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ÖZET 

Asprosin Hormonunun Yara İyileşmesi Üzerine Etkisinin İn Vitro Olarak 

Araştırılması 

Amaç: Önemli bir sağlık sorunu olan kutanöz yaraların tedavisi amacıyla, 

çeşitli maddeler yüzyıllardır araştırılmış olup yenileri de her geçen gün eklenmekte ve 

elde edilen bilgiler bilim ışığında güncellenmektedir. Bu çalışmada, yeni keşfedilen ve 

pek çok sistemi birden etkileyebilen bir adipokin olan asprosin hormonunun yara 

iyileşmesi üzerindeki olası etkilerinin in vitro olarak araştırılması amaçlandı. 

Gereç ve Yöntemler: Asprosin dozları 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200 

ng/ml olarak belirlendikten sonra HDF hücre hattından elde edilen fibroblast hücreleri 

platelere ekilerek konfluenti sağlandı. Daha sonra plateler kontrol, 24 ve 48 saatlik 

gruplar şeklinde ayrıldı. Platelerde, ‘Yara Çizik Deneyi’ ile yara modeli oluşturuldu 

ve belirlenen dozlarda asprosin hormonu uygulandı. Bütün gruplarda hücre canlılıkları 

MTT yöntemi ile hücrelerdeki IL-1, IL-10, fibronektin ve kollajenin 

immünreaktiviteleri immünositokimyasal yöntemle ve bu proteinlere ait gen 

ekpresyonları Real Time-PCR yöntemi ile analiz edildi. 

Bulgular: Yara çizik deneyi sonrası asprosin verilen bütün gruplarda yara 

alanları kontrol grubundan önce kapandı, ancak en erken kapanma asprosin 

hormonunun 200 ng/ml dozunda gözlendi. Hücre canlılığı; bütün gruplarda kontrole 

göre ileri seviyede ve 200 ng/ml dozunda en yüksek seviyede tespit edildi. Hem 

immünositokimyasal hem de moleküler analizlerde, IL-1’in gen ekpresyonu kontrol 

ve diğer gruplar arasında farklılık göstermedi. IL-10 ekpresyonununda, asprosin 

hormonunun 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarında 48 saatlik gruplarda anlamlı artış 

tespit edildi. Asprosinin 200 ng/ml dozunda uygulandığı 48 saatlik gruplarda daha 

belirgin olmakla birlikte, 24. ve 48. saatlerde 100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml 

dozlarında fibronektinin yüksek ekpresyon sergilediği tespit edildi. Kollajen 

ekspresyonunun ise 48 saatlik gruplarda 100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarında 

kontrol grubuna göre yüksek olduğu belirlendi.  

Sonuç: Çalışmamızda, asprosin hormonunun; hücre proliferasyonunu artırdığı, 

anti-inflamatuar etki gösterdiği, fibronektin ile kollajen oluşumunu artırarak yara 

iyileşmesinde olumlu etkileri olduğu varıldı. Böylelikle asprosin hormonunun 

gelecekte yaraların tedavisinde kullanılabilecek bir ajan olabileceği düşünüldü. 

Anahtar Kelimeler: HDF Hücre Hattı, Yara İyileşmesi, Asprosin, 

İmmünositokimya, 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, IL-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. GİRİŞ VE AMAÇ 

Hayatımızın belirli dönemlerinde karşılaştığımız ve çeşitli nedenlere bağlı 

meydana gelen kutanöz yaralar, hastaları psikolojik, sosyal ve ekonomik yönden 

olumsuz etkileyen önemli bir sağlık sorunudur. Hem basit kesilerde hem de yaygın 

kutanöz yaralarda, deriyi oluşturan dokuların histolojik olarak bütünlüklerinin 

bozulması söz konusudur. Kutanöz yaralar, kesi yarası, insizyon yarası, yanık, 

diyabetik yara ve bası yarası gibi yaralar şeklinde karşımıza çıkmaktadır. 

Yara çeşitleri, büyüklükleri, akut, kronik, temiz ya da enfekte olmaları, yara 

tedavisinde dikkat edilmesi gereken noktalardır. Kesiler ve insizyon yaraları gibi 

yaralar uygun tedaviyle kısa sürede iyileşirken, yanıklar, diyabetik yaralar ve bası 

yaraları gibi komplike yaraların tedavisi uzun zaman ve özen gerektirmektedir. 

Yaraların iyileştirilmesi amacıyla kullanılan birçok tedavi yöntemi olmasına rağmen, 

bazı yaraların iyileşmesinin uzun sürmesi ve iyileşirken skar dokusu bırakması 

estetiksel kaygının yanında maddi kayıplar gibi pek çok sorunu da beraberinde 

getirmektedir. Komplike yaraların tedavisinde, yara örtüleri, biyomekanik yara bakımı 

(hiperbarik oksijen, ozon vb), GETAT (geleneksel ve tamamlayıcı tıp uygulamaları) 

ve PRP (trombositten zengin plazma) gibi farklı tedavi protokolleri kullanılmaktadır. 

Ancak, bu yöntemlerin bazılarının yüksek maliyetli olması bazılarının ise neden 

olduğu yan etkiler ve tedavilerinde gidilmesi gereken merkezlere ulaşımın zorluğu gibi 

nedenlerle kullanımları kısıtlı kalmaktadır. Bu durum yara iyileşmesinde yeni tedavi 

protokollerinin araştırılmasını gerekli kılmaktadır. Son zamanlarda yara tedavisinde 

hormonların ve adipokinlerin kullanıldığı görülmektedir. 2016 yılında keşfedilen 

asprosin hormonu, oreksijenik yeni bir adipokindir. Daha önce yağ otogrefti gibi 

güncel tedavi yöntemlerinin de yara iyileşmesinde olumlu etkilerinin gösterilmiş 

olması, subkutan beyaz yağ dokusundan sentezlendiği gösterilen asprosin 

hormonunun da yara iyileşmesi üzerine etkisinin araştırılması gerektiğini 

düşündürmektedir. 

Asprosin hormonu,  karaciğerde glikoz salınımını artırarak pankreasın β 

hücrelerinden insülin sentezini indüklemekte ve beyinde cAMP bağımlı yolakla 

doğrudan AgRP + nöronlarını uyararak iştahı artırıcı etkiler göstermektedir. Pek çok 
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sistemi birden etkilediği gösterilen asprosin hormonunun, kan glikozunu artırdığının 

gösterilmesi ile glukoneogenezle bağlantı kurulmuş ve monoklonal antikorlar 

kullanılarak inhibisyon yoluyla, diyabetli hastalarda umut kaynağı olabileceğinden 

bahsedilmiştir. Diyabetli hastalarda inflamasyonun artması gibi çeşitli faktörlere bağlı 

olarak gelişen diyabetik yaraların iyileştirilmesi için bu tip yeni araştırmalar gelecekte 

de yerini alacaktır. 

Literatürde, asprosin hormonunun, pankreas hücrelerinde disfonksiyon ve 

inflamasyona yol açtığını gösteren çalışmalara rastlanmakla birlikte, yanık sonrası 

iyileşme sürecinde olumlu etkili olabileceğini düşündüren çalışmalar da mevcuttur. 

Ancak, yeni keşfedilen bir hormon olan asprosin hormonunun yara iyileşmesinde ne 

tür bir rol oynayabileceğini deneysel düzeyde araştıran bir çalışmaya henüz 

rastlanmamıştır. 

Yaptığımız tez çalışmasında, oreksijenik bir adipokin olan asprosin 

hormonunun, yara iyileşmesi üzerinde gösterdiği etkinin, yara çizik deneyi sonrasında 

HDF hücre hattında hücre viabilitesi ile değerlendirilmesi, ardından IL-1, IL-10, 

kollajen ve fibronektin protein ekspresyonlarının immünositokimyasal yöntemler ve 

Real Time-PCR ile karşılaştırılarak araştırılması amaçlandı. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Deri 

Deri vücudun dışını kaplayan tabakayı oluşturmaktadır ve vücudun toplam 

kütlesinin % 15-20’sini meydana getiren en büyük organdır [1]. Deri, dış çevredeki 

ajanlara karşı bariyer olmakla birlikte, immünolojik bilgiyi uygun efektör hücrelere 

iletmek, vücut sıcaklığını ve su kaybını düzenleyerek homeostazı sağlamak, duyusal 

bilgiyi sinir sistemine aktarmak, ekzokrin salgı yoluyla boşaltımda fonksiyon görmek 

ve D vitaminini aktif formuna dönüştürmek gibi hayati fonksiyonlar 

gerçekleştirmektedir [1-3]. Deri, epidermis ve dermis olarak adlandırılan iki tabakadan 

oluşmaktadır. Epidermis ektodermden köken alırken, dermis ise mezodermden 

gelişmektedir [1, 2]. 

Epidermis keratinize çok katlı yassı (skuamöz) epitelden oluşmaktadır, dermis 

ise yoğun bir bağ dokusundan oluşmaktadır ve bu bağ dokusu deriye mekanik destek, 

dayanıklılık ve kalınlık kazandırmaktadır (Şekil 2.1) [1, 2]. Dermisin derinlerinde olan 

hipodermis; bağ dokusu yapısındaki septumlar ile birbirinden ayrılmış lobüller halinde 

düzenlenmiş, değişken miktarda adipoz doku içermektedir. Hipodermis deriyi çevre 

dokulara gevşekçe bağlar [4]. 

Derinin kalın ve ince deri olmak üzere 2 tipi vardır [1]. Kalın deri el ayası ve 

ayak tabanında bulunur [5] ve 5 mm’den daha kalındır ve kılsız yapıdadır. Kalın bir 

epidermise sahiptir. Vücüdun kalan diğer kısımlarını örten deri ince deridir ve 1-2 mm 

kalınlığındadır ve kıl folikülleri bulundurur. Buradaki deride epidermis ince yapıdadır 

[1]. 

Histologların kullanmış olduğu kalın ve ince deri tabiri epidermal tabakanın 

değerlendirilmesine dayanmaktadır. Anatomik olarak ise, sırt derisi aşırı dermis 

tabakası içermesinden dolayı kalın deri tabirini almakla birlikte histolog gözüyle 

buradaki deri ince derinin epidermisine benzemektedir. Yine anatomik olarak, göz 

kapağının derisi aşırı derecede incedir [1]. 
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Şekil 2.1. Ratlardan alınmış kalın deri dokusunun mikroskobik görüntüsü. Sarı çizgi: stratum corneum, Yeşil 

çizgi: stratum lusidum, Mavi çizgi: stratum granülosum, Kırmızı çizgi: stratum spinozum, Siyah çizgi: 

stratum bazale. Sarı ok: epidermis, Turuncu ok: dermis. Boya: MTK. Büyütme objektifi: x10. 

2.1.1. Epidermis 

Ektodermden köken alan epidermis, çok katlı yassı (skuamöz) epitelden 

oluşmaktadır. Bu tabaka sürekli olarak büyümesine rağmen deskuamasyon sayesinde 

kalınlığı korunmaktadır. Epidermis; baskın olarak keratinosit hücresi, pigment üreten 

melanosit hücresi, immün sistem ile ilişkili langerhans hücresi ile duyusal sinir 

sonlanmalarında görevli merkel hücresi olmak üzere dört hücre grubunu içermektedir. 

Epidermisin tabaka sayısı da dörttür. Kalın deride ise beş tabaka halinde 

gözlenmektedir [1, 3]. 

2.1.1.1. Epidermisin Katmanları 

Stratum bazale, diğer ismiyle stratum germinatum, dermisin hemen üstünde 

bulunan ve tek katlı hücre tabakası (kübik ya da alçak prizmatik) olup kök hücreleri 

içermektedir. Bu kök hücrelerin mitotik bölünmesiyle keratinositler meydana 
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gelmektedir. Keratinositlerin yukarıya doğru ilerlemesi ve keratinize hücrelere 

dönüşmesi sonrasında deri yüzeyinden bu hücreler dökülmektedir.  Melanositler de bu 

tabakada yer almaktadır [6]. Stratum bazaledeki hücreler birbirlerine ve stratum 

spinozumdaki hücrelere desmozomlar aracılığıyla bağlanırken, alttaki bazal laminaya 

ise hemidesmozomlar aracılığıyla bağlanmaktadır [1]. 

Stratum spinozum, birçok sitoplazmik uzantıyla beraber karakteristik dikensi 

(spinöz) yapısından dolayı bu şekilde isimlendirilmiştir. Bu uzantılar komşu hücrelere 

desmozomlarla bağlanmıştır [6]. Buradaki keratinositler birkaç hücre kalınlığındadır 

ve bazal tabakadaki keratinositlerden daha büyüktürler [1]. Stratum bazale ve stratum 

spinozum tabakaları birlikte Malpighi tabakasını meydana getirirler. 

Stratum granülozum, bu katmandaki keratinositlerin keratohiyalin granülleri 

içermesinden dolayı bu şekilde isimlendirilmiştir. Bu granüller histidin ve sistin adlı 

proteinleri içerirler ve filagrin adı verilen stratum korneumdaki keratin filamentlerini 

oluşturan proteinin prekürsörleridirler [7]. Stratum granülozum katmanı, bu 

proteinlerin yoğun bazofilik boyanması sayesinde histolojik kesitlerde kolayca ayırt 

edilebilmektedir [1]. Kök hücrelerin bulunduğu stratum bazaleden, stratum korneuma 

ilerleyen keratinositler, çekirdeklerini kaybetmeye başlarlar ve bu tabakada 

keratinositlerin içleri keratohiyalin granülleri ile doludur [6]. 

Stratum lusidum, bazı histologlar bu tabakayı stratum korneumun alt tabakası 

kabul etmekle birlikte sadece kalın deride belirgindir [6]. Işık mikroskobunda açık 

renkte boyanır [1]. Stratum lusidum, keratohyalinin bir transformasyon ürünü olan ve 

yağlı veya mumsu şekildeki eleidin maddesini içerir [5, 8]. Eleidin el içi, ayak tabanı 

ve dudakta bulunur  [9]. 

Stratum korneum, keratinositler nükleuslarını ve sitoplazmik organellerini 

kaybederek neredeyse tamamen keratin filamentleriyle dolu hale gelirler [10]. Bu 

tabakanın derin kısımları ekstrasellüler lipid tabakasıyla kaplanır ve bu lipid tabakası 

epidermisteki su bariyerinin temelini oluşturur [1, 6]. 
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2.1.1.2. Epidermisin Hücreleri 

Epidermis dört farklı hücre tipini içermektedir; 

1) Keratinositler 

Bu hücrelr, ileri düzeyde özelleşen epitel hücreleri olmakla birlikte, canlıların 

dış dünyadan korunmasını sağlamak gibi pek çok işlevi yerine getirmekle görevlidir 

[11]. Epidermisin tabakalarından olan stratum bazaleden köken alırlar. Bu tabakadan 

ayrılan keratinositler, keratin (sitokeratin) oluşumunu sağlamanın yanı sıra epidermal 

su bariyerini de meydana getirirler. Oluşan keratin granülleri, daha sonra bir araya 

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

Stratum spinozuma ilerleyen keratinositler, sitoplazmalarında bulunan serbest 

ribozomlar sayesinde keratohiyalin granüllerini sentezlerler. Keratohiyalin granülleri, 

ara filament-ilişkili proteinler ve glikolipid içeren lamellar cisimcikleri bulundurur. Bu 

granüller çoğaldıkça, granülün içeriği keratinosit sitoplazmasına bırakılır [11]. 

Nükleus ile diğer organellerin parçalanması ve plazma membranının 

kalınlaşması yoluyla granüler hücrelerin, keratinize hücrelere dönüşümü 

gerçekleşmektedir. Stratum granülozum tabakasında, granüler tabaka hücrelerinin 

boynuzsu hücrelere dönüşümü başlar. Bu süreç keratinizasyon olarak 

tanımlanmaktadır ve 2-6 saat içinde gerçekleşmektedir. Bu sürede oluşan keratin 

fibriline yumuşak keratin denilirken, kıl ve tırnaklarda bulunan keratin fibriline ise sert 

keratin denilmektedir [1]. 

2) Melanositler 

Melanositler nöral krestten köken alırlar [12]. Epidermiste melanin 

sentezleyerek pigment oluşumunda görevli hücrelerdir [13]. Sentezledikleri melanini 

keratinositlere dağıtırlar. Lokalizasyon olarak, stratum bazalenin bazal hücreleri 

arasında serpilmiş halde bulunurlar [12] ve keratinositlere göre çok daha yavaş bir 

hızla sayılarını artırırlar [4]. 
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Melanositin yuvarlak şekilli hücre gövdesi, bazal tabakada bulunur. Stratum 

spinozumdaki keratinositlerin arasına kadar uzanan uzantıları sebebiyle dendritik 

hücre olarak adlandırılırlar. Bir melanosit yaklaşık 36 keratinosit ile ilişkilidir [14]. 

Melanositin hücre gövdesi ve uzantıları komşu keratinositlere desmozomal bağlantı 

gerçekleştirmezken, bazal lamina yakınındaki melanositler ise hemidesmozomlara 

benzeyen yapılar bulundurur [1]. 

Melanositler, tirozinaz enzimi aracılığıyla melanin üretirler. Tirozinaz 

aktivitesi tirozini 3,4-dihidroksifenilalanine (DOPA) dönüştürür, daha sonra DOPA 

melanine dönüşür. Melanin pigmenti, melanositlerin dendritik uzantılarında bulunan 

melanozomlarda birikir ve daha sonra keratinositlere aktarılır. Böylece cilt ve saç 

pigmentasyonu sağlanır. Bazal tabakada bulunan melanositlerin keratinost gibi 

hücrelere oranı vücudun farklı bölgelerinde 1/4 ila 1/10 oranları arasında farklılık 

göstermekle birlikte tüm ırklarda sabittir [1]. 

3) Langerhans hücreleri 

Langerhans hücreleri, dentritik uzantılı olup, epidermiste antijen sunan 

hücrelerdir. Kemik iliğinde bulunan ortak lenfoid progenitör hücrelerden köken alırlar 

ve kan dolaşımına geçip farklılaşarak epidermise göç ederler. Langerhans hücresi, 

epidermisten bölgesel lenf düğümüne göç ederek burada bulunan T lenfosit ile 

etkileşime girer [1]. 

Melanositlerde olduğu gibi Langerhans hücreleri de keratinositler arasına 

sitoplazmik uzantılar göndermesine rağmen malanositlerdeki gibi komşu 

keratinositlerle desmozomal bağlantı oluşturmazlar. Desmozomal bağlantı yerine, 

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

4) Merkel hücreleri 

Merkel hücreleri, stratum bazalede yer alan, epidermisteki epidermal 

hücrelerden köken alan dendritik hücrelerdir [1]. Parmak uçları gibi duyusal uyarının 

çok olduğu deri kesimlerinde sayıları daha fazladır [4]. 
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Merkel hücreleri, komşu keratinosit hücrelerine desmozomlar aracılığı ile 

bağlanmakta ve sitoplazmalarında ara (keratin) filament içermektedirler [1]. 

Merkel hücreleri, afferent miyelinli sinir liflerinin genişlemiş uç kısımlarıyla 

ilişkilidirler. Nöron terminali, merkel hücresinin tabanına yakın bir yerde disk ya da 

plak şeklinde sonlanma oluşturarak genişler [1, 4]. Nöron ve epidermal hücrenin 

birlikteliği, merkel korpüskülü olarak adlandırılır ve bu bir mekanoreseptördür [4]. 

2.1.2. Dermis 

Dermisin, cildi ve daha derin katmanları desteklemek ve korumak, esneklik ve 

gerilme kuvveti sağlamak, termoregülasyona ve duyuya yardımcı olmak gibi görevleri 

bulunmaktadır [15, 16]. Epidermisin dermise tutunması; epidermisten dermise uzanan 

epidermal çıkıntılar ve dermisten epidermise uzanan dermal papillalar vasıtasıyla iki 

doku arasındaki arayüz genişlemeleri sağlanarak arttırılmaktadır [1]. Kalın deride bu 

ikisine ek olarak dermal çıkıntı da bulunmaktadır. Bu da dermatoglifiks denen parmak 

ve ayak izinin oluşmasını sağlamaktadır [17]. 

Epidermisin dermisteki hücrelere bağlanması, hemidesmozom denilen hücre 

iskeletinin ara filamentleri ile bazal laminaya tutunması yoluyla sağlanmaktadır [1, 

18]. Ayrıca aktin filamentleri de bazal laminada fokal adezyonlar sayesinde bağlantı 

kurmaktadır [1, 18]. Dermis, kan damarlarını, sinir uçlarını, saç köklerini ve bezleri 

barındırır [15] ve papiller ve retiküler tabaka olmak üzere iki tabakadan oluşmaktadır 

[2]. 

Papiller tabaka, epidermisin hemen altında bulunan ve epidermise dermal 

papillalar şeklinde girintiler yapan tabakadır. Gevşek bağ dokusundan oluşan bu 

tabaka, fibroblastlar, mukavemeti sağlayan tip 1 ve tip 3 kollajen lifler ve de 

elastikiyeti sağlayan elastik lifler içeren retiküler tabakaya göre, daha ince ve düzensiz 

şekilli bir ağdan oluşmaktadır [3]. Bu tabakada bulunan ve bağ dokusunun esas 

hücreleri olan fibroblastlar, ara madde içeriğini oluşturan; kollajen, elastik ve retiküler 

lifler ve kompleks karbonhidratlar gibi molekülleri sentezlerler [3]. 
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Papiller tabakada; epidermisi destekleyen ve içine girmeyen kan damarları, 

bazal laminaya penetre sinir uzantıları ile duyusal sinir sonlanmaları bulunmaktadır 

[1]. Arterlerden gelişen küçük damar ağları, retiküler dermisten papiller dermise kadar 

yüzeysel pleksusları meydana getirirler. Dermal papillalarda bulunan meissner 

korpuskülleri, dokunma duyusunu sağlayan mekanoreseptörlerdir. 

Retiküler tabaka, papiller tabakanın hemen altında bulunur ve vücudun farklı 

kesimlerinde değişkenlik gösterebilmektedir. Papiller tabaya göre daha kalın olan ve 

az hücre içeren bu tabaka kalın ve düzensiz tip 1 kollajen demetleri ve elastik liflerden 

oluşmaktadır [3]. Retiküler tabakanın altında adipoz doku tabakası (hipodermis), düz 

kas tabakası ve bazı bölgelerde çizgili kas tabakası bulunabilmektedir [1]. 

Retiküler tabakada da, kan damarları, sinirsel uzantılar ve duyusal sinir 

sonlanmaları bulunmaktadır. Arterlerden gelişen küçük damar ağları, retiküler 

dermiste derin pleksuslar halinde gözlemlenir. 

Dermisin derinlerinde bulunan retiküler tabakada, pasini korpüskülü sayesinde 

basınç algılanması sağlanmaktadır. 

2.1.3. Epidermal Deri Ekleri 

Deri ekleri, embriyonik gelişim döneminde epidermal epitelin aşağıya doğru 

büyümesiyle meydana gelirler. Bunlar; kıl ve kıl foliküllerinden, yağ bezlerinden, 

apokrin ve ekrin ter bezlerinden ve tırnaklardan oluşmaktadır. 

2.1.3.1. Kıl ve Kıl Folikülleri 

Kıllar, kıl foliküllerinde oluşan uzamış keratinize yapılardır. Avuç içleri, ayak 

tabanları, dudaklar ve ürogenital açıklıklar dışında tüm vücutta bulunurlar. Sert, 

keratinize epitel hücrelerinden oluşmuşlardır. Kılın rengi, melanositler tarafından 

üretilen melanin içeriğine bağlıdır. Bazal epidermisteki keratinositler dermise doğru 

büyümeye devam ederler ve dermal papillayı sararlar. Bu hücreler kıl kökünün 

matriksini oluştururlar. Kılın deri üzerindeki görünür kısmı ise kıl gövdesidir [1]. 
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Dermiste, kıl foliküllerinin orta kısmına bağlanan ve dermisin papiller 

tabakasına uzanan, erektör pili kası olarak adlandırılan düz kas yapısı bulunmaktadır. 

Bu kasların kasılmaları kıl gövdesini yukarı kaldırır ve cildin yüzeyinde kılları dik 

olarak çeker. Bu durum, kişi üşüdüğünde veya aniden korktuğu zaman ortaya çıkar [1, 

19, 20]. 

2.1.3.2. Yağ Bezleri 

Yağ bezleri dallı asiner holokrin bezlerdir. Lobüler bir görünüm sergilerler. 

Vücudun büyük bir kısmında ve dermiste bulunurlar. Avuç içlerinde ve ayak 

tabanlarında yağ bezleri yoktur. Bir yağ bezinin tüm asinusları, sebumlarını tek bir 

kısa kanala boşaltırlar. Sebum kıl folikülünün boyun kısmına boşaltılır. Sebum, yağlı 

bir sekresyon ve dejenere olan epitelyal hücrelerden oluşur ve lubrikasyonda rol oynar 

ayrıca bakterisidal etkileri de bulunmaktadır [1, 4, 21]. 

2.1.3.3. Ter Bezleri 

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

bezleri olmak üzere iki tipe ayrılırlar [1, 4, 19]. 

2.1.3.3.1. Ekrin (Merokrin) Ter Bezleri 

Basit kıvrımlı tübüler bezlerdir. Termoregülasyonda önemli rol oynarlar. Kıl 

kökleri ile bağlantılı değildirler. Kanalı epidermise ulaşır ve salgıyı cilt yüzeyine 

boşaltır. Dudaklar ve dış genital bölgelerin bazı bölgeleri dışında vücudun çoğu 

kısmında bulunurlar. Sulu kıvamda salgı üretirler [1]. Ekrin ter bezleri, ısı 

regülasyonunda önemli görev üstlenirler. Bunu, terin buharlaşması neticesinde derinin 

soğuması yoluyla gerçekleştirirler. Hipotonik tarzda salgılanan bu sıvı, ter 

kanallarından sodyum ve suyun bir kısmının geri emilmesi nedeniyle kan 

ultrafiltratına benzemektedir. Bu sıvı değişken miktarda sodyum klorür, üre, ürik asit 

ve amonyak içermektedir. Ter bezlerinin boşaltım kanalları, salgılanmış Cl-’un geri 

alınmasında görevli bir kanal proteini olan, kistik fibroz transmembran iletim 

regülatörü (CFTR) içeren epitel hücreleriyle sarılmıştır [1, 4, 19]. 
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2.1.3.3.2. Apokrin Ter Bezleri 

Büyük lümenlere sahip tübüler bezlerdir. Puberteden sonra aktif olmaya 

başlarlar ve hormonal değişiklikler, duygusal ve duyusal uyaranlardan etkilenirler. 

Visköz sekresyon yaparlar ve içinde feromonlar vardır. Kıl folikülleri ile ilişkilidirler 

ve salgılarını onlara boşaltırlar. Aksilla, meme ucunun areolası, perianal bölge ve dış 

kulak yolunda bulunurlar [4, 19, 21]. 

2.3.1.4. Tırnaklar 

Tırnaklar, keratinize hücrelerden oluşan sert keratin plaklardır. Tırnak 

yatağının üzerini örterler. El ve ayak parmaklarının dorsal yüzeylerinde bulunurlar. 

Tırnak yatağı, epidermisin malpighi tabakasından ve altında bulunan dermisten oluşur 

[1, 19, 21]. 

2.1.4. Derinin Embriyolojik Gelişimi 

2.1.4.1. Epidermis’in Embriyolojik Gelişimi 

Deri iki orijinden gelişmektedir. Yüzeydeki katman olan epidermis 

ektodermden köken alırken, daha derindeki katman olan dermis ise mezenşimden 

gelişir. Başlangıçta embriyo yüzeyi önceleri ektodermal tek katmanla kaplıyken, ikinci 

ayın başlarında bu tabakayı oluşturan hücrelerde çoğalma ve farklılaşma başlar. 

Yedinci haftanın sonunda periderm hücreleri oluşur ve altında bazal tabaka bulunur 

(Şekil 2.2/B). Altta kalan bazal hücrelerin proliferasyonuyla oluşan hücreler ara 

tabakayı oluşturur. Periderm hücreleri, sürekli şekilde keratinizasyona uğrayıp 

boynuzsu tabakayı meydana getirir. Bu tabaka keratin içeren, ölü hücrelerden ibarettir. 

Ara tabakadaki hücreler ince tonofibrilleri içeren büyük polihedral hücreler haline 

gelir ve böylece spinöz tabaka oluşur. Spinöz tabakanın üzerinde yer alan ve 

keratohiyalin granülleri ile dolu hücreler ise granüler tabakayı oluşturur. Dördüncü 

ayın sonunda epidermis düzenlenmesini tamamlar ve 4 katman ayırt edilir hale gelir. 

Deskuamasyonla dökülen periderm hücreleri ise fetüsü dıştan saran verniks kazeozayı 

meydana getirir (Şekil 2.2)[22-25]. 
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Şekil 2.2. Embriyolojik dönemde epidermisin 4-5. Haftada (A), 7. Haftada (B), 4. Ayda (C), doğumdaki (D) 

oluşum safhaları  

2.1.4.2. Dermisin Embriyolojik Gelişimi 

Dermis, yüzey ektoderminin altında yer alan mezenşimden gelişir [10, 26, 27]. 

Çoğu mezenşim kökenli olan dermisin bağ dokusundaki farklılaşmalar, lateral 

mezodermin somatik tabakasından kaynaklanmaktadır. Yaklaşık 11. haftada 

mezenşimal hücreler bağ dokusundaki kollajen ve elastik lifleri üretmeye başlar. 

Dermis çıkıntılar halinde epidermise doğru yönelim gösterir. Burada gelişen 

kapillerlerle epidermisin beslenmesi sağlanmaktadır [28]. Yine bu kısımlarda duyusal 

sinir uçları gelişir. Dermisteki kan damarları da mezenkimden kaynaklanmaktadır. İlk 

üç ayın sonunda fetal dermisin kan akımı iyi biçimde yerleşmiştir [26]. 
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Dermisteki kıl folikülleri, epitelyal invajinasyonlardan gelişirler. Dermise 

doğru büyüyen invajinasyon kıl tomurcuğunu oluşturur. Daha sonra kıl tomurcuğu 

genişleyerek germinal matriks ile dolu kıl bulbusuna dönüşür. Mezenkim dokusu 

bulbusa doğru invajinasyon yaparak kıl papillasını oluşturur. Bulbus içindeki germinal 

matriks hücreleri keratinize olur ve kılı oluşturur. Periferik hücreler de epidermal kök 

kılıfını oluştururlar [23, 24]. 

Dermiste bulunan ekrin ve apokrin ter bezleri, epidermisten hücresel 

tomurcuklar şeklinde mezenşime doğru gelişirler [29]. Bu tomurcuklar uzadıkça 

kıvrılır, epidermise doğru bağlanarak ter kanalının primordiyumunu oluştururlar [26, 

30]. Primordiyal kanalın merkezindeki hücreler dejenere olarak lümen oluştururlar 

[26]. Bezin salgı kısmında bulunan periferdeki hücreler ise miyoepitelyal ve salgı 

hücrelerine dönüşmektedir. Miyoepitelyal hücreler terin dışarıya atılmasından 

sorumlu özel düz kas hücreleridir [10]. Ekrin ter bezleri doğumdan kısa süre sonra 

faaliyet göstermektedir [10]. Apokrin ter bezleri kıl foliküllerini oluşturan epidermisin 

bazal tabakasından kaynaklanırlar. Bu nedenle yağ bezleri ve kıl folikülleri ile yakın 

ilişkilidirler. Doğumda apokrin ter bezleri bulunmasına rağmen aktif değildirler ancak 

puberte döneminde aktifleşerek salgı üretirler [10, 26]. 

2.2. Yara 

Yara; biyolojik, fiziksel ya da kimyasal travmalar sonucunda normal deri 

bütünlüğünün tahribata uğramasıdır [31, 32]. Kutanöz yaralar, çeşitli zedeleyici 

nedenlere bağlı gelişen derinin epidermis, dermis ve hipodermis tabakalarındaki hasar 

sonucu meydana gelir. 

2.2.1. Yara Çeşitleri 

Kutanöz yaralar, nedene ve sonuçta ortaya çıkan hasara bağlı olarak birkaç 

şekilde kategoriye ayrılırlar. Oluş zamanına göre, akut ve kronik yara, derinin 

bütünlüğünün bozulmasına göre, kapalı ve açık yara, yaranın kontaminasyon 

durumuna göre ise temiz ve enfekte yara şeklinde ifade edilmektedir. 
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Akut yara; geçici bir nedene bağlı, keskin nesneler ya da darbelerle travma 

sonrasında oluşan ve kısa sürede iyileşen yaralardır [33, 34]. 

Kronik yara; iyileşmeyi engelleyen ve iyileşme süresini uzatan birçok faktör 

(damarsal, sinirsel, hücresel vb) olmasının yanında, genellikle sistemik nedenlere bağlı 

olarak gelişen ve genelde uygun yara bakımı sonrası üç ay içinde iyileşmeyen [35] ve 

tekrar eden yaralardır [33, 34]. 

Kapalı yara; deri bütünlüğü bozulmadan; künt travma sonucu sızan kanın 

pıhtılaşmasına bağlı peteşi, purpura ekimoz şeklinde görünümler veren kontüzyon 

yaraları, doku ya da organ boşlukları arasına sızıntıyla gelişen hematom yaraları, 

ezilme yaraları ile kemik kırığı yaraları deri altındaki dokuların hasar gördüğü 

yaralardır [36]. 

Açık yara; derinin kesilmesi, yırtılması, sıyrılması, yanması gibi deri 

bütünlüğü kaybolduğunda oluşan yaralardır. Bu tür yaralarda mikroorganizmalar yara 

içine kolayca giriş yolu bulabilmektedir [36]. 

Temiz yara; inflamasyonun görülmediği, enfekte olmamış, sindirim yolu ve 

ürogenital yoldan uzak yerlerde bulunan yaralardır [36]. 

Enfekte yara; inflamasyonun gözlendiği, yara yerinde mikroorganizmaların, 

ölü dokunun, yabancı cismin ya da fekal kontaminasyonun bulunabildiği, geç kalınmış 

tedavi sonrasında gelişen yaralardır [36]. 

2.2.2. Yara İyileşmesi 

Yara iyileşmesi, derideki hasarın, yara oluşması sonrasında meydana gelen 

moleküler olaylar sonucunda üretilen sitokinler, kemokinler, büyüme faktörleri ve 

çeşitli mediyatörler aracılığı ile gerçekleşen onarım sürecidir. Kutanöz yara iyileşmesi 

iki şekilde gerçekleşmektedir; 

1) Primer yara iyileşmesi; az sayıda epitel ve bağ doku hücresinin yıkıldığı, 
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dar insizyon alanı içeren, az komplike, cerrahi sütürler ile bir araya 

getirilen, enfekte olmamış cerrahi insizyon birleşmesi durumunda 

gerçekleşen iyileşme tipidir [37]. 

2) Sekonder yara iyileşmesi; inflamatuar ülserasyon, abse oluşumu, geniş 

doku defektinin bulunduğu, büyük defektler sonrası geniş hücre ve doku 

kaybının gözlendiği, komplike, kenarları ayrılmış,  çok miktarda 

granülasyon dokusu içeren yaralarda gerçekleşen iyileşme biçimidir [37]. 

Kutanöz yaranın iyileşme süreci, iç içe geçmiş hemostaz, inflamasyon, 

proliferasyon ve remodeling (yeniden şekillenme) fazlarından oluşan karmaşık bir 

süreçtir (Şekil 2.3)[1, 31, 38, 39]. 

 

Şekil 2.3. Yara iyileşmesinin fazları 

Hemostaz fazı: Yaralanmadan sonra dakikalar içinde gelişen ilk fazdır [40]. 

Travma sonrasında gelişen ilk yanıt pıhtı oluşumudur. Trombositler, travma oluşur 

oluşmaz görev almaya başlarlar. Yaranın kanamasıyla trombositler damardaki 

trombojenik subendotele temas ederler [41] ve damarda gelişen vazokonstriksiyon ile 

birlikte tıkaç oluşturarak kanamayı azaltırlar [31]. Trombositler sadece hemostazı 

sağlamakla kalmazlar. İyileşmeye yardımcı olmak için; PDGF (platelet derived 

growth factor), EGF (epidermal growth factor), FGF (fibroblast growth factor), TGF-
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β (transforming growth factor beta), IGF-1 (insulin like growth faktör-1), koagülasyon 

oluşumu, fibrinojen, fibronektin, histamin, serotonin, bradikinin ve prostaglandin gibi 

inflamatuar mediyatörleri salıp inflamasyona yardım ederler. Trombositlerin, 

kemostatik etkisi sayesinde nötrofil, makrofaj ve lenfosit gibi inflamatuar hücreler 

olay yerine gelirler [1]. Yaralı alana gelen makrofaj ve nötrofiller; fagositoz yoluyla 

debris, nekrotik doku ve bakteriyel unsurları ortadan kaldırarak faaliyet gösterirler. 

Faktör 12 (hageman faktör), endotel hasarına bağlı olarak meydana gelen 

subendotelyal kollajenin dolaşımdaki trombositlerle teması sonucunda aktive olur, 

koagülasyon kaskadını uyarır. Bu faktör, kompleman, kinin ve koagulasyon 

sistemlerini uyarır [42]. İntrensek ve ekstrensek koagülasyon aşamalarında faaliyet 

göstererek protrombinden trombin oluşumunu destekler, oluşan trombin ise 

fibrinojenden fibrine geçişte görev alır. Fibrin, ani vazokonstriksiyon sağlar, yara 

alanında hemostazı ve hücre proliferasyonunu gerçekleştirir [43-46]. 

İnflamasyon fazı: Nötrofil, makrofaj ve lenfositlerin yara bölgesine 

gelmesiyle başlayan fazdır [40]. Trombositler, nötrofiller ve diğer lökositler IL-1, IL-

6, TNF-α (tumor necrosis factor-alfa) gibi sitokin ve büyüme faktörlerinin salınımını 

sağlayarak inflamatuar süreci uyarırlar [47]. Olay yerine ilk gelen hücre nötrofildir 

[48]. Nötrofiller 24 saatte toplu halde inflamasyon alanına gelirler ve enfeksiyon 

olmaması halinde 2-5 gün kadar bulunurlar [38, 47]. Nötrofillerden kısa süre sonra 

makrofajlar da olaya iştirak ederler [40]. Makrofajlar yaralanmadan 48 saat sonra 

yaraya sızıp, inflamatuar fazın sonuna dek ortamda varlığını sürdürürler [49]. 

Makrofajlar, yara iyileşmesinin en önemli fazları için gereklidir [38] ve yara 

alanındaki bakteriyel ajanların ve nekrotik dokunun uzaklaştırılmasında önemli rol 

oynarlar [50]. Fagositik faaliyetlerinin yanında, iyileşmenin inflamatuar fazından 

proliferatif fazına geçişinde de rol alırlar. PDGF, TGF β, TGF-α (transforming growth 

factor alfa), IGF-1, PAF (platelet aktivating factor), TNF α, FGF, EGF, VEGF 

(vascular endothelial growth factor), IL-1 ve IL- 6 gibi birçok sitokin ve büyüme 

faktörünün salınımını gerçekleştirirler [51]. Böylelikle, keratinositlerin ve yeni doku 

matriksinin sentezini sağlayan fibroblastların çoğalmasını ve de anjiyogenezin 

gelişimini sağlarlar [51]. Makrofajlar hasarlı alanda baskın şekilde gözlendiğinde, 

iyileşme aşamalarındaki inflamatuar sürecin sonlandığı ve proliferatif evreye geçiş 
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zamanının geldiği anlaşılır [52]. İnflamatuar faz erken (1-2 gün) ve geç (3-4 gün) 

inflamatuar faz olarak iki aşamada incelenir [53]. Erken fazda kompleman nötrofilleri 

aktif forma getirirken, geç fazda ise monositlerden makrofajlara dönüşüm gerçekleşir  

[54]. Erken fazda nötrofillerden TNF-α salınırken, geç fazda ise makrofajlardan TGF-

β salınır [54, 55]. 

Proliferatif evre: Yaranın onarıldığı evredir [40]. Trombosit ile aktive olmuş 

makrofajlardan gelen PDGF ve TGF-β gibi mediatörler sayesinde, fibroblastlarla 

birlikte endotel hücrelerinin yara boşluklarına doğru kemotaksisi gerçekleşir [50].  

Yara boşluklarını doldurmak için kılcal damar gelişimi, hücre dışı matriks üretimi ve 

granülasyon dokusu gelişimi olur [38, 47]. Bu dokuyu, oluşan fibrin ile fibroblastların 

göçü, yara kenarlarının reepitelizasyonu, neovaskülarizasyon ile anjiyogenezin 

gerçekleşmesi olayları sağlamaktadır [47, 56-60]. Epitelizasyon, yara kenarına yakın 

keratinositlerin ve endotel hücrelerinin çoğalması ile bu hücrelerin yara boşluklarına 

göç etmeleriyle gerçekleşir [50]. Reepitelizasyon süreci, keratinositler ile kıl 

köklerinden veya ter bezlerinden gelen epitel kök hücreleri tarafından sağlanır [47, 61-

64]. Sonrasında, yeni keratinosit sırası, boşluğu doldurmak üzere yeni gelen epitel 

hücrelerinin üzerini sarar. Bu reepitelizasyon, yarayı enfeksiyondan ve kurumadan 

uzak tutmak için gereklidir [38]. Yara iyileşme süreci devam ederken ESM’deki 

yapılar da düzenlenmeye devam eder. İyileşen yaralar granülasyon dokusuyla 

kaplanır. Granülasyon dokusunda fibroblast, tip 3 kollajen, hiyaluronik asit, 

fibronektin, makrofajlar ve yeni oluşan damarlarlar bulunur. Vasküler endotelyal 

growth faktör etkisiyle, yara alanına yakın sağlam venüllerden çoğalan endotelyal 

hücreler bölgeye gelerek anjiogenezi gerçekleştirir [50]. Anjiogenez yeni oluşan 

damarların filizlenmesini sağlar [38, 55]. Gelişen fibrin pıhtı ile geçici ekstrasellüler 

matriksi oluşur ve bol miktarda hyaluronik asit ve fibronektin içerir. Ayrıca bu pıhtı, 

granülasyon dokusunda iskelet dokuyu geliştirir ve böylelikle migrasyon ve 

anjiogeneze yardım eder. Burada bulunan fibronektin, hücre göçünü artırmasının yanı 

sıra, fibroblastların ESM’ye bağlanmasını sağlar ve yara kontraksiyonunda görev alır. 

Hücre göçü ve proliferasyon gerçekleştiği sırada, fibroblastlar kollajen ve elastin gibi 

proteinleri de TGF-β, IGF, PDGF ve FGF etkisi ile sentezlerler [45]. Proliferasyon 

evresinin sonraki aşamalarında, makrofajların uyarması ile yara kenarından veya 



18 

kemik iliğinden gelen fibroblastların bazıları miyofibroblastlara dönüşürler. Erken 

dönemde yara kontraksiyonu miyofibroblastlarca sağlanır. Bu kontraksiyon ile yara 

bölgesi daraltılmış olur [65]. Yedinci günden sonra, MMP’lerin etkisi ile granülasyon 

dokusu çözünür ve miyofibroblastlar apopitoz ile ortadan kaldırılır [45]. 

Remodeling (matürasyon)  evresi: Yara iyileşmesinin sekizinci gününde 

başlar ve yaranın durumuna göre yıllarca sürebilen, en uzun yara iyileşmesi aşamasıdır 

[38, 45]. Bu evrede; fibroblastlar, kollajen 3 ve fibronektin gibi ESM proteinleri 

ortama verilir [55, 66]. Ekstrasellüler matriks; kollajen I,  kollajen III ve fibronektin 

dahil olmak üzere yara iyileşmesi için gerekli bileşenleri içerir [67]. Bu evre, geçici 

olarak ESM ile başlar, daha sonra tip 3 kollajen, yaranın gerilme kuvvetini artıran tip 

1 kollajene dönüşür [38]. Bu evrede, kollajen lifleri arasındaki kovalent bağlar daha 

da pekişerek sağlamlaşır [45]. Yara yerindeki kollajen ve çapraz bağ miktarları, ek 

olarak sentez ve yıkım arasındaki denge yaranın gerilim kuvvetini meydana getirir. 

Yara gerilim kuvveti, matürasyon döneminde son haline ulaşır ancak normal dokudaki 

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

Bu fazda keratinositlerden epidermisin olgunlaşması gerçekleşirken, vaskuler 

endotel hücrelerinde apopitoz ve olgunlaşma devam eder. Miyofibroblastlar ise yaraya 

kontraksiyon sağlarken apopitoz ve matürasyonu da gerçekleştirir [54]. İlk günlerde 

pembe kırmızı renkte izlenen yara iyileşme dokusunun yerini matürasyon döneminde 

skar dokusu alır. Skar dokusu, soluk pembe ya da beyaz renktedir ve daha az hücre ile 

damarlanma içermektedir. Bu dokuda, inaktif fibroblastlar iğsi şekildedir ve hücresel 

metabolik aktivite azalmıştır [45]. 

2.2.3. Yara İyileşmesini Etkileyen Faktörler 

Beslenme, metabolik durumlar (diyabet hastalarındaki mikroanjiopati gibi), 

dolaşım durumu (arterioskleroz, variköz venler gibi), glukokortikoidler, yaş, anemi, 

ilaçlar, malnütrisyon, obezite gibi faktörler yara iyileşmesini; sistemik olarak etkileyen 

faktörlerdir [69]. 

Kanlanma miktarı, denervasyon, lokal infeksiyon, yabancı cisim, hematom, 
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mekanik stres, nekrotik doku, cerrahi teknikler, doku tipi faktörler ise yara iyileşmesini 

lokal olarak etkileyen faktörlerdir [69]. 

2.2.4. Yara İyileşmesinde Görevli Büyüme Faktörleri, Kemokin ve 

Sitokinler 

Yara iyileşmesinde birçok büyüme faktörü, kemokin ve sitokin rol oynar [70]. 

2.2.4.1. Yara İyileşmesinde Görevli Büyüme Faktörleri 

Epidermal büyüme faktörü (EGF) ailesi, TGF-β ailesi, FGF ailesi ve VEGF 

yara iyileşmesinde etkileri bulunan başlıca büyüme faktörlerinin başında gelmektedir 

[71].  Bununla birlikte, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), 

PDGF, CTGF (connective tissue growth factor) ve TNF-α ailesi gibi büyüme 

faktörlerinin yara iyileşmesinde etkileri olduğu rapor edilmiştir [71]. Bu büyüme 

faktörleri, yaralanmanın bütün fazlarında ilgili bazı hücreleri uyararak yara 

dudaklarının kapanmasında fonksiyon görürler. 

2.2.4.2. Yara İyileşmesinde Görevli Kemokinler 

Kemokinler, yara iyileşmesi için gerekli uyarıları çeşitli hücrelere bildirip 

hücre göçünü sağlarken, doku anjiyogenezi, reepitelizasyonu, doku yeniden 

şekillenmesini (remodeling) sağlayarak farklı fonksiyonları da yerine getirirler [71, 

72]. Kemokinler, endotel hücreleri, fibroblastlar, keratinositler, nötrofiller ve 

makrofajlar yara çevresindeki pek çok hücre tarafından salgılanırlar. Kemokinlerin 

yara iyileşmesinin farklı fazlarında farklı seviyelerdeki etkileri bildirilmiştir. CCL1, 

CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL4, CXCL5, 

CXCL6, CXCL7, CXCL8 (IL-8), CXCL9, CXCL10, CXCL11 ve CXCL12 gibi 

kemokinlerin yara iyileşmesinde etkileri bulunmaktadır [73]. 

2.2.4.3. Yara İyileşmesinde Görevli Sitokinler 

Yara iyileşmesi esnasında pek çok sitokin faaliyet göstermektedir. Bunlardan; 
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IL-1, yara çevresindeki hücreleri, hasara karşı uyaran ilk sinyaldir [71]. Güçlü 

bir proinflamatuar sitokin [74, 75] olan IL-1’in IL-1α ve IL-1β olmak üzere iki ligandı 

vardır ve her ikisi de IL-1R reseptörlerine bağlanır [75]. İyileşen dokuda, IL-1’in esas 

olarak epitel hücreleri tarafından üretildiği ve ekzojen olarak dokuya verildiğinde 

epidermal iyileşmeyi hızlandırdığı gösterilmiştir [76, 77]. Bununla birlikte, zayıf 

iyileşen yaralarda IL-1'in aşırı ekspresyonu, bu sitokinin iyileşme sürecindeki olumlu 

rolüne şüphe düşürmüştür [78, 79]. Başka bir çalışmada, kurkumin maddesinin TNF-

α ve IL-1 gibi proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu azaltmasıyla yara 

iyileşmesinde koruyucu etki gösterdiğini rapor etmişlerdir [80, 81]. Çeşitli 

çalışmalarda, düşük sitokin ekspresyonu sergileyen farelerde yara iyileşmesinin arttığı 

ve yaralanma sonrası normal sitokin ekspresyonunun yara iyileşmesini azaltıcı etki 

gösterdiği bildirilmiştir [82]. IL-1, keratinosit aktivasyonunun en yaygın başlatıcısı 

olup aynı zamanda keratinositler için otokrin sinyal görevi görmektedir [83]. Dermal 

fibroblastlar için bir aktivatör olan IL-1, lenfositler için de bir kemoatraktandır. IL-1 

ayrıca, keratinositlerin çoğalması, göç etmesi ve aktive olmasında da görevlidir [83]. 

IL-1 keratinositler üzerine proliferatif etki gösterir [84, 85]. IL-1, IL-6 ve TNF-α gibi 

pro-inflamatuar sitokinler hem akut yaralanmalarda hem kronik yaralanmalarda artar 

[70]. 

TNF-α, yara iyileşmesinin inflamatuar fazı sırasında eksprese edilen güçlü bir 

inflamatuar sitokin olmakla birlikte [86], yara iyileşme aşamalarında fibroblast ve 

keratinositlerin uyarımı, büyüme faktörlerinin ekspresyonu ve antimikrobiyal 

savunma gibi mekanizmalarda rol almaktadır [87, 88].  Yapılan çalışmalarda, 

inflamatuar hücreler tarafından salgılanan TNF-α’nın, hem ESM sentezini inhibe 

ederek hem de matriks metalloproteinazlarını (MMP 1, MMP3 ve MMP 9) aktive 

ederek yara iyileşmesi üzerinde olumsuz etkisi olduğu rapor edilmiştir  [86, 89]. 

IL-2, pro-inflamatuar ve otokrin bir sitokindir [90, 91] ve yardımcı T hücreleri, 

sitotoksik T lenfositler, makrofajlar ve keratinositler gibi yara iyileşmesinde rol 

oynayan birçok hücre tarafından salgılanır [92]. IL-2'nin yaralanma sonrasında epitel 

bütünlüğünün korunmasında görev aldığı düşünülmektedir [93]. Ayrıca yara iyileşme 

çalışmalarında IL-2’nin ESM sentezini desteklediği de bildirilmiştir [94]. 
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IL-6, yara iyileşmesinin erken fazında faaliyet gösteren bir sitokindir [95]. IL-

6; nötrofiller, monositler ve monositlerin makrofaja dönüşümü sonrasında makrofajlar 

tarafından üretilmektedir. IL-6’nın iyileşme yanıtını başlatmada önemli etkileri 

bulunmaktadır [71]. Yara iyileşmesi ile ilgili olarak, IL-6, hem pro-inflamatuar hem 

de anti-inflamatuar sitokin olarak hareket edebilen ve keratinositler üzerine mitojenik 

[96] ve proliferatif etki gösteren [97] bir kemoatraktandır [71, 84]. Yaralanma 

sonrasında, IL-6’nın ekspresyonu artmakla birlikte eski yaralarda kalıcı seyir 

gösterebilmektedir [71]. 

IL-8 (CXCL8), CXC ailesinin bir üyesi olup sitokin olarak isimlendirilen tek 

kemokindir [71, 72, 98]. Yapılan çalışmalarda, akut yaralarda ekspresyonunun arttığı 

[99] ve keratinosit migrasyon ve proliferasyonunu da artırarak reepitelizasyonda görev 

aldığı bildirilmiştir [71, 100, 101]. IL-8, lökositlerde MMP’lerin ekspresyonunu 

indüklemekte ve böylelikle doku yeniden şekillenmesini sağlamaktadır [71, 99]. IL-8, 

nötrofiller için güçlü bir kemoatraktan olması nedeniyle inflamatuar yanıta da 

katılmaktadır [71, 102]. Yapılan çalışmalarda, bu kemokinin iyileşmeyen yaralarda 

yüksek seviyelerde bulunduğu rapor edilmiştir [71]. Bununla birlikte, IL-8'in yüksek 

seviyelerinin, keratinosit proliferasyonu ve fibroblast aracılı kollajen kontraksiyonunu 

azaltığı da gösterilmiştir [71, 103]. 

IFN-gama, yara iyileşme sürecinde iki önemli adım olan anjiyogenez ve 

kollajen birikiminde potansiyel rolü bulunan bir sitokindir [104]. IFN-gama’nın 

fibroblastların kasılma kapasitesini artırdığı [105] ve makrofaj aktivitesini uyardığı 

bildirilmektedir [106]. Bu sitokin, pro-inflamatuar sitokinlerin ekpresyonunu 

indükleyerek [106] ve epitelyal restorasyonu sağlayarak yara iyileşmesini 

artırmaktadır [107]. 

Yara iyileşmesinde pro-inflamatuar sitokinler kadar anti inflamatuar sitokinler 

de önemli rol oynar (Tablo: 2.1). 

IL-4, yara iyileşme sürecinde erken fibroblast proliferasyonunu uyarak ve 

sonrasında sitokin ekspresyonunu azaltarak faaliyet göstermektedir [108]. Ayrıca IL-

4’ün, epitel yara onarımını desteklediği, sitokin kaynaklı epitelyal bariyer kusurlarını 
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azalttığı ve anti-inflamatuar yetenek sergilediği gösterilmiştir [109]. IL-4, kollajen ile 

ESM makromoleküllerinin sentezini, fibroblast kemotaksisini ve proliferasyonunu 

artırırken miyofibroblastların farklılaşmasına da katılmaktadır [110]. Ayrıca, tip I 

kollajen ve TGF-β gibi profibrotik moleküllerin promotor aktivitesini ve 

transkripsiyonunu artırmak gibi işlevler de gerçekleştirmektedir [110]. 

IL-10, inflamatuar yanıtın sınırlandırılmasında ve skar oluşumunun 

önlenmesinde görevli önemli bir anti-inflamatuar sitokindir [84]. IL-10'un aşırı 

ekspresyonu sayesinde doğum sonrası yaralarda skarsız yara iyileşmesinin sağlandığı 

bildirilmiştir [111]. Bir çalışmada, IL-10'un aşırı ekspresyonunun, proinflamatuar ve 

profibrotik mediatörlerin ekspresyonunu azaltarak yara iyileşmesini etkilediği ve 

inflamatuar hücrelerin yaraya geçişini azalttığı tespit edilmiştir [112]. Yara 

onarımında miyofibroblastların dönüşümlerini engelleyerek fibrozisi azalttığına dair 

yayınlar da bulunmaktadır [113]. Güçlü anti-fibrotik etkileri bulunan ve birçok 

hastalıkta etkileri gösterilmiş olan IL-10’un fibroblastlarda STAT3 sinyal yolu ile 

hyaluronan metabolizmasını etkileyerek yara onarımında rol oynadığı bildirilmiştir 

[114]. 

Tablo 2.1. Pro-İnflamatuar ve Anti-inflamatuar Sitokinler 

Pro-İnflamatuar Sitokinler Anti-İnflamatuar Sitokinler 

IL-1 IL-6 

TNF- α IL-4 

IL-2 IL-10 

IL-6  

IL-8  

IFN-gama  

2.2.5. Yara İyileşmesinde Ekstrasellüler Matriksin Rolü ve Proteinleri 

Dermisin önemli bir kısmını oluşturan ESM, hücrelere ve dokulara yapı, 

organizasyon ve yönlendirme sağlamaktadır. Ayrıca, hücre göçü, proliferasyon, 

apopitoz, farklılaşma ve yapışma (adezyon) için bir şablon olarak hareket etmenin yanı 

sıra morfogenezi ve hücresel metabolizmayı kontrol etme gibi fonksiyonları da vardır. 
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Ektrasellüler matriks, integrinlere ve diğer hücre yüzeyi reseptörlerine doğrudan 

bağlanarak hücre aktivitesini ve fonksiyonunu düzenlemesinin yanı sıra, büyüme 

faktörleri için bir rezervuar görevi görür ve biyoyararlanımlarını düzenler [115]. 

Ekstrasellüler matriks; esas madde (amorf kısım), bağ dokusu lifleri (fibröz kısım) ve 

doku sıvısından oluşur [1] . Bunlardan esas madde, glikozaminoglikanlar (GAG’lar), 

proteogikanlar ve çoklu yapışkan glikoproteinlerden oluşur. Esas maddenin su içeriği 

yüksektir. Rutin histolojik takip sırasında eridiğinden ışık mikroskobik olarak 

gösterilememektedir. İçerdiği glikojenden dolayı ise PAS (+) boyanır. Ayrıca PAS 

metodu ile boyanmış ya da frozen kesitlerde amorf bir madde halinde gözlemlenir [1, 

116]. 

Glikozaminoglikanlar  (asit mukopolisakkaridler, GAG’lar) ise; ara maddede 

en fazla bulunan heteropolisakkarit komponentidir. Her molekülü hidrofiliktir, suyu 

çeker ve hidrate bir jel oluşturur. Ayrıca bu jel yapı suda çözünen moleküllerin kolay 

diffüzyonuna da olanak sağlamakta ve içinden besin maddeleri ve metabolitler 

geçmektedir. PAS (+)’tir ve açık bazofilik boyanır. GAG’lar, sülfatsız GAG’lar ve 

sülfatlı GAG’lar olmak üzere 2’ye ayrılır. Sülfatsız GAG’lar hiyaluronik asit 

(hyaluronan)’den oluşurken sülfatlı GAG’lar; dermatan sülfat, kondroitin sülfat, 

keratan sülfat ve heparinden oluşmaktadır. Heparin hariç diğer GAG’lar 

fibroblastlardan salgılanırken heparin mast hücrelerinden salınmaktadır [1, 116]. 

Proteoglikanlar, GAG’ların merkezi proteinlere kovalent bağlarla bağlanması 

sonucu oluşur. GAG’lar merkezi proteine fırça şeklinde yapı oluşturacak şekilde dikey 

olarak bağlanırlar. Bağlanan GAG sayısı, 1 (dekorin) ile 200’den fazla GAG arasında 

değişir (agrekan). Çoklu yapışkan glikoproteinler, ekstraselüler matriksi stabilize 

etmede ve hücre yüzeylerine bağlanmada önemli rol oynarlar. Fibronektin, 

kondronektin, osteonektin, laminin, entaktin, trombospondin, tenasin ve osteopontin 

glikoproteinlerdendir [1, 116]. 

Çalışmamızda sonuçlarını değerlendirdiğimiz; fibronektinin 2 formu 

bulunmaktadır. Bunlardan plazma fibronektini, hepatositler tarafından üretilip kanda 

çözünebilir halde bulunurken, hücre ya da doku fibronektini olan formu ise endotel 

hücreleri, keratinositler, fibroblastlar gibi çeşitli hücreler tarafından salınır. Plazma 
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fibronektini, trombosit ve fibrinin bağlandığı yer olması ile yara iyileşmesinin erken 

fazında önemliyken, daha sonra oluşan ve granülasyon evresinde önemli form olan ise 

hücresel fibronektindir. Fibronektin, yara iyileşmesini destekleyen heparin sülfat, 

hiyalüronik asit gibi glikozaminoglikanlara diğer ESM proteinlerinden kollajen 1 ve 

elastine bağlanarak yarada iskelet görevi yapar. Yara iyileşmesinin bütün fazlarına 

katkısı vardır [117]. Fibronektin, ESM'deki integrin reseptörlerine bağlanarak hücre 

iskeletinin düzenlenmesini sağlayan, hücre hareketini kolaylaştıran ve hücreleri 

kollajen lifleriyle birleştiren bir glikoproteindir [118]. 

Ekstrasellüler matriksin fibröz kısmındaki bağ dokusu liflerini, fibroblastlarda 

salgılanan proteinlerden kaynaklanan kollajen lifler, retiküler lifler ve elastik lifler 

oluşturur. Kollajen ve retiküler lifler, tropokollagenden yapılır. Uzun, düz ve beyaz 

renkli yapıda olan kollajen, gerilme ve çekilmelere karşı oldukça dayanıklı olup 

kıkırdak ve kemik dokusunda bulunur. Bu lifler, bağ dokusunda fibroblastlar, kıkırdak 

dokusunda kondroblastlar, kemik dokusunda osteoblastlar ve dişte odontoblastlar 

tarafından sentezlenirler. Kaynatıldığında eriyerek yapışkan bir madde olan jelatine 

dönüşürler. Kollajenin, Tip I kollajen, Tip II kollajen, Tip III kollajen, Tip IV kollajen 

ve Tip V kollajen gibi pek çok tipi bulunmaktadır [1, 4, 119, 120]. 

Çalışmamızda sonuçlarını değerlendirdiğimiz; kollajen, ESM'nin önemli bir 

bileşenidir ve vücut proteininin 1/3’ünü oluşturan ve insanda en bol bulunan proteindir 

[121]. Yara tedavisi çalışmalarında kollajenin bağışıklık hücrelerini ve fibroblastları 

uyardığı ve yara bölgesinde toplanmalarını sağladığı gösterilmiştir. Kollajen, doğal 

ESM yapısının korunmasını ve iyileşmesini destekleyen, cildin temel bir yapı taşıdır. 

Yara iyileşmesinin bütün fazlarında [121, 122], trombosit birikimi, inflamasyon, 

fibroblast proliferasyonu, hücre kasılması, anjiyogenez ve yeniden epitelizasyon gibi 

çeşitli fonksiyonları yerine getirir [123]. Kollajen, yara iyileşmesinin fazlarının 

düzenlenmesinde ya fibriler ağların dönüşümlerinde ya da yara ortamında çözünür 

bileşenler halinde bulunmasıyla kritik rol oynar [122] .Bir çalışmada, sıçanlarda 

oluşturulan açık yaralanma sonrasında lokal olarak gümüş nanopartikülleri 

uygulanmış ve kollajen rejenerasyonunu yüksek derecede artırarak yara iyileşmesini 

olumlu etkilediği bildirilmiştir [124]. Deri yaralarının tedavisinde, in vitro ve in vivo 

gerçekleştirilen deneysel cilt yarası modelleri kullanarak yapılan başka bir çalışmada 



25 

da deniz organizmalarından elde edilen kollajenin, iyileşmeyi uyarıcı yönde etki 

gösterdiği rapor edilmiştir [125] . 

Retiküler lifler, Tip III kollajenden yapılmışlardır. 0.5-2 mikron çapında, ince 

yapıdadırlar. Bu lifler, özellikle dalak, kemik iliği ve lenf düğümü gibi lenforetiküler 

organların stromasında anastomozlaşarak ağ oluştururlar. Organ duvarlarındaki düz 

kaslar etrafında ve bazal membranlarda da bol miktarda bulunurlar. Yara iyileşmesi 

sırasında bağ dokusu bol miktarda retiküler lif ihtiva eder, daha sonra bunların yerini 

Tip I kollajen alır.  Retiküler lifler, gümüş boyaları ile iyi boyandıkları için arjirofil 

lifler (gümüş seven lifler) olarak da isimlendirilirler. Elastik lifler ise elastan adı 

verilen bir proteinden yapılırlar. Ortada (elastin) amorf ve etrafı mikrofibril (fibrilin) 

yapısında bulunan iki kısımdan oluşurlar. En az bulunan lif tipi olmakla birlikte esnek 

yapıdadırlar. Bu lifler, epiglottis, kulak kepçesi gibi elastik kıkırdakta, elastik arterler, 

ses tellerinde, mide, mesane ve akciğerlerde bol bulunurlar. Bu liflerin çapları 1-4 

mikron kadar olup sarımsı renkte gözükürler [1, 116]. 

Ekstrasellüler matriksin diğer bir komponenti olan doku sıvısı, amorf madde 

içinde bulunan bir sıvıdır. Bu sıvının içinde; besin maddeleri, hormonlar ve iyonlar 

gibi moleküller bulunur. Doku sıvısı, hücrelerin ve dokuların beslenmesine yardım 

eder. Dokuda oluşan metabolik artıkları ortamdan uzaklaştırır, devamlı olarak 

yenilenir ve burada bir artış olursa ödem gelişir [1, 116]. 

Ekstrasellüler matriksin majör yapıştırıcı proteini fibronektindir [2]. 

Ekstrasellüler matrikste en bol bulunan glikoprotein olmasıyla, ESM oluşumu ve 

agregasyonunda önemli görevler üstlenir [126]. Fibronektin, esas olarak ESM 

yapımında ve reepitelizasyonda görevli olmasının yanında tromboz ve embriyogenez 

aşamalarında da gereklidir [126]. 

Fibroblastlarda endoplazmik retikulumda (ER) preprokollajen adı verilen öncü 

protein prokürsörü sentezlenir [127]. Endoplazmik retikulumdaki preprokollajenden 

sinyal peptidinin çıkarılması sonrasında kalan proteine prokollajen (tropokollajen) 

denilmektedir. Prokollajen üzerindeki modifikasyonlar, hidroksilasyon ve 

karbonhidrat ilaveleri ile gerçekleştirilir [127, 128]. Glikolizasyonlar, golgi kompleksi 
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sayesinde meydana gelmektedir. Endoplazmik retikulum ve golgi kompleksinde 3’lü 

sarmal yapı oluşturulur ve kollajen proteinin işlemesinin tamamlanmasının ardından, 

prokollajen proteinleri hücre dışı boşluğa verilir [128, 129]. Hücre dışı bölmede 

prokollajen proteininde oksidasyon gibi çeşitli reaksiyonlar meydana gelir. Bu 

reaksiyonlar sonucunda çeşitli kollajen tipleri ortaya çıkar [129]. 

Ekstrasellüler matriksin diğer molekülleri gibi elastik liflerin oluşumunda da 

fibroblastlar görev alır. Elastik lif, elastin ve mikrofibrillerden meydana gelir [130]. 

Elastin esneme özelliğine sahip benzersiz bir molekül olan tropoelastin olarak 

salgılandıktan sonra hücre dışı alanda işlenir ve çapraz bağlanmalar kurularak stabilize 

edilir [130-132]. Elastik lifi oluşturan diğer yapı olan mikrofibriller ise, büyük bir 

glikoprotein olan fibrillinlerden oluşan lifli bir ağ yapısındadır. Diğer ESM 

molekülleri, fibrilline bağlanarak mikrofibrillinlerle birleşebilir [131]. 

2.3. Yara İyileşmesinde Kullanılan Tedavi Protokolleri 

Güncel olarak uygulanan tedavilerden, ciddi yanık yaraları gibi derin yaralarda 

antimikrobiyal merhemler ile opioidler topikal olarak uygulanırken [133], yüzeysel 

tarzda gelişen emziren annelerdeki göğüs ucu yaralarında, gümüş içerikli kalkanlar 

popülerdir [134, 135]. 

Son zamanlarda kullanımları yaygınlaşan lazer fototerapisi [136], trombositten 

zengin plazma (PRP) tedavisi [137], çeşitli yara örtü ürünleri [138-141], yağ otogrefti 

uygulaması [142, 143], geniş yüzeyli kronik ve zor iyileşen yaraların iyileşmesinde 

cilt oto ve allogreft uygulaması [144, 145], liposuction ve lipom eksizyonları sonrası 

yağın uzaklaştırılmasıyla ESM elde edilmesi [146] yöntemleri ile yıllardır kullanımda 

olan apiterapi [147, 148], bitki ekstraktı [149, 150] kullanımlarını içeren GETAT 

(Geleneksel ve Tamamlayıcı Tıp) uygulamaları gibi çeşitli yöntemler yara 

iyileşmesinde kullanılmakta olup yaranın ciddiyeti, oluş nedeni, şekli ve de yeri 

uygulanacak tedavilerin biçimini değiştirmektedir. 
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2.4. Adipokinler ve Yara İyileşmesi 

Bir endokrin organ olarak kabul edilen adipoz dokudan [151], pek çok faktör 

salgılanmaktadır [152]. Bugüne kadar, çok çeşitli proteinlere ek olarak birçok yağ asidi 

ve prostaglandini de içine alan 100'ü aşkın molekülün yağ dokusu tarafından 

salgılandığı bildirilmiştir [153]. Adipoz dokuda, adipokinlerin adipogenezi, adipoz 

dokuya immün hücre göçü ve adiposit metabolizması gibi işlevlerin gerçekleştiği 

gösterilmiştir [152]. 

Adipokinler iştah ve tokluk, yağ dağılımı, insülin sekresyonu ve duyarlılığı, 

enerji harcaması, endotelyal fonksiyon, inflamasyon, kan basıncı ve hemostazın 

düzenlenmesi gibi önemli lokal ve sistemik olaylarda rol almaktadırlar [152]. Bu kadar 

önemli işlevlerde görev alabilmeleri, her geçen gün artan yeni adipokinlerin 

araştırılmasının gerekliliğini ortaya koymakla birlikte keşfedilen birçok adipokinin 

işlevi, moleküler hedefleri ve potansiyel klinik önemleri ise hala bilinmemektedir. 

Obez hastalarda yağ dokusunun fazla olması, üretilen adipokin miktarlarını 

nasıl değiştirebileceği, bu hastalığın tedavisinde adipokinlerin nasıl rol alabileceği 

bilimsel araştırmalar açısından her zaman merak uyandırmaktadır [154]. 

Adipoz doku, organizmada pek çok yerde ve genellikle subkutan olarak 

bulunmaktadır. Kutanöz yaraların, altındaki adipoz doku ile olan yakın komşuluğu, 

adipoz dokunun yara iyileşmesine katkı sağlayabileceğini düşündürür. Nitekim 

yapılan bilimsel araştırmalar da bunu destekler biçimdedir. Adipoz doku otogreftleri, 

liposuction veya lipom eksizyonları sonrası yağın uzaklaştırılması yöntemiyle ESM 

tabakalarının elde edilmesi gibi metotlarla yağın yara iyileşmesindeki etkileri 

bildirilmiştir [146, 155]. 

Leptin hormonunun TNF-α, MCP-1 ve IL-6’yı artırdığı bildirilmiş ve 

keratinosit hücre göçünü artırması yoluyla yara iyileşmesi üzerinde olumlu etkileri 

birçok yerde gösterilmiştir [156-160]. Visfatin’in ERK1/2 ve JNK1/2 yolu 

aktivasyonu ile yara iyileşmesini olumlu etkilediği bildirilmiştir [161]. Adiponektinin 

keratinosit proliferasyonu ve ERK sinyal yoluyla keratinosit migrasyonunu teşvik 
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ettiği bulunmuştur [162]. Ayrıca yapılan bir çalışmada, OCCM-30 (sementoblast)  

hücre hattında, hücrelere adiponektin uygulanmış ve 24 saatte artmış mitojenik aktivite 

ve yara alanının büyük ölçüde kapandığı izlenmiştir [163].  Progranülin adipokini, 

ERK1/3 ve PI3K bağımlı yollar aracılığıyla yaralı dokuda artmış mitoz ve hücre 

göçünü sağlayarak ve de Akt MAPK yollarının aktivasyonu yoluyla etki etmektedir 

[164, 165]. İn vivo ve in vitro deneylerin birlikte yapıldığı bir çalışmada, yeni 

tanımlanan başka bir adipokin olan chemerinin, hem deneysel hipertansiyon 

oluşturulan sıçanlarda otofajinin aktivasyonunu sağladığı hem de insan aort düz kas 

hücrelerinin göç ve çoğalmasını artırarak yara iyileşmesinde etkili olduğu rapor 

edilmiştir [166]. 

Adipokinlerden leptin, visfatin, adiponektin, progranülin ve chemerin’in yara 

iyileşmesindeki etkileri daha önce yapılan çalışmalarda gösterilmiş olup bu konudaki 

araştırmalar yeni adipokinlerin bulunmasıyla devam edecektir [161, 166-168]. 

2.5. Oreksijenik ve Anoreksijenik Peptitler ve Yara İyileşmesi 

Hipotalamusta, besin alımını teşvik edici yönde iştahı açan uyaranlar 

(nörotransmitter, hormon, nöronal ve kimyasal sinyaller vs) oreksijenik madde, tersi 

yönde etki gösterenler ise anoreksijenik madde olarak nitelendirilmektedir (Tablo 2.2). 

Enerji metabolizmasının düzenlenmesinde, beyinde bulunan bazı merkezler ve 

nöropeptit aracılı sinyal yolakları görev alırlar. İştahı etkileyen, tokluk merkezi ve 

açlık merkezi olarak isimlendirilen en önemli sinirsel merkezler hipotalamusda 

bulunur. Tokluk merkezi, hipotalamusun ventromedial hipotalamus (VMH, 

ventomedial nükleus) bölgesinde yer alırken, açlık merkezi ise lateral hipotalamus 

(LH, lateral nükleus) bölgesinde bulunmaktadır. Diğer paraventriküler ve dorsomedial 

nukleusların lezyonlarında da yeme bozuklukları gözlenmektedir. Hipotalamusta 

bulunan diğer bir nükleus olan arcuat nucleus, gastrointestinal ve adipoz doku kaynaklı 

hormonların bağlanacağı bölgeyi oluşturur [169].  Hipotalamusun arkuat çekirdeği 

iştahın düzenlenmesinde önemli bir bölgedir [170]. Bu bölge kan beyin bariyeri ile 

tam olarak çevrelenmemiştir. Bu sayede çevresel birçok sinyalin iletimi 

sağlanmaktadır. Arkuat çekirdek 2 nöron grubu tarafından bir denge halinde 
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düzenlenmektedir. Bu nöron gruplarından arkuat çekirdeğin daha medialinde lokalize 

olan nöron grubu iştahın artırılmasında görevlidirler ve NPY (nöropeptid Y) ve AgRP 

(agouti related protein) birlikte eksprese ederler. Daha lateralde lokalize olan nöron 

grubu ise, iştahın azaltılmasında görevlidir ve CART (cocaine and amphetamine 

regulated transcript) ve POMC (pro-opiomelanokortini) birlikte eksprese ederler. Bu 

iki nöron grubu daha sonra PVN, DMN ve LHA gibi iştah düzenlemesinde yer alan 

diğer hipotalamik alanlarla iletişim halinde bulunurlar. Böylelikle oluşan nöronal 

devre ağı, leptin ve insülin gibi çevresel sinyallerle de uyarlanabilmektedir [171]. 

Besin alımını düzenleyen peptidler, kaynaklandığı bölgeye göre, merkezi sinir 

sisteminde sentezlenen peptidler (α-MSH, NPY, AGRP vs) ve sindirim kanalında 

sentezlenen periferik peptidler (CCK, GLP 1, Ghrelin vs) olarak sınıflandırılır [170]. 

Oreksijenik ve anoreksijenik hormonların yara iyileşmesindeki etkilerinin son 

zamanlardaki araştırmalarda daha çok araştırılmasından ötürü, bu konuda gelecekte 

daha kapsamlı çalışmalarla karşılaşmamız 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 α MSH (Melanocyte Stimulating Hormone) 

2.5.1. Oreksijenik Nöropeptiler ve Yara İyileşmesi Üzerine Etkileri 

Oreksijenik nörotransmitterlerden, NPY birçok sistemi birden etkileyebilen 

fizyolojik ve patofizyolojik sürecin düzenlenmesine katkı sağlayan bir nöropeptitdir 

[172]. NPY’nin çeşitli tipleri üzerine yapılan çalışmalarında, NPY 2’nin yara 
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iyileşmesine azalmış neovaskülarizasyon ile olumsuz yönde etki gösterdiği ve NPY 1, 

4 ve 5’in ise anjiyogenez esnasında ortama verildiği böylelikle doku onarımının 

düzenlenmesinde önemli bir rol alabilecekleri bildirilmiştir [173]. 

Galanin, nörönal ve nörönal olmayan birçok etkileri bulunan 30 yıllık geçmişe 

sahip bir sinyal peptididir [174]. Yapılan bir araştırmada galaninin yara iyileşmesi 

üzerindeki etkisi ratlarda araştırılmış ve aşil tendonunda oluşturulan rüptürde yeni lif 

oluşumu ve azalmış nosisepsiyon (ağrı) gösterilerek galaninin etkileri olduğu rapor 

edilmiştir [175]. 

Ghrelin, oreksijenik nörotransmitterlerden biridir ve mideden salgılanır. 

Büyüme hormonunu salgılama, insülin sekresyonunu inhibe etme, glukoneogenezi 

düzenleme ve de termojenezi azaltma gibi pek çok işlevi gerçekleştiren peptit bir 

hormondur. Son yıllarda yapılan çalışmalarda ghrelin’in yara tedavilerinde birçok 

yönden olumlu etkilerinin olduğu rapor edilmiştir. ghrelin, hücre canlılığını ve 

hidroksiprolin seviyelerini artırarak yara etrafındaki adezyonu sağlar, ayrıca kollajen 

birikimini ve neovaskülarizasyonu da artırır. İlaveten, IL-6, TNF-α gibi proinflamatuar 

sitokinleri inhibe etme, IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinlerin ekpresyonunu artırma 

gibi etkileri de mevcuttur [176-179]. 

Ratlarda ve in vitro olarak CCD-18Co hücreleri üzerinde yapılan bir çalışmada, 

MCH’nin IGF-1 ve TGF-β'nın proliferasyonunu ve kollajen üretimini güçlendirerek 

profibrotik etki gösterdiği rapor edilmiştir. Bu durum, MCH’nin anti-inflamatuar ve 

anti-fibrotik etkileri sayesinde miyofibroblastlar üzerinde doğrudan etkileri 

olabileceğini düşündürmüştür. Aynı çalışmada, MCH'nin dekstran sodyum sülfat 

tedavisi ile yara iyileşmesini hızlandırdığını göstermişlerdir [180]. 

2.5.2. Anoreksijenik Nöropeptitler ve Yara İyileşmesi Üzerine Etkileri 

Aynı zamanda bir adipokin olan leptin hormonunun anoreksijenik etkisi de 

mevcut olup, keratinositler üzerinde proiflamatuar yanıtı düzenleyerek iyileştirici 

özellikler sergilediği belirtilmiştir [181]. 
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Anoreksijenik nöropeptit olan bombesin, fizyolojik ve psikolojik işlevlerin 

gerçekleşmesinde; beslenme, öğrenme, hafıza, motivasyon, gastrointestinal sistem 

aktivitesi, tat modülasyonu gibi farklı fonksiyonlarda görev almaktadır [182]. Yara 

çizik deneyi yapılan bir çalışmada, bombesinin keratinositler üzerindeki etkisi 

araştırılmış ve Bombesin’in hücrelerin proliferasyonunu artırarak yara iyileşmesini 

hızlandırdığı gösterilmiştir [183]. 

Serotonin anoreksijenik nörotransmitterlerden olup, birçok fizyolojik ve 

patofizyolojik süreçlerde yer almaktadır [184]. Öğrenme, hafıza, yaşlanma 

fizyolojisinde ve Alzheimer hastalığının gelişiminde serotonin hormonu sorumlu 

tutulmaktadır [184]. Yanık travmalarında, yaralanmanın ilk fazlarında doku serotonin 

konsantrasyonu önemli ölçüde artar. İn vitro ve in vivo olarak yapılan bir çalışmada, 

serotoninin, termal yaralanma sonrası keratinosit ve fibroblastların aktivitesi ile hücre 

göçünü artırarak iyileşmeyi sağladığı gösterilmiştir [185]. 

Nesfatin 1, literatüre yeni girmiş anoreksijenik bir peptittir ve besin alımının 

düzenlenmesinin yanında, su alımı, enerji homeostazının düzenlenmesi gibi rolleri 

mevcuttur [186]. Nesfatin 1’in, cerrahi yaraların neden olduğu oksidatif cilt hasarını 

nötrofil alımı, apopitoz ve VEGF aktivasyonunun baskılanması yoluyla iyileştirdiği 

gösterilmiştir [187]. 

Yapılan bir çalışmada, anoreksijenik nöropeptitlerden olan GLP-1’in, 

keratinositlere eklenmesiyle bu molekülün keratinosit proliferasyonunu düzenleyici 

rolü olduğu gösterilmiştir. Bunla birlikte, bu etkisine zıt yönde GLP-1'in, p42/44 

MAPK'nın EGF ile indüklenen fosforilasyonunda azalmaya da neden olduğu 

bildirilmiştir [188]. 

Ratlardan alınan, duedonum ve midede oluşturulan sitotoksik hasar sonrasında 

CCK hormonu verilmiş ve iyileşme kinetiği, genetik veriler doğrultusunda bu 

hormonun etkisindeki duedonumda anlamlı seviyelerde bulunmuştur [189]. 

Bir çalışmada, güçlü anti-inflamatuar aktiviteye sahip anoreksijenik 

peptitlerden α MSH’ın, cilt gibi diğer vücut bölgelerine yayıldığı belirtilmiştir. Aynı 
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çalışmada farelerde, yara oluşturulmadan önce intraperitoneal α MSH enjekte 

edilmiştir. Bu molekülün, yaralanma sonrasında lökosit, mast hücresi ve fibroblast 

sayısını azalttığı, daha ilerleyen günlerde ise kollajen liflerinin organizasyonunu 

iyileştirdiği ve skar alanını daralttığı bildirilmiştir [190]. 

2.6. Asprosin Hormonu ve Genel Özellikleri 

Asprosin hormonu, FBN 1 (Fibrillin 1) geni ile kodlanmış profibrillin proteinin 

C terminal bölünme ürünüdür (Şekil 2.4). Chopra ve arkadaşları asprosin adını, yağ 

dokusunun plazma asprosin kaynağı olması nedeniyle, Yunanca beyaz kelimesinden 

esinlenerek 2016 yılında vermişlerdir [191, 192]. Asprosin hormonu, yeni doğan 

progeroid sendromlu hastalarda deri altı beyaz yağ dokusundaki azalma ve bu 

hormonun yokluğu neticesinde keşfedilmiştir. Yeni doğan progeroid sendromu, 

kendilerine has fenotipik görünümleriyle fark edilen, hipofaji görülen nadir bir genetik 

bozukluktur. Bu hastalarda Laminin A (LMNA) geninde, de novo nokta mutasyonlar 

saptanmıştır [193]. Bu hastalarda hem lipodistrofi gözlenmesine, hem de FBN 1 

genindeki mutasyona bağlı olarak asprosin hormonunun bulunmaması gözlenmektedir 

[194]. 

Asprosin hormonu oreksijenik etkisini, kan beyin bariyerini geçerek cAMP 

bağımlı yolakla AgRP+ nöronlarını uyararak ve POMC+ (Proopiomelanocortin) 

nöronlarının %85'ini inhibe ederek sağlamaktadır [191, 192]. Adipoz dokudan 

salgılanan asprosin hormonu, dolaşıma geçerek ve karaciğere gelerek burada G 

proteini aracılı cAMP PKA yolağını aktive eder ve kana glikoz salınımı gerçekleşir. 

Artan glikoz seviyeleri; pankreasın β hücrelerinden insülin salınmasına neden 

olmaktadır [191, 192]. Açlık durumunda, dolaşımdaki asprosin hormonu yükselir ve 

beslenme sonrasında akut bir şekilde düşüş gösterir [191]. 

Asprosin hormonu ile yapılan çalışmalarda ve tekrarlanan laboratuvar 

deneylerinde asprosin hormonunun inflamasyon üzerine olan etkisi araştırılmış ve 

farklı sonuçlar elde edilmiştir [195]. Asprosinin inflamasyondaki rollerini araştıran 

çalışmalarda; çizgili kaslarda, merkezi sinir sisteminde, pankreas ve karaciğerde 

birbirinden farklı sonuçlar elde edilmesi, asprosinin farklı organlarda farklı etki 
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gösterebileceğini düşündürmüştür [195]. Örneğin, bir çalışmada asprosin düzeyleri 

metabolik ilişkili hastalıkları olan kişilerle karşılaştırılmış ve kardiyovasküler 

hastalıklarda, asprosin hormonunun özellikle kardiyomiyositleri apopitoz yoluyla ve 

ROS oluşumunu önleyerek koruyucu etkilerinin olabileceği rapor edilmiştir [195]. 

Polikistik overli hastalarda asprosin düzeyleri bazı çalışmalarda yüksek bulunmakla 

birlikte [196, 197], bazı çalışmalarda sağlıklı gruplarla aralarında anlamlı fark tespit 

edilmemiştir [198]. Bu birçok organı etkileyen asprosin hormonunun, diğer sistemler 

üzerindeki etkileri de gelecekteki araştırmalarla gün yüzüne çıkacaktır. 

 

Şekil 2.4. Asprosin hormonunun genetik formu 

Asprosin hormonunun yağ dokusundan salınmasına açlık ve iştah durumları 

neden olmaktadır. Asprosin hormonu yağ dokusundan sentezlendikten sonra seruma 

geçerek beyini iştah artırıcı yönde etkiler. Bu etkisine ilave olarak, yağ dokusundan 

sentezlendikten sonra, karaciğerde yeni bulunan özel reseptörüne (OLFR734) bağlanır 

ve cAMP-PKA bağımlı yolak sayesinde glikoz kana salıverilir. Artan glikoz seviyeleri 

de pankreasın β hüclerinden insülin hormonunun salınmasını indükler. Asprosin 

hormonunun bloke edilmesiyle, hem iştahın azaltılması, hem de kana glikoz geçişinin 

önlenmesi gerçekleşir. Böylelikle, pankreastan salınan insülin dolaylı olarak azalır. 

Asprosin hormonunun bu etkileri, diyabetli hastalar için umut kaynağı olarak 

öngörülmektedir  [191, 199]. 
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Donma ve ark.’ları, asprosin hormonunun, oreksijenik etki gösteren ghrelin 

hormonuna benzer şekilde inflamasyonu azaltarak etki göstereceğini öngörmüşlerdir 

[179]. Taeseung ve ark.’ları ise yaptıkları çalışmada, asprosin hormonunun, pankreas 

β hücrelerinde palmitatla indüklenmesi sonucu TLR4/JNK yolağını aktifleştirerek bu 

hücrelerde inflamasyon ve disfonksiyona neden olduğunu, böylelikle de inflamasyonu 

artırdığını rapor etmişlerdir [200]. 

Biz de tez çalışmamızda, önemli bir sağlık sorunu olan kutanöz yaraların 

tedavisinde yeni terapotik tedavi yöntemlerinin bulunması ümidiyle, yeni keşfedilmiş 

ve pek çok sistemi etkilediği bildirilmiş bir adipokin olan asprosin hormonunun, yara 

iyileşmesi üzerindeki olası etkisini HDF fibroblast hücre hattında 

immünositokimyasal ve moleküler olarak araştırmayı amaçladık. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Etik Kurul Onayı 

“Asprosin Hormonunun Yara İyileşmesi Üzerine Etkisinin İn Vitro Olarak 

Araştırılması” adlı Tıpta Uzmanlık Tez çalışmasının etik kurallara uygun olduğuna, 

Atatürk Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’nun, 26.09.2019 

tarihli 6. toplantısının B.30.2.ATA.0.001.00/44 sayılı, 31 no’lu kararı ile onay 

verilmiştir. 

Bu çalışma, Temel Tıp Bilimleri Bölüm Başkanlığının 13.05.2019 tarih ve 6 

no’lu kararı ile tez çalışması olarak onaylanmıştır. Ayrıca, Atatürk Üniversitesi 

Rektörlüğü tarafından TTU-2020-7526 protokol no’lu bilimsel araştırma projeleri 

kapsamında sağlanan finansal destekle yürütülmüştür. 

3.2. Malzemeler ve Ekipmanlar 

3.2.1. Kimyasal Malzemeler 

Çalışmamızda aşağıdaki kimyasal malzemeler kullanıldı: 

1) Fetal Bovine Serum (South America)(FBS), Heat Inactivated – 500 ml 

BIOWEST® 

2) Dmem high glucose w/o l- glutamine w/ sodium pyruvate 500 ml 

BIOWEST® 

3) Thiazolyl blue tetrazolium bromide 98% 1 gr ROTH®   

4) Hank’s Balanced Salt solution (HBSS) w/ calcium w/ magnesium w/ 

sodium bicarbonate w/ phen BIOWEST® 

5) 25% trypsin-edta solution SIGMA® 

6) Antibiotic Antimycotic Solution (100×), Stabilized 100 ml 

EUROCLONE® 

7) Antibody dilüent 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 BİO® 

3.2.2. Cam ve Plastik Malzemeler 

1) Tube, 15 ml, pp, 17/120 mm, conıcal bottom, cellstar®, blu greıner 

2) Tube, 50 ml, pp, 30/115 mm, conıcal bottom, cellstar® pk\50 greıner 

3) Pipet ucu 10 ul /20 ul eppendorf uzun 1000 lik tarsons  

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

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

6) Cryo tüp 2 ml dıştan vidalı ayaklı 50/pk BİOSİGMA 

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

8) Petri Kutusu 100x20 mm 18/Pk ISOLAB 

9) 96 kuyucuklu plate CORNİNG® COSTAR® 

10) 24 kuyucuklu plate CORNİNG® COSTAR® 

11) 6 kuyucuklu plate CORNİNG® COSTAR® 

12) 75 cm2 Flask CORNİNG® COSTAR® 

13) 25 cm2 Flask CORNİNG® COSTAR® 

3.2.3. Antikorlar 

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

2) IL-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) HotStarTaq DNA Polymerase (250 U) QIAGEN® 

3) IL-1 Alfa 50 reak. THERMO® 

4) IL-10 50 reak. THERMO® 

5) Fibronectin 50 reak. THERMO® 

6) Collagene 1 50 reak. THERMO® 

7) Master Mix QIAGEN®  

8) İnternal control gene GADPH primer prob THERMO® 

3.2.5. Hücre Hattı 

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

3.2.6. Asprosin Hormonu  

1) Recombinant Human Asprosin (carrier-free) 10 µg BİOLEGEND® 

3.3. Yöntem  

3.3.1. Hücre Kültürü Prosedürü 

3.3.1.1. Hücre Kültüründe Kullanılan Medyumunun Hazırlanması 

Çalışmamızda kullanılmak üzere, 50 cc DMEM besiyerini hazırlamak için; 5 

ml FBS (% 10 FBS), 500 µl antibiyotik-antimikotik solüsyon (100 µl/ml) ve 45 ml 

DMEM karıştırılarak full medyum elde edildi. 

3.3.1.2. Hücrelerin Çözdürülmesi 

Nitrojen içinde -196oC’de bulunan hücreler, çözündürmek üzere 37oC’deki su 

banyosuna alındı. Çözünen hücreler, 15 ml’lik falkon tüpüne konuldu ve üzerine 2 ml 

full medyumdan eklenerek 5 dakika 1200 rpm de santrifüj edildi, santrifüj sonrası üstte 

kalan süpernatant uzaklaştırıldı. Üzerine 2 ml full medyumdan konularak pipetaj 

yapılıp medyum miktarı flaska göre artırılarak pipet yardımıyla 25’lik flasklara ekim 

yapıldı. 
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3.3.1.3. Hücrelerin Pasajlanması 

Yukarıda anlatıldığı şekilde ekimi yapılan hücreler, 37oC ve %5 CO2 ayarlı 

inkübatörde 2-3 gün inkübe edildikten sonra flask içindeki hücrelerin konfluenti 

değerlendirildi. Hücreler yaklaşık %80 konfluente ulaştıklarında, flask içindeki 

medyum uzaklaştırıldı ve hücreler 3 ml HBSS (Hank’s Balanced Salt solution) ile 3 

kez yıkandı. Son yıkamanın ardından, flaskın içine 2 ml tripsin-EDTA solüsyonu ilave 

edildi ve 3-5 dakika kadar inkübatörde bekletilerek hücrelerin flaskın tabanından 

ayrılmaları sağlandı. İnvert mikroskop altında hücrelerin tabandan ayrıldığı kontrol 

edildi ve ayrılan hücreler, tripsin-EDTA solüsyonu ile birlikte 15 ml’lik falkon tüpüne 

aktarıldı. Flask içinde kalan hücrelerin üzerine 2 ml full medyum ilave edilerek tripsin 

inaktive edildi ve aktarılamayan hücreler 15 ml’lik falkon tüpündeki ilk kaldırılan 

hücrelerin üzerine nakledildi. 5 dakika 1200 rpm’de santrifüj edilerek tüpün dip 

kısmında hücre pelleti oluşması sağlandı. Oluşan pellet dikkatli bir şekilde alınıp 

üzerindeki süpernatant atıldı. Dipte kalan hücrelere 15 ml full medyum eklendi ve 

75’lik flasklara ekilerek pasajlama yapıldı. 

3.3.1.4. Hücrelerin Dondurulması ve Saklanması 

Hücrelerin bir kısmı daha sonra kullanılmak üzere aşağıdaki işlemlere tabi 

tutularak donduruldu. Pasajlama prosedüründe olduğu gibi, hücreler, tripsin-EDTA 

solüsyonu ile kaldırıldıktan sonra 15’lik falkon tüpüne alındı ve 5 dakika 1200 rpm de 

santrifüj edildi. Oluşan süpernatant atılarak, pellet üzerine, dondurulacak her bir 

dondurma tüpü için 1 cc full medyum eklendi ve pipetaj yapıldı. Sonra hücre 

süspansiyonundan 1 ml alınarak dondurma tüpüne bırakıldı. Ardından 800 µl full 

medyum ve 200 µl DMSO üzerine eklendi. Tüpler -20oC de 1 saat bekletildikten sonra 

-80oC’de derin dondurucuya alındı. Sonrasında -196oC de sıvı azot içerisinde 

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

Çalışma Solüsyonlarının Hazırlanması 

Adipokinlerin hücre kültürü çalışmalarında bilhassa yara iyileşmesi 

araştırmalarında; yara çizik deneyi, hücre viabilite testleri ile hücre göçü analizlerinde 

kullanılan dozlar incelendi ve daha önceden yaptığımız ön çalışmalar sonucunda 

asprosin hormonunun 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozları belirlendi 

[201-205]. 

Sıvı halde ve 10 µg’lık ambalajda bulunan asprosin hormonu, çalışmamızda 

kullanılmak üzere -20oC’den çıkarılarak çözüldü. Deneyimizin gerçekleşmesi için 

asprosin hormonu stok solüsyonu, aşağıdaki şekilde hazırlandı: 

10 µg (50 µl) asprosin alındı ve 950 µl DMEM içinde çözündürüldü. Böylece, 

toplam 1000 µl %5’lik başlangıç solüsyonu elde edildi. 

1 cc başlangıç solüsyonu üzerine 9 cc DMEM eklendi ve %0.5’lik 10 cc stok 

solüsyonu (1000 ng/ml) elde edildi. Hazırlanan stok solüsyonu alikodlanarak -20oC’de 

saklandı. 

Belirlenen dozlarda asprosin solüsyonları aşağıda belirtiği şekilde hazırlandı: 

200 µl stok solüsyonu + 800 µl DMEM = 200 ng/ml dozu 

150 µl stok solüsyonu + 850 µl DMEM = 150 ng/ml dozu 

100 µl stok solüsyonu + 900 µl DMEM = 100 ng/ml dozu 

  50 µl stok solüsyonu + 950 µl DMEM =   50 ng/ml dozu   

3.3.3. Hücre Proliferasyon Analizi (MTT Testi) 

Çeşitli tetrazolyum tuzları ve bunların formazan ürünleri, histokimyada ve 

hücre canlılığının tespitinde önemli rol oynamaktadır [206]. Bu analiz, hücre 

canlılığını; ER gibi organellerde bulunan indirgeyici madde ve enzimlerle, sarı renkli 

tetrazolyum bileşiğini, metabolik olarak aktif hücrelerin mitokondrilerindeki 
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dehidrojenazlar ile suda çözünmeyen mor renkli formazan kristallerine 

indirgenmesiyle kolorimetrik olarak ölçer [206-209]. 

Bileşiklerin metabolik aktivitesi absorbans değerini etkilemektedir. Uygulanan 

terapotik ajanın, hücrelerdeki proliferasyon ya da sitotoksisite üzerine etkilerinin 

değerlendirilmesi bu yöntemle sağlanabilmektedir. 

Çalışma solüsyonu, MTT bileşiği firmanın verdiği talimatlar doğrultusunda, 

PBS solüsyonunda çözülerek, 1 mg/ml olacak şekilde hazırlandı. Tozun PBS 

solüsyonuyla çözünmesiyle sarı yeşil renkli solüsyon elde edildi. Elde ettiğimiz 

solüsyon 5 ml’lik ependorf tüplerine alındı ve alüminyum folyo ile ışık geçirmeyecek 

şekilde sarıldı. Sonrasında, kullanılmayan hazırlanmış çalışma solüsyonları 

alikodlanarak buzdolabında -20oC’de saklandı. 

Her bir 96 kuyucuklu plate’e, asprosinin belirlenen konsantrasyonları, 5x103 

hücre olacak şekilde eşit miktardaki hücreler üzerine uygulandı. 24 saat inkübe 

edildikten sonra MTT analiz yöntemi ile hücre viabilitesi değerlendirildi. 

Asprosin hormonunun viabilite değerlendirilmesi yapılırken MTT testi 

kullanarak aşağıdaki basamaklar izlendi: 

1) 96 Kuyucuklu Plate’lerdeki kuyucuklara 5000 hücre/100 µl hücre ekimi 

yapıldı. 

2) Hücre ekiminin ardından 96 kuyucuklu plate’ler 37oC de %5 CO2 içeren 

inkübatörde konfluent olması beklendi. 

3) Her bir kuyucuk konfluent olarak gözlendikten sonra yara çizik deneyi 

gerçekleştirildi. 

4) Yara oluşturulmasnın ardından belirlenen kuyucuklara 50 ng/ml, 100 

ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarında, asprosin hormonu eklendi. 

5) Deney gruplarımızın süresi olan 24. ve 48. saatlerde, her bir kuyucuğa 

MTT testi uygulandı. 

6) 96 kuyucuklu plate’in Mikro Quant spectrum cihazında 570 nm’de ölçümü 

yapıldı (Şekil 3.1). 



41 

7) Uygulanan doz ve % hücre viabilite ilişkisi ile ilgili elde edilen veriler, 

Microsoft Excel programı yardımı ile hesaplandı ve bu programda grafik 

haline getirilerek değerlendirildi. 

 

 

Şekil 3.1. MTT testi sonrasında 96’lık plate’de meydana gelen renk değişimi 

3.3.4. Yara İyileşme Testi 

İn vitro ortamda bulunan hücreler çizildiklerinde hücreler arasındaki 

bağlantılar hasara uğrar. Oluşturulan bu hasar, hücre göçü değerlendirilmesinde etkin, 

ucuz, pratik ve birçok araştırmacı tarafından tercih edilen yaygın bir modeldir [210]. 

‘In vitro scratch assay’ tekniği olarak isimlendirilen bu yöntem, tek hücre 

tabakasında doğrusal ince bir çizik “yarası” (bir boşluk yaparak) oluşturmayı ve 

ardından düzenli zaman aralıklarında boşluğu dolduran hücrelerin görüntülerini 

yakalamayı içerir [211, 212]. Biz de çalışmamızda, asprosin hormonunun yara 

iyileşmesi üzerindeki etkisini araştırmak amacıyla, HDF hücre hattında belirlediğimiz 

doz aralıklarında yara iyileştirme testini uyguladık. Testin yapılması için aşağıdaki 

basamakları izledik: 

1) HDF hücreleri, 6 kuyucuklu plate’lerde her kuyucukta 300 000 hücre 

olacak şekilde ekildi. 

2) Plate’ler, 37°C ve %5 CO2’li inkübatörde konfluent oluşuncaya kadar 

bekletilerek hücrelerin yüzeye tutunmaları sağlandı. 



42 

3) Tek tabaka halindeki hücreler, üzerinde steril pipet ucu kullanılarak çizik 

oluşturuldu. 

4) Kontrol gruplarına asprosin hormonu uygulaması yapılmadı. 

5) Hemen ardından, diğer kuyucuklara 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150 ng/ml ve 

200 ng/ml dozlarında asprosin hormonu eklendi. 

6) Hücreler ve oluşturulan çizik 0., 24. ve 48. saatlerde olmak üzere invert 

mikroskop (Nikon Eclipse TE200:Nikon, Tokyo, Japan) altında incelendi 

ve fotoğraflandı. 

7) Çekilen fotoğraflar daha sonra Image-J software kullanılarak çiziğin farklı 

zaman aralıklarındaki boyutlarını ölçmek için analiz edildi. 

3.3.5. İmmunositokimyasal Prosedür 

1) Cover glass camları, class II tip biyogüvenlik kabini içinde, ultraviyole ışık 

altında 3 saat süreyle steril edildikten sonra 24 kuyucuklu plate’lere 

yerleştirildi. 

2) Fibroblast hücreleri, her kuyucukta 50 000 hücre olacak şekilde ekildi. 

Hücrelerin ekiminin ardından full medyum ile gerekli besi yeri 

oluşturuldu. 

3) Plate’ler, 37°C ve %5 CO2’li inkübatörde konfluent oluşuncaya kadar 

bekletildi. 

4) Her bir kuyucukta konfluent oluştuktan sonra pipet yardımıyla çizik 

oluşturuldu.  

5) Kontrol gruplarına asprosin hormonu uygulaması yapılmadı. 

6) Hemen ardından, diğer kuyucuklara belirlenen dozlarda asprosin hormonu 

eklendi. 

7) 24. ve 48. saat sonunda bütün gruplar fiksasyon aşamasına alındı.  

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

immünreaktivite değerlendirmesi için asprosin hormonunun 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150 

ng/ml ve 200 ng/ml dozları kullanıldı ve kontrol grupları dahil olmak üzere toplamda 

40 ayrı grup oluşturuldu. 
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Fiksasyon;  

1. Plate’lerdeki hücre ekimi tamamlandı ve bütün gruplara %4’lük 

paraformaldehit fiksatifi yüzeyi kaplayacak şekilde eklendi ve hücreler 5 

dakika boyunca tespit edildi. 

2. Plate’ler içinde tespit edilen camlar PBS ile bir kez yıkandı. 

 

İmmünperoksidaz Yöntemi; 

1) Plate içindeki camlar tekrar PBS ile yıkandı. 

2) Camlar üzerine, endojen peroksitlerin bloklanması için %3’lük H2O2 

solüsyonudan yaklaşık 5 damla kadar damlatıldı ve 5 dakika beklendi. 

3) Camlar, PBS ile 5’er dakika 3 kez yıkandı. 

4) Permeabilizasyon (geçirgenlik) için (intrasellüler protein tespiti için önem 

arz eder); Plate içerisindeki camlar, 5 dakika süreyle % 0,1 Triton X-100-

PBS solüsyonunda bekletildi. (1 ml Triton X 100 ml distile su içerisinde 

30-50oC’de karıştırılarak 1000 ml’ye tamamlanarak hazırlandı.) 

5) PBS ile 5’er dakika 3 kez yıkandı. 

6) Üzerine, yaklaşık 5 damla kadar %1 BSA-PBS (bloklama) solüsyonu 

damlatıldı ve 15 dakika bekletilerek non-spesifik bağlanmalar önlendi.  

7) Daha sonra her bir primer antikor, datasheet verileri doğrultusunda 

antibody diluent ile belirli dilüsyonlarda IL-1 alfa Antibody (1/250), IL-

10 Antibody (1/250), Fibronectin Antibody (1/250), COL1A Antibody 

(1/1000) sulandırıldıktan sonra, plate içerisindeki camlara uygulandı ve  

+4oC’de 24 saat bekletildi.  

8) Daha sonra camların üzerindeki primer antikor solüsyonu döküldü. 

9) PBS ile 5’er dakika 3 kez yıkandı. 

10) Sekonder antikor (komplement) solüsyonu yaklaşık 5 damla olacak 

şekilde damlatıldı. 

11) Plate 15 dakika boyunca inkübatör içerisinde bekletildi. 

12) Sekonder antikor (komplement) plate’lerden uzaklaştırıldı. 

13) Plate içindeki camlar, PBS ile 5’er dakika 3 kez yıkandı. 



44 

14) Camlara, 5 damla kadar Horseradish peroksidaz (HRP) konjugeli 

streptovidin biotin damlatıldı ve 15 dakika boyunca inkübatör içerisinde 

bekletildi. 

15) Streptovidin biotin solüsyonu plate’lerdeki camlardan uzaklaştırıldı. 

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

17) Taze DAB solüsyonu hazırlanıp (50 damla DAB subsrat üzerine 1 damla 

DAB kromojen eklenerek hazırlandı) plate’deki camların üzerine 100 µl 

damlatılarak 3 dakika süre ile karanlıkta beklendi. 

18) DAB solüsyonu camlardan uzaklaştırıldı ve PBS ile 5’er dakika 3 kez 

yıkandı. 

19) Hücre çekirdeklerinin boyanması için Mayer’s Hematoksilen solüsyonu 

damaltılarak 5 dakika beklendi.  

20) Plate’ler içerisinde, dereceli alkol serilerinin her birinde yaklaşık 1 dakika 

kadar beklendi. 

21) Plate’in içindeki camlar bu aşamada çıkarılarak, bir penset yardımıyla 

tutulup dereceli ksilol serilerinin her birinde yaklaşık 15 saniye kadar 

beklendi. 

22) Cover glass camlarının üzerine yaklaşık 10 µl kadar entellan damlatıldı ve 

ters çevirilerek lamlara yapıştırıldı. 

HDF hücrelerinde, asprosin hormonu verilmeyen kontrol grupları ile 50 ng/ml, 

100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarında asprosin verilen gruplara ait 24 ve 48 

saatlik olmak üzere 4 antikorun (IL-1, IL-10, fibronektin ve kollajen) uygulandığı 

toplam 40 slayt hazırlandı (Şekil 3.2). 

 

Şekil 3.2. Kontrol grubuna ait IL-1 immünositokimyasal boyama ile hazırlanan preparat 
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3.3.6. Mikroskobik İnceleme ve Fotoğraflama 

İmmünositokimyasal boyama işlemi sonucunda hazırlanan preparatlar, Nicon 

Eclipse E600 (Japan) marka bilgisayar destekli ve kamera eklentili mikroskop ile 

incelenerek fotoğraflandı. 

Her bir slaytta rastgele 10 alan incelenerek immünopozitif boyanan hücrelerin 

yüzdesi ve boyanma yoğunluğu değerlendirildi. Çalışmamızın immünositokimyasal 

değerlendirilmesinde immünreaktivite skorlama (IRS) işlemi yapıldı [213, 214]. Her 

grup için IRS ortalamaları hesaplandı ve ayrı ayrı kaydedildi. İmmünreaktivite skoru, 

pozitif boyanan hücre yüzdesi ile boyanma yoğunluğunun çarpımı sonucu elde edildi. 

IRS skorlama Tablo 3.1’e göre yapıldı. 

Tablo 3.1. İmmünreaktif Skor (IRS) Tablosu 

A (Pozitif hücre yüzdesi) B (Boyanma yoğunluğu) IRS (Her iki ifade 

çarpımı) 

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

1 (Pozitif hücre %10’un 

altında) 

1 (Hafif Boyanma) 2-3 (Hafif) 

2 (Pozitif hücre %10-50 

arasında) 

2 (Orta Dereceli Boyanma) 4-8 (Orta) 

3 (Pozitif hücre %51-80 

arasında) 

3 (Şiddetli Boyanma)  9-12 (Şiddetli Pozitif) 

4 (Pozitif hücre %80’in 

üzerinde) 
                            IRS (A  X B): 0-12 

3.3.7. Real Time-PCR Prosedürü (Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir 

Reaksiyonu) 

3.3.7.1. Real Time-PCR Öncesi Hücre Kültürü 

Hücre pasajlaması esnasında elde edilen hücrelerin, 6’lı plate’deki her bir 

kuyucuk için 5000 hücre/100 µl olacak şekilde ekimi yapıldı. 24 ve 48 saatlik 2 grup 

için, hücre ekiminin ardından plate’ler 370C’de %5 CO2’li inkübatöre yerleştirildi. 

Çoğalan hücreler, kuyucukların yüzeyini kapladığında; kontrol ve asprosinin 50 ng/ml, 

100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozları uygulanmak üzere, toplam 5 grup 

oluşturuldu. Yara iyileştirme deneyi uygulandıktan sonra asprosin hormonu, 
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belirlenen konsantrasyonlarda uygulandı. 24 ve 48. saatlerde, her bir kuyucuğa 1 ml 

tripsin eklenerek 5 dakika beklendi. Böylelikle, kuyucuk zeminine yapışık halde 

bulunan fibroblast hücrelerinin kaldırılması sağlandı. Kaldırılan hücreler, 1.5 ml’lik 

ependorf tüplerine pipet yardımıyla aktarıldı ve 5 dakika 1200 rpm’de santrifüj edildi. 

3.3.7.2. Total RNA İzolasyonu 

1) 24 ve 48 saatlik kontrol ve asprosin verilen gruplara ait ependorf 

tüplerindeki hücre solüsyonlarında oluşan süpernatant atıldıktan sonra 400 

EcoPURE Lysis/Binding Buffer eklendi ve pellet çözülene kadar 10 saniye 

vortekslendi.  

2) Elde ettiğimiz lizata 400 μl absolu etanol eklendi ve 10 dakika 

vortekslenerek karıştırıldı. 

3) Hazırladığımız örnekten 700 μl alınarak gruplarını yazmış olduğumuz 

toplama tüplerine aktarıldı. 

4) Toplama tüplerindeki örneklerimiz 800 rpm de 5 dakika santrifüjlendi. 

5) Santifüjleme sonrası toplama tüpünün dibinde kalan sıvı atıldı ve toplama 

tüpünün üst kısmında bulunan filtrede genomik materyal kaldı. 

6) Toplama tüpünün üzerine 400 μl EcoPURE Wash Buffer 1 eklendi. 

7) 800 rpm de 5 dakika santrifüj edildi. 

8) Santifüjleme sonrası toplama tüpünün dibinde kalan sıvı atıldı. 

9) Toplama tüpünün üzerine 500 μl EcoPURE Wash Buffer 2 eklendi. 

10) 800 rpm de 5 dakika santrifüj edildi. 

11) Santrifüjleme sonrası toplama tüpünün dibinde kalan sıvı atıldı. 

12) Toplama tüpünün üzerine 200 μl EcoPURE Wash Buffer 2 eklendi. 

13) 800 rpm de 5 dakika santrifüj edildi. 

14) 1.5 ml’lik ependorf tüplerine altta kalan sıvı aktarıldı. 

15) İçinde sıvı bulunan ependorf tüplerine 100 µL EcoPURE Elution Buffer 

eklendi. 

16) 800 rpm de 1 dakika santrifüj edildi. 

17) Elde edilen solüsyon cDNA elde edilinceye kadar -80oC’de saklandı. 
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3.3.7.3. cDNA (komplementer-tamamlayıcı DNA) Sentezi 

Tek zincirli mRNA molekülünün revers transkriptaz enzimi ile çift zincirli hale 

getirilmesi sayesinde cDNA sentezi yapılabilmektedir. 

1) Total RNA eldesinde, RNA miktarının yeterli olup olmadığını 

değerlendirme amacıyla Nanodrop Cihazı kullanıldı (Şekil 3.4). 

 

 

Şekil 3.3. Nanodrop Cihazı’nda ölçülecek genetik materyalin damla görüntüsü 

2) Yeterli bulununan RNA miktarının gözlenmesinin ardından, 

numaralandırılması yapılan yeni tüplerde değişen hacimlerde Nuclease Free 

Water eklendi ve örneklerimizde RNA eşitlemesi yapıldı. Elimizdeki RNA 

örneklerinden cDNA elde edebilmek için Applied Biosystems High- 

Capacity cDNA Reverse Transcription kiti kullanıldı. 

3) Revers transkripsiyon (RT) kit bileşenleri çözdürüldükten sonra RT master 

mix’i hazırlandı (Tablo 3.2). 

4) cDNA revers transkripsiyon reaksiyonunu hazırlamak için 2xRT master 

mix’ten 10’ar µl PCR tüplerine aktarıldı ve her tüpe pipetaj yapılarak 10 µl 

RNA ilave edildi. Böylelikle her bir tüpte toplam hacim 20 µl’ye 

tamamlandı.  
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5) Numaralandırılan PCR tüpleri Thermal Rotor Gene Q cihazına yerleştirildi 

ve cDNA reaksiyonunun gerçekleşebilmesi için Tablo 3.3’te belirtilen 

program kullanıldı. 

Tablo 3.2. 2xRT Master Mix Bileşenleri ve Miktarları 

Mix’in İçeriği Kullanılma Oranı 
Kullandığımız 

Miktar   (X 10) 

10X RT Buffer                   2.0 µL                 20 µL 

25X dNTP mix                   0.8 µL                   8 µL 

10X RT Random Primer                   2.0 µL                 20 µL 

MultiScribeTM Reverse Transcriptase                   1.0 µL                 10 µL 

Nükleaz içermeyen Su                   3.2 µL                 32 µL 

Her bir reaksiyon için toplam hacim                 10.0 µL                 100 µL 

Tablo 3.3. cDNA Eldesi İçin Thermal Cycler’da Kullanılan Program 

      1. adım      2. adım      3. adım     4. adım 

Sıcaklık      25oC       37oC         85oC          4oC 

Zaman    10 dakika      2 saat      5 dakika          ∞ 

 

 Reaksiyon sonrası elde edilen cDNA’lar -20˚C’de saklandı. 

3.3.7.4. Kantitatif Real Time-PCR 

Floresan bazlı kinetik gerçek zamanlı PCR, uygulanan işlemlerin kolay, 

güvenilir ve hızlı olması ve de sınırlı miktarda genetik materyal içeren örneklerde 

başarılı sonuç vermesi nedeniyle, en fazla tercih edilen yöntemlerdendir [215, 216]. 

Floresans, Real Time-PCR sırasında lazer ışığını optik fiber dizisine spektrofik kamera 

vasıtasıyla dağıtarak indüklenir [216]. Bakılmak istenilen genlerin mRNA düzeyinin 

belirlenmesinde örnek normalizasyonu için GADPH ve B-aktin en yaygın kullanılan 

iki referans gendir [217]. Bizim deneyimizde de ilgili genlerin normalizasyonu için 

GADPH kullanıldı. IL-1, IL-10, kollajen ve fibronektin proteinlerini kodlayan 

mRNA’ların ölçümü, Applied Biosystems TaqMan Universal Master Mix II with 

UNG kiti kullanılarak üretici firmanın belirttiği protokole uygun şekilde “Rotor Gene 

Q” PCR cihazında gerçekleştirildi (Tablo 3.4-3.5). 
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Şekil 3.4. “Rotor Gene Q” PCR cihazı fotoğrafı 

Tablo 3.4. PCR Reaksiyon Mix’in Hazırlanması 

Reaksiyon bileşenleri Her bir örneklem hacmi için (µl) 

Tagman Universal Master Mix II                                10.0 µl 

TaqMan Gene Expression Master Mix                                  2.0 µl 

cDNA Örneği                                  2.0 µl 

Nükleaz içermeyen Su                                  6.0 µl 

Tablo 3.5. Applied Biosystems Real -Time Real Time-PCR İçin Kullanılan Program 

İşlem 

 

 

Enzim 

inkübasyonu 

Enzim 

aktivasyonu 
PCR 

 

HOLD 

 

HOLD 

Sikluslar (40 siklus) 

Denatürasyon 
DNA primerlerinin 

bağlanması ve uzaması 

Sıcaklık 50oC 95oC 95oC 60oC 

Zaman 2:00 10:00 00:15 1:00 

Hacim (µl)                                                    20 ya da 50 µl 
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3.3.8. Real Time- PCR Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

Genlerin ekspresyon düzeylerini belirlemek için Threshold Cycle (CT) veya 

crossing points (Cp) değerleri arasındaki farklılıklar ölçülür [218]. Eşik döngüsü 

(Threshold Cycle = CT) değeri bize; üründeki ilk anlamlı artışın olduğu noktayı belirtir 

[218]. CT; sistem başladığından itibaren, üstel oranda ürün oluşması ve logaritmik 

lineer faza geçiş noktasıdır diğer bir deyişle ise haberci boyanın floresan sinyalinin 

seçilmiş eşiği geçtiği PCR döngüsü olarak tanımlanır [219]. 

IL-1, IL-10, kollajen ve fibronektin genlerinin ekspresyon düzeylerini 

belirlemek için ΔCp yöntemi kullanıldı. Sonuçlar aşağıdaki formül kullanılarak 

değerlendirildi: 

ΔCp= Cp hedef gen- Cp referans gen 

ΔΔCp= ΔCp (muamele edilen)- ΔCp (kontrol) 

Ratio= 2- ΔΔC 

3.3.9. İstatistiksel Analiz 

İstatiksel karşılaştırmalar SPSS 21.0 (SPSS Inc. , Chicago, IL) programı ile 

yapıldı. Elde edilen veriler, ortalama±standart sapma (Ort.±S.D.) olarak ifade edildi. 

Gruplar arasındaki karşılaştırmalar, One-way ANOVA testi uygulanarak analiz edidi. 

Post hoc test olarak LSD testi kullanıldı. Verilerin istatiksel analizinde, p< 0,05 değeri 

anlamlı kabul edildi. Anlamlılık değeri, p<0,05 için *, p<0,01 için ** şeklinde ifade 

edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Asprosin Hormonunun Hücre Viabilitesi Üzerine Etkisi 

Human Dermal Fibroblast hücre hattında, asprosin hormonunun hücre 

viabilitesi üzerine etkisinin araştırılması ve etkin dozunun belirlenmesi amacıyla 

oluşturulan yara çizik deneyinde farklı dozlarda asprosin hücrelere uygulandı. Daha 

sonra, MTT testi ile asprosin dozlarına bağlı olarak hücre proliferasyonu 

değerlendirildi. Asprosinin 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml olarak 

uygulandığı bütün gruplarda, yara çizik deneyi sonrası, 24. saatte hücre proliferasyonu 

gözlendiği ve kontrole kıyasla kapanmanın daha önce gerçekleştiği belirlendi. 

Özellikle, asprosin hormonunun 200 ng/ml dozunda en yüksek düzeyde olmak üzere 

(p<0,01), 150 ng/ml dozunda da kontrol grubuna göre anlamlı seviyede artmış canlılık 

oranı tespit edildi (p<0,05) (Şekil 4.1). 

 

Şekil 4.1. Yara çizik deneyi sonrası 24. saatte kontrol ve asprosin hormonu uygulanan gruplarda hücre 

viabilite değerlerini gösteren grafik 

Yara çizik deneyi sonrası, 48. saatte asprosin uygulanan gruplarda kontrole 

kıyasla hücre proliferasyonunun daha fazla olduğu ve yara kapanma hızlarının da 24 

saatlik gruptakine benzer şekilde gerçekleştiği gözlendi. Özellikle, asprosin 
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hormonunun 200 ng/ml dozunda en yüksek düzeyde olmak üzere (p<0,01), 150 ng/ml 

dozunda da kontrol grubuna göre anlamlı seviyede artmış canlılık oranı tespit edildi 

(p<0,05) (Şekil 4.2). 

 

Şekil 4.2. Yara çizik deneyi sonrası 48. saatte kontrol ve asprosin hormonu uygulanan gruplarda hücre 

viabilite değerlerini gösteren grafik 

4.2. Yara İyileşme Hızının Değerlendirilmesi 

MTT testi sonucunda proliferatif etkileri bulunan 50 ng/ml, 100 ng/ml, 150 

ng/ml ile 200 ng/ml asprosin hormonu dozlarının yara iyileşmesi üzerine etkisi in vitro 

scratch assay kullanılarak değerlendirildi. Çizik ile yara oluştuğunda, ciltteki hücreler 

çoğalarak yarayı kapatmak için yara yerine göç ederler [220]. Çalışmamızda, çizik 

oluşturulduktan sonra 0, 24 ile 48. saatlerdeki yara alanının kapanması invert 

mikroskopta değerlendirilerek fotoğraflandı (Şekil 4.3 ve Şekil 4.4). Yirmi dört saatlik 

grupta, kontrol grubu yara alanının kısmen kapandığı ve yara alanına gelen hücreler 

arasında köprüleşmelerin varlığı izlendi. Asprosinin 50 ng/ml dozunda uygulandığı 

grupta kapanma derecesi kontrol grubundakine benzerlik gösterirken, 100 ng/ml 

dozunda, 50 ng/ml dozuna göre daha çok hücrenin yara alanına göç ettiği tespit edildi. 

Asprosin hormonunun 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarında uygulandığı gruplarda ise 

hücre göçünün maksimum olduğu izlendi ve yara alanının tamamen kapanmış olduğu 

*

**

90 95 100 105 110 115 120 125 130

kontrol

Asprosin 50 ng/ml

Asprosin 100 ng/ml

Asprosin 150 ng/ml

Asprosin 200 ng/ml

Canlılık oranı %

G
ru

p
la

r

Yara Modeli 48. saat



53 

belirlendi. Kırk sekiz saatlik grupta ise kontrol grubunda yara iyileşmesinin büyük 

oranda tamamlandığı gözlenirken, asprosin hormonu uygulanan gruplarda ise yara 

yerinde tam kapanma mevcuttu (Şekil 4.3). 

Kontrol 

 

Asprosin 50 ng/ml Asprosin 100 ng/ml 

  

Asprosin 150 ng/ml Asprosin 200 ng/ml 

  

Şekil 4.3. Kontrol ve asprosin hormonunu uygulanan HDF hücrelerinin çizik sonrası 0.saatteki invert 

mikroskop görüntüleri (Büyütme objektifi: x4) 
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Şekil 4.4. Kontrol ve asprosin hormonunu uygulanan HDF hücrelerinin çizik sonrası 24. ve 48.saatteki invert 

mikroskop görüntüleri (Büyütme objektifi: x4) 
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4.3. Image J analiziyle Yara İyileşme Hızının Belirlenmesi 

Çalışmamızda, yara çizik deneyi ile oluşturulan yara modellerinde farklı 

dozlarda asprosin hormonu uygulandıktan sonra 24 ve 48. saatlerde yara kapanma 

dereceleri invert mikroskop altında incelendi. Kontrol dahil 48 saatlik bütün gruplarda 

yara kapanması mevcut olduğundan yara iyileşme hızı sadece 24 saatlik gruplarda 

değerlendirildi. Bu amaçla Image J (1.53e Wayne Rasband and contributors, NIH, 

USA) bilgisayar programı kullanıldı. Oluşturduğumuz yara bölgesinin belirli 

saatlerdeki mesafesi ile hücrelerin göç yüzdesi Image J programında ölçülerek 

aşağıdaki formül [221] ile hesaplanıp grafik haline getirildi; 

                     0. saat hücreler arası mesafe-istenilen saat hücreler arası mesafe 

                                                    0. saat hücreler arası mesafe 

 

Elde edilen sayısal veriler karşılaştırılarak istatistiksel olarak analiz edildi ve 

Şekil 4.5’te grafik olarak verildi. İn vitro yara çizik deneyi sonrası 0. saatten 24. saate 

kadar 200 ng/ml dozunun diğer gruplara göre daha fazla mesafe kapattığı izlendi.  

Böylelikle yara çizik alanını, en önde 200 ng/ml dozu kapatırken (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 gruplarının 

takip ettiği gözlendi. 

 

Şekil 4.5. Yara mesafesinin dozlara göre 0. ve 24. saatte İmage J analizi ile kapanma oranını gösteren grafik  
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Çalışmamızda, asprosin verilen bütün gruplarda kontrol grubuna göre daha 

fazla hücre göçünün gerçekleştiği görüldü. Hücre göçü, diğer gruplarla 

kıyaslandığında, 200 ng/ml dozunda asprosin hormonu verilen fibroblastların daha 

önce yara bölgesine ulaştığı gözlendi (p<0,01). Fibroblast hücrelerinin göç hızı, 

kontrol ve 50 ng/ml (p>0,05) asprosin hormonu uygulanan grupta benzer ve en az 

seviyede iken, onları sırasıyla 100 ng/ml (p<0,05) ve 150 ng/ml (p<0,01),  asprosin 

hormonu verilen hücrelerin takip ettiği izlendi (Şekil 4.6). 

               

Şekil 4.6. Yara çizik deneyi sonrası 24. saatte yara bölgesine gelen fibroblast hücrelerinin göç etme yüzdeleri 

4.4. İmmünositokimyasal Bulgular 

Human dermal fibroblast (HDF) hücrelerinde, IL-1, IL-10, fibronektin ve 

kollajen proteinlerinin immünositokimyasal boyama sonucunda immünpozitifliğinin 

değerlendirilmesi immünreaktivite skoru hesaplanarak gerçekleştirildi. 

4.4.1. Fibroblast Hücrelerinde IL-1 İmmünreaktivitesi 

Bir pro-inflamatuar sitokin olan IL-1’in 24 saatlik gruplardaki 

immünositokimyasal boyanma sonuçlarına göre, immünpozitif boyanmanın kontrol 

grubunda ve asprosin hormonu uygulanan gruplarda benzer olduğu izlendi (Şekil 4.7-

10). IL-1’in fibroblast hücrelerindeki immünreaktif skor grafiği Şekil 12’de verildi. 

Asprosinin 50 ng/ml olarak verildiği grupta IL-1 IRS değerinin kontrole kıyasla düşük, 

K O N T R O L

5 0  N G / M L

1 0 0  N G / M L

1 5 0  N G / M L

2 0 0  N G / M L

Hücrelerin Göç Etme Yüzdesi (%)
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200 ng/ml olarak verildiği grupta ise yüksek olduğu gözlenmekle birlikte, asprosin 

hormonu verilmeyen ve verilen gruplarda IL-1 ekpresyonunu gösteren IRS değerleri 

karşılaştırıldığında, gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadı 

(p>0,05). 

 

Şekil 4.7. Kontrol grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immünositokimyasal boyanmasının ışık mikroskobik 

görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.8. Asprosin 50 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü. Büyütme objektifi: x20 
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Şekil 4.9. Asprosin 100 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü. Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.10. Asprosin 150 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü. Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.11. Asprosin 200 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü. Büyütme objektifi: x20 
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Şekil 4.12. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 24 saatlik gruplarda IL-1’in IRS değerlerini gösteren grafik 

Kırk sekiz saatlik gruplarda da, fibroblastlarda IL-1 proteinine ait 

immünpozitif boyanmanın ve IRS skorlarının 24 saatlik gruplardakine benzer şekilde 

olduğu gözlendi (Şekil 4.13-17). IL-1’in fibroblast hücrelerindeki immünreaktif skor 

grafiği Şekil 4.18’de verildi. Asprosinin 50 ng/ml olarak verildiği grupta IL-1 IRS 

değerinin kontrole kıyasla düşük, 200 ng/ml olarak verildiği grupta ise yüksek olduğu 

bulundu. Ancak, gruplar arasında karşılaştırıldığında, IL-1 ekpresyonunu gösteren IRS 

değerleri açısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark yoktu (p>0,05). 

 

Şekil 4.13. Kontrol grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immünositokimyasal boyanmasının ışık mikroskobik 

görüntüsü Büyütme objektifi: x20 
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Şekil 4.14. Asprosin 50 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü. Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.15. Asprosin 100 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü. Büyütme objektifi: x20 

     

Şekil 4.16. Asprosin 150 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü. Büyütme objektifi: x20 
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Şekil 4.17. Asprosin 200 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-1 immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü. Büyütme objektifi: x20 

                 

Şekil 4.18. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 48 saatlik gruplarda IL-1’in IRS değerlerini gösteren grafik 

4.4.2. Fibroblast Hücrelerinde IL-10 İmmünreaktivitesi  

Bir anti-inflamatuar protein olan IL-10’un, HDF hücre hattında yapılan 

immünositokimyasal boyama bulgularına göre; asprosin hormonu verilmeyen kontrol 

grubunda ve asprosin hormonu verilen diğer gruplarda, fibroblastlarda immünpozitif 

boyanma benzer şekilde gözlendi (Şekil 4.19-23). IL-10’un fibroblast hücrelerindeki 

immünreaktif skor grafiği Şekil 4.24’de verildi. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 

gruplarda, IL-10 ekpresyonunu gösteren IRS değerleri istatistiksel olarak 

karşılaştırıldığında, gruplar arasında istatistiksel anlamlılık gözlenmedi (p>0,05). 
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Şekil 4.19. Kontrol grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immünositokimyasal boyanmasının ışık mikroskobik 

görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.20. Asprosin 50 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.21. Asprosin 100 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 
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Şekil 4.22. Asprosin 150 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.23. Asprosin 200 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.24. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 24 saatlik gruplarda IL-10’un IRS değerlerini gösteren grafik  
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Kırk sekiz saat sonunda ise, IL-10 proteinin fibroblastlardaki immünpozitif 

boyanma özelliklerinin gruplar arasında farklılık gösterdiği izlendi. Kontrol grubunda 

daha az sayı ve yoğunlukta immünpozitiflik izlenirken (Şekil 4.25), asprosin 

hormonunun 200 ng/ml dozunda verildiği grupta daha belirgin olmak üzere, asprosin 

hormonu verilen bütün gruplarda daha güçlü immünpozitif boyanan hücreler görüldü 

(Şekil 4.26-29). Asprosin hormonu verilmeyen ve verilen diğer  gruplarda IL-10 

ekpresyonunu gösteren IRS değerleri istatistiksel olarak karşılaştırıldığında, HDF 

hücre hattında 200 ng/ml (p<0,05) ve 150 ng/ml (p<0,05) dozlarında kontrole kıyasla 

istatistiksel anlamlılık gözlendi (Şekil 4.30). 

 

Şekil 4.25. Kontrol grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immünositokimyasal boyanmasının ışık mikroskobik 

görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

   

Şekil 4.26. Asprosin 50 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 
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Şekil 4.27. Asprosin 100 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.28. Asprosin 150 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.29. Asprosin 200 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda IL-10 immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 



66 

              

Şekil 4.30. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 48 saatlik gruplarda IL-10’un IRS değerlerini gösteren grafik 

4.4.3. Fibroblast Hücrelerinde Fibronektin İmmünreaktivitesi 

Ekstraselüler matriksin bir komponenti olan fibronektin’in HDF hücre 

hattındaki 24 saatlik immünositokimyasal boyama bulgularına göre; kontrol grubunda 

daha az sayı ve yoğunlukta immünpozitiflik gözlendi (Şekil 4.31). Asprosin 

hormonunun 200 ng/ml dozunda verildiği hücrelerde daha belirgin olmak üzere, bütün 

dozlarında daha güçlü boyanan immünpozitif hücreler görüldü (Şekil 4.32-35). 

Fibronektinin fibroblast hücrelerindeki immünreaktif skor grafiği Şekil 4.36’da 

verildi. Asprosin hormonu verilen  gruplarda fibronektin ekpresyonunu gösteren IRS 

değerleri kontrole kıyasla yüksekti ve istatistiksel olarak karşılaştırıldığında, 100 

ng/ml (p<0,05), 150 ng/ml (p<0,05) ve  200 ng/ml (p<0,05) dozlarında asprosin 

hormonu verilen gruplarda bu yükseklik istatistiksel olarak anlamlıydı. 
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Şekil 4.31.  Kontrol grubuna ait fibroblastlarda fibronektinin immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.32. Asprosin 50 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.33. Asprosin 100 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immünositokimyasal boyanmasının 

ışık mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 
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Şekil 4.34. Asprosin 150 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immünositokimyasal boyanmasının 

ışık mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.35. Asprosin 200 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immünositokimyasal boyanmasının 

ışık mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

           

Şekil 4.36. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 24 saatlik gruplarda fibronektinin IRS değerlerini gösteren 

grafik 
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Fibronektinin 48 saatlik gruplardaki immünositokimyasal boyama bulgularına 

göre; asprosin hormonu verilmeyen kontrol grubunda daha az sayı ve yoğunlukta 

immünpozitiflik gözlendi (Şekil 4.37). Asprosin hormonunun 200 ng/ml dozunda 

verildiği grupta daha belirgin olmak üzere, bütün dozlarında daha şiddetli şekilde 

boyanmış immünpozitif hücreler görüldü (Şekil 4.38-41). Kontrol ve asprosin 

hormonu verilen  gruplarda fibronektin ekpresyonunu gösteren IRS değerleri (Şekil 

4.42). 24 saatlik gruptakilere benzer bir durum sergiliyordu.  Sırasıyla, 100 ng/ml 

(p<0,05), 150 ng/ml (p<0,05) ve  200 ng/ml (p<0,05) dozlarında asprosin hormonu 

verilen grupların IRS skorları ile kontrol grubu karşılaştırıldığında aralarında  

istatistiksel anlamlılık olduğu belirlendi. 

 

Şekil 4.37. Kontrol grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.38. Asprosin 50 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 
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Şekil 4.39. Asprosin 100 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immünositokimyasal boyanmasının 

ışık mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.40. Asprosin 150 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immünositokimyasal boyanmasının 

ışık mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.41. Asprosin 200 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda fibronektin immünositokimyasal boyanmasının 

ışık mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 
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Şekil 4.42. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 48 saatlik gruplarda fibronektinin IRS değerlerini gösteren 

grafik 

4.4.4. Fibroblast Hücrelerinde Kollajen İmmünreaktivitesi 

Kollajenin HDF fibroblast hücre hattında 24 saatlik gruplarda 

immünositokimyasal boyama bulgularına göre; asprosin hormonu verilmeyen kontrol 

grubu ve asprosin hormonu verilen diğer bütün gruplarda immün boyanma farklılığı 

izlenmedi (Şekil 4.43-47). Asprosin hormonu verilen ve verilmeyen gruplarda 24. 

saatte kollajen ekpresyonunu gösteren IRS değerleri istatistiksel olarak 

karşılaştırıldığında, gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olamadığı 

belirlendi (Şekil 4.48) (p>0,05). 

 

Şekil 4.43. Kontrol grubuna ait fibroblastlarda kollajen immünositokimyasal boyanmasının ışık mikroskobik 

görüntüsü Büyütme objektifi: x20 
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Şekil 4.44. Asprosin 50 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda kollajen immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.45. Asprosin 100 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda kollajen immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.46. Asprosin 150 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda kollajen immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 
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Şekil 4.47. Asprosin 200 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda kollajen immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

             

Şekil 4.48. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 24 saatlik gruplarda kollajenin IRS değerlerini gösteren 

grafik 

Human dermal fibroblast hücrelerinde asprosin uygulandıktan sonra 48. saatte 

gerçekleştirilen, kollajenin immünositokimyasal boyama bulgularına göre ise; kontrol 

grubundaki hücrelerde immünpozitif boyanmanın daha az sayı ve yoğunlukta olduğu 

gözlendi (Şekil 4.49). Asprosin hormonunun 200 ng/ml dozunda verildiği 

fibroblastlarda daha belirgin olmak üzere, bütün dozlarında daha güçlü boyanan 

immünpozitif hücreler görüldü (Şekil 4.50-53). Kollajen’in fibroblast hücrelerindeki 

48. saatteki immünreaktif skor grafiği Şekil 4.54’de verildi. Bütün gruplarda 48. saatte 

kollajen ekpresyonunu gösteren IRS değerleri istatistiksel olarak karşılaştırıldığında, 
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100 ng/ml (p<0,05), 150 ng/ml (p<0,05) ve  200 ng/ml (p<0,05) dozlarında asprosin 

hormonu verilen hücrelerde skorun belirgin bir şekilde arttığı ve bu artışın  istatistiksel 

olarak anlamlılık gösterdiği tespit edildi. 

 

Şekil 4.49. Kontrol grubuna ait fibroblastlarda kollajenin immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.50. Asprosin 50 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda kollajen immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 



75 

 

Şekil 4.51. Asprosin 100 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda kollajen immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.52. Asprosin 150 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda kollajen immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 

 

Şekil 4.53. Asprosin 200 ng/ml grubuna ait fibroblastlarda kollajen immünositokimyasal boyanmasının ışık 

mikroskobik görüntüsü Büyütme objektifi: x20 
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Şekil 4.54. Kontrol ve asprosin hormonu verilen 48 saatlik gruplarda kollajenin IRS değerlerini gösteren 

grafik 

4.5. Real Time-PCR Gen Ekspresyonu Bulguları 

HDF hücre hattındaki fibroblast hücrelerinde, Real Time-PCR ile IL-1, IL-10, 

fibronektin ve kollajen proteinlerine ait gen ekspresyon analizlerini gerçekleştirmek 

amacıyla öncelikle hücrelerin hücre kültürü ile çoğaltılması sağlandı. Gerekli besiyeri 

hazırlanarak 6 kuyucuklu plate’lere hücrelerin ekimleri gerçekleştirildi. Yeterli 

konfluent sağlandıktan sonra yara çizik deneyi ile bütün gruplarda yara modeli 

oluşturuldu. Asprosin hormonu verilmeyen kontrol grubu ve belirlenen dozlarda 

asprosin hormonu verilen gruplarda 24. ve 48. saatlerde IL-1, IL-10, fibronektin ve 

kollajen moleküllerine ait gen ekpresyon düzeyleri ölçüldü ve istatistiksel olarak 

değerlendirildi. 

Real Time-PCR ile değerlendirilen, IL-1 gen ekpresyon düzeyleri 

incelendiğinde, hem kontrol ve asprosin hormonu verilen gruplar açısından hem de 

karşılaştırılan süreler açısından anlamlı bir farklılığa rastlanmadı (p>0,05)(Şekil 4.55). 
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Şekil 4.55. Kontrol ve asprosin hormonu verilen gruplarda 24. ve 48. saatlerde IL-1’in gen ekspresyon 

düzeyleri  

IL-10 gen ekpresyon düzeyinin 24. saatte asprosin hormonu uygulanan bütün 

gruplarda kontrol grubu ile benzer olduğu tespit edildi (p>0,05). Ancak 48. saatte 150 

ng/ml ve 200 ng/ml asprosin hormonu uygulanan gruplarda IL-10 ekspresyonunun 

belirgin derecede arttığı belirlendi (p<0,05)(Şekil 4.56). Ancak iki doz arasında IL-10 

ekspresyonu açısından anlamlı bir fark tespit edilmedi (p>0,05). 

 

Şekil 4.56. Kontrol ve asprosin hormonu verilen gruplarda 24. ve 48. saatlerde IL-10’un gen ekspresyon 

düzeyleri 
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Hem 24. hem de 48. saatlerde belirlenen fibronektin gen ekpresyon düzeyleri, 

asprosin hormonunun 100 ng/ml, 150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarında uygulandığı 

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

kıyasla anlamlı derecede yüksekti (p<0,05). Asprosin hormonunun 200 ng/ml 

grubunda, fibronektin ekpresyonu, diğer gruplardan anlamlı derecede yüksek bulundu 

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

uygulandığı gruplar, kendi aralarında kıyaslandığında ise aralarında anlamlı fark 

olmadığı belirlendi (p>0,05). 

 

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

düzeyleri 

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

kontrol grubu ile benzer düzeyde bulundu (p>0,05). Asprosin hormonunun 100 ng/ml, 

150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarında uygulandığı gruplarda, 48. saatteki kollajen 1 

ekpresyonu, kontrol ve asprosin hormonunun 50 ng/ml grubuna kıyasla belirgin 

şekilde artmış olarak tespit edildi (p<0,05) (Şekil 4.58). 
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Şekil 4.58. Kontrol ve asprosin hormonu verilen gruplarda 24. ve 48. saatlerde kollajen 1’in gen ekspresyon 

düzeyleri 
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5. TARTIŞMA 

Kesi yaraları, cerrahi sütür yaraları, dekübitüs yaraları, diyabetik yaralar ve 

yanık yaraları gibi kutanöz yaralar, derinin bariyer işlevini kaybetmesi neticesinde 

bütünlüğünün bozulmasıyla sonuçlanan önemli bir sağlık sorunudur. Bu tarz geç 

iyileşen yaralar, hem hastanelerde kalma hem de evde bakım sürelerinin uzaması da 

düşünüldüğünde, birçok insan için maddi, psikolojik ve estetik olarak sorun teşkil 

etmektedir. Akut ve kronik yaraların tedavisinde sıklıkla tercih edilen topikal ajanların 

kullanımında [222] hem tedavi süresi uzamakta hem de bazen tam bir iyileşme 

sağlanamamaktadır. Bu yaraların tedavisinde; yara örtüleri [223] ve biyomekanik yara 

bakımı [224] ile geleneksel ve tamamlayıcı tıp ‘GETAT’ uygulamaları [34, 225, 226] 

ve trombositten zengin plazma (PRP) [227] gibi farklı tedavi protokolleri 

kullanılmaktadır. Bu yöntemlerin bazılarının yüksek maliyetli olması, bazılarının da 

neden olduğu yan etkiler ve de tedavilerinde gidilmesi gereken merkezlere ulaşımın 

zorluğu gibi nedenlerle kullanımları kısıtlı kalmaktadır. Güncel cilt yenilenmesi ve 

güneş yanıkları tedavilerinde topikal kullanılan insülin hormonu [228, 229] gibi 

hormonların, popüler kozmetik markaların içeriklerinde bile bulunuyor olması, 

bilimsel açıdan asprosin gibi hormonların da bu konuda araştırılması gerektiğini 

göstermektedir. 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda yara iyileşme deneylerinde adipokinlerin ve 

hormonların yer alması yara tedavilerine farklı bir yaklaşım getirmektedir [230-233]. 

Yağ dokusundan salınan bu adipokinlerin bazılarının anti-inflamatuar, bazılarının ise 

pro-inflamatuar etkinlik gösterdiği bildirilmiştir [230, 234-238]. Ayrıca adipokinlerin 

kutanöz inflamatuar süreçlerde etki göstererek aktif düzenleyici faaliyetlerde 

bulunabileceklerinden bahsedilmektedir [230, 239]. Birçok kutanöz hastalıkla 

ilişkilendirilen adipokinlerin, inflamatuar sürece etkileriyle yara iyileşmesinde rolü 

olabilmektedir [240-243]. Yine yapılan bazı çalışmalar, yaralanma sonrası 24 saat 

içinde adipositlerin yara yerini doldurduğunu, büyüme faktörlerini salgıladığını ve 

ESM proteinlerinin de yara bölgesine toplanmasını sağladığını göstermişlerdir [244, 

245]. Bunlarla birlikte birçok klinisyen, yara izini azaltmak ve yara iyileşmesini 

hızlandırmak adına yağ otogreftlerinin kullanılması taraftarıdır [246-250]. Son yıllarda 

yapılan bir çalışmada, liposuction (yağ aldırma) veya lipom eksizyonu yapılarak, daha 
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sonra yağın çeşitli yöntemlerle uzaklaştırılmasıyla insan ESM tabakası elde edilmiş, 

biyoaktif bu tabakanın yara üzerinde kullanılması iyileştirici etkiler göstermiştir [146]. 

Bu bilgiler doğrultusunda, asprosin hormonunun da deri altı yağ dokusundan 

salgılandığı düşünüldüğünde, mevcut çalışmada asprosin hormonunun yara 

iyileşmesindeki muhtemel iyileştirici etkisini HDF hücre hattında, hem 

immünositokimyasal olarak hem de moleküler düzeyde araştırmayı amaçladık. 

Asprosin hormonu, FBN 1 geni ile kodlanmış profibrillin proteinin C terminal 

bölünme ürünüdür [199]. Açlık durumunda yağ dokusundan salgılanan bir adipokin 

olan asprosin hormonu, zayıf ve lipodistrofiye bağlı kendilerine has fenotipleriyle 

tanınan, yeni doğan progeroid sendromlu hastalarda, deri altı beyaz yağ dokusundaki 

azalma ile araştırılmış ve bu yağ dokusunun plazma asprosin kaynağı olmasıyla bu 

ismi almıştır [199]. Asprosin hormonu, karaciğerde OLFR734 adı verilen ve rodopsin 

ailesinden olan bir G proteini aracılığı ile cAMP-PKA yolağını aktifleştirerek kan 

glukoz seviyesini artırmakta, takiben de pankreasın β hücrelerinden insülin salınımına 

yol açmaktadır [251]. Beyinde ise henüz keşfedilememiş bir reseptörü ile cAMP 

bağımlı bir yolakla, kan beyin bariyerini geçerek doğrudan AgRP + nöronlarını 

uyararak iştahı artırmaktadır [191]. 

Adipokinlerden visfatin, ERK1/2 ve JNK1/2 yolağının aktivasyonu ile yara 

iyleşmesi üzerine olumlu etki göstermektedir [161]. Adiponektin ise keratinosit 

proliferasyonu ve ERK sinyal yoluyla keratinosit migrasyonunu teşvik etmektedir 

[162]. Ayrıca, yapılan bir çalışmada adiponektinin, OCCM-30 (sementoblast)  hücre 

hattındaki hücrelerde, 24 saatte mitojenik aktiviteyi artırdığı ve yara alanını büyük 

ölçüde kapattığı gösterilmiştir [163]. Progranülin adipokini ise, ERK1/3 ile PI3K 

bağımlı yollar aracılığıyla, yaralı dokuda mitotik aktiviteyi ve hücre göçünü 

artırmasının yanı sıra Akt ile MAPK yollarının aktivasyonuyla da etki göstermektedir. 

[164, 165]. Bu bilgiler, adipokinlerin yara iyileşmesi üzerine olumlu etkilerinin 

olduğunu, yeni bulunmuş bir oreksijenik adipokin olan asprosin hormonunun da 

etkisinin araştırılması gerektiğini göstermektedir. 

İştahı etkileyen hormonlar ve yara iyileşmesindeki bilinen etkileri 

incelendiğinde, oreksijenik ve anoreksijenik hormonların yara iyileşmesi üzerindeki 
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etkinlikleri de araştırılmıştır. Mide kaynaklı oreksijenik bir hormon olan ghrelinin pro-

inflamatuar sitokinlerin salınımını baskılayarak yanığın neden olduğu organ hasarını 

iyileştirdiği belirtilmiştir [179]. Anoreksijenik bir adipokin hormon olan leptinin, yara 

bölgesinde bulunan keratinositler üzerindeki mitojenik etkisinden dolayı yara 

onarımını hızlandırdığı belirtilmektedir [252, 253]. Oreksijenik nöropeptit 

hormonlardan MCH (melanin konsantre edici hormon)’nin ise kollajen üretimini 

artırdığının gösterilmesi ile miyofibroblastlar üzerine olan etkilerinden ötürü 

profibrotik bir modülatör olabileceğinden bahsedilmiştir [180]. Yine bu bilgiler 

ışığında oreksijenik bir adipokin olan asprosin hormonu, yara iyileşmesinde birçok 

önemli role sahip olmaktadır. 

Obezitede adipositler sayı ve hacim olarak artmıştır, böylelikle karmaşık ve 

aktif bir metabolik endokrin organ olarak ifade edilen yağ dokusu artışı da 

gözlenmektedir [238, 254]. Yağ dokusu enerji depolaması ve açlık esnasında da yağ 

asidi salınımını sağlarken aynı zamanda adipokinler olarak adlandırılan visfatin, 

leptin, resistin ve adiponektin gibi çeşitli molekülleri de ihtiva etmektedir [238, 254]. 

Birçok adipokin proinflamatuar etki göstermektedir. Obezite proinflamatuar 

adipokinlerin salınımını artırırken, az sayıda bulunan anti-inflamatuar adipokinlerin 

ise azalmasına neden olur [238, 255]. Asprosin hormonun gösterdiği anti-inflamatuar 

etkisiyle obezitedeki rolü ilerideki zamanlarda daha çok tartışılacaktır [179, 256]. 

Asprosin hormonu, yağ dokusundan salgılanıp glikozu artırması ve iştahı 

tetiklemesi gibi nedenlerden dolayı, obez, diyabetli ve metabolik sendromlu kişilerde 

yüksek seviyelerde bulunmaktadır [257-259]. Tip 2 diyabetli hastalarda, yüksek seyir 

gösteren kan glikozunun ve insülin hormonunun fazla olmasına rağmen, reseptörler 

aracılığıyla glikozun hücrelere alınmasında bozukluk yaşanmaktadır [260, 261]. 

Asprosin hormonu, karaciğerdeki ilgili reseptörüne bağlanarak kan glikoz seviyesini 

artırmasını takiben pankreastan insülin hormonunun salınımını artırır [199]. 

Araştırmalar göstermiştir ki, asprosin hormonu kanda yüksek seviyelerde iken, kan 

glikoz ve insülin miktarı da artış gösterir ve periferik organlar artmış insüline rağmen 

glikozu hücre içine almazlar [199]. Asprosin hormonun bu etkileri doğrultusunda, 

birçok araştırmacı bu hormonun inhibe edilmesi ile hastalıkların olumlu 

seyredeceklerini düşünmüşlerdir. Ancak, yağ dokusu [191] ve tükrük bezleri gibi 
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birçok yerden de sentezlendiği gösterilen [256] asprosin hormonunun, kendi 

çalışmamız ve diğer çalışmalarda da gösterildiği gibi, anti-inflamatuar etki göstermesi, 

bu hormonun inhibe edilmesi düşüncesini her zaman desteklememektedir [257, 262]. 

Diyabetli hastalarda, mikro ve makrovaskülarizasyon bozukluğuna bağlı çeşitli 

komplikasyonlar tanımlanmıştır [263, 264]. Mikroanjiyopati gelişimiyle; yara 

iyileşmesinde gecikme ile diyabetik ayak gibi çeşitli istenmeyen sonuçlarla karşı 

karşıya kalınmaktadır [265, 266]. Asprosin hormonu, iştahı artırması, yağ dokusundan 

salınması ve glukoneogenezle bağlantıları nedeniyle, obezite ve diyabetle yakın ilişki 

içerisindedir. Obez ve diyabetli kişilerdeki yaraların iyileşme güçlüğü 

düşünüldüğünde [267-269], asprosin hormonunun etkileri bu konuda araştırılmaya her 

zaman adaydır. Çalışmamızda, kutanöz yaralarda yeni terapotik tedavi yöntemlerinin 

bulunması açısından önemli olan asprosin hormonunun, yara iyileşmesindeki rolü, 

hücre viabilitesi ve proliferasyonu, inflamasyon ve ESM kompanentleri araştırılarak 

değerlendirildi. Bu amaçla da, fibroblast hücre hattında in vitro olarak yara çizik 

deneyi oluşturuldu. Çoğalan hücrelerde, pro ve anti-inflamatuar ajanlar (IL-1 ve IL-

10) ile ESM kompanentlerinden olan fibronektin ve kollajenin ekspresyonu 

immünositokimyasal boyanma ve gen ekpresyon düzeylerine bakılarak araştırıldı. 

Yaptığımız tez çalışmasında, asprosin hormonunun yara iyileşmesi üzerine 

etkisi HDF hücre hattında ‘İn vitro scratch assay’ tekniği ile değerlendirildi [211, 212, 

270]. Daha önce gerçekleştirilen bir scratch assay araştırmasında; farklı yağ 

dokularından izole edilen leptin, visfatin gibi adipokinler ile insülin hormonunun 

fibroblast hücrelerindeki yara iyileştirme etkilerine bakılmış ve olumlu etkiler 

sergiledikleri gösterilmiştir [271]. Yeni tanımlanan başka bir adipokin olan 

chemerinin, en yüksek doz olan 100 ug/l ile hücre göçünü artırdığı rapor edilmiştir 

[166]. Başka bir adipokin olan adiponektinin ise scratch assay tekniğinde fibroblast 

göçünü inhibe ettiği gösterilmiştir [272]. Çalışmamızda, 200 ng/ml dozunda verilen 

asprosin hormonunun diğer bütün gruplara göre, hücre göçünü daha fazla artırdığını 

ve yara hattını kapattığını gözlemledik. Bu durum, asprosin hormonunun, 

fibroblastların hem proliferasyonunu ve hem de göçünü indükleyerek yara alanını daha 

hızlı kapattığını ve yara iyileşmesini artırdığını göstermektedir. Yaptığımız çalışmada 

ayrıca, asprosin hormonuyla muamele edilen fibroblast hücre hattında, yara iyileşme 
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aktivitesi 24. ve 48. saatlerde 200 ng/ml dozunda en yüksek seviyede bulundu. Diğer 

gruplarda da kontrolden daha ileri seviyede gerçekleşen hücre proliferasyonunun aynı 

zamanda yara iyileşmesi deneyinden elde edilen sonuçlar ile de uyumluluk gösterdiği 

belirlendi. 

Asprosin hormonunun, cAMP PKA’yı aktive ederek kronik inflamasyonda 

iyileştirici etkilerinin olabileceği bildirilmiştir [179, 257]. Pankreas β hücrelerinde ise 

palmitatla indüklenmesi sonucu TLR4/JNK yolağı aracılığıyla inflamasyon ve 

hücresel disfonksiyona neden olduğunu gösteren çalışma mevcuttur [200]. Bu bilgilere 

ek olarak cAMP yolağının inflamatuar sitokinleri PKA üzerinden baskıladığı 

bilinmektedir [273]. Asprosin üzerine yapılan çalışmalarda, asprosinin inflamatuar ve 

anti-inflamatuar etkilerinin ikisinin de var olduğu gösterilmiştir [179]. İnflamasyon 

üzerine etkili olan IL-1α, genellikle IL-1α sentezleyen hücrenin plazma zarı ile 

ilişkilidir ve bu nedenle lokal olarak hareket eder, dolaşıma geçerek sistemik hareket 

etmez [274-277]. Buna ek olarak, IL-1α hücre çekirdeğinden sentezlendikten sonra 

hücre dışına kendi reseptörleriyle salınır [278]. Bu bilgiler bize IL-1α’nin hem 

çekirdekte hem de ESM’de bulunabileceğini göstermekle birlikte hücrelerde yapılan 

immünfloresan boyama metodunda intrasellüler bölgede olduğu gösterilmiştir [279]. 

Yapılan in vivo ve ex vivo çalışmalarda da, IL-1’nın cildin fibroblast bulunduran 

dermis kısımlarında, hem intrasellüler alanda hem de ESM’de immunpozitiflik 

gösterdiği rapor edilmiştir [280, 281]. Ayrıca, IL-1’in fibroblastlardan salgılanıp 

keratinositlerin göçünü indüklediği de gösterilmiştir [282-286]. Keratinositlerden 

yaralanma sonrası IL-1 sentezlenir. IL-1 de otokrin etkiyle fibroblast proliferasyonu 

ve keratinosit büyümesini tetikleyip, fibroblastlardan da kollajen sentezini ve 

keratinositlerin kemotaksisini uyarır [282, 287-290].  IL-1 ayrıca, TGF β ve IL-6 gibi 

profibrotik sitokinlerin üretimini de sağlar [282, 291, 292]. Yüksek proinflamatuar 

sitokin ekspresyonu, sistemik otoimmün ve metabolik bozukluklarda iyileşmeyen cilt 

yaralarında gözlenmekle beraber, bu faktörlerin düşük üretimi de deri yaralarının 

enfeksiyonu ve normal iyileşmenin önlenmesiyle sonuçlanmaktadır [293].  Bununla 

birlikte, inflamasyonun orta düzeyde indüklenmesinin yara iyileşmesini desteklediği 

de bildirilmiştir [293]. Bunlara ek olarak, proinflamatuar sitokinlerin azalmasının 

iyileşmeyi artırdığı birçok araştırmacı tarafından gösterilmiştir. Biz de, pro-
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inflamatuar sitokinlerden olan IL-1’in immünpozitifliğini özellikle 200 ng/ml asprosin 

verilen grupta artmış olarak gözlemlemekle birlikte IRS değerlendirmesi yapıldığında 

gruplar arasında anlamlı bir fark olmadığını belirledik. Ayrıca, Real Time-PCR ile 

gerçekleştirdiğimiz gen ekspresyonu sonuçlarımızda da farklı dozlarda vermiş 

olduğumuz asprosin hormonunun, IL-1 gen ekpresyon seviyeleri üzerinde anlamlı bir 

değişikliğe neden olmadığını tespit ettik. Çalışmamızda, immünositokimyasal 

bulgularımız Real Time-PCR sonuçlarımızla uyum göstermekte ve asprosin 

hormonunun IL-1 aracılı inflamasyon üzerine etkisi olmadığını düşündürmektedir. 

IL-10'un inflamatuar yanıtın baskılanmasında ana düzenleyici faktör olduğu 

bilinmektedir [112]. İnflamatuar etkileri dindirmek için fibroblastlardan da salınabilen 

bu sitokin yara iyileşmesi çalışmalarında değerlendirilen önemli markerlardandır [294, 

295]. Hücre düzeyindeki uyarılar, çeşitli sinyal yolaklarının aktive olmasını ve IL-

10’un hücre dışına salınımını tetiklemek gibi mekanizmalar oluşturur [296]. Bunlarla 

birlikte, daha önce dermal fibroblast hücre hattında immünfloresan boyalar ile IL-

10’un çekirdek düzeyinde tutulumunun olduğu da yayınlanmıştır [297]. Yine in vivo 

ve ex vivo çalışmalarda, dermiste IL-10’un hücreye özgü boyandığını gösteren 

yayınlar mevcuttur [298]. Yaptığımız çalışmada, asprosin hormonunun 200 ng/ml 

dozunda verildiği grupta 48. saatte IL-10’un immünpozitifliği ve IRS değerleri diğer 

bütün gruplardan yüksek bulundu. Bununla birlikte 150 ng/ml dozunda asprosin 

verilen grupta da 48. saatte kontrol grubundan daha iyi immünpozitiflik elde edildi ve 

IRS değerleri de yüksek gözlendi. IL-10’un aşırı ekpresyonuyla yaraların iz kalmadan 

iyileştiği rapor edilmiştir [112, 114, 298, 299]. Adipokinler üzerine yapılan bir 

çalışmada, kolorektal hücreleri üzerinde yara iyileştirme deneyi gerçekleştirilmiş ve 

IL-10’un azalmasının hücre göçünü azaltığına dair kanıtlar sunulmuştur [300]. Tendon 

yırtıkları üzerinde yapılan bir diğer çalışmada, anti-inflamatuar sitokin olan IL-10 

tedavisi sonrası, yara iyileştirme deneyi uygulanmış, tendon türevli kök hücrelerinin 

proliferasyonunun ve göçünün arttığı bildirilmiştir [301, 302]. Başka bir tendon 

yaralanması çalışmasında da IL-10’un mRNA ekpresyonlarında, yara iyileşmesinin 

geç inflamatuar fazında önemli ölçüde artış gösterdiği rapor edilmiştir [303]. 

Çalışmamızda, asprosinin yüksek dozlarda IL-10’un ekpresyon seviyelerini artırdığı 

bu durumun da immünositokimyasal bulgularımızı destekler biçimde olduğu gözlendi. 
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IL-10 seviyelerinin 48. saatte artmış olması ve yara çizik deneyimizde yara alanının 

kapanması asprosin hormonunun anti-inflamatuar etki ile yaraları iyileşmede 

fonksiyon görebileceğini düşündürür niteliktedir. 

Fibroblastlar, tüm organlarda ESM’yi baskın olarak üreten hücrelerdir [304]. 

Yara iyileşmesinin ilk aşamalarında aktif olarak çoğalır ve yara bölgesine göç ederek 

yeni ESM ve miyofibroblastların sentezini indüklerler [305]. Ekstrasellüler matriksi 

oluşturan proteoglikanlar ve fibröz proteinlerin içinde ESM’yi oluşturan majör 

yapıştırıcı protein fibronektindir [1]. Yapılan çalışmalarda, fibronektinin yaralanma 

sonrası ilk olarak sitoplazmik bölgede biriktiği, ilerleyen zamanlarda sitoplazmanın 

dışına çıkarak perisellüler bölgede izlendiği immünfloresan boyalar ile gösterilmiştir 

[306]. Yapılan bir ex vivo yara iyileşmesi çalışmasında, dermiste fibronektinin yoğun 

fibriller halinde ve ESM’yi doldurur biçimde immünpozitiflik gösterdiği 

raporlanmıştır [307]. Bizim çalışmamızda, asprosin verilen 100 ng/ml, 150 ng/ml ve 

200 ng/ml dozlarındaki gruplarda 24. ve 48. saatlerde fibronektin IRS değerleri kontrol 

grubundan daha yüksek bulundu. Bu etki asprosin hormonunun en yüksek dozu olan 

200 ng/ml’de daha da belirgin şekilde saptandı. Fibronektinin yüksek olarak 

belirlendiği gruplarda, özellikle 48. saatte yaranın tamamen kapanmış olması 

literatürle uyumlu bir şekilde fibronektinin yara iyileşmesini artırdığını gösterdi.  

Fibronektin HDF hücre hattında bir kemoatraktan olarak bilinmektedir. Li ve ark. 

yaptıkları çalışmalarında fibronektinin HaCaT olarak da bilinen keratinosit hücre 

hattını uyardığını göstermişlerdir [308]. Bunlara ek olarak fibronektin, keratinositlerin 

çoğalmasını da düzenlemektedir [309]. Başka bir yara iyileşme deneyi araştırmasında, 

bitkilerden elde edilen bileşiklerden olan DK223 ([1 E, 2 E -1,2-bis(6-methoxy- 2H)-

kromen-3-il)metilen]hidrazin)) maddesinin HDF hücre hattında fibronektini artırdığı 

gösterilmiştir [67]. Bu araştırmalara benzer şekilde çalışmamızda da; fibronektinin, 

24. ve 48. saatlerde belirlenen gen ekpresyon düzeyleri, asprosin verilen 100 ng/ml, 

150 ng/ml ve 200 ng/ml dozlarındaki gruplarda, kontrol grubuna kıyasla, 

immünositokimyasal bulgularımızı destekler şekilde yüksek bulundu. Yani çoğalan 

fibroblastlar, hem göç ederek yara yerini kapatmış,  hem de fibronektin sentez ve 

salınmasını artırarak ESM oluşumunu artırmıştır. Başka bir ifade ile asprosin 
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hormonu, fibroblastlardan fibronektin ekpresyonunu uyararak yara iyileşmesini 

artırmaktadır. 

Ekstrasellüler matriksin temel bileşenlerinden olan kollajen, sentezlenirken, 

endoplazmik retikulumda sert makromolekül yapıdaki pro-kollajenden üretilir. 

Sonrasında bu molekül, golgi organelinde büyük bir veziküle alınarak transmembran 

proteinleri aracılığı ile hücrelerden dışarıya salınır ve hücre dışı alanda enzimler 

vasıtasıyla kollajen halini alır [310, 311]. Kollajen, vücütta en çok bulunan protein 

olmakla birlikte [312] ESM’yi oluşturan fibröz proteinlerin baskın olan yapısal 

kompenentidir [313]. Deriye mukavemet sağlayan ve yapıştırıcı özellikte olan bir 

moleküldür. Hücre göçünde de önemli görevler üstlenmektedir [313, 314]. Kollajen 1 

hemen tüm dokularda bulunmakla beraber, deri ve tendonda en çok bulunan kollajen 

formudur [313]. Yara iyileşmesi için önemli faktör olan yara kontraksiyonu, kollajen 

sentezi ve granülasyon dokusu oluşumu sayesinde gerçekleşebilmektedir [313, 315]. 

Çağdaş yara iyileşmesi araştırmaları, kollajen üreten fibroblastların aktivasyonunu 

gerçekleştirecek yeni terapötik ajanların tanımlanmasına odaklanmıştır [315, 316]. 

Kollajen tip 1, yara iyileşmesi ve anjiogenez esnasında ve hücre dışı matriksin yeniden 

şekillenmesi gibi büyük hücresel olayları indüklemek için ihtiyaç duyulan çok önemli 

bir faktördür [118, 313, 316, 317]. Ayrıca kollajen 1 keratinosit hücre göçününü de 

artırmaktadır [318]. Anoreksijenik adipokinlerden olan leptin hormonunun ve 2020 

yılında keşfi yapılan dermatopontin isimli adipokininin, kollajen seviyesini artırarak 

yara iyileşmesini teşvik ettiği rapor edilmiştir [202]. Fibroblastlarda yapılan bir yara 

iyileşmesi çalışmasında, kollajen 1’in immünfloresan boyanmasında intrasellüler 

boyanma gösterdiği belirtilmiştir  [319, 320]. İn vivo ve ex vivo olarak gerçekleştirilen 

başka bir araştırmada, kollajen 1’in dermiste fibriller halinde yoğun immünpozitiflik 

gösterdiği bildirilmiştir [321]. Mevcut çalışmada, asprosin hormonunun 200 ng/ml 

dozunda uygulandığı grupta, 48. saatte yara alanı tamamen kapandı ve kollajen 1’in 

immünpozitifliğini gösteren IRS değerleri diğer bütün gruplardan daha yüksek 

seviyede gözlendi. 100 ng/ml ve 150 ng/ml dozlarında asprosin verilen gruplarda da 

48. saatte kontrol grubundan daha yüksek IRS değerleri tespit edildi. Bulgularımız, 

asprosinin özellikle yüksek dozlarda uygulandığı gruplarda, kollajen 1 

ekspresyonunun artarak HDF hücre hattında hücre proliferasyonu ve göçünü 
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uyardığını böylece yara hattının tam olarak kapandığını göstermektedir. Yine 

yaptığımız moleküler analizlerde de, asprosin hormonunun 100 ng/ml, 150 ng/ml ve 

200 ng/ml dozlarında verilen gruplarda, özellikle 48. saatte kollajen 1 ekpresyonunun 

artması, immünositokimyasal olarak elde ettiğimiz sonuçları destekleyici niteliktedir. 

Çalışmamız sonucunda elde ettiğimiz bulgular, bize asprosin hormonunun pro-

inflamatuar bir sitokin olan IL-1 aracılığıyla etki etmediğini, IL-10 molekülünü 

artırarak anti-inflamatuar etki ile yara iyileşmesinde skar oluşumunu azaltarak etkili 

olabileceğini düşündürmektedir [112]. Ayrıca, asprosin hormonunun, ESM’yi 

oluşturan majör yapıştırıcı protein olan fibronektin seviyelerini artırması sayesinde, 

hem fibroblast göçünü hem de ESM’nin oluşumunu desteklediğini, böylelikle de yara 

iyileşmesinde önemli rol oynadığını görmekteyiz. Benzer şekilde, asprosin hormonu 

kollajen 1 seviyelerini artırmakta, bu da deriye mukavemet sağlayarak ve ESM 

içindeki diğer kompanentlerin birbirine bağlanmasını kolaylaştırarak yara iyileşmesini 

hızlandırmaktadır. Kollajen 1’in hücre göçünü sağlaması da yine yara iyileşmesinde 

olumlu sonuçlara yol açmaktadır. Sonuç olarak, asprosin hormonunun anti-

inflamatuar etki göstrerek ve ESM kompanenetlerinden fibronektin ve kollajen 1’in 

ekspresyonunu artırarak yara iyileşmesi üzerine olumlu etkileri olabileceği 

kanaatindeyiz. 

Elde edilen bulgular sonucunda, daha önceden kuramsal düzeyde belirtilmiş 

olmasına rağmen, asprosin hormonun yara iyileştirici etkisini deneysel olarak ilk kez 

açıklayarak bilime katkı sağladığımızı düşünmekteyiz. Asprosin hormonunun 

inflamasyon üzerindeki etkilerinin tekrar değerlendirildiği tez çalışmamızın,  

gelecekteki birçok araştırmacı için yol gösterici olacağını ümit etmekteyiz. 

Asprosin hormonunun yalnızca yara iyileşmesinde değil, bu konuda yapılan 

araştırmaların seyrine bakıldığında, kozmetik amaçlı da kullanılabileceğini ön 

görmekteyiz. Gelişen teknoloji, yeni bulunan teknikler ve moleküller ile asprosin 

hormonunun yara iyileşmesi konusundaki ilişkisi daha iyi değerlendirilecektir. Bu 

araştırma, terapötik ajanlar içinde asprosinin de yer alması gerektiğini göstermekle 

birlikte, yara iyileşmesinde, güncel tedavi protokollerinin geliştirilmesine yönelik 

araştırmalara kılavuzluk edecektir. Asprosin hormonunun bu etkiyi nasıl ve hangi 
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sinyal yolakları üzerinden gerçekleştirdiği gelecekteki araştırmacıların hedefleri 

arasında olacaktır. 
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