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Oz

Yara iyilesmesi; epitelyal, endotelyal, mezenkimal ve
inflamatuvar hiicrelerin biraraya gelip, normal islevlerini belirli
bir sira ve diizen igerisinde yerine getirmeleriyle karakterizedir.
Leptin, agirlikli olarak yag dokusundan salgilanan ve yara
iyilesme siiresini kisalttig bilinen sitokin benzeri bir hormondur.
Bu calismada; fibroblast hiicrelerinde yara iyilesmesi modeli
olusturarak leptinin doz (100 ng/mL, 200 ng/mL, 400 ng/mL ve
800 ng/mL) ve siire (24 ve 48 saat) bagiml etkilerinin in vitro
yontemlerle incelenmesi amaglanmustir. Yara modeli olusturulan
hiicreler lizerine artan dozlarda leptin uygulamasi yapildiktan 24
ve 48 saat sonra yara alanlarinin kapanma oranlar1 hesaplandi.
Hiicre canliligmi belirlemek amact ile WST-1 analizi yapildi.
Crystal Violet boyamast ile fibroblast hiicreleri morfolojik olarak
incelendi ve FGFR2, KGF (FGF7), TGF-a, TGF-B1 ve Ki67
ekspresyonlarini belirlemek i¢in de immunositokimya (ICC)
analizi yapilarak H-Skor degerleri hesaplandi. In vitro yara
modeli analizinde fibroblast hiicrelerinin en yiiksek yiizde
kapanma oran1 ve WST-1 analizi ile en yiiksek hiicre canlilik
yiizdesi 48 saat 800 ng/mL leptin uygulanan grupta tespit edildi.
ICC sonucunda elde edilen H-Skor degerleri ise, degerlendirilen
proteinlerin ekspresyonlarinin fibroblast hiicrelerinde leptin dozu
ve siiresine bagl olarak arttigin1 gosterdi. Caligma sonucunda
fibroblast hiicrelerinde leptinin in vitro yara iyilesmesini saglayan
en etkili dozunun 800 ng/mL oldugu belirlenmistir. Ayrica
FGFR2, KGF (FGF7), TGF-a, TGF-f1 ve Ki67
ekspresyonlarm leptin dozuna ve uygulama siiresine bagl
olarak hiicrelerde arttigi ve en yiiksek artisin en yiiksek dozda
ortaya ¢iktigr gosterilmistir. Bu ¢alismanin sonuglarmin,
yapilacak olan in vivo yara iyilegsmesi aragtirmalarinda leptin
kullanimina 6nciilikk edecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: FGFR2, KGF, Leptin, TGF, Yara lyilesmesi

Abstract

Wound healing is characterized by the epithelial, endothelial,
mesenchymal and inflammatory cells come together and perform
their normal functions in a certain order. Leptin is a cytokine-like
hormone secreted predominantly from adipose tissue and known to
shorten wound healing time. In this study, it is aimed to examine the
dose (100 ng/mL, 200 ng/mL, 400 ng/mL and 800 ng/mL) and time
(24 and 48h) dependent effects of leptin by in vitro methods by
creating wound healing model in fibroblast cells. The closure rates
of the wound areas were calculated 24 and 48h after the application
of increasing doses of leptin. WST-1 analysis was performed to
determine cell viability. Fibroblast cells were examined
morphologically by  Crystal Violet  staining and
immunocytochemistry (ICC) analysis was performed to determine
FGFR2, KGF (FGF7), TGF-a, TGF-B1 and Ki67 expressions, and
H-Score values were calculated. In the in vitro wound healing model
analysis, the highest percent closure rate of fibroblast cells and the
highest cell viability percentage with WST-1 analysis were detected
in the group that treated with 800 ng/mL leptin for 48 hours. The H-
Score values obtained as a result of ICC showed that the expression
of the evaluated proteins increased in fibroblast cells dose and time
depended manner. As a result of the study, it was determined that
the most effective dose of leptin in fibroblast cells for wound healing
was 800 ng/mL in vitro. In addition, it was shown that FGFR2, KGF
(FGF7), TGF-a, TGF-B1 and Ki67 expressions increased in cells
depending on the leptin dose and administration time, and the
highest increase occurred at the highest dose. It is thought that the
results of this study will lead to the use of leptin in in vivo wound
healing model studies.
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Giris

Yara yumusak dokularin normal anatomik
yapisinin ve fonksiyonunun bozulmast olarak
tanimlanir (1). Yara yeri iyilesmesi ise travma ile
baglayan ve yeni doku olusumu ile sonug¢lanan
fizyolojik, histolojik ve biyokimyasal bir siirectir

(2). Yara iyilesmesinde; epitelyal, endotelyal,
inflamatuvar hiicreler, trombosit ve fibroblastlar
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biraraya gelip, normal islevlerini belirli bir sira ve
diizen igerisinde yerine getirirler (3). Yara iyilesmesi
siireci temel olarak {ii¢ faza ayrilir. Bunlar;
hemostaz/inflamasyon, proliferasyon ve yeniden
yapilanma/olgunlagmadir (4). Bu fazlarin herhangi
birinin bozulmasi ya da uzun siirmesi, yara
iyilesmesinde gecikmeye ya da iyilesemeyen
yaranin kronik hale gelmesine neden olmaktadir (5).
Yapilan ¢aligmalar yara iyilesmesi siirecinde
biiyiime faktorleri ve sitokinlerin yara iyilesmesinde
etkin ve dnemli rol oynadiklarint gostermistir (6).
Biiytime  faktorleri  hiicrelerin ~ boliinmesi,
migrasyonu, farklilagmasi, protein ve enzim
iretiminde rol alirlar. Biiylime faktorleri yara
iyilestirici ozelliklerini, anjiogenezi ve hiicresel
¢ogalmay1 uyarmak yoluyla gosterirler. Bu nedenle
bliyime faktdrleri yara iyilegsmesinin tim
evrelerinde oOnemli bir yere sahiptir (7). Yara
iyilesmesinin proliferasyon evresinde, fibroblast
g6¢ii, kollajen sentezi, anjiogenez ve granulasyon
dokusu meydana gelir (8). Endotelyal hiicrelerin ve
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fibroblastlarin proliferasyonundan, trombosit ve
aktive olmus makrofajlardan kaynaklanan biiyiime
faktorleri ve  sitokinler sorumludurlar  (9).
Inflamatuvar hiicrelerden salgilanan IL-1, TNF-o,
PDGF, EGF, FGF ozellikle TGF-f1 ve TGF-p2
fibroblastlarin yara bdlgesine gociinii, ¢ogalmasini
ve kollajen iiretimini stimiile etmektedir (10).
Gilintimiizde hiicresel ve molekiiler tekniklerin
kullanilmast ile yara iyilesmesinin
hizlandirilabilecegi bilinmektedir. Bilimsel
calismalardaki ilerlemelere ve yara iyilesmesinin
patofizyolojisinin aydinlatilmasina ragmen
iyilesmeyen ya da asirt iyilesen yaralar gibi
komplikasyonlar veya tiimdrler gibi kontrolsiiz
biiyiiyen dokular ile ilgili mekanizmalar hala tam
olarak anlasilamamistir (11). Yara iyilesmesi yas,
immunite, hormonal faktorler, enfeksiyon, diyabet,
protein, vitamin, eser element eksiklikleri, kullanilan
ilaglar ve sistemik hastaliklar, ¢evre 1sis1 ve sigara
kullanim1 gibi bir¢ok faktorden etkilenebilmektedir

(12).
Fibroblast biiylime faktorleri (FGF'ler) ve
reseptorlerinin  (FGFR'ler), yara iyilesmesi,

anjiyogenez ve ¢oklu organ sistemlerinin geligimi
dahil olmak {iizere ¢esitli temel biyolojik siireglerde
kritik rol oynadig bilinmektedir. Fibroblast biiyiime
faktorii reseptori 2 (FGFR2), uygun biiyiime
faktorleri tarafindan uyarildiginda hiicrelerde doku
tamiri ig¢in gerekli proteinlerin ekspresyonlari
meydana gelmektedir (13). Keratinosit biiyiime
faktorii (KGF), yara iyilesmesini destekleyen ve
stromal fibroblastlar tarafindan salgilanan bir
bliyiime faktoriidiir. KGF, yara alanindaki dermal
dokudan giiclii bir sekilde salgilanarak keratinosit
hiicrelerindeki  reseptoriine baglanir ve yara
bolgesine hiicre gogiinii tesvik eder (14). Transforme
edici biiyime faktorii-alfa (TGF-a); epidermal
biliyiime faktorii (EGF) ailesi iiyelerinden eriskinde
homeostazin korunmasi sirasinda epitel gelisimini
kontrol eden bir proteindir (15). Transforme edici
bliyiime faktorii-beta 1 (TGF-B1)’in ise yara
iyilesmesi, hiicre ¢ogalmasi, hiicre farklilagmasi ve
apopitoz  siireglerinin  diizenleyicisi  oldugu
bilinmekte ve hemen hemen her hiicre tipinden
salgilanmaktadir (16). Ki67 ise hiicre proliferasyon
belirteci olarak kullanilan niikleer bir proteindir ve
cogalan hiicrelerde Ki67 ekspresyonu artmaktadir
am).

Yag dokusundan salgilanan sitokin benzeri bir
protein  olan  leptin  (tokluk  hormonu),
multifonksiyonel 0Ozelligi ile en ¢ok arastirilan
adipokinlerdendir (18). Leptin insanlarda yedinci
kromozomun uzun kolunda bulunan ob/ob geni’nde
kodlanmustir (19, 20). Daha ¢ok yag dokusunda ve
yag dokusu miktar1 ile orantili olarak salgilanan
leptin, daha az miktarda plasenta, mide epiteli,
iskelet kasi, hipofiz ve meme bezi gibi bagka dokular
tarafindan da salgilanmaktadir (21-23). Leptin
seviyesi inflamasyonda artmakta ve immun sistem
iizerine olan etkileri dolayisiyla yara iyilesmesini de
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etkilemektedir (24-25). Leptinin yara yeri iyilesme
stiresini kisalttigi ve anjiogenezi arttirdigi tespit
edilmistir (26).

Bu c¢aligmada; fibroblast hiicrelerinde yara
modeli olusturarak leptinin doza ve zamana bagh
etkilerinin FGFR2, KGF (FGF7), TGF-a, TGF-p1
ve Ki67 ekspresyonlart iizerinden incelenmesi
amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem

Deney Gruplart

Bu calismada, leptin uygulamasinin zamana ve
doza bagl etkisini 6lgmek icin kullanilacak insan
Dermal Fibroblast (PCS-201-012) hiicre hatti
Amerikan Hayvan Hiicre Kiiltiir Kolleksiyonu
(American Type Culture Collection (ATCC),
Rockville, Marryland, USA)’ndan temin edildi.
Fibroblast hiicreleri; 2 mM L-Glutamin (HyClone,
USA), %1 Penisilin/Streptomisin (Multicell) ve 10
mL Low Serum Growth Supplement (LSGS)
(Gibco, USA) icerecek sekilde hazirlanan Medium
106 (Gibco, USA) besiyeri igerisinde ve 37°C ve %5
CO; kosullarini saglayan nemli inkiibatérde (MCO-
18AC-PE, Panasonic) ¢ogaltildi. Hiicrelerin
besiyerleri iki giinde bir degistirildi. Leptin (L4146,
Sigma-Aldrich, USA) ¢0zeltisinin hazirlanmasi
asamasinda ¢6ziicii olarak steril saf su kullanild1 ve
deney sirasinda istenilen dozlarda diliie edildi. Hiicre
kiiltiir kaplarma ekilen hiicreler gece boyu inkiibe
edildikten sonra kontrol gruplar1 ve deney gruplari
olusturuldu. Kontrol grubuna herhangi bir madde
uygulamasi yapilmadi.

Deney gruplari; 1. Grup: Fibroblast hiicreleri
(kontrol grubu), 2. Grup: Fibroblast hiicreleri + 100
ng/mL leptin, 3. Grup: Fibroblast hiicreleri + 200
ng/mL leptin 4. Grup: Fibroblast hiicreleri + 400
ng/mL leptin ve 5. Grup: Fibroblast hiicreleri + 800
ng/mL leptin olacak sekilde olusturuldu ve
calismanin bulgular1 leptin uygulamalarinin 24. ve
48. saatlerde incelendi.

In vitro Yara Modeli

Altt kuyucuklu kiiltiir kabinin kuyucuklarina
ekilen hiicreler gece boyu inkiibe edildikten sonra in
vitro yara modeli ve deney gruplari belirlendi.
Fibroblast hiicrelerinin 6 kuyucuklu kiiltiir kabinin
her kuyucugunda olusturdugu monolayer hiicre
tabakasinin steril bir pipet ucu yardimiyla bir bastan
Obilir basa tek hamlede ¢izilmesiyle in vitro yara
modeli olusturuldu. Cizme islemi sirasinda kalkan
hiicreleri uzaklastirmak i¢in iistteki besi yeri alindi
ve steril fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) (Lonza)
ile yikandiktan sonra uygun dozlarda leptin igeren
taze besiyeri eklendi. Olusturulan yara modeli invert
mikroskopta (Zeiss Primovert), 10x biiylitmede
goriintiilendi. Her kuyucuktan en az iki goriinti
alind1 ve 0.saat olarak kabul edildi. Deney diizenegi
37°C’de %5 CO2’li atmosfer igeren inkiibatorde
hiicre ¢gogalmasi i¢in birakildi. Hem 24. saatte hem
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de 48. saatte ¢izilmis olan alanlar invert mikroskop
ile 10x biiylitme altinda goriintilendi. Her
kuyucuktan en az iki gorinti alindi. Alman
goriintiiler Image J goriinti analiz programi
kullanilarak analiz edildi. Bu amagla programda
goriintliniin tim alani ve yara alanlar1 hesaplandi.
Daha sonra Image J goriintii analiz programinda
hesaplanan degerler Microsoft Excel programina
aktarilarak yara alaninin toplam alan iizerinde isgal
ettigi alan yiizde (%) olarak hesaplandi.
Baslangigtaki acik olan boélgelerin ne oranda
hiicrelerle  kaplandigi  yine Microsoft Excel
kullanilarak % kapanma orani olarak hesaplandi.

WST-1 Hiicre Canlilik Analizi

Fibroblast hiicreleri konfluent oldugunda,
tripsin-etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
soliisyonu (Multicell) ile flasklardan kaldirilip, 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarina 5x103 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde aktarildi. Her kuyucuga 100 pl farkli
dozlarda leptin igeren taze besiyerleri uygulamalari
yapildi. 24. ve 48. saatlerde WST (Water-Soluble
Tetrazolium Salt) dl¢iimleri gerceklestirilmesi i¢in
stire sonunda her kuyucuga WST soliisyonundan
(Abbkine, China) 10 ul koyarak inkiibatérde (37°C,
%5 CO;) 2 saat bekletildi. Inkiibasyon sonrasi
mikroplaka okuyucuda (SpectraMax i3, Molecular
Devices) 450 nm absorbans Olgliimi  yapildi.
Deneyler en az ii¢ tekrar olacak sekilde yapildi.
Kontrol kuyucuklarindan elde edilen absorbans
degerleri %100 canli hiicre olarak kabul edildi.
Kontrole gore uygulama gruplarina ait absorbans
degerleri yiizde (%) cinsinden oranlanarak canlilig1
belirlendi. Microsoft Excel programu ile % hiicre
canlilik grafigi olusturuldu.

Cresyl Violet Boyama Yontemi

Yirmi dort kuyucuklu kiiltiir  kaplarinda
biiyiitiilen fibroblast hiicreleri konfluent hale gelip
kiiltiir kabin1 tamamen kapladiktan sonra belirlenen
dozlarda leptin uygulamasi yapilip 24 ve 48 saat
beklendi. Bekleme siireleri tamamlandiginda
besiyerleri ¢ekilerek hiicreler iki kere steril PBS ile
yikand1 ve %4’liik paraformaldehit (Carlo Erba,
France) ile oda sicakliginda 30 dakika fikse edildi.
Fiksasyondan sonra distile su ile 5 dakika 3 kere
yikanan hiicreler, distile su ile hazirlanan %0.1
Cresyl Violet (Carlo Erba, France) soliisyonu ile 10
dakika muamele edilerek boyandi. Takiben distile su
ile 3 kez daha yikanan lameller kiiltir kabindan
almip akoz kapatma maddesi (Invitrogen, USA) ile
kapatildi. Lameller Nicon Eclipse 80i (Japonya) 151k
mikroskobu ve gOriinti analiz sistemi ile
degerlendirildi.

Immunositokimyasal Analiz

Yirmi dort kuyucuklu kiiltir kabina 12 mm
capinda steril yuvarlak lameller yerlestirildi.
Cogaltilan hiicreler 5x103 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde yuvarlak lameller iizerine ekildi ve

21

hiicrelerin yapismast igin bir gece hiicreler inkiibe
edildi. Daha sonra her bir kuyucuga artan dozlarda
leptin igeren besiyerleri uygulandi. 24. ve 48.
saatlerin sonunda kiiltiir besiyeri uzaklastirildi ve
steril PBS ile yikanarak %4’liik paraformaldehit ile
oda sicakliginda 30 dakika fikse edildi.
Fiksasyondan sonra 3 kez 5 dakika PBS (ScyTek,
USA) ile yikandi. %3’lik hidrojen peroksit (H20.)
(Sigma-Aldrich, USA) oda sisnda 5 dk
uygulandiktan sonra, 3 defa PBS ile tekrar yikama
yapildi. Permeabilizasyon icin %0.1°lik Triton-X
100 (Biomatic, Canada) ile +4°C’de 15 dakika
inkiibe edildikten sonra 3 defa PBS ile tekrar yikama
yapild1. 1 saat bloklama (ScyTek, USA) isleminden
sonra yikama yapmadan, 1:100 diliisyon oraninda
PBS ile hazirlanan primer antikorlar anti-FGFR2 (E-
AB-30646, Elabscience, China), anti-KGF (FGF7)
(YID3053, Biont, China), anti-TGF-a (E-AB-33085,
Elabscience, China), anti-TGF-p1 (YID4953, Biont,
China) ve anti-Ki67 (RB-9043-R7, NeoMarkers,
USA) ile +4°C’de 1 gece inkiibe edildi. Ertesi giin 3
defa PBS ile yikandiktan sonra sekonder antikorlar
biotin (30 dakika) (ScyTek, USA) ve ardindan
streptavidin (30 dakika) (ScyTek, USA) uygulandi.
Iki uygulama arasinda ve son uygulamadan sonra 3
defa PBS ile yikamalar yapildi. Diaminobenzedine
(DAB) kromojeni (Thermo Scientific, USA) 3-6
dakika uygulanarak immunoreaktivitelerin
goriniirligii saglandi. Daha sonra distile su ile en az
3 kez yikanan hiicreler Mayer’in hematoksileni
(Beslab, Tirkiye) ile 1 dakika zit boyama
yapildiktan sonra distile su ile tekrar 3 kez yikandi.
Yikanan lameller kiiltiir kabindan alinip akoz
kapatma maddesi (Invitrogen, USA) ile kapatildi.
Immunoreaktivitelerin spesifik olup olmadigini test
etmek amaci ile kontrol boyamalar1 yapildi
Deneyler birbirinden bagimsiz 3 tekrar ve her grup 3
ornek olacak sekilde galisildi.

Immiin boyama uygulanmis lameller 151k
mikroskobunda (Nicon Eclips 80i, Japonya)
degerlendirildi. Lamellerdeki antikor ile isaretlenmis
alanlar X20’lik bilylitmede yiiriitiici ve alan
danigman1  tarafindan  kor olarak  (gruplar
bildirilmeden) incelendi. Hiicrelerin boyanma
yogunlugu boyama yok (-)(0), hafif (1)(+), orta
(2)(++) ve kuvvetli (3)(+++) olarak skorlanarak
reaktif olan hiicre sayilar1 belirlendi ve skorlamadan
sonra gOriinti analiz sistemi ile kesitlerden
fotograflar ¢ekildi. Her grup i¢in rastgele secilmis 3
alanda her 100 hiicre i¢inde pozitif boyanan hiicreler
sayildiktan sonra H-Skor degerleri hesaplandi. (H-
Skor: Y Pi (i+1) (Pi: % pozitif boyanmuis hiicre sayisi;
i: boyanma siddeti).

Istatistiksel Analiz

Caligmamizda gergeklestirilen biitiin yontemlere
ait istatistiksel analizler GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, ABD)
yazilimi kullanilarak yapildi. Deney gruplarina ait
sonuclar “Two-Way ANOVA” istatistiksel testi ve
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coklu Kkarsilagtirmalar igcin “Tukey's multiple
comparisons” testi kullanilarak kontrol grubuna gore
degerlendirildi. Veriler aritmetik ortalama + standart
sapma olarak ifade edildi. Istatiksel anlamlilik degeri
p<0.05 olarak kabul edildi.

Bulgular

Leptinin In vitro Yara Modeli Uzerine Etkileri

Fibroblast hiicrelerinin uygun kosullar altinda
cogaltildiginda igsi sekilli morfolojiye sahip
olduklar1 ve iist iste gelecek sekilde biiylime egilimi
gosterdikleri gozlendi. Fibroblast hiicreleri tek
tabakali olacak sekilde kiiltiir kabini kapladiklarinda
steril pipet ucu yardimi ile olusturulan yara alanlart
0. saat, 24. saat ve 48. saat fotograflar1 g¢ekilerek
kapanma oranlar1 hesaplandi ve her doza ve siireye
ait degerler 0. saat yara alanina gdre yiizde
degerlerine doniistiiriildii. Kontrol grubuna gore 48
saat 800 ng/mL leptin uygulanan gruba ait yiizde
yara alani kapanma orani istatistiksel anlamli
bulundu (p<0.05) (Tablo 1, Resim 1 ve Resim 2).

Tablo 1. Leptin uygulamalar1 sonrasinda sifirinci
saate gore hesaplanan fibroblast hiicrelerine ait
ylizde yara alani kapanma oranlari (ortalama =+
standart sapma) (Kontrol grubuna gore istatistiksel
anlamlilik: *p<0,05).

Yara Alam Kapanma

Leptin Oranlari (%, £SS)
Konsantrasyonu 24 saat 48 saat
Kontrol 13.4+25 32+24
100 ng/mL 18.9+6.1 32+5.1
200 ng/mL 19.5+5.9 325+7.9
400 ng/mL 25.1+04 41.5+4.7
800 ng/mL 333+£11.6 79.0 £ 6.4*

Yara Alani Kapanma Oranlari (%)

100
*

75 74,5

50
32,0

41,5
32,5 325 333
25,1
18,9 19,5
, N

Kontrol 100 ng/mL 200 ng/mL 400 ng/mL 800 ng/mL
Leptin Leptin Leptin Leptin
M 24 saat W48 saat

N
w

Resim 1. Leptin uygulamalari sonrasinda fibroblast
hiicrelerine ait yiizde yara alani kapanma oranlari
grafigi  (Kontrol grubuna gore istatistiksel
anlamlilik: *p<0,05).

Leptinin Hiicre Canlihg Uzerine Etkileri

Fibroblast hiicrelerine 100, 200, 400 ve 800
ng/mL leptin uygulamalar1 yapildiktan 24 ve 48 saat
sonra gergeklestirilen WST-1 hiicre canlilik analizi
sonuglart kontrol grubu ile karsilastirilarak yiizde
hiicre canliligi olarak hesaplandi. Doza ve siireye
baglh olarak leptin uygulamalarinin fibroblast

canliligii ve proliferasyonunu arttirdigi bulundugu
(p>0.05) (Tablo 2, Resim 3).

Leptinin Hiicre Morfolojisi Uzerine Etkileri

Cresyl Violet boyamalar1 sonucunda; fibroblast
hiicrelerinin igsi sekilli morfolojilerinin farkli doz ve
stirelere sahip leptin uygulamalar1 ile degismedigi
gozlendi ve bu sonuglara gore hiicrelerin deneysel
uygulamalar sonucunda herhangi bir stres kosuluna
maruz kalmadig belirlendi (Resim 4).

0O.saat 24.saat 48.saat

Kontrol

100 ng/mL

200 ng/mL

400 ng/mL

800 ng/mL (&

AR N ol E
Resim 2. Leptin uygulamalari sonrasinda fibroblast
hiicrelerine ait yara alani kapanma alanlarinin
inverted mikroskobik goriintiileri. Olgek: 100 um.

Tablo 2. Fibroblast hiicrelerinde farkli doz ve
strelerde leptin uygulamalarina ait yiizde hiicre
canlilik oranlari.

Leptin Hiicre Canlihig1 (%)
Konsantrasyonu 24 saat 48 saat
Kontrol 100x” 100
100 ng/mL 101.92 104.61
200 ng/mL 103.48 106.16
400 ng/mL 105.24 106.55
800 ng/mL 111.28 114.17
% Fibroblast Hiicre Canlilik Orani
(1u,zn
//
106,46 106,55 /
105 S 7 ) )”1/‘
e x:::ol 100 ng/mL. 200 ng/mL. 400 ng/mL 800 ng/mL
Leptin Leptin Leptin Leptin
Resim 3. Fibroblast hiicrelerinde  leptin

uygulamasinin doza ve siireye bagli WST-1 analiz
grafigi.
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Leptinin FGFR2, KGF, TGF-a, TGF-f1 ve Ki67
ekspresyonlari iizerine etkileri

Fibroblast hiicreleri lizerine 24 ve 48 saat leptin
uygulamalari sonrasinda hiicreler
immunositokimyasal olarak incelenmistir (Resim 5-
9). Elde edilen pozitif boyanan hiicre boyanma
siddetleri kullanilarak her bir grup igin H-Skor
degerleri  hesaplanarak  istatistiksel  olarak
karsilastirilmistir (Tablo 3, Resim 10).

Tartisma

Yara iyilesmesi, basta keratinositler,
fibroblastlar, endotel hiicreleri, immiin hiicreleri ve
bunlarla iliskili hiicre disi matriks olmak {izere
karmasik  hiicresel etkilegimleri igerir. Yara
iyilesmesi siirecinde, lokal ve kanla tasinan
fibroblastlar ¢ogalarak yara graniilasyon dokusunu
olusturmak i¢in yara alanlarina gb¢ ederler.
Fibroblastlar gesitli hiicresel faktorlerin etkisi altinda
yeni hiicre dis1 matriks (ECM) olusumunu saglarlar
ve bazi fibroblastlar, yaranin kasilmasina yardime1
olmak i¢in miyofibroblastlara farklilasir (27).
Leptin; enerji homeostazisi ve metabolizmanin
fizyolojisi lizerinde Onemli etkileri olan ve
otokrin/parakrin diizenleyici olarak islev goren
adiposit kokenli bir hormondur. Leptin’in birgok
farkli doku iizerinde iyilestirici etkileri oldugu gesitli
caligmalar ile bildirilmistir (23). Biiyiime faktorleri,
hiicre farklilagmasi, hiicre O6limi ve hiicre

proliferasyonu gibi biyolojik aktiviteler i¢in dnemli
sinyallerdir ve yara iyilesmesi siirecinde de hiicreler
ve hiicre disi matriks arasindaki etkilesimleri
diizenlerler (6). Bu ¢aligmada leptin etkisinde gesitli
biiylime faktorlerinin ve biiylime faktorleri ile iliskili
proteinlerin fibroblast hiicrelerindeki ekspresyon
seviyeleri arastirilmustir.

Kontrol 100 ng/ml Leptin

24 saat

.

5

/

Kontrol iOO ngml Leptin

- N
Ny

Resim 4. Artan dozlarda 24 ve 48 saat i-eptin
uygulamalar: sonrasinda fibroblast hiicrelerine ait
Cresyl Violet fotograflari. Olgek: 10 pm.

Tablo 3. Fibroblast hiicrelerinin farkli doz ve siirelerde leptin uygulamalar1 sonras: immunositokimyasal analizi
sonucunda hesaplanan H-Skor degerleri (ortalama =+ standart sapma) (Kontrol grubuna gore istatistiksel

anlamlilik: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001).

H-Skor degerleri

200 ng/ml Leptin

Antikor Deney Gruplari 24 saat 48 saat
Kontrol 254.2+18.86 227+7.58
100 ng/mL Leptin 254, 2+16.38 227+7.58
FGFR2 200 ng/mL Leptin 298.6+4.16" 303.2+1.79™
400 ng/mL Leptin 303.6+0.55" 306+5.34™
800 ng/mL Leptin 304.2+2.28" 309.6+1.67™
Kontrol 199+2.92 204.6 £1.14
100 ng/mL Leptin 201.4+1.95 202.8+4.38
KGF 200 ng/mL Leptin 193.2+£14.03 203.8+0.84
400 ng/mL Leptin 202+1 202.2+0.95
800 ng/mL Leptin 201.2+1.304 209+2.24"
Kontrol 220+21.21 221+27.93
100 ng/mL Leptin 237+19.88 241.8+8.59
TGF-a 200 ng/mL Leptin 246+11.40" 247+10.96"
400 ng/mL Leptin 290.2+20.44™ 295+4.36™
800 ng/mL Leptin 295.6+4.34™ 302+7.58"
Kontrol 110+1.87 11144
100 ng/mL Leptin 116+1.58 118+4.74
TGF-p1 200 ng/mL Leptin 115+4.30 131.2+9.96*
400 ng/mL Leptin 120.6+9.15™ 131.8+7.98™
800 ng/mL Leptin 149.8+7.16™ 139.2+8.87™
Kontrol 108.2+3.83 107.4+1.52
100 ng/mL Leptin 169.4+15.37™ 164.4+28.57™
Ki-67 200 ng/mL Leptin 171.6+21.56™ 190.4+36.15™
400 ng/mL Leptin 209.2+15.22™* 216+42.64™
800 ng/mL Leptin 259.4+60.62"" 230.6+27.59™"

23
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Resim 5. Fibroblast hiicrelerinin FGFR2 dagilimlari.
Kontrol grubu 24 saat (a), 100 ng/mL leptin 24 saat
(b), 200 ng/mL leptin 24 saat (c), 400 ng/mL leptin
24 saat (d), 800 ng/mL leptin 24 saat (e); kontrol
grubu 48 saat (f), 100 ng/mL leptin 48 saat (g), 200
ng/mL leptin 48 saat (h), 400 ng/mL leptin 48 saat
(i), 800 ng/mL leptin 48 saat (j). Olgek: 20 um.

Literatiirde, leptin ve fibroblast hiicreleri ile ilgili
yapilmis g¢esitli g¢alismalar bulunmaktadir. Bir
caligmada leptinin insan gingival fibroblastlarinda
belirli matriks metaloproteinazlarin ekspresyonunu
ve salgilanmasimi  secici  olarak  arttirdig
belirtilmektedir (28). Baska bir ¢alismada ise dental
pulpa fibroblastlarimnin leptin etkisinde IL-6 ve 1L-8
iretimini arttirdiklar belirtilmistir (29). In vitro yara
iyilesmesi ve MTT metotlar1 kullanarak leptinin (0,
10, 50, 100, 200, ve 400 ng/mL) etkilerini inceleyen
bagka bir ¢alismada si¢an kiitandz fibroblast hiicre
proliferasyonunun ve kollajen sentezinin leptin
tarafindan desteklenebilecegi ve leptinin cilt
yaralarinin iyilesmesinde rol oynayabileceginin
diistiniildiigii s6ylenmektedir (30). Ayrica leptinin
iyilestirici  etkisinin doku onarmmi  sirasinda
neovaskiilarizasyonu indiikkleme kabiliyetinin bir
sonucu olabilecegi de diisiiniilmektedir. Bu konuda

24

yapilan bir ¢alismada FGF-2, TGF-a, TGF-B, TNF-
o ve VEGF gibi ¢esitli ¢oziiniir faktorlerin, yara
dokusunda leptin tarafindan indiiklenebilecegi
bildirilmistir (31). Calismamizda, in vitro yara
modeli analizi ile fibroblast hiicrelerinde en yiiksek
yiizde kapanma orani 48 saat 800 ng/mL leptin
uygulanan grupta tespit edildi ve WST-1 analizi ile
de hiicre canliliginin kontrol grubuna gore fibroblast
hiicrelerinde en yiiksek canlilik oraninin da aym
grupta oldugu belirlendi. Cresyl Violet boyamalari
sonucunda fibroblast hiicrelerinde calisilan farkli
doz ve siirelere sahip leptin uygulamalarinin
hiicreler ~ {izerinde  morfolojik  degisikliklere
sebebiyet vermedigi de gosterildi.

Resim 6. Fibroblast hiicrelerinin KGF dagilimlari.
Kontrol grubu 24 saat (a), 100 ng/mL leptin 24 saat
(b), 200 ng/mL leptin 24 saat (c), 400 ng/mL leptin
24 saat (d), 800 ng/mL leptin 24 saat (e); kontrol
grubu 48 saat (), 100 ng/mL leptin 48 saat (g), 200
ng/mL leptin 48 saat (h), 400 ng/mL leptin 48 saat
(i), 800 ng/mL leptin 48 saat (j). Olgek: 20 pm.
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Resim 7. Fibroblast hiicrelerinin TGF-a dagilimlari.
Kontrol grubu 24 saat (a), 100 ng/mL leptin 24 saat
(b), 200 ng/mL leptin 24 saat (c), 400 ng/mL leptin
24 saat (d), 800 ng/mL leptin 24 saat (e); kontrol
grubu 48 saat (f), 100 ng/mL leptin 48 saat (g), 200
ng/mL leptin 48 saat (h), 400 ng/mL leptin 48 saat
(i), 800 ng/mL leptin 48 saat (j). Olgek: 20 um.

FGFR ailesi, FGF ligandlarmma baglanarak
aktivite gosteren dort yiiksek oranda korunmus
transmembran tirozin kinaz reseptorii (FGFRI,
FGFR2, FGFR3 ve FGFR4) igermektedir. FGFR'ler,
ligandlara baglandiktan sonra hiicrelerde g¢ogalma,
farklilagma, hayatta kalma ve migrasyon yolaklarini
aktive ederler (32). FGFR seviyelerinin kanser
hiicrelerinde degistigi gosterilmistir ve FGFR'lerin
sinyal yolaklarinda meydana gelen diizensizliklerin
bircok kanserin ilerlemesinde anahtar rol oynadig:
belirtilmektedir (33). FGFR2 geninin
amplifikasyonunun veya mutasyonunun melanoma,
akciger kanseri, mide kanseri, endometriyal kanser,
meme kanserinde goriildiigii bildirilmektedir (34-
39). KGF (FGF7), FGFR2 ig¢in yiiksek afiniteli bir
liganddir (40). Fakat literatirde FGFR2 ile yara
iyilesmesi ve fibroblastalr arasindaki iligkiyi
gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma

25

leptin varliginda fibroblast hiicrelerinde ifade edilen
FGFR2 seviyesinin doza ve siireye bagli olarak
arttigin1 gosteren ilk ¢aligma olmustur.

KGF, epitel hiicreleri tizerinde mitojenik etkileri
olan oldukga spesifik bir sitokindir (41). Insan deri
hiicrelerinde zayif bir sekilde ifade edilirken,
ekspresyonunun yaralanmalardan sonra kuvvetli bir
sekilde yukar1 dogru diizenlendigi ve yara
iyilesmesinde  anahtar  bir  faktér  oldugu
bildirilmektedir (42-43). Calismamizin sonuglar1
800 ng/mL leptine 48 saat maruz birakilan fibroblast
hiicrelerinde KGF ifadesinin istatistiksel olarak
arttigin gostermektedir.

Resim 8.

Fibroblast  hiicrelerinin ~ TGF-f1
dagilimlari. Kontrol grubu 24 saat (a), 100 ng/mL
leptin 24 saat (b), 200 ng/mL leptin 24 saat (c), 400
ng/mL leptin 24 saat (d), 800 ng/mL leptin 24 saat
(e); kontrol grubu 48 saat (f), 100 ng/mL leptin 48
saat (g), 200 ng/mL leptin 48 saat (h), 400 ng/mL
leptin 48 saat (i), 800 ng/mL leptin 48 saat (j). Olgek:
20 pm.

TGF-0, doku rejenerasyonu ve kemik
homeostazinda rol oynadigi bilinen ayrica kanser
gelisimi de tesvik eden epidermal biiylime faktori
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reseptoric (EGFR) i¢in bir liganddir (44). Yiksek
TGF-a seviyelerinin meme ve mide kanserleri ile
iliskili  oldugu bulunmustur (45). TGF-o'nin
embriyonik gelisim siriasinda ve erigskin ¢agda
homeostazin korunmasinda hiicrelerin ¢ogalmasi,
farklilagmast  ve gog¢li gibi ¢oklu hiicresel
davranislarla iliskili oldugu bilinmektedir. Epitel
hiicreleri ile TGF-o gibi biiylime faktorlerinin
aracilik  ettigi stromal mezenkimal hiicreler
arasindaki ¢ift yonli etkilesim, doku onarimi
sirasinda morfogenezde onemli rol oynamaktadir
(46). Bununla birlikte, TGF-a'nin yara iyilesmesi
sirasinda  fibroblast hiicrelerinde ifade edilip
edilmedigi belirsizligini korumaktadir. Bu ¢alisma
artan sire ve dozlarda leptin uygulamasinin
fibroblast hiicrelerinde TGF-o ekspresyonunu
artirdigini géstermektedir.

TGF-B1, yara iyilesme siireci boyunca 6nemli bir
biliyiime faktorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ana
depolama yeri trombositlerdir ve yaralanmaya akut
yanit sirasinda ani TGF-B1 salinimi gergeklestirerek,
yara alanina makrofaj ve fibroblast kemotaksisini
saglarlar (47). TGF-Bl’in fibroblast hiicrelerini
uyararak kollajen sentezini arttirdigi (47) ve
keratinositlerin migrasyonunu artirarak yeniden
epitelizasyonu sagladigi bilinmektedir (48). Buna
ragmen, literatiirde leptin etkisinde TGF-p1
ekspresyonunun  kiiltiir ~ortamindaki  fibroblast
hiicrelerindeki degisimi ile ilgili bir caligmaya
rastlanmamugtir. Calismamizin sonuglari fibroblast
hiicrelerinin ~ artan  dozlarda leptine maruz
birakilmasiin hiicrelerde TGF-B1 artisina neden
oldugu belirlemistir.

Yara iyilesmesi siirecinde artan  hiicre
proliferasyonu, genel olarak iyilesmenin ¢ok 6nemli
bir basamagidir ve Ki-67 proteini hiicre
biiytimesinin bir gostergesi oldugundan bu hiicresel
olaymn onemli bir belirtecidir (49). Calismamizda
leptin uygulamasi yapilan biitiin gruplarda doza ve
stireye bagli olarak dogrusal bir sekilde anlamli Ki-
67 artisma sebep oldugu Dbelirlenerek  kiiltiir
ortaminda leptin uygulamasinin fibroblast hiicre
proliferasyonunu arttirdigr gosterilmistir. Bu artis
hiicre in vitro yara modeli ve hiicre proliferasyon
analizi bulgular1 ile de uyumlu sonuglar
sergilemektedir.

Calismamizda fibroblast hiicrelerinde leptinin in
vitro yara iyilesmesini saglayan en etkili dozunun
800 ng/mL oldugu belirlenmistir. Ayrica TGF-a,
TGF-B1, KGF, FGFR2 ve Ki67 ekspresyonlarimin

26

leptin dozuna ve uygulama siiresine bagli olarak
hiicrelerde arttig1 ve hem 24 hem de 48. saatlerde en
yiiksek artisin 800 ng/mL leptin uygulanan dozda
ortaya ¢iktig1 gosterilmistir. Calismanin sonuglarinin
hem in vitro hem de in vivo yara modeli
calismalarinda leptin kullanimina dikkat ¢ekecegini
diigiinmekteyiz.
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Resim 9. Fibroblast hiicrelerinin Ki-67 dagilimlari.
Kontrol grubu 24 saat (a), 100 ng/mL leptin 24 saat
(b), 200 ng/mL leptin 24 saat (c), 400 ng/mL leptin
24 saat (d), 800 ng/mL leptin 24 saat (e); kontrol
grubu 48 saat (f), 100 ng/mL leptin 48 saat (g), 200
ng/mL leptin 48 saat (h), 400 ng/mL leptin 48 saat
(i), 800 ng/mL leptin 48 saat (j). Olgek: 20 pm.
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Resim 10. Fibroblast hiicrelerinin H-Skor degerlerine (ortalama =+ standart sapma) ait grafikler. (Kontrol grubuna
gore istatistiksel anlamlilik: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Etik Kurul Onayi: Calismamizda ticari insan

hiicre hatt1 kullanilmistir, etik kurul onaymna gerek
yoktur.
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