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OZET

Asprosin Hormonunun Yara Iyilesmesi Uzerine Etkisinin In Vitro Olarak
Arastirllmasi

Amag: Onemli bir saglik sorunu olan kutandz yaralarin tedavisi amaciyla,
cesitli maddeler yiizyillardir arastirilmis olup yenileri de her gecen giin eklenmekte ve
elde edilen bilgiler bilim 1s1¢1nda giincellenmektedir. Bu ¢alismada, yeni kesfedilen ve
pek cok sistemi birden etkileyebilen bir adipokin olan asprosin hormonunun yara
iyilesmesi tizerindeki olasi etkilerinin in vitro olarak arastirilmasi amaglandi.

Gereg ve Yontemler: Asprosin dozlar1 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200
ng/ml olarak belirlendikten sonra HDF hiicre hattindan elde edilen fibroblast hiicreleri
platelere ekilerek konfluenti saglandi. Daha sonra plateler kontrol, 24 ve 48 saatlik
gruplar seklinde ayrildi. Platelerde, “Yara Cizik Deneyi’ ile yara modeli olusturuldu
ve belirlenen dozlarda asprosin hormonu uygulandi. Biitiin gruplarda hiicre canliliklar
MTT yontemi ile hiicrelerdeki IL-1, [IL-10, fibronektin ve kollajenin
immiinreaktiviteleri immiinositokimyasal yontemle ve bu proteinlere ait gen
ekpresyonlar: Real Time-PCR yontemi ile analiz edildi.

Bulgular: Yara ¢izik deneyi sonrasi asprosin verilen biitiin gruplarda yara
alanlart kontrol grubundan oOnce kapandi, ancak en erken kapanma asprosin
hormonunun 200 ng/ml dozunda gézlendi. Hiicre canlilig; biitiin gruplarda kontrole
gore ileri seviyede ve 200 ng/ml dozunda en yiiksek seviyede tespit edildi. Hem
immiinositokimyasal hem de molekiiler analizlerde, IL-1’in gen ekpresyonu kontrol
ve diger gruplar arasinda farklilik gostermedi. IL-10 ekpresyonununda, asprosin
hormonunun 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarinda 48 saatlik gruplarda anlamli artig
tespit edildi. Asprosinin 200 ng/ml dozunda uygulandig1 48 saatlik gruplarda daha
belirgin olmakla birlikte, 24. ve 48. saatlerde 100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml
dozlarinda fibronektinin yiiksek ekpresyon sergiledigi tespit edildi. Kollajen
ekspresyonunun ise 48 saatlik gruplarda 100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarinda
kontrol grubuna gore yiiksek oldugu belirlendi.

Sonug: Calismamizda, asprosin hormonunun; hiicre proliferasyonunu artirdigi,
anti-inflamatuar etki gosterdigi, fibronektin ile kollajen olusumunu artirarak yara
lyilesmesinde olumlu etkileri oldugu varildi. Bdylelikle asprosin hormonunun
gelecekte yaralarin tedavisinde kullanilabilecek bir ajan olabilecegi diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: HDF Hiicre Hatti, Yara Iyilesmesi, Asprosin,
Immiinositokimya, Real Time-PCR
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ABSTRACT

In Vitro Investigation of the Effect of Asprosin Hormone on Wound Healing

Objective: Various substances have been studied for centuries for the
treatment of cutaneous wounds, which are an important health problem, and new ones
are being added every day, and the information obtained is being updated in the light
of science. In this study, it was aimed to investigate the possible effects of the asprosin
hormone, an adipokine that is newly discovered and affects many systems, on wound
healing in vitro.

Material and Methods: After the asprosin doses were determined as 50 ng/ml,
100 ng/ml, 150 ng/ml, and 200 ng/ml, the fibroblast cells obtained from the HDF cell
line were seeded in the plates, and their confluence were provided. Then, the plates
were divided into control, 24-and 48-hour groups. A wound model was ensured with
the "Wound Scratch Assay," and the asprosin hormone was administered at the
determined doses in the plates. Cell viabilities were analyzed by the MTT method, the
immunoreactivities of IL-1, 1L-10, fibronectin, and collagen by the
immunocytochemical method, and the gene expressions of these proteins with the Real
Time-PCR method, in all groups.

Results: After the wound scratch assay, wound areas were closed in all groups
given the asprosin hormone before the control group, but the earliest closure was
observed at a 200 ng/ml dose. Cell viability was observed at higher levels in all groups
compared to the control, and it was the highest at the dose of 200 ng/ml In both
immunocytochemical and molecular assays, gene expression of IL-1 did not differ
between control and other groups. A significant increase was detected in IL-10
expression at 150 ng/ml and 200 ng/ml doses of asprosin hormone in the 48-hour
groups. Although it was more pronounced in 48-hour groups administered asprosin at
a dose of 200 ng/ml, it was determined that fibronectin exhibited high expression at
100 ng/ml, 150 ng/ml, and 200 ng/ml doses at 24th and 48th hours. It was detected that
collagen expression was higher in the 48-hour groups at 100 ng/ml, 150 ng/ml, and
200 ng/ml doses compared to the control group.

Conclusion: Our study concluded that the asprosin hormone increases cell
proliferation, exhibits an anti-inflammatory effect, and has positive effects on wound
healing by increasing collagen and fibronectin formation. Therefore, it was thought
that asprosine hormone could be an agent that can be used for treatment of wounds in
the future.

Keywords: HDF Cell Line, Wound Healing, Asprosin, Immunocytochemistry,
Real Time-PCR
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1. GIRIS VE AMAC

Hayatimizin belirli donemlerinde karsilastigimiz ve ¢esitli nedenlere bagl
meydana gelen kutandz yaralar, hastalar1 psikolojik, sosyal ve ekonomik yonden
olumsuz etkileyen dnemli bir saglik sorunudur. Hem basit kesilerde hem de yaygin
kutan6z yaralarda, deriyi olusturan dokularin histolojik olarak biitiinliiklerinin
bozulmast séz konusudur. Kutandz yaralar, kesi yarasi, insizyon yarasi, yanik,

diyabetik yara ve basi yarasi gibi yaralar seklinde karsimiza ¢ikmaktadir.

Yara ¢esitleri, biiytikliikleri, akut, kronik, temiz ya da enfekte olmalari, yara
tedavisinde dikkat edilmesi gereken noktalardir. Kesiler ve insizyon yaralar1 gibi
yaralar uygun tedaviyle kisa siirede iyilesirken, yaniklar, diyabetik yaralar ve basi
yaralar1 gibi komplike yaralarin tedavisi uzun zaman ve O6zen gerektirmektedir.
Yaralarin iyilestirilmesi amaciyla kullanilan bir¢ok tedavi yontemi olmasina ragmen,
bazi yaralarin iyilesmesinin uzun slirmesi ve iyilesirken skar dokusu birakmasi
estetiksel kayginin yaninda maddi kayiplar gibi pek ¢ok sorunu da beraberinde
getirmektedir. Komplike yaralarin tedavisinde, yara ortiileri, biyomekanik yara bakimi
(hiperbarik oksijen, ozon vb), GETAT (geleneksel ve tamamlayici tip uygulamalari)
ve PRP (trombositten zengin plazma) gibi farkli tedavi protokolleri kullanilmaktadir.
Ancak, bu yontemlerin bazilarinin yiiksek maliyetli olmasi bazilarinin ise neden
oldugu yan etkiler ve tedavilerinde gidilmesi gereken merkezlere ulagimin zorlugu gibi
nedenlerle kullanimlar kisitli kalmaktadir. Bu durum yara iyilesmesinde yeni tedavi
protokollerinin arastirilmasini gerekli kilmaktadir. Son zamanlarda yara tedavisinde
hormonlarin ve adipokinlerin kullanildigi goriilmektedir. 2016 yilinda kesfedilen
asprosin hormonu, oreksijenik yeni bir adipokindir. Daha 6nce yag otogrefti gibi
giincel tedavi yontemlerinin de yara iyilesmesinde olumlu etkilerinin gosterilmis
olmasi, subkutan beyaz yag dokusundan sentezlendigi gosterilen asprosin
hormonunun da yara iyilesmesi tizerine etkisinin arastirilmasi gerektigini

diistindiirmektedir.

Asprosin hormonu, karacigerde glikoz salinimini artirarak pankreasin f3
hiicrelerinden insiilin sentezini indiiklemekte ve beyinde cAMP bagimli yolakla

dogrudan AgRP + noronlarini uyararak istahi artirict etkiler gostermektedir. Pek ¢ok



sistemi birden etkiledigi gosterilen asprosin hormonunun, kan glikozunu artirdiginin
gosterilmesi ile glukoneogenezle baglanti kurulmus ve monoklonal antikorlar
kullanilarak inhibisyon yoluyla, diyabetli hastalarda umut kaynagi olabileceginden
bahsedilmistir. Diyabetli hastalarda inflamasyonun artmasi gibi ¢esitli faktorlere bagh
olarak gelisen diyabetik yaralarin iyilestirilmesi i¢in bu tip yeni aragtirmalar gelecekte

de yerini alacaktir.

Literatiirde, asprosin hormonunun, pankreas hiicrelerinde disfonksiyon ve
inflamasyona yol agtigin1 gosteren c¢alismalara rastlanmakla birlikte, yanik sonrasi
lyilesme siirecinde olumlu etkili olabilecegini diisiindiiren ¢alismalar da mevcuttur.
Ancak, yeni kesfedilen bir hormon olan asprosin hormonunun yara iyilesmesinde ne
tir bir rol oynayabilecegini deneysel diizeyde arastiran bir calismaya heniiz

rastlanmamustir.

Yaptigimiz tez caligmasinda, oreksijenik bir adipokin olan asprosin
hormonunun, yara iyilesmesi tizerinde gosterdigi etkinin, yara ¢izik deneyi sonrasinda
HDF hiicre hattinda hiicre viabilitesi ile degerlendirilmesi, ardindan IL-1, IL-10,
kollajen ve fibronektin protein ekspresyonlarinin immiinositokimyasal yontemler ve

Real Time-PCR ile karsilastirilarak arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Deri

Deri viicudun disim1 kaplayan tabakayi olusturmaktadir ve viicudun toplam
kiitlesinin % 15-20’sini meydana getiren en biiyiik organdir [1]. Deri, dis ¢evredeki
ajanlara kars1 bariyer olmakla birlikte, immiinolojik bilgiyi uygun efektor hiicrelere
iletmek, viicut sicakligint ve su kaybini diizenleyerek homeostazi saglamak, duyusal
bilgiyi sinir sistemine aktarmak, ekzokrin salgi yoluyla bosaltimda fonksiyon gérmek
ve D vitaminini aktif formuna dontistirmek gibi hayati fonksiyonlar
gerceklestirmektedir [1-3]. Deri, epidermis ve dermis olarak adlandirilan iki tabakadan
olusmaktadir. Epidermis ektodermden koken alirken, dermis ise mezodermden

gelismektedir [1, 2].

Epidermis keratinize ¢ok katli yassi1 (skuamoz) epitelden olugsmaktadir, dermis
ise yogun bir bag dokusundan olugsmaktadir ve bu bag dokusu deriye mekanik destek,
dayaniklilik ve kalinlik kazandirmaktadir (Sekil 2.1) [1, 2]. Dermisin derinlerinde olan
hipodermis; bag dokusu yapisindaki septumlar ile birbirinden ayrilmis lobiiller halinde
diizenlenmis, degisken miktarda adipoz doku igermektedir. Hipodermis deriyi ¢evre

dokulara gevsekce baglar [4].

Derinin kalin ve ince deri olmak {izere 2 tipi vardir [1]. Kalin deri el ayasi ve
ayak tabaninda bulunur [5] ve 5 mm’den daha kalindir ve kilsiz yapidadir. Kalin bir
epidermise sahiptir. Viiciidun kalan diger kisimlarini 6rten deri ince deridir ve 1-2 mm

kalinligindadir ve kil folikiilleri bulundurur. Buradaki deride epidermis ince yapidadir

[1].

Histologlarin kullanmis oldugu kalin ve ince deri tabiri epidermal tabakanin
degerlendirilmesine dayanmaktadir. Anatomik olarak ise, sirt derisi asir1 dermis
tabakasi icermesinden dolay1 kalin deri tabirini almakla birlikte histolog goziiyle
buradaki deri ince derinin epidermisine benzemektedir. Yine anatomik olarak, g6z

kapaginin derisi asir1 derecede incedir [1].
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2.1.1. Epidermis

Ektodermden koken alan epidermis, ¢ok katli yassi (skuamdz) epitelden
olugmaktadir. Bu tabaka siirekli olarak biiylimesine ragmen deskuamasyon sayesinde
kalinlig1 korunmaktadir. Epidermis; baskin olarak keratinosit hiicresi, pigment iireten
melanosit hiicresi, immiin sistem ile iligkili langerhans hiicresi ile duyusal sinir
sonlanmalarinda gorevli merkel hiicresi olmak tizere dort hiicre grubunu igermektedir.
Epidermisin tabaka sayist1 da dorttir. Kalin deride ise bes tabaka halinde
gozlenmektedir [1, 3].

2.1.1.1. Epidermisin Katmanlari

Stratum bazale, diger ismiyle stratum germinatum, dermisin hemen istiinde
bulunan ve tek katli hiicre tabakasi (kiibik ya da algak prizmatik) olup kok hiicreleri

icermektedir. Bu kok hiicrelerin mitotik boliinmesiyle keratinositler meydana



gelmektedir. Keratinositlerin yukariya dogru ilerlemesi ve keratinize hiicrelere
doniismesi sonrasinda deri yilizeyinden bu hiicreler dokiilmektedir. Melanositler de bu
tabakada yer almaktadir [6]. Stratum bazaledeki hiicreler birbirlerine ve stratum
spinozumdaki hiicrelere desmozomlar araciligiyla baglanirken, alttaki bazal laminaya

ise hemidesmozomlar araciligiyla baglanmaktadir [1].

Stratum spinozum, birgok sitoplazmik uzantiyla beraber karakteristik dikensi
(spindz) yapisindan dolay1 bu sekilde isimlendirilmistir. Bu uzantilar komsu hiicrelere
desmozomlarla baglanmistir [6]. Buradaki keratinositler birkag¢ hiicre kalinligindadir
ve bazal tabakadaki keratinositlerden daha biiyiiktiirler [1]. Stratum bazale ve stratum

spinozum tabakalar1 birlikte Malpighi tabakasini meydana getirirler.

Stratum graniilozum, bu katmandaki keratinositlerin keratohiyalin graniilleri
icermesinden dolay1 bu sekilde isimlendirilmistir. Bu graniiller histidin ve sistin adli
proteinleri igerirler ve filagrin ad1 verilen stratum korneumdaki keratin filamentlerini
olusturan proteinin prekiirsorleridirler [7]. Stratum graniilozum katmani, bu
proteinlerin yogun bazofilik boyanmasi sayesinde histolojik kesitlerde kolayca ayirt
edilebilmektedir [1]. Kok hiicrelerin bulundugu stratum bazaleden, stratum korneuma
ilerleyen keratinositler, ¢ekirdeklerini kaybetmeye baslarlar ve bu tabakada
keratinositlerin igleri keratohiyalin graniilleri ile doludur [6].

Stratum lusidum, bazi histologlar bu tabakay1 stratum korneumun alt tabakasi
kabul etmekle birlikte sadece kalin deride belirgindir [6]. Isik mikroskobunda agik
renkte boyanir [1]. Stratum lusidum, keratohyalinin bir transformasyon {iriinii olan ve
yagl veya mumsu sekildeki eleidin maddesini igerir [5, 8]. Eleidin el i¢i, ayak tabani

ve dudakta bulunur [9].

Stratum korneum, keratinositler niikleuslarini ve sitoplazmik organellerini
kaybederek neredeyse tamamen keratin filamentleriyle dolu hale gelirler [10]. Bu
tabakanin derin kisimlar: ekstraselliiler lipid tabakasiyla kaplanir ve bu lipid tabakasi

epidermisteki su bariyerinin temelini olusturur [1, 6].



2.1.1.2. Epidermisin Hiicreleri

Epidermis dort farkl: hiicre tipini icermektedir;

1) Keratinositler

Bu hiicrelr, ileri diizeyde 6zellesen epitel hiicreleri olmakla birlikte, canlilarin
dis diinyadan korunmasini saglamak gibi pek ¢ok islevi yerine getirmekle gorevlidir
[11]. Epidermisin tabakalarindan olan stratum bazaleden koken alirlar. Bu tabakadan
ayrilan keratinositler, keratin (sitokeratin) olusumunu saglamanin yani sira epidermal
su bariyerini de meydana getirirler. Olusan keratin graniilleri, daha sonra bir araya

gelerek ara filamentleri (keratin filamentleri) sekillendirirler [1].

Stratum spinozuma ilerleyen keratinositler, sitoplazmalarinda bulunan serbest
ribozomlar sayesinde keratohiyalin graniillerini sentezlerler. Keratohiyalin graniilleri,
ara filament-iligkili proteinler ve glikolipid i¢eren lamellar cisimcikleri bulundurur. Bu

graniiller ¢ogaldikca, graniiliin icerigi keratinosit sitoplazmasina birakilir [11].

Niikleus ile diger organellerin pargcalanmasi ve plazma membraninin
kalinlasmas1 yoluyla graniiler hiicrelerin, keratinize hiicrelere doniisiimii
gerceklesmektedir. Stratum graniilozum tabakasinda, graniiler tabaka hiicrelerinin
boynuzsu hiicrelere doniisimii  baglar. Bu siireg¢ keratinizasyon olarak
tanimlanmaktadir ve 2-6 saat icinde gergeklesmektedir. Bu silirede olusan keratin
fibriline yaumusak keratin denilirken, kil ve tirnaklarda bulunan keratin fibriline ise sert
keratin denilmektedir [1].

2) Melanositler

Melanositler noral krestten koken alirlar [12]. Epidermiste melanin
sentezleyerek pigment olusumunda goérevli hiicrelerdir [13]. Sentezledikleri melanini
keratinositlere dagitirlar. Lokalizasyon olarak, stratum bazalenin bazal hiicreleri
arasinda serpilmis halde bulunurlar [12] ve keratinositlere gore ¢ok daha yavas bir

hizla sayilari artirirlar [4].



Melanositin yuvarlak sekilli hiicre gévdesi, bazal tabakada bulunur. Stratum
spinozumdaki keratinositlerin arasina kadar uzanan uzantilart sebebiyle dendritik
hiicre olarak adlandirilirlar. Bir melanosit yaklasik 36 keratinosit ile iligkilidir [14].
Melanositin hiicre gévdesi ve uzantilar1 komsu keratinositlere desmozomal baglanti
gerceklestirmezken, bazal lamina yakinindaki melanositler ise hemidesmozomlara

benzeyen yapilar bulundurur [1].

Melanositler, tirozinaz enzimi araciligiyla melanin iretirler. Tirozinaz
aktivitesi tirozini 3,4-dihidroksifenilalanine (DOPA) doniistiiriir, daha sonra DOPA
melanine doniislir. Melanin pigmenti, melanositlerin dendritik uzantilarinda bulunan
melanozomlarda birikir ve daha sonra keratinositlere aktarilir. Boylece cilt ve sag
pigmentasyonu saglanir. Bazal tabakada bulunan melanositlerin keratinost gibi
hiicrelere orani1 viicudun farkli bolgelerinde 1/4 ila 1/10 oranlar arasinda farklilik

gostermekle birlikte tiim 1rklarda sabittir [1].

3) Langerhans hiicreleri

Langerhans hiicreleri, dentritik uzantili olup, epidermiste antijen sunan
hiicrelerdir. Kemik iliginde bulunan ortak lenfoid progenitor hiicrelerden koken alirlar
ve kan dolasimina gegip farklilasarak epidermise go¢ ederler. Langerhans hiicresi,
epidermisten bolgesel lenf diiglimiine goc¢ ederek burada bulunan T lenfosit ile

etkilesime girer [1].

Melanositlerde oldugu gibi Langerhans hiicreleri de keratinositler arasina
sitoplazmik uzantilar gondermesine ragmen malanositlerdeki gibi komsu
keratinositlerle desmozomal baglanti olusturmazlar. Desmozomal baglanti yerine,

keratinositler arasinda bulunan E-cadherin sayesinde birbirleriyle temas kurarlar [4].

4) Merkel hiicreleri

Merkel hiicreleri, stratum bazalede yer alan, epidermisteki epidermal
hiicrelerden koken alan dendritik hiicrelerdir [1]. Parmak uglar1 gibi duyusal uyarinin

cok oldugu deri kesimlerinde sayilar1 daha fazladir [4].



Merkel hiicreleri, komsu keratinosit hiicrelerine desmozomlar araciligi ile

baglanmakta ve sitoplazmalarinda ara (keratin) filament igermektedirler [1].

Merkel hiicreleri, afferent miyelinli sinir liflerinin genislemis u¢ kisimlariyla
iligkilidirler. N6ron terminali, merkel hiicresinin tabanina yakin bir yerde disk ya da
plak seklinde sonlanma olusturarak genisler [1, 4]. Noron ve epidermal hiicrenin

birlikteligi, merkel korpiiskiilii olarak adlandirilir ve bu bir mekanoreseptordiir [4].

2.1.2. Dermis

Dermisin, cildi ve daha derin katmanlar1 desteklemek ve korumak, esneklik ve
gerilme kuvveti saglamak, termoregiilasyona ve duyuya yardimei olmak gibi gorevleri
bulunmaktadir [15, 16]. Epidermisin dermise tutunmasi; epidermisten dermise uzanan
epidermal ¢ikintilar ve dermisten epidermise uzanan dermal papillalar vasitasiyla iKi
doku arasindaki arayiiz genislemeleri saglanarak arttirilmaktadir [1]. Kalin deride bu
ikisine ek olarak dermal ¢ikint1 da bulunmaktadir. Bu da dermatoglifiks denen parmak

ve ayak izinin olugsmasini saglamaktadir [17].

Epidermisin dermisteki hiicrelere baglanmasi, hemidesmozom denilen hiicre
iskeletinin ara filamentleri ile bazal laminaya tutunmasi yoluyla saglanmaktadir [1,
18]. Ayrica aktin filamentleri de bazal laminada fokal adezyonlar sayesinde baglanti
kurmaktadir [1, 18]. Dermis, kan damarlarini, sinir uglarimni, sag koklerini ve bezleri

barindirir [15] ve papiller ve retikiiler tabaka olmak iizere iki tabakadan olusmaktadir

[2].

Papiller tabaka, epidermisin hemen altinda bulunan ve epidermise dermal
papillalar seklinde girintiler yapan tabakadir. Gevsek bag dokusundan olusan bu
tabaka, fibroblastlar, mukavemeti saglayan tip 1 ve tip 3 kollajen lifler ve de
elastikiyeti saglayan elastik lifler iceren retikiiler tabakaya gore, daha ince ve diizensiz
sekilli bir agdan olugmaktadir [3]. Bu tabakada bulunan ve bag dokusunun esas
hiicreleri olan fibroblastlar, ara madde igerigini olusturan; kollajen, elastik ve retikiiler

lifler ve kompleks karbonhidratlar gibi molekiilleri sentezlerler [3].



Papiller tabakada; epidermisi destekleyen ve igine girmeyen kan damarlari,
bazal laminaya penetre sinir uzantilari ile duyusal sinir sonlanmalar1 bulunmaktadir
[1]. Arterlerden gelisen kii¢iik damar aglari, retikiiler dermisten papiller dermise kadar
yiizeysel pleksuslari meydana getirirler. Dermal papillalarda bulunan meissner

korpuskiilleri, dokunma duyusunu saglayan mekanoreseptorlerdir.

Retikiiler tabaka, papiller tabakanin hemen altinda bulunur ve viicudun farkli
kesimlerinde degiskenlik gosterebilmektedir. Papiller tabaya gore daha kalin olan ve
az hiicre iceren bu tabaka kalin ve diizensiz tip 1 kollajen demetleri ve elastik liflerden
olugsmaktadir [3]. Retikiiler tabakanin altinda adipoz doku tabakasi (hipodermis), diiz

kas tabakasi ve bazi bolgelerde ¢izgili kas tabakasi bulunabilmektedir [1].

Retikiiler tabakada da, kan damarlari, sinirsel uzantilar ve duyusal sinir
sonlanmalar1 bulunmaktadir. Arterlerden gelisen kiiciik damar aglari, retikiiler

dermiste derin pleksuslar halinde gézlemlenir.

Dermisin derinlerinde bulunan retikiiler tabakada, pasini korpiiskiilii sayesinde

basing algilanmasi saglanmaktadir.

2.1.3. Epidermal Deri EKleri

Deri ekleri, embriyonik gelisim doneminde epidermal epitelin asagiya dogru
biiyiimesiyle meydana gelirler. Bunlar; kil ve kil folikiillerinden, yag bezlerinden,

apokrin ve ekrin ter bezlerinden ve tirnaklardan olugsmaktadir.

2.1.3.1. Kil ve Kil Folikiilleri

Killar, kil folikiillerinde olusan uzamis keratinize yapilardir. Avug igleri, ayak
tabanlari, dudaklar ve tirogenital agikliklar disinda tiim viicutta bulunurlar. Sert,
keratinize epitel hiicrelerinden olusmuslardir. Kilin rengi, melanositler tarafindan
tiretilen melanin igerigine baghdir. Bazal epidermisteki keratinositler dermise dogru
biiylimeye devam ederler ve dermal papillayr sararlar. Bu hiicreler kil kokiiniin

matriksini olustururlar. Kilin deri tizerindeki gériiniir kismu ise kil govdesidir [1].



Dermiste, kil folikiillerinin orta kismina baglanan ve dermisin papiller
tabakasina uzanan, erektor pili kas1 olarak adlandirilan diiz kas yapis1 bulunmaktadir.
Bu kaslarin kasilmalar1 kil gévdesini yukar1 kaldirir ve cildin yilizeyinde killar1 dik

olarak ¢eker. Bu durum, kisi iisiidiigiinde veya aniden korktugu zaman ortaya ¢ikar [1,

19, 20].

2.1.3.2. Yag Bezleri

Yag bezleri dall1 asiner holokrin bezlerdir. Lobiiler bir goriiniim sergilerler.
Viicudun biiyiik bir kisminda ve dermiste bulunurlar. Avug¢ iglerinde ve ayak
tabanlarinda yag bezleri yoktur. Bir yag bezinin tiim asinuslari, sebumlarin tek bir
kisa kanala bosaltirlar. Sebum kil folikiiliiniin boyun kismina bosaltilir. Sebum, yagl
bir sekresyon ve dejenere olan epitelyal hiicrelerden olusur ve lubrikasyonda rol oynar
ayrica bakterisidal etkileri de bulunmaktadir [1, 4, 21].

2.1.3.3. Ter Bezleri

Dermisin daha derin kisimlarinda bulunurlar. Ter bezleri, ekrin ve apokrin ter

bezleri olmak {izere iki tipe ayrilirlar [1, 4, 19].

2.1.3.3.1. Ekrin (Merokrin) Ter Bezleri

Basit kivrimli tiibiiler bezlerdir. Termoregiilasyonda énemli rol oynarlar. Kil
kokleri ile baglantili degildirler. Kanali epidermise ulasir ve salgiyr cilt ylizeyine
bosaltir. Dudaklar ve dis genital bolgelerin bazi bélgeleri disinda viicudun c¢ogu
kisminda bulunurlar. Sulu kivamda salgi dretirler [1]. Ekrin ter bezleri, 1s1
regiilasyonunda 6nemli gorev iistlenirler. Bunu, terin buharlagmasi neticesinde derinin
sogumasi yoluyla gerceklestirirler. Hipotonik tarzda salgilanan bu sivi, ter
kanallarindan sodyum ve suyun bir kismmnin geri emilmesi nedeniyle kan
ultrafiltratina benzemektedir. Bu sivi degisken miktarda sodyum kloriir, iire, {irik asit
ve amonyak icermektedir. Ter bezlerinin bosaltim kanallari, salgilanmig C17’un geri
alinmasinda gorevli bir kanal proteini olan, Kistik fibroz transmembran iletim

regiilatorii (CFTR) igeren epitel hiicreleriyle sartlmistir [1, 4, 19].
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2.1.3.3.2. Apokrin Ter Bezleri

Biiylik limenlere sahip tiibiiler bezlerdir. Puberteden sonra aktif olmaya
baslarlar ve hormonal degisiklikler, duygusal ve duyusal uyaranlardan etkilenirler.
Viskoz sekresyon yaparlar ve iginde feromonlar vardir. Kil folikiilleri ile iligkilidirler
ve salgilarini onlara bosaltirlar. Aksilla, meme ucunun areolasi, perianal bolge ve dis

kulak yolunda bulunurlar [4, 19, 21].

2.3.1.4. Tirnaklar

Tirnaklar, keratinize hiicrelerden olusan sert keratin plaklardir. Tirnak
yataginin iizerini orterler. El ve ayak parmaklarinin dorsal yiizeylerinde bulunurlar.
Tirnak yatagi, epidermisin malpighi tabakasindan ve altinda bulunan dermisten olugur

[1, 19, 21].

2.1.4. Derinin Embriyolojik Gelisimi

2.1.4.1. Epidermis’in Embriyolojik Gelisimi

Deri iki orijinden gelismektedir. Yiizeydeki katman olan epidermis
ektodermden koken alirken, daha derindeki katman olan dermis ise mezensimden
gelisir. Baglangigta embriyo yiizeyi 6nceleri ektodermal tek katmanla kapliyken, ikinci
aym baglarinda bu tabakayi olusturan hiicrelerde ¢ogalma ve farklilasma baglar.
Yedinci haftanin sonunda periderm hiicreleri olusur ve altinda bazal tabaka bulunur
(Sekil 2.2/B). Altta kalan bazal hiicrelerin proliferasyonuyla olusan hiicreler ara
tabakay1 olusturur. Periderm hiicreleri, stirekli sekilde keratinizasyona ugrayip
boynuzsu tabakay1 meydana getirir. Bu tabaka keratin i¢eren, 6lii hiicrelerden ibarettir.
Ara tabakadaki hiicreler ince tonofibrilleri igeren biiyiik polihedral hiicreler haline
gelir ve boylece spindz tabaka olusur. Spindz tabakanin {izerinde yer alan ve
keratohiyalin graniilleri ile dolu hiicreler ise graniiler tabakay1 olusturur. Dordiincii
aym sonunda epidermis diizenlenmesini tamamlar ve 4 katman ayirt edilir hale gelir.
Deskuamasyonla dokiilen periderm hiicreleri ise fetiisii distan saran verniks kazeozay1

meydana getirir (Sekil 2.2)[22-25].

11



Ekdodernt .] = }. A
: = s eee ]
Mezensim
F ‘1[.1 - =

— (@) =
& F*e e CHke
- _.g@ l’g} = ™ — > Mezensim
Ara
Tabaka

__ ——— Periderm

/e =
/ Bovnuzsu Tabaka
Lorikrin ve Filagrin
-
G ! o — 0
= ? S e Granuler Tabaka
E 10 B i : Spindz Tabaka
= . ‘ Bazal tabaka
(Germinatif Tabaka)
é C] - "‘l (o] Dermis
E’E:‘} D ﬂ (Koriyum)
5 8.
(= -

Sekil 2.2. Embriyolojik donemde epidermisin 4-5. Haftada (A), 7. Haftada (B), 4. Ayda (C), dogumdaki (D)
olusum sathalar1

2.1.4.2. Dermisin Embriyolojik Gelisimi

Dermis, yiizey ektoderminin altinda yer alan mezensimden gelisir [10, 26, 27].
Cogu mezensim kokenli olan dermisin bag dokusundaki farklilagsmalar, lateral
mezodermin somatik tabakasindan kaynaklanmaktadir. Yaklasik 11. haftada
mezensimal hiicreler bag dokusundaki Kkollajen ve elastik lifleri iiretmeye baslar.
Dermis ¢ikintilar halinde epidermise dogru yonelim gosterir. Burada gelisen
kapillerlerle epidermisin beslenmesi saglanmaktadir [28]. Yine bu kisimlarda duyusal
sinir uglar gelisir. Dermisteki kan damarlar1 da mezenkimden kaynaklanmaktadir. i1k

tic ayin sonunda fetal dermisin kan akimi iyi bigimde yerlesmistir [26].
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Dermisteki kil folikiilleri, epitelyal invajinasyonlardan geligirler. Dermise
dogru biiyliyen invajinasyon kil tomurcugunu olusturur. Daha sonra kil tomurcugu
genisleyerek germinal matriks ile dolu kil bulbusuna dontisiir. Mezenkim dokusu
bulbusa dogru invajinasyon yaparak kil papillasini olusturur. Bulbus i¢indeki germinal
matriks hiicreleri keratinize olur ve kili olusturur. Periferik hiicreler de epidermal kdk

kilifin1 olustururlar [23, 24].

Dermiste bulunan ekrin ve apokrin ter bezleri, epidermisten hiicresel
tomurcuklar seklinde mezensime dogru gelisirler [29]. Bu tomurcuklar uzadik¢a
kivrilir, epidermise dogru baglanarak ter kanalinin primordiyumunu olustururlar [26,
30]. Primordiyal kanalin merkezindeki hiicreler dejenere olarak liimen olustururlar
[26]. Bezin salgi kisminda bulunan periferdeki hiicreler ise miyoepitelyal ve salgi
hiicrelerine doniismektedir. Miyoepitelyal hiicreler terin disartya atilmasindan
sorumlu 6zel diiz kas hiicreleridir [10]. Ekrin ter bezleri dogumdan kisa siire sonra
faaliyet gostermektedir [10]. Apokrin ter bezleri kil folikiillerini olusturan epidermisin
bazal tabakasindan kaynaklanirlar. Bu nedenle yag bezleri ve kil folikiilleri ile yakin
iliskilidirler. Dogumda apokrin ter bezleri bulunmasina ragmen aktif degildirler ancak

puberte doneminde aktifleserek salgi tretirler [10, 26].

2.2. Yara

Yara; biyolojik, fiziksel ya da kimyasal travmalar sonucunda normal deri
biitiinliigiiniin tahribata ugramasidir [31, 32]. Kutanoz yaralar, cesitli zedeleyici
nedenlere bagli gelisen derinin epidermis, dermis ve hipodermis tabakalarindaki hasar

sonucu meydana gelir.

2.2.1. Yara Cesitleri

Kutandz yaralar, nedene ve sonugta ortaya ¢ikan hasara bagl olarak birkag
sekilde kategoriye ayrilirlar. Olus zamanma gore, akut ve kronik yara, derinin
biitiinliigliniin  bozulmasina goére, kapali ve agik yara, yaranin kontaminasyon

durumuna gore ise temiz ve enfekte yara seklinde ifade edilmektedir.
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Akut yara; gecici bir nedene bagli, keskin nesneler ya da darbelerle travma

sonrasinda olusan ve kisa siirede iyilesen yaralardir [33, 34].

Kronik yara; iyilesmeyi engelleyen ve iyilesme siiresini uzatan bir¢ok faktor
(damarsal, sinirsel, hiicresel vb) olmasinin yaninda, genellikle sistemik nedenlere bagh
olarak gelisen ve genelde uygun yara bakimi sonrasi ii¢ ay i¢inde iyilesmeyen [35] ve
tekrar eden yaralardir [33, 34].

Kapal yara; deri biitiinligli bozulmadan; kiint travma sonucu sizan kanin
pihtilasmasina bagli petesi, purpura ekimoz seklinde goriiniimler veren kontiizyon
yaralari, doku ya da organ bosluklari arasina sizintiyla gelisen hematom yaralari,
ezilme yaralar ile kemik kirigi yaralari deri altindaki dokularin hasar gordigi

yaralardir [36].

Acik yara; derinin kesilmesi, yirtilmasi, siyrilmasi, yanmasi gibi deri
biitiinligii kayboldugunda olusan yaralardir. Bu tiir yaralarda mikroorganizmalar yara

igine kolayca giris yolu bulabilmektedir [36].

Temiz yara; inflamasyonun goriilmedigi, enfekte olmamus, sindirim yolu ve

tirogenital yoldan uzak yerlerde bulunan yaralardir [36].

Enfekte yara; inflamasyonun gézlendigi, yara yerinde mikroorganizmalarin,
6li dokunun, yabanci cismin ya da fekal kontaminasyonun bulunabildigi, ge¢ kalinmis

tedavi sonrasinda gelisen yaralardir [36].
2.2.2. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi, derideki hasarin, yara olugmasi sonrasinda meydana gelen
molekiiler olaylar sonucunda iiretilen sitokinler, kemokinler, biiylime faktorleri ve
cesitli mediyatorler araciligi ile gerceklesen onarim siirecidir. Kutandz yara iyilesmesi

iki sekilde gerceklesmektedir;

1) Primer yara iyilesmesi; az sayida epitel ve bag doku hiicresinin yikildigi,
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dar insizyon alani igeren, az komplike, cerrahi siitiirler ile bir araya
getirilen, enfekte olmamis cerrahi insizyon birlesmesi durumunda
gerceklesen iyilesme tipidir [37].

2) Sekonder yara iyilesmesi; inflamatuar {ilserasyon, abse olusumu, genis
doku defektinin bulundugu, biiyiik defektler sonrast genis hiicre ve doku
kaybinin gozlendigi, komplike, kenarlar1 ayrilmis, ¢ok miktarda

graniilasyon dokusu igeren yaralarda gerceklesen iyilesme bigimidir [37].

Kutan6z yaranin iyilesme siireci, i¢ i¢e geg¢mis hemostaz, inflamasyon,
proliferasyon ve remodeling (yeniden sekillenme) fazlarindan olusan karmasik bir

stiregtir (Sekil 2.3)[1, 31, 38, 39].
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Sekil 2.3. Yara iyilesmesinin fazlari

Hemostaz fazi: Yaralanmadan sonra dakikalar i¢inde gelisen ilk fazdir [40].
Travma sonrasinda gelisen ilk yanit piht1 olusumudur. Trombositler, travma olusur
olusmaz goérev almaya baslarlar. Yaranin kanamasiyla trombositler damardaki
trombojenik subendotele temas ederler [41] ve damarda gelisen vazokonstriksiyon ile
birlikte tikag olusturarak kanamayi azaltirlar [31]. Trombositler sadece hemostazi
saglamakla kalmazlar. Iyilesmeye yardimci olmak igin; PDGF (platelet derived
growth factor), EGF (epidermal growth factor), FGF (fibroblast growth factor), TGF-
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B (transforming growth factor beta), IGF-1 (insulin like growth faktor-1), koagiilasyon
olusumu, fibrinojen, fibronektin, histamin, serotonin, bradikinin ve prostaglandin gibi
inflamatuar mediyatorleri salip inflamasyona yardim ederler. Trombositlerin,
kemostatik etkisi sayesinde ndétrofil, makrofaj ve lenfosit gibi inflamatuar hiicreler
olay yerine gelirler [1]. Yarali alana gelen makrofaj ve notrofiller; fagositoz yoluyla
debris, nekrotik doku ve bakteriyel unsurlar1 ortadan kaldirarak faaliyet gosterirler.
Faktor 12 (hageman faktor), endotel hasarina bagli olarak meydana gelen
subendotelyal kollajenin dolasimdaki trombositlerle temasi sonucunda aktive olur,
koagiilasyon kaskadini uyarir. Bu faktor, kompleman, kinin ve koagulasyon
sistemlerini uyarir [42]. Intrensek ve ekstrensek koagiilasyon asamalarinda faaliyet
gostererek protrombinden trombin olusumunu destekler, olusan trombin ise
fibrinojenden fibrine gegiste gorev alir. Fibrin, ani vazokonstriksiyon saglar, yara

alaninda hemostazi ve hiicre proliferasyonunu gergeklestirir [43-46].

Inflamasyon fazi: Noétrofil, makrofaj ve lenfositlerin yara bolgesine
gelmesiyle baglayan fazdir [40]. Trombositler, nétrofiller ve diger 16kositler IL-1, I1L-
6, TNF-a (tumor necrosis factor-alfa) gibi sitokin ve biiylime faktorlerinin salinimini
saglayarak inflamatuar siireci uyarirlar [47]. Olay yerine ilk gelen hiicre nétrofildir
[48]. Notrofiller 24 saatte toplu halde inflamasyon alanina gelirler ve enfeksiyon
olmamasi halinde 2-5 giin kadar bulunurlar [38, 47]. Noétrofillerden kisa siire sonra
makrofajlar da olaya istirak ederler [40]. Makrofajlar yaralanmadan 48 saat sonra
yaraya sizip, inflamatuar fazin sonuna dek ortamda varligini siirdiirtirler [49].
Makrofajlar, yara iyilesmesinin en Onemli fazlar1 igin gereklidir [38] ve yara
alanindaki bakteriyel ajanlarin ve nekrotik dokunun uzaklastirilmasinda énemli rol
oynarlar [50]. Fagositik faaliyetlerinin yaninda, iyilesmenin inflamatuar fazindan
proliferatif fazina gecisinde de rol alirlar. PDGF, TGF B, TGF-a (transforming growth
factor alfa), IGF-1, PAF (platelet aktivating factor), TNF o, FGF, EGF, VEGF
(vascular endothelial growth factor), IL-1 ve IL- 6 gibi birgok sitokin ve biiyiime
faktoriinlin salinmmin1 gergeklestirirler [51]. Boylelikle, keratinositlerin ve yeni doku
matriksinin sentezini saglayan fibroblastlarin ¢ogalmasimmi ve de anjiyogenezin
gelisimini saglarlar [51]. Makrofajlar hasarli alanda baskin sekilde gozlendiginde,

iyilesme asamalarindaki inflamatuar siirecin sonlandig1 ve proliferatif evreye gecis
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zamanmin geldigi anlagilir [52]. inflamatuar faz erken (1-2 giin) ve ge¢ (3-4 giin)
inflamatuar faz olarak iki agamada incelenir [53]. Erken fazda kompleman nétrofilleri
aktif forma getirirken, ge¢ fazda ise monositlerden makrofajlara doniisiim gergeklesir
[54]. Erken fazda nétrofillerden TNF-a salinirken, geg fazda ise makrofajlardan TGF-
[ salinir [54, 55].

Proliferatif evre: Yaranin onarildigi evredir [40]. Trombosit ile aktive olmus
makrofajlardan gelen PDGF ve TGF-B gibi mediatorler sayesinde, fibroblastlarla
birlikte endotel hiicrelerinin yara bosluklarina dogru kemotaksisi gergeklesir [50].
Yara bosluklarini doldurmak igin kilcal damar gelisimi, hiicre dig1 matriks liretimi ve
graniilasyon dokusu gelisimi olur [38, 47]. Bu dokuyu, olusan fibrin ile fibroblastlarin
gocli, yara kenarlarmin reepitelizasyonu, neovaskiilarizasyon ile anjiyogenezin
gerceklesmesi olaylari saglamaktadir [47, 56-60]. Epitelizasyon, yara kenarina yakin
keratinositlerin ve endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi ile bu hiicrelerin yara bosluklarina
goc etmeleriyle gergeklesir [50]. Reepitelizasyon siireci, Keratinositler ile kil
koklerinden veya ter bezlerinden gelen epitel kok hiicreleri tarafindan saglanir [47, 61-
64]. Sonrasinda, yeni keratinosit sirasi, boslugu doldurmak {izere yeni gelen epitel
hiicrelerinin tizerini sarar. Bu reepitelizasyon, yarayi enfeksiyondan ve kurumadan
uzak tutmak igin gereklidir [38]. Yara iyilesme siireci devam ederken ESM’deki
yapilar da diizenlenmeye devam eder. Iyilesen yaralar graniilasyon dokusuyla
kaplanir. Graniilasyon dokusunda fibroblast, tip 3 kollajen, hiyaluronik asit,
fibronektin, makrofajlar ve yeni olusan damarlarlar bulunur. Vaskiiler endotelyal
growth faktor etkisiyle, yara alanina yakin saglam veniillerden ¢ogalan endotelyal
hiicreler bolgeye gelerek anjiogenezi gerceklestirir [50]. Anjiogenez yeni olusan
damarlarin filizlenmesini saglar [38, 55]. Gelisen fibrin piht1 ile gegici ekstraselliiler
matriksi olusur ve bol miktarda hyaluronik asit ve fibronektin igerir. Ayrica bu pihtt,
graniilasyon dokusunda iskelet dokuyu gelistirir ve bdylelikle migrasyon ve
anjiogeneze yardim eder. Burada bulunan fibronektin, hiicre gé¢iinii artirmasinin yani
sira, fibroblastlarin ESM’ye baglanmasini saglar ve yara kontraksiyonunda gorev alir.
Hiicre gocii ve proliferasyon gergeklestigi sirada, fibroblastlar kollajen ve elastin gibi
proteinleri de TGF-B, IGF, PDGF ve FGF etkisi ile sentezlerler [45]. Proliferasyon

evresinin sonraki asamalarinda, makrofajlarin uyarmasi ile yara kenarindan veya
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kemik iliginden gelen fibroblastlarin bazilar1 miyofibroblastlara doniisiirler. Erken
donemde yara kontraksiyonu miyofibroblastlarca saglanir. Bu kontraksiyon ile yara
bolgesi daraltilmis olur [65]. Yedinci giinden sonra, MMP’lerin etKisi ile graniilasyon

dokusu ¢oziiniir ve miyofibroblastlar apopitoz ile ortadan kaldirilir [45].

Remodeling (matiirasyon) evresi: Yara iyilesmesinin sekizinci giiniinde
baslar ve yaranin durumuna gore yillarca siirebilen, en uzun yara iyilesmesi asamasidir
[38, 45]. Bu evrede; fibroblastlar, kollajen 3 ve fibronektin gibi ESM proteinleri
ortama verilir [55, 66]. Ekstraselliiler matriks; kollajen I, kollajen 111 ve fibronektin
dahil olmak lizere yara iyilesmesi i¢in gerekli bilesenleri igerir [67]. Bu evre, gecici
olarak ESM ile baslar, daha sonra tip 3 kollajen, yaranin gerilme kuvvetini artiran tip
1 kollajene doniistir [38]. Bu evrede, kollajen lifleri arasindaki kovalent baglar daha
da pekiserek saglamlasir [45]. Yara yerindeki kollajen ve ¢apraz bag miktarlari, ek
olarak sentez ve yikim arasindaki denge yaranin gerilim kuvvetini meydana getirir.
Yara gerilim kuvveti, matiirasyon déneminde son haline ulasir ancak normal dokudaki

gerilim kuvvetinin %80’ini gegemez [45, 68].

Bu fazda keratinositlerden epidermisin olgunlagsmasi gergeklesirken, vaskuler
endotel hiicrelerinde apopitoz ve olgunlasma devam eder. Miyofibroblastlar ise yaraya
kontraksiyon saglarken apopitoz ve matiirasyonu da gerceklestirir [54]. Ilk giinlerde
pembe kirmizi renkte izlenen yara iyilesme dokusunun yerini matiirasyon doneminde
skar dokusu alir. Skar dokusu, soluk pembe ya da beyaz renktedir ve daha az hiicre ile
damarlanma i¢cermektedir. Bu dokuda, inaktif fibroblastlar igsi sekildedir ve hiicresel

metabolik aktivite azalmistir [45].
2.2.3. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Beslenme, metabolik durumlar (diyabet hastalarindaki mikroanjiopati gibi),
dolasim durumu (arterioskleroz, varikéz venler gibi), glukokortikoidler, yas, anemi,
ilaglar, malniitrisyon, obezite gibi faktorler yara iyilesmesini; sistemik olarak etkileyen
faktorlerdir [69].

Kanlanma miktar1, denervasyon, lokal infeksiyon, yabanci cisim, hematom,
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mekanik stres, nekrotik doku, cerrahi teknikler, doku tipi faktorler ise yara iyilesmesini
lokal olarak etkileyen faktorlerdir [69].

2.2.4. Yara lyilesmesinde Gorevli Biiyiime Faktorleri, Kemokin ve

Sitokinler
Yara iyilesmesinde bir¢ok biiyiime faktorii, kemokin ve sitokin rol oynar [70].

2.2.4.1. Yara lyilesmesinde Gorevli Biiyiime Faktorleri

Epidermal biiyiime faktorii (EGF) ailesi, TGF-$ ailesi, FGF ailesi ve VEGF
yara iyilesmesinde etkileri bulunan baslica biiylime faktorlerinin baginda gelmektedir
[71]. Bununlabirlikte, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor),
PDGF, CTGF (connective tissue growth factor) ve TNF-o ailesi gibi biiyiime
faktorlerinin yara iyilesmesinde etkileri oldugu rapor edilmistir [71]. Bu biiyiime
faktorleri, yaralanmanin biitiin fazlarinda ilgili bazi hiicreleri uyararak yara

dudaklarinin kapanmasinda fonksiyon goriirler.
2.2.4.2. Yara lyilesmesinde Gorevli Kemokinler

Kemokinler, yara iyilesmesi i¢in gerekli uyarilart gesitli hiicrelere bildirip
hiicre goglinii saglarken, doku anjiyogenezi, reepitelizasyonu, doku yeniden
sekillenmesini (remodeling) saglayarak farkli fonksiyonlari da yerine getirirler [71,
72]. Kemokinler, endotel hiicreleri, fibroblastlar, keratinositler, noétrofiller ve
makrofajlar yara gevresindeki pek ¢ok hiicre tarafindan salgilanirlar. Kemokinlerin
yara iyilesmesinin farkli fazlarinda farkli seviyelerdeki etkileri bildirilmistir. CCL1,
CCL2, CCL3, CCL4, CCLS5, CCL7, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL4, CXCLS5,
CXCL6, CXCL7, CXCL8 (IL-8), CXCL9, CXCL10, CXCL11 ve CXCL12 gibi

kemokinlerin yara iyilesmesinde etkileri bulunmaktadir [73].
2.2.4.3. Yara lyilesmesinde Gorevli Sitokinler

Yara iyilesmesi esnasinda pek ¢ok sitokin faaliyet gostermektedir. Bunlardan;
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IL-1, yara ¢evresindeki hiicreleri, hasara kars1 uyaran ilk sinyaldir [71]. Giiglii
bir proinflamatuar sitokin [74, 75] olan IL-1’in IL-1a ve IL-1 olmak iizere iki ligand1
vardir ve her iKisi de IL-1R reseptorlerine baglanir [75]. lyilesen dokuda, IL-1’in esas
olarak epitel hiicreleri tarafindan iiretildigi ve ekzojen olarak dokuya verildiginde
epidermal iyilesmeyi hizlandirdigi gosterilmistir [76, 77]. Bununla birlikte, zayif
iyilesen yaralarda IL-1'in asir1 ekspresyonu, bu sitokinin iyilesme siirecindeki olumlu
roliine siiphe diisiirmiistiir [78, 79]. Baska bir ¢alismada, kurkumin maddesinin TNF-
a ve IL-1 gibi proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu azaltmasiyla yara
iyilesmesinde koruyucu etki gosterdigini rapor etmiglerdir [80, 81]. Cesitli
caligmalarda, diisiik sitokin ekspresyonu sergileyen farelerde yara iyilesmesinin arttigi
ve yaralanma sonrasi normal sitokin ekspresyonunun yara iyilesmesini azaltici etki
gosterdigi bildirilmistir [82]. IL-1, keratinosit aktivasyonunun en yaygin baslaticisi
olup ayni1 zamanda keratinositler igin otokrin sinyal gorevi géormektedir [83]. Dermal
fibroblastlar i¢in bir aktivator olan IL-1, lenfositler i¢in de bir kemoatraktandir. I1L-1
ayrica, keratinositlerin ¢ogalmasi, go¢ etmesi ve aktive olmasinda da gorevlidir [83].
IL-1 keratinositler tizerine proliferatif etki gosterir [84, 85]. IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi
pro-inflamatuar sitokinler hem akut yaralanmalarda hem kronik yaralanmalarda artar
[70].

TNF-a, yara iyilesmesinin inflamatuar fazi sirasinda eksprese edilen giiclii bir
inflamatuar sitokin olmakla birlikte [86], yara iyilesme asamalarinda fibroblast ve
keratinositlerin uyarimi, biiyiime faktorlerinin ekspresyonu ve antimikrobiyal
savunma gibi mekanizmalarda rol almaktadir [87, 88]. Yapilan calismalarda,
inflamatuar hiicreler tarafindan salgilanan TNF-a’nin, hem ESM sentezini inhibe
ederek hem de matriks metalloproteinazlarimi (MMP 1, MMP3 ve MMP 9) aktive

ederek yara iyilesmesi lizerinde olumsuz etkisi oldugu rapor edilmistir [86, 89].

IL-2, pro-inflamatuar ve otokrin bir sitokindir [90, 91] ve yardime1 T hiicreleri,
sitotoksik T lenfositler, makrofajlar ve keratinositler gibi yara iyilesmesinde rol
oynayan birgok hiicre tarafindan salgilanir [92]. IL-2'nin yaralanma sonrasinda epitel
biitiinligiiniin korunmasinda gorev aldig: diistiniilmektedir [93]. Ayrica yara iyilesme

caligmalarinda IL-2’nin ESM sentezini destekledigi de bildirilmistir [94].
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IL-6, yara iyilesmesinin erken fazinda faaliyet gosteren bir sitokindir [95]. IL-
6; notrofiller, monositler ve monositlerin makrofaja doniistimii sonrasinda makrofajlar
tarafindan tretilmektedir. IL-6’nin iyilesme yanitin1 baslatmada onemli etkileri
bulunmaktadir [71]. Yara iyilesmesi ile ilgili olarak, IL-6, hem pro-inflamatuar hem
de anti-inflamatuar sitokin olarak hareket edebilen ve keratinositler iizerine mitojenik
[96] ve proliferatif etki gosteren [97] bir kemoatraktandir [71, 84]. Yaralanma
sonrasinda, IL-6’nin ekspresyonu artmakla birlikte eski yaralarda kalici seyir
gosterebilmektedir [71].

IL-8 (CXCLS8), CXC ailesinin bir iiyesi olup sitokin olarak isimlendirilen tek
kemokindir [71, 72, 98]. Yapilan ¢alismalarda, akut yaralarda ekspresyonunun arttigi
[99] ve keratinosit migrasyon ve proliferasyonunu da artirarak reepitelizasyonda gorev
aldigr bildirilmistir [71, 100, 101]. IL-8, 16kositlerde MMP’lerin ekspresyonunu
indiiklemekte ve boylelikle doku yeniden sekillenmesini saglamaktadir [71, 99]. IL-8,
notrofiller igin gii¢lii bir kemoatraktan olmasi nedeniyle inflamatuar yanita da
katilmaktadir [71, 102]. Yapilan g¢alismalarda, bu kemokinin iyilesmeyen yaralarda
yiiksek seviyelerde bulundugu rapor edilmistir [71]. Bununla birlikte, 1L-8'in yiiksek
seviyelerinin, keratinosit proliferasyonu ve fibroblast aracili kollajen kontraksiyonunu

azaltig1 da gosterilmistir [71, 103].

IFN-gama, yara iyilesme siirecinde iki onemli adim olan anjiyogenez ve
kollajen birikiminde potansiyel rolii bulunan bir sitokindir [104]. IFN-gama’nin
fibroblastlarin kasilma kapasitesini artirdigi [105] ve makrofaj aktivitesini uyardig
bildirilmektedir [106]. Bu sitokin, pro-inflamatuar sitokinlerin ekpresyonunu
indiikleyerek [106] ve epitelyal restorasyonu saglayarak yara iyilesmesini
artirmaktadir [107].

Yara iyilesmesinde pro-inflamatuar sitokinler kadar anti inflamatuar sitokinler

de onemli rol oynar (Tablo: 2.1).

IL-4, yara iyilesme siirecinde erken fibroblast proliferasyonunu uyarak ve
sonrasinda Sitokin ekspresyonunu azaltarak faaliyet gostermektedir [108]. Ayrica IL-

4’1in, epitel yara onarimini destekledigi, sitokin kaynakli epitelyal bariyer kusurlarini
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azalttig1 ve anti-inflamatuar yetenek sergiledigi gosterilmistir [109]. 1L-4, kollajen ile
ESM makromolekiillerinin sentezini, fibroblast kemotaksisini ve proliferasyonunu
artirirken miyofibroblastlarin farklilasmasina da katilmaktadir [110]. Ayrica, tip |
kollajen ve TGF-B gibi profibrotik molekiillerin promotor aktivitesini ve

transkripsiyonunu artirmak gibi islevler de gergeklestirmektedir [110].

IL-10, inflamatuar yanmitin sinirlandirilmasinda ve skar olusumunun
onlenmesinde goérevli 6nemli bir anti-inflamatuar sitokindir [84]. IL-10'un asiri
ekspresyonu sayesinde dogum sonrasi yaralarda skarsiz yara iyilesmesinin saglandigi
bildirilmigtir [111]. Bir ¢aligmada, IL-10'un asir1 ekspresyonunun, proinflamatuar ve
profibrotik mediatorlerin ekspresyonunu azaltarak yara iyilesmesini etkiledigi ve
inflamatuar hiicrelerin yaraya geg¢isini azalttigi tespit edilmistir [112]. Yara
onariminda miyofibroblastlarin doniisiimlerini engelleyerek fibrozisi azalttigina dair
yayinlar da bulunmaktadir [113]. Gii¢li anti-fibrotik etkileri bulunan ve birgok
hastalikta etkileri gosterilmis olan IL-10’un fibroblastlarda STAT3 sinyal yolu ile
hyaluronan metabolizmasini etkileyerek yara onariminda rol oynadigi bildirilmistir

[114].

Tablo 2.1. Pro-Inflamatuar ve Anti-inflamatuar Sitokinler

Pro-inflamatuar Sitokinler Anti-Inflamatuar Sitokinler
IL-1 IL-6

TNF- a IL-4

IL-2 IL-10

IL-6

IL-8

IFN-gama

2.2.5. Yara lyilesmesinde Ekstraselliiler Matriksin Rolii ve Proteinleri

Dermisin 6nemli bir kismini1 olusturan ESM, hiicrelere ve dokulara yapi,
organizasyon ve yonlendirme saglamaktadir. Ayrica, hiicre gogli, proliferasyon,
apopitoz, farklilagma ve yapigma (adezyon) igin bir sablon olarak hareket etmenin yani

sira morfogenezi ve hiicresel metabolizmay1 kontrol etme gibi fonksiyonlar1 da vardir.
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Ektraselliiler matriks, integrinlere ve diger hiicre yiizeyi reseptorlerine dogrudan
baglanarak hiicre aktivitesini ve fonksiyonunu diizenlemesinin yani sira, biiyiime
faktorleri i¢in bir rezervuar gorevi goriir ve biyoyararlanimlarini diizenler [115].
Ekstraselliiler matriks; esas madde (amorf kisim), bag dokusu lifleri (fibroz kisim) ve
doku sivisindan olusur [1] . Bunlardan esas madde, glikozaminoglikanlar (GAG’lar),
proteogikanlar ve ¢oklu yapiskan glikoproteinlerden olusur. Esas maddenin su igerigi
yiiksektir. Rutin histolojik takip sirasinda eridiginden 1sik mikroskobik olarak
gosterilememektedir. igerdigi glikojenden dolay: ise PAS (+) boyanir. Ayrica PAS
metodu ile boyanmis ya da frozen kesitlerde amorf bir madde halinde gézlemlenir [1,

116].

Glikozaminoglikanlar (asit mukopolisakkaridler, GAG’lar) ise; ara maddede
en fazla bulunan heteropolisakkarit komponentidir. Her molekiilii hidrofiliktir, suyu
¢eker ve hidrate bir jel olusturur. Ayrica bu jel yapi suda ¢oziinen molekiillerin kolay
diffiizyonuna da olanak saglamakta ve i¢inden besin maddeleri ve metabolitler
gecmektedir. PAS (+)’tir ve agik bazofilik boyanir. GAG’lar, siilfatsiz GAG’lar ve
stilfat GAG’lar olmak {izere 2’ye ayrilir. Siilfatsiz GAG’lar hiyaluronik asit
(hyaluronan)’den olusurken siilfatli GAG’lar; dermatan siilfat, kondroitin siilfat,
keratan siilfat ve heparinden olusmaktadir. Heparin hari¢ diger GAG’lar

fibroblastlardan salgilanirken heparin mast hiicrelerinden salinmaktadir [1, 116].

Proteoglikanlar, GAG’larin merkezi proteinlere kovalent baglarla baglanmasi
sonucu olusur. GAG’lar merkezi proteine firca seklinde yap1 olusturacak sekilde dikey
olarak baglanirlar. Baglanan GAG sayisi, 1 (dekorin) ile 200°den fazla GAG arasinda
degisir (agrekan). Coklu yapiskan glikoproteinler, ekstraseliiler matriksi stabilize
etmede ve hiicre yiizeylerine baglanmada Onemli rol oynarlar. Fibronektin,
kondronektin, osteonektin, laminin, entaktin, trombospondin, tenasin ve osteopontin
glikoproteinlerdendir [1, 116].

Calismamizda sonuglarmi  degerlendirdigimiz; fibronektinin 2 formu
bulunmaktadir. Bunlardan plazma fibronektini, hepatositler tarafindan iiretilip kanda
¢oOziinebilir halde bulunurken, hiicre ya da doku fibronektini olan formu ise endotel

hiicreleri, keratinositler, fibroblastlar gibi cesitli hiicreler tarafindan salinir. Plazma
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fibronektini, trombosit ve fibrinin baglandig1 yer olmasi ile yara iyilesmesinin erken
fazinda 6nemliyken, daha sonra olusan ve graniilasyon evresinde 6nemli form olan ise
hiicresel fibronektindir. Fibronektin, yara iyilesmesini destekleyen heparin siilfat,
hiyaliironik asit gibi glikozaminoglikanlara diger ESM proteinlerinden kollajen 1 ve
elastine baglanarak yarada iskelet gorevi yapar. Yara iyilesmesinin biitiin fazlarina
katkis1 vardir [117]. Fibronektin, ESM'deki integrin reseptdrlerine baglanarak hiicre
iskeletinin diizenlenmesini saglayan, hiicre hareketini kolaylastiran ve hiicreleri

kollajen lifleriyle birlestiren bir glikoproteindir [118].

Ekstraselliiler matriksin fibroz kismindaki bag dokusu liflerini, fibroblastlarda
salgilanan proteinlerden kaynaklanan kollajen lifler, retikiiler lifler ve elastik lifler
olusturur. Kollajen ve retikiiler lifler, tropokollagenden yapilir. Uzun, diiz ve beyaz
renkli yapida olan Kkollajen, gerilme ve ¢ekilmelere karsi oldukga dayanikli olup
kikirdak ve kemik dokusunda bulunur. Bu lifler, bag dokusunda fibroblastlar, kikirdak
dokusunda kondroblastlar, kemik dokusunda osteoblastlar ve diste odontoblastlar
tarafindan sentezlenirler. Kaynatildiginda eriyerek yapiskan bir madde olan jelatine
doniistirler. Kollajenin, Tip | kollajen, Tip Il kollajen, Tip I11 kollajen, Tip 1V kollajen
ve Tip V kollajen gibi pek ¢ok tipi bulunmaktadir [1, 4, 119, 120].

Calismamizda sonuglarini degerlendirdigimiz; Kollajen, ESM'nin 6nemli bir
bilesenidir ve viicut proteininin 1/3’{inii olusturan ve insanda en bol bulunan proteindir
[121]. Yara tedavisi ¢alismalarinda kollajenin bagigiklik hiicrelerini ve fibroblastlari
uyardig1 ve yara bolgesinde toplanmalarimi sagladigi gosterilmistir. Kollajen, dogal
ESM yapisinin korunmasini ve iyilesmesini destekleyen, cildin temel bir yap1 tagidir.
Yara iyilesmesinin biitiin fazlarinda [121, 122], trombosit birikimi, inflamasyon,
fibroblast proliferasyonu, hiicre kasilmasi, anjiyogenez ve yeniden epitelizasyon gibi
cesitli fonksiyonlar: yerine getirir [123]. Kollajen, yara iyilesmesinin fazlarinmn
diizenlenmesinde ya fibriler aglarin doniisiimlerinde ya da yara ortaminda ¢oziiniir
bilesenler halinde bulunmasiyla kritik rol oynar [122] .Bir ¢alismada, sicanlarda
olusturulan agik yaralanma sonrasinda lokal olarak giimiis nanopartikiilleri
uygulanmis ve kollajen rejenerasyonunu yiiksek derecede artirarak yara iyilesmesini
olumlu etkiledigi bildirilmistir [124]. Deri yaralarinin tedavisinde, in vitro ve in vivo

gergeklestirilen deneysel cilt yarast modelleri kullanarak yapilan baska bir ¢alismada
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da deniz organizmalarindan elde edilen kollajenin, iyilesmeyi uyarict yonde etki

gosterdigi rapor edilmistir [125] .

Retikiiler lifler, Tip III kollajenden yapilmiglardir. 0.5-2 mikron ¢apinda, ince
yapidadirlar. Bu lifler, 6zellikle dalak, kemik iligi ve lenf diiglimii gibi lenforetikiiler
organlarin stromasinda anastomozlasarak ag olustururlar. Organ duvarlarindaki diiz
kaslar etrafinda ve bazal membranlarda da bol miktarda bulunurlar. Yara iyilesmesi
sirasinda bag dokusu bol miktarda retikiiler lif ihtiva eder, daha sonra bunlarin yerini
Tip I kollajen alir. Retikiiler lifler, glimiis boyalar1 ile iyi boyandiklari i¢in arjirofil
lifler (giimiis seven lifler) olarak da isimlendirilirler. Elastik lifler ise elastan adi
verilen bir proteinden yapilirlar. Ortada (elastin) amorf ve etrafi mikrofibril (fibrilin)
yapisinda bulunan iki kistmdan olusurlar. En az bulunan lif tipi olmakla birlikte esnek
yapidadirlar. Bu lifler, epiglottis, kulak kepgesi gibi elastik kikirdakta, elastik arterler,
ses tellerinde, mide, mesane ve akcigerlerde bol bulunurlar. Bu liflerin ¢aplar1 1-4

mikron kadar olup sarims1 renkte goziikiirler [1, 116].

Ekstraselliiler matriksin diger bir komponenti olan doku sivisi, amorf madde
i¢ginde bulunan bir sividir. Bu sivinin iginde; besin maddeleri, hormonlar ve iyonlar
gibi molekiiller bulunur. Doku sivisi, hiicrelerin ve dokularin beslenmesine yardim
eder. Dokuda olusan metabolik artiklar1 ortamdan uzaklastirir, devamli olarak

yenilenir ve burada bir artig olursa 6dem gelisir [1, 116].

Ekstraselliiler matriksin major yapistirict  proteini  fibronektindir [2].
Ekstraselliiler matrikste en bol bulunan glikoprotein olmasiyla, ESM olusumu ve
agregasyonunda Onemli gorevler istlenir [126]. Fibronektin, esas olarak ESM
yapiminda ve reepitelizasyonda gorevli olmasinin yaninda tromboz ve embriyogenez

asamalarinda da gereklidir [126].

Fibroblastlarda endoplazmik retikulumda (ER) preprokollajen adi verilen dncii
protein prokiirsorii sentezlenir [127]. Endoplazmik retikulumdaki preprokollajenden
sinyal peptidinin ¢ikarilmasi1 sonrasinda kalan proteine prokollajen (tropokollajen)
denilmektedir. Prokollajen iizerindeki —modifikasyonlar, hidroksilasyon ve

karbonhidrat ilaveleri ile gerceklestirilir [127, 128]. Glikolizasyonlar, golgi kompleksi
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sayesinde meydana gelmektedir. Endoplazmik retikulum ve golgi kompleksinde 3’1i
sarmal yap1 olusturulur ve kollajen proteinin islemesinin tamamlanmasinin ardindan,
prokollajen proteinleri hiicre dis1 bosluga verilir [128, 129]. Hiicre dis1 bolmede
prokollajen proteininde oksidasyon gibi ¢esitli reaksiyonlar meydana gelir. Bu

reaksiyonlar sonucunda ¢esitli kollajen tipleri ortaya ¢ikar [129].

Ekstraselliiler matriksin diger molekiilleri gibi elastik liflerin olusumunda da
fibroblastlar gorev alir. Elastik lif, elastin ve mikrofibrillerden meydana gelir [130].
Elastin esneme Ozelligine sahip benzersiz bir molekiil olan tropoelastin olarak
salgilandiktan sonra hiicre disi alanda iglenir ve ¢capraz baglanmalar kurularak stabilize
edilir [130-132]. Elastik lifi olusturan diger yap1 olan mikrofibriller ise, biiyiik bir
glikoprotein olan fibrillinlerden olusan lifli bir ag yapisindadir. Diger ESM
molekiilleri, fibrilline baglanarak mikrofibrillinlerle birlesebilir [131].

2.3. Yara Iyilesmesinde Kullamlan Tedavi Protokolleri

Giincel olarak uygulanan tedavilerden, ciddi yanik yaralar1 gibi derin yaralarda
antimikrobiyal merhemler ile opioidler topikal olarak uygulanirken [133], yiizeysel
tarzda gelisen emziren annelerdeki gogiis ucu yaralarinda, giimiis icerikli kalkanlar
popiilerdir [134, 135].

Son zamanlarda kullanimlar1 yayginlasan lazer fototerapisi [136], trombositten
zengin plazma (PRP) tedavisi [137], gesitli yara ortii iriinleri [138-141], yag otogrefti
uygulamasi [142, 143], genis yiizeyli kronik ve zor iyilesen yaralarin iyilesmesinde
cilt oto ve allogreft uygulamasi [144, 145], liposuction ve lipom eksizyonlari sonrasi
yagin uzaklastiritlmasiyla ESM elde edilmesi [146] yontemleri ile yillardir kullanimda
olan apiterapi [147, 148], bitki ekstrakti [149, 150] kullanimlarini iceren GETAT
(Geleneksel ve Tamamlayici Tip) uygulamalari gibi c¢esitli yontemler yara
iyilesmesinde kullanilmakta olup yaranin ciddiyeti, olus nedeni, sekli ve de yeri

uygulanacak tedavilerin bigimini degistirmektedir.
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2.4. Adipokinler ve Yara Iyilesmesi

Bir endokrin organ olarak kabul edilen adipoz dokudan [151], pek ¢ok faktor
salgilanmaktadir [152]. Bugiine kadar, ¢ok ¢esitli proteinlere ek olarak birgok yag asidi
ve prostaglandini de igine alan 100U askin molekiiliin yag dokusu tarafindan
salgilandig1 bildirilmistir [153]. Adipoz dokuda, adipokinlerin adipogenezi, adipoz
dokuya immiin hiicre gog¢ii ve adiposit metabolizmasi gibi islevlerin gergeklestigi

gosterilmistir [152].

Adipokinler istah ve tokluk, yag dagilimi, insiilin sekresyonu ve duyarliligi,
enerji harcamasi, endotelyal fonksiyon, inflamasyon, kan basinci ve hemostazin
diizenlenmesi gibi dnemli lokal ve sistemik olaylarda rol almaktadirlar [152]. Bu kadar
Oonemli islevlerde goérev alabilmeleri, her gecen giin artan yeni adipokinlerin
arastirilmasmin gerekliligini ortaya koymakla birlikte kesfedilen birgok adipokinin

islevi, molekiiler hedefleri ve potansiyel klinik 6nemleri ise hala bilinmemektedir.

Obez hastalarda yag dokusunun fazla olmasi, liretilen adipokin miktarlarini
nasil degistirebilecegi, bu hastaligin tedavisinde adipokinlerin nasil rol alabilecegi

bilimsel aragtirmalar agisindan her zaman merak uyandirmaktadir [154].

Adipoz doku, organizmada pek ¢ok yerde ve genellikle subkutan olarak
bulunmaktadir. Kutanéz yaralarin, altindaki adipoz doku ile olan yakin komsulugu,
adipoz dokunun yara iyilesmesine katki saglayabilecegini diislindiiriir. Nitekim
yapilan bilimsel aragtirmalar da bunu destekler bigimdedir. Adipoz doku otogreftleri,
liposuction veya lipom eksizyonlar1 sonras1 yagin uzaklastirilmas: yontemiyle ESM
tabakalarinin elde edilmesi gibi metotlarla yagin yara iyilesmesindeki etkileri
bildirilmistir [146, 155].

Leptin hormonunun TNF-o, MCP-1 ve IL-6’y1 artirdigi bildirilmis ve
keratinosit hiicre gociinii artirmasi yoluyla yara iyilesmesi iizerinde olumlu etkileri
birgok yerde gosterilmistir [156-160]. Visfatin’in ERK1/2 ve JNKI1/2 yolu
aktivasyonu ile yara iyilesmesini olumlu etkiledigi bildirilmistir [161]. Adiponektinin

keratinosit proliferasyonu ve ERK sinyal yoluyla keratinosit migrasyonunu tesvik
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ettigi bulunmustur [162]. Ayrica yapilan bir ¢calismada, OCCM-30 (sementoblast)
hiicre hattinda, hiicrelere adiponektin uygulanmis ve 24 saatte artmis mitojenik aktivite
ve yara alaninin biiyiik 6l¢iide kapandigi izlenmistir [163]. Prograniilin adipokini,
ERK1/3 ve PI3K bagimli yollar araciligiyla yarali dokuda artmis mitoz ve hiicre
gociinii saglayarak ve de Akt MAPK yollariin aktivasyonu yoluyla etki etmektedir
[164, 165]. In vivo ve in vitro deneylerin birlikte yapildigi bir calismada, yeni
tamimlanan baska bir adipokin olan chemerinin, hem deneysel hipertansiyon
olusturulan siganlarda otofajinin aktivasyonunu sagladigi hem de insan aort diiz kas
hiicrelerinin goé¢ ve ¢ogalmasini artirarak yara iyilesmesinde etkili oldugu rapor

edilmistir [166].

Adipokinlerden leptin, visfatin, adiponektin, prograniilin ve chemerin’in yara
iyilesmesindeki etkileri daha 6nce yapilan ¢alismalarda gosterilmis olup bu konudaki

arastirmalar yeni adipokinlerin bulunmasiyla devam edecektir [161, 166-168].
2.5. Oreksijenik ve Anoreksijenik Peptitler ve Yara Tyilesmesi

Hipotalamusta, besin alimini tegvik edici yonde istah1 acan uyaranlar
(ndrotransmitter, hormon, néronal ve kimyasal sinyaller vs) oreksijenik madde, tersi

yonde etki gosterenler ise anoreksijenik madde olarak nitelendirilmektedir (Tablo 2.2).

Enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde, beyinde bulunan bazi merkezler ve
ndropeptit aracili sinyal yolaklar1 gérev alirlar. istahi etkileyen, tokluk merkezi ve
aclik merkezi olarak isimlendirilen en Onemli sinirsel merkezler hipotalamusda
bulunur. Tokluk merkezi, hipotalamusun ventromedial hipotalamus (VMH,
ventomedial niikleus) bolgesinde yer alirken, aglik merkezi ise lateral hipotalamus
(LH, lateral niikleus) bolgesinde bulunmaktadir. Diger paraventrikiiler ve dorsomedial
nukleuslarin lezyonlarinda da yeme bozukluklari gozlenmektedir. Hipotalamusta
bulunan diger bir niikleus olan arcuat nucleus, gastrointestinal ve adipoz doku kaynakli
hormonlarin baglanacagi bolgeyi olusturur [169]. Hipotalamusun arkuat ¢ekirdegi
istahin diizenlenmesinde 6nemli bir bolgedir [170]. Bu bolge kan beyin bariyeri ile
tam olarak c¢evrelenmemistir. Bu sayede c¢evresel birgok sinyalin iletimi

saglanmaktadir. Arkuat cekirdek 2 ndron grubu tarafindan bir denge halinde
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diizenlenmektedir. Bu néron gruplarindan arkuat ¢ekirdegin daha medialinde lokalize
olan noron grubu istahin artirilmasinda gorevlidirler ve NPY (ndropeptid Y) ve AgRP
(agouti related protein) birlikte eksprese ederler. Daha lateralde lokalize olan néron
grubu ise, istahin azaltilmasinda gorevlidir ve CART (cocaine and amphetamine
regulated transcript) ve POMC (pro-opiomelanokortini) birlikte eksprese ederler. Bu
iki néron grubu daha sonra PVN, DMN ve LHA gibi istah diizenlemesinde yer alan
diger hipotalamik alanlarla iletisim halinde bulunurlar. Boylelikle olusan noronal

devre ag1, leptin ve insiilin gibi ¢evresel sinyallerle de uyarlanabilmektedir [171].

Besin alimin1 diizenleyen peptidler, kaynaklandig1 bolgeye gore, merkezi sinir
sisteminde sentezlenen peptidler (a-MSH, NPY, AGRP vs) ve sindirim kanalinda
sentezlenen periferik peptidler (CCK, GLP 1, Ghrelin vs) olarak siniflandirilir [170].

Oreksijenik ve anoreksijenik hormonlarin yara iyilesmesindeki etkilerinin son
zamanlardaki arastirmalarda daha ¢ok arastirilmasindan otiirii, bu konuda gelecekte

daha kapsamli ¢alismalarla karsilasmamiz muhtemeldir.

Tablo 2.2. Oreksijenik ve Anoreksijenik Peptitler

Oreksijenik Peptitler Anoreksijenik Peptitler

Asprosin Leptin

NPY Bombesin

Galanin Serotonin

Ghrelin Nesfatin 1

AgRP GLP-1 (Glucagon Like Peptide-1)

MCH (Melanin Concentrating Hormone) | CCK (Cholecystokinin)

Oreksin a MSH (Melanocyte Stimulating Hormone)

2.5.1. Oreksijenik Néropeptiler ve Yara Iyilesmesi Uzerine Etkileri

Oreksijenik norotransmitterlerden, NPY bir¢ok sistemi birden etkileyebilen
fizyolojik ve patofizyolojik siirecin diizenlenmesine katki saglayan bir néropeptitdir

[172]. NPY’nin gesitli tipleri {izerine yapilan ¢alismalarinda, NPY 2’nin yara

29



iyilesmesine azalmis neovaskiilarizasyon ile olumsuz yonde etki gosterdigi ve NPY 1,
4 ve 5’in ise anjiyogenez esnasinda ortama verildigi boylelikle doku onariminin

diizenlenmesinde 6nemli bir rol alabilecekleri bildirilmistir [173].

Galanin, noronal ve néronal olmayan birgok etkileri bulunan 30 yillik gegmise
sahip bir sinyal peptididir [174]. Yapilan bir arastirmada galaninin yara iyilesmesi
tizerindeki etkisi ratlarda arastirilmis ve asil tendonunda olusturulan riiptiirde yeni lif
olusumu ve azalmis nosisepsiyon (agr1) gosterilerek galaninin etkileri oldugu rapor

edilmistir [175].

Ghrelin, oreksijenik norotransmitterlerden biridir ve mideden salgilanir.
Biiylime hormonunu salgilama, insiilin sekresyonunu inhibe etme, glukoneogenezi
diizenleme ve de termojenezi azaltma gibi pek c¢ok islevi gergeklestiren peptit bir
hormondur. Son yillarda yapilan ¢alismalarda ghrelin’in yara tedavilerinde birgok
yonden olumlu etkilerinin oldugu rapor edilmistir. ghrelin, hiicre canliligini ve
hidroksiprolin seviyelerini artirarak yara etrafindaki adezyonu saglar, ayrica kollajen
birikimini ve neovaskiilarizasyonu da artirir. ilaveten, 1L-6, TNF-a gibi proinflamatuar
sitokinleri inhibe etme, IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinlerin ekpresyonunu artirma
gibi etkileri de mevcuttur [176-179].

Ratlarda ve in vitro olarak CCD-18Co hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada,
MCH’nin IGF-1 ve TGF-f'nin proliferasyonunu ve kollajen iiretimini giiclendirerek
profibrotik etki gosterdigi rapor edilmistir. Bu durum, MCH’nin anti-inflamatuar ve
anti-fibrotik etkileri sayesinde miyofibroblastlar iizerinde dogrudan etkileri
olabilecegini disiindirmiistiir. Ayn1 caligmada, MCH'nin dekstran sodyum siilfat

tedavisi ile yara iyilesmesini hizlandirdigini gostermislerdir [180].
2.5.2. Anoreksijenik Noropeptitler ve Yara Iyilesmesi Uzerine Etkileri

Ayn1 zamanda bir adipokin olan leptin hormonunun anoreksijenik etkisi de
mevcut olup, keratinositler ilizerinde proiflamatuar yaniti diizenleyerek iyilestirici

ozellikler sergiledigi belirtilmistir [181].
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Anoreksijenik ndropeptit olan bombesin, fizyolojik ve psikolojik islevlerin
gerceklesmesinde; beslenme, 6grenme, hafiza, motivasyon, gastrointestinal sistem
aktivitesi, tat modiilasyonu gibi farkli fonksiyonlarda gorev almaktadir [182]. Yara
¢izik deneyi yapilan bir calismada, bombesinin keratinositler tizerindeki etkisi
arastirtlmis ve Bombesin’in hiicrelerin proliferasyonunu artirarak yara iyilesmesini

hizlandirdig1 gosterilmistir [183].

Serotonin anoreksijenik norotransmitterlerden olup, bir¢ok fizyolojik ve
patofizyolojik ~siireglerde yer almaktadir [184]. Ogrenme, hafiza, yaslanma
fizyolojisinde ve Alzheimer hastaliginin gelisiminde serotonin hormonu sorumlu
tutulmaktadir [184]. Yanik travmalarinda, yaralanmanin ilk fazlarinda doku serotonin
konsantrasyonu énemli 6lgiide artar. In vitro ve in vivo olarak yapilan bir ¢alismada,
serotoninin, termal yaralanma sonrasi keratinosit ve fibroblastlarin aktivitesi ile hiicre

goclinii artirarak iyilesmeyi sagladigi gosterilmistir [185].

Nesfatin 1, literatiire yeni girmis anoreksijenik bir peptittir ve besin aliminin
diizenlenmesinin yaninda, su alimi, enerji homeostazinin diizenlenmesi gibi rolleri
mevcuttur [186]. Nesfatin 1’in, cerrahi yaralarin neden oldugu oksidatif cilt hasarimni
notrofil alimi, apopitoz ve VEGF aktivasyonunun baskilanmasi yoluyla iyilestirdigi

gosterilmistir [187].

Yapilan bir calismada, anoreksijenik noropeptitlerden olan GLP-1’in,
keratinositlere eklenmesiyle bu molekiiliin keratinosit proliferasyonunu diizenleyici
rolii oldugu gosterilmistir. Bunla birlikte, bu etkisine zit yonde GLP-1'in, p42/44
MAPK'nin EGF ile indiiklenen fosforilasyonunda azalmaya da neden oldugu
bildirilmistir [188].

Ratlardan alinan, duedonum ve midede olusturulan sitotoksik hasar sonrasinda
CCK hormonu verilmis ve iyilesme kinetigi, genetik veriler dogrultusunda bu

hormonun etkisindeki duedonumda anlamli seviyelerde bulunmustur [189].

Bir c¢alismada, giigli anti-inflamatuar aktiviteye sahip anoreksijenik

peptitlerden a MSH’1n, cilt gibi diger viicut bolgelerine yayildigr belirtilmistir. Ayn
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calismada farelerde, yara olusturulmadan Once intraperitoneal a MSH enjekte
edilmistir. Bu molekiiliin, yaralanma sonrasinda l6kosit, mast hiicresi ve fibroblast
sayisin1 azalttigi, daha ilerleyen giinlerde ise kollajen liflerinin organizasyonunu

iyilestirdigi ve skar alanini daralttigi bildirilmistir [190].
2.6. Asprosin Hormonu ve Genel Ozellikleri

Asprosin hormonu, FBN 1 (Fibrillin 1) geni ile kodlanmis profibrillin proteinin
C terminal boliinme trtintidiir (Sekil 2.4). Chopra ve arkadaslar1 asprosin adini, yag
dokusunun plazma asprosin kaynagi olmasi nedeniyle, Yunanca beyaz kelimesinden
esinlenerek 2016 yilinda vermislerdir [191, 192]. Asprosin hormonu, yeni dogan
progeroid sendromlu hastalarda deri alti beyaz yag dokusundaki azalma ve bu
hormonun yoklugu neticesinde kesfedilmistir. Yeni dogan progeroid sendromu,
kendilerine has fenotipik goriintimleriyle fark edilen, hipofaji goriilen nadir bir genetik
bozukluktur. Bu hastalarda Laminin A (LMNA) geninde, de novo nokta mutasyonlar
saptanmistir [193]. Bu hastalarda hem lipodistrofi gozlenmesine, hem de FBN 1
genindeki mutasyona bagli olarak asprosin hormonunun bulunmamasi gozlenmektedir
[194].

Asprosin hormonu oreksijenik etkisini, kan beyin bariyerini gecerek cAMP
bagimli yolakla AgRP+ noronlarimi uyararak ve POMC™ (Proopiomelanocortin)
noronlarmin %85'ini inhibe ederek saglamaktadir [191, 192]. Adipoz dokudan
salgilanan asprosin hormonu, dolasima gegerek ve karacigere gelerek burada G
proteini aracili cAMP PKA yolagini aktive eder ve kana glikoz salinimi gergeklesir.
Artan glikoz seviyeleri; pankreasin B hiicrelerinden insiilin salinmasina neden
olmaktadir [191, 192]. A¢lik durumunda, dolasimdaki asprosin hormonu yiikselir ve

beslenme sonrasinda akut bir sekilde diisiis gosterir [191].

Asprosin hormonu ile yapilan caligmalarda ve tekrarlanan laboratuvar
deneylerinde asprosin hormonunun inflamasyon {izerine olan etkisi arastirilmis ve
farkli sonuglar elde edilmistir [195]. Asprosinin inflamasyondaki rollerini arastiran
caligmalarda; ¢izgili kaslarda, merkezi sinir sisteminde, pankreas ve karacigerde

birbirinden farkli sonuglar elde edilmesi, asprosinin farkli organlarda farkli etki
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gdsterebilecegini diisiindiirmiistiir [195]. Ornegin, bir calismada asprosin diizeyleri
metabolik iligkili hastaliklart olan kisilerle karsilastirilmis ve kardiyovaskiiler
hastaliklarda, asprosin hormonunun 6zellikle kardiyomiyositleri apopitoz yoluyla ve
ROS olusumunu 6nleyerek koruyucu etkilerinin olabilecegi rapor edilmistir [195].
Polikistik overli hastalarda asprosin diizeyleri bazi ¢alismalarda yiiksek bulunmakla
birlikte [196, 197], baz1 ¢alismalarda saglikli gruplarla aralarinda anlamli fark tespit
edilmemistir [198]. Bu birgok organi etkileyen asprosin hormonunun, diger sistemler

tizerindeki etkileri de gelecekteki arastirmalarla giin yiiziine ¢ikacaktir.

Profibrilin proteini

woN | R | coon

| l
Fibrillin 1 Asprosin hormonu

Sekil 2.4. Asprosin hormonunun genetik formu

Asprosin hormonunun yag dokusundan salinmasina aglik ve istah durumlari
neden olmaktadir. Asprosin hormonu yag dokusundan sentezlendikten sonra seruma
gecerek beyini istah artirici yonde etkiler. Bu etkisine ilave olarak, yag dokusundan
sentezlendikten sonra, karacigerde yeni bulunan 6zel reseptoriine (OLFR734) baglanir
ve CAMP-PKA bagimli yolak sayesinde glikoz kana saliverilir. Artan glikoz seviyeleri
de pankreasin B hiiclerinden insiilin hormonunun salinmasini indiikler. Asprosin
hormonunun bloke edilmesiyle, hem istahin azaltilmasi, hem de kana glikoz gegisinin
onlenmesi gerceklesir. Boylelikle, pankreastan salinan insiilin dolayli olarak azalir.
Asprosin hormonunun bu etkileri, diyabetli hastalar i¢in umut kaynagi olarak
ongorilmektedir [191, 199].
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Donma ve ark.’lari, asprosin hormonunun, oreksijenik etki gosteren ghrelin
hormonuna benzer sekilde inflamasyonu azaltarak etki gosterecegini ongérmiislerdir
[179]. Taeseung ve ark.’lar1 ise yaptiklari ¢alismada, asprosin hormonunun, pankreas
B hiicrelerinde palmitatla indiiklenmesi sonucu TLR4/JINK yolagini aktiflestirerek bu
hiicrelerde inflamasyon ve disfonksiyona neden oldugunu, boylelikle de inflamasyonu

artirdigin rapor etmislerdir [200].

Biz de tez ¢alismamizda, onemli bir saglik sorunu olan kutandz yaralarin
tedavisinde yeni terapotik tedavi yontemlerinin bulunmasi timidiyle, yeni kesfedilmis
ve pek cok sistemi etkiledigi bildirilmis bir adipokin olan asprosin hormonunun, yara
iyilesmesi  iizerindeki  olasi  etkisini HDF  fibroblast hiicre hattinda

immiinositokimyasal ve molekiiler olarak arastirmayi amacladik.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

“Asprosin Hormonunun Yara lyilesmesi Uzerine Etkisinin In Vitro Olarak

Aragtirilmas1” adli Tipta Uzmanlik Tez ¢alismasinin etik kurallara uygun olduguna,

Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun, 26.09.2019
tarihli 6. toplantistnin B.30.2.ATA.0.001.00/44 sayili, 31 no’lu karar1 ile onay

verilmistir.

Bu ¢alisma, Temel Tip Bilimleri Boliim Baskanliginin 13.05.2019 tarih ve 6

no’lu karari ile tez calismasi olarak onaylanmustir. Ayrica, Atatiirk Universitesi

Rektorliigii tarafindan TTU-2020-7526 protokol no’lu bilimsel aragtirma projeleri

kapsaminda saglanan finansal destekle yiiriitiilmiistiir.

3.2. Malzemeler ve EKipmanlar

3.2.1. Kimyasal Malzemeler

Calismamizda asagidaki kimyasal malzemeler kullanildi:

1)

2)

3)
4)

5)
6)

7)

Fetal Bovine Serum (South America)(FBS), Heat Inactivated — 500 ml
BIOWEST®

Dmem high glucose w/o I- glutamine w/ sodium pyruvate 500 ml
BIOWEST®

Thiazolyl blue tetrazolium bromide 98% 1 gr ROTH®

Hank’s Balanced Salt solution (HBSS) w/ calcium w/ magnesium w/
sodium bicarbonate w/ phen BIOWEST®

25% trypsin-edta solution SIGMA®

Antibiotic  Antimycotic  Solution (100x), Stabilized 100 ml
EUROCLONE®

Antibody diliient 125 ml ABCAM®
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8) Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB IHC Detection Kit 150 test
ABCAM®

9) Dimethyl sulfoxide ACS reagent 99.9% SIGMA®

10) DPBS, no calcium, no magnesium THERMO®

11) Etil alkol MERCK®

12) PAP Pen Super-Liquid Blocker Mini COSMO BiO®

3.2.2. Cam ve Plastik Malzemeler

1) Tube, 15 ml, pp, 17/120 mm, conical bottom, cellstar®, blu greiner
2) Tube, 50 ml, pp, 30/115 mm, conical bottom, cellstar® pk\50 greiner
3) Pipet ucu 10 ul /20 ul eppendorf uzun 1000 lik tarsons

4) Pipet ucu - seffaf - 200 ul - paket 1000 adet / paket ISOLAB

5) Pipet ucu - seffaf - 1000 ul - paket 1000 adet / paket ISOLAB

6) Cryo tiip 2 ml distan vidali ayakli 50/pk BIOSIGMA

7) Cover Glass (yuvarlak lamel, 10 mm) SUPERIOR®

8) Petri Kutusu 100x20 mm 18/Pk ISOLAB

9) 96 kuyucuklu plate CORNING® COSTAR®

10) 24 kuyucuklu plate CORNING® COSTAR®

11) 6 kuyucuklu plate CORNING® COSTAR®

12) 75 cm? Flask CORNING® COSTAR®

13) 25 cm? Flask CORNING® COSTAR®

3.2.3. Antikorlar

1) IL-1 alfa Antibody (B-7) SANTACRUZ®

2) 1L-10 Antibody (E-10) SANTACRUZ®

3) Fibronectin Antibody (EP5) SANTACRUZ®
4) COL1A Antibody (COL-1) SANTACRUZ®

3.2.4. PCR kitleri

1) Mnreasy mini kit for 50 preps QIAGEN®
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2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

HotStarTaq DNA Polymerase (250 U) QIAGEN®

IL-1 Alfa 50 reak. THERMO®

IL-10 50 reak. THERMO®

Fibronectin 50 reak. THERMO®

Collagene 1 50 reak. THERMO®

Master Mix QIAGEN®

Internal control gene GADPH primer prob THERMO®

3.2.5. Hiicre Hatt1

1) HDF (ATCC® PCS-201-012 ™) Human Dermal Fibroblast

3.2.6. Asprosin Hormonu

1)

Recombinant Human Asprosin (carrier-free) 10 pg BIOLEGEND®

3.3. Yontem

3.3.1. Hiicre Kiiltiiri Prosediirii

3.3.1.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Medyumunun Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilmak {izere, 50 cc DMEM besiyerini hazirlamak i¢in; 5
ml FBS (% 10 FBS), 500 ul antibiyotik-antimikotik soliisyon (100 pl/ml) ve 45 mi

DMEM Karistirilarak full medyum elde edildi.

3.3.1.2. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Nitrojen i¢inde -196°C’de bulunan hiicreler, ¢6ziindiirmek tizere 37°C’deki su
banyosuna alindi. Coziinen hiicreler, 15 ml’lik falkon tiipiine konuldu ve iizerine 2 ml
full medyumdan eklenerek 5 dakika 1200 rpm de santrifiij edildi, santrifiij sonrasi iistte
kalan siipernatant uzaklastirildi. Uzerine 2 ml full medyumdan konularak pipetaj

yapilip medyum miktar1 flaska gore artirilarak pipet yardimryla 25°lik flasklara ekim

yapildi.
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3.3.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Yukarida anlatildig1 sekilde ekimi yapilan hiicreler, 37°C ve %5 CO> ayarli
inkiibatorde 2-3 giin inkiibe edildikten sonra flask i¢indeki hiicrelerin konfluenti
degerlendirildi. Hiicreler yaklasik %80 konfluente ulastiklarinda, flask i¢indeki
medyum uzaklastirild1 ve hiicreler 3 ml HBSS (Hank’s Balanced Salt solution) ile 3
kez yikandi. Son yikamanin ardindan, flaskin igine 2 ml tripsin-EDTA soliisyonu ilave
edildi ve 3-5 dakika kadar inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin flaskin tabanindan
ayrilmalar1 saglandi. Invert mikroskop altinda hiicrelerin tabandan ayrildig1 kontrol
edildi ve ayrilan hiicreler, tripsin-EDTA soliisyonu ile birlikte 15 m1’lik falkon tiipiine
aktarildi. Flask i¢inde kalan hiicrelerin iizerine 2 ml full medyum ilave edilerek tripsin
inaktive edildi ve aktarilamayan hiicreler 15 ml’lik falkon tiiptindeki ilk kaldirilan
hiicrelerin tizerine nakledildi. 5 dakika 1200 rpm’de santrifiij edilerek tiipiin dip
kisminda hiicre pelleti olugsmasi saglandi. Olusan pellet dikkatli bir sekilde alinip
tizerindeki stipernatant atildi. Dipte kalan hiicrelere 15 ml full medyum eklendi ve

75’1ik flasklara ekilerek pasajlama yapildi.

3.3.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicrelerin bir kismi1 daha sonra kullanilmak iizere asagidaki islemlere tabi
tutularak donduruldu. Pasajlama prosediiriinde oldugu gibi, hiicreler, tripsin-EDTA
soliisyonu ile kaldirildiktan sonra 15°lik falkon tiipiine alind1 ve 5 dakika 1200 rpm de
santrifiij edildi. Olusan siipernatant atilarak, pellet tizerine, dondurulacak her bir
dondurma tiipli i¢in 1 cc full medyum eklendi ve pipetaj yapildi. Sonra hiicre
stispansiyonundan 1 ml alinarak dondurma tiipiine birakildi. Ardindan 800 pl full
medyum ve 200 ul DMSO iizerine eklendi. Tiipler -20°C de 1 saat bekletildikten sonra
-80°C’de derin dondurucuya alindi. Sonrasinda -196°C de sivi azot igerisinde

muhafaza edildi.
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3.3.2. Uygulanan Asprosin Dozlarimin Belirlenmesi ile Asprosin Stok ve

Calisma Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Adipokinlerin hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda bilhassa yara iyilesmesi
arastirmalarinda; yara ¢izik deneyi, hiicre viabilite testleri ile hiicre gocii analizlerinde
kullanilan dozlar incelendi ve daha onceden yaptigimiz 6n g¢alismalar sonucunda
asprosin hormonunun 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlar1 belirlendi
[201-205].

Sivi halde ve 10 pg’lik ambalajda bulunan asprosin hormonu, ¢alismamizda
kullanilmak tizere -20°C’den ¢ikarilarak ¢6ziildii. Deneyimizin gergeklesmesi igin

asprosin hormonu stok soliisyonu, asagidaki sekilde hazirlandi:

10 pg (50 pl) asprosin alindi ve 950 ul DMEM ig¢inde ¢oziindiiriildii. Boylece,
toplam 1000 pl %5°1ik baslangig soliisyonu elde edildi.

1 cc baslangig soliisyonu iizerine 9 cc DMEM eklendi ve %0.5°1ik 10 cc stok
soliisyonu (1000 ng/ml) elde edildi. Hazirlanan stok soliisyonu alikodlanarak -20°C’de

saklandi.

Belirlenen dozlarda asprosin soliisyonlar1 agagida belirtigi sekilde hazirlandi:

200 pl stok soliisyonu + 800 ul DMEM = 200 ng/ml dozu
150 ul stok soliisyonu + 850 ul DMEM = 150 ng/ml dozu
100 pl stok soliisyonu + 900 ul DMEM = 100 ng/ml dozu

50 pl stok soliisyonu + 950 ul DMEM = 50 ng/ml dozu

3.3.3. Hiicre Proliferasyon Analizi (MTT Testi)

Cesitli tetrazolyum tuzlar1 ve bunlarin formazan iriinleri, histokimyada ve
hiicre canliliginin tespitinde onemli rol oynamaktadir [206]. Bu analiz, hiicre
canliligini; ER gibi organellerde bulunan indirgeyici madde ve enzimlerle, sar1 renkli

tetrazolyum bilesigini, metabolik olarak aktif hiicrelerin mitokondrilerindeki
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dehidrojenazlar ile suda ¢6ziinmeyen mor renkli formazan kristallerine

indirgenmesiyle kolorimetrik olarak dlger [206-209].

Bilesiklerin metabolik aktivitesi absorbans degerini etkilemektedir. Uygulanan
terapotik ajanin, hiicrelerdeki proliferasyon ya da sitotoksisite iizerine etkilerinin

degerlendirilmesi bu yontemle saglanabilmektedir.

Calisma soliisyonu, MTT bilesigi firmanin verdigi talimatlar dogrultusunda,
PBS soliisyonunda c¢oziilerek, 1 mg/ml olacak sekilde hazirlandi. Tozun PBS
sollisyonuyla ¢oziinmesiyle sar1 yesil renkli soliisyon elde edildi. Elde ettigimiz
soliisyon 5 ml’lik ependorf tiiplerine alind1 ve aliiminyum folyo ile 151k gecirmeyecek
sekilde sarildi. Sonrasinda, kullanilmayan hazirlanmis ¢alisma soliisyonlari

alikodlanarak buzdolabinda -20°C’de sakland:.

Her bir 96 kuyucuklu plate’e, asprosinin belirlenen konsantrasyonlari, 5x10°
hiicre olacak sekilde esit miktardaki hiicreler iizerine uygulandi. 24 saat inkiibe

edildikten sonra MTT analiz yontemi ile hiicre viabilitesi degerlendirildi.

Asprosin hormonunun viabilite degerlendirilmesi yapilirken MTT testi

kullanarak asagidaki basamaklar izlendi:

1) 96 Kuyucuklu Plate’lerdeki kuyucuklara 5000 hiicre/100 pl hiicre ekimi
yapildi.

2) Hiicre ekiminin ardindan 96 kuyucuklu plate’ler 37°C de %5 CO- igeren
inkiibatorde konfluent olmasi beklendi.

3) Her bir kuyucuk konfluent olarak gézlendikten sonra yara ¢izik deneyi
gergeklestirildi.

4) Yara olusturulmasnin ardindan belirlenen kuyucuklara 50 ng/ml, 100
ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarinda, asprosin hormonu eklendi.

5) Deney gruplarimizin siiresi olan 24. ve 48. saatlerde, her bir kuyucuga
MTT testi uygulandi.

6) 96 kuyucuklu plate’in Mikro Quant spectrum cihazinda 570 nm’de 6lgtimii
yapildr (Sekil 3.1).
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7) Uygulanan doz ve % hiicre viabilite iliskisi ile ilgili elde edilen veriler,
Microsoft Excel programi yardimi ile hesaplandi ve bu programda grafik

haline getirilerek degerlendirildi.

Sekil 3.1. MTT testi sonrasinda 96’lik plate’de meydana gelen renk degisimi

3.3.4. Yara lyilesme Testi

In vitro ortamda bulunan hiicreler cizildiklerinde hiicreler arasindaki
baglantilar hasara ugrar. Olusturulan bu hasar, hiicre gocii degerlendirilmesinde etkin,

ucuz, pratik ve birgok arastirmaci tarafindan tercih edilen yaygimn bir modeldir [210].

‘In vitro scratch assay’ teknigi olarak isimlendirilen bu yontem, tek hiicre
tabakasinda dogrusal ince bir ¢izik “yarasi” (bir bosluk yaparak) olusturmay1 ve
ardindan diizenli zaman araliklarinda boslugu dolduran hiicrelerin goriintiilerini
yakalamayi igerir [211, 212]. Biz de g¢aligmamizda, asprosin hormonunun yara
tyilesmesi iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla, HDF hiicre hattinda belirledigimiz
doz araliklarinda yara iyilestirme testini uyguladik. Testin yapilmasi i¢in asagidaki

basamaklari izledik:

1) HDF hiicreleri, 6 kuyucuklu plate’lerde her kuyucukta 300 000 hiicre
olacak sekilde ekildi.
2) Plate’ler, 37°C ve %5 CO2’li inkiibatorde konfluent olusuncaya kadar

bekletilerek hiicrelerin ylizeye tutunmalar1 saglandi.

41



3)

4)
5)

6)

7)

Tek tabaka halindeki hiicreler, lizerinde steril pipet ucu kullanilarak ¢izik
olusturuldu.

Kontrol gruplarina asprosin hormonu uygulamasi yapilmadi.

Hemen ardindan, diger kuyucuklara 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150 ng/ml ve
200 ng/ml dozlarinda asprosin hormonu eklendi.

Hiicreler ve olusturulan ¢izik 0., 24. ve 48. saatlerde olmak lizere invert
mikroskop (Nikon Eclipse TE200:Nikon, Tokyo, Japan) altinda incelendi
ve fotograflandi.

Cekilen fotograflar daha sonra Image-J software kullanilarak ¢izigin farkl

zaman araliklarindaki boyutlarini 6l¢mek icin analiz edildi.

3.3.5. Immunositokimyasal Prosediir

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

Cover glass camlari, class Il tip biyogiivenlik kabini iginde, ultraviyole 151k
altinda 3 saat siireyle steril edildikten sonra 24 kuyucuklu plate’lere
yerlestirildi.

Fibroblast hiicreleri, her kuyucukta 50 000 hiicre olacak sekilde ekildi.
Hiicrelerin ekiminin ardindan full medyum ile gerekli besi yeri
olusturuldu.

Plate’ler, 37°C ve %5 CO2’li inkiibatorde konfluent olusuncaya kadar
bekletildi.

Her bir kuyucukta konfluent olustuktan sonra pipet yardimiyla ¢izik
olusturuldu.

Kontrol gruplarina asprosin hormonu uygulamasi yapilmadi.

Hemen ardindan, diger kuyucuklara belirlenen dozlarda asprosin hormonu
eklendi.

24. ve 48. saat sonunda biitiin gruplar fiksasyon asamasina alindu.

24 ve 48 saatlik gruplar igerisinde; IL-1, 1L-10, fibronektin ve kollajen

immiinreaktivite degerlendirmesi i¢in asprosin hormonunun 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150

ng/ml ve 200 ng/ml dozlar1 kullanildi ve kontrol gruplari dahil olmak {izere toplamda

40 ayr1 grup olusturuldu.
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Fiksasyon;

Plate’lerdeki hiicre ekimi tamamlandi ve bitin gruplara %4’ lik
paraformaldehit fiksatifi yilizeyi kaplayacak sekilde eklendi ve hiicreler 5
dakika boyunca tespit edildi.

Plate’ler i¢inde tespit edilen camlar PBS ile bir kez yikandi.

Immiinperoksidaz Yontemi;

1)
2)

3)
4)

5)
6)

7)

8)
9)

Plate i¢indeki camlar tekrar PBS ile yikandi.

Camlar iizerine, endojen peroksitlerin bloklanmasi i¢in %3’lik H202
soliisyonudan yaklasik 5 damla kadar damlatildi ve 5 dakika beklendi.
Camlar, PBS ile 5’er dakika 3 kez yikandi.

Permeabilizasyon (gegirgenlik) igin (intraselliiler protein tespiti i¢in 6nem
arz eder); Plate icerisindeki camlar, 5 dakika siireyle % 0,1 Triton X-100-
PBS soliisyonunda bekletildi. (1 ml Triton X 100 ml distile su igerisinde
30-50°C’de karigtirtlarak 1000 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.)

PBS ile 5’er dakika 3 kez yikand.

Uzerine, yaklagik 5 damla kadar %1 BSA-PBS (bloklama) soliisyonu
damlatildi ve 15 dakika bekletilerek non-spesifik baglanmalar 6nlendi.
Daha sonra her bir primer antikor, datasheet verileri dogrultusunda
antibody diluent ile belirli diliisyonlarda IL-1 alfa Antibody (1/250), IL-
10 Antibody (1/250), Fibronectin Antibody (1/250), COL1A Antibody
(1/1000) sulandirildiktan sonra, plate igerisindeki camlara uygulandi ve
+4°C’de 24 saat bekletildi.

Daha sonra camlarin tizerindeki primer antikor soliisyonu dokiildii.

PBS ile 5’er dakika 3 kez yikandi.

10) Sekonder antikor (komplement) soliisyonu yaklagik 5 damla olacak

sekilde damlatild.

11) Plate 15 dakika boyunca inkiibator igerisinde bekletildi.

12) Sekonder antikor (komplement) plate’lerden uzaklastirildi.
13) Plate i¢indeki camlar, PBS ile 5’er dakika 3 kez yikandi.
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14) Camlara, 5 damla kadar Horseradish peroksidaz (HRP) konjugeli
streptovidin biotin damlatildi ve 15 dakika boyunca inkiibator igerisinde
bekletildi.

15) Streptovidin biotin soliisyonu plate’lerdeki camlardan uzaklastirildi.

16) PBS ile 5’er dakika 3 kez yikandi.

17) Taze DAB soliisyonu hazirlanip (50 damla DAB subsrat {izerine 1 damla
DAB kromojen eklenerek hazirlandi) plate’deki camlarin {izerine 100 pl
damlatilarak 3 dakika siire ile karanlikta beklendi.

18) DAB soliisyonu camlardan uzaklastirildi ve PBS ile 5’er dakika 3 kez
yikandi.

19) Hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi i¢in Mayer’s Hematoksilen soliisyonu
damaltilarak 5 dakika beklendi.

20) Plate’ler igerisinde, dereceli alkol serilerinin her birinde yaklasik 1 dakika
kadar beklendi.

21) Plate’in icindeki camlar bu asamada ¢ikarilarak, bir penset yardimiyla
tutulup dereceli ksilol serilerinin her birinde yaklasik 15 saniye kadar
beklendi.

22) Cover glass camlarinin iizerine yaklasik 10 ul kadar entellan damlatildi ve

ters cevirilerek lamlara yapigtirildi.

HDF hiicrelerinde, asprosin hormonu verilmeyen kontrol gruplari ile 50 ng/ml,
100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarinda asprosin verilen gruplara ait 24 ve 48
saatlik olmak tizere 4 antikorun (IL-1, IL-10, fibronektin ve kollajen) uygulandigi
toplam 40 slayt hazirland1 (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Kontrol grubuna ait IL-1 immiinositokimyasal boyama ile hazirlanan preparat
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3.3.6. Mikroskobik Inceleme ve Fotograflama

Immiinositokimyasal boyama islemi sonucunda hazirlanan preparatlar, Nicon
Eclipse E600 (Japan) marka bilgisayar destekli ve kamera eklentili mikroskop ile

incelenerek fotograflandi.

Her bir slaytta rastgele 10 alan incelenerek immiinopozitif boyanan hiicrelerin
yiizdesi ve boyanma yogunlugu degerlendirildi. Calismamizin immiinositokimyasal
degerlendirilmesinde immiinreaktivite skorlama (IRS) islemi yapildi [213, 214]. Her
grup icin IRS ortalamalar1 hesapland1 ve ayr1 ayr1 kaydedildi. immiinreaktivite skoru,
pozitif boyanan hiicre yiizdesi ile boyanma yogunlugunun ¢arpimi sonucu elde edildi.

IRS skorlama Tablo 3.1°e gore yapildi.

Tablo 3.1. immiinreaktif Skor (IRS) Tablosu

A (Pozitif hiicre yiizdesi) B (Boyanma yogunlugu) | IRS (Her iki ifade
carpimi)

0 (Pozitif hiicre yok) 0 (Boyanma yok) 0-1 (Negatif)

1 (Pozitif hiicre %10 un 1 (Hafif Boyanma) 2-3 (Hafif)

altinda)

2 (Pozitif hiicre %10-50 2 (Orta Dereceli Boyanma) | 4-8 (Orta)

arasinda)

3 (Pozitif hiicre %51-80 3 (Siddetli Boyanma) 9-12 (Siddetli Pozitif)

arasinda)

4 (Pozitif hiicre %80’in IRS (A X B): 0-12

lizerinde)

3.3.7. Real Time-PCR Prosediirii (Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir

Reaksiyonu)
3.3.7.1. Real Time-PCR Oncesi Hiicre Kiiltiirii

Hiicre pasajlamasi esnasinda elde edilen hiicrelerin, 6’l1 plate’deki her bir
kuyucuk i¢in 5000 hiicre/100 pl olacak sekilde ekimi yapildi. 24 ve 48 saatlik 2 grup
icin, hiicre ekiminin ardindan plate’ler 37°C’de %5 COy’li inkiibatore yerlestirildi.
Cogalan hiicreler, kuyucuklarin yiizeyini kapladiginda; kontrol ve asprosinin 50 ng/ml,
100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlar1 uygulanmak iizere, toplam 5 grup

olusturuldu. Yara iyilestirme deneyi uygulandiktan sonra asprosin hormonu,
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belirlenen konsantrasyonlarda uygulandi. 24 ve 48. saatlerde, her bir kuyucuga 1 ml
tripsin eklenerek 5 dakika beklendi. Boylelikle, kuyucuk zeminine yapisik halde
bulunan fibroblast hiicrelerinin kaldirilmasi saglandi. Kaldirilan hiicreler, 1.5 ml’lik

ependorf tiiplerine pipet yardimiyla aktarildi ve 5 dakika 1200 rpm’de santrifiij edildi.

3.3.7.2. Total RNA izolasyonu

1) 24 ve 48 saatlik kontrol ve asprosin verilen gruplara ait ependorf
tiiplerindeki hiicre soliisyonlarinda olusan siipernatant atildiktan sonra 400
EcoPURE Lysis/Binding Buffer eklendi ve pellet ¢oziilene kadar 10 saniye
vortekslendi.

2) Elde ettigimiz lizata 400 pl absolu etanol eklendi ve 10 dakika
vortekslenerek karistirildi.

3) Hazirladigimiz 6rnekten 700 pl alinarak gruplarini yazmis oldugumuz
toplama tiiplerine aktarildi.

4) Toplama tiiplerindeki 6rneklerimiz 800 rpm de 5 dakika santrifiijlendi.

5) Santifiijleme sonrasi toplama tiipiiniin dibinde kalan siv1 atildi ve toplama
tiipiiniin iist kisminda bulunan filtrede genomik materyal kald.

6) Toplama tiipiiniin tizerine 400 ul EcoPURE Wash Buffer 1 eklendi.

7) 800 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

8) Santifiijleme sonrasi toplama tiipiiniin dibinde kalan s1v1 atildi.

9) Toplama tiipiiniin tizerine 500 ul EcoPURE Wash Buffer 2 eklendi.

10) 800 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

11) Santrifiijleme sonrasi toplama tiipiiniin dibinde kalan siv1 atildi.

12) Toplama tiipiiniin {izerine 200 pl EcoPURE Wash Buffer 2 eklendi.

13) 800 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.

14) 1.5 mI’lik ependorf tiiplerine altta kalan s1v1 aktarildi.

15) i¢inde s1v1 bulunan ependorf tiiplerine 100 pL EcoPURE Elution Buffer
eklendi.

16) 800 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

17) Elde edilen soliisyon cDNA elde edilinceye kadar -80°C’de saklandi.
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3.3.7.3. cDNA (komplementer-tamamlayict DNA) Sentezi

Tek zincirli mRNA molekiiliiniin revers transkriptaz enzimi ile ¢ift zincirli hale

getirilmesi sayesinde cDNA sentezi yapilabilmektedir.

1) Total RNA eldesinde, RNA miktarinin yeterli olup olmadigini
degerlendirme amaciyla Nanodrop Cihazi kullanildi (Sekil 3.4).

Sekil 3.3. Nanodrop Cihazi’nda 6l¢giilecek genetik materyalin damla goriintiisii

2) Yeterli  bulununan RNA  miktarinin  gézlenmesinin  ardindan,
numaralandirilmasi yapilan yeni tiiplerde degisen hacimlerde Nuclease Free
Water eklendi ve 6rneklerimizde RNA esitlemesi yapildi. Elimizdeki RNA
orneklerinden ¢cDNA elde edebilmek i¢in Applied Biosystems High-
Capacity cDNA Reverse Transcription kiti kullanildi.

3) Revers transkripsiyon (RT) kit bilesenleri ¢ozdiiriildiikten sonra RT master
mix’i hazirlandi (Tablo 3.2).

4) cDNA revers transkripsiyon reaksiyonunu hazirlamak i¢in 2xRT master
mix’ten 10’ar ul PCR tiiplerine aktarildi ve her tiipe pipetaj yapilarak 10 ul
RNA ilave edildi. Boylelikle her bir tiipte toplam hacim 20 ul’ye

tamamlandi.
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5) Numaralandirilan PCR tiipleri Thermal Rotor Gene Q cihazina yerlestirildi
ve cDNA reaksiyonunun gerceklesebilmesi i¢in Tablo 3.3’te belirtilen

program kullanildi.

Tablo 3.2. 2xRT Master Mix Bilesenleri ve Miktarlar

Mix’in I¢erigi Kullamilma Oram '\I;:llgzl:dl(g;(?g
10X RT Buffer 2.0 uL 20 uL
25X dNTP mix 0.8 uL 8 uL
10X RT Random Primer 2.0 uL 20 uL
MultiScribeTM Reverse Transcriptase 1.0 uL 10 uL
Niikleaz igermeyen Su 3.2uL 32 uL
Her bir reaksiyon i¢in toplam hacim 10.0 uL 100 uLb

Tablo 3.3. cDNA Eldesi I¢in Thermal Cycler’da Kullamlan Program
1. adim 2. adim 3. adim 4. adim
Sicaklik oA 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dakika 2 saat 5 dakika 0

Reaksiyon sonrasi elde edilen cDNA’lar -20°C’de saklandi.

3.3.7.4. Kantitatif Real Time-PCR

Floresan bazli Kinetik gergek zamanli PCR, uygulanan iglemlerin Kkolay,
glivenilir ve hizli olmast ve de sinirli miktarda genetik materyal igeren 6rneklerde
basarili sonu¢ vermesi nedeniyle, en fazla tercih edilen yontemlerdendir [215, 216].
Floresans, Real Time-PCR sirasinda lazer 151811 optik fiber dizisine spektrofik kamera
vasitasiyla dagitarak indiiklenir [216]. Bakilmak istenilen genlerin mRNA diizeyinin
belirlenmesinde 6rnek normalizasyonu icin GADPH ve B-aktin en yaygin kullanilan
iki referans gendir [217]. Bizim deneyimizde de ilgili genlerin normalizasyonu igin
GADPH kullanmildr. IL-1, IL-10, kollajen ve fibronektin proteinlerini kodlayan
MRNA’larin 6l¢imii, Applied Biosystems TagMan Universal Master Mix Il with
UNG kiti kullanilarak firetici firmanin belirttigi protokole uygun sekilde “Rotor Gene
Q” PCR cihazinda gergeklestirildi (Tablo 3.4-3.5).
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Sekil 3.4. “Rotor Gene Q” PCR cihaz1 fotografi

Tablo 3.4. PCR Reaksiyon Mix’in Hazirlanmasi

Reaksiyon bilesenleri Her bir 6rneklem hacmi igin (pl)
Tagman Universal Master Mix 1l 10.0 ul
TagMan Gene Expression Master Mix 2.0 ul
cDNA Ornegi 2.0 ul
Niikleaz icermeyen Su 6.0 ul

Tablo 3.5. Applied Biosystems Real -Time Real Time-PCR igin Kullanilan Program

Enzim Enzim PCR
islem inkiibasyonu | aktivasyonu
Sikluslar (40 siklus)
HOLD HOLD Denatiirasyon I?NA primerlerinin
baglanmasi ve uzamasi
Sicaklik 50°C 95°C 95°C 60°C
Zaman 2:00 10:00 00:15 1:00
Hacim (ul) 20 ya da 50 pul
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3.3.8. Real Time- PCR Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Genlerin ekspresyon diizeylerini belirlemek i¢in Threshold Cycle (CT) veya
crossing points (Cp) degerleri arasindaki farkliliklar Olgiiliir [218]. Esik dongiisii
(Threshold Cycle = CT) degeri bize; tirtindeki ilk anlamli artisin oldugu noktayi belirtir
[218]. CT; sistem basladigindan itibaren, iistel oranda iiriin olusmasit ve logaritmik
lineer faza gegis noktasidir diger bir deyisle ise haberci boyanin floresan sinyalinin

secilmis esigi gectigi PCR dongiisii olarak tanimlanir [219].

IL-1, IL-10, kollajen ve fibronektin genlerinin ekspresyon diizeylerini
belirlemek icin ACp yontemi kullanildi. Sonuglar asagidaki formiil kullanilarak

degerlendirildi:

ACp= Cp hedef gen- Cp referans gen
AACp= ACp (muamele edilen)- ACp (kontrol)
Ratio= 2-44C

3.3.9. istatistiksel Analiz

Istatiksel kargilastirmalar SPSS 21.0 (SPSS Inc. , Chicago, IL) program ile
yapildi. Elde edilen veriler, ortalama+standart sapma (Ort.£S.D.) olarak ifade edildi.
Gruplar arasindaki karsilagtirmalar, One-way ANOVA testi uygulanarak analiz edidi.
Post hoc test olarak LSD testi kullanildi. Verilerin istatiksel analizinde, p< 0,05 degeri
anlaml kabul edildi. Anlamlilik degeri, p<0,05 icin *, p<0,01 i¢in ** seklinde ifade
edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Asprosin Hormonunun Hiicre Viabilitesi Uzerine Etkisi

Human Dermal Fibroblast hiicre hattinda, asprosin hormonunun hiicre
viabilitesi iizerine etkisinin arastirilmasi: ve etkin dozunun belirlenmesi amaciyla
olusturulan yara c¢izik deneyinde farkli dozlarda asprosin hiicrelere uygulandi. Daha
sonra, MTT testi ile asprosin dozlarina bagli olarak hiicre proliferasyonu
degerlendirildi. Asprosinin 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml olarak
uygulandig biitlin gruplarda, yara ¢izik deneyi sonrasi, 24. saatte hiicre proliferasyonu
gozlendigi ve kontrole kiyasla kapanmanin daha once gergeklestigi belirlendi.
Ozellikle, asprosin hormonunun 200 ng/ml dozunda en yiiksek diizeyde olmak iizere
(p<0,01), 150 ng/ml dozunda da kontrol grubuna gére anlamli seviyede artmig canlilik

orani tespit edildi (p<0,05) (Sekil 4.1).

Yara modeli 24. saat

Asprosin 200 ng/ml :
Asprosin 150 ng/ml

Asprosin 100 ng/ml &

Gruplar

Asprosin 50 ng/ml &

kontrol F=——

90 95 100 105 110 115 120 125
Canlilik Oran1 %

Sekil 4.1. Yara ¢izik deneyi sonrasi 24. saatte kontrol ve asprosin hormonu uygulanan gruplarda hiicre
viabilite degerlerini gosteren grafik

Yara ¢izik deneyi sonrasi, 48. saatte asprosin uygulanan gruplarda kontrole
kiyasla hiicre proliferasyonunun daha fazla oldugu ve yara kapanma hizlarinin da 24

saatlik gruptakine benzer sekilde gerceklestigi gozlendi. Ozellikle, asprosin
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hormonunun 200 ng/ml dozunda en yiiksek diizeyde olmak tizere (p<0,01), 150 ng/ml
dozunda da kontrol grubuna gore anlamli seviyede artmis canlilik orani tespit edildi

(p<0,05) (Sekil 4.2).

Yara Modeli 48. saat

Asprosin 200 ng/ml :
Asprosin 150 ng/ml

Asprosin 100 ng/ml

Gruplar

Asprosin 50 ng/ml

kontrol e

90 95 100 105 110 115 120 125 130
Canlilik oran1 %

Sekil 4.2. Yara ¢izik deneyi sonrasi 48. saatte kontrol ve asprosin hormonu uygulanan gruplarda hiicre
viabilite degerlerini gosteren grafik

4.2. Yara lyilesme Hizinin Degerlendirilmesi

MTT testi sonucunda proliferatif etkileri bulunan 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150
ng/ml ile 200 ng/ml asprosin hormonu dozlarinin yara iyilesmesi tizerine etkisi in vitro
scratch assay kullanilarak degerlendirildi. Cizik ile yara olustugunda, ciltteki hiicreler
cogalarak yarayr kapatmak igin yara yerine go¢ ederler [220]. Calismamizda, ¢izik
olusturulduktan sonra 0, 24 ile 48. saatlerdeki yara alaninin kapanmasi invert
mikroskopta degerlendirilerek fotograflandi (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Yirmi dort saatlik
grupta, kontrol grubu yara alaninin kismen kapandig: ve yara alanina gelen hiicreler
arasinda kopriilesmelerin varligi izlendi. Asprosinin 50 ng/ml dozunda uygulandigi
grupta kapanma derecesi kontrol grubundakine benzerlik gosterirken, 100 ng/ml
dozunda, 50 ng/ml dozuna gore daha ¢ok hiicrenin yara alanina gog ettigi tespit edildi.
Asprosin hormonunun 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarinda uygulandig1 gruplarda ise

hiicre go¢liniin maksimum oldugu izlendi ve yara alaninin tamamen kapanmis oldugu
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belirlendi. Kirk sekiz saatlik grupta ise kontrol grubunda yara iyilesmesinin biiyiik
oranda tamamlandig1 gozlenirken, asprosin hormonu uygulanan gruplarda ise yara

yerinde tam kapanma mevcuttu (Sekil 4.3).

Kontrol

Asprosin 50 ng/ml Asprosin 100 ng/ml

Sekil 4.3. Kontrol ve asprosin hormonunu uygulanan HDF hiicrelerinin ¢izik sonrasi 0.saatteki invert
mikroskop goriintiileri (Biiyiitme objektifi: x4)
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24 Sant AN Sant

Asprasin 0 ngml

Aspresin 100 ng'ml

in 150 gl

Asprosin 200 ag'ml

Sekil 4.4. Kontrol ve asprosin hormonunu uygulanan HDF hiicrelerinin ¢izik sonrasi 24. ve 48.saatteki invert
mikroskop goriintiileri (Biiyiitme objektifi: x4)



4.3. Image J analiziyle Yara Iyilesme Hizinin Belirlenmesi

Calismamizda, yara ¢izik deneyi ile oOlusturulan yara modellerinde farkli
dozlarda asprosin hormonu uygulandiktan sonra 24 ve 48. saatlerde yara kapanma
dereceleri invert mikroskop altinda incelendi. Kontrol dahil 48 saatlik biitiin gruplarda
yara kapanmasi mevcut oldugundan yara iyilesme hizi sadece 24 saatlik gruplarda
degerlendirildi. Bu amagla Image J (1.53e Wayne Rasband and contributors, NIH,
USA) bilgisayar programi kullanildi. Olusturdugumuz yara bolgesinin belirli
saatlerdeki mesafesi ile hiicrelerin go¢ yiizdesi Image J programinda olgiilerek

asagidaki formiil [221] ile hesaplanip grafik haline getirildi;

% gbc 0. saat hucreler aras1t mesafe-istenilen saat hiicreler aras1 mesafe
||

| I
orani 0. saat huicreler aras1 mesafe

100

Elde edilen sayisal veriler karsilastirilarak istatistiksel olarak analiz edildi ve
Sekil 4.5°te grafik olarak verildi. In vitro yara ¢izik deneyi sonras1 0. saatten 24. saate
kadar 200 ng/ml dozunun diger gruplara gore daha fazla mesafe kapattig1 izlendi.
Boylelikle yara ¢izik alanini, en 6nde 200 ng/ml dozu kapatirken (p<0,01), onu 150
ng/ml (p<0,05), 100 ng/ml (p<0,05) ve 50 ng/ml (p>0,05) dozu ile kontrol gruplarinin
takip ettigi gozlendi.

Yara Cizik Alanindaki Hicrelerin 0. Saatten 24. Saate
Kadar Doldurdugu Mesafe

300 1 200 ng/ml
150 ng/ml

200 100 ng/ml

100 50 ng/ml

Kontrol

Hicrelerin
Doldurdugu
Mesafe

H Kontrol 50 ng/ml 100 ng/ml 150 ng/ml  ® 200 ng/ml

Sekil 4.5. Yara mesafesinin dozlara gére 0. ve 24. saatte image J analizi ile kapanma oranini gsteren grafik
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Calismamizda, asprosin verilen biitiin gruplarda kontrol grubuna gore daha
fazla hiicre gocliniin gergeklestigi  goriildii. Hiicre gogii, diger gruplarla
kiyaslandiginda, 200 ng/ml dozunda asprosin hormonu verilen fibroblastlarin daha
once yara bolgesine ulastigi gozlendi (p<0,01). Fibroblast hiicrelerinin go¢ hizi,
kontrol ve 50 ng/ml (p>0,05) asprosin hormonu uygulanan grupta benzer ve en az
seviyede iken, onlar1 sirasiyla 100 ng/ml (p<0,05) ve 150 ng/ml (p<0,01), asprosin

hormonu verilen hiicrelerin takip ettigi izlendi (Sekil 4.6).

Hiicrelerin Go¢ Etme Yiizdesi (%)

—_—

200 NG/ML

150 NG/ML \
100 NG/ML /\

50 NG/ML /\
KONTROL \

0

10
20 30
40 50
60

Sekil 4.6. Yara cizik deneyi sonrasi 24. saatte yara bolgesine gelen fibroblast hiicrelerinin gog¢ etme yiizdeleri

4.4, immiinositokimyasal Bulgular

Human dermal fibroblast (HDF) hiicrelerinde, IL-1, IL-10, fibronektin ve
kollajen proteinlerinin immiinositokimyasal boyama sonucunda immiinpozitifliginin

degerlendirilmesi immiinreaktivite skoru hesaplanarak gerceklestirildi.
4.4.1. Fibroblast Hiicrelerinde IL-1 iImmiinreaktivitesi

Bir pro-inflamatuar sitokin olan IL-1’in 24 saatlik gruplardaki
immiinositokimyasal boyanma sonuglarina gore, immiinpozitif boyanmanin kontrol
grubunda ve asprosin hormonu uygulanan gruplarda benzer oldugu izlendi (Sekil 4.7-
10). IL-1’in fibroblast hiicrelerindeki immiinreaktif skor grafigi Sekil 12’de verildi.
Asprosinin 50 ng/ml olarak verildigi grupta IL-1 IRS degerinin kontrole kiyasla diisiik,
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200 ng/ml olarak verildigi grupta ise yiiksek oldugu gozlenmekle birlikte, asprosin
hormonu verilmeyen ve verilen gruplarda IL-1 ekpresyonunu gosteren IRS degerleri
karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(p>0,05).

Sekil 4.7. Kontrol grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immiinositokimyasal boyanmasimin 151k mikroskobik
goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20

Sekil 4.8. Asprosin 50 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immiinositokimyasal boyanmasmin 11k
mikroskobik goriintiisii. Bityiitme objektifi: x20
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Sekil 4.9. Asprosin 100 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immiinositokimyasal boyanmasinin 1g1k
mikroskobik goériintiisii. Biiyiitme objektifi: x20

Sekil 4.10. Asprosin 150 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immiinositokimyasal boyanmasimin 1s1k
mikroskobik goériintiisii. Biiyiitme objektifi: x20

Sekil 4.11. Asprosin 200 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immiinositokimyasal boyanmasinin 1s1k
mikroskobik goriintiisii. Bityiitme objektifi: x20
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IRS IL-1

kontrol 50 ng/ml 100 ng/ml 150 ng/ml 200 ng/ml

N

=

Sekil 4.12. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 24 saatlik gruplarda IL-1’in IRS degerlerini gosteren grafik

Kirk sekiz saatlik gruplarda da, fibroblastlarda IL-1 proteinine ait
immiinpozitif boyanmanin ve IRS skorlariin 24 saatlik gruplardakine benzer sekilde
oldugu gozlendi (Sekil 4.13-17). IL-1’in fibroblast hiicrelerindeki immiinreaktif skor
grafigi Sekil 4.18’de verildi. Asprosinin 50 ng/ml olarak verildigi grupta IL-1 IRS
degerinin kontrole kiyasla diisiik, 200 ng/ml olarak verildigi grupta ise yiliksek oldugu
bulundu. Ancak, gruplar arasinda karsilagtirildiginda, IL-1 ekpresyonunu gosteren IRS
degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0,05).

Sekil 4.13. Kontrol grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immiinositokimyasal boyanmasinin 151k mikroskobik
goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20
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Sekil 4.14. Asprosin 50 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immiinositokimyasal boyanmasinin 1g1k
mikroskobik goériintiisii. Biiyiitme objektifi: x20

Sekil 4.15. Asprosin 100 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immiinositokimyasal boyanmasinin 1g1k
mikroskobik goriintiisii. Bityiitme objektifi: x20

Sekil 4.16. Asprosin 150 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immiinositokimyasal boyanmasinin 1sik
mikroskobik goriintiisii. Biiyiitme objektifi: x20
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Sekil 4.17. Asprosin 200 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immiinositokimyasal boyanmasiin 1s1k
mikroskobik goériintiisii. Biiyiitme objektifi: x20

IRS IL-1

Kontrol 50 ng/ml 100 ng/ml 150 ng/ml 200 ng/ml

Sekil 4.18. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 48 saatlik gruplarda IL-1’in IRS degerlerini gosteren grafik

4.4.2. Fibroblast Hiicrelerinde IL-10 immiinreaktivitesi

Bir anti-inflamatuar protein olan IL-10’un, HDF hiicre hattinda yapilan
immiinositokimyasal boyama bulgularina gore; asprosin hormonu verilmeyen kontrol
grubunda ve asprosin hormonu verilen diger gruplarda, fibroblastlarda immiinpozitif
boyanma benzer sekilde gbzlendi (Sekil 4.19-23). IL-10’un fibroblast hiicrelerindeki
immiinreaktif skor grafigi Sekil 4.24’de verildi. Kontrol ve asprosin hormonu verilen
gruplarda, IL-10 ekpresyonunu gosteren IRS degerleri istatistiksel olarak

karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik gozlenmedi (p>0,05).
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Sekil 4.19. Kontrol grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immiinositokimyasal boyanmasinin 1sik mikroskobik
goriintiisti Biiyiitme objektifi: x20

Sekil 4.20. Asprosin 50 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immiinositokimyasal boyanmasinin 1g1k
mikroskobik goériintiisii Biiyiitme objektifi: x20

Sekil 4.21. Asprosin 100 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immiinositokimyasal boyanmasinin 11k
mikroskobik goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20
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Sekil 4.22. Asprosin 150 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immiinositokimyasal boyanmasinin 1s1k
mikroskobik goriintiisii Bilyiitme objektifi: x20

Sekil 4.23. Asprosin 200 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immiinositokimyasal boyanmasinin 1s1k
mikroskobik goériintiisii Biiyiitme objektifi: x20

IRS IL-10
4
3
2
1
Kontrol 50 ng/ml 100 ng/ml 150 ng/ml 200 ng/ml

Sekil 4.24. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 24 saatlik gruplarda IL-10’un IRS degerlerini gosteren grafik
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Kirk sekiz saat sonunda ise, IL-10 proteinin fibroblastlardaki immiinpozitif
boyanma 6zelliklerinin gruplar arasinda farklilik gosterdigi izlendi. Kontrol grubunda
daha az say1 ve yogunlukta immiinpozitiflik izlenirken (Sekil 4.25), asprosin
hormonunun 200 ng/ml dozunda verildigi grupta daha belirgin olmak iizere, asprosin
hormonu verilen biitiin gruplarda daha gii¢lii immiinpozitif boyanan hiicreler goriildii
(Sekil 4.26-29). Asprosin hormonu verilmeyen ve verilen diger gruplarda 1L-10
ekpresyonunu gosteren IRS degerleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda, HDF
hiicre hattinda 200 ng/ml (p<0,05) ve 150 ng/ml (p<0,05) dozlarinda kontrole kiyasla
istatistiksel anlamlilik gozlendi (Sekil 4.30).

Sekil 4.25. Kontrol grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immiinositokimyasal boyanmasinin 1s1k mikroskobik
goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20

Sekil 4.26. Asprosin 50 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immiinositokimyasal boyanmasinin 1gik
mikroskobik goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20
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Sekil 4.27. Asprosin 100 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immiinositokimyasal boyanmasinin 1s1k
mikroskobik goériintiisii Biiyiitme objektifi: x20

Sekil 4.28. Asprosin 150 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immiinositokimyasal boyanmasinin 11k
mikroskobik goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20

Sekil 4.29. Asprosin 200 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immiinositokimyasal boyanmasinin 1s1k
mikroskobik goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20
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Kontrol 50 ng/ml 100 ng/ml 150 ng/ml 200 ng/ml

Sekil 4.30. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 48 saatlik gruplarda IL-10’un IRS degerlerini gosteren grafik

4.4.3. Fibroblast Hiicrelerinde Fibronektin immiinreaktivitesi

Ekstraseliiler matriksin bir komponenti olan fibronektin’in HDF hiicre
hattindaki 24 saatlik immiinositokimyasal boyama bulgularina gore; kontrol grubunda
daha az sayr ve yogunlukta immiinpozitiflik gozlendi (Sekil 4.31). Asprosin
hormonunun 200 ng/ml dozunda verildigi hiicrelerde daha belirgin olmak tizere, biitiin
dozlarinda daha gii¢lii boyanan imminpozitif hiicreler goriildii (Sekil 4.32-35).
Fibronektinin fibroblast hiicrelerindeki immiinreaktif skor grafigi Sekil 4.36’da
verildi. Asprosin hormonu verilen gruplarda fibronektin ekpresyonunu gosteren IRS
degerleri kontrole kiyasla yiiksekti ve istatistiksel olarak karsilastirildiginda, 100
ng/ml (p<0,05), 150 ng/ml (p<0,05) ve 200 ng/ml (p<0,05) dozlarinda asprosin

hormonu verilen gruplarda bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamliydi.
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Sekil 4.31. Kontrol grubuna ait fibroblastlarda fibronektinin immiinositokimyasal boyanmasinin 11k
mikroskobik goériintiisii Biiyiitme objektifi: x20

Sekil 4.32. Asprosin 50 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immiinositokimyasal boyanmasinin 1g1k
mikroskobik goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20

Sekil 4.33. Asprosin 100 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immiinositokimyasal boyanmasinin
151k mikroskobik goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20
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Sekil 4.34. Asprosin 150 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immiinositokimyasal boyanmasinin
151k mikroskobik goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20

Sekil 4.35. Asprosin 200 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immiinositokimyasal boyanmasinin
151k mikroskobik goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20

IRS Fibronektin
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Kontrol 50 ng/ml 100 ng/ml 150 ng/ml 200 ng/ml

Sekil 4.36. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 24 saatlik gruplarda fibronektinin IRS degerlerini gosteren
grafik
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Fibronektinin 48 saatlik gruplardaki immiinositokimyasal boyama bulgularina
gore; asprosin hormonu verilmeyen kontrol grubunda daha az sayir ve yogunlukta
imminpozitiflik gozlendi (Sekil 4.37). Asprosin hormonunun 200 ng/ml dozunda
verildigi grupta daha belirgin olmak iizere, biitiin dozlarinda daha siddetli sekilde
boyanmis immiinpozitif hiicreler goriildii (Sekil 4.38-41). Kontrol ve asprosin
hormonu verilen gruplarda fibronektin ekpresyonunu gosteren IRS degerleri (Sekil
4.42). 24 saatlik gruptakilere benzer bir durum sergiliyordu. Sirasiyla, 100 ng/ml
(p<0,05), 150 ng/ml (p<0,05) ve 200 ng/ml (p<0,05) dozlarinda asprosin hormonu
verilen gruplarin IRS skorlar1 ile kontrol grubu karsilastirildiginda aralarinda

istatistiksel anlamlilik oldugu belirlendi.

Sekil 4.37. Kontrol grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immiinositokimyasal boyanmasmin 11k
mikroskobik goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20

Sekil 4.38. Asprosin 50 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immiinositokimyasal boyanmasinin 1s1k
mikroskobik goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20
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Sekil 4.39. Asprosin 100 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immiinositokimyasal boyanmasinin
151k mikroskobik goriintiisii Bilyiitme objektifi: x20

Sekil 4.40. Asprosin 150 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immiinositokimyasal boyanmasinin
151k mikroskobik goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20

Sekil 4.41. Asprosin 200 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immiinositokimyasal boyanmasinin
151k mikroskobik goriintiisii Bityiitme objektifi: x20
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IRS Fibronektin
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Kontrol 50 ng/ml 100 ng/ml 150 ng/ml 200 ng/ml

Sekil 4.42. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 48 saatlik gruplarda fibronektinin IRS degerlerini gosteren
grafik

4.4 4. Fibroblast Hiicrelerinde Kollajen Immiinreaktivitesi

Kollajenin HDF fibroblast hiicre hattinda 24 saatlik gruplarda
immiinositokimyasal boyama bulgularina gore; asprosin hormonu verilmeyen kontrol
grubu ve asprosin hormonu verilen diger biitiin gruplarda immiin boyanma farklilig
izlenmedi (Sekil 4.43-47). Asprosin hormonu verilen ve verilmeyen gruplarda 24.
saatte kollajen ekpresyonunu gosteren IRS degerleri istatistiksel olarak

karsilagtirildiginda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olamadigi

belirlendi (Sekil 4.48) (p>0,05).

Sekil 4.43. Kontrol grubuna ait fibroblastlarda kollajen immiinositokimyasal boyanmasinin 1gik mikroskobik
goriintiisti Biiyiitme objektifi: x20
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Sekil 4.44. Asprosin 50 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda kollajen immiinositokimyasal boyanmasinin 11k
mikroskobik goriintiisii Bilyiitme objektifi: x20

Sekil 4.45. Asprosin 100 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda kollajen immiinositokimyasal boyanmasinin 11k
mikroskobik goriintiisii Bityiitme objektifi: x20

Sekil 4.46. Asprosin 150 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda kollajen immiinositokimyasal boyanmasinin 1g1k
mikroskobik goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20
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Sekil 4.47. Asprosin 200 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda kollajen immiinositokimyasal boyanmasinin 151k
mikroskobik goriintiisii Bilyiitme objektifi: x20

IRS Kollajen

Kontrol 50 ng/ml 100 ng/ml 150 ng/ml 200 ng/ml

$el;i_lk4.48. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 24 saatlik gruplarda kollajenin IRS degerlerini gosteren
grafi

Human dermal fibroblast hiicrelerinde asprosin uygulandiktan sonra 48. saatte
gerceklestirilen, kollajenin immiinositokimyasal boyama bulgularina gore ise; kontrol
grubundaki hiicrelerde immiinpozitif boyanmanin daha az say1 ve yogunlukta oldugu
gozlendi (Sekil 4.49). Asprosin hormonunun 200 ng/ml dozunda verildigi
fibroblastlarda daha belirgin olmak {iizere, biitiin dozlarinda daha gii¢lii boyanan
immiinpozitif hiicreler goriildii (Sekil 4.50-53). Kollajen’in fibroblast hiicrelerindeki
48. saatteki immiinreaktif skor grafigi Sekil 4.54°de verildi. Biitiin gruplarda 48. saatte

kollajen ekpresyonunu gosteren IRS degerleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda,
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100 ng/ml (p<0,05), 150 ng/ml (p<0,05) ve 200 ng/ml (p<0,05) dozlarinda asprosin
hormonu verilen hiicrelerde skorun belirgin bir sekilde arttig1 ve bu artisin istatistiksel

olarak anlamlilik gosterdigi tespit edildi.

Sekil 4.49. Kontrol grubuna ait fibroblastlarda kollajenin immiinositokimyasal boyanmasinimn 1sik
mikroskobik goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20

Sekil 4.50. Asprosin 50 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda kollajen immiinositokimyasal boyanmasinin 11k
mikroskobik goériintiisii Biiyiitme objektifi: x20
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Sekil 4.51. Asprosin 100 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda kollajen immiinositokimyasal boyanmasinin 1g1k
mikroskobik goériintiisii Biiyiitme objektifi: x20

Sekil 4.52. Asprosin 150 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda kollajen immiinositokimyasal boyanmasinin 151k
mikroskobik goriintiisii Bityiitme objektifi: x20

Sekil 4.53. Asprosin 200 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda kollajen immiinositokimyasal boyanmasinin 11k
mikroskobik goriintiisii Biiyiitme objektifi: x20
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Kontrol 50 ng/ml 100 ng/ml 150 ng/mll 200 ng/ml

Sekil 4.54. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 48 saatlik gruplarda kollajenin IRS degerlerini gosteren
grafik

4.5. Real Time-PCR Gen Ekspresyonu Bulgular:

HDF hiicre hattindaki fibroblast hiicrelerinde, Real Time-PCR ile IL-1, IL-10,
fibronektin ve kollajen proteinlerine ait gen ekspresyon analizlerini gerceklestirmek
amaciyla oncelikle hiicrelerin hiicre kiiltiirii ile gogaltilmasi saglandi. Gerekli besiyeri
hazirlanarak 6 kuyucuklu plate’lere hiicrelerin ekimleri gergeklestirildi. Yeterli
konfluent saglandiktan sonra yara ¢izik deneyi ile biitiin gruplarda yara modeli
olusturuldu. Asprosin hormonu verilmeyen kontrol grubu ve belirlenen dozlarda
asprosin hormonu verilen gruplarda 24. ve 48. saatlerde IL-1, IL-10, fibronektin ve
kollajen molekiillerine ait gen ekpresyon diizeyleri olgiildii ve istatistiksel olarak

degerlendirildi.

Real Time-PCR ile degerlendirilen, IL-1 gen ekpresyon diizeyleri
incelendiginde, hem kontrol ve asprosin hormonu verilen gruplar agisindan hem de

karsilastirilan siireler agisindan anlamli bir farkliliga rastlanmadi (p>0,05)(Sekil 4.55).
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IL-1 Gen Ekpresyonu

Asprosin 200 ng/ml

Asprosin 150 ng/ml
# |L-1 48 Saat

Asprosin 100 ng/ml % IL-1 24 Saat
Asprosin 50 ng/ml

kontrol

0 0,5 1 1,5 2
Gen ekspresyon seviyesi
Sekil 4.55. Kontrol ve asprosin hormonu verilen gruplarda 24. ve 48. saatlerde IL-1’in gen ekspresyon
diizeyleri
IL-10 gen ekpresyon diizeyinin 24. saatte asprosin hormonu uygulanan biitiin
gruplarda kontrol grubu ile benzer oldugu tespit edildi (p>0,05). Ancak 48. saatte 150
ng/ml ve 200 ng/ml asprosin hormonu uygulanan gruplarda IL-10 ekspresyonunun
belirgin derecede arttig1 belirlendi (p<0,05)(Sekil 4.56). Ancak iki doz arasinda IL-10

ekspresyonu agisindan anlamli bir fark tespit edilmedi (p>0,05).

IL-10 Gen Ekpresyonu

Asprosin 200 ng/ml
Asprosin 150 ng/ml *
3
g— Asprosin 100 ng/ml 110 48 Saat
O
e %110 24 Saat

Asprosin S0 naiml sz

kontrol
et

0 0,5 1 15 2 25
Gen ekspresyon seviyesi

Sekil 4.56. Kontrol ve asprosin hormonu verilen gruplarda 24. ve 48. saatlerde IL-10’un gen ekspresyon
diizeyleri
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Hem 24. hem de 48. saatlerde belirlenen fibronektin gen ekpresyon diizeyleri,

asprosin hormonunun 100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarinda uygulandigi

gruplarda, kontrol grubu ve asprosin hormonunun 50 ng/ml dozunda verildigi gruba

kiyasla anlamli derecede yiiksekti (p<0,05). Asprosin hormonunun 200 ng/ml

grubunda, fibronektin ekpresyonu, diger gruplardan anlamli derecede yiiksek bulundu

(p<0,01)(Sekil 4.57). Asprosinin 100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarinda

uygulandig1 gruplar, kendi aralarinda kiyaslandiginda ise aralarinda anlamli fark

olmadig1 belirlendi (p>0,05).

Fibronektin Gen Ekspresyonu

Asprosin 200 ng/ml

Asprosin 150 ng/ml

Asprosin 100 ng/ml

Gruplar

Asprosin 50 ng/ml

kontrol

0,5

e eiad

pea | *

B *

ey x

=%
per > Fibronektin 48 Saat

— Fibronektin 24 Saat
—
—
—

1 15 2 25
Gen ekspresyon Seviyesi

Sekil 4.57. Kontrol ve asprosin hormonu verilen gruplarda 24. ve 48. saatlerde fibronektinin gen ekspresyon

diizeyleri

Asprosin hormonu verilen biitiin gruplarda 24. saatteki kollajen 1 ekpresyonu,

kontrol grubu ile benzer diizeyde bulundu (p>0,05). Asprosin hormonunun 100 ng/ml,
150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarinda uygulandigi gruplarda, 48. saatteki kollajen 1
ekpresyonu, kontrol ve asprosin hormonunun 50 ng/ml grubuna kiyasla belirgin
sekilde artmis olarak tespit edildi (p<0,05) (Sekil 4.58).
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Kollajen 1 Gen Ekspresyonu

Asprosin 200 ng/ml
Asprosin 150 ng/ml

Asprosin 100 ng/ml
# Collagen 48 Saat
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. # Collagen 24 Saat
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0 05 1 15 2 2,5
Gen ekspresyon seviyesi

Sekil 4.58. Kontrol ve asprosin hormonu verilen gruplarda 24. ve 48. saatlerde kollajen 1’in gen ekspresyon

diizeyleri
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5. TARTISMA

Kesi yaralari, cerrahi siitiir yaralari, dekiibitiis yaralari, diyabetik yaralar ve
yanik yaralar1 gibi kutanoz yaralar, derinin bariyer islevini kaybetmesi neticesinde
biitlinliigiinliin bozulmasiyla sonuglanan 6nemli bir saglik sorunudur. Bu tarz geg
iyilesen yaralar, hem hastanelerde kalma hem de evde bakim siirelerinin uzamasi da
diisiiniildiiglinde, bir¢ok insan i¢in maddi, psikolojik ve estetik olarak sorun teskil
etmektedir. Akut ve kronik yaralarin tedavisinde siklikla tercih edilen topikal ajanlarin
kullaniminda [222] hem tedavi siiresi uzamakta hem de bazen tam bir iyilesme
saglanamamaktadir. Bu yaralarin tedavisinde; yara ortiileri [223] ve biyomekanik yara
bakimi1 [224] ile geleneksel ve tamamlayici tip ‘GETAT’ uygulamalari [34, 225, 226]
ve trombositten zengin plazma (PRP) [227] gibi farkli tedavi protokolleri
kullanilmaktadir. Bu yontemlerin bazilarinin yiiksek maliyetli olmasi, bazilarinin da
neden oldugu yan etkiler ve de tedavilerinde gidilmesi gereken merkezlere ulasimin
zorlugu gibi nedenlerle kullanimlari kisith kalmaktadir. Giincel cilt yenilenmesi ve
giines yaniklar1 tedavilerinde topikal kullanilan insiilin hormonu [228, 229] gibi
hormonlarin, popiiler kozmetik markalarin igeriklerinde bile bulunuyor olmasi,
bilimsel agidan asprosin gibi hormonlarin da bu konuda arastirilmasi gerektigini

gostermektedir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda yara iyilesme deneylerinde adipokinlerin ve
hormonlarin yer almasi yara tedavilerine farkli bir yaklagim getirmektedir [230-233].
Yag dokusundan salinan bu adipokinlerin bazilariin anti-inflamatuar, bazilarinin ise
pro-inflamatuar etkinlik gosterdigi bildirilmistir [230, 234-238]. Ayrica adipokinlerin
kutanéz inflamatuar siireglerde etki gostererek aktif diizenleyici faaliyetlerde
bulunabileceklerinden bahsedilmektedir [230, 239]. Bir¢ok kutanéz hastalikla
iligskilendirilen adipokinlerin, inflamatuar stirece etkileriyle yara iyilesmesinde rolii
olabilmektedir [240-243]. Yine yapilan bazi ¢alismalar, yaralanma sonrasi 24 saat
icinde adipositlerin yara yerini doldurdugunu, biiyiime faktorlerini salgiladigini ve
ESM proteinlerinin de yara bolgesine toplanmasini sagladigini gostermislerdir [244,
245]. Bunlarla birlikte bircok klinisyen, yara izini azaltmak ve yara iyilesmesini
hizlandirmak adina yag otogreftlerinin kullanilmasi taraftaridir [246-250]. Son yillarda

yapilan bir ¢alismada, liposuction (yag aldirma) veya lipom eksizyonu yapilarak, daha
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sonra yagin ¢esitli yontemlerle uzaklastirilmasiyla insan ESM tabakasi elde edilmis,
biyoaktif bu tabakanin yara iizerinde kullanilmast iyilestirici etkiler gostermistir [146].
Bu bilgiler dogrultusunda, asprosin hormonunun da deri altt yag dokusundan
salgilandigi  diistintildiiginde, mevcut ¢alismada asprosin hormonunun yara
iyilesmesindeki muhtemel 1iyilestirici etkisini HDF hiicre hattinda, hem

immiinositokimyasal olarak hem de molekiiler diizeyde arastirmay1 amagladik.

Asprosin hormonu, FBN 1 geni ile kodlanmis profibrillin proteinin C terminal
boliinme triintidiir [199]. A¢lik durumunda yag dokusundan salgilanan bir adipokin
olan asprosin hormonu, zayif ve lipodistrofiye bagli kendilerine has fenotipleriyle
taninan, yeni dogan progeroid sendromlu hastalarda, deri alt1 beyaz yag dokusundaki
azalma ile arastirilmis ve bu yag dokusunun plazma asprosin kaynagi olmasiyla bu
ismi almustir [199]. Asprosin hormonu, karacigerde OLFR734 adi verilen ve rodopsin
ailesinden olan bir G proteini araciligi ile CAMP-PKA yolagini aktiflestirerek kan
glukoz seviyesini artirmakta, takiben de pankreasin [ hiicrelerinden insiilin salinimina
yol agmaktadir [251]. Beyinde ise heniiz kesfedilememis bir reseptorii ile cAMP
bagimli bir yolakla, kan beyin bariyerini gecerek dogrudan AgRP + noronlarim

uyararak igtah1 artirmaktadir [191].

Adipokinlerden visfatin, ERK1/2 ve JNK1/2 yolaginin aktivasyonu ile yara
iylesmesi tizerine olumlu etki gostermektedir [161]. Adiponektin ise keratinosit
proliferasyonu ve ERK sinyal yoluyla keratinosit migrasyonunu tesvik etmektedir
[162]. Ayrica, yapilan bir caligmada adiponektinin, OCCM-30 (sementoblast) hiicre
hattindaki hiicrelerde, 24 saatte mitojenik aktiviteyi artirdigi ve yara alanini biiyiik
Olgiide kapattigr gosterilmistir [163]. Prograniilin adipokini ise, ERK1/3 ile PI3K
bagimli yollar araciligiyla, yarali dokuda mitotik aktiviteyi ve hiicre gociinii
artirmasinin yani sira Akt ile MAPK yollarinin aktivasyonuyla da etki gostermektedir.
[164, 165]. Bu bilgiler, adipokinlerin yara iyilesmesi iizerine olumlu etkilerinin
oldugunu, yeni bulunmus bir oreksijenik adipokin olan asprosin hormonunun da

etkisinin aragtirilmasi gerektigini gostermektedir.

Istah1 etkileyen hormonlar ve yara iyilesmesindeki bilinen etkileri

incelendiginde, oreksijenik ve anoreksijenik hormonlarin yara iyilesmesi tizerindeki
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etkinlikleri de arastirilmistir. Mide kaynakli oreksijenik bir hormon olan ghrelinin pro-
inflamatuar sitokinlerin salinimini baskilayarak yanigin neden oldugu organ hasarini
iyilestirdigi belirtilmistir [179]. Anoreksijenik bir adipokin hormon olan leptinin, yara
bolgesinde bulunan keratinositler {izerindeki mitojenik etkisinden dolay1r yara
onarimini  hizlandirdigr  belirtilmektedir [252, 253]. Oreksijenik néropeptit
hormonlardan MCH (melanin konsantre edici hormon)’nin ise kollajen tiretimini
artirdiginin - gosterilmesi ile miyofibroblastlar {lizerine olan etkilerinden otiirti
profibrotik bir modiilator olabileceginden bahsedilmistir [180]. Yine bu bilgiler
1s18inda oreksijenik bir adipokin olan asprosin hormonu, yara iyilesmesinde birgok

onemli role sahip olmaktadir.

Obezitede adipositler say1 ve hacim olarak artmistir, boylelikle karmasik ve
aktif bir metabolik endokrin organ olarak ifade edilen yag dokusu artis1 da
gozlenmektedir [238, 254]. Yag dokusu enerji depolamasi ve aglik esnasinda da yag
asidi salmimini saglarken ayni zamanda adipokinler olarak adlandirilan visfatin,
leptin, resistin ve adiponektin gibi ¢esitli molekiilleri de ihtiva etmektedir [238, 254].
Bir¢ok adipokin proinflamatuar etki gostermektedir. Obezite proinflamatuar
adipokinlerin salinimint artirirken, az sayida bulunan anti-inflamatuar adipokinlerin
ise azalmasina neden olur [238, 255]. Asprosin hormonun gosterdigi anti-inflamatuar

etkisiyle obezitedeki rolii ilerideki zamanlarda daha ¢ok tartisilacaktir [179, 256].

Asprosin hormonu, yag dokusundan salgilanip glikozu artirmasi ve istaht
tetiklemesi gibi nedenlerden dolay1, obez, diyabetli ve metabolik sendromlu kisilerde
yiiksek seviyelerde bulunmaktadir [257-259]. Tip 2 diyabetli hastalarda, yiiksek seyir
gosteren kan glikozunun ve insiilin hormonunun fazla olmasina ragmen, reseptorler
araciligiyla glikozun hiicrelere alinmasinda bozukluk yasanmaktadir [260, 261].
Asprosin hormonu, karacigerdeki ilgili reseptoriine baglanarak kan glikoz seviyesini
artirmasini  takiben pankreastan insiilin  hormonunun salinimimi artirir [199].
Aragtirmalar gdstermistir ki, asprosin hormonu kanda yiiksek seviyelerde iken, kan
glikoz ve insiilin miktar1 da artig gosterir ve periferik organlar artmis insiiline ragmen
glikozu hiicre ig¢ine almazlar [199]. Asprosin hormonun bu etkileri dogrultusunda,
bircok arastirmact bu hormonun inhibe edilmesi ile hastaliklarin olumlu

seyredeceklerini diisinmiiglerdir. Ancak, yag dokusu [191] ve tiikriik bezleri gibi
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bircok yerden de sentezlendigi gosterilen [256] asprosin hormonunun, kendi
calisgmamiz ve diger ¢alismalarda da gosterildigi gibi, anti-inflamatuar etki gostermesi,
bu hormonun inhibe edilmesi diisiincesini her zaman desteklememektedir [257, 262].
Diyabetli hastalarda, mikro ve makrovaskiilarizasyon bozukluguna bagli cesitli
komplikasyonlar tanimlanmistir [263, 264]. Mikroanjiyopati gelisimiyle; yara
iyilesmesinde gecikme ile diyabetik ayak gibi gesitli istenmeyen sonuglarla karsi
karsiya kalinmaktadir [265, 266]. Asprosin hormonu, istah1 artirmasi, yag dokusundan
salinmasi ve glukoneogenezle baglantilar1 nedeniyle, obezite ve diyabetle yakin iligki
icerisindedir. Obez ve diyabetli kisilerdeki yaralarin iyilesme glicligi
distintildiigiinde [267-269], asprosin hormonunun etkileri bu konuda arastirilmaya her
zaman adaydir. Calismamizda, kutandz yaralarda yeni terapotik tedavi yontemlerinin
bulunmasi agisindan 6nemli olan asprosin hormonunun, yara iyilesmesindeki rolii,
hiicre viabilitesi ve proliferasyonu, inflamasyon ve ESM kompanentleri arastirilarak
degerlendirildi. Bu amagla da, fibroblast hiicre hattinda in vitro olarak yara ¢izik
deneyi olusturuldu. Cogalan hiicrelerde, pro ve anti-inflamatuar ajanlar (IL-1 ve IL-
10) ile ESM kompanentlerinden olan fibronektin ve kollajenin ekspresyonu

immiinositokimyasal boyanma ve gen ekpresyon diizeylerine bakilarak arastirildi.

Yaptigimiz tez ¢alismasinda, asprosin hormonunun yara iyilesmesi iizerine
etkisi HDF hiicre hattinda ‘In vitro scratch assay’ teknigi ile degerlendirildi [211, 212,
270]. Daha oOnce gergeklestirilen bir scratch assay arastirmasinda; farkli yag
dokularindan izole edilen leptin, visfatin gibi adipokinler ile insiilin hormonunun
fibroblast hiicrelerindeki yara iyilestirme etkilerine bakilmis ve olumlu etkiler
sergiledikleri gosterilmistir [271]. Yeni tamimlanan baska bir adipokin olan
chemerinin, en yiiksek doz olan 100 ug/l ile hiicre gégiinii artirdigi rapor edilmistir
[166]. Bagka bir adipokin olan adiponektinin ise scratch assay tekniginde fibroblast
gOciinii inhibe ettigi gosterilmistir [272]. Calismamizda, 200 ng/ml dozunda verilen
asprosin hormonunun diger biitiin gruplara gore, hiicre go¢iinii daha fazla artirdigimni
ve yara hattim1 kapattigimmi gozlemledik. Bu durum, asprosin hormonunun,
fibroblastlarin hem proliferasyonunu ve hem de gdciinii indiikleyerek yara alanini daha
hizli kapattigini ve yara iyilesmesini artirdigini géstermektedir. Yaptigimiz ¢alismada

ayrica, asprosin hormonuyla muamele edilen fibroblast hiicre hattinda, yara iyilesme
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aktivitesi 24. ve 48. saatlerde 200 ng/ml dozunda en yiiksek seviyede bulundu. Diger
gruplarda da kontrolden daha ileri seviyede gerceklesen hiicre proliferasyonunun ayni
zamanda yara iyilesmesi deneyinden elde edilen sonuglar ile de uyumluluk gosterdigi

belirlendi.

Asprosin hormonunun, cAMP PKA’y1 aktive ederek kronik inflamasyonda
iyilestirici etkilerinin olabilecegi bildirilmistir [179, 257]. Pankreas B hiicrelerinde ise
palmitatla indiiklenmesi sonucu TLR4/JNK yolagi araciligiyla inflamasyon ve
hiicresel disfonksiyona neden oldugunu gosteren ¢alisma mevcuttur [200]. Bu bilgilere
ek olarak cAMP yolaginin inflamatuar sitokinleri PKA iizerinden baskiladigi
bilinmektedir [273]. Asprosin {izerine yapilan ¢alismalarda, asprosinin inflamatuar ve
anti-inflamatuar etkilerinin ikisinin de var oldugu gosterilmistir [179]. Inflamasyon
tizerine etkili olan IL-1a, genellikle IL-la sentezleyen hiicrenin plazma zari ile
iliskilidir ve bu nedenle lokal olarak hareket eder, dolasima gecerek sistemik hareket
etmez [274-277]. Buna ek olarak, IL-1a hiicre ¢ekirdeginden sentezlendikten sonra
hiicre disina kendi reseptorleriyle salinir [278]. Bu bilgiler bize IL-1o’nin hem
cekirdekte hem de ESM’de bulunabilecegini gostermekle birlikte hiicrelerde yapilan
immiinfloresan boyama metodunda intraselliiler bolgede oldugu gosterilmistir [279].
Yapilan in vivo ve ex vivo ¢alismalarda da, IL-1’nin cildin fibroblast bulunduran
dermis kisimlarinda, hem intraselliiler alanda hem de ESM’de immunpozitiflik
gosterdigi rapor edilmistir [280, 281]. Ayrica, IL-1’in fibroblastlardan salgilanip
keratinositlerin gogiinii indiikledigi de gosterilmistir [282-286]. Keratinositlerden
yaralanma sonras1 IL-1 sentezlenir. IL-1 de otokrin etkiyle fibroblast proliferasyonu
ve keratinosit biiyiimesini tetikleyip, fibroblastlardan da kollajen sentezini ve
keratinositlerin kemotaksisini uyarir [282, 287-290]. IL-1 ayrica, TGF B ve IL-6 gibi
profibrotik sitokinlerin iiretimini de saglar [282, 291, 292]. Yiiksek proinflamatuar
sitokin ekspresyonu, sistemik otoimmiin ve metabolik bozukluklarda iyilesmeyen cilt
yaralarinda gozlenmekle beraber, bu faktorlerin diisiik {iretimi de deri yaralarinin
enfeksiyonu ve normal iyilesmenin 6nlenmesiyle sonuglanmaktadir [293]. Bununla
birlikte, inflamasyonun orta diizeyde indiiklenmesinin yara iyilesmesini destekledigi
de bildirilmistir [293]. Bunlara ek olarak, proinflamatuar sitokinlerin azalmasinin

iyilesmeyi artirdigi birgok arastirmaci tarafindan gosterilmistir. Biz de, pro-
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inflamatuar sitokinlerden olan IL-1’in immiinpozitifligini 6zellikle 200 ng/ml asprosin
verilen grupta artmis olarak gozlemlemekle birlikte IRS degerlendirmesi yapildiginda
gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigini1 belirledik. Ayrica, Real Time-PCR ile
gerceklestirdigimiz gen ekspresyonu sonuc¢larimizda da farkli dozlarda vermis
oldugumuz asprosin hormonunun, IL-1 gen ekpresyon seviyeleri iizerinde anlaml1 bir
degisiklige neden olmadigmi tespit ettik. Calismamizda, immiinositokimyasal
bulgularimiz Real Time-PCR sonuglarimizla uyum gostermekte ve asprosin

hormonunun IL-1 aracili inflamasyon tizerine etkisi olmadigini diisiindiirmektedir.

IL-10'un inflamatuar yanitin baskilanmasinda ana diizenleyici faktor oldugu
bilinmektedir [112]. Inflamatuar etkileri dindirmek igin fibroblastlardan da salinabilen
bu sitokin yara iyilesmesi ¢alismalarinda degerlendirilen 6nemli markerlardandir [294,
295]. Hiicre diizeyindeki uyarilar, ¢esitli sinyal yolaklarinin aktive olmasini ve IL-
10’un hiicre disina salinimini tetiklemek gibi mekanizmalar olusturur [296]. Bunlarla
birlikte, daha 6nce dermal fibroblast hiicre hattinda immiinfloresan boyalar ile IL-
10’un ¢ekirdek diizeyinde tutulumunun oldugu da yaymlanmistir [297]. Yine in vivo
ve ex vivo calismalarda, dermiste IL-10’un hiicreye 6zgii boyandigini gosteren
yayinlar mevcuttur [298]. Yaptigimiz ¢alismada, asprosin hormonunun 200 ng/ml
dozunda verildigi grupta 48. saatte IL-10’un immiinpozitifligi ve IRS degerleri diger
biitiin gruplardan yiiksek bulundu. Bununla birlikte 150 ng/ml dozunda asprosin
verilen grupta da 48. saatte kontrol grubundan daha iyi immiinpozitiflik elde edildi ve
IRS degerleri de ytiksek gozlendi. IL-10’un asir1 ekpresyonuyla yaralarin iz kalmadan
iyilestigi rapor edilmistir [112, 114, 298, 299]. Adipokinler iizerine yapilan bir
calismada, kolorektal hiicreleri iizerinde yara iyilestirme deneyi gergeklestirilmis ve
IL-10’un azalmasinin hiicre gogiinii azaltigina dair kanitlar sunulmustur [300]. Tendon
yirtiklart tizerinde yapilan bir diger ¢alismada, anti-inflamatuar sitokin olan 1L-10
tedavisi sonrasi, yara iyilestirme deneyi uygulanmis, tendon tiirevli kok hiicrelerinin
proliferasyonunun ve gdociiniin arttigr bildirilmistir [301, 302]. Bagka bir tendon
yaralanmasi c¢aligmasinda da IL-10’un mRNA ekpresyonlarinda, yara iyilesmesinin
gec inflamatuar fazinda onemli Olglide artis gosterdigi rapor edilmistir [303].
Calismamizda, asprosinin yiiksek dozlarda IL-10’un ekpresyon seviyelerini artirdig

bu durumun da immiinositokimyasal bulgularimizi destekler bigimde oldugu gozlendi.
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IL-10 seviyelerinin 48. saatte artmig olmasi ve yara ¢izik deneyimizde yara alaninin
kapanmasi asprosin hormonunun anti-inflamatuar etki ile yaralart iyilesmede

fonksiyon gorebilecegini diisiindiiriir niteliktedir.

Fibroblastlar, tiim organlarda ESM’yi baskin olarak tireten hiicrelerdir [304].
Yara iyilesmesinin ilk asamalarinda aktif olarak ¢ogalir ve yara bolgesine go¢ ederek
yeni ESM ve miyofibroblastlarin sentezini indiiklerler [305]. Ekstraselliiler matriksi
olusturan proteoglikanlar ve fibréz proteinlerin i¢inde ESM’yi olusturan major
yapistirici protein fibronektindir [1]. Yapilan ¢alismalarda, fibronektinin yaralanma
sonrast ilk olarak sitoplazmik bolgede biriktigi, ilerleyen zamanlarda sitoplazmanin
disina cikarak periselliiler bolgede izlendigi immiinfloresan boyalar ile gosterilmistir
[306]. Yapilan bir ex vivo yara iyilesmesi ¢alismasinda, dermiste fibronektinin yogun
fibriller halinde ve ESM’yi doldurur bi¢imde immiinpozitiflik gosterdigi
raporlanmistir [307]. Bizim ¢alismamizda, asprosin verilen 100 ng/ml, 150 ng/ml ve
200 ng/ml dozlarindaki gruplarda 24. ve 48. saatlerde fibronektin IRS degerleri kontrol
grubundan daha yiiksek bulundu. Bu etki asprosin hormonunun en yiiksek dozu olan
200 ng/ml’de daha da belirgin sekilde saptandi. Fibronektinin yiiksek olarak
belirlendigi gruplarda, ozellikle 48. saatte yaranin tamamen kapanmis olmasi
literatiirle uyumlu bir sekilde fibronektinin yara iyilesmesini artirdigin1 gosterdi.
Fibronektin HDF hiicre hattinda bir kemoatraktan olarak bilinmektedir. Li ve ark.
yaptiklar1 caligmalarinda fibronektinin HaCaT olarak da bilinen keratinosit hiicre
hattini uyardigini1 géstermislerdir [308]. Bunlara ek olarak fibronektin, keratinositlerin
¢ogalmasini da diizenlemektedir [309]. Baska bir yara iyilesme deneyi arastirmasinda,
bitkilerden elde edilen bilesiklerden olan DK223 ([1 E, 2 E -1,2-bis(6-methoxy- 2H)-
kromen-3-il)metilen]hidrazin)) maddesinin HDF hiicre hattinda fibronektini artirdig
gosterilmistir [67]. Bu arastirmalara benzer sekilde ¢alismamizda da; fibronektinin,
24. ve 48. saatlerde belirlenen gen ekpresyon diizeyleri, asprosin verilen 100 ng/ml,
150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarindaki gruplarda, kontrol grubuna kiyasla,
immiinositokimyasal bulgularimiz1 destekler sekilde yiiksek bulundu. Yani ¢ogalan
fibroblastlar, hem go¢ ederek yara yerini kapatmig, hem de fibronektin sentez ve

salimmasii artirarak ESM olusumunu artirmistir. Baska bir ifade ile asprosin
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hormonu, fibroblastlardan fibronektin ekpresyonunu uyararak yara iyilesmesini

artirmaktadir.

Ekstraselliiler matriksin temel bilesenlerinden olan Kkollajen, sentezlenirken,
endoplazmik retikulumda sert makromolekiil yapidaki pro-kollajenden iiretilir.
Sonrasinda bu molekiil, golgi organelinde biiylik bir vezikiile alinarak transmembran
proteinleri araciligi ile hiicrelerden disariya salinir ve hiicre digi alanda enzimler
vasitasiyla kollajen halini alir [310, 311]. Kollajen, viiciitta en ¢ok bulunan protein
olmakla birlikte [312] ESM’yi olusturan fibroz proteinlerin baskin olan yapisal
kompenentidir [313]. Deriye mukavemet saglayan ve yapistirict 6zellikte olan bir
molekiildiir. Hiicre gogiinde de 6nemli gorevler tistlenmektedir [313, 314]. Kollajen 1
hemen tiim dokularda bulunmakla beraber, deri ve tendonda en ¢ok bulunan kollajen
formudur [313]. Yara iyilesmesi i¢in 6nemli faktor olan yara kontraksiyonu, kollajen
sentezi ve graniilasyon dokusu olusumu sayesinde gerceklesebilmektedir [313, 315].
Cagdas yara iyilesmesi arastirmalari, kollajen iireten fibroblastlarin aktivasyonunu
gerceklestirecek yeni terapotik ajanlarin tanimlanmasina odaklanmistir [315, 316].
Kollajen tip 1, yara iyilesmesi ve anjiogenez esnasinda ve hiicre digt matriksin yeniden
sekillenmesi gibi biiyiik hiicresel olaylar1 indiiklemek i¢in ihtiya¢ duyulan ¢ok 6nemli
bir faktordiir [118, 313, 316, 317]. Ayrica kollajen 1 keratinosit hiicre go¢iiniinii de
artirmaktadir [318]. Anoreksijenik adipokinlerden olan leptin hormonunun ve 2020
yilinda kesfi yapilan dermatopontin isimli adipokininin, kollajen seviyesini artirarak
yara iyilesmesini tesvik ettigi rapor edilmistir [202]. Fibroblastlarda yapilan bir yara
lyilesmesi ¢aligmasinda, kollajen 1’in immiinfloresan boyanmasinda intraselliiler
boyanma gosterdigi belirtilmistir [319, 320]. In vivo ve ex vivo olarak gergeklestirilen
bagka bir arastirmada, kollajen 1’in dermiste fibriller halinde yogun immiinpozitiflik
gosterdigi bildirilmistir [321]. Mevcut ¢alismada, asprosin hormonunun 200 ng/ml
dozunda uygulandigi grupta, 48. saatte yara alan1 tamamen kapandi ve kollajen 1’in
immiinpozitifligini gosteren IRS degerleri diger biitiin gruplardan daha yiiksek
seviyede gozlendi. 100 ng/ml ve 150 ng/ml dozlarinda asprosin verilen gruplarda da
48. saatte kontrol grubundan daha yiiksek IRS degerleri tespit edildi. Bulgularimiz,
asprosinin  Ozellikle yiiksek dozlarda uygulandigi gruplarda, kollajen 1

ekspresyonunun artarak HDF hiicre hattinda hiicre proliferasyonu ve gogiinii
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uyardigint bdylece yara hattinin tam olarak kapandigini gostermektedir. Yine
yaptigimiz molekiiler analizlerde de, asprosin hormonunun 100 ng/ml, 150 ng/ml ve
200 ng/ml dozlarinda verilen gruplarda, 6zellikle 48. saatte kollajen 1 ekpresyonunun

artmasi, immiinositokimyasal olarak elde ettigimiz sonuglar1 destekleyici niteliktedir.

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz bulgular, bize asprosin hormonunun pro-
inflamatuar bir sitokin olan IL-1 araciligiyla etki etmedigini, IL-10 molekiliini
artirarak anti-inflamatuar etki ile yara iyilesmesinde skar olusumunu azaltarak etkili
olabilecegini distiindiirmektedir [112]. Ayrica, asprosin hormonunun, ESM’yi
olusturan major yapistirict protein olan fibronektin seviyelerini artirmasi sayesinde,
hem fibroblast gogiinii hem de ESM’nin olusumunu destekledigini, boylelikle de yara
iyilesmesinde 6nemli rol oynadigin1 gérmekteyiz. Benzer sekilde, asprosin hormonu
kollajen 1 seviyelerini artirmakta, bu da deriye mukavemet saglayarak ve ESM
icindeki diger kompanentlerin birbirine baglanmasini kolaylastirarak yara iyilesmesini
hizlandirmaktadir. Kollajen 1’in hiicre goc¢iinii saglamasi da yine yara iyilesmesinde
olumlu sonuglara yol agmaktadir. Sonug¢ olarak, asprosin hormonunun anti-
inflamatuar etki gostrerek ve ESM kompanenetlerinden fibronektin ve kollajen 1’in
ekspresyonunu artirarak yara iyilesmesi lizerine olumlu etkileri olabilecegi

kanaatindeyiz.

Elde edilen bulgular sonucunda, daha 6nceden kuramsal diizeyde belirtilmis
olmasina ragmen, asprosin hormonun yara iyilestirici etkisini deneysel olarak ilk kez
aciklayarak bilime katki sagladigimizi diisinmekteyiz. Asprosin hormonunun
inflamasyon iizerindeki etkilerinin tekrar degerlendirildigi tez ¢alismamizin,

gelecekteki bir¢ok arastirmact icin yol gosterici olacagini timit etmekteyiz.

Asprosin hormonunun yalnizca yara iyilesmesinde degil, bu konuda yapilan
aragtirmalarin seyrine bakildiginda, kozmetik amacli da kullanilabilecegini 6n
gormekteyiz. Gelisen teknoloji, yeni bulunan teknikler ve molekiiller ile asprosin
hormonunun yara iyilesmesi konusundaki iliskisi daha iyi degerlendirilecektir. Bu
aragtirma, terapOtik ajanlar icinde asprosinin de yer almasi gerektigini gostermekle
birlikte, yara iyilesmesinde, giincel tedavi protokollerinin gelistirilmesine yonelik

arastirmalara kilavuzluk edecektir. Asprosin hormonunun bu etkiyi nasil ve hangi

88



sinyal yolaklar1 tizerinden gerceklestirdigi gelecekteki arastirmacilarin hedefleri

arasinda olacaktir.
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