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Bu tez çalışmasında canlı hayatı sona ermediği sürece her zaman gündemde ve 

güncel olacak yara ve yara iyileşmesinin in vivo modellemeye gerek kalmadan 

hücreler kullanılarak modellenmesi amaçlanmıştır. İn vivo modellemelerde yara 

iyileşme fizyolojisinin farklı olmasının ortaya çıkardığı dezavantajları kaldırmak ve 

canlıdaki organoid yapıyı hücre kültüründe oluşturmak için 3B kültür çalışması 

yapıldı. Fibroblast ve HaCaT hücre hattı kullanıldı. PRP – fibroblast, matrigel 

fibroblast ve fibroblast- PRP -HaCaT şeklinde iç grup yapıldı. Sferoid oluşturularak 

matrigel ve PRP jel hücre iskelesi tabanına oluşturulan sferoidlerden ekim yapılarak 

klinikte yara iyileşmesinde kullanılan aktivatör ve inhibitör maddeler etkisinde 

gelişimleri ve çoğalmaları incelendi. 0,24,48 ve 72. Saatlerdeki gelişimleri 

fotoğraflanarak ‘Image J ‘ programı ile alan ve çevre bakımından değerlendirildi. 

Sonuç olarak: Kontrol grupları ve aktivatör gruplarında sferoid oluşumunun arttığı 

ve oluşan sferoid yapıların büyüdüğü görüldü. İnhibitör madde etkisinde olan 

gruplarda sferoid oluşumunun belirgin bir şekilde azaldığı oluşan sferoid yapıların 

ise bozulduğu belirlendi. Oluşan sferoid yapıların büyüklüğü ve çokluğu hücre 

hücre etkileşimlerin ve hücre matriks etkileşimlerinin artması ve iyi bir göstergesi 

olarak kabul edildi aktivatör maddenin eklendiği gruplardaki gelişme yara 

iyileşmesinde fibroblast etkinliği ile doğru orantılı olarak değerlendirildi. Yara 

hattına uygulanacak aktivatör maddenin o bölgede hücre etkinliğini artırarak 

bölgedeki hüce hücre etkileşimlerine destek olacağı inhibitör maddenin ise bu 

etkileşimleri azaltarak ya da bozarak yara iyileşmesini geciktireceği sonucu elde 

edildi. Böylelikle in vivo yara çalışmasına alternatif ve farklı hücre hatları ile ya da 

farklı hücre iskeleleri kullanılarak yapılacak olan 3B kültürlerin insan organoid 

yapısını daha iyi yansıtacağı ve hücre hücre etkileşimlerinin daha iyi 

gösterilebileceği in vitro modellemelerin yapılabileceği ve modellemelerin 

geliştirilebileceği kanısına varıldı. 

 

 
Anahtar sözcükler: İn vivo, in vitro, 3B, hücre kültürü, yara, yara iyileşmesi 
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In this thesis study, it is aimed to model wound and wound healing, which will 

always be on the agenda and up-to-date, using cells without the need for in vivo 

modeling, as long as the living life does not end. In vivo modeling, a 3D cultural 

study was carried out to remove the disadvantages of different wound healing 

physiology and to create the organoid structure in the living in cell culture. Fibroblast 

and HaCaT cell line were used. PrP – fibroblast, matrix fibroblast and fibroblast- 

PRP -HaCaT were made in the form of internal group. Spheroids were created and 

sedimented from spheroids created at the base of matrigel and PRP gel cell 

scaffolding and their development and proliferation were examined under the 

influence of activators and inhibitors used in wound healing in the clinic. Their 

development in the hours 0,24,48 and 72 hours was photographed and evaluated in 

terms of area and environment with the 'Image J' program. 

As a result: It was seen that spheroid formation increased and spheroid structures 

grew in control groups and activator groups. It was determined that the formation of 

spheroids decreased significantly in the groups under the influence of inhibitors and 

the spheroid structures were disturbed. The size and multiplicity of spheroid 

structures formed were considered to be a good indicator of the increase in cell cell 

interactions and cell matrix interactions, and the development in the groups in which 

the activator substance was added was evaluated in direct proportion to fibroblast 

efficacy in wound healing. It was concluded that the activator substance to be applied 

to the wound line will increase cell activity in that region and support cell 

interactions in the region, while the inhibitory substance will delay wound healing by 

reducing or disrupting these interactions. Thus, it was concluded that 3D cultures, 

which will be done with alternative and different cell lines or using different cell 

scaffolds, will better reflect human organoid structure and in vitro modeling can be 

done and modeling can be improved, where cell cell interactions can be shown 

better. 

 

 
Keywords: In vivo, in vitro, 3D, cell culture, wound, wound healing 
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1. GİRİŞ 

 
1.1. DENEY HAYVANI ve DENEYSEL HAYVAN MODELİ 

 

Deney hayvanı, prosedürlerde kullanılan, serbest yaşayan veya çoğalan larva 

biçimleri, canlı kafadanbacaklılar ve normal fetal gelişimlerinin son üçte birlik 

döneminden itibaren memeliler dahil, insan olmayan herhangi bir omurgalı canlıyı 

ifade eder (T.C. Resmi Gazete, 15 Şubat 2014, sayı: 28914). Deneylerde kullanılan 

hayvan türleri genel olarak fare, rat, kobay, tavşan, kedi, köpek, tavuk, koyun, 

domuzdur. Bunların içerisinde en çok tercih edilenleri ise fare, rat ve kobaylardır 

(Altun ve Keskin, 2020). 

Deney hayvanı (in vivo) modeli, hayvanlarla insanlar arasındaki biyolojik 

benzerlikten yararlanarak bazı fizyolojik veya patolojik olguların işleyiş ya da 

gelişim sürecini incelemek için tasarlanan deney düzeneğinin deney hayvanı adı 

altındaki hayvanlar üzerinde kurgulanması olarak tanımlanabilir (Kaya ve Çevik, 

2011). Deney hayvanlarının tür düzeyinde anatomik ve fizyolojik özellikleri, 

farelerde immunite; köpeklerde meme tümörü ve kardiyovasküler sistem, 

maymunlarda ise immıunite ve enfeksiyöz hastalıklar yönünden, insana benzerlikleri 

iyi tanımlanmıştır (Kaya ve Çevik, 2011). Deney hayvanı yara modellemeleri, yara 

oluşum ve iyileşme sürecinde gelişen kompleks olguların en iyi ve en yakın şekilde 

yansıttığının düşünülmesi nedeniyle yaygın şekilde kullanılmaktadır (Baktır, 2019). 

Yara modellerine olan ilginin bir diğer nedeni ise, yeni bir ekstrakt ya da molekül 

keşfedildiğinde, doku iyileşme ve reparasyonu üzerine etkinliğinin gösterilebilmesi 

için kolay uygulanabilir olmasıdır. Bununla birlikte, hayvan modellemesinden önce 

ilk hedef in vitro çalışmalar ile etkinliğin gösterilmesi olmalıdır. Deney hayvanı 

çalışmaları potansiyel etkinlik gösterildikten sonra planlanarak kullanılan hayvan 

sayısının azaltılması ve zorunlu olunmadıkça hayvan modellemelerine alternatif 

modellemelere başvurulması tavsiye edilmektedir (ILAR Journal, 1989). 

Hayvan modellerinde birden fazla türde hayvan kullanılsa bile türler arasında 

histolojik farklılıklar görülmektedir. Kullanılan türler ile insanlarda bulunan yara 
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oluşum, gelişim ve iyileşme süreci arasında da büyük farklılıklar bulunmaktadır 

(Baktır, 2019). Fare, rat, hamster, kobay gibi kemirgenlerde yara iyileşmesi 

kontraksiyonla gelişirken, domuz ve insanlarda yara iyileşme süreci granülasyon ve 

epitelizasyon tabanlıdır (Reid, 2004). Yara iyileşme mekanizmasında bulunan bu 

değişiklik çok belirgin olsa da, bakımı ve üretimi kolay olması, aynı zamanda 

dirençli hayvanlar olmaları nedeniyle en sık tercih edilen deney hayvanları 

kemirgenlerdir (Kaya ve Çevik, 2011). Epidermis, dermis, hipodermis kalınlığı ve 

papillalar, subdermis, kıl siklusu insana yakın olduğundan yara iyileşmesinin 

incelenmesi bakımından insana en yakın deney hayvanı ise domuzdur (Harunari ve 

ark., 2006;Dorsett-Martin, 2004). Her ne kadar domuz insana benzer özellik 

göstersede bu iki tür arasında da belirgin farklılıklar vardır; örneğin insanda ekrin ter 

bezleri bulunurken domuzda bulunmaz ayrıca apokrin ter bezleri insanda ve 

domuzda ortak olmakla birlikte bulundukları bölgeler farklıdır. Apokrin ter bezleri 

insanda, perineal ve aksillar bölgede, domuzlarda ise tüm vücut bölgelerinde yer alır 

(Zhu ve ark., 2007;Wong ve ark.., 2011). 

 

1.1.1. İn Vitro Modelleme 
 

İn vitro, laboratuvar ortamında ya da yapay koşullarda anlamı taşıyan bir terimdir. İn 

vitro modelleme ise kontrollü bir ortamda, genellikle petri kapları, flasklar ya da test 

tüpleri kullanarak canlı organizmanın dışında oluşturulan modellemelerdir. İn vitro 

yara modellemeleri, hücre ve doku kültürleri ile 3D matrisleri kapsar ve genellikle 

hücreler arası iletimi ve hücre içi sinyal iletimini değerlendirmek için kullanılır (Jing 

ve ark., 2014). Yara iyileşmesinde en etkin hücreler; fibroblast ve keratinositlerdir. İn 

vitro olarak yapılan yara modellemelerinde en çok kullanılan hücre tipleri endotel, 

fibroblast ve keratinosit hücreleridir; bu modellemelerde hücreler tek tek ya da 

kombine olarak kullanılırlar. İki boyutlu bir hücre kültüründe hücresel aktivitenin 

izlenmesi çevresel faktörlerden etkilenmeden olgunun direk incelenebilmesine ve 

daha doğru sonuçlar elde edilmesine olanak sağlar (İnan ve Duman, 2020). Yara 

iyileşmesi sürecinde gelişen büyüme faktörlerine karşı fibroblastlarca ortama 

salgılanan kollajenin tipi ve miktarı, endotel proliferasyonu, yara bölgesinde iyileşme 

sürecinin başlamasıyla gelişen fibroblast kontraksiyonu gibi süreçler in vitro 

modellemelerde izlenebilir (Bettinger ve ark., 1995;Aydın ve ark., 2015). Hücrelerin 

bazı uyaranlara tek başına verdikleri cevap, diğer hücrelerle birlikte iken verdikleri 

cevaptan farklı olduğundan yara iyileşmesi araştırmalarında in vivo şartlara daha 
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yakın olan organ ve doku kültürü modelleri kullanılmaktadır (Bettinger ve ark., 

1995;Aydın ve ark., 2015). 3D matrisler kullanılarak yapılan bu doku kültürü 

çalışmalarında hücre göçünün in vitro olarak üç boyutlu yara bölgesinde 

değerlendirilmesini sağlar (Nandi ve Brown, 2017). 

 

1.1.2. Matrigel – PRP (Platelet Rich Plasma) 
 

Matrigel, 1983’te Gelişimsel Biyoloji ve Anomaliler Laboratuvarı (LDBA)’na 

katılan Hynda Kleinman tarafından yapılan bir çalışmada Engelbreth-Holm- 

Swarm(EHS) tümör dokusu incelenmiş ve içeriğine bakılmıştır. EHS tümör dokusu, 

%20 NaCl ile hücre ve serumdan türetilen proteinlerden arındırılmış ve 2 M üre ile 

ekstrakte edilerek protein-protein etkileşimleri kırılmıştır (Kleinman ve ark., 1986). 

Ortaya çıkan materyal santrifüj edildikten sonra 37℃’ye soğutulmuş ve berrak bir 

materyal elde edilmiştir. Üzerine yapılan farklı çalışmalar sonrası John Hassell 

tarafından Matrigel olarak adlandırılmıştır. Günümüzde hala Matrigel matrisi olarak 

adlandırılan bu materyal, hücre kültürlerinde hücre farklılaşmasını desteklemek ve 

tümör hücrelerinin aktivitesini ölçmek için kullanılır. In vivo çalışmalarda ise 

anjiyojenik inhibitörleri ve aktivatörleri ölçmek, greft uygulamalarını iyileştirmek, 

hasarlı dokuları onarmak ve tümör büyümesini artırmak için kullanılmaktadır 

(Kleinman ve ark., 1986; Kubota ve ark., 1988). 

PRP (platelet rich plasma,) alınan tam kanın ya da PRP hazırlama kitledi adı altında 

satılan ticari kitlerle alınan kanın satrrifüje edildikten sonra kanın kırmızı 

elemanlarının( eritrosit) dibe çökmesi sonrasında yukarda kalan plateletten zengin 

plazma kısmıdır (Paoloni ve ark., 2011). Plateletten bulunan biyoaktif mediatörler ve 

PRP kısmında bulunan bazı büyüme faktörleri nedeniyle birçok yara tedavisinde( 

tendon, kıkırdak, kas) ve cilt yenileme gençleştirme uygulamalarında 

kullanılmaktadır. PRP içerisinde normal kanın 3-5 katı oranında platelet bu 

plateletlerden kaynaklı dopamin, histamin, kalsiyum gibi biyoaktif mediatörler ve 

IGF-1, TGF-β, PDGF, VEGF, b-FGF gibi büyüme faktörleri bulunmaktadır. Bu 

nedenle PRP hücre hücre bağlarının kurulmasında, hücreler arası gen 

ekspresyonlarında, matriks sentezinde rol almaktadır (Rees ve ark., 2006;Foster ve 

ark., 2009). 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cellular-differentiation
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1.1.3. Yara 
 

Yara, canlı dokunun anatomik ve fonksiyonel bütünlüğünün bozulmasıdır  

(Robson ve ark., 2001). Yara oluşumu dokuya uygulanan kuvvet ile orantılı 

şekilde yüzeysel olarak ya da derin dokulara kadar ilerlemiş olarak gerçekleşebilir 

(Ekizoğlu ve Arıcan, 2009). Uygulanan kuvvetin derecesi ve şekline göre yara epitel 

doku bütünlüğünün bozulması gibi yüzeysel ya da gibi cilt altı dokuları (damar, 

kemik, bağ doku, kaslar) içine alacak şekilde derin olabilir (Alonso ve ark., 1996). 

Yaraların Sınıflandırılması: 

 
Yaralar oluşum şekli, zamanı mekanizması, uygulanan kuvvet, kuvvetin derecesi ve 

uygulanma şekli, yaranın iyileşme süreci bu süreçte gerçekleşen mekanizmalara göre 

birçok farklı kriterde sınıflandırılabilir (Dimaio ve ark.., 2001;Pollack ve ark., 2000). 

Bu sınıflandırmalar arasında klinik olarak en çok kullanılan ise yara iyileşme 

sürecine göre akut yaralar ve kronik yaralar olarak sınıflandırılmasıdır ( Bischoff ve 

ark., 1999). 

Akut Yaralar: Doku üzerinde anlık gelişen bir travma sonucu ya da yapılan bir 

cerrahi uygulama sonucu oluşan yara hattında herhangi bir kontaminasyon etkeni 

bulunmayan yara hattının genellikle temiz olduğu ve iyileşme sürecinin hemen 

başladığı yaralardır. Akut yaralarda iyileşme yara oluşumunu takiben erken dönemde 

başlar iyileşme süreci fizyolojik olarak bir aksaklığa uğramadan sırasıyla gerçekleşir. 

Yara hattının büyüklük ve derinliğine göre 5 ile 30 gün arasında yara onarımı 

tamamlanmış olur (Robson ve ark., 2001;Bischoff ve ark., 1999) . 

Kronik Yaralar: Yara oluşumundan sonra iyileşmenin fizyolojik sürecinin 

başlamasında ya da devam etmesinde gecikmelerin olduğu yara onarımının 

zamanında tamamlanamadığı yaralardır (Robson ve ark., 2001). Yara iyileşme 

sürecindeki aşamalardan biri ya da bir kaçı çevresel ya da dokusal olarak karşılaştığı 

aksaklıklardan dolayı gerçekleşmez ya da geç gerçekleşir (Robson ve ark., 2001). 

Yara bölgesinde gerçekleşen çevresel veya bakteriyel kontaminasyon, yarayı 

oluşturan etken ya da kuvvetin sürekli olarak aynı bölgeye etkimesi, yara 

bölgesindeki dokuda gelişen hipoksi gibi nedenler yaranın kronik hal almasına sebep 

olur (Vanwijck, 2001). Kronik yaraların oluşumundaki etkenler ise sürekli bölgeye 

bası olması, bölgenin yeteri kadar beslenememesi, derin yanıklar ve vaskülit gibi 

komplikasyonlar örnek verilebilir (Komarcevic, 2000). 
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1.1.4. Yara İyileşmesi 
 

Yara iyileşmesi, anatomik ya da fizyolojik olarak bütünlüğü bozulan dokunun 

karmaşık biyokimyasal ve hücresel olguların art arda sıralı şekilde gelişmesi ile 

onarımıdır (Ahmet ve ark., 2014). Yara onarımı hasardan hemen sonra başlar ve 

sırasıyla inflamasyon, granülasyon, reepitelizasyon, matriks oluşumu ve remodeling 

aşamalarının birbirini izlemesi ile gerçekleşir (Barrientos ve ark., 2008). Yara onarım 

sürecinin başlamasında etkili olan lokal yara faktörleri, sistemik mediatörler, 

sitokinler, bazı büyüme faktörleri ve düşük molekül ağırlıklı bileşiklerin 

salınması rol oynar. Bu faktörler; inflamasyon, anjiogenezis, fibroplazi, yara 

epitelizasyonu ve matriksin yeniden  şekillenmesi  gibi  süreçlerin birbiri 

ardı sıra gelişmesine yardımcı olur (Monaco ve Lawrence, 2003). Yara 

onarımında temel olgu yara bölgesinin yeterli oksijenizasyonu ve doku 

perfüzyonunun sağlanması böylelikle bölgenin yeteri kadar beslenerek onarım için 

uygun nem oratamının sağlanmasıdır (Prisăcaru ve ark., 2013). Yara onarım 

sürecinin normal olarak süregelmesinde başta fibroblast ve keratinositler olmak üzere 

endotelyal hücre, makrofaj ve trombositler gibi birçok hücre tipinin 

koordineli olarak çalışması gerekmektedir(Barrientos ve ark., 2008). 

 

 
Şekil 1.1. Yara iyileşme sürecindeki hücrelerin günlere göre dağılım grafiği (Bu şekil 

http://fizyoaktif.com.tr/?p=965 (2022) web sitesinden uyarlanmıştır.) 

http://fizyoaktif.com.tr/?p=965
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Çizelge 1.1.Yara iyileşmesinde rol alan sitokinler (Robson 2001) 

 
 

Yara İyileşmesinde Rol Alan Sitokinler 

Fibroblast büyüme faktörü 

Trombosit kaynaklı büyüme faktörü 

Transforme edici büyüme faktörü 

Epidermal büyüme faktörü 

İnsülin benzeri büyüme faktörü 

Granülosit makrofaj koloni stimüle edici faktör 

İnterlökinler 

 

1.1.5. Yara İyileşme Evreleri 
 

Yara iyileşme süreci, yaranın bulunduğu bölgeye, yaranın derinliğine, etkilenen doku 

ve organlara göre farklılık gösterir ve aşağıdaki dört ana fazda gerçekleşir (Werner 

ve Grose 2003). 

 

I. Hemostaz ve Koagülasyon Fazı: Yaralanmanın hemen ardından başlayan ve hem 

yara hattında fazla kan kaybını önlemek, hem de hayati organları korumak için 

bölgedeki endotelin etkisiyle damar düz kas hücrelerinin ani ve geçici bir 

vazokonstrüksiyon oluşturmasıyla başlayan fazdır (Clark, 1985). Oluşan 

vazokonstriksiyon ile kanama minimum seviyeye indirgenir ya da durur (Sherris ve 

Kern, 1999). Oluşan yaradan sonra damar endotelinde meydana gelen hasardan 

subendotelyal ekstraselüler matriks açığa çıkarak trombositlerin aktive olarak 

birbirine yapışması ve agregasyonuna neden olur (Coşkun ve ark., 2016;Kenneth, 

2012). Subendotelyal matriks içeriğindeki von-Willebrand faktörü (vWF) ve doku 

tromboplastini trombositlerin subendotelyal kollajenlere yapışmasını sağlar aynı 

zamanda ADP ve tromboksan A2’yi aktive ederek trombositlerin agregasyonunu da 

sağlamış olur. Böylelikle damar endotelinde oluşan hasar bölgesi doldurularak 

birincil hemostatik tıkaç meydana getirilmiş olur (Kenneth, 2012). Fibrin tıkaç 

oluşumu için hemostatik olaylarla beraber koagülasyon aşamaları da aktive edilir 

(Baum ve Arpey, 2005). Hasarlı damar endotelinden açığa çıkan trombositler ve 

diğer ekstraselüler matriks bileşenleri kollajenle temasa geçerek fibronektin, fibrin, 

vitronektin ve trombospondinlerin pıhtı oluşumunu, böylelikle ikincil hemostatik 

tıkaç oluşumu sağlamış olur (Robson ve ark., 2001). Pıhtı oluşumu ve trombositler 

hemostatik ve inflamatuvar fazların sonraki aşamalarında hücre  migrasyonu için 
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geçici bir matriks sağlamış olurlar (Monaco ve ark., 2003;Dubay ve ark.,2003). 

Trombositlerin alfa granülleri; platelet kaynaklı büyüme faktörü (PDGF), transforme 

edici büyüme faktörü-β (TGF-β), epidermal büyüme faktörü ve insülin-benzeri 

büyüme faktörü gibi sitokin ve büyüme faktörlerini ihtiva eder (Broughton ve ark. 

2006). Bu moleküller yara onarım sürecine ilk olarak nötrofilleri daha sonra da 

makrofaj, endotel hücreleri ve fibroblastları aktive ederek yara bölgesine çeker. 

Trombositler vasküler geçirgenliği yüksek vazoaktif aminler ile inflamasyon 

sırasında sıvının damar dışına çıkmasını sağlar (Richardson, 2004). Bu faz 1 ile 4 

gün içerisinde tamamlanır (Coşkun ve ark., 2016) 

 

II. İnflamatuvar Fazı: Hunter tarafından 1794’de yangı bulguları (kızarıklık, ödem, 

ısı ve ağrı) ile karakterize ettiği iyileşme evresidir (Monaco ve ark., 2003). Bu fazda 

bölgeye inflamtuvar hücrelerin gelmesi sağlanarak dışardan gelen etkenlere karşı 

immun bariyer oluşturulur (Hart, 2002). 

 
Şekil 1.2. İnflamasyon evresinde yaralanmadan 3 gün sonra cilt yarası.  Yaraya 

göçü sağlayabilmek için gerekli hücreler ve büyüme faktörleri (Bu şekil 

http://fizyoaktif.com.tr/?p=965 (2022) web sitesinden alınmıştır) 

http://fizyoaktif.com.tr/?p=965
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İnflamatuvar faz iki bölümde incelenebilir: 

 
a) Erken İnflamatuvar Faz: Hemostaz ve koagülasyon fazının hemen ardından 

başlayarak yara hattına nötrofil infiltrasyonunu sağlayan fazdır. Nötrofiller, yara 

bölgesine ilk olarak gelen ve akut inflamasyonu başlatan lökositlerdir. Nötrofiller 

yara bölgesinde enfeksiyon etkeni varsa ilk birkaç dakikada, enfeksiyon etkeni yoksa 

birkaç saat ile 6 saat içinde; TGF-β, C3a ve C5a, bakteriyel ürünler, sitokinler ve 

trombositlerin etkisi gibi kemotaktik ajanlarla 24-36 saat içerisinde yara bölgesine 

göç ederler. Yara oluşumundan 24-48 saat sonrasında pik seviyeye ulaşırlar ve doku 

hasarının 3 ncü gününden sonra yara hattından çekilmeye başlarlar (Barrientos ve 

ark., 2008;Robson ve ark., 2001). Böylelikle kompleman sistem aktive edilmiş olur 

(Broughton ve ark., 2006). Nötrofiller yara hattındaki hasarlı dokuyu, yabancı 

partikülleri, bakterileri fagosite ederek ortamdaki yabancı mikroorganizma yükünü 

azaltır ve yara iyileşmesinin normal süreçte gelişmesi sağlanmış olur (Robson ve 

ark., 2001;Hart 2002). Endotel hücrelerinden salınan kemokinler ve integrinler yüzey 

adezyonunu başlatırlar. Nötrofiller kan akışı boyunca yuvarlanarak yara bölgesinde 

bulunan post kapiller venüllerdeki endotel hücrelerine bağlanmaya başlarlar ve sabit  

hale gelirler. Sabit hale gelen nötrofiller diapedez ile endotel hücrelerinin arasından 

geçerler (Hart, 2002;Flangan, 2000). Görevlerini tamamlayan nötrofiller yara 

iyileşmesinin sonraki fazına kadar ortamdan çekilirler. Yara bölgesinde kalan 

apoptotik kalıntılar ve hücre kalıntıları makrofajlar ile fagosite edilerek ortamdan 

uzaklaştırılırlar (Robson ve ark., 2001;Diegelmann ve ark., 2004). 

 

b) Geç İnflamatuvar Faz: Trombosit ve nötrofillerden salınan TGF-β kemotaktik 

etkisiyle monositleri yara bölgesine çeker. Yara bölgesine gelen monositler 

matrofajlara dönüşerek, bakterilerin yok edilmesini ve yara yerindeki kalıntıların 

atılmasını sağlarlar. Geç inflamatuvar fazda (yara oluşumundan72 saat sonra) 

interlökin-1’in (IL-1) etkisi ile yara bölgesine en son olarak lenfositler gelir (Alves 

ve ark., 2010). 

 

III. Çoğalma (proliferasyon) Fazı: İnflamasyon fazından hemen sonra başlayan ve 

nekrotik doku ve oluşan pıhtının kaybolup granülasyon  dokusunun 

oluşumu ile karakterize olan fazdır. Yara onarımı için oluşan granülasyon 

dokusu makroskobik olarak görünür hal almıştır. Çoğalma fazı yara 

oluşumunu takip eden 3 ncü gün başlar ve 2 hafta kadar sürer. Proliferatif fazda etkin 
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rol alan hücresel olaylardır; fibrin ve fibronektinden oluşan ekstraselüler matriks bir 

ağ görevi görmek için birikmesi ve fibroblastların göçü ile karakterizedir (Li ve ark., 

2007;Karasu ve ark., 2008). Proliferatif faz 4 başlık altında ele alınabilir 

(Diegelmann ve ark., 2004): 

 

a) Fibroblast Göçü: Yaralanma sonrası inflamatuvar hücreler ve trombositler 

tarafından salınan TGF-β ve PDGF gibi faktörler tarafından çevre dokuların 

uyarılması ile yara bölgesine fibroblast ve myofibroblast göçü başlar (Goldman, 

2004;Witte ve ark., 1997). Yara bölgesinde sayıları artan fibroblastlar, matriks 

proteinleri, hyaluran, fibronektin, proteoglikan, tip1 ve tip3 prokollajen üretimini 

aktive ederler (Robson ve ark., 2001;Ramasastry, 2005). Bir haftalık sürenin sonuna 

kadar hücre göçünü aktive eden ve yara onarımının başlaması için gerekli olan 

ekstraselüler matriks yara hattında birikir ve fibroblastlar myofibroblastlara dönüşür 

(Coşkun ve ark., 2016). Myofibroblastlar pseudopod uzantılarıyla fibronektin ve 

kollajene bağlanarak aktin destekleri oluşturur (Ramasastry, 2005). Bu desteklerle 

meydana gelen yara kontraksiyonu yara kenarlarını birbirine yaklaştırır. Bölgede 

fazlaca bulunan fibroblastlar ise apoptoza uğrayarak ortamdan kaybolur (Greenhalgh, 

1998). 

 

b) Kollajen Sentezi: Kollajen sentezi fibroblastlar tarafından gerçekleştirilir ve yara 

iyileşme sürecinin her aşamasının temelini oluşturmaktadır. Hücre içi matriks 

oluşumu, yara onarımının proliferasyon ve yeniden şekillenme fazlarında dokuların 

bütünlük ve güç kazanmasını sağlar (Baum ve ark., 2005;Eming ve ark., 2014). 

Yaralanmamış dermiste %80 tip1 ve %25 tip3 kollajen bulunurken, yara granülasyon 

dokusunda %40 oranında tip3 kollajen bulunmaktadır (Robson ve ark., 2001). 

 

c) Anjiogenez ve Granülasyon Dokusu Oluşumu: Anjiyogenez, yaraya bitişik 

önceden var olan damarların filizlenmesiyle yeni damar oluşması anlamına gelir; 

yeni kan damarlarının oluşumu yara onarımında kritik bir öneme sahiptir (Li ve ark., 

2007;Takeshita ve ark., 1994). Endotel hücreleri FGF, VEGF, PDGF, anjiogenin, 

TGF-α ve TGF-β gibi anjiogenik faktörlerle aktive olsa da bu olay anjiostatin ve 

steroid gibi inhibitörlerin etkisi ile dengede tutulur (Oike ve ark., 2004). İnhibitör ve 

aktivatör ajanlar direkt olarak endotel hücrelerinin çoğalmasında etkili iken indirekt 

olarak da EGF’yi serbest bırakmak için konak hücreleri uyararak mitozu aktive 

ederler (Li ve ark., 2005). Hipoksik olgularda yara iyileşmesinde ise proliferasyon 
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fazını ve endotelyal hücrelerin büyümesini aktive eden moleküller yara hattının 

çevresindeki dokudan salgılanırlar. Hipoksik olgularda çevre dokulardan salgılanan 

moleküllere yanıt dört adımlı bir mekanizmayla gerçekleşir. Birinci olarak ana 

damarda bazal laminayı parçalamak için endotelyal hücreler tarafından proteaz 

üretilir, böylelikle eksraselüler matriks boyunca molleküller ilerleyebilir. Bu 

aşamadan sonra FGF ve VEGF’nin aktif rol aldığı kemotaksis, çoğalma, yeniden 

yapılanma ve farklılaşma aşamaları gelir (Takeshita ve ark., 1994). Yara merkezinde 

damar kaynağı olmadığından bölgenin beslenmesi yara etrafındaki dokularda 

bulunan damarlardan sağlanır. Yara etrafında birkaç günde mikrovasküler bir ağ 

oluşur. Hücre iskeleti organizasyonu, sinyal iletimi ve hücre adezyonu bu 

mikrovasküler ağda bulunan fiziksel ve kimyasal maddelerce düzenlenir. 

Kemotaksis, mekanotaksis ve haptotaksis düzenlemede etkili olan mekanizmalardır 

(Li ve ark., 2005;Krizbai ve ark., 2000). Bu mekanizmaların devreye girmesiyle 

migrasyon oluşur. Hücresel hareketlilik; hücre önünde uzantı (protrüzyon), 

subtratuma aktin hücre iskeletini eklemek için adezyon ve final traksiyon(çekiş) 

şeklinde gerçekleşir. EGF, TGF-alfa, VEGF, anjiopoietin-1, fibrin ve lipid büyüme 

faktörleri hücre büyümesinde, yara bölgesinde yeniden damar gelişiminde ve hasarlı 

damarın onarımında mediatör olarak rol alırlar (Holly ve ark., 2000;Wolgemuth, 

2005). 

 

IV. Yeniden Şekillenme (Remodeling) Fazı: Yara oluşumunu izleyen birkaç saat 

içerisinde yara etrafında epitalyal hücrelerde yoğun mitotik aktivite başlar. Yara 

bölgesine yoğun bir epitelyal hücre göçü olur. Bu hücrelerin birleşmesiyle bazal 

membran oluşur ve hücre göçü durur (Diegelmann ve ark., 2004;Baum ve ark., 

2005). Remodeling fazının en önemli göstergesi makroskobik olarakta görülebilen 

epitel ve skar dokusu oluşumudur. Bu faz yaranın oluşumuna ya da iyileşme sürecine 

göre bir ay ya da birkaç yıl sürebilir (Ramasastry, 2005). Remodeling fazında 

sırasıyla hücre içi matriks olgunlaşır, kollajen demetlerinin çapı artar, hyaluronik asit  

ve fibronektin parçalanır. Yaranın gerilme kuvveti artar (Baum ve ark., 2005). 

Yaralanan doku orjinal gücünü tam olarak kazanamaz ve iyileşen yara alanı 

maksimum %80 oranında gücünü geri kazanır (Robson ve ark., 2001). Kollajenin 

sentezi, yıkımı, ekstraselüler matriksin yeniden yapılanması, yaralanmayı takiben 

sürekli yinelenir fakat 3 hafta sonra kararlı duruma gelme eğilimindedirler. İlk 

kollajen matriks oluşumu düzensiz, sonrasında gelişenler ise iyi bir organizasyona 
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sahiptirler ve zamanla çarpraz bağlantılar gerçekleşir. Ekstrasellüler matriks ile 

fibroblastlar arası oluşan bağ doku sonucu yara boşlukları yakınlaşır (Greenhalgh 

1998). Bu süreç PDGF, TGF-β ve FGF gibi faktörlerle düzenlenir. Fibroblast ve 

makrofajların sayısı yara bölgesinden apoptoz ile azaltılır. Kılcal damarların 

büyümesi durur, kan damarları ve hücrelerin sayısı azalırken dayanıklılığı artar 

böylelikle skar doku oluşumu gerçekleşir (Baum ve ark., 2005;Hart, 2002). 

 

 

Çizelge 1.2. Yara iyileşmesinde rol alan büyüme faktörleri (Werner S, Grose R. ‘Regulation of wound 

healing by growth factors and cytokines’ den Türkçe’ye uyarlanmıştır.) 

 

 
Büyüme Faktörü Kökeni 

Fonksiyonu 

Kökeni Fonksiyonu 

Fibroblast Büyüme Faktörü 

(FGF) 

Makrofajlar, Endotelyal Hücreler Anjiogenez ve 
fibroblast çoğalması 

Epidermal Büyüme Faktörü 

(EGF) 

Trombositler Fibroblast, endotelyal 

ve epitelyal hücreler 

için mitotik uyarıcı 

Keratinosit Büyüme Faktörü 

(KGF) 

Fibroblastlar Epitelyal hücreler için 

mitotik uyarıcı 

Trombosit Kaynaklı Büyüme 

Faktörü (PDGF) 

Trombositler 

Makrofajlar 

Makrofajlar 

Endotel hücreleri 

Fibroblastlar 

Makrofaj aktivasyonu 

Damar düz kası ve 

fibroblastlar için 

mitojenik etkili 

Transforme Edici Büyüme 

faktörü-Beta (TGF-β) 

Epidermal hücreler Makrofajlar 

Anjiogenik faktördür, 

epitelyal hücreler ve 

fibroblastlar için 

mitojeniktir 

Tümör Nekrozis Faktör (TNF) Nötrofil Makrofaj Büyüme faktörlerinin 

ekspresyonunun 

uyarılması, nötrofil ve 

makrofaj aktivasyonu 

Transforme Edici Büyüme 

faktörü-Beta (TGF-α) 

Trombositler, Makrofajlar Fibrozis ve yara 

geriliminde artış 

Vasküler Endotelyal Büyüme 

Faktörü (VEGF) 

Epidermal hücreler, Makrofajlar Endotel hücrelerinin 

mitojenitesini ve damar 

geçirgenliğini arttırır. 



12  

1.2. DENEYSEL YARA MODELLERİ 

 
Model kavramı, Türk Dil Kurumu tarafından “gerçeğin aslına benzeyen bir örnek” 

olarak tanımlanmaktadır. Yara modellemesi bu açıdan düşünülürse in vivo ya da in 

vitro olarak geliştirilen yara benzeri özellik gösteren olgulardır. Yara ve yara 

iyileşme süreci ile ilgili değerlendirme yapılırken genellikle in vitro yara 

modellemeleri ya da in vivo (hayvan) yara modellemeleri kullanılır. Bu 

modellemeler insanlardaki yara oluşumuyla birebir benzerlik göstermediği gibi kendi 

içerisinde de önemli farklılıkları, avantaj ve dezavantajları vardır (Aydın ve ark., 

2014). Yara modeli yapılacak olan çalışmaya, incelemeye, mekanizmaya, 

kullanılacak olan materyale göre tercih edilmelidir (İnan ve ark., 2020). 

 

1.2.1. İn Vivo Yara Modellemeleri 
 

Şekil 1.3. İn–vivo modellemeler yapılan canlı türleri 

 

 

In vivo (deney hayvanı) yara modelleri, yara oluşumunu ve doku onarımını 

fizyolojik yönden en iyi taklit edebilen kompleks koşulları düşünüldüğü için 

günümüzde yara oluşumu ve yara iyileşmesini incelemede en fazla tercih edilen 

modellerdir (Baktır 2019). 

Domuz 

Sıçan Fare 

Koyun 

Primat olmayan 
memeliler 

Gine domuzu 
(Kobay) 

Canlı Türü Primatlar 

Hamster 

İnsanlar 

Tavşan 
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1.2.2. Granuloma Modelleri 

 
Genellikle uygulanan polivinil alkol sünger implant, selüloz sünger implant gibi 

implantların oluşturduğu inflamatuvar yanıtı ve salgılanan kollajen miktarını 

incelemek için yapılan modellemelerdir. İmplantlar deney hayvanlarında deri altına 

yerleştirilir ve bu bölgede biriken kollajen miktarı ve oluşan inflamtuar yanıta 

bölgeden belirli zaman aralıklarında örnekler alarak bakılır (Diegelmann ve ark., 

1986;Kurkinen ve ark., 1980). 

 

1.2.3. İnsizyonel Yara ve Eksizyonel Yara Modelleri 
 

Bu tür modeller yara hattında oluşan gerilim kuvvetini ölçmek için kullanılır. Yara 

gerilim kuvveti yara kenarında santimetre kare alana kilogram olarak uygulanan 

kuvvetle ölçülür ( Aydın ve ark., 2015). Kullanılan deney hayvanı üzerinde 

insizyonel yara oluşturulur bu yara ya açık bırakılır ya da primer sütur atılır. Yara 

hattında belirli zaman aralıklarıyla ölçümler yapılır. Genellikle bölgesel topikal ilaç 

uygulamalarının etkisi, sistemik ilaç uygulamalarının etkisi gibi durumlar 

değerlendirilir (Wong ve ark., 2013;Kilpadi ve ark., 2014). 

Klasik yara oluşum ve iyileşme evrelerini gözlemlemek için yapılan 

modellemelerdir. Kullanılacak olan deney hayvanı üzerinde oluşturulan açık yara 

hattının sürece bağlı iyileşme evreleri, yara üzerindeki etkileri değerlendirilmek 

istenen materyallerin etkileri, farklı derinlikteki yaraların iyileşme süreçleri aynı 

hayvan üzerinde oluşturulan birden fazla yarada birden fazla ajanın 

değerlendirilebilmesi gibi faktörlerin analizi için tercih edilir (Greenhalgh, 2005; 

Galiano ve ark., 2004). 

 

1.2.4. Yanık Yarası ve Donuk Yarası Modelleri 
 

Yanık olgularında yara iyileşme süreci, oluşan termal yaraya verilen tepki, yanık 

yara hatlarında sistemik yanıtlar veya yanık oluşturma sonrası gelişen sepsis gibi 

olguların incelenmesi için yapılan modellemelerdir. Yanık yaraları modellemelerinde 

deney hayvanlarında farklı derinlikte, farklı yüzey alanlarına sahip ya da farklı 

kalınlıkta yaralar oluşturulur. Yanık oluşturmak için genellikle istenilen yanık 

derecesine ve kalınlığına göre farklı derecelerde sıcaklıklar uygulanır. Yara 

oluşturulmasında kaynar su, elektrik, sıcak cisim ve alev uygulamaları en çok tercih 

edilenlerdir (Greenhalgh, 2005;Galiano ve ark., 2004). 
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Donma olgularında gelişen doku harabiyetinin değerlendirilmesi için kullanılır. 

Kullanılacak olan hayvanın derisine soğutulmuş bir cisim dokundurularak yara 

oluşturulur ve oluşan yara üzerinde inceleme yapılır (Auerbach ve ark., 2013). 

 

1.2.5. Yara İyileşme Sürecinde Gecikmelere Neden Olan Durum Modellemeleri 
 

Yara iyileşme sürecinde gecikmelere neden olan diyabet, beslenme eksikliği, 

malnütrüsyon, iskemi, yara hattında gelişen enfeksiyon, kullanılan kemoterapötikler, 

radyasyon gibi faktörlerin incelenmesi için yapılan modellemelerdir. İskemi 

modellemelerinde, yara bölgesinin yeterince kanlanmasını önleyerek oksijenizasyon 

azaltılır, bunun için damar ligasyonu ya da flep modeli kullanılır (Corral ve ark., 

1999;Serin ve Bayramiçli, 2018). Diyabet yaraları için hayvanlarda diyabet 

oluşturulur bunu için genellikle ilaçlara ve genetik faktörlerin değiştirilmesine 

başvurulur. Diyabet gelişen hayvanda hangi yara modeli incelenmek istenirse 

modellemesi yapılır (Brown ve ark., 1994;Tsuboi ve ark., 1990). Malnütrasyon 

modellemelerinde hayvanların diyetle protein, K vitamini, Avitamini, çinko, 

esansiyel yağ asitleri gibi yara iyileşmesini etkileyen maddelerin alınması kısıtlanır 

(Levenson ve ark., 1984;Alvarez ve ark., 1982). Enfeksiyon modellemelerinde ise 

modelleme ya bölgesel olarak sadece istenen alanda ya da sistemik olarak canlıyı 

tamamen etkileyecek şekilde yapılır. Lokal enfeksiyon modellemesinde enfeksiyon 

oluşturmak istediğimiz etken lokal olarak yara hattına uygulanır; sistemik enfeksiyon 

modellemesinde ise en çok tercih edilenler ise CASP modeli, intraperitonal veya 

intravenöz E. coli uygulaması ve peritonit oluşturmak için CLP yöntemidir 

(Levenson ve ark., 1983;Traeger ve ark., 2010). 



15 
 

1.3. İN VİTRO MODELLEME VE TARİHÇESİ 

 
Bilimsel çalışmalarda canlı varlıkların denek olarak kullanılması etik sorunları ortaya 

çıkarmış bunun sonucu olarak canlı ortamın laboratuvar ortamına (in vitro) 

aktarılabilmesi çalışmalarına gerek duyulmuştur. Hayvanlardan elde edilen dokular 

kullanılarak yapılan ilk hücre kültürü Harisson tarafından 1907 yılında 

keşfedilmiştir. Harrison hayvan modeli olarak, kurbağayı seçmiş, kurbağa 

embriyoları ile yaptığı deneyde normal fonksiyonun in vitro ortamda da sürdüğünü 

göstermiştir. Harison’dan sonra bu çalışmalar farklı araştırmacılar tarafından da 

devam ettirilmiş olsa da yaptığı çalışma tekrarlanabilir olduğu için doku kültürünün 

başlangıcı olarak kabul edilmektedir (Harrison, 1907;Fresney, 2005). Earle ve 

arkadaşları 1943 yılında farelerde tümör hücresini izole etmiştir. Leonard Hayflick 

ise 1961 yılında hücrelerin in vitro ortamda yaşam sürelerinin sınırlı olduğunu 

gösteren bir rapor hazırlamıştır (Harrison, 1907). Çalışmaların geliştirilmesiyle, 

hücre içi olaylar hücre hücre bağlantıları, hücre ortam ilişkileri ve hücrelerin değişen 

faktörlere verdiği tepkileri boyutta incelenebilir hal almıştır. Johns Hopkins 

Üniversitesinde 1951'de DC, George Gey serviks adenokarsinomu bulunan hastadan 

aldığı biyopsiden ilk defa insan kaynaklı ölümsüz (immortal) hücre hattını 

oluşturarak ölen hastanın ismine ithafen (Henrietta Lacks) "Helâ" ismini vermiştir 

(Lucey, 2009). 

Hücre kültüründe gelişmeler Çin hamster yumurtalık hücrelerinin izole edilmesiyle 

sürmüş ve 1970'lerde güvenlik kabinlerinin geliştirilmesi ile profesyonel hale 

gelmiştir (Fresney, 2005). 

Günümüzde sıklıkla başvurulan hücre kültürü ortamında, monoklonal antikor, enzim 

ve hormonların ve çeşitli fonksiyonel aktivitesi olan proteinlerin üretimi, DNA ve 

RNA replikasyonları ve ekspresyon araştırmaları, hücreler arası sinyal iletiminin 

araştırılması veya hastalıkların tedavisinde stratejilerin belirlenmesi gibi birçok 

çalışma yapılmaktadır. Hücre kültürü çalışmaları aşı ve ilaç geliştirilmesi; geliştirilen 

aşı, ilaç ya da diğer kimyasalların toksisitesinin ölçülmesi gibi araştırmalar için de 

sıklıkla başvurulan yöntemlerdir (Jedrzejczak-Silicka, 2017). 
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Son yıllarda bakteriyel, viral ve paraziter enfeksiyon, kanser hücrelerinde apoptozisin 

indüklenmesi (kontrollü hücre ölümü), kök hücre çalışmaları ve tedavileri içinde 

hücre kültürü tek seferde birden çok çalışma yapılabilmesi, ekonomik ve 

tekrarlanabilirliğinin kolay olması açısından önem kazanmıştır (Nims ve ark., 

2017;Koçancı ve ark., 2018). 

 
 

 
 

Şekil 1.4. İn vitro modellemede kullanılan hücre kültürleri modelleri 

1.3.1. Hücre Kültürü 

Hücre kültürü; canlılardan elde edilen hücrelerin birbirinden farklı metotlar 

kullanılarak ayrıştırılıp; amino asitler, vitaminler, inorganik tuzlar, glukoz ve serum 

gibi temel besin maddelerinin bulunduğu kapların belirli sıcaklık, nem ve 

karbondioksitli ortamda tutularak in vivo şartlarda (canlı ortamda) olduğunun 

kabullendirilmesi olarak tanımlanabilir (Antoni ve ark., 2015). Hücre kültüründe 

kullanılan hücreler, ya kültür kaplarında süspanse halde asılı kalarak (kan hücreleri) 

ya da kültür kaplarının tabanına yapışıp (monolayer hücreler) çoğalırlar (Candan, 

2006). Süspanse hücre kültürlerinde hücrelerin üremesi günlük olarak kontrol 

edilmeli ve sayım günlük yapılmalıdır, bu hücrelerin üremesi için kültür kaplarının 

sallanmasına ihtiyaç vardır. Hücre görüntülenmesi zordur fakat pasajlaması kolaydır. 

Genellikle protein yığını elde etmek için kullanılır. Yapışan kültürlerde hücre sayımı 

ve kontrolü için günlük bakıma ihtiyaç yoktur ve pasaj süresi 3 güne bir olacak 

şekilde uzatılabilir. Üremeyi sınırlayan durumlar genellikle kütür kabı yüzeyidir. 

endotel 

hücre kültürü 

fibroblast 

in vitro model 

doku kültürü keratinosit 

3D matris 
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Hücre görüntülenmesi kolaydır fakat pasajlamak için hücrelerin kültür kabı (flask) 

yüzeyinden enzimatik yolla ya da mekanik yolla ayrılması gerekmektedir. Bu 

kültürler sitolojik incelemeler için tercih edilir (Elçin AE, 2022) . 

Primer hücre hattı: Doku ya da organdan izole edildikten sonra çoğaltılan ve izole 

edildiği doku ve organın özelliğini taşıyan temel hücre kültürleridir. Dokudan alınan 

küçük parçalar direk kültür kabında besiyeri eşliğinde kültüre edilir ya da proteolitik 

enzimle müdahale edildikten sonra ortaya çıkan süspansiyon uygun besiyeri 

eklenerek kültür kabında kültüre edilir. Primer hücre hatlarının yaşam süreleri 

oluşturulan dokuyla doğru orantılıdır bu nedenle yaşlanmadan yeniden 

pasajlanmalıdır. Primer kültürdeki hücrelerin kültür kabındaki tüm besiyerini 

kullandıktan sonra yeni kültür kaplarında çoğaltılmasına alt kültür denir (Elçin AE, 

2022). 

Sonlu ve sürekli hücre hattı: Alt kültürlerin hiçbir etkiye bırakılmadan normal 

hücre çoğalma yeteneklerini sürdürdüğü hücre hatlarına sonlu hücre hattı denir. 

Hücre çoğalması sınırlı sayıdadır. 

Viral, bakteriyel, kimyasal ya da spontan gelişen nedenlerle transforme olan 

hücrelerin ölümsüz hale gelmesiyle oluşan hücre hatlarına sürekli hücre hattı denir 

(Coecke ve ark., 2005). 

Çizelge 1.3. En çok kullanılan bazı hücre hatları 

 
 

Hücre Hattı Hücre Kökeni Büyüme Formu 

Fibroblast hücresi ( 3T3) Fare embrio Yapışkan 

Fibroblast hücresi ( BHK21) Suriye hamster böbrek Süspansiyon 

Epitel hücresi ( MDCK) Köpek böbrek Yapışkan 

Epitel hücresi ( HeLa) İnsan adenokarsinoma Yapışkan ve/veya 

Süspansiyon 

Epitel hücresi ( PtK1) Sıçan, kangru böbrek Yapışkan 

Myoblast hücresi (L6) Sıçan iskelet kası Yapışkan 

Chromaffin hücresi (PC12) Sıçan adrenal feokromasitoma Süspansiyon 

Plazma hücresi (Sf9) Fare myeloma Süspansiyon 



18  

Hücre kültüründe kullanılan hücre hatlarının morfolojisini ışık mikroskopu 

altında incelediğimizde: 

 Fibroblastik (fibroblast benzeri) hücreler; bipolar ya da multipolar olarak 

uzamış şekillerde görünürler. 

 Epitel benzeri hücreler; çokgen şekilli (poligonaldır) kümeler halinde çoğalan 

yapıdadırlar. 

 Lenfoblast benzeri hücreler; küresel şekillidirler (Tufan, 2011). 

 

1.3.2. Hücre Kültürü Laboratuvar Ekipmanları 

Hücre kültürü çalışmalarında çevre şartlarından etkilenmeyi ve kontaminasyonunu 

önlemek için özel giriş çıkışın, hava akımının kontrol altında tutulabildiği odalar 

kullanılmalıdır. 

 
1.3.3. İn Vitro Yara İyileşmesi Modellemeleri 

 
Yara oluşum ve iyileşme süreci, yara iyileşmesinde kullanılan ilaçlar, ilaçların 

toksisitesi gibi olgular geçmişten bu yana merak edilen, araştırılan ve modellenen bir 

olgudur. Yara dokusunun hızlı iyileşmesi, restorasyonu ve doku defektlerinin 

önlenmesi canlı için ciddi öneme sahiptir. Yara iyileştirme çalışmaları için ve 

iyileşme sürecini düzenleyen mekanizmaları anlamak için birçok in vivo modelleme 

yapılmıştır. İnsanda gelişen yara iyileşme mekanizması deney hayvanlarında olandan 

farklı olduğundan deney hayvanlarında iyileşmenin kontraksiyonla olmasından 

dolayı bazı çalışmaları aydınlatsada tam anlamıyla insan fizyolojisine uygun değildir 

(Wilhelm ve ark., 2017). 

İn vitro yara modellemeleri: 

 
1.3.4. Çizik Yara Modeli 

 

Basit ve çok sık kullanılan bir yöntemdir. Petri kabının tabanını kaplayan birleşik 

hücre tabakasının bir bölgesine sivri uçlu bir materyalle çizik atılır, yani bölgedeki 

hücreler kazınır (Liang ve ark., 2007;Jonkman ve ark., 2014) ve bu hatta olan hücre 

göçü incelenir. Kolay tekrarlanabildiğinden ve uygulandığından iki boyutlu (2B) 

hücre kültürlerinde en çok tercih edilen çalışmalardır. İlaç toksikasyonu ve hücre 

aktivasyonlarını incelemek için kullanılır ( Liu ve ark., 2014;Yue ve ark., 2010). Bu 

testin dezavantajı çizikler oluşturulurken düz bir hat oluşmaması ve hücre kültürü 
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kabı üzerindeki hücre dışı matris oluşumlarının tahribatı ve kazınan hücrelerin çizik 

hattı kenarlarında birikmesidir. Bu sonuçlar deneysel çalışmanın doğruluğunu 

etkileyebilir (Ashby ve Zijlstra, 2012;Goetsch ve Niesler, 2011) 

 

1.3.5. Damgalama Yara Modeli 
 

Polimerden yapılmış damga görünümlü materyalin hücrelerle kaplanmış petri 

tabanına uygulanarak etki ettiği bölgedeki hücrelerin alınmasına dayalı bir testtir. 

Genellikle düzlemsel materyaller kullanılır, fakat el manipülasyonunun olmaması 

uygulanan ve kuvvetin az gelmesi gibi durumlarda istenen sonuç elde edilemeyebilir. 

Damgalama işlemi mekanik bir yara oluşturur. Temeli hücre göçünün olmasına 

dayanır (Lan ve ark., 2010). 

 

1.3.6. Termal Yara Modeli 
 

Damgalama işleminde ya da çizik yara modelinde kullanılan materyallerin belirli bir 

ısıya maruz kaldıktan sonra hücrelere uygulanmasıyla oluşturulur. Böylelikle termal 

yaralanmalarda hücrelerin tepkileri görülmüş olur. Bu modelin dezavantajı ise ne 

kadar dikkat edilirse edilsin çevredeki hücrelerinde bu ısı değişiminden 

etkilenmesidir (Hettler ve ark., 2013). 

 

1.3.7. Elektriksel Yara Modeli 
 

Hücreler elektrot yardımıyla akıma maruz bırakılır. Akım hücre kültür kabının 

altından uygulanır. Akıma maruz kalan bölgedeki hücrelerde gelişen elektroporasyon 

ve hücre ölümüne hücrelerin verdiği yanıt incelenebilir (Giaever ve Keese, 1991). 

Kullanılan akıma hücre zarının uyguladığı direnç (empedans) incelenebilmektedir. 

Uygulanan elektrot üzerinde ilk hücre üremesi, hücre tabakasının yaralanması ve 

bunun sonucu bölgedeki hücre tabakasının incelenmesine izin verdiğinden, 

kullanılan mekanizmanın insan gücüne ve etkisine gerek duymamasından dolayı 

diğer çalışmalara göre daha doğru sonuçlar vermektedir. Uygulanan akım güçlü bağ 

oluşturmuş hücrelerin ayrılmasına yetmeyebilir bu da çalışma sonuçlarını olumsuz 

etkilemektedir. Hücre tabakasında oluşan yoğunluğun fazla olması ependans 

ölçümünü olumsuz yönde etkileyebilir. Elektrot çevresinde oluşan ısıdan kaynaklı 

istenmeyen hücre ölümleri ya da hücre form bozuklukları gelişebilir. Tüm bunların 

yanı sıra insan etkisinin olmaması nedeniyle diğer modellemelere göre daha nicel 

sonuçlar verir (Keese ve ark., 2004;Szulcek ve ark., 2014). 



20  

1.3.8. Optik Yara Modeli 
 

Daha önceden tanımlanmış olan lazer ışınlarının hücre tabakasına uygulanarak belirli 

alandaki hücrelerin yok edilmesine dayanır. Bu çalışma için özel bir cihaz kullanılır 

(LEAP). Bu cihaz hem çalışmanın tekrarlanabilirliğinin hem de analizinin aynı 

zaman diliminde olmasını sağlar böylelikle sonuçlar daha niceldir (Zordan ve ark., 

2011). 

 
1.4.2B ve 3B HÜCRE KÜLTÜRÜ 

 
Bilimsel araştırmalardan endüstriye kadar birçok alanda başvurulan hücre 

kültürlerinde değerlendirmeler genellikle görüntüleme, veri toplama ve analiz 

yöntemleri ile değerlendirilmektedir (Duval ve ark., 2017). Hücre kültürünün ilk 

keşfinden beri tek tabakalı (2B) hücre kültürleri, biyofiziksel ve biyokimyasal 

ipuçlarından gelen uyarımlar hücresel tepkileri incelemek için in vitro modeller 

olarak kullanılmıştır. Teknolojideki gelişmelere paralel olarak 2B olan hücre 

kültürleri, üç boyutlu (3B) forma çevrilerek dokuya daha yakın ve benzer özellikler 

kazandırılmaya başlanmıştır (Ravi ve ark., 2015;Duval ve ark., 2017). Üç boyutlu 

hücre kültürleri belirli bir organa yönelik fonksiyonları temsil ettiğinden, organoid 

olarak ta anılır. 

 

1.4.1.2 B Hücre Kültürü 
 

2B hücre kültürleri, hücrelere mekanik desteği kültür kabı yüzeyleri sağlamaktadır, 

hücreler cam veya polistiren kültür kabı yüzeyine tek tabakalı olarak yapışarak 

ürerler (Freshney, 2005). İki boyutlu hücre kültürlerinde hücre üremesi homojendir, 

ortamdaki besiyeri ve kültür kabı yüzeyi ile doğru orantılıdır (Edmondson ve ark., 

2014). 2B hücre kültürleri düşük maliyetli olması ve kolay tekrarlanabilir olması 

bakımından günümüze kadar birçok çalışma için tercih edilir hal almış olsalarda 

hücrelerin in vivo ortamda gerçekleşen hücresel olayları tam anlamıyla gösteremez. 

Hücrelerde polarizasyon kaybı ve ekstraselüler matriks salgısının sınırlı olduğu 

görülmektedir (Duval ve ark., 2017). Hücre içi ve hücre dışı etkileşimleri yeterince 

olmaz, bu hücre proliferasyonu, canlılık, gen ve proteinlerin ekspresyonu, uyaranlara 

yanıt verme gibi olguların canlı organizmadakinden farklı gelişmesine neden olur. 

Bir başka dezavantajı da hücrelerin tek tabakalı çoğalmasından kaynaklanan; oksijen, 

besin maddeleri, metabolitler ve sinyal molekülleri gibi ortamın bileşenlerine sınırsız 
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erişime sahip olmasıdır (Choi ve ark., 2010;Duval ve ark., 2017). 2B hücre kültürü 

modelleri çalışmalarda kritik öneme sahip gerçek dokudaki hücrelerin davranışını 

temsil etmesi konusunda yaşanan aksaklıklar, hücre görüntüleme, analitik sistem 

teknolojileri ve yeni iskeleler/matrislerin uygulamalarındaki ilerlemeler, üç boyutlu 

(3B) hücre kültürlerinin geliştirilmesine yol açmıştır (Koçancı ve Aslım, 2018). 

 

1.4.2.3B Hücre Kültürü 
 

3B hücre kültürü, hücre kümelerinin doku sferoidleri veya gömülü hücreler olarak 

canlı dokularında bulunan yapısal proteinlerin ve diğer biyolojik moleküllerin 

ekstraselüler matriksi taklit ettiği bir doku iskelesinde veya sıvı tabanlı iskelede 

oluşmasını sağlayan hücre kültürü modelleridir. 3B hücre kültürü modellemeleri, in 

vivo’dakine benzer polarizasyon gösterirler, morfolojileri de in vivo modellemelere 

yaklaşık özellik gösterir (Vinci ve ark., 2012) . 

Hücre dışı bir matriks içine hücrelerin yerleştirilmesi ile apikal-bazal polarizasyon, 

lümen oluşumu, proliferasyon değişimleri, RNA ve protein ekspresyonları gibi 

fizyolojik davranışlarla ilişkili durumlar 3 boyutlu hücre kültürleri ile kolay 

izlenebilir hal almıştır. Hücre biyolojisi ile mikro mühendisliğin kombinasyonuyla 

organ işlevselliğini daha ileri bir seviyeye taşıyan üç boyutlu hücre kültürü modelleri 

ve daha gelişmiş mikro-çip cihazlardan, mikro akışkan hücre kültürü sistemlerine 

kadar gelişen modellemeler hastalık teşhisi, ilaç toksisitesi, gen ekspresyonu, kök 

hücre üretimi, kanser modellemeleri, yara modellemeleri gibi bir çok alanda 

yararlanılmaktadır (Li ve ark., 2012;King ve ark., 2007;Tourouskaia ve ark., 2005) . 

İlaç sanayinde ilaç geliştirme sürecini hızlandırmak düşük maliyetle güvenli ve etkili 

ilaçlar geliştirmek için (Swinney ve Anthony, 2011), klinikte uygulanacak ilaçların 

dokularda etkisine bakılması için model geliştirilmesinde (Haycock, 2011) 3B hücre 

kültürü modellemelerine başvurulmaktadır. İn vivo hayvan modellemelerinin etik ve 

bilimsel olarak baskı altında olması, maliyetli olması, insanlardaki etkisinin tam 

olarak modellenememesi, istenmeyen ölümler ve reaksiyonlar gelişmesi gibi olgular 

hayvan deneylerinden 3D hücre kültürü modellemelerine olan yönelimi artırmıştır 

(Swinney ve Anthony, 2011). 

2B hücre kültürlerinde olduğu gibi 3B hücre kültürlerinde de farklı yöntemler vardır 

ve yapılacak olan çalışmaya göre seçim yapılmalıdır (Knight ve ark., 2015): 
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Sferoidler; hücrelerin kendi hücre dışı matriks bileşenlerini oluşturduğu, çok hücreli 

kümelerden (agregatlardan) oluşur (Lin ve Chang, 2008) ve herhangi bir kültür 

substratına yapışmayan toplanmış hücreleri belirtir (Fennema ve ark., 2013). 

Hücreler arasındaki reaksiyonlar ve hücreler ile matriks arasındaki reaksiyonları 

gösteren bir tür üç boyutlu hücre modellemesidir (Fennema ve ark., 2013). 

Sferoid yapıları farklı yollarla üretilebilir: 

 

 Asılı damla yöntemi 

 Statik sıvı kaplama tekniği 

 Mikrowell dizileri tekniği 

 Mikroakışkan kanallar yöntemi 

 
Uygulanabilirliği kolay ve ekonomik olan asılı damla yöntemi yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Hücreler, bir petri kabının kapağı üzerinde asılı bırakılmış damla 

şeklinde kültüre edilir ve hücrelerin damlacıkların petriye bakan bölümlerinde 

sferoid oluşturması beklenir (Harrison ve ark., 1907;Duinen ve ark., 2015). Besiyeri 

değişimine imkan veren bir yöntemdir. Başka bir teknik, askıya alınmış hücrelerin 

yapışkan olmayan bir alt tabaka üzerinde kültürlendiği statik sıvı kaplama tekniğidir 

(liquid overlay technique, LOT). Bu teknik hücrelerin bir yüzeye yapışmak yerine 

kümelenmeleriyle oluşur (Yuhas ve ark., 1977). Bir başka yöntem ise mikrowell 

dizileri tekniğidir. Yöntem, yapışmaz 96 kuyucuklu kültür kaplarında yuvarlak dipli 

topakların oluşturulmasına dayanır (Napolitano ve ark., 2007). Mikroakışkan 

kanallar yöntemi, sürekli kontrol edilen agregatların üretimi için olanak sağlayan 

tekniktir. Bu yöntem için biraz daha teknolojik bir alt yapıya ihtiyaç vardır (Torisawa 

ve ark., 2007). 

3B katı iskeleler (matriksler), hücreleri desteklemek için 3 boyutlu bir alan sağlar ve 

bunların doğal 3B doku benzeri yapılar oluşturmasına izin verir. Skafold (katı iskele) 

bir dizi doğal ve sentetik malzemeden üretilebilir. Doğal biyomateryaller genellikle 

kollojen, fibrin ve hyaluronik asit gibi hücre dışı matriksin (ECM) çeşitli 

bileşenlerine dayanır, ancak doğal olarak diğerlerini (ipek, jelatin, kitosan, ve aljinat 

dahil olmak üzere türetilmiş materyaller) de içerebilir. Biyolojik olarak uyumludur 

ve hücre yapışma bölgeleri içerir (Moroni ve ark., 2008). Sentetik materyallerden 

imal edilen iskeleler, hücre farklılaşmasını ve hücre yapışmasını etkilediği belirlenen 

belirli bir kimyasal bileşim ve ayarlanabilir mekanik özellikler gibi avantajlara 
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sahiptir. Sentetik polimerler (plastikler, kauçuklar, fiberler vb.) kullanılarak üretilir. 

Sentetik bir iskele tekrarlanabilirliği sağlar. Sentetik ürünler gözeneklilik, liflilik, 

geçirgenlik ve mekanik stabilite ile doğal ekstraselüler matriksi taklit eder 

(Chaicharoenaudomrung ve ark., 2019). Bu materyallerin seçimi tamamen 

araştırmacıya ve yapılacak olan çalışmaya göre değişmektedir. 

Hidrojeller, yüksek su içeriğine sahip agaroz, fibrin, kollojen veya hiyaluronik asit  

gibi çapraz bağlı doğal bir malzemenin gevşek bir iskele sisteminde hücrelerin 

kümeleşmesine olanak sağlayan materyallerdir. Doku benzeri su içeriği ve kolay 

ayarlanabilen biyokimyasal ve mekanik özellik sağlarlar. Matriks üretimini ve diğer 

hücre biyoaktivitelerini sağlamak için yavaş çözünen ve iç alan üreten bileşenlere 

sahiptir (Ruedinger ve ark., 2015). 

Sıvı tabanlı yöntemler, mikroakışkanlar, mikro-taşıyıcı sistemler, mikroakışkan 

çipler gibi birçok farklı sistemden oluşurlar (Whitesides, 2006). Mikroakışkan 

teknikler, 3 boyutlu kültür modellerinin fizyolojik uygunluğunu arttırabilmek için 

oluşturulan mikrometre boyutundaki kanallardaki akışkanlar üzerinde uzamsal 

kontrole izin veren sistemlerdir. Mikroakışkan cihazlar; kanserlerin tespiti, 

embriyonik gelişim mekanizmalarının anlaşılması ayrıca gelişmekte olan ülkelerde 

bir teşhis aracı olarak ve daha birçok uygulama için kullanılmaktadır (Gogoi ve ark., 

2016). 

3B biyobaskı tekniği (3D bioprinting); genel olarak, malzemelerin basıldığı, 

katılaştırıldığı ve birbirine bağlandığı hesaplama kontrolü altında özelleştirilmiş 3B 

yapıların inşası olarak adlandırılan, son zamanlarda geliştirilen bir teknolojidir 

(Andersen ve ark., 2015). Hücrelerden ve biyomateryallerden oluşan biyolojik 

yapıların, birkaç milimetreden santimetreye kadar değişen küçük bir boyutta 

basıldığı 3B doku baskısıdır. Bu teknik, biyouyumlu malzemeler, hücreler ve 

destekleyici bileşenlerin 3B formatlarını oluşturmak için kullanılır. Hücre fonksiyonu 

ve canlılığı basılı yapılar içinde sürdürülebilir olduğundan damar benzeri tüpler, 

böbrek, kıkırdak, suni deri ve doku yapıları gibi kök hücreler üretilebilir (Murphy ve 

Atala, 2014;Tasoglu ve Demirci, 2013). 3B bioprinting tekniği, canlı hücreler içeren 

geometrik yapılar üretme kabiliyetinin yanı sıra, hassas tekrarlanabilirlik ile yüksek 

verim uygulamalarını da kolaylaştırmaktadır (Knowlton ve ark., 2015). 
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Yara ve yara modellemesi canlı hayat olduğu sürece önemini yitirmeyecek ve hep 

güncel kalacak konulardandır. Bu çalışmada; yara ve yara iyileşmesi için yapılan in 

vivo modellemelerin yerini alabilecek veya yerine tercih edilebilecek, hayvan 

modellemelerinde oluşan yara iyileşmesi sürecinde farklılık gösteren fizyolojinin 

yerine araştırılmak istenen canlının hücreleri kullanılarak direk canlıda oluşan hücre 

hücre ya da hücre ECM etkileşimlerini daha iyi anlayabileceğimiz bir 3D kültür 

ortamı oluşturmak amaçlanmıştır. Ayrıca bu oluşturulan kültür modellemesinde 

klinik olarak kullanılan, yara iyileşmesini aktive inhibe eden maddeler kullanılarak 

yapılan kültürün işlevselliği kontrol edilmek istenmiştir. 

Çizelge 1.4. Hayvan modellemesi 2B hücre kültürü ve 3B hücre kültürü karşılaştırması 

 
İn Vivo modelleme 2D hücre kültürü 3D hücre kültürü 

İnsan ve hayvan yara iyileşme 

biyolojisi farklıdır 

Yara hattında olan hücre hücre ve 

hücre ECM etkileşimlerini 

göstermezler 

Tek tip hücre ile çalışılır 

İn vivo hücre hücre ve hücre ECM 

etkileşimini taklit edebilirler, farklı 

hücrelerkullanılarak modelleme 

yapılabilmektedir 

Yara iyileşme sürecinin 

görüntülenmesinde sınırlamalar 

vardır 

İn vivo koşullarda olan sinyal 

yolaklarını ve hücresel iletimi 

taklit edemezler 

İn vivo koşullardaki sinyal 

yolaklarını taklit edebilirler. 

Hayvan bakım besleme maliyeti 

yüksektir 

Çoğalmaları ekilen alan yüzeyiyle 

sınırlıdır sürekli yenilenmesi 

gerekir 

Primer hücre hatları kullanılarak 

organoid kültürler elde edilebilir ve 

bu da kişiye özel tedavileri mümkün 

kılar 

Etik sorunları beraberinde getirir Hücreler zamanla fenotiplerini 

kaybeder 

Yaşam süreleri 2D hücre 

kültüründekilerine göre çok daha 

uzundur 

Müdahaleler sırasında istenmeyen 

durumlar gelişebilir(ölüm, sepsis 

vb.) 

Genellikle toksikasyon 

çalışmalarında kullanılırlar 

Hem hastalık modellemelerini hem 

toksikasyon modellemelerini 

mümkün kılar ve in vivo 

modellemelere yakın sonuç verir 

Çalışma süresi uzundur sonuç 

almak için uzun zaman gerekir. 

Çalışma süresi kısadır tek seferde 

birden çok hücre hattıyla 

çalışılabilir 

Zaman açısından tek seferde birden 

çok çalılmaya olanak sağladığından 

avantaj sağlar 

Tekrarlanması zor ve ekstra 

maliyet gerektirir 

Tekrarlanması hayvan 

modellemelerine göre kolaydır ve 

Hayvan modellemelerine göre 

daha ekonomiktir 

Tekrarlanması hayvan 

modellemelerine göre kolaydır ve 

Hayvan modellemelerine göre 

ekonomiktir 

Çevre şartları kontrol altında 

tutulamaz 

Çevre şartları tamamen 

çalışmacıya bağlıdır ve kontrol 

altındadır 

Çevre şartları tamamen çalışmacıya 

bağlıdır ve kontrol altındadır 
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2. MATERYAL VE METOT 

 
2.1. L929 FARE FİBROBLAST HÜCRE HATTI ve 

HACAT KERATİNOSİT HÜCRE HATTI ÜRETİMİ 

Kırıkkale Üniversitesi Bilimsel ve Teknolojik Araştırmalar Uygulama ve Araştırma 

Merkezi (KÜBTUAM) arşivinde bulunan hücre hatları L929 (cat no: NCTC klonu 

929) ve Hacat (cat no: CLS; 300493) kullanılarak çalışmaya başlanıldı. Tüm çalışma, 

çevresel faktörlerden etkilenilmemesi ve kontaminasyonun gerçekleşmemesi adına 

biyogüvenlik şartlarına uyularak biyogüvenlik kabininde yapıldı. Hücrelerin 

ekiminde kullanılacak olan kültür vasatı; DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium, 4.5 g/L Glucose, w/ Sodium Pyruvate, w/out L- Glutamine), %10 fötal 

buzağı serumu , %1 penisilin-streptomisin ve , %1 L –Glutamine ve 

dondurulmasında kullanılacak olan dondurma vasatı (9 ml FBS ve 1ml DMSO) 

kullanılarak hazırlandı. Sıvı azot tankında bulunan dondurulmuş stok hücreler 37 oC 

su banyosunda çözdürüldü ve hazırlanan kültür vasatından 2ml eklenmiş 10ml’ lik 

falkonun içine alındı. 200 x g de 8 dakika santrifüj edildi. Santrifüjleme işlemi 

sonrası hücre peleti dibe çökmüş olan fakon biyogüvenlik kabinine alındı ve 

işlemlere burada devam edildi. Falkonun üzerinde kalan süpernatant döküldü ve 

üzerine 1 ml kültür vasatı eklenerek pipetaj yapıldı. T -75 hücre kültür flasklarına 

5ml kültür vasatı eklendi bir süre 37°C de bekletildi. Gerekli ısınma gerçekleştikten 

sonra bu hücre kültür vasatı süspansiyonundan 500’ er µL bu flasklara ekim yapıldı. 

Ekim yapılan hücre flaskları 37 °C’ de %4 CO2’li etüvde kültüre edildi. Hücreler 

flask hacminin %80’lik bölümünü kapsayacak kadarlık hacme sahip olana kadar besi 

yeri değiştirilip kontrol edildi. Hücre çoğalması %80lik birleşmeye ulaştığında 

hücreler flask başına 3’er ml olacak şekilde tripsin EDTA eklenilerek tripsinize 

edildi. Tripsinizasyon işlemi sonrası flask yüzeyinden ayrılan hücreler 3’er ml kültür 

vasatı eklenmiş falkonlara alınarak santrifüj edildi. Santrifüjleme sonrası dibe çöken 

hücrelerin üzerindeki marazi maddeler döküldü ve 3.16 ml dondurma vasatı eklenilip 

pipetaj yapıldı ve dondurma tüplerine 1.8ml eklenilerek dondurulup çalışma 

başladığında kullanılmak üzere -80°C’ ye kaldırıldı. Bu işlem her iki hücre hattından 

da 8’er adet dondurulana kadar devem edildi. 
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Hücre iskeleti oluşturmak, hücre hücre etkileşimlerini sağlamak ve matriksi taklit  

etmesi için matrigel ve PRP (platelet rich plasma) kullanıldı. Kullanılacak olan 

matrigel ve PRP(platelet rich plasma)’in hazırlanması ve kullanımı çalışma planı 

gruplandırmalarının altında ayrıntılı olarak anlatıldı. 

 
2.2. ÇALIŞMA PLANI 

 
Çalışma üç farklı grupta yapıldı: 

 
I. PRP – Fibroblast 

 
II. Matrigel – Fibroblast 

 
III. PRP – Fibroblast – HaCaT 

 
2.2.1. PRP – Fibroblast Grubu 

 

Daha önceden pasajlaması yapılan L929 fibroblast hücrelerini çözdürüp ekim 

yapılarak işleme başlandı. Daha önce izlenilen hücre ekim prosedürü izlenerek 

hücreler çoğaltıldı. %80’lik üremeye ulaştıktan sonra hücreler süspanse hale getirildi 

ve hücre sayımı ve canlılığı ölçüldü. Canlılık ölçümü ve hücre sayımı için tripan blue 

kullanıldı. Hücre süspansiyonundan 10µl ve tripan blue boyasından 10µl bir 

ependorf tüpüne alındı ve pipetaj yapıldı, oluşan yeni süspansiyondan 10µl alınarak 

hücre sayım slaydının ‘A’ bölmesine eklendi ve hemositometre ile sayım yapıldı. 

Sonuç 4.5x106 olarak saptandı. 24’lük plate için kuyucuk başına 40.000 hücre/ml 

düşecek şekilde kültür vasatı ile sulandırıldı. 24 kuyucuklu plate’ in ilk 6 

kuyucuğunun tabanına 100µL hücre süspansiyonundan ekim yapıldı ve hücrelerin 

tutunması için 37 °C’ de %4 CO2’li etüve kaldırılarak 2 saat beklendi. 

Beklenen süreçte PRP kiti ile alınan kan 570 x g de7dk santrifüj edildi. Üstte kalan 

plateletten zengin plazma bir enjektör yardımı ile ayrı bir falkona alındı. 21 G ‘lik 

iğne ucundan geçirildi. Üzerine 2ml 0.06 Mm CaCl2.2H2O çözeltisi ve %2 oranında 

penisilin x streptomisin kombinasyonu eklendi. Oda ısısında 2 saat bekletildi. Oluşan 

jel DMEM ile sulandırılarak 3 falkona bölündü. Kontrol grubu – İnhibitör (%6’lık 

H2O2) grubu – Aktivatör (Trentilin Ampul ’etken madde: Pentoksifilin 100mg/5ml) 

grubu olmak üzere gruplandı. İnhibitör grubuna %6’lık H2O2 den 0,4µM/L oranında 

süspanse edilerek eklendi böylelikle hidrojen peroksitin oksitleyici özelliği 

kullanılarak hücrelerin migrasyon yeteneğinin nasıl etkilendiğine bakıldı. Aktivatör 
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grubuna ise Trentilin Ampul’ den 10µg/ml oranında süspanse edilerek eklendi. 

Hazırlanan bu solüsyonlar etüvden çıkarılan plate üzerinde gruplama yapılarak 

100’er µL eklendi. Üzerine hazırladığımız fibroblast hücre süspansiyonundan 100µL 

daha eklendi. İşlem sonrası fibroblastların 0.saat, 24. saat, 48.saat ve 72.saat olmak 

üzere mikroskop altında incelemesi yapılarak fotoğrafları çekildi ve kayıt altına 

alındı. Oluşan sferoid çapları ‘Image J’ programı ile ölçülerek Microsoft Excelde 

kayıt altına alındı ve grafikleştirildi. 

 

 
Şekil 2.1. Laboratuvar çalışması görselleri 

 
2.2.2. Matrigel - Fibroblast Grubu 

 

Tüm çalışma çevre kontaminasyonu ve biyo güvenlik açısından biyo güvenlik 

kabininde yapıldı. Daha önceden pasajlaması yapılan ve -80 oC’de bulunan stok 

L929 fibroblast hücrelerini çözdürüp ekim yapılarak işleme başlandı. Bu işlemem 

daha önce anlatılan prosedürle yapıldı. Ekim yapılan hücreler %80’lik kültür kabı 

alanını kaplayana kadar gün aşırı kontrolleri yapılıp besi yeri değiştirildi. İstenilen 

çoğalmaya gelen hücreler tripsinize edilerek süspanse kültür vasatı ile süspanse hale 

getirildi ve süspansiyondan 10µl ve tripan blue boyasından 10 µl bir ependorf tüpüne 

alınıp karıştırıldıktan sonra 10µlsi bir hücre sayım slaydının B bölmesine alınarak 

hemositometreyle hücre sayımı yapıldı; 3.9 x 106 oranında sonuca ulaşıldı. Çıkan 

oran sonrası bu hücre süspansiyonu 1.25 x 105 oranında olacak şekilde kültür vasatı 

eklenerek yenide süspanse edildi. Oluşan hücre süspansiyonu kullanılarak asılı 

damlacık yöntemi ile sferoid oluşturmak için 10 cm çapındaki steril petrinin kapak 
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kısmına 20’ şer µL damlacıklar eklendi. Sferoid oluşması sırasında ortamdaki nemi 

korumak için petrinin alt tabanına 5ml PBS konuldu. Kapak damla yapısı 

bozulmadan hızlı bir şekilde ters çevrilerek kapatıldı ve 37 °C’ de %4 CO2’li etüvde 

72 saat boyunca üremeye bırakıldı. 

 

 

 

 
Şekil 2.2. Asılı damla yöntemiyle gömülecek olan sferoidlerin oluşturulması 

 
72 saat sonunda oluşan bu sferoidler matrigel matrix’e ( Corning® Matrigel® Matrix 

REF:356234, 5ml) gömüldü. Bu işlem için -20 oC’de bulunan matrigel matrix bir 

gece önceden +4 oC’ ye çıkartıldı. İşlem öncesi kullanılacak olan pipet uçları streril 

bir şekilde -20 oC’de 10 dakika soğutuldu ve matrigel matrix ile yapılan tüm işlemler 

buz aküsü üzerinde sürdürüldü. 24 kuyucuklu plate’in üzerinde kullanılacak olan 

kuyucuklar işaretlenerek tabanına 100 µL matriks pipet ile konuldu ve plate 37 oC’ 

lik etüve kaldırılarak 30dk beklenildi. Böylelikle soğuk ortamda sıvı halde bulunan 

matrixin jelleşmesi sağlandı. 30dk’nın sonunda daha önceden hazırladığımız petride 

bulunan sferoidler 21G iğne ucu ile alınarak jelleşen matrigellerin tam ortasına 

kabarcık oluşturulmadan bırakıldı üzerine 100 µL matrigel eklenip önceki sferoidin 

tam üzerine gelecek şekilde ikinci sferoid bir önceki aşamaların aynısı uygulanarak 

eklendi. Kontrol kuyucuklarına 500µL standart kültür vasatı; migrasyon aktivasyon 

grubuna Trentilin Ampul (Trentilin Ampul ’etken madde: Pentoksifilin 100mg/5ml) 

den 10µg/ml olacak şekilde standart kültür vasatı ile süspanse edilerek 500µL ve 
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migrasyon inhibisyon grubuna ise %6’lık H2O2 den 0,4µM/L oranında süspanse 

edilerek eklendi. Oluşan sferoid yapıların alanları 0, 24, 48 ve 72 nci saatlerde konrol 

edilerek fotoğraflandı. Çekilen fotoğraflar ‘Image J’ programı ile ölçülerek 

değerlendirilip grafiklendirildi. 

 

2.2.3. PRP – Fibroblast – HaCaT Grubu 
 

Daha önceden pasajlaması yapılan L929 fibroblast hücreleri ve HaCaT hücrelerini 

çözdürüp ekim yapılarak işleme başlandı. -80 oC’de bulunan stok hücreler 

çıkartılarak 37 oC su banyosunda çözdürüldü. Daha önce yapılan hücre ekim 

prosedürü izlenerek ekim yapıldı ve %80’lik çoğalmaya ulaştığında süspanse hale 

getirilip; hücrelerin canlılık oranları ölçüldü. Canlılık ölçümü ve hücre sayımı için 

tripan blue kullanıldı. HaCaT hücre süspansiyonundan 10µl ve tripan blue 

boyasından 10µl bir ependorf tüpüne alındı ve pipetaj yapıldı. Oluşan yeni 

süspansiyondan 10µl alınarak hücre sayım slaydının ‘A’ bölmesine eklendi ve 

hemositometre ile sayım yapıldı (3.6 x 106). Aynı işlem L929 fibroblast hücre hattı 

içinde yapıldı (4.9 x 106). 24 kuyucuklu plate için kuyucuk başına 40.000 hücre/ml 

olacak şekilde kültür vasatı ile yeni hücre süspansiyonları hazırlandı ve plate 

üzerinde istenilen kuyucuklara fibroblast süspansiyonundan 100µL ekim yapıldı 2 

saat 37 oC’de etüve kaldırıldı. Daha önce kullandığımız PRP’ den oluşturduğumuz 

PRP Aktivatör – inhibitör ve kontrol grubundan 100’er µL eklenerek hücre yüzeyleri 

kapatıldı. Üzerine HaCaT hücre süspansiyonundan 100µL eklendi. 0, 24, 48 ve 72 

saatleri fotoğraflanarak sferoidlerin çapları değerlendirildi. ‘Image J’ programı ile 

ölçümleri yapıldı ve sonuçlar grafikleştirildi. 
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3. BULGULAR 

 
Yapılan mikroskobik incelemede üç yöntemde de hücre hücre kompleks yapıların 

sferoid oluşturduğu görülmüştür. Oluşan sferoid yapıların aktivatör ve inhibitörler 

kullanılarak artıp artmadığı da ortaya konmuştur. Aktivatör ve inhibitör maddeleri 

yara iyileşme sürecinde iyileşmeyi destekleyen ve inhibe eden maddelerden 

seçilmiştir. Hücrelerin çoğalıp birbirleriyle etkileşimi şeklinde oluşan sferoid 

yapılar(kürecikler) klinik olarak yara iyileşmesini aktive eden preparatın kullanıldığı 

aktivatör gruplarında belirgin bir şekilde çoğalmış ve büyümüştür (Şekil 6.1,6.4,6.7). 

İnhibitör gruplarında ise bazı gruplarda sferoid oluşumu görülmüş fakat az sayıda ve 

küçük şekillerde belirlenmiştir (Şekil 6.2, 6.8), bazı gruplarda ise kullanılan 

hücrelere iskelet oluşturacak yapıyı bozduğu ve hücrelerde ölüme neden olduğu için 

çok küçük yapılarda görülmüş ya da görülmemiştir ( Şekil 6.5). Amacımız ilaç 

etkisini ölçmek olmadığından bu konuya yönelik başka bir değerlendirme 

yapılmamıştır. 

Mikroskobik incelemede de görüldüğü gibi yara iyileşmesini destekleyen aktivatör 

ve inhibitör maddelerin 3B hücre kültüründe hücre hücre kompleks yapıların 

oluşmasını artırıp azaltarak yara bölgesine migrasyonun artıp azaldığının ortaya 

konulabileceği görülmüştür. Çalışmamızda oluşan sferoid yapıların ‘İmage J’ ile alan 

ve çevre ölçümleri yapılmıştır. Sonuçlar grafikleştirilerek karşılaştırılmıştır. Bu 

karşılaştırmada ise sonuçlar PRP’ nin jel formunun hücre destek ağı olarak 

kullanıldığı gruplarda, sferoid oluşumunun olduğu fakat matrigelin hücre destek ağı 

olarak kullanıldığı gruplardaki kadar büyük sferoid yapıların oluşmadığını ortaya 

koymuştur. PRP kullanılan gruplarda matrigel kullanılan gruplara göre daha küçük 

sferoidler oluşsa da matrigele göre bir avantajı vardır bu da PRP kullanılan gruplarda 

inhibitör gruplarında da azda olsa sferoid yapıların oluştuğu ve belirgin olmasıdır. 

Çalışmamızda yara iyileşmesinde en çok etkili olan fibroblast ve keratinosit hücreleri 

kullanılmış ve bunların birbiriyle oluşturduğu sferoid yapılar incelenmiştir. Oluşan 

sferoid yapıların büyüklüğü ve çokluğu bize migrasyon olgusunun hızı ve oluşumu 

konusunda bilgi verici olmaktadır. Çalışmada kullanılan PRP ve Matrigel ise 

hücrelerin kompleks yapı oluşturmasına iskelet oluşturmaktadır. Matrigel kolloajenin 

boşluğunu doldurmakta PRP ise yara bölgesine hücre migrasyonunu hızlandıran 
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plateletleri ihtiva etmektedir. Kullanılan aktivatör ve inhibitör maddeler ise klinik 

olarak kullanılan materyallerdir. 

Çalışma grupları incelendiğinde: 

 
Kontrol grupları incelendiğinde sferoid oluşumlarının olduğu fakat matrigel kontrol 

grubundaki kadar büyük ve belirgin olmadığı görülmüştür. Kontrol grupları arasında 

diğer bir farkta HaCat ile yapılan çalışmada oluşan sferoid yapıların sadece fibroblast 

ile yapılan çalışmadaki fibroblastlara göre daha belirgin ve büyük olmasıdır. 

Aktivatör gruplarında oluşan sferoidlerin 72.saatte küçük ama çok sayıda olduğu 24. 

ve 48. saatlerde ise oluşumların yeni başladığı ve daha büyük yapıların da olduğu 

görülmüştür. İnhibitör grubu çalışmalarında matrigel grubunda kullandığımız 

inhibitörün matrigel formunu bozmasından dolayı bir sonuca ulaşılamamıştır fakat 

fibroblast ve keratinosit hücreleri ile yapılan çalışmalarda 24. ve 48. saattlerde 

sferoid oluşumları görülmüş fakat oluşan sferoid yapıların küçük yapılar olduğu 

görülmüştür. 72.saatlerde ise sferoid yapılara rastlanmamış oluşan yapılarında 

bozulduğu görülmüştür. 
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3.1. MİKROSKOP GÖRÜNTÜLERİ 
 

I. PRP ve Fibroblast Grubu 

 

 

Şekil 3.1. PRP – Fibroblast (L929) kontrol grubu sferoid oluşumu inverted mikroskop 

görüntüsü 

 

(A) Kontrol grubunun 0. Saat görüntüsü = 100 µm (B)Kontrol grubunun 24. Saat görüntüsü = 100 

µm (C)Kontrol grubunun 48. Saat görüntüsü = 100 µm (D)Kontrol grubunun 72. Saat 

görüntüsü = 100 µm ( Fibroblast hücreleri beyaz oklarla gösterilmiştir - Sferoid yapıları siyah 

oklarla gösterilmiştir) 

A B 

C D 
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Şekil 3.2. PRP – Fibroblast (L929) aktivatör grubu sferoid oluşumu inverted mikroskop 

görüntüsü 

 

(A) Aktivatör grubunun 0. Saat görüntüsü = 100 µm (B) Aktivatör grubunun 24. Saat görüntüsü = 

100 µm (C) Aktivatör grubunun 48. Saat görüntüsü = 100 µm (D) Aktivatör grubunun 72. 

Saat görüntüsü = 100 µm 

(Sferoid yapıları siyah oklarla gösterilmiştir) 

D C 

A 
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Şekil 3.3. PRP – Fibroblast (L929) inhibitör grubu sferoid oluşumu inverted mikroskop 

görüntüsü 

 

(A)  İnhibitör grubunun 0. Saat görüntüsü = 100 µm (B) İnhibitör grubunun 24. Saat görüntüsü = 

100 µm (C) İnhibitör grubunun 48. Saat görüntüsü = 100 µm (D) İnhibitör grubunun 72. Saat 

görüntüsü = 100 µm 

(Sferoid yapıları siyah oklarla gösterilmiştir) 

B A 

C D 
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II. Matrigel – Fibroblast Grubu 
 

 

Şekil 3.4. Matrigel – Fibroblast (L929) kontrol grubu sferoid oluşumu inverted mikroskop 

görüntüsü 

 

(A) Kontrol grubunun 0. Saat görüntüsü = 100 µm (B)Kontrol grubunun 24. Saat görüntüsü = 100 

µm (C)Kontrol grubunun 48. Saat görüntüsü = 100 µm (D)Kontrol grubunun 72. Saat 

görüntüsü = 100 µm 

(Sferoid yapıları siyah oklarla gösterilmiştir) 

A B 

C D 
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Şekil 3.5. Matrigel – Fibroblast (L929) aktivaör grubu sferoid oluşumu inverted mikroskop 

görüntüsü 

 

(A)  Aktivaör grubunun 0. Saat görüntüsü = 100 µm (B) Aktivaör grubunun 24. Saat görüntüsü = 

100 µm (C) Aktivaör grubunun 48. Saat görüntüsü = 100 µm (D) Aktivaör grubunun 72. Saat 

görüntüsü = 100 µm 

(Sferoid yapıları siyah oklarla gösterilmiştir) 

B A 

C D 
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Şekil 3.6. Matrigel – Fibroblast (L929) inhibitör grubu sferoid oluşumu inverted mikroskop 

görüntüsü 

 

(A) İnhibitör grubunun 0. Saat görüntüsü = 100 µm (B) İnhibitör grubunun 24. Saat görüntüsü = 

100 µm (C) İnhibitör grubunun 48. Saat görüntüsü = 100 µm (D) İnhibitör grubunun 72. Saat 

görüntüsü = 100 µm 

(Sferoid yapıları siyah oklarla gösterilmiştir) 

B A 

C D 
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III. Fibroblast – PRP- HaCaT Grubu 
 

 

 

Şekil 3.7. Fibroblast (L929) – PRP - HaCaT kontrol grubu sferoid oluşumu inverted mikroskop 

görüntüsü 

 

(A) Kontrol grubunun 0. Saat görüntüsü = 100 µm (B)Kontrol grubunun 24. Saat görüntüsü = 100 

µm (C)Kontrol grubunun 48. Saat görüntüsü = 100 µm (D)İnhibitör grubunun 72. Saat 

görüntüsü = 100 µm 

(Sferoid yapıları siyah oklarla gösterilmiştir) 

A B 

C D 
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Şekil 3.8. Fibroblast (L929) – PRP - HaCaT aktivatör grubu sferoid oluşumu inverted 

mikroskop görüntüsü 

 

(A) Aktivatör grubunun 0. Saat görüntüsü = 100 µm (B) Aktivatör grubunun 24. Saat görüntüsü = 

100 µm (C) Aktivatör grubunun 48. Saat görüntüsü = 100 µm (D) Aktivatör grubunun 72. 

Saat görüntüsü = 100 µm 

(Sferoid yapıları siyah oklarla gösterilmiştir.) 

B A 

C D 



41 
 

  
 

Şekil 3.9. Fibroblast (L929) – PRP - HaCaT inhibitör grubu sferoid oluşumu inverted 

mikroskop görüntüsü 

 

(A)  İnhibitör grubunun 0. Saat görüntüsü = 100 µm (B) İnhibitör grubunun 24. Saat görüntüsü = 

100 µm (C) İnhibitör grubunun 48. Saat görüntüsü = 100 µm (D) İnhibitör grubunun 72. Saat 

görüntüsü = 100 µm 

( Sferoid yapıları siyah oklarla gösterilmiştir) 

B A 

C D 
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3.2. OLUŞAN SFEROİD YAPILARIN KARŞILAŞTIRILMASI, 

ALAN ve ÇEVRE ÖLÇÜMLERİNİN DEĞERLENDİRİLMESİ 
 

 

 
 

Şekil 3.10. PRP- Fibroblast (L929) kontrol grubu 24,48,72’nci saatlerde oluşan sferoidlerin alan 

ve çevre ölçümleri ‘Image J’ programı kullanılarak 

 

(A) 24.saat (B) 48.saat (C) 72.saat 

 
 

Şekil 3.11. PRP- Fibroblast (L929) aktivatör grubu 24,48,72’nci saatlerde oluşan sferoidlerin 

alan ve çevre ölçümleri ‘Image J’ programı kullanılarak 

 

(A) 24.saat (B) 48.saat (C) 72.saat 

A B C 

A B C 



43 
 

 

 

 

 
 

Şekil 3.12. PRP- Fibroblast (L929) inhibitör grubu 24,48,’nci saatlerde oluşan sferoidlerin alan 

ve çevre ölçümleri ‘Image J’ programı kullanılarak 

 

(A) 24.saat (B) 48.saat /72.saatte belirgin bir sferoid yapısı görülememiştir. 

 

 

 

 

Şekil 3.13. Matrigel - Fibroblast (L929) kontrol grubu 24,48,72’nci saatlerde oluşan sferoidlerin 

alan ve çevre ölçümleri ‘Image J’ programı kullanılarak 

(A) 24.saat (B) 48.saat (C) 72.saat 

A B 

A B C 
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Şekil 3.14. Matrigel - Fibroblast (L929) aktivatör grubu 24,48,72’nci saatlerde oluşan 

sferoidlerin alan ve çevre ölçümleri ‘Image J’ programı kullanılarak 

(A) 24.saat (B) 48.saat (C) 72.saat 

 

 

 

 
 

Şekil 3.15. HaCaT - PRP- Fibroblast (L929) kontrol grubu 24,48,72’nci saatlerde oluşan 

sferoidlerin alan ve çevre ölçümleri ‘Image J’ programı kullanılarak 

(A) 24.saat (B) 48.saat (C) 72.saat 

A B C 

A B C 
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Şekil 3.16. HaCaT - PRP- Fibroblast (L929) aktivatör grubu 24,48,72’nci saatlerde oluşan 

sferoidlerin alan ve çevre ölçümleri ‘Image J’ programı kullanılarak 

(A) 24.saat (B) 48.saat (C) 72.saat 

 

 

 

 
 

Şekil 3.17. HaCaT - PRP- Fibroblast (L929) inhibitör grubu 24,48’nci saatlerde oluşan 

sferoidlerin alan ve çevre ölçümleri ‘Image J’ programı kullanılarak 

(A) 24.saat (B) 48.saat /72.saatte belirgin bir sferoid yapısı görülememiştir. 

A B C 

A B 
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3.3. ÇİZELGELER 
 

 
 

Çizelge 3.1. 
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Çizelge 3.3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Çizelge 3.4. 
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Çizelge 3.5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Çizelge 3.6. 
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Çizelge 3.11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Çizelge 3.12. 

Fibroblast (PRP) - Matrigel Gruplarının Alanlarının Oluşumunun 

Karşılaştırılması 

60.000 

56.016 

50.000 
47.632 

40.000 

 
30.000 

 
20.000 

23.925 
21.118 

17.952 

12.699 

18.076 

10.000 
6.956 
4.492 

7.000 6.643 
5.532 

0 

24 48 

Saat 

72 

matrigel kontrol prp kontrol matrigel aktivatör prp aktivatör 

Fibroblast (PRP) - Matrigel Gruplarının Çevrelerinin Oluşumlarının 

Karşılaştırılması 

2.500.000 

549.779 

2.000.000 

930.224 

1.500.000 296.881 

543.035 

289.027 

858649 

1.000.000 

298.451 

500.000 

238.761 

436.123 
539.886 

263.894 

489.230 

0 

24 48 

Saat 

72 

matrigel kontrol prp kontrol matrigel aktivatör prp aktivatör 

m
m

2
 a

la
n

 
m

m
 ç

ev
re

 



52  

 



53 
 

4. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 
Yara geçmişten bu güne üzerinde birçok çalışma ve araştırma yapılan bir olgudur. 

Dokularda yaralanma ve iyileşme sürecindeki mekanizmalarda hep merak edilmiş ve 

araştırılmıştır (Barbul ve Efron, 2015). Yara oluşumu, iyileşme sürecindeki 

mekanizma, iyileşme için tedavi yöntemleri arayışlarıda dünya çapında yaygın olarak 

en çok araştırılan ve deneyimlenen konular arasında yer almaktadır (Daunton ve ark., 

2012). Yara modellemelerinde in vivo, in silico, ex vivo, in vitro gibi birçok 

modelleme yapılmaktadır (Ud-Din ve Bayat, 2017). 

 
Bu çalışmalar içerisinde olan ve canlı ortamda çalışma anlamına gelen in vivo 

modellemeler yara iyileşme sürecindeki kompleks olayların incelenmesi için en çok 

tercih edilenleridir. İn vivo çalışmalar çok tercih edilsede deney hayvanlarının deri 

yapıları insandakine benzememesi ve iyileşme sürecinde gelişen olgular insandan 

farklı olması nedeniyle insanda oluşan yara oluşumu ve iyileşmesindeki fizyolojiyi 

göstermemektedir (Greenhalgh, 2005). Deney hayvanı yara modellemeleri 

çalışmalarında kolay üretilmesi, dayanıklı olması, kısmende olsa modellemenin 

kolay olmasından dolayı sıklıkla çalışılan kemirgen grubu canlılardır; kemirgenlerde 

yara iyileşmesinin kontraksiyon ile olması insandaki gibi granülasyon dokusunun 

gelişmemesi, ayrıca deri eklenti bezleri ve katmanlarının yerleşimlerinin farklı 

olması da çalışma sonuçlarını olumsuz yönde etkilemektedir (Dorsett-Martin, 2004). 

Deri yapısı insana en yakın canlı domuzdur. Kemirgenlerde dermis, epidermis 

kalınlıkları inceyken domuz ve insanda kalındır. Yara iyileşmesi kemirgenlerde 

kontraksiyon ile olurken insan ve domuzda granülasyon ve epitelizasyon ile 

gerçekleşmektedir. Domuz ve insanda kıl folikül yapıları benzerken, kemirgenlerde 

kıl folikülünün fazla olmasıda insanlardan ayıran özelliklerdendir. Kemirgenlerde 

apokrin ter bezleri memeye lokalize olmuş durumdayken insanda perine ve aksillada 

domuzlarda ise vücutta yaygın halde bulunmaktadır (Dorsett-Martin, 2004;Sulivan 

ve ark., 2001;Wong ve ark., 2011). 

Google schoolar üzerinde son 5 yıl baz alınarak yapılan çalışmalar aratıldığında 

‘wound healing mouse model’ adı altında 18.800 sonuç, ‘wound healing rat model’ 

aramasında 19.200 sonuç, ‘wound healing rabbit model’ aramasında 18.200 sonuç, 

wound healing pig model aramasında ise 17.700 sonuç olduğu görülmektedir. 
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Çalışmalarda hayvanların kullanılması hem etik sorunları beraberinde getirmekte 

hemde çalışmalar sırasında istenmeyen durumların gelişmesine neden olmaktadır. 

Çalışma sırasında yapılan müdahalelerde hayvanlarda sepsis gelişmesi, müdahale 

sırasında şok gelişmesi ya da yapılan müdahalelerin hayvan üzerinde istenilen 

etkileri yaratmaması, yapılan müdahaleyi hayvanın tamamen tolere etmesi gibi 

olgularla sonuçlanabilmekedir (Kaya ve Çevik, 2011). Hayvanların bakımı ve 

beslemesi, ölen hayvanların yerine konması, çalışmanın yinelenebilmesi gibi 

durumlar hem ekstra zaman hem de ekstra ekonomik külfet gerektirmektedir (Yeğen 

ve Gören, 2005) . Sauer ve ark. Yaptıkları çalışmada alternatif tüm yollar 

denendikten sonra hayvan deneylerine başvurulması gerektiğini savunmuşlardır. 

Deney hayvanı modellemelerinde hayvanın çevre koşullarından etkilenmensinin 

önüne geçilememesi, ilaç uygulamalarında uygulanan ilacın önce metabolize olması 

ve tüm etkisinin net bir şekilde ortaya konamaması, uygulamalara hayvanların 

gösterdiği reaksiyonlar çalışmalarda kısıtlayıcı faktörlerdir (Karajus, 2016). Tüm 

bunların ışığında insan doku ve hücrelerinin tüm özelliklerini yansıtan hücre 

kültürleri kullanımı ve geliştirilmasi son yıllarda ön plana çıkmaya başlamıştır. 

Hayvan çalışmalarındaki etik kaygılar ve İnsani Deney Tekniği İlkeleri (4R İlkesi) 

düşünüldüğünde yapılacak olan deneylerin hücre kültürüne taşınması bu kaygıları 

ortadan kaldırmaktadır. Tarihi çok eskilere dayanan hücre kültürü çalışmaları 2B 

olarak canlı dokusundaki hücrelerin aktivitelerini, yapılarını, gelişimlerini incelemek 

için kullanılmaktadır (Duval ve ark., 2017). 

Toksikolojik, farmakolojik, mikrobiyolojik, onkolojik incelemeler gibi birçok farklı 

alanda kullanılan ve canlı hayatı için önemli gelişmelerin oluşmasına zemin 

hazırlayan hücre kültürü çalışmaları yara modellemeleri ve yara iyileşmesinde 

gelişen hücresel aktivitelerin incelenmesinde de kullanılmaktadır (Huh ve ark., 

2011;Duval ve ark., 2017). Bu çalışmalar son yıllara kadar 2B hücre kültüründe 

modellenmekte önce yara oluşumunu karakterize etmek için tabanda kaplı olan 

hücrelere mekanik bir zarar verilmekte sonra da hücrelerin bu bölgeye göçlerine, 

kullanılan ya da geliştirilen ilaçların hücresel etkilerine, toksik olup olmadığına, 

mekanik yaralanmalara karşı hücresel yanıtlara bakılmaktadır (Liang ve ark., 

2007;Jonkman ve ark., 2014). Bu çalışmalarla ölçülebilir sonuçlar elde edilse de 

gelişen teknoloji ve artan arayışlar sonucunda 2B hücre kültürlerinin hayvan 

deneylerine kolay tekrarlanabilir olması, çevre şartlarının kontrolünün 
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sağlanabilmesi ve ekonomik olması açısından alternatif olduğu fakat in vivo ortamda 

gelişen kompleks olayı yansıtmada eksik kaldığı sonucuna varılmıştır (Mazzoleni ve 

ark., 2009). Hücre üremesinin kültür vasatı ve kültür kabındaki taban ile sınırlı 

olması, hücre hücre ve hücre ECM etileşimlerinin sınırlı olması da 2B hücre 

kültürlerinin canlıdaki organoid yapıyı yansıtmadaki sınırlılıklarındandır (Bonnier ve 

ark., 2015;Choi ve ark., 2010). Bu sınırlılıkların ortadan kalkması ve in vivo 

organoid yapının ve reaksiyonlarının incelenmesi çalışmalarının artması ve gelişen 

araştırma teknikleri sonucu 3B’li hücre kültürleri yapılmaya başlanmıştır (Duval ve 

ark., 2017). 3B hücre kültürlerinde oluşan sferoid yapılarda hücre hücre ve hücre 

ECM etkileşimleri sonucu proliferasyon, polarizsyon gen ve protein ekspresyonları 

gibi birçok hücresel davranışın izlenilebilirliğini in vivo şartlardaki gibi sağladığı 

görülmüştür (Steinwechs ve ark., 2016;Marby ve ark., 2016). 3B hücre kültürünün 

temelinde ekstraselüler matriks benzeri bir yapıda (sıvı, katı) oluşan sferoidlerin in 

vivo şartlardaki yapısal protein ve molekküllerin salgılanmasının sağlanması bulunur 

(Weaver ve ark., 1997;Lin ve ark., 2008). 3B hücre kültürlerinin kullanılarak yapılan 

birçok çalışmada 3B hücre kültürlerinin 2B hücre kültürlerine oranla in vivo olgulara 

daha yakın olduğu ve alınan sonuçların deney hayvanı çalışmaları sonuçlarına 

yakınlığı göz önüne konulmuştur (Polat, 2020). Bu çalışmalar ışığında 3B yara 

modellemelerinin yapılıp yapılamayacağı ve yara iyileşmesinde etkin rol alan 

hücrelerin yine yara iyileşmesinde kullanılan ve iyileşmeyi hızlandıran etkenler 

karşısında ne tepki vereceğini araştırmak için bu çalışma yapılmıştır. İki farklı iskele 

kullanılarak oluşturulan üç farklı hücre hücre etkileşimlerinde yara iyileşmesinde en 

çok rol alan hücrelerin 3B olarak kültürlenmesi ve yine yara iyileşmesini hızlandıran 

ve inhibe eden maddelerin bu hücrelere etkisi incelendi. Çalışma gruplarının 

incelemelerinin değerlendirilmesinde oluşan sferoid yapıların çokluğu ve büyüklüğü 

değerlendirildi. Yara iyileşmesinde fibroblastların migre ve prolife olması 

aktivasyonu ile alakalı olduğundan değerlendirme sferoidlerin sayısı ve 

büyüklüğüyle doğru orantılandı. Sferoidlerin sayısı nitel olarak değerlendirmeye 

alınırken oluşan sferoid yapıların alan ve çevre ölçümleri ‘Image J’ programı ile 

yapılarak nicel olarak değerlendirildi. Oluşan sferoid yapılar ne kadar çoksa ya da 

büyükse fibroblast etkinliği var ve migrasyon yapıyor olarak değerlendirildi. Yapılan 

bu çalışmada kullanılan kanın PRP kısmı da hem fibroblast hücrelerinin 

aktivasyonunu artırmış hem de hücre hücre bağlantıları için iskelet görevi görmüştür. 
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PRP’nin yara iyileşmesinde olumlu etkilerinin olduğu yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir (Hudgens ve ark., 2016). 

Yapılan bu 3B hücre kültürü çalışmasında sferoid oluşumu gözlenmiş ve kullanılan 

aktivatörle fibroblast migrasyonunun arttığı sonucuna varılmıştır. PRP- HaCaT- 

Fibroblast grubunda oluşan sferoid yapıların büyüklüğünün ve sayısının fibroblast – 

PRP grubundaki çalışmaya göre daha yoğun olduğu ve belirgin olduğu 

gözlemlenmiştir. Bunun kaynağı olarak HaCat ve fibroblast hücrelerinin arasında 

skar oluşumunu sağlayan çapraz bağların oluşmasının olabileceği düşünülmüştür 

(Ghahary ve Ghaffari, 2007). Fibroblast migrasyonunun en iyi değerlendirildiği ve 

görüldüğü grup ise matrigel ile yapılan çalışma grubudur. Diğer gruplarda da sferoid 

oluşumu görülmüş fakat büyüklük ve sayı bakımından matrigeldeki kadar belirginlik 

göstermemiştir. Yara çalışması yapılmak için ve bu hatta migrasyonun görülmesi için 

çizik modellemesi yapılmak istendiğinde jel formunda olan yapılardan dolayı 

hücreler kenarlarda toplanmış ve jel formunun bozulmasından kaynaklı bu çalışma 

yapılamamıştır. Çalışmada oluşan sferoid yapıların çevre ve alanları hesaplanmış 

bunların karşılaştırılmasında ise yine matrigel grubunun öne çıktığı gözlenmiştir. 

Yarada migrasyon olgularında hücre hücre bağlantılarının ve hücre matriks 

bağlantılarının incelenmesinde ve fibroblast aktivasyonunun incelenmesinde deney 

hayvanı modellemesinden önce başvurulabilecek bir modelleme olarak kabul 

edilebilir görülmüştür. 
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Sonuç olarak: 

 
Yara iyileşmesinde etkin rol alan hücre hücre bağlantılarının ve hücre ECM 

incelenmesinde kullanılabilir hem 2B hem de in vivo çalışmalara alternatif bir 

çalışma olarak tercih edilebilir olduğu; yara iyileşmesinde kullanılacak aktivatör ve 

inhibitör maddelerin hücre hücre etkileşimlerindeki ve bağındaki olguların 

incelenmesinde tercih edilebilir bir modelleme olarak kullanılabilir olduğu, yara 

iyileşmesinde rol alan fibroblast ve keratinosit aktivasyonunun incelenmesi için 2B 

hücre kültürüne alternatif in vivo şartlara daha yakın olduğu için de deney hayvanı 

çalışmalarına alternatif bir ön çalışma olabileceği, deney hayvanı çalışmasına 

başvurmadan önce hem ekonomik hem de tekrarlanması kolay olduğundan tercih 

edilebileceği kanısına varılmıştır. 

Çalışma yapım ve değerlendirme aşamaları göz önüne alındığında, farklı hücre 

iskeleti yapıları kullanılarak ve farklı hücreler kullanılarak çalışmanın 

genişletilebileceği, daha kompleks 3D kültürler yapılarak hücrelerin ve hücresel 

etkileşimlerin gösterilebileceği kompleks olguların incelenebileceği çalışmalar 

yapılabileceği düşünülmektedir. Çalışmada kullanılan materyaller 

değerlendirildiğinde matrigel matrixin hücredeki ECM’i daha iyi taklit ettiği ve 

hücre iskeleti olarak tercih edildiğinde sferoid yapılarını daha uzun süre koruduğu ve 

oluşumun uzun süre devam ettiği görülmüştür. kronik yara iyileşme süreci 

incelenmek istendiğinde çalışma materyali olarak tercih edilebilir olduğu 

düşünülmektedir. 
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