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Rejeneratif tipta estetik ve islevsel olarak deri iyilesmesi, derinin karmasik yapisi ve dinamik
sinyal yollar1 nedeniyle hala 6nemli bir zorluk teskil etmektedir. Bu siireclerin molekiiler seviyede
anlagilmasi agisindan, geleneksel iki boyutlu (2B) hiicre kiiltiirleri; hiicre ve matris etkilesimlerini ile
fizyolojik derinligi yeterince temsil edememektedir. Ancak, doku miihendisligi ilkeleriyle tasarlanan ii¢
boyutlu (3B) modeller; hiicreler arasi etkilesimler, hiicre dig1 matris yapist ve hava sivi arayiizii gibi deri
ile ilgili belirli unsurlar1 basariyla simiile edebilmektedir. Bu ¢ergevede, biyofonksiyonel nitelikleriyle
one c¢ikan Kanabidiol gibi bilesenlerin yara yenilenmesi iizerindeki potansiyelini belirlemek; yalnizca
hiicresel hareketlerin izlenmesini degil, aym1 zamanda bu etkilerin genetik ifade diizeyindeki
yansimalariin yeniden yapilandirtlmis insan epidermisi ve tam katmanl deri gibi ileri diizey in vitro lig
boyutlu modellerde dogrulanmasint gerektirmektedir. Bu gelismis modelleme yaklagimlari, hayvan
deneylerine hem etik hem de bilimsel bir alternatif sunarak, iz birakmayan iyilesmeyi hedefleyen
yenilik¢i farmasotik tasiyici sistemlerin gelistirilmesinde temel bir rol oynamaktadir. Tez ¢aligmanin
baslangi¢ boliimiinde, CBD insan dermal fibroblast (HDF) ve insan keratinosit (HS2) hiicreleri {izerinde
farkli konsantrasyonlar1t WST-1 canlilik testi ile incelenmistir. Analizlerin bulgularma gore, 12,5 uM
seviyesine kadar hiicrelerin canlilik oraninin %90'n {izerinde kaldigi, fakat 12,5 uM'yi asan dozlarda
hiicre 6limiiniin basladig1 gozlemlenmistir. CBD’nin farkli doz ve siire uygulamalarinin HDF ve HS2
hiicrelerinin tiremesine etkileri degerlendirildiginde hem 2B yara modeli hem de her iki hiicrenin bir
arada kullanilacagi 3B deri yara modeli i¢in de uygulanabilecek olan 12,5 uM konsantrasyon toksik
olmayan giivenli doz olarak belirlenmistir. Ikinci asamada CBD’nin keratinositlerin gocii iizerindeki
etkisi, HS2 hiicreleri kullanilarak olusturulan 2B ¢izik modelinde zamana bagli olarak (0., 1., 2. ve 7.
giin) hem ters mikroskop hem de konfokal mikroskop ile gdzlemlenmistir. CBD uygulamasi, 2 boyutlu
¢izik testinde yara kapanmasini onemli Olgiide artirarak iki giin iginde %99,9 oraninda kapanma
saglamistir. CBD uygulanan hiicrelerdeki yara kapanma orani, kontrol grubuna gore 3,83 kat daha ytiksek
olmustur. Bu bulgular, CBD'nin yara iyilesmesini destekleyici 6zelliklerini vurgulamakta ve farmakolojik
ajanlarin degerlendirilmesinde geligmis in vifro modellerin faydasini ortaya koymaktadir. Bu morfolojik
degisikliklerin molekiiler altyapisini anlamak amactyla yapilan RT-qPCR incelemeleri; epidermal
farklilasma ve bariyer dengesinin saglanmasinda dnemli rol oynayan Keratin 10 (K10), Laminin (LAM)
ve Involukrin (INV) genlerinin ifade seviyelerinin belirgin bir sekilde yiikseldigini gostermistir. Bu
bulgu, CBD’nin iyilesme siirecini yalnizca fiziksel bir yaray1 kapama seklinde degil, genetik diizeyde
programlanmis matris sentezi ve hiicresel uyum siireci olarak baslattigin1 ortaya koymaktadir. Ugiincii
asamada, insan derisi fizyolojisini en gercekgi sekilde modelleyen in vitro 3B yeniden yapilandirilmis
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insan epidermisi (RHE) ve tam katmanli deri (FTSE) modelleri yapilmigtir. RHE modelinde yara
iyilesmesinin dogal fazlarini temsil eden 7, 14 ve 21. giinlerde XTT canlilik testi ile analiz edilmistir.
Analizlerin bulgularina gére, metabolik aktivite ve yeniden epitelizasyonda, yaralanma sonrasinda CBD
uygulanan gruplardaki metabolik aktivitenin kontrol grubuna oranla daha dengeli kaldigini ortaya
¢ikartmigtir. Bu denge, CBD’nin yalnizca hiicre hareketliligini hizlandirmakla kalmayip, ayn1 zamanda
dokunun yeniden yapilanma siireglerindeki enerji metabolizmasini da destekledigi anlamina gelmektedir.
Konfokal mikroskopi analizinde ise epidermal bariyerin CBD etkisiyle yeniden olustugu gézlemlenmistir.
21 giinliik takip siireci, CBD'nin dermal fibroblastlarin matris {iretimini uyumlu hale getirerek doku
olgunlagmasini gelistirdigini ve daha dayanikli bir deri benzeri yapi olusturdugunu gdstermistir.
Histolojik (H ve E) analizler ve taramali elektron mikroskop (SEM) goriintiileme ile de CBD’nin
modellerde agilan yaranin kapanmasina katki sagladigi gosterilmistir. Gelistirilen bu modelleme
yaklagimi, hayvan deneylerine etik bir alternatif sunan 3R prensibi ile uyumlu olup, kronik ve akut
yaralarin tedavisinde CBD temelli yeni nesil yara bakim sistemlerinin gelistirilmesi i¢cin hem molekiiler
hem de dokusal diizeyde giiclii bir temel sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: CBD, Doku Miihendisligi, /n vitro 3B Deri Modeli, Kanabidiol, Yara
Iyilesmesi
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In regenerative medicine, achieving aesthetically and functionally effective skin healing remains
a significant challenge due to the complex structure of the skin and its dynamic signaling pathways. In
terms of understanding these processes at the molecular level, traditional two-dimensional (2D) cell
cultures fail to adequately represent cell-matrix interactions and physiological depth. However, three-
dimensional (3D) models designed based on tissue engineering principles can successfully simulate
specific skin-related features such as cell—cell interactions, extracellular matrix structure, and the air
liquid interface. In this context, determining the potential of biofunctional components such as
cannabidiol (CBD) in wound regeneration requires not only monitoring cellular behaviors but also
validating the genetic expression-level effects of these interactions in advanced in vitro 3D models, such
as reconstructed human epidermis and full-thickness skin. These advanced modeling approaches provide
both an ethical and scientific alternative to animal experiments and play a fundamental role in the
development of innovative pharmaceutical delivery systems aimed at scarless healing. In the initial phase
of the thesis study, different concentrations of CBD were evaluated on human dermal fibroblast (HDF)
and human keratinocyte (HS2) cells using the WST-1 viability assay. According to the findings, cell
viability remained above 90% up to a concentration of 12.5 uM, whereas cell death was observed at doses
exceeding 12.5 uM. When assessing the effects of different doses and exposure durations of CBD on the
proliferation of HDF and HS2 cells, 12.5 pM was determined as a non-toxic and safe concentration
applicable to both the 2D wound model and the 3D skin wound model involving co-culture of both cell
types. In the second phase, the effect of CBD on keratinocyte migration was evaluated using a 2D scratch
assay model created with the HS2 cell line. Observations were conducted over time (day 0, 1, 2, and 7)
using both inverted and confocal microscopy. CBD treatment significantly enhanced wound closure in the
2D scratch assay, achieving 99.9% closure within two days. The wound closure rate in CBD-treated cells
was 3.83 times higher than in the control group. These findings highlight the wound-healing potential of
CBD and demonstrate the utility of advanced in vitro models in evaluating pharmacological agents. To
understand the molecular basis of these morphological changes, RT-qPCR analyses revealed a significant
upregulation in the expression levels of Keratin 10 (K10), Laminin (LAM), and Involucrin (INV), which
play crucial roles in epidermal differentiation and barrier homeostasis. These results indicate that CBD
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initiates the healing process not merely as physical wound closure but as a genetically programmed
process involving matrix synthesis and cellular coordination. In the third phase, advanced in vitro 3D
models that most closely mimic human skin physiology, reconstructed human epidermis (RHE) and full-
thickness skin equivalents (FTSE) were developed. In the RHE model, wound healing was analyzed using
the XTT viability assay on days 7, 14, and 21, representing the natural phases of healing. The results
demonstrated that metabolic activity and re-epithelialization remained more balanced in CBD-treated
groups compared to controls following injury. This balance suggests that CBD not only accelerates cell
migration but also supports energy metabolism during tissue remodeling. Confocal microscopy analysis
further showed that the epidermal barrier was re-established under the influence of CBD. The 21-day
observation period indicated that CBD enhances tissue maturation by harmonizing matrix production of
dermal fibroblasts, resulting in a more robust skin-like structure. Histological (H and E) analyses and
scanning electron microscopy (SEM) imaging also confirmed that CBD contributes to wound closure in
the developed models. This modeling approach is aligned with the 3R principles, offering an ethical
alternative to animal experimentation, and provides a strong molecular and tissue-level foundation for the
development of next-generation CBD-based wound care systems for both chronic and acute wound
treatment.

Keywords: Cannabidiol, CBD, In vitro 3D Skin Model, Tissue Engineering, Wound Healing.
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1. GIRIS

Deri, insan viicudundaki en biiyiik organ olup dis etkilere karsi bir koruyucu
kalkan olusturur. Yaklasik 1,5-2 m?*’lik bir yiizey alani olan deri, viicut agirliginin
yaklagik %15’ini temsil eder. Derinin ana islevleri arasinda su kaybimi engelleme,
fiziksel ve kimyasal zararlara kars1 koruma, bagisiklik sistemine katkida bulunma, viicut
sicakligint dengeleme ve D vitamini liretimi yer alir. Ayrica deri, bagisiklik sisteminin
onemli bir bilesenidir (Sanjarnia vd., 2024). Deri; epidermis, dermis ve hipodermis adi
verilen li¢ ana katmandan olugmaktadir. Epidermis, cogunlukla keratinositlerden
olusarak su gegirmeyen bir koruyucu katman islevi goriir (Javierre vd., 2008). Dermis,
fibroblastlarin iirettigi hiicre dist matris, kan damarlari, sinirler ve bag dokusu
elemanlarini igererek deriye mekanik bir dayaniklilik kazandirir (Supp ve Boyce, 2005).
Kolajen ve elastin lifleri, dermisin ana yapisint olusturarak derinin esneklik ve

dayanikliligina katkida bulunur (Prost-Squarcioni vd., 2008), (Reihsner vd., 1995).

Deri yaralar1 oldukca yaygindir ve Ozellikle kronik yaralar biiyiik saglik
problemlerine neden olabilmektedir. Yara iyilesmesi, hemostaz, inflamasyon,
proliferasyon ve yeniden epitelizasyon olmak iizere dort asamadan olusan karmasik bir
siirectir (Strodtbeck, 2001). Hemostaz asamasinda kanama durdurulurken pihti
olusumu gerceklesir, inflamasyon asamasinda bagisiklik hiicreleri yaraya yonelir.
Proliferasyon asamasinda fibroblastlar ve keratinositler yeni doku iiretiminde aktif hale
gelir. Son asamada epitel hiicreleri yaray1 kaplayarak dokunun yeniden onarimini saglar
(Velnar vd., 2009a), (Gurtner vd., 2008). Fakat bu siire¢ her zaman en 1yi sekilde
sonuglanmaz. Diyabet gibi bazi hastalik durumlar iyilesme siirecini uzatirken, bazi
vakalarda asir1 yara izi olusumu goézlemlenebilir (Dong vd., 2017). Bu nedenle, yara
iyilesmesini hizlandiracak ve doku fonksiyonlarinin geri kazandirilmasini saglayacak
yeni tedavi yoOntemlerine ihtiya¢ vardir. Giliniimiizde doku miihendisligi ve

biyomateryaller, yara tedavisinde dnemli bir potansiyel sunmaktadir (Hodge vd., 2022).

Yara iyilesmesine dair aragtirmalar, deney hayvani kullanimlarimi azaltmak
amactyla in vitro testlerin yapilmasini 6nemli kilmaktadir. Bu testler, belirli bilesiklerin
etkisini ve genetik degisikliklerin iyilesme stireglerine etkisini incelemekte miikemmel
bir yontem sunar. Yara iyilesme siireci, sadece iki boyutlu hiicre kiiltiiri ile sinirh

degildir; {i¢ boyutlu in vitro modeller, hiicre-matriks-hiicre etkilesimleri nedeniyle daha
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fazla ilgi gormektedir (Stamm vd., 2016). Hayvan refahina yonelik artan hassasiyetler

ve Avrupa Birligi bilinyesindeki arastirma merkezlerinde 3R kurallarina (Hayvan
kullaniminda Yerine Koyma, Azaltma, lyilestirme) uyulmasinin zorunlu hale gelmesi,
bircok firmanin farmasétik, deri bakim ve kozmetik iirlinlerinin in vitro etkinligini
degerlendirmek amaciyla deri modeli alternatifleri gelistirmesine neden olmustur.
Boylelikle hayvan derisinin zarar gérmesine iliskin uygulamalara olan duyarlilik azalir.
Ayrica, deri modelleri deri hastaliklarinin temel etkenlerinin tespitinde de yararli bir rol
oynamaktadir. Bir deri modeli tasarlarken, biyomimetik bir yapinin olusturulmasinda
fizyolojik, kimyasal ve fiziksel unsurlarin géz 6niinde bulundurulmasi gerekmektedir
(Suhail vd., 2019a). Yara iyilesmesinde uygulanan yontemler arasinda pansumanlar,
biiyiime faktorleri ve hiicre odakl1 ya da hiicre dis1 yaklagimlar yer alir. Ozellikle dogal
polimer bazli biyomateryaller, biyouyumluluklar1 ve diisiik toksik etkileri nedeniyle
dikkat cekmektedir. (Fadilah vd., 2022). Ayrica, biiytime faktorleri hiicresel cogalmay1

artirarak iyilesme siirecini hizlandirir (Barrientos vd., 2008).

Rejeneratif tip, hasar gormiis dokularin yeniden yapilandirilmasini amaclayan
cok disiplinli bir alandir. Hiicre tedavileri, biyomateryaller ve doku miihendisligi
teknikleri ile doku fonksiyonlarinin yeniden kazanilmasi hedeflenmektedir (Atala,
2008). Bu kisim da in vitro yara modelleri, 6zellikle 3B hiicre kiiltiirii sistemleri, hiicre-
matris etkilesimlerini daha gergekc¢i bir sekilde incelemeye olanak tanir (Duval vd.,

2017).

Kenevir (Cannabis sativa [. ), Cannabaceae ailesine mensup, ¢esitli kullanim
alanlar1 bulunan ve tarih boyunca tibbi amagclarla kullanilan tek yillik bir bitki tiirtidiir
(ElSohly vd., 2017). Kenevir, M.O. 8000 yilindan beri g¢esitli amagclarla
yetistirilmektedir: tipta, tekstil alaninda, ip yapiminda kullanilmaktaydi. 19. yiizyilda
doktorlar, sindirim problemleri ve mide bulantis1 gibi rahatsizliklar icin bile onu
recetelendirmekteydi (Russo, 2007). Fakat 20. yiizyilda esrarin eglence amach
kullanimin1 ve tibbi yonlerini denemede kisitlamalar getirildi (Adrian, 2015). Kesin bir
taksonomi lizerinde anlagsma saglanmamis olsa da, marihuananin iiretiminde kullanilan
bitkinin, daha genis Cannabis cinsindeki bir tiir (Cannabis indica) veya Cannabis sativa
tiiriiniin bir alt tirli (C. sativa subsp. indica) oldugu diisiiniilmektedir. Kenevirden elde
edilen iirlinlerdeki bitki, ilk taksonomide Cannabis sativa veya ikinci durumda C. sativa

subsp. sativa olarak smiflandirilmaktadir (Small ve Cronquist, 1976). Kenevir, tarihsel
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olarak hem tibbi hem de endiistriyel alanlarda kullanilan bir bitkidir (ElSohly vd.,
2017). Bitkide bulunan en 6nemli bilesiklerden birisi olan kanabidiol (CBD), psikoaktif

bir etkisi olmadan ¢esitli biyolojik aktiviteler tasimaktadir (Chelminiak-Dudkiewicz vd.,
2022).

CBD, endokannabinoid sistemi ilizerinden etki eder. Bu sistem; CB1 ve CB2
reseptorleri ile bunlara baglanan ligandlardan olusur ve hiicresel dengeyi saglar
(Maccarrone vd., 2015). Ozellikle CB2 reseptdriiniin aktivasyonu, inflamasyonu
azaltarak yara iyilesmesini destekler (Correia-Sa vd., 2020). CBD, inflamasyonu
diistirerek IL-6 ve IL-8 seviyelerini azaltirken IL-10 seviyesini artirir (Parikh vd., 2024).
Ayn1 zamanda VEGF diizeylerini yiikselterek yeni damar olusumunu tesvik eder
(Solinas vd., 2012). Fibrozisi azaltarak yara izi olusumunu sinirlandirmasi ve fibroblast
ve keratinosit gogiinii artirmasi da dikkate deger etkilerindendir (Shah vd., 2024a).
Bununla birlikte CBD’nin antibakteriyel oOzellikleri, enfeksiyon riskini azaltmaya
yardimc1  olurken, makrofaj polarizasyonunu diizenleyerek iyilesme siirecini
hizlandirdig1 bildirilmistir (Niyangoda vd., 2024a). Ayrica diyabetik yara modellerinde
yeniden epitelizasyonu artirdig1 da tespit edilmistir (Solinas vd., 2012).

Tibbi kenevirden iiretilen CBD, A9-THC'nin aksine kotii niyetle kullanilan bir
madde olarak degerlendirilmemekte ve ayrica yasal olarak diizenlenmedigi icin, bu
durum CBD yagi, tentiirleri ve buharlar1 gibi CBD igeren {irlinler pazarinda hizli bir
artisa neden olmustur. Bu, saglik acisindan bazi riskler dogurmustur. Bu tiir iirlinler i¢in
bir diizenleme olmayisi, hastalarin iirin kalitesi, CBD'nin etkili dozu, safligi veya
terapotik etkinlikte meydana gelebilecek kimyasal veya mikrobiyolojik kontaminasyon
hakkinda yeterli bilgiye sahip olamadigin1 gostermektedir (Pisanti vd., 2017). Kiiresel
politik degisimler, kenevir ve onun ana bileseni olan kannabidiol (CBD) iceren
iirlinlerin daha erisilebilir olmasina yardimci olmustur. CBD f{iriinleri sektorii, kismen
CBD'nin farkli saglik sorunlart i¢in etkili bir tedavinin tanitilmasinin sonucu olarak
biiyiik bir gelisim gdstermistir. Ancak ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan
yalnizca bir CBD iiriinii (Epidiolex®) onaylanmistir. Tiiketiciler ve bilim diinyasi, FDA
onay1 almayan kullanimlar da dahil olmak iizere CBD'nin tedavi edici potansiyeliyle
biiyiik bir merak i¢indedir (Sholler vd., 2020). Klinik 6ncesi veriler, CBD'nin epilepsi,
anksiyete bozukluklari, sizofreni, ndrodejeneratif hastaliklar ve inflamasyon gibi birgok

hastaligin tedavisindeki potansiyel faydasini desteklemektedir (Pisanti vd., 2017).
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Viicudun her yerinde yer alan endokannabinoid sistemi, homeostazin saglanmasinda

ve farkli hastaliklarin gelisiminde rol oynamaktadir. CBD'nin deriye etkili bir sekilde
ulagmasini saglamak ve ozelliklerini en iist diizeye ¢ikarmak i¢in gesitli stratejiler ve
dagitim sistemleri gelistirilmistir. CBD'nin dermatolojik faydalari hakkinda mevcut
bilgilere ragmen, tedavi mekanizmalar1 hala sinirli kalmaktadir. Klinik arastirmalarda,
ozellikle giivenlik ve diizenleme alaninda en diisiik etkili dozla ilgili birgok bosluk
bulunmaktadir (Ferreira vd., 2023a). Kenevirin sistemik etkileri iyi anlasilmis olsa da
yara iyilesmesi tizerindeki etkilerine dair literatiirde dnemli bir eksiklik bulunmaktadir

(Cohen ve Weinstein, 2018a).

CBD'nin yaralarin iyilesmesinde inflamasyonun kontrol altina alinmasi, hiicre
cogalmasinin tesvik edilmesi ve doku yenilenmesinin desteklenmesine dair cesitli
etkileri mevcuttur. Ancak bu konu lizerine gergeklestirilen arastirmalar kisithdir ve
mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi i¢in daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ vardir (Massi vd.,

2006a).

Bu c¢aligmada, yara iyilesmesi, CBD'nin biyolojik etkileri ve ii¢ boyutlu (3B)
deri modelleri iizerine yapilan ¢alismalar hakkinda literatiir ve aragtirma konusu ile ilgili
bosluklar 6zetlenmistir. CBD’nin yara iyilesmesi iizerine etkileri tez calismasinda
gelistirilen in vitro 2B keratinosit modeli, 3B tam katmanli deri ve 3B epidermal
modeller iizerinde olusturulan yaralar {izerinde molekiiler biyoloji ve mikroskopi
analizleriyle gosterilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan yontem ve elde edilen sonuglar,
CBD’nin yara iyilesmesi lizerindeki olumlu etkisinin gelistirilen modeller {izerinde
dogrulanmasi ve gdosterilmesi agisindan 6nemli olup, ileride deri modelleri {izerinde
yapilabilecek yara ve iritasyon testlerinin gelistirilmesi ¢aligmalarina metodolojik

referans olacak niteliktedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Bu boliim kapsaminda, arastirmanin tekrarlanabilirligi agisindan kritik 6neme

sahip olan kaynaklar, ilgili alt basliklar altinda yapilandirilmistir.
2.1. Derinin Anatomik Yapisi

Deri, viicudumuzun en biiyiik organidir ve disaridaki mikroplara kars1 koruyucu
bir engel islevi goriir, ayrica su kaybin1 dnler. Derideki yaralar oldukg¢a sik goriiliir ve
bu durum yiiksek 6liim ve hastalik oranlariyla baglantilidir. (Dong vd., 2017). Deri ii¢
katmandan olusur: epidermis, dermis ve hipodermis (Sekil 2.1.). Derinin dis tabakasi
olan epidermis, insan viicudunun i¢ elemanlarini dis ortamdan ayiran su gegirmez bir
bariyer gorevi goriir. Bu yiizden, derinin fiziksel 6zelliklerine katkisi oldukca azdir.
Epidermis, ¢ogunlukla keratinositlerden meydana gelmektedir; ancak iginde
melanositler, Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleri gibi diger hiicre tiirleri de
bulunur (Javierre vd., 2008). Epidermis birka¢ katmandan olusur; stratum korneum,
stratum lucidum, stratum graniilosum, stratum spinosum ve stratum bazale. Derinin
daha kalin i¢ tabakasi olan dermis yaklasik 2 mm kalinligindadir ve bu doku, deriye
hem yapisal hem de besin destegi sunar. Temelde fibroblastlar tarafindan olusturulan
hiicre dis1t matristen (ECM) olusurken (Supp ve Boyce, 2005) ayni zamanda kan
damarlarini, lenf damarlarini, kil folikiillerini, ter bezlerini, kollajen demetlerini, farkl
hiicre tipleri (cogunlukla fibroblastlar) ve sinir uglari icerir (Prost-Squarcioni vd., 2008).
Dermis, kolajen liflerinin saglamlik ve sertlik sagladigi, elastinin normal esneklik ve
elastikiyeti korudugu ile proteoglikanlarin viskozite ve nem saglayan bir
mukopolisakkarit jel islevi goriir. Dermisteki yogun kolajen ve elastin yapisi, derinin

fiziksel niteliklerinin belirleyicisidir (Reihsner vd., 1995).
2.1.1. Derinin fizyolojisi

Insanlarda yara iyilesmesi sorunlari, gecikmis iyilesme (6rnegin diyabet veya
radyasyon maruziyeti), asir1 iyilesme (6rnegin hipertrofik veya keloid yara izleri) ya da
deri eklerinin eksikligi (6rnegin kil folikiilleri veya ter bezleri) seklinde kendini
gostermektedir. Bu nedenle, yara iyilesmesini gelistirmek i¢in etkili bir yol bulmak

gereklidir (Dong vd., 2017).
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Yara bakimi, gelismis iilkelerde halkin biiyiik bir kesimini etkileyen ve yagam
standartlarin1 olumsuz yonde etkileyen Oonemli bir saglik sorunu olmanin yani sira,
saglik sistemlerine de biiyiik mali yiik getirerek dikkat ¢ekmektedir. Son yillarda
teknoloji alanindaki ilerlemeler, yara tedavisinde kullanilan ila¢ ve tibbi cihazlarda
onemli gelismeler saglamis olsa da, yaranin karmasik yapisi dolayisiyla yara bakimi ile

ilgili deneysel calismalar hald biiyiik bir 6nem arz etmektedir (Mamun vd., 2024).

a) Epidermis b) Dermis
g S % %% < Kolajen
~+— Olii keratinosit | R Dermal fibroblast
Elastin
—— Grandiller
Notrofil
. Keratinosit .
. Mast hiicresi
—| Langerhans 2 ;
hiicresi - WO g : T hiicresi
—+— Melanosit ] $ S Dermal dendritik
S { S hiicresi
. 4 Mezenkimal kok hiicre
- Bazal hiicre = L
71— Yag dokusu
Gozenek
Sag
Epidermis {
Dermis -
Sag folikdilleri
B Arter
Hipodermis —| Damar
e B +——— Yag dokusu

Sekil 2.1. Deri tabakalarinin yapi agisindan genel goriiniimii. Deri, kok hiicreler i¢in 6nemli kaynak olan
iki ana katman igerir: epidermis ve dermis. a) Katmanlari sergileyen epidermisin karmasik diizeni ve b)
dermisin hiicre yapisi sunulmaktadir (Biorender ile ¢izilmistir).

Doku onarimimi ve iyilesmenin basarisizlik sebeplerini destekleyen hiicresel ve
molekiiler mekanizmalar heniiz yeterince anlasilmamistir ve mevcut tedavi segenekleri

siirli kalmaktadir (Eming vd., 2014a). Yara iyilesmesi, yeni dokularin olusumunu ve
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anatomik islevlerin tekrar saglanmasini hedefleyen bir dizi bagli olaymn dinamik
stirecidir (Sekil 2.2.). Ancak yara bakiminin karmagikligi, sik sik kronik yaralarin ortaya
¢ikmasina neden olabilir ve bu durum su anda saglik sistemimizi ciddi sekilde
zorlamaktadir. Mevcut tedavi yontemleri genellikle yetersiz kaldig: i¢in, yeni ve etkili
yara tedavi yontemlerinin gelistirilmesi énemli bir konu olmaya devam etmektedir.
Ozellikle doku miihendisligi alani, polimerik biyomateryallerin esnek ozellikleri ve
kullanim alanlar1 sayesinde son yillarda biiyiik bir gelisim gostermistir. Kimya, biyoloji,
fizik ve malzeme biliminin disiplinleraras: birlesimi, biyomateryallere dair anlayigin
ilerletilmesi ve yeni yara bakim tekniklerinin gelistirilmesiyle ilgilidir. Bununla birlikte,
karmasik yaralarin tedavisi i¢in yeni yara bakim yontemlerinin daha etkili bir sekilde
gelistirilmesi acisindan klinik ve malzeme bilimi arasinda mevcut olan boslugun

kapatilmas1 gerekmektedir (Hodge vd., 2022).

a) Akut b) Kronik
( — = |
7 3 =< > l
1.H z  2.infl yon 3.Proliferasyon  4.Yeniden
epitelizasyon Enflamasyon /x\‘ Bozulmus hiicresel
tepkime

B - — / N

2 2] AN

; - =

7] - TR o (e

= a R AN e 0D g

& L} PR TSl ) AL
T © SHost @
. — | ;. ¥ 0o, :

Trombosit @ lyilesme K @ 0% o Tekrarlayan

2 agregasyonu E || durmasi KIER 3 >=< x enflamasyon
; 3 CRERO /

o (=) S

a L ces
(2] + Fibroblast T Hiicre disi

S : proliferasyonu % matriks yikimi

] « Kolajen sentezi =

a |+ « Yeniden —— a
= epitelizasyon E

Perfiizyo

Sekil 2.2. a) Akut Yara: lyilesme siireclerini standart bir bicimde tamamlayan yaradir. b) Kronik Yara:
Strekli iltihaplanma ve yetersiz hiicresel tepki yliziinden normal siirede iyilesmeyen yaradir (Biorender
ile ¢izilmistir).

2.1.2. Yara iyilesmesinin genel mekanizmasi

Derideki yaralarin iyilesmesi, hiicre bazinda, humoral ve molekiiler
mekanizmalarin karmasik ve oldukc¢a organize bir siirecidir; bu siire¢ yaralanmanin
hemen ardindan baglar ve yillar siirebilir (Velnar vd., 2009b). Yara iyilesimi, biyolojik
olarak aktif ve yerel etkili bilesiklerin karmasik kimyasal tepkimelerini ve deri

elastikiyetindeki degisikliklerle gekme giiciinde artig gibi fiziksel olaylar1 kapsar (Singh
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vd., 2017). Yara iyilesme siireci insan viicudunda hemostaz, inflamasyon,
proliferasyon (go¢ veya doku olusumu) ve yeniden epitelizasyon (olgunlagma) dahil
olmak iizere ardisik dort agsamadan elde edilen normal bir biyolojik ve kendiliginden

kendini onarma stirecidir (Sekil 2.3.) (Strodtbeck, 2001).

Yaralanma 1 saat 3 giin 3 hafta 1yl

| | |

| Kannoktasi | . i |

NGtrofil Cogalan Yara dokusu
Makrofaj Fibroblastlar

i 5 Lo ;i /) ——
- — ” - o

Yeniden Epitelizasyon

) Proliferasyon | N
Hemostaz - —v
« Erken notrofil etkisi + Fibroblast Birikmesi + ECM yeniden
+  Vazokonstruksiyon, + Geg makrofaj etkisi + Kolajen Sentezi sekillenmesi,
« Platelet Birikmesi » Fagositoz ve yabanci « Ekstraseliiler Matriks * Yaranin kuvvet ve
+  Lokosit Gogl maddelerin uzaklastiriimasi gerginliginin artmasi

Sekil 2.3. Yara iyilesme siireci (Biorender ile ¢izilmistir).

2.1.2.1. Hemostaz

Hemostaz siirecinde, yarali bolgedeki kan damarlari, kan akisini azaltmak
amaciyla kasilir ve bu sayede agik damar yilizeyinde pihti olusumu gerceklesir.
Yaralanmalar sirasinda genellikle kanama gozlemlenir. Bu kanama, yaradan
mikroplarin ya da antijenlerin temizlenmesine yardimci olmasinin yani sira, hemostaz
mekanizmasini da baslatir. Hemostaz, ¢esitli nedenlerle tetiklenir. Deri hiicreleri
yaralandiginda pihtilagma faktorleri salgilar ve bu da dis pihtilasma asamasini harekete
gecirir (Cooper, 1999). Hemostaz siireci, oncelikle trombosit tikaci olusumuyla baslar;
ardindan fibrin matrisinin ortaya ¢ikmasi, hiicresel infiltrasyona zemin hazirlar.
Ilerleyen siiregte, nétrofiller yarada birikir ve bu durum, kompleman aktivasyonu,
trombosit degraniilasyonu ve bakteriyel parcalanma iirlinlerine cevap olarak gergeklesir.
Yaralanmadan 2-3 giin sonra monositlerin yarada ortaya c¢ikmasi ve bunlarin
makrofajlara doniismesi gozlemlenir. Makrofajlarin yaralanma sonrasi siireglerin

diizenlenmesinde hayati bir rol {istlendigi diisiiniilmektedir fakat ndtrofillerin ve
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makrofajlarin yara iyilesmesindeki islevleri henliz tam olarak aydinlatilamamistir

(Grose ve Werner, 2004).

Trombositlerin aktiflesmesi, doku onarim siirecinin baslamasina yol agar ve
cesitli etkili sitokinlerin serbest kalmasini tetikler (Sekil 2.4). Aktiflesmis trombositler,
yaralardaki agik kollajen liflerine yapisarak yeni ECM bilesenlerinin olusumunu
destekler. Bu sitokinlerin aracilik etti§i bazi siirecler arasinda iltithap hiicrelerinin
yaralanma alaninda toplanmasi ve iltihap yanitinin baslamasi, yeni hiicrelerin artis1 yani
epitelizasyon ve kan damarlarinin olusmasi, yani anjiyogenez bulunmaktadir. Bu
sitokinlerin kuvveti ve 0zel etkileri sayesinde, yaralanma bdlgesindeki mikrogevrede

yalnizca az miktarda sitokine ihtiyag¢ vardir (Simpson ve Ross, 1972).
2.1.2.2. inflamasyon

Enflamatuar tepki, hasar gormiis dokulardan ve kilcal damarlardan salinan g¢esitli
maddeler, aktive olmus trombositler, onlarin {irettigi sitokinler ve hemostaz siirecinde
olusan triinler tarafindan tetiklenir (Sekil 2.4.). Yaralanmadan birka¢ dakika sonra,
mikroplarla dolu nétrofiller yarali bolgeye ulasir. Notrofiller, ayrica yerel fibroblastlar
ve epitel hiicrelerini uyararak yara iyilesmesini baslatir. Monositler, lenfositler ve
plazma hiicreleri gibi diger beyaz kan hiicreleri de yaralanma alanina gelirken, ilk
birka¢ giin boyunca Oncelikle nétrofiller rol oynar ve eger yara iltihaplanmazsa
kaybolurlar (Strodtbeck, 2001). Enfeksiyon ortaya ¢iktiginda, noétrofillarin sayisi
enfeksiyon kontrol altina alinana kadar devam eder. Enfeksiyon yoksa mevcut
monositler makrofajlara doniiserek yaralanma bolgesinde temel fagositik hiicre haline
gelir. Makrofajlarin, yaralarin iyilesme siirecinde onemli bir islevi bulunur. Bunlar,
hayatta kalan mikroplari, 6lii notrofilleri, fibrin pihtilarini ve diger hiicresel atiklar
sindirirken, yara iyilesmesini baglatmak amaciyla nitrik oksit {iretir ve sitokinler salgilar
(Gallucci vd., 2001). Yara iyilesmesinin iltthap donemi sirasinda 6nemli bir
mekanizma olarak serotonin, bradikinin, prostaglandinler ve histamin gibi vazoaktif
bilesenlerin etkileri ortaya ¢ikar. Bu bilesenler, yaralanma bolgesindeki endotelin
gecirgenligini ve kan akigini artirir. Artan gegirgenlik, bagisiklik ve onarim hiicrelerinin
bolgeye girmesini kolaylastirirken, artan kan akisi da oksijen dagilimini iyilestirir.
Sonug olarak, yarada bir sicaklik artis1 yasanirken, yaraya sivi sizmaya baslar. Klinik

olarak bu durum, derideki kizariklik ve sislik meydana getirir, ancak yaranin i¢indeki



10

sicak ve nemli ortam, iyilesmenin bir sonraki asamasi i¢in gereklidir. Yara
tyilesmesinin iltihapli donemi sona erdiginde, kanama kontrol altina alinir ve yara
temizlenir. Bu durum, hiicrelerin boliinilip onarilmasi i¢in en uygun kosullar1 olusturur

(Simpson ve Ross, 1972).

2.1.2.3. Proliferasyon

Amagc, yara alanmi yeni bir deri ile kaplamak, bolgedeki kan damarlarinin
biitiinliiglinli yeniden saglamak ve doku hasarini yeni bag dokusuyla doldurarak yapinin
biitiinliiglinii geri kazanmak olarak tanimlanir. Bu asamada yara, gerginlik kuvvetinin
etkisiyle biiylimeye baglar. Bu siirecte en Onemli hiicreler fibroblastlar ve
keratinositlerdir. Yaranin sicak ve nemli atmosferi, hiicrelerin ¢ogalmasini ve onarimini
da destekler (Strodtbeck, 2001). Fibroblastlar, kollajen liflerini iiretir. Kollajen, yaranin
uyusmasina ve gerilmesine neden olur. Bu asamada epitelizasyon ve biiziilme siireci
gelisir. Doku hasarina biiylik 6l¢iide doku kaybi eslik ettiginde, yaranin kenarlarinda
yenileme stireci baglar (Sekil 2.4.). Epitel, graniilasyon dokusundan meydana gelir. Bu
goc stireci, epitel dokular birlesene kadar devam eder. Bir sonraki asama biiziilme
asamasidir. Yara kiigiildilkce, yaranin boyutu da diiser. Bu duruma esas olarak
miyofibroblastlarin neden oldugu goriilmektedir. Graniilasyon dokusu olustugunda ve

epitelizasyon tamamlandiginda, proliferatif faz sona erer (El Ayadi vd., 2020).
2.1.2.4. Yeniden epitelizasyon

Yaranin epitel hiicreleriyle yeniden kaplanma siireci, kan hiicrelerinin derideki
hasarli alan1 tamamen kapladiginda baslamaktadir. Epidermisin en ¢ok bulunan hiicre
grubu olan keratinositler, yaralarin ¢evresinde yogun bir sekilde boliinme gosterirler.
Yerel olarak salinan biiyiime faktorleri araciligiyla harekete gegen keratinositler hizli bir
sekilde ¢ogalir ve yaralanmadan sonraki 12 ile 24 saat i¢inde yara yiizeyine dogru
hareket etmeye baslar. Genellikle cogalma alani, lezyona yakin bir konumda bulundugu
icin yeni olusan keratinositlerin bu onarim bélgesine ulagmasi gerekir. Bu hareket, sivi
bir ortamda gerceklesir ve ¢esitli biiylime faktdrlerinin neden oldugu yonlendirici
kimyasal degisikliklerin olusturdugu karmasik asamalari igerir. Sivi bir yiizeyin
yoklugunda, keratinositler ihtiyag duyduklar1 nemi bulmak amaciyla proteolitik

enzimler salgilayarak kendilerini hareket ettirebilirler (Stallmeyer vd., 1999). Bu asama
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siiresince yaralanma sonrasi gelisen tiim siiregler yavaslar ve duraklama yasar. Cogu

endotele hiicresi, makrofajlar ve miyofibroblastlar programlanmis hiicre 6liimii gegirir
ya da yaradan ayrilir ve geride esas olarak kollajen ile diger hiicre dist matris
proteinlerinden olusan smurli bir hiicresel kiitle birakir. Epitelyal ve mezenkimal
etkilesimlerin derinin biitiinliigiiniin ve homeostazisinin siirekli olarak ayarlandigi
diistiniilmektedir. Ayrica, diger deri hiicre tiirlerinin korunmasi i¢in ek Onerilerde
bulunulmalidir. Bununla birlikte, hiicresel matris, 6-12 ay igerisinde biiyiik dl¢iide tip
III kollajen yapisindan tip I kollajen yapisina aktif olarak doniistiiriiliir. Bu siirec,
fibroblastlar, makrofajlar ve endotel hiicreleri tarafindan {retilen matris
metaloproteinazlar aracilifiyla gerceklestirilir ve iyilesmis dokunun giliclenmesine
katkida bulunur (Sekil 2.4.). Ancak, doku asla saglikli derinin tiim &zelliklerini tam

olarak geri kazanamaz (Gurtner vd., 2008).

HEMOSTAZ FAZI iNFLAMASYON FAZI PROLIFERASYON FAZI YENIDEN EPITELIZASYON
Saat- 1 Giin ‘ 1-5 Giin 3-24 Giin FAZI
— 24 Giin-2 yil
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Sekil 2.4. Yara iyilesme siirecinin dort agsamasi (Biorender ile ¢izilmistir).

Derideki hasarin  bulundugu bdlgede, uzun siireli 1iltihabi siireg, doku
biitlinliigiinlin yeniden saglanmasini geciktirir ve bu da iyilesme siirecini olumsuz
etkiler. Yara bolgesindeki doku biitiinliigiinii geri kazandirmay1 hizlandiran énemli bir
unsur, deri hiicrelerinin gogiinii ve c¢ogalmasimi tetikleyerek iyilesme siirecini
hizlandiran TGFB faktoridiir (Deng vd., 2024; Kiritsi ve Nystrom, 2018a). Deri
biitiinligli, yaralanma, cerrahi miidahale ve diger kimyasal ya da patolojik etkilerle
zarar gOrebilir, bu nedenle hemen onarilmasi sarttir. Deri yaralarinin iyilesmesi,
periferik kan mononiikleer hiicreleri, yerlesik deri hiicreleri, hiicre dig1t matris,
sitokinler, kemokinler ve bir¢ok diizenleyici molekiil gibi farkli hiicre tiirlerinin ve
biliylime faktorlerinin uyumlu bir sekilde etkilesime girmesini gerektirir (Bensa vd.,

2023; Eming vd., 2014b).
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Dermal fibroblastlar, yara iyilesmesi sirasinda ekstraseliiler matrisin yeniden
yapilandirilmasindan sorumlu olan baslica hiicrelerdir ve baslangigta olusan fibrin
pthtisin1 hyaluronik asit, fibronektin ve proteoglikanlarla degistirip daha sonra olgun
kolajen lifleri ile yer degistirir (Sekil 2.5.) (Berthiaume vd., 2011a). Epidermal
keratinositler ile dermal fibroblastlar arasindaki hiicresel etkilesim, deri sagliginin
korunmasi ve yara iyilesmesi agisindan son derece dnemlidir (Amiri vd., 2022a; Zhong

vd., 2010).

Yara iyilesmesi, graniilasyon bag dokusunun epitelik yara kapanmasi ile yeniden
saglanan bariyer islevini yeniden kazandirmayi hedefler. Son donemlerde, disardan
aliman keratinositlerin yeniden epitelizasyon siirecini ve deri yaralarinin iyilesmesini
destekledigi kanitlanmistir. Dermal fibroblastlar, keratinositler ve dermal ECM arasinda
etkili etkilesimlerin normal yara iyilesmesi ve deri yenilenmesinde onemli bir katki

sagladigina dair kanitlar artmaktadir (Jevti¢ vd., 2020).

Keratinosit

Fibroblast- keratinosit .

etkilesimi ,
—_— (
inaktif fibroblast -
Aktif fibroblast
Hucre
disi
matris

Grantlasyon

Inhibitorler dokusu

Sekil 2.5. Deri yara iyilesme diyagrami (Biorender ile ¢izilmistir).

Fibroblastlar ve keratinositler, deri onarim ve yenilenme siirecindeki inflamatuar
asamaya yanit veren baslica hiicre tiirleridir. inflamatuar sinyaller, yaralarmn iyilesmesi
icin bu iki hiicre tiirlinlin ¢ogalma ve olgunlasma siireclerini tetikler (Barrientos vd.,
2008; Shaw ve Martin, 2009). Ayrica, keratinositler ve fibroblastlar, yaralanma sonrasi

normal doku dengesini yeniden saglamak i¢in eylemlerini koordine eden capraz iletisim
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veya dinamik etkilesim denilen ¢ift parakrin sinyallesme dongiileri araciligiyla

birbirleriyle haberlesirler (Schultz vd., 2011). Akut yara iyilesmesinin ilk asamasinda,
yarali bolgedeki inflamatuar hiicrelerden gelen sinyaller, fibroblastlarin yara
kenarlarindan iceriye dogru hareket etmesini destekler (Shaw ve Martin, 2009).
Fibroblastlar, temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF/FGF-2) (Schultz vd., 2011),
keratinosit biiytime faktorii (KGF/FGF-7) (Martin, 1997; Singer ve Clark, 1999; Werner
vd., 2007), vaskiiler endotelyal biiyiime faktérii A (VEGF-A) ve insiilin benzeri biiylime
faktorii-1 (IGF-1) (Edmondson vd., 2003; Reiss ve Sartorelli, 1987) gibi parakrin
faktorler iretir ve bunlar g¢evresindeki keratinositlere sinyal iletmektedir. Ayrica,
keratinositlerden ve inflamatuar hiicrelerden gelen parakrin sinyallere tepki olarak
fibroblastlar kolajen sentezler, hiicre dis1 bir matris olusturmak i¢in ¢apraz baglanmay1
artirir ve yara kapanmasini desteklemek iizere miyofibroblastik bir fenotipe doniisiir
(Heng, 2011). Keratinositler, iyilesmeye katki saglayan ¢esitli hiicre tiplerinin etkilerini
toplar, harekete gecirir ve koordine eder, ayrica derinin epidermal bariyer tabakasini
yeniden insa eder. Bariyerin zarar gérmesi durumunda keratinositler, hem otokrin hem
de parakrin sinyal gorevini listlenen, keratinositlerin hareketini ve ¢cogalmasini artiran
ve ¢evredeki hiicreleri iyilesme siirecine dahil olmak iizere harekete gegiren depolanmis
interlokin 1 (IL-1) salgilar (Barrientos vd., 2008). IL-1, fibroblastlarin KGF iiretimini
artirarak keratinositlerin ¢ogalmasini ve goclinii tesvik ettiginden, ¢ift parakrin
sinyallesmesine bir Ornek sunmaktadir (Maas-Szabowski vd., 2001). Ayrica
keratinositler, vaskiiler endotelyal biliylime faktorii (VEGF) (Barrientos vd., 2008). ve
trombosit kaynakli biiytime faktorii (PDGF) (Werner vd., 2007) gibi anjiyojenik
biiytime faktorleri de salgilarlar; bunlar yarada endotel hiicrelerinin hareketini ve yeni
damar olusumunu tetikler (Bao vd., 2009) ve PDGF araciliiyla fibroblast cogalmasin
ve hiicre dis1 matris tiretimini destekler. Normal derideki, fibroblastlar ve keratinositler
tarafindan salgilanan biiytime faktorleri ve sitokinler, doku dengesinin korunmasinda
hayati 6neme sahiptir ve bu liyelerin koordineli ¢apraz iletisimi, yaralarin tamamen

iyilesmesi icin gereken hiicrelerin toplanmasina zemin hazirlar.
2.1.3. Pansuman bazh yara tedavisi

Yara pansumaniyla ilgili en son gelismeler, biyomedikal alanlarda
nanopartikiillerin ve nanomateryallerin kullanimin1 destekleyerek dogal polimer bazli

pansumanlarin iiretilmesine yardimci olmustur (Fadilah vd., 2022). Bunun nedeni, alerji
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yapmamasi, uyum saglama yetenegi, dogal olarak ¢oziinme 6zelligi ve diisiik toksik

diizeyleri gibi miikemmel oOzelliklere sahip olmasidir. Yara iyilesmesinde c¢esitli
zorluklar  bulunmaktadir; enfeksiyon disindaki sebepler hala tam olarak
anlasilamamistir. Bu zorluklar arasinda yaranin boyutu ve konumu, hastalarin hissettigi
agr1 diizeyi ve pansuman bakimiyla ilgili belirli uygulamalar tizerindeki kisitlamalar yer
alir. En ideal senaryoda, yeni yara pansumanlarimin tasariminda; pansumanin
uygulanma veya cikarilma kolayligi, yasam kalitesinin yiikseltilmesi ve yara bakiminda
agrinin belirlenip azaltilmasi konularinda caligmalar yapilmalidir (Berthiaume vd.,

2011b).
2.1.3.1. Bilyiime faktor tedavisi

Yara iyilesme asamasinda, salgilanan molekiiller veya biiylime faktorleri,
biyolojik siire¢ i¢in dnemli olan sinyal iletimini baglatarak veya engelleyerek hayati bir
islev tistlenmektedir. Bu sebepten 6tiirii, bu molekiiller yara tedavisinde destekleyici bir
yontem olarak kullanilabilir. Tyilesme siirecinde epitellesmeyi etkileyen 6nemli biiyiime
faktorleri arasinda transforme edici biiyiime faktorii (TGF), vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii (VEGF), temel fibroblast biiytime faktorii (bFGF) ve graniilosit-makrofaj koloni
uyarici faktorii (GM-CSF) yer almaktadir (Sekil 2.6.) (Barrientos vd., 2008).

Tablo 2.1. Yara iyilesmesinde rol oynayan biiyiime faktorleri

SiTOKIN

AMAC/ ISLEV

Epidermal
faktorleri (EGF)

bliylime

Keratinositlerin boliinmesi ve hareketi; yaralarin yeniden epitel hiicreleriyle
kaplanmasini tegvik eder; yeni damar olusumunu saglar.

Fibroblast
faktorii (FGF)

biiyiime

Keratinositler ve fibroblastlarin boliinmesi ve hareketi; kollajen iiretimini
artirir, damarlanma olusumunu destekler.

Insiilin benzeri biiyiime
faktorleri (IGF-1, IGF-2)

Keratinositlerin boliinmesini saglamaktadir.

fKa;rtatl')trliril(zls(ltGF) bityiime Keratinositlerin boliinmesi; monositlerin aktive olmasina yardimei olur.
Trombosit kaynakli | Fibroblastlar ve diger hiicreler icin kemo-g¢ekici; hiicrelerin sayisinin
biiyiime faktorii (PDGF) artmast, yaranin kiiciilmesi gozlemlenir.

Dontistiirticii bliyiime | Keratinositlerin boliinmesi ve hareketi; iltihap hiicrelerinin diizenlenmesine

faktorii-o (TGF-0)

yardimc1 olmaktadir.

Dontistiiriicti
faktori- (TGF-B)

biiylime

Fibroblastlar ve makrofajlar i¢cin kemo-gekici; keratinositlerin hareketi;
fibroblast matrisinin sentezine ve yeniden yapilandirilmasina olanak
tanimaktadir (Strodtbeck, 2001).
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Sekil 2.6. Yara iyilesmesinde sitokin sinyal ag1 a) sinyal kaynakalari, b) hedef hiicreler ve etkiler, c)
biyolojik olusum (Biorender ile ¢izilmistir).

2.1.3.2. Deri ikameleri

Deri yerine gegen materyaller, tedavi silirecinde iyilesmis olmayan kronik
yaralarin iyilestirilmesi i¢in uygundur; bu tiir yaralar, daha derin olmasinin yani sira,
daha genis alanlara sahip veya baska faktorler sebebiyle iyilesmeyen daha kiiciik yaralar
i¢cin de etkilidir (Auger vd., 2009a). Yeniden epitelizasyon, fibroblastlarin kollajen ve
matris liretmeye baslamasi ile dermisin onarimi i¢in etkinlesmektedir. Biyolojik deri
ikameleri, derinin yenilenmesi ya da iyilesmesi sirasinda yahut gec¢ici bandajlar olarak
kalic1 destekler olarak (Halim vd., 2010). Nakledilen deri ikamesi, otolog deri grefti gibi
islev gorerek hasarli alan1 destekler ve hem fizyolojik hem de mekanik dayaniklilik
acisindan normal deri fonksiyonunu sunar. En uygun deri ikamesi, bagisiklik veya
toksik etkiler tasimamalidir; biyouyumlu olmali ve hastalik bulasma riski diisiik
olmalidir. Ayrica, deri yerine gecen malzemelerin diger faydalari sunlardir: (a)
mikrobiyal enfeksiyonlardan koruma saglamasi ve buhar, su, protein ile elektrolit

kaybin1 en aza indirmesi; (b) Geciktirme: yara debridmani sonrasinda kapatilana kadar
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ve deri grefti uygulanana kadar yaray1 kapama amaci tagimaktadir; (c) Tesvik: deri

matrisini sunarak iyilesme siirecini destekleyebilen, sitokinler, kemokinler ve biiyiime
faktorlerini serbest birakarak gerceklestirir; (d) Iyilesme asamasinda yaraya dahil edilen
cesitli biyomateryaller kullanilarak deri kollajeni veya kiiltiir hiicreleri ile yeni anatomik
deri yapilarinin inga edilmesi ve deri fonksiyonunun geri kazandirilmasidir

(Shakespeare, 2005).

Akut yaralar tedavi edilirken deri yenileyici {iriinler kullanilmasina ragmen,
hicbir iiriin hasara ugramis derinin tam yerini alamaz (MacNeil, 2007). Her bir deri
degistirme iirlinli, hastanin saglik durumu ile baglantili 6zel avantaj ve dezavantajlar
igerir: (a) epidermal, (b) deri, (c) cift katmanlh ve (d) amniyotik membran. Epidermal
birinci derece yaralar, yilizeysel ya da derin deri yaralari; ikinci derece yaralar, g¢ift
katmanli veya tam kat {igiincli derece yaralar; ve amniyotik ise keskin yaralar olarak

simiflandirilabilir (Goodarzi vd., 2018).
2.1.3.3. Hiicresel yaklasimlar

Hiicre bazli tedavi, olduk¢a kolay bir yontemdir ve ani yaralanmalarda hastalar
tizerindeki cerrahi yiikii hafifletme potansiyeline sahiptir. Terapi amagli kullanilan
hiicreler, yenilenme kapasitelerini artirarak onemli bir alternatif sunabilirler. Bunun
sebebi, hiicrelerin yiliksek miktarda ¢ogalma yetenegi, farkl hiicre tiirlerine doniisebilme
kapasitesi ve yara iyilesmesi acisindan kritik olan ¢esitli sitokinler ve biiylime faktorleri
iiretme yetenekleridir. Ancak her yontemin ayr1 avantajlar1 ve siurliliklart mevcuttur;
clinkii hiicre bazli deri ikameleri genelde uzun bir iiretim asamasi gerektirdiginden,

hastalar uzun bekleme siireleri ile karsilasabilmektedir (J. Y. Kim ve Suh, 2010).
2.1.3.4. Hiicresel olmayan yaklasimlar

Yara iyilesme siireci, hiicreler aras1 dinamik etkilesimlerin yani sira extracelliiler
matris (ECM) ve bliylime faktorlerini i¢erir. ECM, dermisin temel bileseni olarak kabul
edilen hiicresel olmayan bir yap1 olarak tanimlanir ve fibronektin, kollajen, laminin,
glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve diger yapisal olmayan matris hiicre
proteinlerini barindirir. Yaralardaki proteolitik dengesizlik, iyilesme ve yenilenme igin
kritik O6neme sahip olan ECM bilesenleri, reseptorleri ve biliylime faktorlerinin

islevlerinin bozulmasina yol agar. Bu durum, hiicrelere yapisal bir destek saglarken,
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yaralanma sonrasi hiicrelerin ¢ogalmasini ve gociinii artirmak icin etkili biiytime
faktorlerinin bir depolama alani olarak islev gormesine olanak tanir (Schultz ve

Wysocki, 2009).

Dermal fibroblastlar, kutandz rejenerasyon siirecinde yer alan baglica hiicrelerdir
ve hiicre ¢ogalmasi/gd¢ oranlari, miyofibroblast olusum yetenekleri, ECM iiretimi ve
inflamatuar isaretcilere kars1 gosterilen tepkiler gibi bir¢ok konuda fetal ve yetiskin deri

arasinda farkliliklar mevcuttur (Li vd., 2015).

Keratinositler ve fibroblastlarin yara iyilestirme ozelliklerinden faydalanmak
amactyla, bu hiicreleri kullanan biyomiihendislik {iriinleri kronik yaralarin tedavisi i¢in
tasarlanmistir. Yara bolgesine uygulandiklarinda, bu hiicreler iyilesmeyi destekleyen
sinyal molekiilleri, bliylime faktorleri ve hiicre dis1 matris proteinleri saglar. Ticari
olarak bulunan tedavi segenekleri arasinda keratinositleri (6rnegin EpiCel),
fibroblastlart (6rnegin Dermagraft) veya her ikisini de iceren lriinler (6rnegin Apligraf)

bulunmaktadir (Auger vd., 2009b).

Yara bakimi, gelismis iilkelerde niifusun genis bir kesimini etkileyen ve yasam
standardin1 olumsuz etkileyen Onemli bir saglik sorunu olmanmn yani sira, saglik
sistemleri lizerinde de ciddi bir mali yiik olusturmaktadir. Son yillarda teknolojideki
gelismelerle birlikte yara bakiminda kullanilan ilaglar ve tibbi cihazlarda kayda deger
ilerlemeler saglanmis olmasina ragmen, yaranin karmasik yapist nedeniyle deneysel

aragtirmalar hala biiyiik 6nem tagimaktadir (Mamun vd., 2024).

Tarihsel stirecte eski medeniyetler, yaralar1 ¢esitli dogal malzemeler, bitkiler, su
veya diger sivilar (yaglar, siit, bira ve sarap gibi), metal oksitler ve ¢evrede bulunan

diger kaynaklarla tedavi etmislerdir (Sanjarnia vd., 2024).

Antik donemlerde yaralarin bakim ve iyilesmesi konusunda farkli yontemler
gelistirmistir. Misirlilar yaralar1 bal ve siit gibi maddelerle tedavi ederken, Yunanlilar
ise yara iyilesmesinde hijyen ve temizlik kavramlarinin 6nemine dikkat ¢ekmislerdir.
Orta Cag’da yaralarin tedavisi genellikle dini ritiieller ve dogal bilesenler kullanilarak
yapilmaktaydi. Yaralara bitkisel preparatlar ve zaman zaman cerrahi miidahaleler
uygulanmistir. Ronesans doneminde tiptaki bilimsel gelismeler iyilesme stireglerini

etkilemistir. Mikroskop sayesinde mikroorganizmalarin yaralarda enfeksiyona yol
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acabilecegi anlasilmistir. Modern Tip Doneminde (19. ylizyil) Louis Pasteur ve
Robert Koch gibi bilim insanlarinin mikrobiyoloji iizerine yaptiklar1 caligmalar,
enfeksiyonlarin 6nlenmesi ve tedavisinde modern tibbin énemli bir doniim noktasini

olusturmustur (Sanjarnia vd., 2024).

Son yillarda yara bakiminda hidrojel, kok hiicreler, antibiyotikler gibi farkli
tedavi unsurlarinin ve islevsel yara pansumanlarinin kullanimiyla iyilesme siireci
desteklenmekte ve hizlandirilmaktadir. Uygun bir yara ortami, malzemenin bakteri
oldiiriicti, pH, nem, oksijen, besinler ve hiicresel bilesenler (kalsiyum, hidrojen peroksit,
bakir, demir vb.) acisindan zenginlestirilmesi ile saglanabilmektedir. Sonug¢ olarak,
canlilik etkiler gostermeden daha yiiksek iyilesme oranlari, yeniden epitelizasyon ve
anjiyogenezi tesvik ederler. Yara tedavisinde malzeme 6zelliklerinin yani sira, spesifik
ihtiyaglara yonelik karmasik sekillere sahip malzemelerin kullanilmasi1 gerektiginde,
kisiye 0zel hidrojellerin hizli ve dogru bir sekilde iiretilmesinde iiretim teknolojisinin
onemi biiyiik bir rol oynamaktadir (Suhail vd., 2019b). Giiniimiizde, yara gelisimi ve
iyilesmesi hakkinda edindigimiz bilgiler, bilimsel arastirmalar ve teknolojik yenilikler
sayesinde siirekli olarak gelismektedir. Yara iyilesmesinde kullanilan malzemeler ve
yontemler, her gecen giin daha etkili ve hizli sonuglar almak amaciyla

giincellenmektedir.

Geleneksel yara bantlari, 19. Yiizyilin 1800'li yillarinda ortaya ¢iktigindan beri,
kullanim kolayligi, maliyet etkinligi ve iiretim kolaylig1 sebebiyle oldukca yaygindir.
Bu tiir bandajlar arasinda gazli bez, bandaj ve alc1 gibi ¢esitler bulunmaktadir. Yarayi
disardan gelen enfeksiyonlardan korusa da, yaranin igerisindeki nemin kontrol
edilememesi nedeniyle gec iyilesmesine neden olabilecek kadar kuru kalabilmektedir.
Ayrica, yaranin fazladan kanamasi durumunda, bandajlarin yaraya yapismasi, giysilerin
cikartilmasimin zor ve aci verici olmasma yol agabilir. Bu sebeple, hafif kanamali
yaralarda veya ikinci bir pansuman olarak siklikla geleneksel pansumanlar (6rnegin;
filmler, kopiikler, hidrojeller, hidrokolloidler, aljinatlar ve biyoaktif pansumanlar gibi)
tercih edilmektedir (Rezvani Ghomi vd., 2023). En uygun yara pansumani; fayda, hasta
giivenligi ve maliyet etkinligi arasinda dengeli bir yaklasim gerektirir. ideal bir yara
pansumani, biyolojik uyumluluga sahip, biyolojik olarak pargalanabilir ve iyilesme
siiresince uygun bir ortam saglamak i¢in optimal su buhar1 gecirgenligine sahip

olmalidir. Ayrica, yaranin yapisina uyum saglamali, yara ylizeyine yapismamali,
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mikroplar i¢in koruma sunmali ve yarali bolgedeki nemi optimize etmelidir. Kronik
yaralarin yerel tedavisi saglik sistemine biiyiik mali yiikler getirmektedir (Tatarusanu

vd., 2023).

Doku onarimi ve iyilegsmenin basarisiz olmasiyla ilgili hiicresel ve molekiiler
mekanizmalarin tamami heniiz kesin bir sekilde kavranmamistir ve mevcut tedavi
secenekleri oldukg¢a sinirlidir. Travma, cerrahi miidahale, akut ya da kronik hastaliklar
sonucunda yara iyilesmesinin yetersiz olmasi, her y1l milyonlarca insanm etkilemekte ve
iltithaplanma, anjiyogenez, matris birikimi ve hiicre birikimi gibi sagliklt doku onarimini
bozan faktorlere yol agmaktadir. Bu hiicresel siliregclerden birinin veya birkaginin
aksamasi, genellikle damar hastaliklari, diyabet veya yaslanma gibi mevcut saglik
sorunlartyla iligkilidir ve bu durumlar ¢ogunlukla cesitli patolojilerin iyilesmesiyle
baglantilidir. Viicudun dogal onarim mekanizmalarin1 gelistirecek klinik yaklasimlarin
arastirilmasi, yenilenme ve iyilesmenin temel biyolojisinin daha derinlemesine

anlasilmasina bagli olmalidir (Eming vd., 2014a).

Deri, dis etkenlere karsi koruyucu bir engel islevi saglar. Calismalar, derinin,
kutan6z ECS'nin 6nemli bir rol iistlendigi karmasik bir dogustan gelen néro-immiino-

endokrin islevine sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Nejati vd., 2013; Rio vd., 2018).
2.2. Rejeneratif Tip

Cogu canli, yasamlar1 boyunca kendilerini yenileme yeteneklerinde degisimler
gosterir. Yaglanma siirecinde bircok dokunun dengesi ve yenilenme yetenegi giderek
bozulur; bu da doku bozulmasi, islev kaybi ve cesitli hastaliklara neden olur. Bu
bozulmadan sorumlu olan mekanizmalar, hiicresel yaslanma gibi i¢ faktorler ve
rejeneratif ortamda meydana gelen dis faktorlerden olusur. Bu mekanizmalarin
rejeneratif siireglere olan etkisini anlamak, doku yenilenmesini iyilestiren ve saglik
hizmetlerini uzatan terapi yontemlerinin gelistirilmesi acisindan olduk¢ca Onem
tasimaktadir (Yun, 2015). Rejeneratif tip uygulamalari, yaralanmalar, O6liimciil
hastaliklar veya diger tibbi sorunlar1 olan hastalar i¢in yeni tedavi olanaklar1 sunabilir.
Giliniimiizde hastalikli ve organlar1 hasar gormiis bireyler, organ nakli ile tedavi
edilebilmektedir. Ancak niifus yaslanmaya devam ettikce ve yeni organ yetersizligi
vakalar artarak ¢ogaldik¢a, dondr bulma sorunlart her yil daha da derinlesmektedir.

Rejeneratif tip ve doku miihendisligi alanlarinda calisan bilim insanlari, hastalanmis ve
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hasar goérmiis dokularda normal islevi yeniden saglamak ve korumak amaciyla hiicre

nakli, malzeme bilimi ve biyoteknoloji yontemlerini kullanmaktadir (Atala, 2008).

Biyolojik agidan bakildiginda, rejenerasyon, memeliler de dahil olmak iizere
birgok canlida gozlemlenen doku yenileme ve sinirli yaralanma yanitin1 kapsayan kayip
veya hasar gormis hiicrelerin eski haline getirilmesi yetenegiyle, memelilerde sikca
gozlemlenmeyen karmasik yapilarin yeniden olusturulma kapasitesine ayrilabilir.
Bunun yan sira, diger bir¢ok hayvanda da benzer sekillerde ifade edilir (Sharpless ve
DePinho, 2004). Yaslanma siireci sirasinda memelilerin, kan damarlari, sinir sistemleri,
kaslar, kan hiicreleri iiretimi ve iskelet gibi yasam i¢in gerekli yapilarindaki yenileme
yetenekleri degisir ve bu, genel viicut hasari ile iligkilidir. Rejeneratif tip, organizmanin
dogal yenileme yetenegini artirmak icin tip, bilim ve teknoloji alanlarini bir araya

getiren disiplinler arasi bir ¢aligma alanidir (Rajabzadeh vd., 2019).

Rejeneratif tip, tibbin en modern ve gelismekte olan bir dalidir ve bu alan, ciddi
yaralanmalar ya da kronik hastaliklarla miicadele eden hastalarda dokularin ya da
organlarin islevlerinin geri kazanilmasi lizerine odaklanmaktadir. Rejenerasyon ve diger
hiicre tiirlerine doniisiim konusundaki belirsiz potansiyel, rejeneratif tibbin temelini
olusturan kok hiicreleri temsil eder. Gen diizenleme ve doku miihendisligi alanlarindaki
ilerlemeler, bireysel tedavi uygulamalari i¢in gelistirilen kok hiicrelerin ex vivo 3B

organoidlerine ve doku yapilar1 haline getirilmesine olanak tanimaktadir (Mahla, 2016).
2.2.1. Invitro yara modelleri ve 3B hiicre Kiiltiir sistemleri

Yara iyilesmesine dair arastirmalar, deney hayvani kullanimlarini azaltmak
amaciyla in vitro testlerin yapilmasini énemli kilmaktadir. Bu testler, belirli bilesiklerin
etkisini ve genetik degisikliklerin iyilesme siireglerine etkisini incelemekte miikemmel
bir yontem sunar. Yara iyilesme siireci, sadece iki boyutlu hiicre kiiltiirii ile sinirh
degildir; {i¢ boyutlu in vitro modeller, hiicre-matriks-hiicre etkilesimleri nedeniyle daha
fazla ilgi gormektedir (Stamm vd., 2016). Hayvan refahina yonelik artan hassasiyetler
ve Avrupa Birligi bilinyesindeki arastirma merkezlerinde 3R kurallarina (Hayvan
kullaniminda Yerine Koyma, Azaltma, lyilestirme) uyulmasinin zorunlu hale gelmesi,
bircok firmanin farmasétik, deri bakim ve kozmetik iirlinlerinin in vitro etkinligini
degerlendirmek amaciyla deri modeli alternatifleri gelistirmesine neden olmustur.

Boylelikle hayvan derisinin zarar gérmesine iliskin uygulamalara olan duyarlilik azalir.
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Ayrica, deri modelleri deri hastaliklarinin temel etkenlerinin tespitinde de yararli bir
rol oynamaktadir. Bir deri modeli tasarlarken, biyomimetik bir yapinin
olusturulmasinda fizyolojik, kimyasal ve fiziksel unsurlarin géz 6niinde bulundurulmasi

gerekmektedir (Suhail vd., 2019a).

Yara iyilesme stirecleri, kronik yaralar ve iilserler gibi uzun zaman ve maliyet
tilketen yara tiirleri nedeniyle biliyiilk bir 6nem tasimaktadir. Yara ve yaraylr onarma
yontemleri; yeni tedavi alternatiflerinin test edilmesi, biyolojik isaretlerin tespit
edilmesi ve doku onariminda isleyis mekanizmalarinin arastirilabilmesi i¢in elzemdir
(Sami vd., 2019; Ud-Din ve Bayat, 2017). Yara iyilesme arastirmalarinda in silico, in
vivo, in vitro ve ex vivo gibi farkli modeller kullanilmaktadir. Hesaplamali model olarak
bilinen in siliko modelleri, yara iyilesme siireclerini anlamak ve gelistirmek i¢in faydali
olsa da, teorik diizeyde kalmakta ve pratikte uygulanmasi icin biyolojik ortama ihtiyag
duymaktadirlar. /n vivo modeller, insan derisine en yakin deney ortamini saglamakta,
ancak etik sorunlar ve yiiksek maliyetler gibi dezavantajlara sahiptir. Ex vivo modeller
ise canli ortamda ¢alisma imkan1 sunmakta, fakat etkilerin aninda ve kisa siireli olmasi
dezavantajlar1 arasinda yer almaktadir. /n vitro yara modelleri, hiicre i¢i ve hiicreler
arast etkilesimlerin arastirilabilmesi i¢in uygun olan modellere isaret etmektedir. /n
vitro yara modelleri, iki boyutlu (2B) ve {i¢ boyutlu (3B) olarak kategorize edilmektedir
(Sekil 2.7.) (Sami vd., 2019).

3B hiicre kiiltiirii
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¢ Doku benzeri hiicre davranigi

Sekil 2.7. 2B ve 3B hiicre kiiltiir sistemlerinin yapisal ve biyolojik farkliliklarinin karsilagtirilmasi
(Biorender ile ¢izilmistir).
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2.2.1.1. iki boyutlu (2B) in vitro yara modelleri

2B in vitro yara modelleri, hiicrelerin hareketini ve yara iyilesmesini incelemek
icin en yaygin tercihlerden biridir. Bu modeller, hiicrelerin tek tabaka halinde
yetistirilmesi ve belirli bir alanin ¢esitli yontemlerle (damgalama, termal yaralama,
elektrik ile yaralama, lazer 15181 kullanilarak optik yaralama, pipet ucu ile yapilan
cizikler, kimyasal miidahaleler veya insert/barrier kullanim1 gibi) yara bdlgesi olarak
sekillendirilmesi prensibine dayanmaktadir (Amiri vd., 2022b). Olusturulan yara
bolgesi, zamanla hiicrelerin hareketi ve cogalmasi ile kapanir ve bu siire¢, mikroskopik
ya da dijital goriintiileme teknikleri ile nicel olarak analiz edilebilir (Jevti¢ vd., 2020).
Yeniden epitelizasyon, yara iyilesiminin belirleyici bir 6zelligi olarak kabul edilir, bu
ylizden her yara iyilesme testinin bir sonucudur. Cizik testi, kolay uygulanabilen ve
ekonomik bir yontem oldugundan olduk¢a yaygin bir testtir ve hiicrelerin 2B
yiizeylerdeki hareketlerini gdzlemlemeyi saglar. Incelenen yapiskan hiicreler, yani
keratinositler veya dermal fibroblastlar, genellikle plastik bir pipet ucu yardimiyla
hiicrelerin kazinarak kasith bir sekilde yaralandigi birlesik bir tabaka halinde yetistirilir
(Eming vd., 2014a).

2B yara modellerinin en belirgin faydalari; uygulama kolayligi, diisiik maliyet ve
hizli sonug verme ozellikleri ile yiiksek sayida 6rnegin ayni1 anda incelenmesine imkan
tanimalaridir. Bu modeller, farkli farmasotik maddelerin, biyomalzemelerin veya
genetik degisikliklerin hiicresel go¢ ve yara onarima etkilerini aragtirmak i¢in uygun bir
baslangi¢ araci olarak islev goriir (Shaw ve Martin, 2009). Ancak, 2B modellerin bazi
onemli dezavantajlar1 bulunmaktadir. Hiicre-matris etkilesimlerinin yetersiz temsil
edilmesi, ii¢ boyutlu doku yapisinin olmamasi gibi bu modellerin in vivo yara
iyilesmesini tam anlamiyla yansitmasini engeller (Schultz vd., 2011). Bu nedenle, 2B
modeller genellikle 3B kiiltiir sistemleri veya hayvan deneylerinden 6nce 6n arastirma

asamasi olarak degerlendirilerek yer almaktadir.
2.2.1.2. U¢ boyutlu (3B) in vitro yara modelleri

3B laboratuvar ortaminda yara simiilasyonlari, canli dokunun yapisini,
hiicrelerin matris ve birbirleriyle olan etkilesimlerini, kan damarlarin1 ve mikrogevre
sartlari1 daha gercekci bir bicimde yansitma yetenegi nedeniyle yara iyilesmesi

calismalar1 agisindan giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir (Duval vd., 2017).
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Hayvan modelleri ile kiyaslandiginda, 3B kiiltlirler deri fizyolojisi ve yara
tyilesmesindeki tiirler arasi farkliliklar1 ortadan kaldirmakta ve boylelikle translasyonel
alaka diizeyini artirmaktadir (Langhans, 2018). Ticari ve tedavi odakli {irlinlerin
gelistirilmesine yonelik deri dokusu esdegerlerinin mevcut durumu incelenmektedir.
Artan hayvan refahi kaygilari nedeniyle bircok firma, farmasotik, deri bakim ve
kozmetik {irlinlerin in vitro etkilerini degerlendirmek amaciyla alternatif deri modelleri
gelistirerek bu tlir yontemlere olan bagimliliklarini azaltmaya g¢alismaktadir. Deri
modelleri, deri hastaliklarinin kok nedenlerini belirlemede de etkili bir rol oynamigtir.
Deri modeli tasarlarken, biyomimetik bir yap1 olusturulmasi i¢in ¢esitli kimyasal ve
fiziksel faktorlerin goz oniinde bulundurulmasi gerekmektedir (Suhail vd., 2019b). Bu
modeller genellikle fibroblastlar, keratinositler gibi hiicre tiirlerinin olusturdugu 3B deri
benzeri yapilar igerisinde kullanilir ve biyomaterial destekler (hidrojeller, iskeleler) ile
biyobaski veya mikro-¢ip sistemlerle birlikte gelistirilir (Di Stefano vd., 2025;
Nuwayhid vd., 2025).

Uc boyutlu yara iyilesme testlerinde genellikle farkli yapay deri yapilari
kullanilmaktadir. Bu yapilar; deri ikameleri, deri esdegeri veya biyoteknolojik deri
olarak da bilinir (Netzlaff vd., 2005). Klinik deri ikameleri ve greft drnekleri arasinda
Integra®, Apligraf® ve Epicel® bulunmaktadir. Tam kalinliktaki deri modelleri
EpidermFT® ve StrataTest® olarak karsimiza ¢ikarken, epidermal modeller arasinda
daha sonra ele alinacak olan SkinEthic®, EpiSkin® ve EpiDerm® yer almaktadir.
Integra DRT®, Integra Lifesciences tarafindan olusturulmus ve goézenekli sigir kollajeni
ile glikozaminoglikan matrisine sahip bir ince silikon membran igermektedir.
Apligraf®, Organogenez sirketinin {irettigi bir {irlindiir ve keratinositlerin
biiyliyebilecegi tek bir dermal matris i¢inde fibroblast ve kollajen icermektedir.
Genzyme tarafindan {retilen Epicel®, in vivo gelistirmeden elde edilen otolog
keratinositler ve fare fibroblastlar1 barindirmaktadir. Yeniden yapilandirilmis insan
derisi modelleri, yapay bir polimer matris lizerinde gelistirilen deri hiicrelerinden
olusur. Ticari olarak temin edilebilen yeniden yapilandirilmis insan epidermisi
modelleri arasinda EpiSkin®, SkinEthic® ve Epiderm® bulunmaktadir. Ticari olarak
edinilebilen canli deri esdegerleri ise GraftSkin®, EpidermFT® ve Phenion®'dur. Canlt
deri benzerleri belirli klinik uygulamalar i¢in hayati neme sahip olsa da, ¢cogu in vitro
calisma insan epidermisinin sentetik modellerini kullanmaktadir (Suhail vd., 2019b). Su

anda yara yonetimi i¢in iyilestirici, antimikrobiyal ve/veya nemlendirici 6zelliklere



24

sahip kremler, jeller, merhemler, tozlar, macunlar ve bantlar gibi bir¢ok tiirde

farmasotik tirin mevcuttur.

Yapay membranlar, tekrar iretilebilirlik, diisiik maliyet, kullanom kolayligi,
saklama kosullar1 ve modifiye edilebilirlik gibi bir¢ok avantaji nedeniyle insan ve
hayvan derisine tercih edilmektedir. Yeniden yapilandirilmig insan derisi esdegerleri ise,
kolay erisilebilir olmalari, yiiksek veri tekrarlanabilirligi sunmalari, etik kurullardan
onay gerektirmemeleri ve deri metabolizmasi, deri korozyonu ile fototoksisitenin
degerlendirilmesinde faydali olmalar1 gibi nedenlerle 6nemli hayvan derisi alternatifleri

olarak kabul edilmektedir (Yedikaya ve Badilli, 2021).

In vitro modeller, deri yaralarinin iyilesme siireglerini incelemek icin etik ve
uygun maliyetli bir alternatif sunar. Ayrica, insan hiicreleri kullanan modeller, insan
yaralanmalarni hayvan modellerine gore daha iyi temsil etmektedir. Hiicre gogli ve
cogalma gibi stiregleri incelemek i¢in iki boyutlu modeller yaygin olarak kullanilsa da,
yara iyilesmesinin daha derinlemesine anlasilabilmesi i¢cin daha karmasik modellere
ihtiya¢ vardir. Farkli deneysel ¢alismalardan karsilastirilabilir sonuglar elde etmek icin
dogru, tekrarlanabilir lezyonlarin ve uygun bir sablon sisteminin olusturulmasi biiyiik
bir 6nem tasimaktadir. Bir yara iyilestirme modelinin olusturulmasi, yalnizca zor
olmakla kalmaz, ayn1 zamanda modelde belirli bir standardizasyon ile yara olusumunu
gergeklestirmek de zordur. Siklikla kullanilan yaralanma teknikleri arasinda cizik
testleri, yanik, bant asinmasi, termal yaralanma, sivi nitrojen, lazer, nester ve biyopsi
zimbalar1 yer almaktadir. Bu yontemlerin ¢ogu benzer zorluklar tasimaktadir. Elle
uygulanan yaralarin standardize edilmesi ve c¢oklu testlerde yeniden olusturulmasi
glictiir. Yara boyutu, sekli ve derinligi caligmalar arasinda farklilik gdstermektedir
(Rossi vd., 2015).

Yara iyilesme siirecini gelistirmek amaciyla birgok yontem 6nerilmistir. Etkili
yara tedavisinin bir yolu, yara bolgesine rejenerasyonu tesvik eden ilaglarin
mikroignelerle ulagtirillmasidir. Ancak, bagisiklik sistemine duyarli bu noktada
mikroignelerin kullanilmasi, yaray1 enfeksiyona ve ek zarar géormeye daha acik hale
getirir. Bu durumu agmak icin Yao ve digerleri, mikroigne dizisini tasimak iizere bir
metil akrilat hyaluronik asit (MeHA) jeli kullandilar, bodylece biyobozunur ve

antibakteriyel bir yontemle ilaglarin iletimini sagladilar (Yao vd., 2021).
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Son yillarda kok hiicre tabanli tedaviler biiyiik ilgi cekmeye basladi (Chen vd.,
2009). Yara iyilesmesindeki etkileri g6z oniinde bulunduruldugunda, derideki kok
hiicreler fizyolojik kosullar altinda rejeneratif iyilesmeyi desteklemek igin ¢esitli sinyal
yollarin1 aktive eden sitokinler iiretmektedir (Nourian Dehkordi vd., 2019). Lee ve
arkadaslari, dermis, katmanli epidermis, kil folikiilleri ve diger deri yapilarindan olusan
bir organoid gelistirmek i¢in insan pluripotent kok hiicrelerini kullanarak hiicre
farklilasmasini tesvik ettiler, bdylece yaranin tamamen iyilesmesine imkan tanidilar.
Ancak, bu uygulamanin sundugu potansiyele ragmen, organoidin islevselligi genel
yapisinin kisitlamalar1 nedeniyle tehlikeye giriyor ve bu, anormal kil biiylimesine ve

dokiilmesine neden olabiliyor (J. Lee vd., 2022).

Huttenlocher ve ekibi, yara iyilesme stirecinin doku i¢inde bulunan yerel elektrik
alaniyla iligkili olabilecegini gostermistir. O tarihten bu yana, birgok arastirma grubu,
yara iyilesmesini destekleyen elektrik alanlarindan yararlanan etkili yOntemler
gelistirmek i¢in ¢alismaktadir (Huttenlocher ve Horwitz, 2007). Zheng ve arkadaslari,
derin yaralarin iyilesmesinin saglanmasi amaciyla elektriksel uyarimin polimerler
tizerinden iletilebilecegi fikriyle, ¢capraz bagh elektriksel iletken polimerler igeren bir

jelatin bazli hidrojel (MESgel) gelistirdiler (Zheng vd., 2021).

Biyo-yazim yontemi i¢in Binder ve digerleri, fibroblastlar1 ilk katmanda,
keratinositleri ise ikinci katmanda iceren fibrinojen/kollajen hidrojel onciillerini tam
kalinliktaki bir deri defekti iizerine direkt yerlestirmek icin miirekkep piiskiirtmeli bir
biyoyazici kullandilar (Binder vd., 2010). Yara bolgelerinde basilan dokunun normal
fare derisini taklit edebildigini gozlemlediler. Lee ve arkadaslari, fibroblastlar ve
keratinositleri kolajen ile basarak insan derisini taklit eden bir yontem onerdiler (V. Lee

vd., 2014).

Yanez ve ekip arkadaslari, damlacik bazli biyobaski teknigini (genellikle
miirekkep plskiirtmeli biyobaski olarak bilinir) kullanarak, mikrovaskiiler yapilari
basarak olusturduklar: ¢ift katmanli deri greftini tam kalinlikta yaralarin tedavisinde
degerlendirdiler; entegrasyon ve iyilesmeyi fareler iizerinde incelediler (Yanez vd.,
2015). Basilan deri grefti, kontrol gruplaria gore yiizde on daha iyi biiziilme oraniyla

yara iyilesmesini artirdi ve yerlestirilen hiicrelerin canli kaldigini kanitladi.
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Koch ve ekibi, deri hiicreleri ve kok hiicrelerini deri yenilenmesi ve kok hiicre
tedavileri i¢in lazerle indiiklenen ileri transfer (LIFT) seklinde adlandirilan bir lazer
baski yontemi ile belirli desenlerde bir araya getirdiler. Lazer baski uygulamasi
sirasinda deri hiicreleri ve insan mezenkimal kok hiicreleri (hMSC) canli kaldi ve
boliinme yeteneklerini korudugu gozlemlendi, boylece hiicrelere zarar vermeden doku

yedekleri elde etmek i¢in yeni bir yontem gelistirilmis oldu (Koch vd., 2010).

Douillet ve arkadaslari, derinin dogal hiicre dis1 matrisinin taklidini yaparak,
fibroblastlarin derinin destek yapisini nasil degistirdigini ve diizenledigini aragtirmak
izere kolajen iskeleti icinde desenler halinde basilan lazer tabanli biyoyazma teknigini
kullandilar. Bu, arastirmacilara yara iyilesimi sirasinda fibroblastlarin bu yap1 iginde
yeniden nasil sekillendigini inceleme firsatt sundu (Douillet vd., 2022). Basilan deri
destek yapist bir siire boyunca incelendi ve elde edilen bulgular, Douillet ve ekibinin
yara iyilestirme yoOntemleri hakkinda hipotezler gelistirmesine ve dogal iyilesme
siireclerini taklit eden, potansiyel olarak daha az iz birakan ve daha hizli iyilesme
stirelerine neden olabilecek yeni tedavilerin yaratilmasma yardimci oldu. Rimann ve
ekibi, insan hiicreleri (fibroblastlar ve keratinositler) ile yiiksek hiicre canliligina sahip
olan kullanima hazir bir biyomiirekkep kullanarak, 6zel bir damlacik tabanli biyoyazim
teknigi ile yumusak dokularin 3B modellerini olusturmak i¢in optimize edilmis bir
yontem gelistirdiler ve bu ydntemin kozmetik sektdriindeki uygulama potansiyelini

kanitladilar (Rimann vd., 2016).

Zhang ve ekibi, yag dokusundan elde edilen ECM ile bir biyomalzeme
tasarladilar (Zhang vd., 2023). Bu malzeme, doku biiziilmesini, kolajen {iretimini,
yeniden sekillenmeyi ve neovaskiilarizasyonu artirarak yara iyilesimini desteklemek
icin kullanabilecegi 3B biyomimetik, ¢ok katmanli implantlarin iiretimi i¢in biyoyazma

siireciyle bir araya getirilebilir (Fratini vd., 2023).
2.3. Kenevirin Tarihcesi, Kullanim ve Taksonomisi

Kenevir (Cannabis sativa I. ), Cannabaceae ailesine mensup, cesitli kullanim
alanlar1 bulunan ve tarih boyunca tibbi amaglarla kullanilan tek yillik bir bitki tlirtidiir
(ElSohly vd., 2017). Kenevir, M.O. 8000 yilindan beri cesitli amaglarla
yetistirilmektedir: tipta, tekstil alaninda, ip yapiminda, kagit iiretiminde ve eglence

amacl olarak kullanilmaktaydi. 19. yilizyilda doktorlar, sindirim problemleri ve mide
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bulantis1 gibi rahatsizliklar i¢in bile onu recetelendirmekteydi (Russo, 2007). Fakat
20. yiizyilda esrarin eglence amacli kullanimini ve tibbi yonlerini denemede kisitlamalar

getirildi (Adrian, 2015).

Taksonomiden bagimsiz olarak, kenevir bitkisinde birgok farkli kimyasal bilegsen
kesfedilmistir. Bu bitkideki etkin bilesenler tetrahidrokanabinol (THC) ve kanabidiol
(CBD) gibi kanabinoid maddelerdir. THC, psikoaktif etkileri ile bireyin zihinsel
durumunda degisiklikler yaratirken, CBD'nin tibbi faydalar1 bulunmaktadir (ElSohly
vd., 2017). Bunlar arasindan kanabinoidler 6zellikle dikkat ¢ekmistir. Bu kanabinoidler
arasinda, baglica C. indica tirlinde yer alan ve diizenlemelerin ana merkezi olan
psikoaktif madde delta-9 tetrahidrokanabinol (THC) ile esasen C.sativa'da bulunan ve
tibbi aragtirmalarda endiistriyel amaglarla kullanilabilen psikotropik olmayan

kanabinoid (CBD) bulunmaktadir (Massi vd., 2006b).
2.3.1. CBD’nin kimyasal yapis1 ve endokannabinoid sistemler ile iliskisi

Kanabidiol (CBD), kimyasal formilii C;;H300, olan ve Cannabis sativa
bitkisinden elde edilen psikoaktif olmayan bir fitokanabinoiddir (Martinez Naya vd.,
2023). CBD molekiilii, bir terpenoid halkasi (monoterpen boliim) ve bezenlenmis bir
resorsinol ¢ekirdegi ile bes karbondan olusan (n-pentil) bir hidrokarbon kuyruk igerir
(Duczmal vd., 2024). Molekiiliin fenolik -OH gruplar ile hidroksil gruplarinin varligi
ve aromatik halka ile olan baglantisi, antioksidan ve diger kimyasal reaktivite
ozelliklerine katkida bulunur (Martinez Naya vd., 2023). Kristal yapisi iizerine yapilan
arastirmalar, saf CBD'nin monoklinik sistemde kristallestigini ve molekiiller arasinda
hidrojen baglarinin énemli rol oynadigini ortaya koymustur (Korytakova vd., 2025).
Ayrica, izomerik varyantlar ve stereokimya, molekiiliin biyolojik etkileri ve reseptor
etkilesimleri ile farmakokinetik 6zelliklerinde farkliliklara yol agabilmektedir (Rao vd.,
2025). CBD’nin yagda ¢dziinebilen yapisi, su i¢inde diisiik ¢coziiniirliigii, pasif difiizyon
yoluyla hiicre zarin1 gegme yetenegi ve metabolik doniisiimler (6rnegin, karacigerde
CYP enzimleri araciligiyla) kimyasal yapisiyla dogrudan iliskilidir (Sekil 2.8.)
(Martinez Naya vd., 2023).
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Sekil 2.8. Kanabidioliin (CBD) kimyasal yapisi (PubChem)

Kanabinoidlerin bir¢ok biyolojik etkisi, kanabinoid reseptorlerinden tip 1 (CB1)
ve tip 2 (CB2) araciligiyla ortaya ¢ikmaktadir; ancak bu maddelerin etkilerinin farkli
reseptorler ve molekiiler hedeflerden etkilendigi de bilinmektedir. CB1 reseptorleri
genellikle noronlarda bulunurken, CB2 reseptorleri daha ¢ok mikrogliada ve bagisiklik
sistemi icinde yer almaktadir (Blair vd., 2015). CBI1 reseptorleri merkezi sinir
sisteminde hem glutamaterjik hem de GABAerjik interndronlarda presinaptik olarak yer
alir ve bu reseptorlerin aktif hale gelmesi, glutamat salinimi1 da dahil olmak iizere
sinaptik iletim {izerinde engelleyici bir etki yapar. Bu mekanizmalar, endokannabinoid
sistemin sinaptik plastisite ve norolojik dengeyi saglamada 6nemli bir diizenleyici rolii

oldugunu gostermektedir (M. E. Hofmann ve Frazier, 2013; Katona, 2015).

Endokabinoid Sistem (ECS), insan bedeninin baz1 6énemli ve hayati islevlerinde
kritik bir rol iistlenen gesitli islevsellige sahip bir fizyolojik sistemdir (Lu ve Mackie,
2021). CBD, beyinde ve ayn1 zamanda dalak, kaslar, iireme organlari, karaciger, kolon,
pankreas ve bagisiklik sistemi gibi periferik bolgelerde bulunan spesifik
endokannabinoid reseptorleri araciligiyla etki gostermektedir (Lu ve Mackie, 2021). En
yaygin ve en fazla arastirilan endokannabinoidler arasinda anandamid (AEA), 2-
arasidonoilgliserol (2-AG), 2-arasidonoilgliseril eter (2-AGE), O-arasidonoiletanolamid
(virodamin) ve narasidonoildopamin (NADA) bulunmaktadir (Greco vd., 2022).
Kanabinoid reseptorleri, kanabinoid tip 1 ve tip 2 reseptorleri (sirasiyla CBIR ve
CB2R) yani sira serotonin reseptorleri (SHT) ve GPCR'ler (6rnegin, GPR18, GPR55 ve
GPR119) ile ligand iyon kanallar1 (TRPV1) gibi G-protein bagli reseptorler (GPCR'ler)

olarak kategorize edilebilir. CB1 reseptorleri, beyin ve omurilige odaklanarak etkide
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bulunur, bu nedenle bunlarla etkilesimde bulunan maddelerin psikoaktif etkileri daha

belirgindir; CB2 ile etkilesime gecen bilesikler ise kaslar ve kemikler dahil olmak tizere
viicudun genelini etkiler (Oyagawa ve Grimsey, 2021). Genis kapsamli bir modiilator
olarak, farkli biyolojik mekanizmalar kullanmakta ve merkezi sinir sistemi (CNS) ile
periferik sinir sistemindeki fizyoloji ve patolojiyi etkileyen sayisiz etkilesime (Lu ve
Mackie, 2021). ECS, iki ana G-protein-bagl reseptorden (GPCR) meydana gelir: beyin
yapilarinda yogun olarak bulunan CB1 ve bagisiklik sistemi hiicrelerinde ise daha az

seviyede bulunan CB2 (Iannotti vd., 2016).
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Sekil 2.9. Derinin endokannabinoid yapisi. Derinin hiicre boliimlerindeki endokannabinoid sistemin
temel bilesenlerinin (ana olarak kannabinoid reseptorleri ve bunlarin dogal lipid bilesenleri) sematik
gosterimi (Biorender ile ¢izilmistir).

Endokannabinoid sistem (ECS), deri hiicrelerinin ¢ogalmasi, hayatta kalmasi ve
farklilagmasiin kontroliinde etkin bir rol iistlenmektedir (Sekil 2.9.). Bu stireclerdeki
ince denge, kutan6z homeostazin olusturulmasinda anahtar faktorlerden biridir. Ayrica,
endokannabinoid hassasligi, deri hiicrelerinin biiylime ve farklilasma siireglerinin
diizenlenmesinde 6nemli bir unsur olarak goriilmektedir (Bir6 vd., 2009). Kannabinoid
reseptorleri (CB; ve CB;), endojen lipid ligandlar (endokannabinoidler), onlarin
biyosentetik yollart ve metabolizmay1r gergeklestiren enzimler (genel olarak
endokannabinoid sistemi —ECS) tanimlandiktan sonra (Mechoulam vd., 1998), ECS'nin
fizyolojik ve patolojik olaylardaki diizenleyici roliinii arastiran calismalarin sayisinda
kayda deger bir artis olmustur. Bu ilerleme, CB reseptdrleri i¢in pek ¢ok digsal ligandin
kesfi veya akilli tasarimi ile desteklenmistir (Pertwee, 2005). CB; ve CB,
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reseptorlerinin immiinoreaktif davranisi, deri hiicreleri {izerinde, kutan6z sinir lifleri,
mast hiicreleri, epidermal keratinositler ve eklem doku hiicreleri dahil olmak iizere
insana ve fareye ait deri hiicrelerinde gozlemlenmistir (Pacher ve Kunos, 2013).
Endokannabinoid sisteminin deri yarasi iyilesmesi ve patolojik fibroz iizerindeki
etkisini inceleyen bazi ¢aligmalar da bulunmaktadir (Bir6 vd., 2009; Kong vd., 2021;
Milando ve Friedman, 2019; Té6th vd., 2019a).

Endokannabinoid sistemi derinin islevlerinde 6nemli bir yere sahiptir ve deri
homeostazinin bir¢ok yoniinii diizenler (Sheriff vd., 2020a). Bu sistemdeki bozulmalar,
yaygin sekilde goriilen cesitli deri rahatsizliklarinda etkili olabilir (T6th vd., 2019a).
CBI1 ve CB2 reseptorleri, deri yarast iyilesmesi ve deri fibrozunda farkli etkiler
gostermektedir. CB1 reseptorii aktiflestirildiginde deride pro-fibrotik etkiler yaratirken,
CB2 reseptorii, sistemik skleroz gibi deneysel modellerde ve yaralanma iyilesmesi
hayvan deneylerinde iltihaplanmay1 ve deri fibrozunu azaltmaktadir. CB2 reseptor
aktivasyonu, keratinositlerin ¢ogalmasini, hareketliligini ve yeniden epitelizasyonunu
artirmaktadir. Teorik olarak, fibroblast faaliyetinin baskilanmasi ve keratinosit gogiiniin
tesvik edilmesi araciligiyla olusturulan bu iki yonli etki, daha az fibrotik tepki ile yara
izi birakmayan bir iyilesme elde etmek icin etkili bir yontem olabilir (Sheriff vd.,
2020a). B2 reseptorleri, bagisiklik hiicrelerinde yiiksek oranda bulunur ve memelilerde
antienflamatuar etkinlik gosterir (Nagarkatti vd., 2009). Iltihap, deri yaras1 iyilesmesi
acisindan kritik bir asama oldugundan (Wilkinson ve Hardman, 2020), CB2
reseptoriiniin bu siiregteki rolii beklenmedik degildir. Bu nedenle, CB2 reseptdriine dair
yuriitiilen arastirmalarin, CB1 reseptoriine dair caligmalardan daha fazla ve gecerli
olmasi, muhtemelen CB2 reseptoriiniin yara iyilesmesi lizerindeki etkilerine gdsterilen
ilgiyi yansitmaktadir. CB2 agonistleri, deri yarasi tedavisi i¢in yeni bir tedavi yontemi
olarak potansiyel tagimaktadir (Aizpurua-Olaizola vd., 2017; Akhmetshina vd., 2009;
Du vd., 2018; Pertwee, 2005).

2.3.2. CBD’nin yara iyilesmesindeki rolii

Derinin endokannabinoid sistemi, derinin dengede kalmasini, bariyer olusumunu
ve yenilenmesini saglamakta kritik bir Oneme sahiptir. Kutandéz kannabinoid
sinyallemesindeki aksakliklar, kontakt dermatit, sedef hastaligi, skleroderma ve akne

gibi cesitli deri hastaliklariin nedenleri arasinda gosterilmektedir (Karsak vd., 2007).
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Endokannabinoid sistemin bilesenleri, epidermal keratinositler, melanositler,

fibroblastlar, sebositler, ter bezleri, folikiil hiicreleri ve makrofajlar gibi pek ¢ok deri
hiicresi tilirlinde mevcut bulunmaktadir. Hem endokannabinoidlerin hem de kanabinoid
sistem modiilatorlerinin bu hiicreler ilizerindeki etkileri diizenledigi kanitlanmistir
(Kiritsi ve Nystrom, 2018b). Yara iyilesmesi silirecinde yasanan uzun siireli iltihap,
kolajen I, kolajen III ve kolajen IV gibi proteinler ile IL-1, IL-10, IL-4, IL-13, IL-17,
TGF-a, TGF-B, VEGF, sitokeratinler 10, sitokeratinler 14, vimentin, fibronektin,
laminin, a-SMA, CD31, CD34 gibi ¢esitli sitokin ve proteinlerin etkinin altinda yara
iyilesmesini olumsuz etkileyebilir (Mai vd., 2008), (Echtermeyer vd., 2001). IL-6 ve IL-
8, iltihab1 artiran sitokinlerdir, IL-10 ise iltihab1 onleyen bir sitokindir. Enflamasyon
viicutta ortaya ¢iktiginda proinflamatuar sitokinlerin  seviyeleri yiikselirken,

antiinflamatuar sitokin seviyeleri diismektedir (Sekil 2.10.) (Sharda vd., 2023).

a) b) c)
inﬂamatuar hiicreler - N\

(Makrofaj Notrofil)

inflamasyon diizenleme

i@ L

Pro- nﬂamaluar sif lokmler |
Anti-inflamatuar yanitin artmast
Inflamasyon e
polarizasyonu
oo

Keratinositler
Hiicre cogalmasi ve
gbclintin diizenlenmesi

%!é

\:M

o>‘
SR

Fibroblastlar
Kolajen sentezinin
dengelenmesi
miyofibroblast kontrolii

Kanabinoid digi hedefler,
(Orn: TRPV1, GPRS5,
PPAR-Y)

)

Sinir uglan
Agn ve kaginti
duyusunun azalmasi

Sekil 2.10. CBD’nin yara iyilesmesi sinyal aglari. a) Sinyal kaynaklari, b) reseptorler ve sinyaller, c)
hedef hiicreler ve biyolojik ¢iktilar (Biorender tarafindan yapilmistir).

Deri yaralanmasi gerceklestiginde, yara kenarindaki keratinositler farklilagmaya
0zgli K1 ve K10 keratinlerini artirir ve uyarilabilir keratinler olan K6, K16 ve K17'yi
iretirler (sekil 2.11.). Bu aktif hale geg¢mis keratinositler, bazal ya da suprabazal

fenotiplerine geri donmeden Once, acik kalan dermis iizerinde bir tabaka olusturmak
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tizere hareket ederler. Kronik yaralarin iyilesmeyen kenarlarindaki keratinositler,

yaranin kapanmasini engelleyen, hareket yetenegi kisitli kalic1 bir proliferatif fenotipe
sahiptir. Siireklilik arz eden bu proliferatif fenotipe sahip olan hiperproliferatif
epidermis ve keratinositler, yara yatagi boyunca goc¢ icin gerekli farklilasma ve
aktivasyon siireclerini basarili bir sekilde tamamlayamazlar, bu da yara kapanma
siirecindeki sorunlara yol acar (Weigelt vd., 2021). Keratinositlerin farklilasmasini,
proliferatif fenotiplerine gore yoOnlendirme yetenegi, kronik yaralarin patolojik
hiperproliferatif iyilesme esigini diisiirebilir ve yara kapanma sorunlarini énlemek icin

hedef olusturabilir.

1. Yara olugumu 2. inflamatuar faz 3. Proliferatif faz 4. Yeniden yapilanma faz 5. iyilesmis doku

inflamasyonun  Oksidatif stresin Fibroblast Yeniden damar Keratinosit Analjezik etki Antimikrobiyal
baskilanmasi azaltiimasi aktivasyonu ve olusumu proliferasyonu aktivite
kolajen sentezi ve gogl

Sekil 2.11. CBD’nin yara iyilesme iizerindeki etkileri (Biorender ile ¢izilmistir).

Kok hiicre tedavisi, dokularin yenilenmesi ve yaralarin onarilmasi siirecine
katkida bulunmaktadir. Kok hiicrelerin iyilesme yeteneklerini artirmak amaciyla ¢esitli
calismalar yapilmistir. Kenevirin bazi bilesenleri, psikoaktif olmayan kanabidiol (CBD)
ve psikoaktif tetrahidrokanabinol (THC) gibi, immiinomodiilatér ozellikler tasidigi
ortaya konulmustur. H. Miller ve ekip arkadaslari, insan ve domuz dondrlerinden elde

edilen yag ve kemik iligindeki iki ana kok hiicre kaynaginin rejeneratif yeteneklerini
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artirma potansiyelini incelemek amaciyla; CBD veya THC ile tedavi edilen iki kok

hiicre kaynaginda rejeneratif kapasitenin gelisip gelismeyecegini test etmislerdir.
(Calismaya gore; kemik iliginden tiiretilen kok hiicreleri, yagdan tiiretilen kok hiicreleri
ve domuz birincil fibroblastlarint THC ve CBD ile tedavi ederek hiicre gdciiniin
arttigin1 ve domuz birincil fibroblastlart CBD'ye maruz kaldiginda yaranin %75 daha

hizli kapandig1 belirtilmistir (Miller vd., 2021).
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Sekil 2.12. Yara iyilesmesinde CBD’nin olasi etki mekanizmalari (Biorender ile ¢izilmistir).

Enflamasyon, kronik yaralar da dahil bir¢ok hastaligin temel nedenlerinden
birini olusturmakta ve hiicrelerin ¢ogalmasini ile doku onarimini kisitlamaktadir
(Albanesi ve Pastore, 2010). Keten liflerinin yara band1 olarak kullanilmasina dair bir
klinik arastirmada; keten lifinin hidrofobik bir 6ziitiiniin anti-inflamatuar ve iyilestirici
bir formiil olarak degerlendirilmesi Onerilmistir (Skorkowska-Telichowska vd., 2010).
Bu ekstrakt, kannabidiol (CBD), fitosteroller ve doymamis yag asitlerini igermekte ve
yara iyilesmesi agisindan potansiyel sunmaktadir. /n vitro olarak gergeklestirilen hiicre
cogalma ve yara kapanma testlerinde, bu ekstraktin hiicre gociinii ve c¢ogalmasin
destekledigi gozlemlenmistir. Deri hiicrelerinde matriks metaloproteinazlarin

aktivitesindeki ylikselis, hiicre dis1 bilesenlerin yeniden yapilandirilmasinin gostergesi
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olarak kabul edilmektedir (Mechoulam vd., 2007). M. Styrczewska ve arkadaslari,

hiicrelerin ¢ogalmasini, gocilinii, iltihap yaniti genlerinin ifadesini ve hiicre dis1
metaloproteinaz aktivitelerini 6lgerek keten lifi ekstraktini potansiyel bir yara iyilestirici
madde olarak incelemis, bu ekstraktin hangi 6zelliklerinin kannabidiol molekiilii ile
iliskili oldugunu ortaya koymustur. Nihayetinde; bu ekstraktin, sitokin ifadesini
kannabidiol bagimli bir sekilde azalttigi, ayrica B-sitosterol’iin iltihap Onleyici etki
saglamak amaciyla CBD ile birlikte sinerjik bir sekilde islev gordiigi tespit edilmistir.
CBD barindiran hidrofobik keten lifi ekstrakti ile ¢izik testi analizleri yapmis ve sonug
olarak, kronik inflamasyonun azalmasi, hiicre dis1 matrisin yeniden yapilandirilmasi ve
deri hiicresi gogiiniin artmasina katkida bulunarak yara iyilesmesini iyilestirdigi

gosterilmistir (Styrczewska vd., 2015).

Cui ve arkadaslari, CBD'min PVA tabanli hidrojellere basariyla entegre
edilebilecegini, PG/VG gibi katki maddeleri ile hidrojelin yapisinin ve CBD salinim
hizinin kontrol altinda tutulabilecegini gostermistir. Ayrica, iiretilen hidrojellerin 24
saatin iizerinde kararl sekilde CBD saldigini ve salinan CBD'nin antioksidan 6zelligini
korudugunu bildirmislerdir (Cui vd., 2024). Martyna Zagdrska-Dziok ve arkadaslari,
Cannabidiol (CBD) ile a-terpineol (TER) igeren yeni polimerik hidrojellerin sentezini,
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini ile biyolojik islevlerini incelemistir. Bu hidrojellerin
etkin maddeleri kontrollii bir bicimde saldig1 ve patlama salinim1 olmadan birinci derece
kinetiklere yakin bir salim gosterdigi belirtilmistir. Ayrica, bu sistemlerin antioksidan,
antimikrobiyal ve anti-inflamatuar etkileri oldugu, deri hiicrelerine karsi canlilik
Ozellikler tasimadigi ve kollajenaz/elastaz enzimlerini inhibe edebildigi sonucuna
ulagilmistir. Sonug¢ olarak, bu hidrojellerin deri yenilenmesi gibi dermatolojik ve
kozmetik alanlarda biiyiik bir potansiyel tasidigi vurgulamistir (Zagorska-Dziok vd.,
2024). Ferreira ve digerleri, CBD'nin deri i¢in olas1 yararlarini ortaya koymus; ayrica
uygun tasima sistemleri ve formiilasyonlarla deriye kontrolli bir sekilde
uygulanabilecegini ve stabilitesinin muhafaza edilebilecegini gostermislerdir (Ferreira
vd., 2023). J. Maghfour ve digerleri, topikal CBD igeren iiriinlerin insan derisinde iyi
bir sekilde tolere edildigini, yani tahris, duyarlilik (sensitizasyon) ve fototoksisite
acisindan onemli bir sorun olusturmadigini kanitlamistir. Ticari piyasada ¢ok cesitli
CBD igerikleri ve formiilasyonlar1 bulunmasi, genel giivenlik profilinin

genellestirilmesini zorlagtirmaktadir (Maghfour vd., 2021).
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Son donemlerde CBD kozmetik alaninda en popiiler egilimlerden biri haline
gelmistir. Future Market Insights tarafindan hazirlanan "CBD Deri Bakim Pazarina
Genel Bakis (2022-2028)" raporunda, CBD iceren deri bakim iiriinlerinin global
satiglarinin 2022 yilina kadar 2.4 milyon dolara ulasacagi ve bu pazarin 2028 yilina
kadar %28 oraninda biiyiime gosterecegi belirtilmistir (CBD Skin Care Market | Global
Market Analysis Report - 2036). CBD barindiran ticari kozmetik tirlinleri arasinda en
one c¢ikanlar; kremler, emdilsiyonlar, balsamlar, yaglar ve serumlar olarak
siralanmaktadir. Bazen CBD'nin etkisi terap6tik sinirlarin altinda kalabilse de, yenilik¢i
ve ¢ok yonlii formiilasyonlarla siirekli yeni tirtinler tanitilmaktadir. Bu {iriinlerin, anti-
inflamatuar, nemlendirici, antioksidan, iyilestirici gibi Ozellikleri sayesinde derinin
nemlendirilmesi, yaslanma karsit1 etkileri, fotokoruma, akne tedavisi ve sag¢ biiylimesi
gibi alanlarda potansiyel yararlar1 oldugu 6ne siiriilmektedir (Jhawar vd., 2019). Tibbi
amagla kullanilan CBD igeren bazi iriinler de mevcuttur. Bunlardan biri, nadir cocukluk
epilepsisi tiirleri i¢in FDA ve EMA tarafindan onaylanan ve tamamen CBD'ye 6zel olan
Epidiolex®'dir (Devinsky Orrin vd., 2017). Saghkli bireylerle yapilan ¢aligmalarda,
Epidiolex®’in glinde 20 mg/kg dozunda alindiginda bazi karaciger enzim degerlerinin
yiikseldigi gosterilmistir. Ancak daha diisiik bir dozda, yani 4,3 mg/kg/giin uygulanan
bir caligmada da karaciger enzimlerinde artislar gozlemlenmistir. Diger antiepileptik
ilaclarla birlikte tedavi edilen epileptik hastalarda benzer doz araliginda karaciger
enzimlerinde yiikselisler bildirilmistir (EFSA Panel on Nutrition, Novel Foods and Food
Allergens (NDA) vd., 2022). Bir baska ornek ise, Avrupa Birligi'nde multipl sklerozda
spastisite tedavisi i¢in onaylanan, THC ve CBD’yi esit miktarda igeren Sativex® adl
spreydir (McGregor vd., 2020). CBD, farkli sekillerde uygulandiginda genellikle
yiiksek bir giivenlik ve tolerans profiline sahiptir. Yeni dozaj yontemleri ve uygulama
sekilleri arastirllmasina ragmen, bu fitokanabinoid hakkinda bilinenlerin ¢ogu agiz
yoluyla uygulamalara dayanmakta ve hala bir¢ok soru yanit beklemektedir. Bunun en
onemli sebebi, hem in vivo hem de in vitro gergeklestirilen mevcut toksikoloji
caligmasinin, iriiniin tiirii, CBD yogunlugu ve bitkide dogal olarak bulunan veya
ekstraksiyon islemleri sirasinda ortaya ¢ikan diger bilesenlere bagli olarak degisiklik
gostermesidir (EFSA Panel on Nutrition, Novel Foods and Food Allergens (NDA) vd.,
2022). CBD'nin etkili terapotik dozlarimin 300 ile 1500 mg arasinda oldugunu
belirlenmis (Millar vd., 2019), ancak 6000 mg'lik dozlarin da oldukg¢a iyi tolere edildigi

gozlemlenmistir (Taylor vd., 2018). Tim bu avantajlara ragmen, toksisitesi ve
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potansiyel yan etkileri, hayvan ve hiicre ¢alismalari ile klinik arastirmalarda kaygilara

neden olmustur. CBD, sicanlar iizerinde gergeklestirilen 34 giinliik bir ¢alismada tireme
toksisitesi sergilemis ve bu arastirmada 15 ile 30 mg/kg/giin dozlarinin testosteron
seviyelerini, spermatogenezin cesitli asamalarini ve sperm iretimini degistirdigi
bulunmustur (Carvalho vd., 2018). Ayrica fare modelleri ve insan calismalarinda
karaciger bliytimesi, lipid metabolizmasinda 6nemli degisiklikler ve karaciger enzimleri
ile toplam bilirubin seviyesinde artis gosteren hepatotoksisite vakalari rapor edilmistir
(EFSA Panel on Nutrition, Novel Foods and Food Allergens (NDA) vd., 2022). Luz-
Veiga ve ekip arkadaglari, CBD ve CBG'nin, deri mikrobiyotasini olumsuz etkilemeden
cesitli deri hastaliklar1 agisindan etkili topikal antimikrobiyal ajanlar olabilecegini
belirtmistir (Feldman vd., 2021a). Feldman ve arkadaslari, CBD'nin Candida albicans'a
kars1 antimikrobiyal etkileri oldugunu ve bu nedenle mantar enfeksiyonlari igin
alternatif bir tedavi segenegi sundugunu kesfetmislerdir (Feldman vd., 2021b). Palmieri
ve ekibi, topikal CBD kreminin deri parametrelerini ve belirtilerini énemli Olglide
gelistirdigini bulmustur. Orneklem sayisi sinirli olmasma ragmen, bu kremin deri
lekeleri ve yara izleri tizerinde belirgin bir azalma sagladigi goriilmiistiir. Ancak, in vivo
ilag etkilesimlerini gosterebilen antikonviilsanlarla sik¢a birlikte kullanildigi icin
hepatotoksisite tam olarak agikliga kavusturulamamistir (Izgelov vd., 2020). Ayrica,
CBD'nin agiz yoluyla uygulanmasi bazi olumsuz etkiler dogurabilmektedir; bu etkilerin
en yayginlari ise uyusukluk, ishal, bulanti ve {ist solunum yolu enfeksiyonlaridir
(Scheffer vd., 2021). Bu sebeplerle, topikal uygulamanin bazi olumsuz yan etkilere yol
acabilecegi belirtilse de, topikal CBD’nin oral kullanima gore gastrointestinal yan
etkileri azalttigi kanitlanmistir (Maghfour vd., 2021a). Geri kalan ¢ topikal
formiilasyonun (jel, balsam ve krem) da derideki tahris, hassasiyet ve fototoksisiteye
neden olmadigi gosterilmis, bu da dermal ve topikal uygulamalarin giivenli bir alternatif

saglayabilecegini ortaya koymustur (Maghfour vd., 2021b).

Psikoaktif etkileri bulunmayan tek fitokanabinoid olan Kanabidiol (CBD), hem
antioksidan hem de antiinflamatuar 6zelliklere sahiptir. Bu nedenle, deri hiicrelerini UV
kaynakli metabolik degisikliklere kars1 koruyucu bir bilesik olarak onerilmektedir. A.
Gegotek ve digerleri (Gegotek vd., 2019), UVA ve UVB radyasyonuna maruz kalan 2B
ve 3B kiiltiirlii deri fibroblast modellerinin proteomik profillerini inceleyerek CBD'nin
koruyucu etkinligini aragtirmislardir. CBD'nin 2B ve 3B kiiltiirlii fibroblastlarda UV

kaynakli zararlara karst koruyucu etkisinin farkli oldugunu ve bu etkinin, ¢esitli
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hiicresel yanitlar1 hedefleyen farklt molekiiler islevlerle iligkilendirilen farkli

proteinleri icerdigini ortaya koymuslardir. 2B kiiltiirlii hiicrelerde, UV radyasyonunun
ardindan meydana gelen ana degisikliklerin antioksidan yanit ve inflamasyonda rol
oynayan proteinlerle iligkili oldugu, 3B kiiltiirli fibroblastlarda ise CBD'min UV
kaynakli degisikliklere karsi etkisinin, esas olarak sinyal yollarinin aktivasyonuyla
baglantili oldugu kabul edilmektedir. Bu bdliimde, CBD'nin ¢ok katmanli deri hiicresi
modelindeki etkileri sayesinde, hiicreler aras1i etkilesimler ve deri hiicresi
metabolizmasindaki degisikliklerin tahmin edilmesi miimkiin olmustur. UV korumasi
planlanirken CBD'nin 3B kiiltiirlii fibroblastlar iizerindeki sinirli koruyucu etkisi dikkate
alimmalidir (Gegotek vd., 2019). S. Pagano ve arkadaslar1 (Pagano vd., 2024), hem akut
hem de kronik CBD uygulamalarinin dis eti fibroblastlar1 ve oral keratinositler
tizerindeki biyolojik etkilerini arastirmislardir. Calismanin sonuglari; ayni zaman
araliginda ve konsantrasyonlarda, oral keratinositlerin uygulama ydntemine bagh
olmaksizin, CBD'nin canlilik etkisinden daha az etkilendigini géstermektedir. Deneysel
arastirmalardan elde edilen bulgular, 50 pM dozunun hem morfolojik hem de islevsel
acidan muhtemelen toksik bir seviyeyi temsil ettigini ortaya cikarmistir. CBD
maruziyetinin neden oldugu hiicresel hasarin zaman ve doza bagl oldugu ve benzer
CBD konsantrasyonlar1 uygulanarak gergeklestirilen kronik tedavinin toksik etkileri
onemli Ol¢lide azalttigi gozlemlenmistir. 25 pM CBD dozunun, o6zellikle diseti
fibroblastlar1 tizerinde hiicre canliligin1 artirdigi ve bu durumun daha fazla aragtirilmay1
gerektirdigi diistiniilmektedir. Etkili bir terapotik doz belirlemek amaciyla, CBD'nin doz
ve zaman bagiml etkilerini degerlendirmek icin uzun stireli ileri ¢alismalara ihtiyag

vardir (Pagano vd., 2024).
2.4. Tez Calismasmin Hedefleri ve Onemi

Literatiirde CBD’nin yara iyilestirme etkisi iizerine yayinlanmis ¢alismalar
agirlikl olarak akut yara modellerine odaklanmistir. CBD’nin kronik yara modellerinde
kullanimi ise sinirhdir. /n vitro 3B deri yara modellerinde CBD’nin etkilerinin
sistematik olarak incelenmesi, bir sonraki agamada in vitro kronik yara modellerinin
gelistirilmesi icin teknik altyapinin olusturulmasinit saglayacaktir. Mevcut Tez
projesinde, 2024-2028 Cumhurbaskanligr 12. Kalkinma Planinin hedefleri olan, ilag
hammaddesi olarak kullanilabilecek tibbi aromatik bitki kaynaklarinin tespit edilmesi ve

ila¢c sanayiinin iretim silirecinde degerlendirilmesine yonelik olarak, kenevirden elde
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edilen CBD kullanilmustir. ilag ve tibbi cihaz sektériinde katma degeri yiiksek yerli

iretim ve ihracat1 artirmak lizere kurumsal yapilanmay gii¢lendirmek hedefine yonelik

olarak, ticari olarak elde edilebilecek deri/yara modelleri yerli olarak iiretilebilmistir.

Saglik hizmetlerinde Ongoriilebilirlik ve siirdiiriilebilirlik hedefine yonelik olarak,

CBD’nin etkileri hayvan degil deri modelleri lizerinde arastirilmistir. Tez calismast

Ozelinde ise,

Biyomedikal sektoriine ve deri iritasyon ve yaralar iizerine yapilan
arastirmalarda hayvan refahina katkida bulunmak,

In vitro deri/yara modelleri elde etmek ve yeni biyoteknolojik/kozmetik
iirlinlerin deri iizerinde etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla 6zgiin in vitro
deri modelleri ile arastirma alanina katki saglamak,

CBD'nin yara iizerindeki iyilestirici etkisini deney hayvanlar1 kullanmadan
in vitro Ui¢ boyutlu deri yara modelinde gostermek ve dogrulamak,

CBD’nin molekiiler etkilerinin iki boyutlu modelde gen ifade analizleriyle
belirlemek,

CBD igeren yara iyilestirme formiilasyonlarmin gelistirilmesine katkida
bulunmak,

In vitro yara modelinde CBD’nin iyilestirme potansiyeli sonuglariyla

literatiire katki saglamak hedeflenmistir.

Mevcut Tez calismasi, in vitro 3B deri ve deri yara modelleri gelistirmeyi ve

CBD’nin yara iyilesmesindeki etkilerini in vitro ii¢ boyutlu deri yara modelleri

tizerinden gdstermeyi ve dogrulamay1 amacglamaktadir. Tezde uygulanan yontemler ve

sonuclar deney hayvanlari kullanilmadan ©nce deri modelleri ve yara modelleri

iizerinde yapilabilecek ¢aligmalara ve literatiire katki saglayacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

Calisma kapsaminda yararlanilan cihazlar, gergeklestirilen molekiiler analizler

ve histolojik incelemelere ait detaylar ilgili alt basliklar altinda sunulmustur.
3.1.1. Kullanilan cihazlar

Calisma kapsaminda gerceklestirilen hiicre kiiltiiri, molekiiler analizler ve
histolojik incelemelere ait deneysel siirecler ile bu siireglerde yararlanilan cihazlar ilgili

alt bagliklar altinda detaylandirilmastir.
3.1.1.1. Hiicre kiiltiirii cahismalari

e Biyogiivenlik Kabini (Laminar Akisl Kabin)

o Santrifilij Cihaz1

e Su Banyosu (37 °C)

e CO2’li Inkiibatér (37 °C, %5 CO»)

e Mikroskop (Ters, Isik ve Konfokal Mikroskobu)
o ELISA Okuyucu (Microplate Reader)

3.1.1.2. Molekiiler calismalar

e Nanodrop
e PCR Termal Dongii Cihazi (Thermal Cycler)
e Real-Time PCR Cihaz1 (qPCR)

e Jel Elektroforez Sistemi

3.1.1.3. Histoloji ¢calismalari

o Manuel Fiksasyon Istasyonu

e Doku Gémme ve Bloklama

e Mikrotom (Parafin kesitler i¢in)
e Su Banyosu (Doku banyosu)

e Lam Isitic1 Tabla

e Manuel Boyama Istasyonu
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e Isik Mikroskobu

3.1.2. Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

Arastirma siiresince yararlanilan tim kimyasal ve sarf malzemeler, ilgili alt

baslik altinda detaylandirilmistir.
3.1.2.1. Deri modeli gelistirmek icin kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

In vitro iki boyutlu model i¢in; HS2 (siinnet derisinden daha onceki projelerde
elde edilen insan keratinosit hiicresi), 4.5 g/L glukoz ve L-glutamin igeren 1X
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, Cat No: 41966-052), Fetal Dana
Serum (FBS, Gibco, Cat No:A5256801), Gentamisin (Sigma, Cat No: G1272-50 mL),
%0,05 Tripsin (MULTICELL Cat No: 325-542-EL), Fosfat tamponlu salin (PBS-
SERANA Cat No: BDL-003-500mL) kullanilmistir. HDF (Insan Fibroblast Hiicre
hatt1), Fibroblast biiyiime ortami1 (FGM- APPLICATIONS 116-500) kullanilmistir. 96
kuyulu plaka (NEST, Cat No: 713011), DMSO (Sigma, Cat No: 1.16743.1000),
Canabidiol (CBD- Cayman, Cat No: 90080), WST-1 (Beyotime, Cat No: C0036)

kullanilmistir.

In vitro epidermal model icin gereken malzemeler; HS2 keratinosit hiicresi,
insan keratinosit biiyiime serumu (HKGS (100X), Gibco Cat No: S-001-5), antibiyotik
iceren (Penicilin/Streptomycin- Gibco Cat No: 15140-122) tam besiyeri (Epilife with 60
uM CacCl,,Cat No: MEPIS00CA), %0,05 tripsin (MULTICELL Cat No: 325-542-EL),
fosfat tamponlu salin (PBS-SERANA Cat No: BDL-003-500mL), 12 kuyulu plaka
(Costar, Cat No: 3513), 12 kuyulu plaka i¢in insert (Greiner, Cat No: 665640), hiicre
kiiltiir sisesi (Nest, Cat No: 708003), steril bistiiri ucu (Beybi), biyopsi punch
(Disposafe), 100x150 mm lens kagidi (Watman, Cat No: 2105-841), Canabidiol (CBD-
Cayman, Cat No: 90080) kullanilmistir.

In vitro tam katman deri modeli olusturulmasi i¢in; HS2 hiicresinin iireitlmesi
icin kullanilan besiyerleri sirasiyla; EI-E3 besiyeri  (Epilife Medium— Gibco
MEPI500CA), fetal dana serumu (FBS- Gibco Cat No: A5256801), antibiyotik
(Penicilin/Streptomycin- Gibco Cat No: 15140-122), tip-1 sigan kuyrugu kolajeni
(Gibco Cat No: A10483-01), 5X rekonstriikksiyon tamponu (5xRB), DMEM-F12
(Gibco, Cat No: 42400-010), HEPES bufer ¢ozeltisi (Gibco, Cat No: 15630-080), L-
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askorbik asit (Sigma Aldrich- A7506-25G), Tripsin-EDTA (MULTICELL,Cat No:

325-542-EL), fosfat tamponlu salin (PBS-SERANA Cat No: BDL-003-500mL), 12
kuyulu plaka (Greiner, Cat No: 665640), 12 kuyulu plaka i¢in insert (Greiner, Cat No:
665640), 12 derin kuyulu plaka (Greiner, Cat No: 665110), hiicre kiiltiir kab1 (Nest, Cat
No: 708003), steril bistiiri ucu (Beybi), biyopsi punch (Disposafe), 100x150 mm lens
kagidi (Watman, Cat No: 2105-841), Canabidiol (CBD- Cayman, Cat No: 90080)
kullanilmistir. Hematoksilin ve Eozin Boyama Kiti (Abcam Cat No: ab245880),
Fluoromount Aqueous Mounting Medium (Sigma Aldrich- F4680-25 mL), 4',6-
Diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma Aldrich, Cat No: D9542-1MG), Rodamin
Faloidin (Invitrogen), XTT (Hiicre Proliferasyon Kiti, Serva Cat No: 39904.01)

kullanilmustir.

Toplam RNA izolasyonu i¢in NucleoGene QuickEX Total RNA Extraction Kit
(NUCLEO GENE, Cat No: NGE024) Saflastiritlan RNA'dan, Real-Time PCR igin kalip
cDNA sentezlemek amaciyla iScript cDNA Synthesis Kit (BIORAD, Cat No: 1708891)
kullanilmistir. PCR reaksiyonlar1 i¢in Taq DNA Polymerase (BIONEER Cat No: E-
2011-2), cDNA sentezi ve PCR i¢in ANTP Mix (10 mM ea, GeneDirex, Cat No:
DNO046-1000), kantitatif gen ifadesi analizi i¢cin Real-Time PCR (qPCR) Master Mix
(SYBR Green bazli) olarak IQ SYBR™ Green SuperMix (BIORAD, Cat No:
BR1708880), reaksiyon karisimlarinin hazirlanmasinda niikleaz icermeyen su
(Nuclease-Free Water) kullanilmistir. Elektroforezde jelin polimer matrisini olusturmak
icin agaroz (Cat No: B28-01-50), 50X TAE electrophoresis buffer (Thermo, Cat No:
B49), RNA/DNA bantlarin1 UV 151k altinda goriiniir hale getirmek i¢in safe DNA gel
stain, (Invitrogen, Cat No: S33102), DNA Loading Dye 6X, Thermo Fisher Scientific,
Cat No: R0611) kullanilmstir.

3.2. Yontemler

Bu c¢alismada CBD’nin hiicrelerde toksik olmayan konsantrasyonlarmin
belirlenmesi, 3B deri esdegeri olusturulmasi, yara modellerinin gelistirilmesi ve
CBD’nin yara iyilesmesine etkisinin 2B ve 3B in vitro modeller iizerinde

degerlendirilmesi amaglanmustir.



42

3.2.1. CBD’nin hiicre canliligina etkisinin in vitro degerlendirilmesi

Bu ¢alismada hiicre kiiltiirii deneyleri i¢gin HS2 (insan keratinosit hiicresi) ve
HDF (insan fibroblast hiicre hatt1) olmak tiizere iki hiicre hatt1 kullanildi. HS2 ve HDF
hiicre hatt1 in vitro yara iyilestirme uygulamalari i¢in degerlendirildi (Sangeetha vd.,

2024).

Uygun hiicre kiiltiirii kosullarinin saglanmasi amaciyla HS2 hiicrelerinin
iiretilmesi icin DMEM besiyeri (Gibco™ 41966029) ve HDF hiicre hatt1 i¢in Fibroblast
Growth Medium (CELL APPLICATION INC. 116-500) kullanildi. Hiicreler, 37°C'de,
%35 CO; ortaminda kiiltiire edildi.

Hiicrelerin yikanmasi, Oli hiicrelerin uzaklastirilmast ve tripsin Oncesi
besiyerinin ¢ikarilmast islemleri PBS ile gerceklestirildi. Hiicrelerin pasajlanmasi ve

toplanmasinda ise Tripsin-EDTA (MULTICELL, Cat No: 325-542-EL) kullanild:.

CBD lipofilik bir bilesik oldugundan dogrudan kiiltlir ortaminda
coziinmemektedir (Klinsang vd., 2023). Bu nedenle CBD, 9%0,1°’1 asmayacak sekilde
DMSO kullanilarak stok ¢ozelti seklinde hazirlandi. Deneylerde kullanilacak ¢alisma
cozeltileri, stok ¢ozeltinin kiiltiir ortam1 ile seyreltilmesiyle hazirlandi. Coziiciiniin

hiicrelere etkisini kontrol etmek i¢in kontrol grubu olusturuldu.

Yara iyilesmesini desteklemek amaciyla CBD’nin c¢esitli konsantrasyonlar
hiicreye uygulandi (0.5 pg/mL, 1.0 pg/mL, 5.0 pg/mL, 10ug/mL, 20pg/mL, 40 pg/mL).
Bu konsantrasyonlar, literatiirde mevcut olan degerler dikkate alinarak belirlenmis olup,
calismanin siirekliligi sirasinda etkinin gozlemlenmesine bagli olarak degisiklik
gosterebilmektedir (Kongkadee vd., 2022). Yara modelinde incelemeler 1., 2. ve 7.
giinlerde yapildu.

CBD’nin fibroblast ve keratinosit hiicrelerinin tiremesine etkisi, WST-1 hiicre
canlihg: testi kullanilarak analiz edildi. Izlenen protokol asagida verilmektedir (Sekil

3.1).

1. CBD’nin HS2 ve HDF hicrelerinin canliliklar1 {izerine etkilerinin

belirlenmesi i¢in Oncelikle hiicreler %10 fetal dana serumu (FBS) ve
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antibiyotik igeren tam besiyerinde (sirastyla DMEM ve Fibroblast Growth
Medium) tiretildi.

2. CBD stok c¢ozeltisinden seri seyreltmeler yapilarak 200uM- 0,39 puM
araliginda 9 farkli konsantrasyonda kuyulara dagitildi.

3. Hiicre kontrolii ve besiyeri kontrolii olarak belirlenen kuyulara CBD
icermeyen besiyeri eklendi.

4. Aktif halde iiremekte olan hiicreler 96 kuyulu hiicre kiiltiirii plakasina,
besiyeri kontrolii olan kuyular hari¢ olmak tiizere, her kuyuya 5000 hiicre
olacak sekilde 50 pL besiyeri igerisinde ekildi.

5. Plakalar 24, 48 ve 72 saat siireyle CO’li inkiibatorde 37°C’de bekletildi.

6. Inkiibasyon sonrasi her kuyuya mitokondri aktivitesini 6lgen WST-1 canlilik
(Beyotime-C0036) soliisyonu eklendi ve 4 saat inkiibe edildi.

7. Canli hiicrelerin yiizdesini hesaplayabilmek {izere kuyulardaki absorpsiyon,
ELISA plaka okuyucusunda 450 nm'de ol¢tildii.

8. CBD eklenmemis kontrol hiicrelerin canlilik yilizdesi %100°e karsilik
gelecek sekilde CBD’nin hiicre canliligina etkisi % canlilik degerleri olarak
hesaplanda.

9. Her doz grubu icin en az sekiz kuyudan sonuglar ve standart sapmalari
hesaplanip, kontrole gore hiicre canliligi ylizdeleri Student’s t-test ile
karsilastirldi (p<0,05).

10. Hiicrelerin yilizde canliligindan yola ¢ikarak CBD’nin HS2 ve HDF hiicreleri
iizerine etkileri ve ICso (hiicrelerin %50’sini Oldiiren konsantrasyon)
degerleri hesaplandi.

11. Bu islem ayni sekilde CBD’nin ¢dzgeni olan DMSO i¢in de uygulandi.

Hiicrelerinin canlilik yilizdesi, denklem 1 kullanilarak hesaplandi.

. - _ 0D CBD group (450 nm)
00) =
Hiicre canhhgl (A)) 0D pozitif kontrol (450 nm) — OD negatif kontrol (450 nm) Denklem 1
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Sekil 3.1. Canlilik analizi asamalar1 (Biorender ile ¢izilmistir).

3.2.2. CBD’nin etkisinin in vitro 2B yara modelinde degerlendirilmesi

Yara iyilesme testi, hiicrelerin go¢iinii ve hiicreler arasi etkilesimleri laboratuvar
ortaminda incelemek amaciyla kullanilan bir tekniktir. Bu yontem, canh
organizmalardaki yara iyilesmesi esnasinda meydana gelen hiicre hareketini simiile
eder. Bu testte hiicre katmanina bir ¢izik agilarak bu yaranin iyilesmesi izlenmektedir

(Rodriguez vd., 2005; Suarez-Arnedo vd., 2020).
3.2.2.1. CBD’nin in vitro 2B yara kapanma hizina etkisinin degerlendirilmesi

Yara iyilesme testleri araciligiyla bir maddenin hiicre gogline olan etkisi
laboratuvar ortaminda incelenebilmektedir. Bu yontemin esas aldigi mantik, hiicre
tabakasinda bir yara ac¢ip, bu yaranin belli araliklarla fotograflanmasi veya bir kamera
sistemiyle canli olarak goriintiilenmesi yoluyla, test edilen bilesigin hiicre hareketine

olan etkisinin degerlendirilmesidir (Sekil 3.2.) (Addis vd., 2020).

WST-1 metodu ile ICso degeri belirlenen maddelerin hiicre gocii lizerindeki

etkileri yara iyilesme testi kullanilarak gézlemlendi. Yara modelinde incelemeler 0.,1.,2.
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ve 7. giinlerde yapildi. In vitro yara iyilestirme etkisi ¢izik testi teknigi asagida

verilen protokol ile yapildi.

1. HS2 hiicrelerinin iiremeleri iizerine etkilerinin belirlenmesi i¢in Oncelikle
hiicreler %10 fetal dana serumu (FBS) ve antibiyotik iceren tam besiyerinde
(sirastyla DMEM ve Fibroblast Growth Medium) 200.000 hiicre olacak sekilde
kontrol grubu ve CBD’li grup 60 mm petri plakalara ekildi.

2. Hiicreler %90-100 konfluensiye ulasincaya kadar ¢ogaltildi.

3. Monolayer yapisi tamamen olustugunda, her bir kuyu tizerinde steril 200 uL
pipet ucu ile hiicre tabakas1 boyunca esit bir ¢izik yapildi.

4. Cizik hatti olusturulduktan sonra kuyular PBS ile yikandi, boylece ortamda
kalan hiicreler ve kalintilar temizlenmis oldu.

5. Her kuyuya kiiltiir ortamu ilave edildi ve deney gruplarina gore belirlenen CBD
konsantrasyonlar1 uygulandi.

6. Kontrol gruplarina sadece kiiltiir ortami eklendi.

7. Cizik olusturulduktan hemen sonra (0. saat) ve belirlenen inkiibasyon
siirelerinde (1., 2. ve 7. giinlerde) ¢izik bdlgesi ters mikroskop ve konfokal
mikroskobunda 4X biiylitmede incelenerek yara kapanmasi gézlemlendi.

8. Elde edilen goriintiiler Imagel yazilimiyla analiz edilerek c¢izik genisligi 6l¢iildii.
Zaman igerisindeki kapanma yiizdesi, baslangictaki cizik genisligine gore
hesaplanarak hiicre gocii kapasitesi degerlendirildi. Cizik kapanma ylizdesi

denklem 2 ile hesaplanmustir.

Ag— A
Cizik Kapanma (%) = OA—t x %100 Denklem 2

0

AO0: ilk andaki ¢izik genisligi, At: belli zamandaki ¢izik genisligi.
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KONTROL GRUP

CBD GRUP

Sekil 3.2. Cizik Testi Sematik Gosterimi (Biorender ile ¢izilmistir).

3.2.2.2. CBD’nin in vitro 2B yara modelinde etkisinin gen ifade diizeyinde

degerlendirilmesi

CBD'nin yara iyilesme siirecini molekiiler diizeyde nasil etkiledigini anlamak
amaciyla Gergek Zamanli Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR) analizi
uygulanmistir. Bu analizde, yara iyilesmesinin farkli asamalarini sembolize eden
Keratin 10 (K10), Involucrin (INV) ve Laminin (LAM) genlerinin ifade seviyeleri
incelenmistir. Veri normalizasyonu i¢in GAPDH referans olarak kullanilmistir.

CBD'nin etkileri 2B ¢izik modelinde ¢alisildi.
3.2.2.2.1. 2B yara modelinden RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

CBD'nin primer hiicre yanitlar tizerindeki dogrudan etkisini arastirmak i¢in 2B
kiiltiir ortaminda kiiltiire edilen HS2 hiicrelerinden RNA izolasyonu gergeklestirildi.
Gen ifadeleri, 2B yapmin (0, 1. ve 2. giin) zamanla degisim sirasina gore
degerlendirildi; bu asamada, CBD'nin canlilik olmayan dozlarmin ¢izik yarasinin

kapanmasi1 sirasinda gen ifade iizerindeki temel diizenleme kapasitesi belirlendi. 2B
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analizleri, hiicrelerin kontrolsiiz gelisimi ve erken molekiiler isaret¢ilerin tespiti
acisindan temel bir veri kaynagi olarak kullanilmistir.

- Daha 6nce boliim 3.2.1.1'de ifade edildigi sekilde iki boyutlu (2B) yara modeli
protokolii uygulanmustir.

- Deney siiresi sonunda, yara iyilesmesinin molekiiler temelini incelemek
amaciyla hiicrelerden toplam RNA izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen
RNA'larin saflig1 ve konsantrasyonu Nanodrop spektrofotometre ile dlgiildii.

- Yiksek kalitedeki RNA 6rnekleri, Ters Transkripsiyon (Reverse Transcription)
yontemiyle cDNA’ya doniistiirildii. Yapisal biitiinliikleri ise jel elektroforezi
yontemiyle dogrulandi.

- Hazirlanan cDNA'lar kullanilarak hedef genlerin (Keratin 10, Involukrin,
Laminin) ekspresyon GAPDH referans genine gdre normalize edilerek analiz
edidi.

HS2 hiicrelerinden elde edilen niikleik asit izolasyon caligmalari, NucleoGene
QuickEX Total RNA Extraction Kit (NUCLEO GENE, Katalog No: NGE(024)
araciligryla, spin kolon teknolojisi kullanilarak gergeklestirildi. izolasyon islemi,
niikleaz igermeyen filtreli pipet uglar1 ve niikleaz icermeyen ultra saf su ile yapildi, bu

sayede kontaminasyon engellendi.

Kiiltiire edilmis HS2 hiicreleri i¢in in vitro yara iyilestirme etkisi ¢izik testi

teknigi asagida verilen protokol ile yapildi:

- Aktif halde iiremekte olan hiicreler toplanmak icin; PBS yikandi, Tripsin EDTA
eklendi ve 37°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

- Hiicreler 15 mL’lik bir falkon tiipe aktarild: ve santrifiij edilerek keratinositlerin
cokmesi saglandi.

- Niikleaz igermeyen ependorf tiiplerine (1.5-2 mL) aktarilan hiicreler (3.2 x 10°
h/mL) iizerine lisis tamponu eklendi ve vorteks yapildi.

- Ustteki siv1 dikkatlice gekildi ve yeni niikleaz icermeyen ependorf tiiplerine
aktarildi.

- RNA’nin ¢okelmesini tesvik etmek i¢in lisis edilen hiicre karistmina %96-100

etanol eklendi ve vorteks yapildi. Bu karisim, spin kolona aktarildi ve santrifiij
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yapildi. RNaz igermeyen bir tiipe DNaz I tamponu eklendi. Karigim dogrudan
kolon matriksine yerlestirildi. Oda sicakliginda (20-30°C) inkiibe edildi.

Yikama adimlar1 ardindan niikleaz icermeyen ependorf tiiplerine aktarildi.
RNA’y1 kolondan tiipe almak i¢in eliisyon tampunu eklendi, inkiibe edildi ve
santrifiij uygulandi. Membrana bagli olan saf total RNA, kolonun iginden
salind1.

Izole edilen toplam RNA’nin miktar1 ve saflig1, NanoDrop™ ile 260/280 nm ve
260/230 nm absorbans oranlar1 Olgiilerek belirlendi. RNA 6rneklerinin 260/280
nm orani, [1.8 ile 2.0] arasinda, 260/230 nm orani ise [ >1.8] olarak dogrulandi.

Yiiksek kaliteli RNA 6rnekleri, cDNA sentezine kadar -80 °C'de saklandi.

RNA izolasyon asamasindan elde edilen ve kalite kontrolii yapilan total RNA

orneklerinden, Real-Time PCR (qPCR) analizi i¢in kalip cDNA sentezlemek amaciyla
iScript cDNA Synthesis Kit (BIORAD, Cat No: 1708891) kullanildi. Sentez reaksiyonu,

niikleaz icermeyen PCR tiiplerinde (0.2 ml), 2 pg total RNA kullanilarak, tek tiiplii bir

reaksiyon karigimi ¢ercevesinde gerceklestirildi. Sentez reaksiyonu, birbirini takip eden

ii¢ ana asamadan olusmaktadir:

Her bir 6rnek i¢in 2 pg total RNA, 4 ulLL 5X iScript Reaction Mix (oligo(dT)
ve random hexamer primerleri, ANTP'ler, MgClz) ve 1 pL iScript Reverse
Transcriptase enzimi eklendi. Toplam 20 pL reaksiyon hacmi, niikleaz

icermeyen ultra saf su ile tamamlandi.

Hazirlanan reaksiyon karigimi, termal dongii cihazinda (Thermal Cycler) Tablo

3.1’de sunulan termal kosullar kullanilarak cDNA sentezi gergeklestirildi. Reaksiyon

profili, primerlerin baglanmasi, cDNA sentezi ve enzimin inaktivasyonunu
icermektedir.
Tablo 3.1. cDNA Sentezi Termal Dongii Kosullar1
ASAMA SICE’;E)LIK SURE | ACIKLAMA / AMAC
Baglanma (Annealing) 25 5dk Random/ollgo(dT)
primerlerin baglanmasi

Uzama (Extension) 46 20 dk cDNA sentezi

Inaktivasyon o

(Termination) 95 1 dk Enzim inaktivasyonu
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- Sentezlenen cDNA ornekleri, Real-Time PCR analizlerine kadar -20 °C'de
muhafaza edildi.

Gelistirilen HS2 hiicrelerinde hedef genlerin (K10, Laminin, Involucrin) ifade
edildigini dogrulamak ve primer spesifikligini test etmek amaciyla, standart PCR
teknigi kullanildi. Reaksiyonlar, Taqg DNA Polimeraz enzimi, dNTP'ler, tampon ve
kofaktorleri hazir olarak iceren tek tiipte (premix) Taq DNA polimeraz (BIONEER, Cat
No: E-2011-2) kullanilarak, son hacimde 20 pul son gerceklestirildi. Sentezlenen cDNA
ornekleri PCR reaksiyonlarinda kalip olarak kullanildi. Sentez reaksiyonu, birbirini

takip eden asamalardan olugmaktadir:

- Her bir 0.1 ml'lik PCR tiipiine, 2 pLL 10X reaksiyon buffer, 5 uL cDNA, 1 puL her
bir primer (lleri ve Geri), 2 pL dNTP, 1 uL MgCl, 1 uL Taq polimeraz ve 7 pL
niikleaz igermeyen ultra saf su ile tamamlanacak sekilde hazirlandi. Tipler,
reaksiyonun baglangicinda homojen bir karisim saglamak amaciyla kisa bir siire
santrifiij edildi.

- Calismada, keratinosit farklilagma markerlar1 (K10/Keratin—10, Laminin,
Involucrin) ve referans gen olarak GAPDH analizi yapildu.

- Genlere 0zgli primer dizileri Tablo 3.2.'de sunulmustur. Primerlerin teorik

baglanma sicakliklar1 (Tm) optimize edilmistir.

Tablo 3.2. Standart PCR Analizinde Kullanilan Primer Dizileri.

ILERi PRIMER DiZiSi (5' — GERI PRIMER DiZzisi AMPLIKON | .
GEN ADI 3) 5 — 3) BOYUTU °C)
(bp)
GAPDH GAGTCAACGGATTTGGTCGT | TGGGATTTCCATTGATGACA 201 57
K10 CATCCTGCTTCAGATCGACA | TCATTTCCTCCTCGTGGTTC 218 57
Laminin GAAGACGGGAAGAAAGGG | CAGGGCTAAGAAACTGAAAG 124 56
Involucrin | TAGAGGAGCAGGAGGGACAA | AGGGCTGGTTGAATGTCTTG 139 59

- PCR reaksiyonlari, termal dongli cihazinda (Thermal Cycler) 35 dongiide
gergeklestirildi.

- Reaksiyonun termal profili, baslangi¢ denatiirasyonu, dongiisel denatiirasyon,
primer baglanma (annealing) ve uzama (extension) agsamalarindan olusmaktadir.
Primer baglanma sicakligi (Tm), her bir gen ¢ifti i¢in optimize edildi ve Tablo

3.3.'de sunulan termal kosullar kullanildi.
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Tablo 3.3. Standart PCR Termal Dongii Kosullar.

ASAMA SICAKLIK | SURE | DONGU

(°O) SAYISI
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 1dk 1
Denatiirasyon 94 20 sn 35
Baglanma (Annealing) 50 30 sn 35
Uzama (Extension) 72 30 sn 35
Son Uzama 72 5dk 1
Saklama 12 o0

PCR iirin boyutlarim1 ve spesifikligini dogrulamak amaciyla Agaroz Jel

Elektroforezi (Jel Yiiriitme) ile analiz edildi.

3.2.2.2.2. Gercek zamanh PCR (Real-Time PCR) ile gen ifadesi analizi

Gelistirilen 2B modelde hedef genlerin (GAPDH, K10, Laminin, Involucrin)
ifadesi, SYBR Green bazli Ger¢ek Zamanli Kantitatif PCR (RT-qPCR) yontemiyle
belirlendi. Reaksiyonlar, Taq DNA Polimeraz enzimi, dNTP'ler, tampon ve SYBR
Green | boyasmi hazir olarak igeren iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix

(BIORAD, Cat No: 172-5120) kullanilarak ger¢eklestirildi.

- Calismada, keratinosit farklilagma markerlar1 (K10/Keratin—10, Laminin,
Involucrin) ve referans gen olarak GAPDH analizi yapildi.

- Genlere 6zgii primer dizileri Tablo 3.4.'de sunulmustur.

- Primerlerin spesifikligi erime egrisi (melting curve) analizi ile dogrulandi.
Primerlerin baglanma sicakligi olarak PCR optimizasyonunda belirlenen sicaklik
kullanildi. Reaksiyonlar, niikleaz igermeyen qPCR tiiplerinde (Bio-Rad), 20 uL
son hacimde hazirlandi.

- Reaksiyonlar, Real-Time PCR System cihazinda, Tablo 3.4.'de sunulan termal dongii
kosullar kullanilarak gerceklestirildi.

- Baglangi¢ denatiirasyonu sonrasi 40 dongii amplifikasyon yapildi ve floresan
1s1ma her dongiiniin Baglanma/Uzama asamasinda anlik olarak 6l¢tildii.

- Reaksiyonun spesifikligini dogrulamak amaciyla, amplifikasyon dongiileri

sonrasinda erime egrisi (melting curve) analizi yapildi.
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Tablo 3.4. Real-Time PCR (qPCR) Termal Dongii Kosullari.

SICAKLIK . DONGU
ASAMA ©C) SURE SAYISI
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95 3 dk 1
Denatiirasyon 95 15 sn 40
Baglanma/Uzama 50 1 dk 40
Erime Egrisi (Melting 0,05
95 1
Curve) sn
Son Uzama 55 0,05 1
sn
Saklama 95 0,01 1
sn

- Gen ifadesi verileri, CT (Cycle Threshold) degerleri kullanilarak nispi
kantifikasyon (2724€T) yontemiyle analiz edildi.

- Hedef genlerin ifadesi, referans gen olan GAPDH ifadesine gore normalize
edildi ve kontrol grubu ile CBD uygulanan gruplar arasindaki nispi degisimler

belirlendi (Sekil 3.3).

1.0rnek Hazirlama & 2. Reaksiyon Mix 3. qPCR Amplikasyon 4. Data Analizi
cDNA Sentesi & Erime Egrisi
\ HS2 (Insan Keratinosit) rime Sica g
hi h \
‘/‘ Kiltirienmest - Sablon cDNA m) Amplfication Plot
1 Denatiirasyon (95 °C) g CtVake
Ao o= e ;
1 TotalRNA /- ) e RIW DIV loorescence ve
izolasyonu N \ et LU Cycle Number
INVOLUCRIN) Relative Quantification
@
<0.08
l Ters Transkriptaz (RT) 2 Baglanma (50 °C) s _§ h'
; i 1
SR W 1
e (uﬁ:ﬂfm 1Q SYBR™ Green 4‘\ RN \)y ocp Mo+
¥ ¢ l Primer) ) SuperMix N
A e i l
CcDNA- RNA 3 Uzama (72 °C)
l @ 5 ~ (,,,
: @ L Pl @
VIVvIvY g T
m \ W PCR Tilpleri 3 s
Y
A e

Sekil 3.3. Cizik Model Olusturma ve CBD’nin yara iyilestirme etkisinin in vitro 2B yara modelinde RT-
PCR ile degerlendirilmesi (Biorender ile ¢izilmistir).

3.3. CBD’nin in vitro 3B modellerde yara iyilestirme etkisinin degerlendirilmesi

Ug boyutlu (3B) hiicre kiiltiirii ortaminda deri doku modeli gelistirilmesi, in vivo

deri katmanlarim1 ve hiicreler arasi etkilesimleri en dogru sekilde olusturmak igin
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yeniden yapilandirilmis insan epidermis (RHE) modeli ve tam katmanli deri modeli

(FTSE) olmak iizere iki farkli model yaklagimiyla gerceklestirilmistir.
3.3.1. Invitro 3B yeniden yapilandirilmis insan epidermis (RHE) modeli

Bu agsamada, derinin en dis tabakasi olan epidermisin bariyer fonksiyonlar1 ve
hiicresel organizasyonu hedeflenmektedir. Yeniden yapilandirilmis epidermal model

(RHE), keratinosit hiicrelerinin insertler tizerine ekilmesi ile olusturuldu (Sekil 3.4.).

Kullanilan besiyerleri sirasiyla; E1-E3 besiyeri (Epilife Medium, MEPIS00CA),
E2 besiyeri (E1 besiyeri + CaCly) ve E3 (E2 besiyeri + askorbik asit ¢ozeltisi)

seklindedir. Bu farkli seviyeler, keratinositlerin farklilagmasi i¢in ek bir uyar1 yapar.

-  HS2 iiremesi i¢in Oncelikle hiicreler insan keratinosit biliylime serumu,
antibiyotik iceren E1 besiyerinde iiretildi. Giinliik olarak besiyeri degistirerek
CO2’li ortaminda iiretildi. Hiicrelerin aktarimi igin kiiltiir kabinin en az %80
dolu olmas1 gerekmektedir.

- Aktif halde iiremekte olan hiicreler toplanmak i¢in; PBS yikandi, Tripsin EDTA
eklendi ve 37°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

- Inkiibasyon boyunca, 12’li plaka i¢in insertler hazirlandi.

- Inkiibasyon siirecinin ardindan hiicreler santrifiij edilerek keratinositlerin
¢Okmesi saglandi.

- Hiicre peleti E2 besiyerinde yeniden askiya alindi. Hiicre sayimi, thoma sayim
lam1 kullanilarak ve tripan mavisi ile gerceklestirildi.

- 12 kuyulu plakada insert igin E2 besiyeri igerisinde 2x10° h/mL olacak sekilde
topland1 ve insert icine eklendi; plaka 37°C ve %5 CO: ortaminda 2 saat
boyunca inkiibe edilmek {izere birakildi.

- Inkiibasyon sonunda 12 kuyulu plakada insert disina E2 besiyeri eklendi.
Plakalar, 37°C ve %5 CO; ortaminda 24 saat bekletildi.

- 24 saat sonra, hava-sivi arayiizii (ALI) kiiltiirii baslatmak iizere insertlerden E2
besiyeri aspire edildi. Insert disina E3 besiyeri eklendi.

- Besiyeri degisiklikleri 12 kuyulu plaka i¢in haftada {i¢ kez olmak iizere besiyeri
degisimi yapildi.
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Sekil 3.4. RHE Model Sematik Gosterimi (Biorender ile ¢izilmistir).

3.3.1.1. In vitro 3B yeniden olusturulmus insan epidermis (RHE) modeli

yaralanmasi

Yeniden Olusturulmus Insan Epidermis (RHE) modellerinde mekanik yaralanma
(punch/¢izik vs.), dokunun in vivo deri fizyolojisini en iyi yansitti1 10. ile 15. giinler
arasinda gergeklestirilmistir. Bu zaman araliginin se¢ilme nedeni, keratinositlerin hava-
sivi araylzii (ALI) kiiltiiriinde terminal farklilasma siireglerini tamamlayarak
fonksiyonel bir stratum corneum tabakasi ve saglam bir bariyer yapisi olusturmasidir

(Schéfer-Korting vd., 2008a).

- 12 kuyulu plaka i¢indeki RHE modelde yikama i¢in 12 kuyulu plaka hazirlandi.

- Punch ile delinmis modelleri, herhangi bir kalint1 ortami temizlemek i¢in 6nce PBS
icinde kisa siire daldirildi, ardindan oda sicakliginda Tripsin/EDTA i¢inde inkiibe
edildi.

- Model tekrar kiiclik bir petri kabina konuldu ve ince uglu cimbizla punch yeri
dikkatlice ¢ikarildi. Yaralanmig modeller plakalarina yerlestirildi.

- Yarasiz kontrol, yara kontrol ve yara + CBD gruplar1 7., 14., ve 21. giin gruplar
olusturuldu.

- Gelistirilen in vitro 3B epidermal modellerde, CBD uygulamasinin hiicre metabolik
aktivitesi lizerindeki etkisini belirlemek amaciyla XTT analizi yarasiz kontrol, yara
konrol ve yara + CBD gruplar1 7., 14., ve 21. giin gruplar ile gergeklestirildi.

- Bu modellere fiksasyon, konfokal mikroskopta goriintileme ve SEM ile

goriintiileme yapilarak CBD’nin yara kapanmasina etkisi degerlendirilmistir.
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ekil 3.5. In vitro 3B Yeniden Olusturulmus insan Epidermis (RHE) Modeli Yaralanma sematik
P
gosterimi (Biorender ile ¢izilmistir).

3.3.1.2. CBD’nin etkisinin in vitro 3B epidermal yara modelinde XTT testi ile

degerlendirilmesi

Deri modellerinde CBD’nin hiicre canliligi {izerindeki etkisini ve yara
bolgesindeki metabolik aktivite degisimlerini kantitatif olarak belirlemek amaciyla XTT
analizi gerceklestirilmistir (Sekil 3.6.). 12 kuyulu plaka insertlerinde yer alan epidermal
modellerinde doku canliligit XTT analizi ile degerlendirildi. XTT reaktifi, hiicrelere ilk
uygulandiginda agik sar1 renkli, suda ¢6ziinen bir tetrazolyum tuzudur. Canli hiicrelerin
mitokondrilerinde bulunan siiksinat dehidrojenaz enzimi, hiicre metabolizmasi aktif
oldugu siirece sar1 renkli XTT tuzu parcalar. Bu parcalanma sonucunda, sar1 renkli

cozelti suda ¢oziinebilen, koyu turuncu/kehribar renkli formazan kristallerine doniisiir.

- Canl hiicrelerin epidermal model; yarasiz, yarali model ve 12,5 uM CBD
uygulanmis yaralt modelin 7., 14., ve 21. gilin arasindaki yara iyilesme farklarini
incelemek amactyla XTT hazirlandi. 12 kuyulu plakaya her bir insert tizerine XTT
eklendi. Insert disina besiyeri eklendi.

- 37°C'de ve %S5 CO> inkiibatorde 4 saat bekletildi. Absorbans Ol¢timleri 450 nm
dalga boyunda gerc¢eklestirildi.
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- Kontrol dokudaki canlilik %100’e karsilik gelecek sekilde dokulardaki yiizde

canlilik denklem 1 ile hesaplandi. CBD’nin Epidermal model {izerindeki yaraya

etkisi degerlendirildi.

-<

12 kuyulu plaka ‘

hazirlama \
& -

2  inkiibasyon

10 |
=
Ec‘ls

3 Membran delme & 4 96 kuyucuklu
karigtirma plakaya transfer

5 Absorbans 6lgiimii Ornekler \

Sekil 3.6. In vitro 3B Yeniden Olusturulmus insan Epidermis (RHE) Modelde XTT asamasinin sematik
gosterimi (Biorender tarafindan yapilmistir).

3.3.1.3. CBD’nin etkisinin 3B epidermal yara modelinde konfokal mikroskopi ile

degerlendirilmesi

Yara iyilesme siirecini incelemek amaciyla gelistirilmis 3B in vitro RHE yara
modeli, konfokal lazer taramali mikroskop ile incelendi (Sekil 3.7.). RHE modeli
tizerinde olusturulan yara, deneyin baglangicinda ve belirlenen zaman araliklarinda (7.,
14., ve 21.giin) konfokal mikroskop ile gozlemlenmistir. Elde edilen goriintiiler, yara
alaninin zamanla kiigiilmesini ve hiicre go¢ii hizin1 degerlendirmek iizere

kaydedilmistir.

- Insertler normal 12 kuyulu bir plakadaki karsihik gelen kuyucuklara aktarmak
i¢in steril forseps kullanildi. Dokular paraformaldehit ile sabitlendi.

- Nester ile ayrilan in vitro deri model dokusu 60 mm petri plakalara alindu.

- Tween-80 soliisyonu ile yikandi, yikamadan sonra Triton-X ¢ozeltisiyle hiicre

zar1 gegirgen hale getirildi.
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- PBS igerisine rhodamine phalloidin ve DAPI eklendi, yikama sonrasi her bir
ornege boya cozeltisi eklenerek inkiibe edildi. Yikama sonrast doku ornekleri

lam-lamel arasina alindi.

Rhodamine phalloidin: Eksitasyon Dalgaboyu: 546, Emisyon Dalgaboyu: 575 nm
DAPI: Eksitasyon Dalgaboyu: 359 nm, Emisyon Dalgaboyu: 461 nm

- Boyanan Ornekler, konfokal lazer tarama mikroskobu (Zeiss, LSM 900) ile
incelendi. Goriintliler, farkli derinliklerden z-stack teknigi ile elde edilerek

epidermal tabakalarin {i¢ boyutlu yapis1 analiz edildi.

Triton X ile hiicre

1 Tween 80 ile yikama zan gegirgenligi

3 Tween 80 ile ylkama

Triton X

\ Cozeltisi
Tween 80 \ Tween 80
soliisyonu \ solisyonu

NG

2X &7 M ey 2X &7 M

=, —
Membran cilt Yikama de:re zan Yikama
dokusu gegirgenligi
4 Boya gozeltisinin 5 ) inkiibasyon .

hazirlanmasi Y 6 Tween 80 ile yikama

Rod — — Boya (— Tween 80

V:II:E: 41\ { j DARY cozelnsl\j solisyonu

- \
s X
! e

Yikama

Cilt dokusunun lam
7 lamel arasina
alinmasi

8 Konfokal goriintiileme

Sekil 3.7. CBD’nin etkisinin 3B epidermal yara modelinde konfokal mikroskopi ile degerlendirilmesinin
sematik gosterimi (Biorender ile ¢izilmistir).

3.3.1.4. CBD’nin etkisinin In vitro 3B epidermal yara modelinde SEM ile

degerlendirilmesi

- Dokular paraformaldehit eklenerek 4 saat boyunca oda sicakliginda sabitlendi.
- Paraformaldehit aspire edildikten sonra dirasiyla %50, %75, %90 ve %100 (h/h)

konsantrasyon olan etanol ¢ozeltileri ile dehidre edildi.
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Tiim doku oOrnekleri HMDS (Hekzametil Disilazan) ile islenerek bir gece
boyunca ¢eker ocakta kurutuldu. Doku 6rnekleri iridyum ile kaplanarak SEM’de

gbzlemlendi.

In vitro tam katmanh deri modeli (FTSE) gelistirilmesi

Bu modelde, epidermise ek olarak derinin destek yapisi olan dermis tabakasi

vardir.

HS2 iiremesi icin oncelikle hiicreler insan keratinosit biiylime serumu (HKGS
(100X), Gibco Cat No: S-001-5), antibiyotik iceren (Penicilin/Streptomycin-
Gibco Cat No: 15140-122) tam besiyerinde (Epilife with 60 uM CaCly) iiretildi.
Giinliik olarak besiyeri degistirilerek CO2’li ortaminda {iretildi. Hiicrelerin
aktarimi i¢in kiiltiir kabinin en az %80 dolu olmas1 gerekmektedir.

HDF (dermal fibroblast) hiicrelerini uygun biiylime ortaminda fibroblast besiyeri
igerisinde (Fibroblast Growth Medium- Cell Applications Cat No:116-500) her
glin besiyeri degistirilerek CO2’li inkiibatérde ¢ogaltildi. Hiicrelerin
pasajlanmasi i¢in kiiltiir kabinin %70-80’ini doldurmus olmasi gerekmektedir.
Ik olarak aktif halde {iremekte olan HDF’ler 4.5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde
hazirlandu.

15 mL’lik falkon tiipte sirayla sigan kuyrugu kolajeni, 5xRB ve HDF (3,6 x10°
hiicre/mL) karistirilarak toplam hacmi 8 mL olan bir kolajen jeli hazirlandu.

12 kuyulu plaka i¢inde her bir inserte kolajen jel karisimi eklendi. insertler 37°C
ve %5 CO»2’de 1 saat bekletilerek kolajen jelinin polimerlesmesi saglandi.
Katilasmadan sonra dermal esdegerlere medium eklendi. 37°C ve %5 CO»
inkiibatorde 24 saat bekletildi.

Kiiltiir flasklarinda ¢ogaltilan keratinosit hiicreleri 2x10° hiicre/mL’ye ayarlandi,
kolajen yataklarina zarar vermeden her bir inserte keratinosit eklendi.

Insertler 37°C ve %5 COz inkiibatoriinde 2 saat inkiibe edildi ve 12 kuyucuklu
plakada 2 mL E2 mediuma daldirildi ve gece boyunca inkiibatore birakildi.

Hava-sivi arayiizli (ALI) kiiltiirii baglatmak {izere insertlerden E2 besiyeri aspire
edildi. Modeller derin kuyulu plakaya alindi. Besiyeri degisiklikleri 12 kuyulu
plaka icin haftada ii¢ kez olacak sekilde gerceklestirildi (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.8. U¢ Boyutlu Hiicre Kiiltiirii Ortaminda Deri Doku Modeli Gelistirilmesinin sematik gdsterimi
(Biorender ile ¢izilmistir).

3.3.2.1. In vitro 3B FTSE yara modeli gelistirilmesi ve CBD uygulamasi

Tam katmanlt deri Orneklerinde (FTSE), mekanik yaralanma (punch
biyopsi/cizik vs.) uygulamasi, doku yapisinin in vivo deri fizyolojisini ve dermal-
epidermal etkilesimleri en i1yi bi¢cimde yansitacak sekilde 10. ile 15. giinler arasinda
gergeklestirilmistir. Bu siiregte bu zaman diliminin tercih edilme sebebi, keratinositlerin
hava-sivi araylizii (ALI) kiiltiirii icinde son asama farklilagsmasini tamamlayip islevsel
bir stratum corneum olusturmasi ve bununla birlikte dermal fibroblastlar ile bazal
membran biitiinliigliniin saglamlagsmasidir (Bataillon vd., 2019).

- 12 kuyulu plaka i¢inde yarasiz kontrol, yara kontrol ve yara + CBD gruplar1 7., 14.,
ve 21. giin gruplari olusturuldu (Sekil 3.9.).
- Bu modellere; 3B deri modellerinin fiksasyonu, 3B deri modellerinin parafine

gomme, H ve E boyama ve konfokal taramal1 lazer mikroskopi ile degerlendirildi.
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3.3.2.2. CBD’nin etkisinin in vitro 3B tam katmanh deri yara modelinde

histolojik degerlendirilmesi

Histolojik boyama, belirli doku yapilarina baglanan boyalarin kullanilmasiyla

gerceklestirilen bir tekniktir. Kesit kalinligi, boya konsantrasyonu ve boyama siiresi gibi

etkenler, boyama sonuclarmi 6nemli 6l¢iide etkileyebilir. Histolojik boyama igin

oncelikle ince doku kesitleri cam lamlar iizerine yerlestirilmelidir. /n vitro olarak

kiiltiirlenmis 6rnekler,

Insertlerin i¢ine 1 mL; disina 2 mL %10 paraformaldehit teklenerek 4 saat
boyunca oda sicakliginda bekletildi.

4 saat sonunda paraformaldehit insert i¢inden aspire edildi.

Dehidrasyon dokusunun islenmesi sirasinda deri dokusunun kivrilmasi 6nlemek
icin deri dokularini 3 cm x 3 cm lens kagidin aktarildu.

Kagit; deri dokusu katlanmadan katlanilarak doku kasedine yerlestirildi.

Doku kasedi petri igine %70°lik soguk EtOH birakildi ve +4°C’ye kaldirildi.

3.3.2.2.1. 3B deri modellerinin parafine gomiilmesi

Paraformaldehit ile yapilan fiksasyon, hiicre ve dokularin mikroskobik inceleme

icin miimkiin oldugunca dogal halleriyle korunmasini1 saglayarak proteinleri belirli bir

derecede ¢apraz baglar.

Gomme isleminden 6nce doku, artan etanol konsantrasyonlari ile dehidratasyon
islemine tabi tutuldu.

Bu amagla, sirastyla %50, %70 ve %80 etanolde iki defa 30’ar dakika ve %96
etanolde iki kez 30’ar dakika bekletildi.

Fiksasyon ve dehidratasyon islemlerini tamamlamis deri ornekleri, parafinle
doldurulmus kalibin i¢ine yerlestirildi. Doku, istenilen kesit yoniine gére dogru
bir sekilde yerlestirildi.

Kalip, doku gomme kasetiyle kapatild1 ve iizerine ek parafin ilave edildi.
Parafine yerlestirilen doku 6rnegi bir saat boyunca -80°C'de donduruldu.
Sonrasinda, mikrotom cihazina parafine gomiilmiis doku konularak 3 pm
kalinliginda kesitler hazirlandi. Bu kesitler, yaklasik 35 °C sicakliga sahip su
banyosuna koyuldu ve daha sonra cam lam f{izerine aktarilip firinda kurutuldu

(Sekil 3.9.)
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3.3.2.2.2. Histolojik analiz (H ve E boyama)

H ve E Boyama, histoloji ve sitoloji uygulamalar i¢in gelistirilmistir. Bu set,

geleneksel alkol bazli formiillerin avantajlarint saglarken, kullanim kolaylig1 acisindan

onemli gelistirmeler sunan yeni bir eozin formiiliine sahiptir. Hematoksilin, ¢ekirdekleri

belirgin ve yogun mavi bir renge boyayarak, sitoplazmanin eozin ile boyanmis

kisimlarina karsit miikemmel bir kontrast olusturur.

Histolojik Boyama Stireci (H ve E);

Kesit alindiktan sonra 60°C” de 3-4 saat bekletildi.

Bekleme siiresinden sonra ksilene daldirildi.

Ksilen isleminden sonra kesit, sirasiyla %90, %80, %70, %50 ve %30 olan etanol
¢oOzeltilerinde birer dakika bekletildi.

Deparafinizasyon uygulandi ve kesit dH>O ile nemlendirildi.

Kesitlerin iizerini tamamen kaplayacak sekilde yeterli miktarda Mayer’s
Hematoksilin (Lillie’s modifikasyonu) uygulanarak 30 sn bekletildi.

Fazla boyay1 temizlemek amaciyla lamlar, iki kez ¢cesme suyuyla durulandi.
Lamlarin lizerine Bluing Reaktifi eklendi ve bekletildi.

Tekrar 1ki kez ¢esme suyla durulama yapildi.

Lamlar, saf alkol i¢ine daldirildi ve fazla sivi nazik bir sekilde uzaklastirildi.

Tim kesitleri kaplayacak sekilde Modifiye Alkolli Eozin Y ¢ozeltisi
uygulanarak bekletildi.

Lamlar, saf alkol ile durulanda.

Daha sonra ii¢ kez saf alkol ile dehidrasyon igslemi yapildi.

Son olarak lamlar seffaflastirildi ve sentetik recine ile kaplanarak montajlandi

(Sekil 3.10.).
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Sekil 3.9. Deri Model Dokunun Mikroskopi ve Immunohistokimya ile Karakterizasyonu sematik
gosterimi (Biorender ile ¢izilmistir).
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Sekil 3.10. Hematoksilin ve Eosin, immunohistokimyasal (IHC) Boyama sematik gosterimi (Biorender
ile ¢izilmistir).
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3.3.2.3. CBD’nin etkisinin in vitro 3B tam katmanh deri yara modelinde

konfokal mikroskopi ile degerlendirilmesi

Yara iyilesme siirecini incelemek amaciyla gelistirilmis 3B in vitro FTSE yara
modeli, konfokal lazer taramali mikroskop ile incelendi. FTSE modeli {izerinde
olusturulan yara, deneyin baslangicinda ve belirlenen zaman araliklarinda (7. ve 21.giin)
konfokal mikroskop ile gbzlemlenmistir. Elde edilen goriintiiler, yara alaninin zamanla

kiiciilmesini ve hiicre gocii hizin1 degerlendirmek tizere kaydedilmistir.

Kesit alinan ornekler, Sekil 3.10°da belirtilen dereceli alkol serisinden
gecirilerek dehidre edilmis; ardindan Sekil 3.7°de sematize edilen protokol ile boyama

islemi gergeklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. CBD’nin Hiicre Canhhgina In Vitro Etkisi

Fibroblast ve keratinosit hiicrelerinde CBD uygulanmasinin hiicre canliligi
tizerindeki etkisi, mitokondriyal metabolik aktiviteyi analiz eden WST-1 testi
araciligiyla arastirildi. Bu c¢alismada, hiicreler farkli CBD konsantrasyonlari igeren
kiltlir ortamlarina Sekil 4.1. ve 4.3.”de goriildiigii gibi 24, 48 ve 72 saat boyunca maruz
birakildi. Hiicre canlilifi, her bir zaman diliminde kontrol grubuyla kiyaslanarak

incelendi.

KONTROL 200pM CBD 12.5uM CBD 0.39 uM CBD

Sekil 4.1. Fibroblast hiicrelerinin farkli CBD konsantrasyon gruplarinda morfolojik goériiniimlerinin faz-
kontrast mikroskobu ile incelenmesi. Olgek cubugu 100 pm boyundadr.

24s

48 s

72s

WST-1 analizinden elde edilen bilgiler dogrultusunda, dermal fibroblast
hiicreleri i¢in giivenli CBD konsantrasyonu yaklasik 12,5 uM olarak belirlendi (Sekil
4.2). 1Cso degerleri zamana baglh olarak degerlendirildiginde ise uygulama siiresinin

artmasi [Cso degerlerinde anlamli bir fark olugturmamistir (Tablo 4.1).
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Sekil 4.2. CBD’nin fibroblast hiicrelerinin canliligi tizerindeki etkisi.

CBD’nin fibroblast hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkisi degerlendirilmis ve
her ii¢c zaman dilimde 25 ve 50 uM CBD’nin etkisi kontrol grubuyla karsilastirildiginda
hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis gozlenmistir (p<0.05). 12,5 uM
CBD uygulamasi li¢ zaman diliminde kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiicre

canliligini azaltmayan en yiiksek konsantrasyon olarak degerlendirlmistir.

Tablo 4.1. CBD’nin fibroblast hiicreleri iizerinde ICso degerleri

Siire (s) ICso (nM)
24 17,16 £10.34
48 16,28 +4,70
72 20,90+ 0,14

WST-1 analizinden elde edilen bilgiler dogrultusunda, keratinosit hiicreleri igin
giivenli CBD konsantrasyonu yaklasik 12,5 pM olarak belirlendi (Sekil 4.4). 1Cso
degerleri zamana bagh olarak degerlendirildiginde ise uygulama siiresinin artmasi ICs

degerlerinde anlamli bir fark olugturmamistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. CBD’nin keratinosit hiicreleri iizerinde ICso degerleri

Siire (s) ICs0 (uM)
24 28,78+ 0.46
48 16,28 £ 6,92

72 20,90+ 5,14
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KONTROL 200uM CBD 12.5uM CBD 0.39 uM CBD

Sekil 4.3. Keratinosit hiicrelerinin farkli CBD konsantrasyon gruplarinda morfolojik goriiniimlerinin faz-
kontrast mikroskobu ile incelenmesi. Olgek ¢ubugu 100 um boyundadir.

24

48 s

72s
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Sekil 4.4. CBD’nin keratinosit hiicrelerinin canlilig1 iizerindeki etkisi.

CBD’nin keratinosit hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkisi degerlendirilmis ve
her ii¢ zaman dilimde 50 uM CBD’nin etkisi kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis gdzlenmistir (p<0.05). 12,5 uM CBD
uygulamasi li¢ zaman diliminde kontrol grubuyla karsilastirildiginda hiicre canliligini
azaltmayan en yliksek konsantrasyon olarak degerlendirilmistir.

Analizlerin bulgularma gore, 12,5 pM seviyesine kadar hiicrelerin canlilik

oraninin %90"'n lizerinde kaldigi, fakat 12,5 uM'yi asan dozlarda canliliginin basladig
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gozlemlenmistir. CBD’nin farkli doz ve siire uygulamalarinin fibroblast ve

keratinosit hiicrelerinin liremesine etkileri degerlendirildiginde hem 2B yara modeli
hem de her iki hiicrenin bir arada kullanilacagi 3B deri yara modeli i¢in de
uygulanabilecek olan 12,5 pM konsantrasyon toksik olmayan giivenli doz olarak
belirlenmistir. 3B kiiltiir ¢ailsmalarma en yliksek giivenli doz ile devam ederek
CBD’nin 3B kiiltiirde dokuya niifuz edecek yliksek konsantrasyonun uygulanmasi
garanti edilmistir. ~ Cozilici kontrol grubu olarak kullanilan dimetil stilfoksit
(DMSO)’nun hiicrelerin canlilig1 iizerindeki etkisi de ayni deney kosullar1 altinda
incelendi. 12,5 uM CBD’nin ¢6ziindiigii DMSO miktarlarinin her iki hiicre hattinda da

Sekil 4.5. ve 4.6.°da goriildiigii gibi hiicre canliligini azaltici bir etki yaratmadigi

dogrulandu.

Kontrol 200 pM CBD/DMSO  12.5 pM CBD/DMSO 0.39 CBD/DMSO

24s

A

2900

Sekil 4.5. CBD igerisinde bulunan DMSO’nun tek basina fibroblast hiicrelerinin morfolojilerine etkisinin
faz-kontrast mikroskobu ile incelenmesi. Olgek ¢ubugu 100 pm boyundadir.

Hiicre morfolojileri incelendiginde DMSO’nun yiiksek miktarlarinin hiicre
canliligini azaltic1 etkisinin keratinosit hiicreleri iizerinde fibroblast hiicrelerine gore
daha belirgin oldugu goézlemlenmistir. Hiicre morfolojileri DMSO’nun keratinosit

hiirelerini 6ldiirme mekanizmasiin daha ¢ok apoptoza benzedigini gostermektedir.
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Yiiksek CBD konsantrasyonlarinda hiicre csnliliginin azalmasinin nedeninin ¢ézgen

DMSO’nun olabilecegi de ifade edilebilir (Sekil 4.5, 4.6).

Kontrol 200 pM CBD/DMSO 12.5 pM CBD/DMSO 0.39 CBD/DMSO

24s

48 s

72s

Sekil 4.6. CBD igerisinde bulunan DMSO’nun tek bagina keratinosit hiicrelerinin morfolojilerine
etkisinin faz-kontrast mikroskobu ile incelenmesi. Olgek cubugu 100 pm boyundadar.

Hiicre morfolojileri incelendiginde DMSO’nun yiiksek miktarlarinin hiicre
canliligini azaltic1 etkisinin keratinosit hiicreleri iizerinde fibroblast hiicrelerine gore
daha belirgin oldugu goézlemlenmistir. Hiicre morfolojileri DMSO’nun keratinosit
hiirelerini 6ldiirme mekanizmasinin daha ¢ok apoptoza benzedigini gostermektedir.
Yiiksek CBD konsantrasyonlarinda hiicre canlilifinin azalmasinin nedeninin ¢ézgen

DMSO’nun olabilecegi de ifade edilebilir.

Elde edilen biyouyumluluk sonucglari, CBD'nin epidermal hiicrelerdeki ICsg
degerlerini belirleyen Kongkadee ve arkadaslarinin (2022) arastirmalariyla uyumlu bir
sekilde ortiismektedir (Kongkadee vd., 2022). Literatiirde ifade edildigi gibi, dis eti
fibroblastlarinda saptanan biyouyumlu doz araligi, bu calismada kullanilan CBD’nin

giivenli profili ile paralellik gostermektedir. CBD diisiikk dozlarda hiicre ¢ogalmasini
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artirirken, ¢ok yiiksek dozlarda apoptoz siirecini baglatabildigi bilinmektedir; bu

durum, ¢alismamizda tespit edilen doz-yanit egrisi ile desteklenmistir.

Elde edilen hiicre canlilifi dayali olarak, ¢izik (scratch) testi ve in vitro g
boyutlu deri yara modeli analizlerinde, hiicre canliligin1 olumsuz etkilemeyen giivenli
CBD konsantrasyonlari tercih edildi. Boylelikle, sonraki deneylerde tespit edilen hiicre
go¢ii, cogalma ve doku yenilenmesi ile ilgili etkiler olasi toksik etkilerden bagimsiz
olarak degerlendirildi. Bu sonuglar, CBD'nin diisiik miktarlarda hiicre canliligini
stirdiirebildigini ve yiliksek miktarlarda hiicre canliliini azaltici etkiler ortaya
koyabilecegini ifade eden literatiirle paralellik gostermektedir (Tassaneesuwan vd.,

2025).
4.2. CBD’nin In Vitro 2B Yara Modelinde Etkisi

2B monolayer kiiltiirlerde gergeklestirilen c¢izik testi, HS2 hiicrelerinde
gelistirilen in vitro yara modelinde, kanabidiol (CBD) nin hiicre gogii ve yara iyilesmesi

iizerindeki etkisi incelendi.
4.2.1. CBD’nin in vitro 2B yara kapanma hizina etkisi

Bu calisma i¢in, hiicre monolayerlerinde standart bir yara olusturuldu ve yaranin
kapanma siireci, CBD’nin 12,5 pM uygulanmasinin ardindan Sekil 4.7.°de
gbzlemlendigi gibi 0., 1., 2. ve 7. giinlerde ters ve konfokal mikroskobu ile gézlemlendi.

Elde edilen gorseller lizerinden, ¢izik alanindaki degisiklikler zamanla degerlendirildi.

0.Giin 1.Giin 2.Giin 7.Giin

KONTROL GRUP

CBD GRUP

Sekil 4.7. Keratinosit 2B yara modelinin ters mikroskop goriintiisii (4X).
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Kontrol gruplarinda, her iki hiicre tipinde de yara bolgesinin kapanma
siirecinin yavas gittigi ve hiicre hareketinin kisith oldugu gézlemlendi. Buna karsin,
CBD ile tedavi edilen gruplarda yara alaninin zamanla belirgin bir sekilde kiictildiigii ve
hiicrelerin yara bolgesine dogru daha hizli hareket ettigi tespit edildi. Bu bulgular,

CBD’nin hiicre migrasyonunu artirici bir etki sagladigini gostermektedir.

CBD uygulamasinin etkileri zaman dilimleri agisindan degerlendirildiginde, en
belirgin iyilesmenin 2. giinde gozlemlendigi saptanmistir. Ozellikle 24. saatte yapilan
incelemelerde, CBD uygulanan gruplardaki yara kapanma oraninin kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

0.GUN 1.GUN 2.GUN 7.GUN

KONTROL GRUP

CBD GRUP

Sekil 4.8. Keratinosit 2B yara modelinin konfokal mikroskop analiz goriintiisii.

CBD uygulamasi, 2 boyutlu ¢izik testinde yara kapanmasini onemli Olgiide
artirarak iki giin iginde %99,9 oraninda kapanma saglamistir. CBD uygulanan
hiicrelerdeki yara kapanma orani, kontrol grubuna gore 3,83 kat daha yiiksek olmustur.
Bu bulgular, CBD'nin yara iyilesmesini destekleyici 6zelliklerini vurgulamakta ve
farmakolojik ajanlarin degerlendirilmesinde gelismis in vitro modellerin faydasini

ortaya koymaktadir.

Tez ¢aligmasinda, keratinosit grubunda tespit edilen hizli yara kapanmasi,
literatiirde Kongkadee ve arkadaglar1 (2022) tarafindan bildirilen sonuglarla tamamen
ortiismektedir (Kongkadee vd., 2022). Bu ¢alismada, 0.5 ng/mL dozundaki CBD’nin
insan diseti fibroblastlarinda (HGF-1) kontrol grubuna gore yarali alan1 (%24,34'ten
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%33,49'a) anlaml1 bir bigimde artirdig1 tespit edilmistir. Tez ¢aligmasinda 2B

modelden hesaplanan %99,9 oranindaki kapanma verileri, CBD'nin ayn1 zamanda

epidermal keratinositlerin go¢ egilimlerini de benzer bir sekilde uyardigini

gostermektedir.

Tablo 4.3. Yara kontrol ve CBD uygulanmis yara grubunda 1., 2.,7. giin ¢izik kapanma oranlari

Ortalama cizik acikhig: (um)

Zaman (giin) 0 1 2 7

Yara /kontrol 609.23 + 2,63 £0.35 2,26+ 0,01 0
28.72

Yara/CBD - 0,89 £0,43 0,59+ 0,40 0

Kapanma orani (agiklik konwol/ aciklik cepy

Zaman (giin) 1 2
- 2.95 kat 3.83 kat -
100.2
OYara M Yara/CBD
© 100 i
£
c
S 998
2
% 996 [ -
‘G |
X 994
99.2
1 2 7

Zaman (giin)

Sekil 4.9. Yara kontrol ve CBD uygulanmis yara grubunda 1., 2.,7. giin ¢izik kapanma yiizde grafigi.

D1

Marzo ve De Petrocellis

ve arkadaslari

(2012),

endokannabinoid

sinyalizasyonunun viicuttaki ¢esitli dokularin dengede tutulmasinda 6nemli bir rol

oynadigim ve terapédtik imkanlar sundugunu belirtmislerdir. Ozellikle CB1 ve CB2



71

kannabinoid reseptorlerinin, yara iyilesmesi siireclerinde (iltihaplanma, fibroblast

hareketliligi ve keratinositlerin ¢ogalmasi) aktif olarak yer aldig: bilinmektedir. CBD ile
ilgili yara iyilesme hizindaki artisin, kannabinoidlerin hiicresel tepkileri ve iltihaplar
modiile etme kapasitesine dair literatiirde mevcut olan verilerle uyumlu oldugu
sOylenebilir (DiPatrizio ve Piomelli, 2012). CBD'nin yara iyilesmesini destekleme
potansiyeli, kannabinoid sinyalizasyonunun dermatolojik tedavilerdeki olasiliklarina

yonelik bir bulgu sunmaktadir.

4.2.2. CBD’nin in vitro 2B yara modelinde etkisinin gen ifade diizeyinde

degerlendirilmesi

2B keratinosit yara modelinden saflastirilan toplam RNA Ornekleri iizerinde
yapilan kantitatif gercek zamanli PCR (RT-PCR) incelemesi, CBD tedavisinin
epidermal farklilagsma, bazal membran onarimi ve yara iyilesmesine dair genlerin ifade

diizeyleri lizerindeki etkisini tespit etmek amaciyla gergeklestirilmistir.

CBD'nin gen ifadesi lizerindeki etkilerini sayisal olarak belirlemek amaciyla
gergeklestirilen molekiiler analiz siireci Sekil 4.10°da gdsterilmistir. Bu asamada hiicre
orneklerinden yapilan RNA izolasyonu, CBD'nin neden oldugu molekiiler degisimlerin
anlik bir goriintlistinli sagladi. Nanodrop ile gergeklestirilen saflik 6lgiimleri analizlerde

kullanilan genetik materyalin yiiksek kalitede oldugunu gosterdi.

Nanodrop ile

RNA izolasyonu
- saflik dlgimii

Jol Elektroforezile
dogrulanmas

RT-PCRile
| kantitatif dlgimii

Sekil 4.10. RNA izolasyonu ve RT-PCR agamalar1 sematik gosterimi
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izole edilen RNA'min cDNA'ya déniisiimii ve jel elektroforezi ile kontrol
edilmesi, RT-PCR asamasinda elde edilen kat degisimi (RQ) verilerinin dogrulugu i¢in
Onemli bir adimdir. Bu asama, ornekler arasindaki miktar farklarinin standart hale
getirilmesini sagladi (Sekil 4.11.). Bu siirecin son adimi olan RT-PCR analizi; sadece
genin varhigini degil, CBD dozlarina bagli olarak K10, LAM ve INV gibi

isaretleyicilerin ne kadar arttigini sayisal bir bigimde ortaya koymaktadir.

Ladder GAPDH K10 LAM INV
(201bp) (218 bp) (124 bp) (139 bp)

Sekil 4.11. Agaroz jel elektroforez goriintiisii. Ilk kuyucuk DNA ladder gostermektedir. Sirastyla
GAPDH, K10, LAM, INV PCR iirlinleri ve RNA 6rnegi goriintiilendi.

Sekil 4.11.'de yer alan jel goriintiisiinde, HS2’den elde edilen toplam RNA
Orneginin biitiinligi, 28S ve 18S rRNA bantlarinin belirgin ve yogun bir sekilde
gorlinmesiyle kanitlanmistir. Bu yiiksek kaliteli RNA'dan {iretilen cDNA ile
gergeklestirilen RT-PCR analizlerinin sonuglari; GAPDH (201 bp), K10 (218 bp), LAM
(124 bp) ve INV (139 bp) genlerine ait PCR firiinlerinin, beklenen baz ¢ifti
uzunluklarinda ve belirgin bantlar halinde tespit edildi. Elde edilen bulgular hem RNA
izolasyonunun kalitesini hem de hedef genler i¢in PCR reaksiyonlarinin optimize
edilmis ve spesifik oldugunu gostermektedir. PCR sartlarinin yar1 kantitatif RT-RCR ile
optimizasyonundan sonra kantitatif gen ifade analizi olan RT-qRCR ¢aligmalarina
gecilmistir. Primerlerin erime egrisi analiz sonuglar1 ve drnek multi komponent grafigi

ve RT-qPCR amplifikasyon grafigi Sekil 4.12°de verilmektedir.

Bir dizi amplifiye edildikten sonra, hedefinden ayrismasi (Erime Egrisi Analizi)
genellikle 75-85 °C araliginda pikler gosterir. Mevcut tez g¢alismasinda kullanilan

primerler ile qPCR reaksiyonlar1 sonrasi yapilan erime sicakligi egrisi analizlerinden
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elde edilen Tm dereceleri dort primer i¢in de tek pik ile 75-85 °C araliginda
bulunmustur (Sekil 4.12). Sonuglar primerlerin spesifik baglandigin1 ve yalnizca tek

PCR f{iriinii verdigini gostermektedir.

A et Crve P
Amplification Plot [
GAPDH: 75.74°C

10000000

Mek Curve Pl

INV:76.25°C |

F‘\ N
1000 S Rza
Cyel
B LAMN BNV B GAPDH K10 "
E Mt Curve ot
B Multicomponent Plot LAM: 82.30°C
w800%
409050
w000
09000
70000
0000
650000
o
000
0000
0% Mt Curve Pt
" F
25, K10: 76.09°C

Sekil 4.12. HS2 hiicreleri ile yapilan 2B yara modelinde RT-qPCR analiz grafikleri A) Amplifikasyon
grafigi B) Multikomponent grafigi, C)- F) GAPDH, INV, LAM, K10 primerlerinin erime egrisi grafikleri.

In vitro 2B kiiltlir sistemlerinde yapilan yara iyilesmesi (scratch assay) ve gen
ekspresyon analizleri, CBD’nin gen ifade diizeydeki etkilerini belirlemek icin
gergeklestirildi. HS2 2B yara modelinde RT-qPCR analizi sonucunda, CBD uygulanan
gruplarin kontrol grubuna gore gen ekspresyonlarinda meydana gelen degisiklikler Sekil

4.13.”de gosterilmistir.

Sonuglar degerlendirildiginde, keratin 10 (K10) ekspresyonu; CBD uygulanan
tim gruplarda kontrol grubuna kiyasla belirgin bir artis gozlemlendi; o6zellikle yara
modelinin 2.gilinii ve yara modeli+CBD 2.giin gruplarinda K10 ifadesinin yaklasik 3,5
kat (RQ) arttig1 tespit edildi. CBD uygulamasinin gen ifade diizeyine etkisinin 2. giin
yara grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmadigi gozlemlendi. Keratin 10,

keratinositlerin spindz tabakaya ge¢isini ve terminal farklilagsmasini temsil eden en
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kritik belirtectir. Sonuglar, CBD’nin yaral1 bolgedeki proliferatif hiicrelerin saglikli
ve fonksiyonel epidermal dokuya doniisme siirecini tesvik ettigini gostermektedir.
Literatiirde, kanabinoidlerin epidermal homeostazi dengeleyerek keratinositlerin

olgunlagsma programini hizlandirdig: belirtilmektedir (Sermsaksasithorn vd., 2025).

4.5
4.0 [~ ey

3.5 ‘ * *
3.0

25 {_

2.0 i e—
1.5 T

1.0
0.5 F )
0.0

K10 LAM INV

Kat degisimi (RQ)

O Kontrol [Yara/t0 mYara/l.giin MYara/2.giin M Yara/2.giinCBD

Sekil 4.13. HS2 hiicreleri ile yapilan 2B yara modelinde CBD uygulamasinin Gen ekspresyonu (RQ)
tizerindeki etkileri

Deri bariyerinin mekanik direnci i¢in énemli olan Involukrin (INV) geninde,
yara modeli+CBD 2.giin grubunda yaklasik 3 katlik belirgin bir artis kaydedildi. Yara
modeli+CBD 2.giin dozunun olusumunu molekiiler diizeyde destekleyerek epidermal

bariyerin yeniden ingasinda anahtar rol oynadigi soylenebilir (Sheriff vd., 2020b).

gPCR sonuglar1 degerlendirildiginde, yara olusturulduktan itibraren 2 giin
sonunda sonra LAM geninde yarasiz kontrol grubuna gore anlamli bir azalis
goriilmiistiir. Tki giinlik CBD uygulamasi ise LAM gen ifadesinin 1,5 kat artmasina
neden olmustur. TO-t2 aras1t LAM ifadesindeki azalisin hiicre disi matris proteinlerinin
artmasin1 sagladigr bilinmektedir (Wegner vd., 2016). Mevcut calismada CBD
uygulamast LAM ifadesini tetikleyerek iyilesmeyi hizlandiricr etki gostermistir.
Laminin gibi adhezyon molekiillerinin CBD etkisiyle artmasi, keratinositlerin dermal
iskeleye daha siki tutunmasini ve yara yatagi lizerinde daha stabil bir tabaka

olusturmasini saglamaktadir. Bu durum, CBD'nin belirli dozlarda (yara modeli+CBD
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2.glin) hiicre-matris etkilesimini optimize ederek doku biitiinliiglinii destekledigini

kanitlamaktadir (Jastrzab vd., 2019). Elde edilen RQ degerleri incelendiginde, yara
modeli + CBD grubunun 2. giiniide, ii¢ genetik gdsterge bakimindan kontrol grubuna
gore en yiiksek ve en tutarli artist LAM geninin gosterdigi anlasilmaktadir. Bu sonug,
CBD'nin yara iyilesmesinin baslangi¢ agsamalarinda 6nemli bir deri dokusu insasi i¢in

gerekli genetik yollart senkronize bir sekilde aktive ettigini gostermektedir.

CBD'nin iyilesme siirecini hizlandirdigi ve bariyer olusumu (INV) ile matris
tutunmayr (LAM) tamamlayarak doku biitlinliiglinii yeniden sagladigi sonucuna
varilmigtir. Bu gen ifadesi profili, kannabinoidlerin deri hiicreleri {izerindeki etkilerini
arastiran yayinlarla uyum gostermektedir. Puccini ve ekibi (2009), endokannabinoid
sistemin deri biitiinliiglinlin korunmasindaki onemli islevini vurgulamis ve harici
kannabinoidlerin keratinositlerin ¢ogalma ve farklilasma siireglerini etkileyebilecegini
ortaya koymustur (Auger vd., 2009b). Mevcut tez c¢alismasinda, CBD'nin K10
ifadesindeki erken artis1 (2. giin), CBD'nin epidermal farklilagsmay1 destekleyerek doku

yenilemesini baglattigini gdstermektedir.

Yara olusturulduktan sonraki iki giinde bariyer islevi i¢in 6nemli olan Involukrin
(INV) gen ifade diizeyi anlamli bir sekilde azalmis olup, iki giin boyunca CBD
uyulanmis yara modelinde gen ifadesinin arttig1 goriilmiistiir. CBD’nin fonksiyonel bir
destek yapisinin olusmasina katki sagladigi sonucuna varilmistir. CBD uygulanmayan
gruplardaki INV ifade diizeyindeki azalig ise bariyer yapisinin bozulmasindan
kaynaklanmis olabilir. Bu bulgu, kannabinoidlerin dermatolojik tedavilerdeki olasi
etkilerini ele alan Toth ve ekibi (2013) tarafindan sunulan ve endokannabinoidlerin deri
fizyolojisindeki  ¢esitli  rollerini aragtiran derleme ¢aligmalartyla paralellik
gostermektedir (V. Lee vd.,, 2014). CBD'nin yara iyilesmesini, keratinosit
farklilasmasindan epidermal bariyerin olusumuna kadar olan karmasik siirecler
araciligiyla desteklemesi, bu bilesigin doku yenilenmesindeki terapdtik potansiyelini

kanitlayan yeni bir veriyi ortaya koymaktadir.

2B modellerde gozlemlenen belirgin INV ve LAM artisi, faz-kontrast
mikroskopisi altinda izlenen ¢izik kapanma (scratch assay) siirecleriyle ortiismektedir.
CBD'nin bu modelde sagladig: hizli iyilesme, sadece fiziksel hiicre hareketliligi degil,

ayni zamanda Sangiovanni ve arkadaslarinin (2019) tanimladig1r molekiiler bir yeniden
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programlama siirecini i¢cermektedir. Bu siirecte hiicreler, proliferatif asamadan
migratif asamaya gecerken K10 gibi farklilasma isaretcilerini es zamanl olarak aktive

etmektedir (Sangiovanni vd., 2019).

Monolayer kiiltiirlerde gdzlemlenen bu hizli genetik tepki, CBD'nin hiicresel
reseptorler (6zellikle CB2 ve TRPV1) iizerindeki etkilerinin bir belirtisidir. Bu modelde
elde edilen basari, CBD'nin hiicre diizeyindeki terapotik potansiyelini kanitlamig ve
hiicre-matris etkilesimlerinin daha belirgin oldugu karmasik in vitro 3B modeller i¢in

gereken O6n dogrulama asamasini tamamlamistir (Maglie vd., 2021).

Farkli HS2 gruplarimin gen ekspresyon seviyelerinde gosterdigi cesitlilik,
CBD'nin etkinliginin sadece varligina degil, bulundugu kimyasal cevreye ve
formiilasyona da duyarli oldugunu géstermektedir. Bu durum, yaralanma iyilesmesi icin

en uygun molekiiler tetikleyicinin se¢ilmesinde 2B 6n taramalarinin stratejik dnemini

vurgulamaktadir.
Tablo 4.4. CBD Doz Uygulama (RQ + SD) Uzerindeki Etkileri
GRUPLAR /UYGULAMA K10 INV LAM

(Doz) (RQ £ SD) (RQ £ SD) (RQ £ SD)
Kontrol (Yarasiz) 1.00 £0.00 1.00 £0.00 1.00 +0.00
Yara/t0 2.40 £0.30 0.75+0.05 0.30+0.05
Yara/l.glin 2.15+£0.45 0.45+0.15 0.25+0.10
Yara/2.giin 3.50+0.50 0.40+0.10 0.35+0.15
Yara/2glin+CBD 3.30+0.55 2.90 +0.50 1.50+0.20

Elde edilen RQ degerleri genel olarak incelendiginde, yara modeli + CBD 2. giin
grubunun, kontrol grubuna oranla K10, INV, LAM ifadesinde en istikrarli artisi
sagladigr goriilmektedir. Bu sonu¢, CBD'nin yaralarin iyilesmesinin ilk agamalarinda

kritik 6neme sahip genetik yollar1 ayn1 anda harekete gecirdigini gostermektedir.

4.3.CBD’nin In vitro 3B Modellerde Yara lyilestirme Etkisinin Degerlendirilmesi

3B hiicre kiiltiirii ortaminda deri doku modeli gelistirilmesi, in vivo deri
katmanlarin1 ve hiicreler arasi etkilesimleri en dogru sekilde olusturmak i¢in yeniden
yapilandirilmis insan epidermis (RHE) modeli ve tam katmanli deri modeli (FTSE)

olmak iizere iki farkli model yaklasimiyla gerceklestirilmistir.
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4.3.1. In vitro 3B yeniden yapilandirilmis insan epidermis (RHE) modeli

degerlendirmesi

In vitro yara iyilesmesi arastirmalarinda, gercek deri dokusuna en yakin
yanitlarin elde edilmesi i¢in {i¢ boyutlu (3B) yeniden yapilandirilmis insan epidermis
(RHE) modeli olusturuldu. Sekil 4.14.’de yer alan deneysel siire¢ asamalari su sekilde
ozetlemektedir: A) Hiicre Ekimi: HS2 (Insan Keratinosit) hiicresi, insertlerin igine
dikkatli bir sekilde ekildi. Bu asama, hiicrelerin ylizeye tam olarak tutunmasin ve
monolayer yapisint olusturmasini sagladi. B) Hiicrelerin dikey katmanlagmasi igin,
insert i¢cindeki E2 besiyeri aspire edildi. C) ALI (hava-siv1 arayiizii) Gegisi: E3 besiyeri

insert digina eklendi ve hiicrelerin iist ylizeyinin hava ile etkilesimi saglandi.

Hava-siv1 arayliziinde 14-21 giin boyunca inkiibe edilen modellerde, doku
biitiinliigli ve bariyer islevlerinin tamamlanmasi beklendi. Gorselde (C), matiirasyon
stirecini tamamlamis ve analiz ile yaralanma protokollerine hazir hale gelmis in vitro 3B

epidermal modeller yer almaktadir.

Sekil 4.14. Yeniden Yapilandirilmis insan Epidermis (RHE) Modeli sematik gdsterimi. A) HS2 hiicre
ekimi B) E2 besiyeri atilmasit C) Hava-Sivi1 arayiizii (ALI) gecilmesi

Geleneksel in vitro yara iyilesmesi ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan 2B
monolayer (tek tabakali) kiiltiir sistemleri, hiicrelerin sadece yatay diizlemdeki go¢
(migration) ve proliferasyon kapasitelerini 6l¢ebilmektedir. Ancak bu klasik modeller,
insan derisinin en temel savunma mekanizmasi olan stratum corneum bariyerini ve
keratinositlerin dikey diizlemdeki ii¢ boyutlu organizasyonunu simiile etmekte yetersiz

kalmaktadir (Carragher vd., 2018). 2B sistemlerde hiicreler siirekli besiyeri altinda
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(submerged) kaldiklari i¢in, terminal farklilasma siireci tamamlanamamakta ve deri

histolojisinin karakteristik tabakalanmas1 olusmamaktadir.

Bu kisitlamalar1 agmak amaciyla gelistirilen ve Sekil 4.14.de (C) sematize
edilen hava-sivi arayiizii (Air Liquid Interphase, ALI) asamasi, modelin biyolojik kilit
noktasidir. ALI fazinda hiicrelerin iist ylizeyinin atmosferik hava ile dogrudan temasi,
bazal keratinositlere dogal bir fizyolojik stres sinyali gonderir. Bu sinyal;
keratinositlerin proliferatif fazdan ayrilip terminal farklilagma programina girmesini
tetikleyerek; stratum spinosum, stratum granulosum ve en istte asidofilik kornifiye bir
yap1 olan stratum corneum tabakalarin olusumunu saglar (Pruniéras vd., 1983; Téth

vd., 2019a).

Sonu¢ olarak, bu ii¢ boyutlu yapi, CBD'nin yaralarin iyilesmesine olan
katkilarin1 degerlendirirken yalnizca hiicresel hareketliligi degil, ayn1 zamanda dokunun
biitlinliigiinlin yeniden saglanmasini ve epidermal bariyer islevlerinin tekrar insasini da
incelemeye imkan tanimistir. Daha once yapilan arastirmalar, yeniden yapilandirilmis
insan epidermis modellerinin in vivo insan derisinin katmanlagma ve bariyer
ozelliklerini 6nemli Olclide taklit ettigini ve bu nedenle preklinik arastirmalar icin
giivenilir bir platform sagladigimi gostermistir. Ayrica, CBD'nin inflamasyonu
diizenleme ve hiicresel gogii artirma yoluyla yara iyilesme siireglerini destekledigi ifade

edilmistir (T. Kim vd., 2025).

4.3.1.1. In vitro 3B yeniden yapilandirilmis insan epidermis (RHE) ve yara

modelinde mikroskopi sonuclari ve CBD’nin etkileri

Hava-siv1 arayiiziinde (ALI) 10-15 giinliik olgunlasma donemi tamamlanmis
RHE modelleri iizerinde gergeklestirilen yara protokolii, modelin in vivo deri biitiinliigii
ile mekanik streslere karsi tepki verme seklinin incelenmesi agisindan Onemlidir.
Mevcut literatiire gore, ii¢ boyutlu modellerde meydana getirilen mekanik yaralanmalar
(punch, kesik vb.), sadece hiicre gogiinii etkilemekle kalmaz, aynm1 zamanda yara
kenarindaki keratinositlerin rejenerasyon sinyallerini ve doku yapisinin yeniden

diizenlenmesini de harekete gecirir (Imran vd., 2024).

Sekil 4.15.’de yer alan yaralanma modeline dair sonuglar su sekilde

degerlendirilmistir:
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- Mekanik stabilite ve yara yapisi; tam katmanl keratinosit tabakalar1 punch
aractyla yapilan dik kesilere kars1 belirgin bir yapisal direng gosterdi. Standart
biiyiiklilkte yaralarin olusumu, dokular arasinda ayrilma (delaminasyon)
olmamasi, modelin tutucu giiciinii ve bazal membran benzeri baglanma
yetenegini kanitlamaktadir (Agonia vd., 2022).

- Yaralanma am1 (To); modelde epidermal dengenin bozuldugu ve iyilesme
siirecinin basladig1 noktadir. Iki boyutlu ¢izik modellerinden farkli olarak, bu iig
boyutlu yaralanma modelinde keratinositler yalnizca yanindaki alana dogru
ilerlemekle kalmadi, bunun yani sira dikey bir tabakalagsma baskis1 altinda da
hareket ettigi gbzlemlendi. Bu durum, CBD'nin iyilesme iizerindeki etkisini daha
karmasik ve fizyolojik bir ortamda test etme imkani sunmustur.

- Yaralanma sonrasinda yara yataginin temiz ve homojen olmasi, topikal olarak
uygulanan CBD’nin doku igine difiizyonunu standart hale getirdi. Ozellikle 7,
14 ve 21. giinlerde yapilan takiplerde, yara kenarlarindaki epidermal dokunun
ilerleyisi, CBD'nin yalnizca hiicre proliferasyonunu degil, ayni zamanda

dokunun ii¢ boyutlu yapisinin yeniden insa edilme kapasitesini de gosterdi.

Gelistirilen standart yaralanma modeli, hiicre migrasyonu ve doku yenilenmesinin
degerlendirilmesine olanak taniyan, biyolojik olarak anlamli ve yliksek derecede
tekrarlanabilir bir deneysel platform sunmaktadir (Ferreira vd., 2023a; Muthukumar vd.,
2023). Bu tiir modeller, terapotik ajanlarin, 6zellikle anti-inflamatuar 6zelliklere sahip
bilesiklerin ~ yara  iyilesmesi  lizerindeki  etkilerinin  degerlendirilmesinde

kullanilabilmektedir (Baswan vd., 2020).

Punchile yara Yikama
olusturma istasyonu

Doku parcasinin
alinmasi

7.,14.ve 21. giin
yara modelleri

Sekil 4.15. Yeniden Olusturulmus insan Epidermis (RHE) yaralanma asamalarin sematik gosterimi
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4.3.1.2. In vitro 3B epidermal model ve yara modelinde XTT canhlik analizi ve

CBD’nin etkileri

3B RHE modelleri tlizerine yapilan XTT (2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-
stilfonilfenil)-2H-tetrazolium-5-karboksanilid) canlilik testi, CBD uygulamalarinin doku
canliligima olan etkilerini metabolik diizeyde belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir.
Bu inceleme, mitokondriyal dehidrojenaz enziminin aktivitesine dayanarak, canli
hiicrelerin turuncu renkte suda ¢oziiniir formazan kristalleri olusturmadaki kabiliyetini

ol¢mektedir (Scudiero vd., 1988).

Doku spesifik canlilik analizi, 2B kiiltiir sistemlerinde elde edilen XTT
sonuglart genel olarak bilesigin saf hiicreler lizerindeki dogrudan etkisini yansitirken;
3B modellerdeki sonuglar, stratum corneum bariyerinin koruyucu islevini de goz
onlinde bulundurmaktadir. Sekil 4.16.’de sunulan % canlilik verileri, uygulanan
CBD’nin (7, 14 ve 21. giinlerde) doku biitiinliigiinii bozmadigini ve %80’in {lizerinde
canlilik seviyesi ile biyouyumlu bir profil sergiledigini gostermektedir. Bu durum,
CBD'nin 3B deri yapist igin gilivenli bir terapdtik aralik sundugunu kanitlamaktadir

(Schéfer-Korting vd., 2008b).
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Sekil 4.16. CBD uygulanan RHE modelinde 7.,14. ve 21.giin XTT canlilik analizi sonuglari. Giinlere
bagli olarak hiicre metabolik aktivitesindeki degisimler gosterilmistir.

Metabolik aktivite ve yeniden epitelizasyonda XTT testinden elde edilen veriler,
yaralanma sonrasinda CBD uygulanan gruplardaki metabolik aktivitenin yara grubuna
oranla artis gosterdigini ortaya ¢ikartmistir. Bu denge, CBD’ nin yalnizca hiicre gogiinii
hizlandirmakla kalmayip, aynm1 zamanda dokunun yeniden yapilanma siireclerindeki

enerji metabolizmasini da destekledigi anlamina gelmektedir.
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4.3.1.3. In vitro 3B epidermal model ve yara modelinde mikroskopi sonuc¢lar1 ve

CBD’nin etKkileri

Yara iyilesme siirecini incelemek amaciyla gelistirilmis 3B in vitro RHE yara

modeli, konfokal lazer taramali mikroskop ve SEM ile incelendi.
4.3.1.3.1. Konfokal mikroskopi analizleri

Konfokal lazer taramali mikroskopi (CLSM) analizi, 3B RHE modellerinde
CBD uygulamasinin iyilesme iizerindeki etkilerini hiicre ve molekiil diizeyinde, yiiksek
¢oziliniirliikli floresan isaretleme ile incelemek i¢in yapildi. Bu yontem, dokuyu fiziksel
olarak kesmeden (optigin kesilmesi) farkli derinliklerden bilgi toplayarak, CBD’nin
epidermal katmanlardaki yeniden olusturma etkisini ii¢ boyutlu bir bakis agisi

sunmaktadir (Tiziana Cesetti vd., 2026).

CBD uygulanan grupta 7. giin sonunda yara boyutunun belirgin sekilde
kiiciildiigii ve keratinositlerin yara merkezine daha diizenli bir sekilde yoneldigi
gozlemlendi. Konfokal mikroskop goriintiileri, epidermal tabakanin daha homojen ve

sik1 bir yap1 kazandiginm1 gostermektedir.

RHE modeli {izerinde yapilan konfokal mikroskopi ile yara alanlarmin
incelenmesi sonucunda, Sekil 4.17.’de goriildiigii gibi yara merkezinde kismen agik

kalan, re-epitelizasyon siirecinin aktif bir sekilde stirdiigiinii gostermektedir.

CBD uygulanan gruplarda yara alaninda go¢ oldugu ve keratinositlerin yara
merkezine daha diizenli bir bi¢imde yoneldigi goriildii. Yara merkezinde goriilen bosluk
yapisi, re-epitelizasyon asamasinin heniiz tamamlanmadigini, fakat aktif bir sekilde
sirdiiglinii gostermektedir. Arastirmalarda, keratinositlerin yara kenarindan merkeze
dogru hareket ederek epitel biitiinliiglinii yeniden sagladigi ve bu siirecte baslangig
asamalarinda gecici bosluklarin meydana gelebilecegi ifade edilmektedir (Egles vd.,
2010; Safferling vd., 2013). Ayrica, li¢ boyutlu yara modellerinde, hiicre gociiniin ilk 7
gilin boyunca aktif bir sekilde devam ettigi ve bu siirecin in vivo yara iyilesmesi ile
benzer dinamikler sergiledigi bildirilmektedir (Iyer vd., 2018). CBD uygulanan gruptaki
gozlemler, iyilesmenin yavasladigini degil, aksine hizlanmis ve diizenli bir hiicre go¢

siirecini yansittigini gostermektedir.
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.

Sekil 4.17. Rhodamine-Phallodin ile boyanmis epidermal modeli konfokal mikroskop goriintiisii. A) 21.
giin kontrol (yarasiz), B) 21. giin kontrol (yarasiz) Z-Stack goriintiisii, C) 7.gilin yara kontrol, D) 7.giin
yara+CBD, E) 14.giin yara kontrol, F) 14.giin yara+CBD, G) 21.giin yara kontrol, H) 21.giin yara+CBD.

Kontrol ve CBD gruplar1 arasinda kiyaslama yapildiginda, CBD uygulamasinin
yeniden epitelizasyon siirecini hizlandirdigi ve epidermal yenilenmeyi tesvik ettigi
goriilmektedir. Bu durum, CBD’nin anti-inflamatuar etkileri ve hiicre go¢linii
destekleyici ozellikleri ile ortiismektedir. Onceki arastirmalar, CBD’nin CB2
reseptorleri aracilifiyla inflamatuar tepkiyi modiile ederek yara iyilesmesini
hizlandirdigin1 ve keratinositlerin hareketini tesvik ettigini gdstermistir (Atalay vd.,

2021; Toth vd., 2019b).

Kontrol ve tedavi gruplart 21. giin itibartyla karsilastirildiginda (Sekil 4.17.),
CBD uygulanan grupta epidermal tabakanin daha diizenli ve biitiin bir yapiya sahip
oldugu, yeniden epitelizasyonun biiyiik oranda tamamlandig1 gézlemlenmistir. Kontrol
grubunda epidermal yapt daha daginik durumda olup, bazi boélgelerde asir1 hiicre
cogalmasi ve organizasyon bozukluklarinin siirdiigii goriilmiistiir. Bu durum, iyilesme
siirecinin heniiz tamamlanmadigin1 ve doku yenilenmesinin daha yavas ilerledigini

gostermektedir.

CBD uygulamasinin bu asamadaki etkileri, yalnizca yeniden epitelizasyonu
hizlandirmakla kalmayip, ayn1 zamanda epidermal farklilasma ve doku diizenini de
destekledigini gostermektedir. CBD’nin, endokannabinoid sistem aracilifiyla 6zellikle
CB2 reseptorleri iizerinden iltihap yanitlarin1 modiile ettigi, keratinositlerin ¢gogalmasini
ve hareketini diizenleyerek yara iyilesmesini destekledigi belirtilmistir (Ferreira vd.,

2023b; Niyangoda vd., 2024b). Ek olarak, anti-inflamatuar maddelerin yeniden
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olusturulmus insan epidermisi modellerinde epidermal yenilenmeyi hizlandirdig1 ve
re-epitelizasyon oranmm artirdigr tespit edilmistir (Shah vd., 2024b). Bu bulgular
degerlendirildiginde, CBD uygulamasinin yara iyilesmesinin ge¢ doneminde daha
diizenli, islevsel ve fizyolojik olarak uygun bir epidermal yapinin olusmasina katkida
bulundugu sdylenebilir. Konfokal mikroskopun sundugu derinlik analizi (Z-stack),
CBD’nin sadece yiizey katmaninda degil, dokunun alt katmanlarinda da iyilesme
sinyalleri aktiflestirdigini ve dikey tabakalagmay1 (stratifikasyon) destekledigini
kanitlamaktadir (Dagher vd., 2022).

Konfokal goriintilleme, yara bolgesinde yeniden yapilandirilan bariyer yapisinin
bitlinliigiinii  dogrulamistir. CBD’nin, yara merkezindeki bos alanlar1 daha hizli
doldurdugu ve floresan sinyallerinin bu bdlgelerde daha yogun ve siirekli bir ¢izgi
halinde diizenlendigi belirlenmistir. Hiicreler arasi baglantilarin floresan netligi,
CBD'nin doku biitiinliigiinii artirarak daha dayanikli bir bariyer yapisina katkida

bulundugunu gostermektedir.
4.3.1.4. SEM ile yara kapanmasinin goriintiilemesi

In vitro 3B RHE modelinde olusturulan yara ve CBD’nin yara kapanmasina
etkisi dokunun en iist katmanindan SEM ile incelenmistir (Sekil 4.18). Kontrol grubu
goriintiilerinde (Sekil 4.18- A,C ve E) yara kenarindaki hiicrelerin migrasyon hizinin
daha siirli oldugu ve yara yataginin heniiz tam olarak kapanmadig1 gozlenirken; CBD

uygulanan grupta (Sekil 4.18. —B,D ve F) belirgin bir go¢ oldugu gézlemlenmistir.

Literatiirde, 3B RHE doku modellerinde yaralarin iyilesmesi ve yeniden
epitelizasyon siireclerinin, keratinositlerin ekstraseliiler matriks {izerinde tutunarak
ilerlemesi ve katmanli epidermal yapiin yeniden insasi ile tanimlandig1 gosterilmistir
(Pastar vd., 2014). Bu arastirmada elde edilen SEM bulgulari, CBD’nin RHE modelinde
sadece hiicresel ¢ogalmay1 desteklemekle kalmayip, ayrica migrasyon asamasini da
hizlandirarak in vitro yara kapanmasim iyilestirdigini gostermistir (Sangiovanni vd.,
2019). Elde edilen doku morfolojisi verileri, CBD'nin 3B yapay deri modelimiz
tizerindeki yara iyilestirici etkisini ve bariyer biitlinligiinii destekleyici potansiyelini

mikroyapisal diizeyde giiclii sekilde gostermektedir.
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Sekil 4.18. Epidermal (RHE) modelde CBD’nin yara kapanmasina etkisinin SEM ile goriintiilenmesi
(30X) A) yara modeli-7.giin B) RHE yara modeli-7. Giin/CBD (yara kenarlar1 ok ile gosterilmistir). C)
RHE yara modeli-14. Giin D) RHE yara modeli-14. Giin/CBD E) RHE yara modeli-21. Giin F) RHE yara
modeli-21. Giin/CBD G) RHE yara modelinde epidermis kalinlig1 (80x) (Epidermis kalinlig1 ok ile
gosterilmistir).

Elde edilen goriintiilerde yara acikliginin ugtan uca boyutu SEM goriintiileme
programiyla Olgiilerek analiz edilmistir. Hem gorilintiiler hem de yara c¢apinin
daralmasimna yonelik hesaplamalar CBD’nin yara kapanmasma olumlu etkisini
gostermistir (Sekil 4.19.). 7. giin yara grubu ve CBD’li grup karsilastirildiginda CBD
uygulanan grubun yara ¢apinin %26 oraninda daha fazla kapandigi bulunmustur. 14. ve
21.glin modellerde yara grubu ve CBD’li gruplar karsilastirildiginda CBD’li gruplarda
yara caplarimin sirastyla %30 ve %28 oraninda daha fazla kapandigi gosterilmistir.
Ayrica epidermal modelde SEM ile epidermis katmani gézlemlenmis ve kalinlig1 86,05
+ 8,34 um Olgiilmiistiir. CBD uygulanmis gruplarda yara bolgesi disinda kalan

dokulardaki hiicre yogunlugunun da zamana bagli olarak artis gosterdigi goriilmektedir.
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In vitro 3B epidermal modelde yapilan arastirma ve sonuglari
degerlendirildiginde, CBD’nin model iizerinde a¢ilan yaranin kapanmasini hizlandirdig:
sonucuna varilmistir. Bu sonuglar, deney hayvanlarinin derilerinde oluturulan yaralarda
CBD’nin etkisinin gosterildigi analiz sonuglariyla ortiismektedir (Atalay vd., 2021).
Epidermal deri modeli, epidermal bariyerin bir maddeye yanitin1 degerlendirmek icin
kullanilabilecek degerli bir doku modeli olmakla birlikte, bu ¢alisma CBD’nin deri
iizerindeki etkisini deney hayvani kullanmadan epidermal modelde olusturulan yara

izerinde gosteren ilk ¢aligsmadir.
4.3.2. Invitro 3B tam katmanh deri modeli (FTSE) degerlendirmesi

In vitro yara iyilesmesi i¢in Sekil 4.19.’de gosterilen in vitro tam katmanl deri
modeli (FTSE), hem epidermal hem de dermal bilesenleri barindirdigi igin doku
fizyolojisini en dogru sekilde yansitmaktadir. FTSE model, tip I kollajen yapisinin i¢ine
yerlestirilen insan dermal fibroblastlari ile bu yap1 tizerine eklenen keratinositlerin hava-
sivi arayiiziindeki (ALI) olgunlasmasiyla olusturuldu. Bu karmasik modelin
incelenmesi; CBD uygulamasinin yalnizca yiizeydeki keratinosit katmanini etkilemekle
kalmayip, aynt zamanda dermal-epidermal etkilesim ve ekstraseliiler matrisin (ECM)

yeniden organizasyonu iizerindeki etkilerini de ortaya ¢ikarmistir (Shishkov vd., 2025).

Dermal-epidermal etkilesim ve doku biitiinliigii, FTSE modellerinde goriilen
bazal membran benzeri yap1 ve keratinositlerin bu yapiya olan giiglii tutunmalari,
modelin  biyofiziksel basarisin1i  gostermektedir. CBD uygulanan gruplarda
fibroblastlarin kollajen matrisi igindeki islevlerinin korundugu ve bu durumun
epidermisin daha diizenli bir sekilde katmanlagmasini destekledigi belirlenmistir.
Literatiirde ifade edildigi gibi, fibroblastlar tarafindan salman biiylime faktorleri,

CBD'nin rejeneratif etkisini birlikte artirmaktadir (Zoio ve Oliva, 2022).

RHE modelleriyle karsilastirildiginda, FTSE modellerinin CBD uygulamalarina
daha kararli bir yanit verdigi gozlemlendi. Dermal tabakanin varligi, uygulanan
maddenin doku i¢indeki diflizyon hizin1 daha gergek¢i bir sekilde yansitmaktadir
(Weimer, 2008).
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Sekil 4.19. Tam Katmanl Deri Modeli (FTSE) yapilis asamalar1 sematik gdsterimi

Elde edilen in vitro FTSE model bulgulari, CBD'nin karmagik yara iyilesme
siireglerinde (Ornegin, kronik veya derin doku yaralanmalari) hem dermisi hem de
epidermisi es zamanl olarak modiile edebilecegini gostermektedir. Bu bulgu, CBD
bazli topikal iiriinlerin klinik basar1 olasiliginin yiiksek olduguna dair giiclii bir kanit

sunmaktadir.

4.3.2.1. In vitro 3B tam katmanh deri modeli (FTSE) ve yara modelinde

mikroskopi sonu¢lar: ve CBD’nin etkileri

In vitro tam katmanli 3B deri modeli iizerinde uygulanan yaralanma ve CBD
tedavi protokolii, in vivo yara iyilesme siirecini (enflamasyon, proliferasyon ve
remodelling asamalar1) en dogru sekilde yansitmak {izere tasarlanmistir. FTSE
modelinin dikey derinligi ve hiicresel ¢esitliligi, CBD’nin tedavi edici etkisini sadece
ylizeysel bir kapanma olarak degil, tiim dokunun onarimi olarak degerlendirmemize
imkan tanimistir (Groeber vd., 2011). FTSE model iizerindeki yaralanma ve izlem

stiregleri Sekil 4.20.'deki sematik akis ve deneysel gozlem ile gosterilmistir.



87

Sekil 4.20. Tam Katmanli Deri Model (FTSE) yaralanma asamalarin sematik gosterimi. A) yara ile yara
olusturma B) Yikama istasyonundan sonra kalan doku pargasinin alinmasi C-D) Olusturulan yara modeli
goriiniimii E) 7., 14. ve 21. giin yara modelleri

FTSE modelinde olusturulan punch yarasi, RHE modellerinin aksine dermal
matrisin (kollajen/fibroblast) de zarar gdérmesini icermektedir. Yaralanma sirasinda
dermal tabakanin biitiinliigiinii korumas1 ve yara kenarlarinda belirgin bir dik kesit
olugmasi, modelin yapisal olgunlugunu gostermektedir. Bu derinlik, CBD’nin dermal
fibroblastlarin hareketini tesvik eden etkisini ve bu hiicrelerin yara bolgesini alttan
doldurma yetenegini incelemek igin gereklidir (E. Hofmann vd., 2023). Literatiirde
CBD’nin lipofilik yapisinin dermal katmanlara niifuz etme yeteneginin yiiksek oldugu
belirtilmistir (Rusu vd., 2025). Bu modelde gdzlemlenen hizlandirilmis iyilesme,

CBD’nin her iki katmandaki hiicreler arasi etkilesim oldugu gézlemlenmektedir.

21 giinlik izleme donemi boyunca (Sekil 4.21.), FTSE modellerindeki yara
tyilesmesi, RHE modellerine gore daha belirgin oldugu tespit edilmistir. Sadece epitel
dokunun gelisimi degil, ayrica dermal matrisin yara bolgesinde yeniden
yapilandirilmasi, CBD’nin rejeneratif —kapasitesinin  tam katmanli  basarisini
gostermektedir. Bu bulgu, CBD'nin kronik ve derin yaralarda skar dokusu olusumunu
azaltarak fonksiyonel onarima yardimci olma potansiyelini giliclendirmektedir. Tiim

FTSE gruplarinin (kontrol ve CBD) es zamanli ve benzer c¢evresel sartlarda (hava-sivi
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arayiizl, sicaklik, besiyeri) yaralanmasi, elde edilen iyilesme oranlarinin istatistiksel

olarak karsilastirilabilirligini saglamistir.

Gozlemlenen Yara Bolgesi
1. Yiizey hasar

2. Bozulmus bariyer

3. Hiicresel degisim

Yara modeli T, Yara modeli 7. giin

Hiicre Gogii ve iyilesme
1. Keratinosit gogii

2. Fibroblast aktivitesi
3. Matris yenilenmesi

Keratinosit/fibroblast
|||igl asy
(gogiiniin) baglamasi

Yara modeli/ CBD 7. giin Yara modeli 21. giin Yara modeli/ CBD 21. giin

Sekil 4.21. FTSE modelinde (1,12 cm?) zamana bagh morfolojik degisimler. A) 21.giin yarasiz model, B)
Gozlemlenen yara modeli (To), C) 7. Giin yara kontrol, D) 7. Giin yara+CBD; CBD etkisiyle baglayan
aktif hiicre go¢ii ve yeniden epitelizasyon baslangici (Ok ile gosterilmistir)., E) 21. Giin yara kontrol ve
F) 21. Giin yara+CBD ; hiicre go¢iiniin tamamlanmasiyla olusan matiir epidermal tabaka ve doku
biitiinligi.

Semada belirtilen sekilde; fibroblast barindiran dermal matrisin keratinosit
katmanlar1 (FTSE) ile bir araya gelmesi, yapisal biitiinliigii olan bir FTSE modeli
olusturmustur. Yaralanma anida (To) her iki doku katmaninin da esit sekilde hasar

gorebildigi ve modelin biitiinliigiinii korudugu tespit edilmistir.

4.3.2.2. In vitro 3B epidermal model ve yara modelinde mikroskopi sonuc¢lar1 ve
CBD’nin etkileri

In vitro 3B epidermal model ve yara modelinde histoloji analizi ve konfokal

mikroskop ile CBD’nin etkileri incelendi.
4.3.2.2.1. Histolojik analizler

Doku miihendisligi ile olusturulan deri 6rneklerinin yapisal dogrulugu, dogal
deri yapisinin morfolojik benzerligi ile degerlendirilir. H ve E boyamasi, bu incelemede

dermal matrisin diizenini ve epidermal tabakalarin gelisimini gosteren temel bir
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yontemdir. Hematoksilenin bazofilik 6zelligi sayesinde keratinositlerin gekirdekleri
belirgin bir sekilde ayirt edilirken, eozin boyasi sitoplazmik proteinleri ve dermal
kolajen liflerinin yogunlugunu asidofilik bir sekilde goriiniir hale getirir (Mulder vd.,
2023).

In vitro 3B tam katmanli deri modellerinin (FTSE) doku yapis1 ve CBD’nin yara
tyilesmesi iizerindeki etkileri, Hematoksilen ve Eozin boyama teknigi Sekil 4.22.
gosterildigi gibi morfolojik olarak incelenmistir. Elde edilen histolojik kesitler; yarasiz
kontrol, yarali kontrol ve CBD ile tedavi edilen gruplar arasinda 7., 14. ve 21. giinlerde

karsilagtirmali olarak ele alinmustir.

b4 paraformaldehit
sonrasi

Dokuyu kasede
a

: Ima

Fou

-

Parafine gomme
igleminden
sonra kesit

alinmasi

Mikroskop ile
goriintiileme

Sekil 4.22. H ve E Boyama agamalar1 sematik gdsterimi

In vitro FTSE modelinde yaralarin iyilesme siireci ve doku olgunlasma asamast;
7., 14. ve 21. giinlerde histolojik olarak incelenmistir (Sekil 4.23.). Ty asamasinda yara
kenarlarmin keskinligi sekil 4.23.’de ok isaretleri ile gdsterilmektedir. Iyilesmenin ilk

evresi olan 7. giinde, kontrol grubunda epidermis ve dermis bilesenleri belirgin bir
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sekilde goriilmiistiir. Iyilesme siirecinin 14. giiniinde, kontrol grubunda yara alaninin
heniiz tamamen kapanmadigi goriilmiis ve hiicresel hareketliligin devam ettigi tespit
edilmigtir. 21. giinde ise, CBD grubunda yara hattinda hiicre go¢iiniin daha belirgin bir

sekilde arttig1 gbzlemlenmistir.

Sekil 4.23. In vitro 3B tam katmanli deri modellerinden alian mikrotom kesitlerinin H ve E boyamast ile
degerlendirilmesi. A) In vitro tam katmanli deri model 7. giin doku kesiti B) /n vitro tam katmanli deri
model 21. giin doku kesiti C) In vitro tam katmanli deri modelinde yara kesiti (T0), D) C) In vitro tam

katmanli deri yara modeli kesiti (T 21.giin), E) CBD uygulanmis in vitro tam katmanl deri yara modeli
kesiti (T 14.giin), F) CBD uygulanmis in vitro tam katmanli deri yara modeli kesiti (T 21.giin) G) In vitro
tam katmanli deri modeli 21. giin epidermis 6l¢timii H) Ticari olarak piyasada bulunan 3B tam katman
deri modeli (EpiDermFT™ )

To asamasindaki keskin yara kenarlarmmin 7. giinde hiicresel hareketlilige
doniismesi, literatiirde keratinosit aktivasyonu olarak adlandirilan iyilesme déneminin
baslangicin1 temsil eder. Kontrol grubunda dermal-epidermal yapinin belirgin hale
gelmesi, doku miihendisligi modellerinde bazal membranin stabilize oldugunu

gostermektedir (Nishiyama vd., 2000).

14. glinde kontrol grubunda yara alaninin heniiz tamamen kapanmamis olmasi,
in vitro 3B deri modellerinde dogal iyilesme hizinin kisitli oldugunu gosteren

calismalarla oOrtiismektedir (Mulder vd., 2023). 21. giinde CBD grubunda hiicre
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goclinlin belirgin sekilde artmasi ve yara hattinin kapanma egilimi, CBD’nin

farklilasmay1 (keratinizasyonu) destekleyen bir rol dstlendigini gdstermektedir.
Literatiirde, deri esdegerlerinde 21 giinliik kiiltiir siiresi, islevsel bir bariyer biitliinliigii
icin kritik bir esik olarak kabul edilir (Reijnders vd., 2015). CBD'nin bu agamadaki
basarisi, Fumagalli ve ark. tarafindan vurgulanan endokanabinoid sistemin epidermal

bariyerin olusumunu diizenleyici etkisiyle dogrudan baglantilidir (Fumagalli vd., 2025).

In vitro yara modellerinde H ve E boyasi, yara kenarlarindan igeriye dogru
gerceklesen  hiicresel  hareketliligi  (re-epitelizasyon)  gozlemlemek amaciyla
kullanilmaktadir. Arastirmalarda, yara iizerindeki hiicresel yogunluk ile yeni olusan
epidermal uzantiin (epitelyal dil) morfolojik yapisi, test edilen maddeyi (6rnegin CBD)
degerlendirmede 6nemli bir faktor olarak goriilmektedir (Nishiyama vd., 2000). H ve E
boyamasinda gézlemlenen gii¢lii go¢ egiliminin, kontrol grubuna gére CBD grubunda
daha diizenli bir yap1 sergilemesi, CBD’nin yalnizca hiicre sayisini artirmakla
kalmadigini, ayni zamanda doku mimarisinin korunmasma da yardimci oldugunu
gostermektedir. Bu bulgular, FTSE modellerinin CBD gibi tedavi edici maddelerin yara
iyilesme potansiyelini degerlendirmek ic¢in yiiksek c¢oziiniirliikte ve gilivenilir bir

platform sagladigini1 desteklemektedir.

Tez caligmasinda elde edilen tam katmanl in vitro deri modelinin epidermal
katmaninin kalinligi 167 pm olarak oOlgiilmiistiir. Lintzeri ve arkadaslarinin derleme
caligmasinda insan derisi epidermis kalinliginin organdan organa degisiklik gosterdigini
ve 12,7 um (goz cevresi) ila 749 um (ayak tabani) arasinda degisiklik gosterdigini ifade
etmislerdir (Lintzeri vd., 2022). Ayrica Tez ¢alismasinda gelistirilen 3B tam katmanlh
deri modeli, ticari olarak ila¢ ve kozmetik calismalar i¢in piyasada olan MalTek
firmasinin  EpiDermFT™ isimli 3B deri modeli ile histolojik olarak benzerlik
gostermektedir. Bu sonug, calismada gelistirilen modelin ticarilestirilme potansiyeli
tasidigin1 gostermektedir. Tez calismasi hedeflerinden birisi olan tam katmanli deri

modeli gelistirilmesinin alt yapist olusturulmustur.
4.3.2.2.2. Konfokal mikroskop analizi

FTSE modellerinin yapisal analizi, H ve E boyama ve konfokal mikroskopi
yontemleri ile karsilastirmali bir sekilde yapilmistir (Sekil 4.23. ve Sekil 4.24.). H ve E

ile gozlemlenen keratinosit tabakalanmasi ve matris organizasyonu, konfokal
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mikroskopi goriintiileri ile 3B olarak dogrulanmistir (Sekil 4.24.). Her iki yontemden
elde edilen veriler, gelistirilen modelin dogal deri dokusuna benzer morfolojik, hiicresel
ozellikler tasidigimi ve CBD uygulamasinin doku biitlinliigiinii bozmadig1 halde

iyilesme siirecini destekledigini gdstermistir.

Sekil 4.24. A) Tam katmanli in vitro 3B deri modeli kesiti (151k mikroskopu, skala cubugu:100pum), B)
DAPI ile boyanmis tam katmanli in vitro 3B deri modeli kesiti (CLSM, , skala ¢ubugu:100um), C) DAPI
ile boyanmig tam katmanli in vitro 3B deri modeli kesiti (CLSM, skala ¢ubugu:50um), D) DAPI ve
Rhodamine-Phalloidin ile boyanmis tam katmanli in vitro 3B deri modeli kesiti (CLSM, skala
¢ubugu:20um), E) DAPI ile boyanmis tam katmanli in vitro 3B deri yara modeli 21. giin kesiti (CLSM,
skala gubugu: 50um), F) DAPI ile boyanmig tam katmanli in vitro 3B deri yara modeli +CBD kesiti 21.
giin (CLSM, skala ¢ubugu:50um).

FTSE modellerinden alinan konfokal mikroskop goriintiileri, keratinositlerin
fibroblast igeren kolajen matrisin lizerinde diizenli bir sekilde tabakalandigini ortaya
koymustur (Sekil 4.24.). Konfokal incelemeler, CBD uygulanan FTSE modellerinde
yara kenarmndaki hiicre goc¢li ve g¢ogalmanin kontrol grubuna gore daha belirgin
oldugunu gostermistir. 21. giin yara + CBD’de hiicresel yogunluk ve yeniden
epitelizasyon siireci, yiikksek ¢oziiniirliikkli floresan isaretlemelerle 3B olarak

dogrulanmistir.
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Konfokal mikroskopi analizleri, dokunun 3B biitiinliigiinii ve hiicresel
organizasyonunu yiiksek ¢oziniirliikte kanmtlamistir. H ve E kesitlerinde belirlenen
epidermal ve dermal bilesimin yapisi, konfokal goriintiler ile uyumlu oldugu
kamtlanmistir. Ozellikle konfokal analizler, H ve E ile saptanan morfolojik
olgunlasmanin belirli epidermal katmanlarda hiicresel diizeyde de devam ettigini
gosterirken, CBD uygulamasinin doku yapisina olan etkilerinin histolojik hem de

molekiiler boyutta tutarliligini kanitlamistir.

CBD’nin yara 1iyilestirici etkileri literatiirde ¢esitli in vivo c¢aligmalarla
gosterilmigstir. Tez ¢alismasiyla CBD gibi anti-enflamatuvar ve yara iyilestirici etkisi
olan maddelerin yara kapanmasi iizerine ekilerinin in vitro 2B ve 3B deri modelleri
iizerinde arastirilabilecegi gosterilmistir. Mevcut arastirma, CBD’nin deri biitlinliigii ve

yara iyilestirici etkisinin in vitro 3B deri modellerinde dogrulandigi ilk ¢aligmadir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Tez caligmasi, modern rejeneratif tibbin 6énemli hedeflerinden biri olan islevsel
doku onarimmini ele alarak, CBD igeren biyofonksiyonel bir sistemin terapdtik etkinligini
kapsamli bir in vitro modelleme yontemi ile ortaya koymustur. Calisma, hiicre kiiltiiri,
molekiiler genetik inceleme ve insan deri fizyolojisini yiiksek bir dogrulukla taklit eden
iic boyutlu doku miihendisligi modelleri siirecini icermektedir. Bu yontem, CBD’nin
biyolojik etkilerini yalnizca gézlem yaparak degil, ayn1 zamanda hiicresel, molekiiler ve

doku yapis1 agisindan entegre bir sekilde degerlendirme olanagi sunmustur.

Bu arastirmanin temel asamasini olusturan biyouyumluluk testlerinde, CBD’nin
HDF ve HS2 hiicreleri iizerindeki etkisinin belirgin bir sekilde doz ile orantili oldugunu
gostermektedir. Hiicre canliligi analizleriyle, 12,5 pM CBD konsantrasyonunun
hiicresel metabolik aktiviteyi korudugu ve zararli bir etki yaratmadig: tespit edilmistir.
Bu sonug, CBD’nin derideki hiicreler icin giivenli bir tedavi araligi sundugunu
gostermektedir. Bununla beraber, elde edilen doz yamit grafigi, CBD’nin biyolojik
sistemlerde olumlu etkiler gosterebilecegini gostermektedir. Diisiik dozlarda hiicresel
aktivitenin artmasi, daha yiiksek dozlarda ise potansiyel olarak inhibe edici etkilerin
ortaya c¢ikmasi, tedavi uygulamalarinda doz ayarlamanin O6nemli oldugunu
vurgulamaktadir. Bu agidan, caligma sadece giivenli bir konsantrasyon belirlemekle
kalmamis, ayn1 zamanda gelecekte gelistirilecek topikal {iriinler ve biyomateryal bazli

tasima sistemleri i¢in bir doz Onerisi sunmustur.

2B yara modeli ile elde edilen veriler, CBD’nin yara iyilesme hizi iizerindeki
tesvik edici etkisi, HS2 keratinosit hiicre hattiyla olusturulan iki boyutlu ¢izik
modelinde 0, 1, 2 ve 7 giin zaman dilimleriyle incelenmistir. Analizler, CBD uygulanan
gruplarda hiicrelerin yara merkezine dogru polarizasyonunun ve migrasyon
yeteneklerinin 6nemli Slgiide arttigini, yara kapanma oranlarinin kontrol grubuna gore
%99,9 gibi dikkate deger bir oranla gerceklestigini gostermistir. Bu degisimlerin
molekiiler temelleri RT-qPCR analizleri ile dogrulanmig; LAM ve INV genlerinin CBD
uygulamasiyla (sirasiyla 1,5 kat ve 3 kat) anlaml bir sekilde arttig1r bulunmustur. K10
geni ise kontrol grubuna kiyasla yara iyilesirken 3,5 kat artig gostermistir. Bu genler,

epidermal farklilagsma ve hiicre dis1 matris yapisi agisindan hayati dneme sahiptir. Elde
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edilen bulgular, CBD’nin yara iyilesmesini yalnizca hiicresel gocle sinirli bir siire¢
olarak degil, aym1 zamanda genetik diizeyde yeniden programlanan bir iyilesme siireci

olarak yonlendirdigini gostermektedir.

Calismanin 6nemli katkilarindan biri, elde edilen bulgularin fizyolojik
gergeklige daha yakin olan in vitro 3B modellerde dogrulanmasidir. RHE ve FTSE
modelleri kullanilarak gerceklestirilen incelemeler, CBD’nin etkilerinin karmasik doku
yapist i¢inde de siirdiiriilebilir oldugunu gostermistir. Bu calismanin esas asamalarindan
biri, elde edilen hiicresel ve molekiiler bulgularin insan deri fizyolojisine en yakin
sistemler olan in vitro 3B RHE ve FTSE modellerinde dogrulanmasidir. Bu modeller,
CBD’nin etkilerinin yalnizca hiicresel diizeyde degil, karmasik doku yapisi iginde de

stirdiiriilebilir ve fonksiyonel oldugunu gostermek amaciyla kullanilmaktadir.

RHE modelinde belirlenen diizenli keratinosit katmanlar1 ve epidermal bariyerin
biitiinliiglintin  korunmasi, CBD’nin epidermal denge iizerindeki diizenleyici
fonksiyonunu desteklemektedir. Konfokal lazer taramali mikroskopi analizleriyle ii¢
boyutlu olarak daha da giiclendirilmistir. Z-stack goriintiileme yontemi kullanilarak elde
edilen optik kesit rekonstriiksiyonlar, CBD uygulanan gruplarda keratinositlerin
yalnizca ylizeyde degil, doku kalinligi boyunca da diizenli bir hiicresel dagilim
sergiledigini gostermistir. Bu 3B analizler, hiicrelerin yan tarafa go¢iiniin yani sira dikey
yonlii anlamda da belirgin bir katmanlagsma ve yeniden katmanlama siirecine girdigini
ortaya koymaktadir. Ozellikle z-stack kesitlerin ardisik analiz edilmesi, kontrol
grubunda gozlemlenen diizensiz hiicresel bosluklarin CBD uygulanmis gruplarda
belirgin bir sekilde azaldigini ve hiicreler arasi baglantilarin daha saglam, siirekli ve
islevsel bir doku biitlinliigii olusturdugunu kanitlamistir. Bu bulgu, sadece yiizeysel yara
iyilesmesini degil, ayn1 zamanda epidermal bariyerin {ic boyutlu yeniden insasini
kanitlayan giiclii bir morfolojik delil sunmaktadir. Bu nedenle konfokal z-stack
analizleri, CBD’nin yara iyilesme stirecini iki boyutlu bir kapanma olayindan ¢ikararak,
fonksiyonel ve yapisal olarak biitiinlesmis ii¢ boyutlu bir doku yeniden organizasyonuna
dontistiirdiiglinii gli¢lii bicimde destekleyen onemli bir kanit kayitlar1 saglamaktadir.
SEM analizleri ile CBD’nin epidermal modelin iist katmanindaki yara kapanma hizina
etkisi gortintiilenmis ve hesaplanmistir. CBD’nin yara kapanmasina olumulu etkisi Sem

analzi ile de teyit edilmistir.
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Daha gelismis bir fizyolojik model olan FTSE modelden alinan tam katmanh
deri ve yara modellerinde CBD’nin etkisi H ve E histolojik goriintiiler ve CLSM
gorilintiileri lizerinden degerlendirilmistir. Tam katmanli modelde CBD’nin yeniden

epitellesmeye etkisi her iki mikroskopi yontemiyle de dogrulanmustir.

Elde edilen veriler, CBD’nin yara iyilesmesi siirecinde yalnizca destekleyici bir
ajan degil, ayn1 zamanda siireci aktif olarak yonlendiren bir biyoterapdtik aday
oldugunu gostermektedir. CBD’nin; topikal krem formiilasyonlari, hidrojel bazli yara
ortiileri veya biyomateryal entegre doku miihendisligi tirlinleri i¢inde kullanimi
potansiyel bir klinik uygulama alam sunmaktadir. Ozellikle kronik yaralar, diyabetik
iilserler ve gecikmis iyilesme goOsteren doku hasarlarinda CBD bazli sistemlerin

alternatif ya da tamamlayici tedavi yontemleri olarak degerlendirilmesi miimkiindiir.

Sonu¢ olarak, bu tez calismasi, CBD’nin deri onarmmi tizerindeki etkilerini
hiicresel seviyeden baslayarak doku yapisina kadar uzanan ¢ok katmanli bir biyolojik
yap1 icinde sistematik bir sekilde sunmaktadir. Elde edilen veriler, CBD’nin doku
yenileyici ve doku diizenleyici 6zelliklerini ortaya koymaktadir. Bu arastirma, 6zellikle
in vitro 3B FTSE modeli ile gerceklestirilen kapsamli dogrulama siireci sayesinde
literatiirde sinirli sayida bulunan ¢ok katmanli degerlendirme yontemlerine katkida
bulunmakta ve CBD’nin rejeneratif tip alaninda yenilik¢i bir tedavi araci olarak yer
almasma bilimsel bir temel saglamaktadir. Tez ¢alismasi, hayvan kullaniminin
azaltilmasin1 hedefleyen 3R Prensibi (Hayvan kullaniminda Yerine Koyma, Azaltma,
Iyilestirme) ile de tamamen uyumlu bir bakis acis1 sunmaktadir. CBD uygulamasinin
rejeneratif potansiyelinin hem gen ekspresyon diizeyinde hem de in vitro ¢ok katmanlh
doku yapisinda kanitlanmis olmasi, doku miihendisligi alaninda yeni nesil yara bakim

iriinlerinin klinik agamalara ge¢isi icin metodolojik alt yap1 olusturmustur.
5.2. Oneriler

Bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular dogrultusunda gelecek arastirmalar ve

klinik uygulamalar i¢in asagidaki dneriler sunulmaktadir:

RT-gPCR ile tespit edilen K10, Laminin ve Involukrin gen ifadelerinin artiginin,
protein  diizeyindeki  karsiliklarini  net bir bicimde belirlemek amaciyla

immiinohistokimya (Immunhistochemistry, IHC) analizleri ile desteklenmesi
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onerilebilir. CBD’nin yaralarin iyilesmesini saglayan 6zel sinyal yollarinin inhibitor
calismalar1 araciligiyla incelenmesi, etki mekanizmasinin molekiiler semasini daha

anlasilir hale getirecektir.

Mevcut in vitro FTSE modeline, anjiyogenez proseslerini simiile edebilen
endotel hiicrelerinin entegre edilmesi Onerilebilir. Boylece CBD’nin kan damarlar
iizerindeki etkileri gozlemlenebilecektir. Yara iyilesmesinin inflamasyon evresini daha
iyi analiz edebilmek i¢in, 3B modellere makrofa; veya noétrofil gibi bagisiklik
hiicrelerinin dahil edilmesi, CBD’nin antienflamatuar etkisinin doku diizeyinde

dogrulanmasi acisindan faydali olacaktir.

Gelistirilen CBD bazl sistemin yalnizca saglikli hiicrelerde degil, zor iyilesen
diyabetik yaralar (iilser) veya enfekte yara modellerindeki etkinliginin de arastirilmasi
onerilmektedir. Ozellikle CBD’nin antibakteriyel 6zellikleri ile yara iyilestirici etkisinin

birlikte test edilmesi bu modellerde miimkiin olabilir.

CBD’nin stabilitesini ve dolayisiyla raf omriinii artirmak igin, gelistirilen
sistemin ¢esitli depolama kosullarindaki (sicaklik, nem, 151k) dayaniklilik testlerinin

gergeklestirilmesi onerilebilir.
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