)
Kenevir, B) Brokoli

4.2 Dinamik Isik Sa¢ilimi (DLS) ile Boyut Dagiliminin Belirlenmesi

DLS analizine gore Cannabis sativa kaynakli eksozom benzeri nanopartikiillerin boyut
dagiliminda iki belirgin pik gozlenmistir. Baskin popiilasyon 122,4 nm (yaklagik 1,90 x
10° partikiil) olarak belirlenirken, ikinci popiilasyon 401,5 nm (yaklasik 7,68 x 10°
partikiil) olarak tespit edilmistir. Grafik incelendiginde esas popiilasyonun 100-150 nm

araliginda yogunlastig1 ve bu boyutlarin eksozomlarin literatiirde tanimlanan tipik araligi
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(30200 nm) ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Bu bulgular, Cannabis sativa tiirevli
nanopartikiillerin biiyiik ¢ogunlugunun eksozom boyut araliginda yer aldigin1 ve elde

edilen 6rneklerin hedeflenen yapilar basariyla igerdigini gostermektedir.

DLS analizinde Brassica oleracea kaynakli eksozom benzeri nanopartikiiller igin iki
belirgin popiilasyon gozlenmis olup, baskin popiilasyon 99,21 nm (yaklasik 7,05 x 10®
partikiil), ikinci popiilasyon ise 303,6 nm (yaklasitk 1,16 x 107 partikiil) olarak
belirlenmistir. Grafik incelendiginde esas popiilasyonun 100 nm civarinda yogunlastigi
ve bu boyut araliginin eksozom boyutlariyla (30-200 nm) uyumlu oldugu goriilmektedir.
Bu bulgular, elde edilen partikiillerin biiyiik ¢cogunlugunun eksozom boyut araliginda
oldugunu ve saflagtirilan Orneklerin hedeflenen boyutta nanopartikiiller igerdigini

gostermektedir (Sekil 4.2)

Sekil 4.2 Dinamik Isik Sagilimi1 (DLS) analizi, her iki bitki tiirlinden izole edilen pEV’lerin boyut
dagilimimi ve partikiil yogunlugu profillerini gostermektedir. A) Kenevir , B) Brokoli

4.3 Invitrogen™ Qubit™ 4 Florometre Kullamilarak Protein Miktar:
Belirlenmesi

Qubit Protein Assay kullanilarak yapilan dl¢iimler sonucunda, bitki kaynakli eksozom
benzeri nanopartikiillerin (pEV’ler) protein konsantrasyonlart belirlenmistir. Cannabis
sativa (kenevir) eksozom fraksiyonunda protein konsantrasyonu 7230 pg/mL (= 7,23
mg/mL) olarak tespit edilmistir. Brassica oleracea L. var. italica (brokoli) eksozom
fraksiyonunda ise protein konsantrasyonu 14500 pg/mL (= 14,50 mg/mL) olarak
Olciilmiistiir. Elde edilen sonuglar, brokoli kaynakli pEV’lerin, kenevir kaynakli pEV ’lere

kiyasla daha yliksek protein igerigine sahip oldugunu gdéstermektedir.
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4.4 GC-MS Tabanh Metabolomik Profilleme ile pEV’lerin Biyoaktif
Iceriklerinin Belirlenmesi

Cannabis sativa (C-EV) ve Brassica oleracea L. var. italica (B-EV) kaynakli eksozom
benzeri nanopartikiillerin metabolit profillerinin belirlenmesi amaciyla gaz kromatografi
kiitle spektrometresi (GC—MS) analizi uygulanmustir. Izole edilen pEV’ler, metabolit
ekstraksiyonu oOncesinde —80 °C’de saklanmis, analizden once kontrolli sekilde
¢oOziilmiistiir. Metabolit ekstraksiyonu i¢in modifiye edilmis metanol:kloroform:su (2:2:1,
v/v/v) yontemi kullanilmigtir. Elde edilen fazlar ayristirildiktan sonra polar faz
(metanol/su) toplanmig, vakum altinda kurutulmus ve analiz Oncesinde iki asamali
tirevleme islemine tabi tutulmustur. ilk asamada, metoksimasyon islemi
gerceklestirilmis; bu amacla 6rnekler 20 mg/mL derisimde hazirlanmis metoksiamin
hidrokloriir ¢ozeltisi (piridin igerisinde hazirlanmis) ile 37 °C’de 90 dakika inkiibe
edilmistir. Bunu takiben silanizasyon asamasinda her 6rnege 100 pL N-methyl-N-
(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (MSTFA) eklenmis ve 37 °C’de 30 dakika siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Tiirevlenmis ornekler, Agilent 7890B GC sistemi ile Agilent
5977A MS dedektorii (Agilent Technologies, USA) kullanilarak analiz edilmistir.
Ayirma iglemi DB-5MS kapiler kolon (30 m % 0.25 mm X 0.25 pm film kalinlig1)
tizerinde gerceklestirilmis; tasiyici gaz olarak helyum 1 mL/dk akis hizinda kullanilmistir.
Enjeksiyon hacmi 1 pL, split orani 10:1 olarak belirlenmistir. Firin sicaklik programa,
baslangi¢ sicakliginin 70 °C’de 2 dakika tutulmasiyla baslatilmis; ardindan sicaklik 6
°C/dakika hizla 300 °C’ye yiikseltilmis ve bu sicaklikta 10 dakika boyunca sabitlenmistir.
Kiitle spektrumu tarama araligt m/z 50-600 olarak belirlenmis, iyonizasyon enerjisi 70
eV olarak ayarlanmistir. Her 6rnek ii¢ teknik tekrarla analiz edilmistir. Ham veriler
Agilent MassHunter yazilimi ile islenmis; pik entegrasyonu ve kiitle spektrumlarinin
tanimlanmast NIST (National Institute of Standards and Technology) 2017 kiitiiphanesi
kullanilarak yapilmistir. Esik benzerlik degeri (match factor) %80’in {izerinde olan
bilesikler tanimlamaya dahil edilmistir. Tanimlanan metabolitlerin yari-kantitatif
degerlendirmesi normalize edilmis pik alanlar iizerinden gerceklestirilmistir. Metabolit
bolluguna gore elde edilen veriler MetaboAnalyst 5.0 yazilimi kullanilarak analiz
edilmistir (Sekil 4.3). Veriler Pareto normalization yontemiyle normalize edilmis,
heatmap ve principal component analysis (PCA) gibi ¢ok degiskenli istatistiksel

analizlerle gorsellestirilmistir. C-EV ve B-EV 6rneklerine ait metabolit profilleri, her bir
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bitkinin biyolojik Ozelliklerini yansitan o6zglin bilesen kiimeleri iizerinden
karsilastirilmistir. Analiz sonucunda elde edilen metabolit listeleri, kimyasal siniflarina

gore (karbonhidratlar, organik asitler, polialkoller, aminoasit tiirevleri, fenolik bilesikler

ve lipidler) gruplandirilarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.3 Bitki kaynakli ekstraseliiler vezikiillerin metabolom profiline ait 1s1 haritasi. Renk
skalasi, secilmis metabolitlerin goreceli bolluklarini gostermektedir (kirmizi: yiiksek,
mavi: diisiik)

4.5 Hiicre Canlihig1 ve ECso Degerlerinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada Cannabis sativa ve Brassica oleracea tiirlerinden elde edilen pEV’lerin
farkli konsantrasyonlarda (1-500 pg/mL) hiicre canliligi izerindeki etkileri incelenmistir
(Sekil 4.4). Cannabis sativa pEV’leri, 24 ve 72 saatlik zaman noktalarinda test edilen tiim
konsantrasyonlarda hiicre canliligi kontrol grubuna kiyasla korunmus, bazi dozlarda
anlamli diizeyde artis gdstermistir. Ozellikle 25-100 pg/mL araliginda proliferatif etkinin
belirgin oldugu, bu etkinin 72. saatte de siirdiigii tespit edilmistir. Brassica oleracea var.
italica pEV’leri, 24. saatte diisiik ve orta dozlarda (10-100 pg/mL) hiicre canliliginda
artis kaydedilmistir. 72. saatte ise yiiksek dozlarda (250-500 pg/mL) hiicre canliliginin
korundugu, toksisiteye rastlanmadigi belirlenmistir. Kombinasyon grubu (S-EV;
Cannabis sativa + Brassica oleracea pEV’leri), 24. saatte diisiikk dozlardan itibaren (1
25 ug/mL) anlamli artislar gézlenmis; 50-250 pg/mL araliginda proliferatif etkinin en
yiiksek diizeye ulastig1 kaydedilmistir. 72. saatte de bu egilim devam etmis ve ozellikle
orta-yiiksek dozlarda (25-250 pg/mL) hiicre canliliginda belirgin artislar tespit edilmistir.
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Sekil 4.4 Farkli konsantrasyonlarda pEV ile zenginlestirilmis kiiltlir ortaminin (gri siitunlar) ve
kontrol medyasinin (siyah siitunlar) 24 saat ve 72 saat inkiibasyon sonrasinda hiicre
canlilig1 iizerindeki etkileri. Istatistiksel analizler, kontrol ve pEV gruplar arasinda
anlamli farklhiliklar oldugunu gostermistir (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p
<0.0001, ns: 6nemsiz). A)Yukaridan asagiya: C-EV, B-EV ve S-EV ile muamele edilen
HDF hiicreleri. B) Yukaridan asagiya: C-EV, B-EV ve S-EV ile muamele edilen
HACAT hiicreleri
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4.6 Yara lIyilesmesi Analizi (HaCaT Hiicre Hattr)

HaCaT hiicrelerinde gergeklestirilen yara iyilesmesi deneyinde, hem Cannabis sativa
(kenevir) hem de Brassica oleracea L. var. italica (brokoli) kaynakli pEV’lerin yan1 sira

sinerjik uygulamalarin etkileri degerlendirilmistir.

4.6.1 Kenevir pEV’leri

Kontrol grubunda 24. saatte %1.45, 48. saatte %24.99 ve 72. saatte %42.85 yara
kapanmasi gozlenmistir. 1/2 doz uygulamasinda 24. saatte %19.84, 48. saatte %39.81 ve
72. saatte %89.74 kapanma kaydedilmistir. 1 doz uygulamasinda 24. saatte %10.27, 48.
saatte %96.73 ve 72. saatte %100 kapanma saglanmistir. 2 doz uygulamasinda ise 24.
saatte %26.72, 48. saatte %85.30 ve 72. saatte %100 kapanma elde edilmistir (Sekil 4.5).

4.6.2 Brokoli pEV’leri

Kontrol grubunda 24. saatte %29.91, 48. saatte %34.70 ve 72. saatte %36.60 yara
kapanmasi tespit edilmistir. 1/2 doz uygulamasinda 24. saatte %16.15, 48. saatte %60.16
ve 72. saatte %100 kapanma gerceklesmistir. 1 doz uygulamasinda 24. saatte %19.30, 48.
saatte %68.25 ve 72. saatte %100 kapanma gozlenmistir. 2 doz uygulamasinda ise 24.
saatte %34.63, 48. saatte %78.10 ve 72. saatte %100 kapanma saptanmistir (Sekil 4.5).

4.6.3 Kombinasyon grubu (Kenevir + Brokoli pEV’leri)

Kontrol grubunda 24. saatte %3.25, 48. saatte %19.01 ve 72. saatte %47.51 kapanma
gozlenmistir. 1/2 doz uygulamasinda 24. saatte %42.00, 48. saatte %68.91 ve 72. saatte
%100 kapanma kaydedilmistir. 1 doz uygulamasinda 24. saatte 9%31.98, 48. saatte
%78.91 ve 72. saatte %100 kapanma elde edilmistir. 2 doz uygulamasinda ise 24. saatte
%33.99, 48. saatte %85.86 ve 72. saatte %100 kapanma ger¢eklesmistir (Sekil 4.5).
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4.7 Yara lyilesmesi Analizi (HDF Hiicre Hattr)

HDF hiicrelerinde yapilan yara iyilesmesi deneylerinde, Cannabis sativa (kenevir) ve
Brassica oleracea L. var. italica (brokoli) kaynakli pEV’lerin yanmi sira sinerjik

uygulamalarin etkileri degerlendirilmistir (Sekil 4.5).

4.7.1 Kenevir pEV’leri

Kontrol grubunda 24., 48. ve 72. saatlerde sirasiyla %25.95, %42.50 ve %45.01 oraninda
yara kapanmasi gozlenmistir. 1/2 doz uygulamasinda bu degerler 24. saatte %55.01, 48.
saatte %82.01 ve 72. saatte %100 olarak kaydedilmistir. 1 doz uygulamasinda 24. saatte
%60.30, 48. saatte %85.01 ve 72. saatte %100 kapanma saglanmistir. 2 doz
uygulamasinda ise 24. saatte %69.86, 48. saatte %84.09 ve 72. saatte %100 kapanma elde
edilmistir. Bu sonuglar, ozellikle yiiksek dozlarda kenevir pEV’lerinin fibroblast

migrasyonu ve yara kapanmasini hizlandirdigini géstermektedir (Sekil 4.5).

4.7.2 Brokoli pEV’leri

Kontrol grubunda 24., 48. ve 72. saatlerde sirasiyla %27.61, %59.61 ve %70.55 yara
kapanmasi saptanmistir. 1/2 doz uygulamasinda 24. saatte %43.65, 48. saatte %63.73 ve
72. saatte %100 kapanma gozlenmistir. 1 doz uygulamasinda 24. saatte %50.57, 48. saatte
%83.15 ve 72. saatte %100 kapanma ger¢eklesmistir. 2 doz uygulamasinda ise 24. saatte
%358.92, 48. saatte %83.63 ve 72. saatte %100 kapanma elde edilmistir. Bu bulgular,
brokoli pEV’lerinin de doz arttikga erken faz kapanmay1 hizlandirdigini ve 72. saatte tam

kapanmaya ulastigini ortaya koymaktadir (Sekil 4.5).

4.7.3 Kombinasyon grubu (Cannabis sativa + Brassica oleracea var. italica pEV’leri)

Kontrol grubunda 24., 48. ve 72. saatlerde %13.07, %32.86 ve %46.81 kapanma oranlari
tespit edilmistir. 1/2 doz uygulamasinda 24. saatte %14.77, 48. saatte %44.06 ve 72. saatte
%89.42 kapanma gergeklesmistir. 1 doz uygulamasinda 24. saatte %11.60, 48. saatte
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%54.09 ve 72. saatte %100 kapanma saglanmistir. 2 doz uygulamasinda ise 24. saatte
%61.04, 48. saatte %81.76 ve 72. saatte %100 kapanma elde edilmistir. Ozellikle 2 doz
sinerjik uygulamanin erken fazda yiiksek kapanma saglamasi, kombinasyonun fibroblast

aktivitesini artirdigini géstermektedir (Sekil 4.5).

A _Control 1/ 1x EC % ECs D _Control 1/2x 2% EC»

r ----

Control 1/2x EC 1x ECs

v
~ A%

i ---.
2

l I----

Control 1/2x EC

N----

Sekil 4.5 A) HACAT-C-EV B) HACAT-B-EV C) HACAT-S-EV D) HDF-C-EV E) HDF-B-EV
F)HDF-S-EV. Farkli konsantrasyonlarda pEV ile zenginlesirilmis kiiltiir ortaminin yara
iyilesmesi fizerindeki etkileri. Cizik iyilesme modeli kullanilarak hiicre gogii 0., 24., 48.
Ve 72. saatlerde mikroskopik goriintiilerle degerlendirilmistir
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4.8 Hiicresel Senesens (Yaslanma) Analizi

Senesens lizerine yapilan B-Gal aktivitesi 6l¢timlerinde, pEV uygulamalarinin hem HDF
hem de HaCaT hiicrelerinde yaslanma belirteglerini anlamlhi 6lglide baskiladigi

gbzlenmistir.

Kontrol gruplarinda tiim dozlarda yiiksek diizeyde -Gal aktivitesi gozlenmis olup relatif
degerler 1.0 olarak normalize edilmistir. Buna karsin pEV uygulanan gruplarda B-Gal
aktivitesinin belirgin bi¢gimde azaldigi gorilmistir (Sekil 4.6). Kenevir kaynakli
pPEV’lerde (1/2X, 1X ve 2X dozlar) B-Gal aktivitesi neredeyse sifir diizeyine yaklasirken,
brokoli kaynakli pEV’lerde de benzer bir azalma gdzlenmistir. Sinerjik uygulamalarda da
ayni sekilde B-Gal aktivitesi kayda deger bigimde baskilanmistir. Bu bulgular, pEV
tedavisinin HDF hiicrelerinde senesens gelisimini giiclii bir sekilde inhibe ettigini

gostermektedir (Sekil 4.7)

Kontrol gruplarinda B-Gal aktivitesi yiiksek seviyede gozlenmis ve relatif degerler 1.0
olarak normalize edilmistir. pEV uygulamalarinda ise B-Gal aktivitesi anlamli derecede
azalmis olmakla birlikte, HDF hiicrelerine kiyasla daha yliksek diizeyde kalmistir (Sekil
4.6). Kenevir kaynakli pEV’lerde 1/2X, 1X ve 2X dozlarda aktivite yaklasik %40-50
oraninda baskilanmistir. Brokoli pEV uygulamalarinda da benzer sekilde azalma tespit
edilmistir. Sinerjik uygulamalarda ise 6zellikle 2X dozda belirgin bir azalma kaydedilmis,
ancak -Gal aktivitesi HDF hiicrelerinde oldugu kadar giiglii bi¢imde inhibe edilmemistir
(Sekil 4.7).

Genel olarak, pEV uygulamalarinin her iki hiicre hattinda da f-Gal aktivitesini diisiirerek
senesensi baskiladigi ortaya konmustur (Sekil 4.6). Bununla birlikte, baskilama etkisinin
HDF hiicrelerinde HaCaT hiicrelerine kiyasla daha gii¢lii oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bu
sonuglar, pEV’lerin anti-senesens potansiyelinin hiicre tipine bagh farklilik

gosterebilecegini disiindiirmektedir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.6 B-galaktozidaz (SA-B-gal) boyamas: ile belirlenen hiicresel yaslanma tizerine pEV
uygulamasinin etkileri A) HACAT hiicreleri, B) HDF hiicreleri
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Sekil 4.7 HDF (A) ve HACAT (B) hiicrelerinde yaglanma belirteci olan f3-galaktozidaz (B-Gal)
aktivitesi tizerine pEV uygulamasinin etkisi

4.9 Bitkisel Eksozomal Vezikiil (0EV) Uygulamalarmmn Total Oksidan Seviyesi
(TOS) Uzerine Etkisi

Cannabis sativa ve Brassica oleracea L. var. italica bitkilerinden elde edilen bitkisel
eksozomal vezikiillerin (PEV) senesens indiiklenmis HDF (Human Dermal Fibroblast) ve
HaCaT (insan keratinosit) hiicre hatlarindaki toplam oksidan seviyesi (Total Oxidant
Status, TOS) tizerindeki etkileri kantitatif olarak incelenmistir. Senesens indiiklenmis
HDF hiicrelerinde, kontrol grubuna kiyasla oksidatif stres seviyeleri anlamli sekilde
artmistir. “Senesens + Kontrol” grubunda TOS degeri, Cannabis sativa ve Brassica

oleracea pEV tedavisi uygulanmadan once sirasiyla yaklasik 5,5 kat ve 4,5 kat artis
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gostermistir. pEV  tedavileri uygulandiginda TOS seviyelerinde belirgin diisiis
gozlenmistir. Cannabis sativa pEV tedavisinde TOS degeri yaklasik 1,2 kat, Brassica
oleracea pEV tedavisinde ise yaklasik 1,3 Kat seviyelerine gerilemistir. Her iki pEV’nin
sinerjik uygulamasinda TOS degeri 1 katin altina diiserek en diisiik oksidatif stres seviyesi
elde edilmistir. Istatistiksel analizler, senesens + kontrol grubu ile pEV tedavi gruplari
arasinda p < 0.0001 diizeyinde anlamli farkliliklar gostermistir. Ayrica, her bir pEV
uygulamasi kendi kontroliiyle karsilastirildiginda da anlamli farklilik gostermistir (Sekil
4.8).

HaCaT hiicrelerinde elde edilen bulgular, HDF hiicrelerinde gozlemlenen trendlerle
paralellik gostermektedir. Senesens + kontrol grubunda TOS degeri yaklagik 7 kat artis
gostermigtir. Cannabis sativa pEV tedavisinde TOS seviyesi yaklagik 1,3 kat, Brassica
oleracea pEV tedavisinde ise yaklasik 1,4 kat seviyelerine gerilemistir. Her iki pEV nin
birlikte uygulanmastyla TOS degeri / katin altina diigerek en etkili oksidatif stres azaltimi
saglanmistir. Tiim HaCaT gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizler p < 0.0001
diizeyinde anlaml1 farklar gostermistir. Bu sonuglar, pEV uygulamalarinin hem HDF hem
de HaCaT hiicrelerinde tutarli ve belirgin bir antioksidan etki olusturdugunu

gostermektedir (Sekil 4.8).

A B
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Total Oxidant
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Sekil 4.8 HDF (A) ve HACAT (B) hiicrelerinde toplam oksidan seviyesi (TOS)
tizerine PEV uygulamasinin etkileri (***p < 0.001, ****p < 0.0001)
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4.10 Bitkisel Eksozomal Vezikiil (0EV) Uygulamalarimn Toplam Antioksidan
Diizeyi (TAS) Uzerine Etkisi

Yaslanmaya bagli olarak oksidatif stresin artmasi ve hiicresel antioksidan savunma
sistemlerinin zayiflamasi bilinmektedir. Bu calismada, Cannabis sativa ve Brassica
oleracea L. var. italica kaynakli bitkisel eksozomal vezikiillerin (pEV), senesens
indiiklenmis HDF ve HaCaT hiicre hatlarindaki toplam antioksidan kapasite (Total

Antioxidant Status, TAS) tizerindeki etkileri incelenmistir

Kontrol grubunda TAS degeri yaklasik 1 kat olarak 6l¢iilmiistiir. Senesens indiiksiyonu
sonrasi tedavisiz kontrol grubunda TAS seviyeleri hem Cannabis sativa hem de Brassica
oleracea pEV tedavisi uygulanmadan 6nce anlaml1 sekilde azalmis ve 6zellikle Brassica
oleracea grubunda TAS yaklastk 0.7 kat seviyesine gerilemistir. pEV tedavileri
uygulandiginda, Cannabis sativa pEV TAS degerini yaklasik 1.5 kat, Brassica oleracea
PEV tedavisi TAS degerini yaklasik 1.4 kat, her iki bitkinin sinerjik pEV tedavisinde ise
TAS degeri yaklagik 1.6 kat seviyelerine yiikselmis ve en yiiksek artig sinerjik tedavide
gbzlenmistir. Istatistiksel analizlerde tiim gruplar arasinda anlamli farkliliklar
gozlenmistir. Cannabis sativa ve Brassica oleracea pEV tedavileri ile senesens + kontrol
grubu arasindaki farklar p < 0.0001 diizeyinde anlamli bulunurken, sinerjik pEV
tedavisinde fark p < 0.01 diizeyinde anlamlidir (Sekil 4.9).

HaCaT hiicrelerinde TAS degerleri HDF hiicreleri ile benzer bir trend gostermistir.
Kontrol grubunda TAS yaklasik 1 kat seviyesindeyken, senesens + kontrol grubunda TAS
degerleri Cannabis sativa ve Brassica oleracea gruplarinda sirasiyla yaklasik 0.75 kat ve
0.8 kat seviyelerine diismiistiir. pEV tedavileri uygulandiginda Cannabis sativa pEV TAS
degerini yaklasik 1.5 kat, Brassica oleracea pEV tedavisi TAS degerini yaklasik 1.3 kat
seviyesine ylikseltmis ve sinerjik pEV uygulamasinda TAS degeri yaklasik 1.5-1.6 kat
seviyelerine cikarak en etkili artis gdzlemlenmistir. Istatistiksel olarak, tim pEV
tedavileri kontrol grubuna gore anlamli fark yaratmistir (p < 0.0001). Brassica pEV
grubunda TAS artis1 diger gruplara kiyasla daha diisiik olmasina ragmen p < 0.01
diizeyinde anlamli bulunmustur (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 HDF (A) ve HACAT (B) hiicrelerinde toplam antioksidan seviyesi (TAS)
tizerine PEV uygulamasinin etkileri (***p < 0.001, ****p < 0.0001)

4.11 Bitkisel Eksozomal Vezikiil (0EV) Uygulamalarimin Oksidatif Stres Indeksi
(OSI) Uzerine Etkisi

Oksidatif stres indeksi (OSI), hiicre i¢i oksidatif yiikiin antioksidan savunma kapasitesine
orant olarak tanimlanir ve TOS’un TAS’a béliinmesiyle hesaplanir. Bu calismada,
Cannabis sativa ve Brassica oleracea L. var. italica kaynakli pEV’lerin, senesens
indiiklenmis HDF ve HaCaT hiicrelerinde OSI {izerindeki etkileri degerlendirilmistir.

Kontrol grubunda OSI degeri yaklasik 1 Kat olarak 6l¢giilmiis ve hiicrelerin oksidatif yiik
ile antioksidan kapasite arasinda dengeyi sagladigini gdstermistir. Senesens indiiklenmis
tedavisiz kontrol grubunda OSI degerleri anlamli sekilde yiikselmis ve Cannabis sativa
grubunda yaklasik 6,5 kat, Brassica oleracea grubunda yaklasik 5,8 kat, sinerjik etki
grubunda ise yaklagik 6,8 kat olarak oOlgiilmiistir. Bu durum, yaslanmanin HDF
hiicrelerinde hem oksidan seviyelerini artirdigini hem de antioksidan kapasiteyi
azalttigin1 gostermektedir. pEV tedavileri uygulandiginda, Cannabis sativa pEV ile OSI
degeri yaklagik 0,9 kat, Brassica oleracea pEV ile yaklasik 1,1 kat, sinerjik pEV
uygulamast ile ise OSI degeri 0,7 kat seviyelerine gerilemis ve en disiik deger sinerjik
tedavi grubunda elde edilmistir. Tiim karsilastirmalarda p < 0.0001 diizeyinde istatistiksel

olarak anlamli farkliliklar gozlenmistir (Sekil 4.10).
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HaCaT hiicrelerinde de benzer egilimler gézlenmistir. Kontrol grubunda OSI yaklagik 1
kat iken, senesens + kontrol grubunda Cannabis sativa ile OSI yaklasik 6,8 kat, Brassica
oleracea ile yaklasik 6,5 Kat, sinerjik etki grubunda ise yaklasik 7 kat seviyelerine
yiikselmistir. Bu sonuglar, yaglanmanin keratinosit hiicrelerinde de oksidatif stres ytikiinii
artirdigini ve redoks dengesini bozdugunu gostermektedir. pEV tedavileri sonrasi
Cannabis sativa pEV ile OSI degeri yaklasik 1,0 kat, Brassica oleracea pEV ile yaklasik
1,2 kat, sinerjik pEV uygulamasi ile ise OSI degeri yaklasik 0,75 kat seviyelerine diismiis
ve tim tedavi gruplarinda senesens + kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

azalma gozlenmistir (p < 0.0001) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 HDF (A) ve HACAT (B) hiicrelerinde oksidatif stres indeksi (OSI) iizerine pEV
uygulamasinin etkileri (****p < 0.0001)

4.12 RNA Izolasyonu ve Saflik Analizi

RNA izolasyonu sonrasi elde edilen oOrneklerin safligi, A260/A280 oranlarn ile
degerlendirildi. Kontrol grubunda A260/A280 orani 2.09 ve RNA miktar1 2259 pg/ml
olarak saptanmigtir. Cannabis sativa kaynakli pEV uygulamasinda A260/A280 oran1 2.13
ve RNA miktar1 1712.2 pg/ml, Brassica oleracea kaynakli pEV uygulamasinda
A260/A280 oran1 2.13 ve RNA miktar1 1756.4 pg/ml, sinerjetik (Cannabis + Brassica)
PEV uygulamasinda ise A260/A280 oran1 2.08 ve RNA miktar1 888.5 pg/ml olarak
belirlenmistir. Elde edilen A260/A280 degerleri, tim gruplarda yliksek saflikta RNA elde
edildigini gostermektedir. RNA miktarlari ise farkli uygulamalara bagl olarak degisiklik
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gostermistir; Ozellikle sinerjistik pEV uygulamasinda RNA miktarinda belirgin bir

azalma gozlemlenmistir.

4.13 cDNA Sentezi

HaCaT hiicrelerinden sentezlenen cDNA oOrneklerinin safligt A260/A280 orani ile
degerlendirilmistir. Kontrol grubunda A260/A280 orant 1.80 ve cDNA miktar1 1289
ug/ml olarak ol¢iilmiistiir. Cannabis sativa pEV uygulamasinda A260/A280 orani1 1.80
ve cDNA miktar1 1228 pg/ml, Brassica oleracea var. italica pEV uygulamasinda
A260/A280 oran1 1.80 ve cDNA miktar1 1288 ug/ml, synergetic (Cannabis + Brassica)
PEV uygulamasinda ise A260/A280 oran1 1.80 ve cDNA miktar1 1254 pg/ml olarak
belirlenmistir. Tiim gruplarda A260/A280 degerlerinin 1.80 civarinda olmasi, yiliksek
saflikta cDNA elde edildigini géstermektedir. cDNA miktarlari ise uygulamalar arasinda
biiylik farklilik gdstermemistir; bu durum, HaCaT hiicrelerinde pEV uygulamalarinin

cDNA sentezi tizerinde sinirli etkisi oldugunu diisiindiirmektedir.

HDF hiicrelerinden sentezlenen c¢cDNA oOrneklerinin safligt A260/A280 orani ile
degerlendirilmistir. Kontrol grubunda A260/A280 oram1 1.80 ve cDNA miktar1 1214
ug/ml olarak dlgtilmistiir. Cannabis sativa pEV uygulamasinda A260/A280 oran1 1.80
ve cDNA miktar1 1280 pg/ml, Brassica oleracea pEV uygulamasinda A260/A280 orani
1.80 ve cDNA miktar1 1184 ug/ml, sinerjetik (Cannabis + Brassica) pEV uygulamasinda
ise A260/A280 oran1 1.80 ve cDNA miktar1 1197 pg/ml olarak belirlenmistir. Tim
gruplarda A260/A280 degerlerinin 1.80 civarinda olmasi, yliksek saflikta cDNA elde
edildigini gostermektedir. cDNA miktarlar1 uygulamalar arasinda kiiglik farkliliklar
gostermis olup, genel olarak HDF hiicrelerinde pEV uygulamalarinin cDNA sentezi

tizerinde sinirl etkisi oldugu gozlemlenmistir.

4.14 Gen Ifadesi Analizi (qPCR)

Bu ¢alisma, C-EV, B-EV ve S-EV uygulamalarinin hem HaCaT keratinositlerinde hem
de HDF fibroblastlarinda anlamli gen ekspresyon degisikliklerine neden oldugunu
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gdstermistir (Sekil 4.11). Ozellikle COL1A1 ve COL1A2 genlerinin yukar regiilasyonu,
bu ekstraselliiler vezikiillerin ekstraselliller matriks (ECM) yeniden yapilanmasini
destekledigini gostermektedir. Fibroblast hiicrelerinde FGF gen ekspresyonundaki
belirgin artis ise PEV’lerin hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu tesvik eden bir
mikrogevre olusturdugunu diisiindiirmektedir. Bu durum, epidermal ve dermal hiicrelerin
yara iyilesmesi siirecinde aktif rol oynadigimi gostermektedir. Ayrica MMP genlerinde
gozlenen yukar regiilasyon, ECM yeniden yapilanmasi fazinda bu enzimlerin kollajen
liflerinin  organizasyonunu diizenleme gorevini yansitmaktadir. Bulgular, pEV
uygulamalarinin ECM’nin hem sentezini hem de yeniden diizenlenmesini fizyolojik bir
denge i¢inde modiile ettigini gostermektedir. Calismamizda kollajen ve MMP gen
ekspresyonlarindaki eszamanli artis, pEV’lerin doku onarimi sirasinda ECM
dinamiklerini dengeli bir sekilde diizenledigini gostermektedir. Ek olarak, HaCaT
hiicrelerinde IL-6 diizeylerindeki artig, stres kosullarinda inflamatuvar yanitin aktive
oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, pEV uygulamalarinin bu sitokin yanitini
diizenleyerek asir1 inflamasyonu baskiladigi belirlenmistir. Kollajen sentezi ve FGF
tiretimi artarken, MMP ve IL-6 gibi molekiillerin ekspresyonu yara iyilesmesinin dogal
fazlariyla uyumlu bir sekilde diizenlenmistir. Son olarak, kombinasyon tedavilerinin tekli
uygulamalara kiyasla daha gii¢lii biyolojik etkiler olusturdugu tespit edilmistir. Bu
sonuglar, pPEV’lerin hem epidermal (HaCaT) hem de dermal (HDF) hiicrelerde yara
tyilesmesini ¢ok yonlii bir bicimde destekledigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.11 HACAT Kkeratinositlerinde (A) ve HDF fibroblastlarinda (B) C-EV ve B-EV
uygulamalarinin qPCR sonuglari. Yara iyilesmesi ile iligkili genlerin (COL1A1,
COL1A2, FGF, MMP, IL-6) ekspresyon diizeyleri, bireysel ve sinerjik kosullar
altinda gosterilmistir. Istatistiksel analizler, kontrol ve pEV gruplar arasinda anlamli
farklar oldugunu ortaya koymustur (**p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001)

4.15 Antimikrobiyal ve Antifungal Aktivite

4.15.1 C-EVs uygulamalarinin antimikrobiyal ve antifungal aktivitesi

C-EVs uygulamalar1 sonucunda, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 iizerinde 107
partikiil/mL konsantrasyonunda 6 ve 12. saatlerde anlamli bir biiyiime inhibisyonu
gbzlenmis; ancak 24. saatte bu etki kaybolmustur. Staphylococcus aureus ATCC 43300
tizerinde ise tiim konsantrasyonlarda herhangi bir biiylime inhibisyonu tespit
edilmemistir. Candida albicans ATCC 10231 iizerinde ise 24 ve 48 saatlerde tiim
konsantrasyonlarda anlamli bir biiyiime azalmasi1 gézlenmistir; 48. saatte etkinin daha

belirgin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.12)
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Sekil 4.12 C-EV’lerin ti¢ farkli mikroorganizma tizerindeki etkileri. (A) Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, (B) Staphylococcus aureus ATCC 43300 ve (C) Candida albicans ATCC
10231 nin biiyiimesi, 6, 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde OD600 degerleri

olgiilerek degerlendirilmistir

4.15.2 B-EVs uygulamalarinin antimikrobiyal ve antifungal aktivitesi

B-EVs uygulamalarinda, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 igin 12. saatte tiim

konsantrasyonlarda kisa siireli bir biiylime artig1 gézlenmis; 6 ve 24. saatlerde anlamli bir

degisiklik bulunmamistir. Staphylococcus aureus ATCC 43300 iizerinde yalnizca 107

partikiil/mL konsantrasyonunda 24. saatte sinirli bir biiylime inhibisyonu saptanmistir.

Candida albicans ATCC 10231 iizerinde B-EVs uygulamalariin herhangi bir etkisi

gbzlenmemistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 B-EV’lerin ti¢ farkli mikroorganizma tizerindeki etkileri. (A) Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, (B) Staphylococcus aureus ATCC 43300 ve (C) Candida albicans ATCC
1023 1’nin bitylimesi, 6, 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde OD600 degerleri
oOlciilerek degerlendirilmistir
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢aligma, Cannabis sativa ve Brassica oleracea var. italica kaynakli eksozom benzeri
nanopartikiillerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini ¢ok yonlii bigimde ortaya
koymustur. Elde edilen bulgular, bu dogal nanoyapilarin cilt biyolojisinde bariyer
biitiinliigli, oksidatif stres kontrolii, inflamasyon modiilasyonu ve yara onarimi gibi
stireglerde islevsel roller listlenebilecegini gostermektedir. DLS analizleri sonucunda, her
iki bitkiden izole edilen partikiillerin biiyiik ¢ogunlugunun 30-200 nm araliginda
yogunlastig1 belirlenmis, bu boyut araligi literatiirde tanimlanan tipik eksozom araligiyla
uyumlu bulunmustur. Cannabis sativa orneklerinde baskin popiilasyon 122,4 nm
(yaklasik 1,90 x 10° partikiil), ikinci popiilasyon 401,5 nm (yaklagik 7,68 x 10° partikiil)
boyutunda; brokoli 6érneklerinde ise baskin popiilasyon 99,21 nm (yaklasik 7,05 x 108
partikiil) ve ikinci popiilasyon 303,6 nm (yaklasik 1,16 x 107 partikiil) olarak tespit
edilmistir. Ozellikle 100-150 nm civarindaki baskin popiilasyon, eksozomlarin bilinen
boyut araligryla uyumlu olup izole edilen partikiillerin eksozom benzeri yap1 6zelliklerini
tasidigin1 gostermektedir. 300400 nm civarinda gozlenen ikinci popiilasyonlar ise
mikropartikiil veya olas1 agregat olusumuna isaret edebilir. Bu tiir ikili dagilimlar,
literatiirde de belirtildigi tizere pEV’lerin biyogenez farkliliklar1 veya saflastirma
siirecinde gerceklesen agregasyonlardan kaynaklanabilmektedir (Songwen Ju vd., 2013;
Kilasoniya vd., 2023).

Protein analizleri sonucunda C-EV 6rneklerinde 7.23 mg/mL, B-EV 6rneklerinde ise 14.5
mg/mL protein konsantrasyonu belirlenmistir. Bu yiiksek degerler, kullanilan izolasyon
yaklasimimin verimliligini ve elde edilen vezikiillerin biyolojik agidan zengin igerik
tasidigin1 gostermektedir. Literatiirde farkli bitki tiirleriyle yapilan calismalarda da
protein miktarlar1 arasinda ¢esitlilik rapor edilmistir (Bokka vd., 2020; Emmanuela vd.,
2024; Iriawati vd., 2024). Bu farkliliklarin, kullanilan bitki materyali, izolasyon protokolii

ve protein tayin yontemlerinden kaynaklandig1 anlasilmaktadir.

GC-MS analizleri, Cannabis sativa ve Brassica oleracea var. italica kaynakli pEV’lerin
cilt biyolojisi agisindan anlamli metabolit profilleri tasidigini gostermistir. C-EV’lerde

belirlenen trehaloz ve gliserol gibi bilesikler, hiicre hidrasyonu ve fotoyaslanma karsiti
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mekanizmalarda kritik rol oynamaktadir (Hara ve Verkman, 2003). Ayrica kafeik asit ve
kinik asit tiirevleri gibi fenolik bilesikler, antioksidan savunmayi1 destekleyerek NF-kB
sinyal yolunun baskilanmasina katkida bulunmus ve inflamatuvar siireglerin
reglilasyonunda rol gostermistir.  B-EV  metabolomunda ise flavonoid ve
fenilpropanoidlerin (quercetin, kaempferol, luteolin tiirevleri) zenginligi 6ne gikmustir.
Bu bilesiklerin giiglii antioksidan aktiviteleri, keratinosit ve fibroblast migrasyonunu
destekleyerek re-epitelizasyonu ve yara onarimini kolaylastirmaktadir (Cizmarova vd.,
2023; Zulkefli vd., 2023). Sfingolipitlerin (fitosfingozin, sfingozin, LPC tiirevleri)
epidermal bariyer biitiinliigiinii koruyucu rolleri de, B-EV’lerin cilt biyolojisinde ¢ok
katmanli bir etki olusturdugunu ortaya koymaktadir (Igawa vd., 2021). Her iki pEV
grubunda da goézlenen jasmonat tiirevleri ve aromatik aminoasitlerin varligi, bu
nanopartikiillerin sadece tasiyict degil, ayn1 zamanda sinyal iletiminde aktif araci

olabilecegi hipotezini desteklemektedir.

Biyouyumluluk degerlendirmesinde pEV’lerin 1-500 ug/mL araliginda hem HaCaT hem
de HDF hiicrelerinde 24-72 saatlik inkiibasyon boyunca non-sitotoksik bir profil
sergiledigi ve hiicre canliligin1 %90°1n {izerinde korudugu saptanmustir. Ozellikle B-EV
grubunda 100 pg/mL ve C-EV grubunda 50 ug/mL konsantrasyonlarinda metabolik
aktivite artist gozlenmistir. Bu durum, pEV’lerin sitotoksisite olusturmadan hiicresel
metabolizmay1 destekleyebilecegini gostermektedir (Kamiloglu vd., 2020; Raimondo

vd., 2022; M. Kim vd., 2023; Iriawati vd., 2024).

Yara iyilesmesi analizlerinde, Cannabis sativa tiirevli pEV’lerin keratinositlerde erken
faz iyilesmesini dramatik bi¢imde hizlandirdigi, brokoli kaynakli pEV’lerin ise daha
dengeli ve siliregen bir kapanma profili olusturdugu belirlenmistir. Kenevir pEV
uygulamalar1 48. saatte %96.73 kapanma oranina ulasirken, 72. saatte %100 kapanma
gozlenmistir. Brokoli pEV uygulamalar ise 48. saatte %60-78, 72. saatte %100 kapanma
ile orta fazda etkinlik gostermistir. HDF hiicrelerinde kenevir pEV’lerinin 24 saatte
%60.30, 48 saatte %85 ve 72 saatte %100 kapanma saglamasi, fibroblastlarin hizli
migrasyon kapasitesiyle iligkilendirilmistir. Bu farkliliklar, hiicre tipine 6zgii ECM
tiretimi ve go¢ dinamikleriyle aciklanabilir (Gerasymchuk vd., 2022; Fahey vd., 2002;
Shibata vd., 2010; Mechchate vd., 2022; Tassaneesuwan vd., 2025).
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Senesens analizlerinde pEV uygulamalari, B-Gal aktivitesinde anlamli azalmalar
saglamigtir. HDF hiicrelerinde gozlenen giiglii diisiis, pEV lerin yaslanma belirteclerini
baskilama kapasitesini ortaya koyarken, HaCaT hiicrelerinde etkilerin daha 1limh
diizeyde oldugu goriilmiistiir. Sinerjik kombinasyonlarin her iki hiicre hattinda da belirgin
anti-senesens etki saglamasi, kombinasyon stratejilerinin potansiyelini gostermektedir.
Benzer sekilde Cho vd. (2021) ginseng hiicre eksozomlarinin UVB ile yaslandirilmis
melanositlerde SA-B-Gal aktivitesini diistirdiigiinii; J.-S. Kim vd. (2023) ise Iris
eksozomlarinin H.O: kaynakli yaglanmay1 azalttigini bildirmistir. Bu bulgularla uyumlu
olarak, calismamizda pEV’lerin senesens kosullarinda antioksidan kapasiteyi artirarak
redoks dengesini iyilestirdigi belirlenmistir. HDF hiicrelerinde pEV tedavisi, oksidan
seviyelerini anlamli sekilde diisiiriirken (p<0.0001), C-EV ve B-EV gruplar1 kontrol
diizeylerine yakin degerlere ulagsmistir. HaCaT hiicrelerinde de benzer bir disiis
gozlenmistir ancak azalma orani fibroblastlara gore daha sinirlidir. Bu farklilik, dermal
fibroblastlarin pEV’lere daha duyarli yanit verdigini diisiindiirmektedir. Bu sonuglar,
Nrf2/AhR ekseninin aktivasyonu ile iligkili antioksidan yanitlar1 bildiren literatiirle de
ortiismektedir (D1 Raimo vd., 2024; Urzi vd., 2023; S. Li vd., 2023; Kim vd., 2021; Kubra
Tombulturk ve Demirci, 2025).

Gen ekspresyonu analizlerinde, COL1A1 ve COL1A2 diizeylerindeki artis pEV’lerin
ekstraseliiler matriksin yeniden yapilanmasini destekledigini gdstermistir. Trentini vd.
(2022) tarafindan elma kaynakli nanovezikiiller ile yapilan ¢alismada da benzer sekilde
COL1A2, COL3Al ve COL6Al genlerinde artig bildirilmigtir. Ayrica FGF
ekspresyonundaki yiikselis, pPEV’lerin hiicre proliferasyonu ve gociinii destekleyen bir
mikrogevre olusturdugunu gostermektedir. MMP genlerindeki artis ise ECM yeniden
yapilanmasi faziyla uyumlu fizyolojik bir siire¢ olarak degerlendirilmistir (Kandhwal vd.,
2022; Krejner vd., 2016; Narauskaité vd., 2021; Di Raimo vd., 2024). IL-6 diizeylerindeki
artisin PEV uygulamalariyla dengelenmesi, inflamatuvar yanitin diizenlendigini ve asir1

inflamasyonun baskilandigin1 gostermektedir (Raimondo vd., 2022).

Antimikrobiyal analizlerde B-EV’lerin etkisi zamana ve konsantrasyona bagli olarak
degiskenlik gostermistir. Pseudomonas aeruginosa iizerinde 12. saatte gegici bir artig

gbzlenmis, Staphylococcus aureus tizerinde ise yiiksek konsantrasyonlarda 24. saatte
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inhibisyon tespit edilmistir. Candida albicans {iizerinde ise anlamli bir etki
saptanmamistir. Bu bulgular, pEV’lerin antimikrobiyal etkinliginin tiir, siire ve doz
bagimli oldugunu goéstermektedir. Cannabis sativa fitokimyasallarinin — sinerjik
“entourage effect” mekanizmasi kapsaminda daha giiglii antimikrobiyal etki
gosterebildigi, CBD’nin MRSA ve VRSA gibi direncli bakterilere kars1 etkili oldugu
literatlirde bildirilmistir (Hanus ve Hod, 2020; Niyangoda vd., 2024; Dudley vd., 2025).
Brokoli kaynakli bilesiklerin ise 6zellikle siilforafan ve uzun zincirli alifatik bilesenleriyle
Gram-pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal etki gosterdigi, bu o6zelligin cilt bakim
tiriinlerinde potansiyel kullanim sundugu rapor edilmistir (Basalirwa vd., 2020; Kumar,

2020; Nandini vd., 2020).

Tiim bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde, Cannabis sativa ve Brassica oleracea var.
italica kaynakli pEV’lerin eksozomal boyut araliginda yer alan baskin popiilasyonlart,
yiiksek protein yiikleri ve biyolojik agidan zengin kargo profilleri ile cilt hiicrelerinde
biyouyumlu ve fonksiyonel etkilere sahip oldugu goriilmektedir. Elde edilen bulgular, bu
PEV’lerin yara iyilesmesi, antioksidan savunma ve yaslanma karsit: siireglerde terapotik
potansiyel tasidigini giiglii bigimde desteklemektedir. Bununla birlikte, ikinci
popiilasyonlarin  yapisinin TEM/SEM analizleriyle dogrulanmasi, metabolomik
bulgularin LC-MS/MS tabanli ileri ¢alismalarla desteklenmesi ve in vivo modellerde
etkinlik testlerinin yapilmasi, bu dogal nanopartikiillerin translasyonel uygulamalara
tasinmasi agisindan 6nem arz etmektedir. Genel olarak, bu ¢alisma hem Cannabis sativa
hem de Brassica oleracea var. italica kaynakli eksozom benzeri nanopartikiillerin
fizikokimyasal, molekiiler ve biyolojik agidan kapsamli bir profilini sunmaktadir. Elde
edilen bulgular, bu nanopartikiillerin yara iyilesmesi, cilt bariyerinin korunmasi,
antioksidan savunma ve inflamasyon modiilasyonu gibi uygulamalarda terapdtik ve
kozmetik potansiyel tasidigmi ortaya koymaktadir. ileriye déniik olarak, pEV’lerin
molekiiler hedeflerinin belirlenmesi, in vivo model caligmalar1 ve translasyonel
arastirmalar, bu yapilarin klinik ve kozmetik uygulamalardaki islevselligini dogrulamak

acisindan 6nem arz etmektedir.
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