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ÖZET 

 
DİNAMİK HÜCRE KÜLTÜRÜ MODELİNDE DOĞAL BİLEŞİKLERİN 

KÖK HÜCRE YAŞLANMASI ÜZERİNDEKİ PROTEKTİF ETKİSİ 

Fikriye Fulya KAVAK 
 

İzmir Kâtip Çelebi Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Tıbbi Biyoloji ve 

Genetik Anabilim Dalı /Doktora Tezi, İzmir, Türkiye, 2024 

Amaç: Bal uygulamasının dinamik hücre kültürü modelinde, Mezenkimal kökenli deri 

kök hücreleri (DKH) ve insan deri fibroblastları (HFF1) üzerindeki UV kaynaklı 

yaşlanmaya karşı koruyucu etkisini ve bu süreçte rol oynayan kök hücre, hücre 

döngüsü, stres, apoptoz ve HDM ilişkili genlerin ve Wnt sinyal ileti yolağı genlerinin 

rolünü araştırmaktır. 

Yöntem: Deri modellemesi yapmak amacıyla sağlıklı bireylerden deri biyopsileri 

alındı. Biyopsilerden elde edilen Mezenkimal kökenli DKH’leri, HFF1 ve keratinosit 

(HaCaT) hücre hatları ile birlikte biyoreaktör (Live Flow 2) aracılığıyla kültüre edilip 

%1 bal ile 48 saat ön işleme tabi tutuldu. Bal uygulamasının ardından HFF1 ve 

DKH’leri yaşlanmayı indüklemek için UV hasarına maruz bırakıldı. Balın 

hücrelerdeki UV hasarı kaynaklı yaşlanma karşıtı etkisi ve Wnt sinyal ileti yolağı ile 

ilişkisi RT-qPCR yöntemi kullanılarak incelendi. 

Bulgular: Öncesinde bal uygulanan DKH’sinde UV hasar sonrası, bal uygulanmayan 

gruba göre pluripotensi genleri Oct4 ve Sox2 ifadelerinde artış gözlenirken, hücre 

döngüsü genleri p16, p21 ve p53 gen ifadelerinde azalma gözlenmiştir. Bu süreçte bal 

uygulanan kök hücrede UV hasar sonrası Wnt3a ve Wnt5a ifadeleri artarken β-katenin 

ifadesinde azalma gözlendi. Bal ön uygulaması UV hasara karşı HFF1 hücrelerinde 

Hsp70 ve HAS2 ifadelerini arttırdı ve Kaspaz 8 ifadesini azalttı. UV hasar öncesi bal 

uygulanan HFF1 hücrelerinde, bal uygulanmayan HFF1 hücrelere göre Wnt genleri 

genel olarak artma eğilimindeyken β-katenin ifadesinde azalma gözlendi. 

Sonuçlar: Bal ön uygulamasının deri kök hücreleri genlerinin ifadesini arttırarak 

hücreleri UV kaynaklı yaşlanmadan koruyabildiği, kök hücre genlerinin ifadesinin 

artışıyla beraber hücre döngüsü genlerin ifadesinin azaldığı gözlenmiştir. Kök 

hücrenin kendini yenileme ve soya bağlı öncül hücreleri üretmeye yönelik Wnt sinyal 

ileti yolaklarında yer alan genlerin ifade değişimleri, bal varlığında UV hasarının 

etkilerinden korumaya yönelik hipotezimiz ile paralellik göstermektedir. Deri 
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fibroblastlarında da bal uygulamasının UV hasar sonrası hücreleri koruyabildiği ve sağ 

kalımını destekleyebildiği yönünde veriler elde edilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Deri, kök hücre, bal, biyoreaktör, Wnt sinyal iletimi, yaşlanma. 
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ABSTRACT 

 
PROTECTIVE EFFECT OF NATURAL COMPOUNDS ON STEM CELL 

AGING IN A DYNAMIC CELL CULTURE MODEL 

Fikriye Fulya KAVAK 
 

Izmir Katip Celebi University, Graduate School of Health Science Medical 

Biology And Genetic Department /Doctoral Degree Thesis, Izmir, Türkiye, 2024 

Aim: The aim of the study is to investigate the protective effect of honey application 

in a dynamic cell culture model on Mesenchymal Stem Cells (MSCs) and Human Skin 

Fibroblasts (HFF1) against UV-induced aging. The study focuses on exploring the role 

of stem cell-related genes, cell cycle regulation, stress, apoptosis, Human Dermal 

Matrix (HDM)-related genes, and the Wnt signaling pathway during this process. 

Methods: Mesenchymal-derived skin stem cells obtained from skin biopsies taken 

from healthy individuals for skin modeling were cultured with fibroblast (HFF1) and 

keratinocyte (HaCaT) cell lines in a bioreactor (Live Flow 2) and pre-treated with 1% 

honey for 48 hours. After pretreatment, cells were exposed to UV damage to induce 

oxidative stress. The UV damage-induced anti-aging effect of honey on cells and its 

relationship with Wnt signaling were examined using RT-qPCR. 

Results: Following the application of honey to skin stem cells before exposure to UV 

damage, there was an observed upregulation in the expression of pluripotency genes 

Oct4 and Sox2, compared to the group that did not get honey treatment. Additionally, 

the expression of aging-related cell cycle genes p16, p21, and p53 exhibited a 

downregulation. During this procedure, skin stem cells that were treated with honey 

showed an augmentation in the levels of Wnt3a and Wnt5a gene expression, as well 

as a reduction in the production of β-catenin, following exposure to UV radiation. Prior 

application of honey alleviated UV-induced damage in HFF1 cells by augmenting the 

expressions of Hsp70 and HAS2, while diminishing the expression of caspase 8. Pre- 

treating HFF1 cells with honey before exposing them to UV light resulted in an 

increase in Wnt proteins and a decrease in β-catenin expression, in comparison to 

HFF1 cells that were not treated with honey. 

Conclusion: The pre-application of honey has been observed to protect skin stem cells 

by increasing the expression of skin stem cell genes, thereby preventing UV-induced 



xi  

aging. The increase in the expression of stem cell genes, along with a decrease in the 

expression of cell cycle genes, was observed. The changes in gene expression in the 

Wnt signaling pathways, which are involved in the self-renewal of stem cells and the 

production of lineage-committed precursor cells, parallel our hypothesis of protection 

against the effects of UV damage in the presence of honey. In skin fibroblasts, honey 

application has been observed to protect cells after UV damage and support their 

survival. 

Keywords: Skin, Stem cell, Honey, bioreactor, Wnt signaling, anti-aging. 
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1. GİRİŞ 

 
Deri, organizmanın dış çevre ile ilk temas noktası olup çeşitli faktörlere karşı 

koruyucu bir bariyer işlevi görmektedir. Bu faktörlerin başında güneş ışınları 

gelmektedir. Güneş ışınları, özellikle ultraviyole (UV) B ve C dalga boylarında, deri 

üzerinde doğrudan etki eden zararlı elektromanyetik radyasyon biçimindedir. Güneş 

ışınları cildin biyolojik ve moleküler yapısında önemli değişikliklere neden olarak 

yaşlanma sürecini hızlandırabilmektedir. UV ışınları, deri hücrelerinde DNA hasarına 

yol açarak genetik bütünlüğü bozabilmekte ve bu durum deri hücrelerinin normal 

fonksiyonlarını ve yenilenme yeteneklerini olumsuz yönde etkileyebilmektedir. Aynı 

zamanda kök hücre üretimindeki önemli düşüş, homeostazın sürdürülmesi, çok soylu 

farklılaşma, hücre dışı matris (HDM) sentezi ve yeniden şekillenmesi, hücreler arası 

iletişim ve vücudumuzdaki immünomodülasyon dahil olmak üzere çok sayıda zararlı 

olayın başlamasına neden olmaktadır. Bu nedenle, yaşlanma belirtilerinin ortaya 

çıkmasında ve deri kanseri gibi hastalıkların gelişiminde güneş ışınlarının rolü 

büyüktür. Bu bağlamda, güneş ışınlarına maruziyetin ve cildin yaşlanma sürecinin 

karmaşıklığı, deri sağlığına yönelik koruyucu önlemler ve etkili tedavi stratejileri 

üzerine odaklanan araştırmaların önemi giderek artmaktadır. Bu çalışma, balın UV 

hasarı kaynaklı mezenkimal Deri Kök Hücre (DKH) yaşlanması üzerindeki potansiyel 

koruyucu etkisini araştırmaktadır. 

1.1. Problemin Tanımı ve Önemi 
 

İnsan vücudunun en büyük organı olan deri, iç organlar ve çevre arasında ana 

bariyer görevi görmektedir. Deri, vücudumuzda sert ama esnek bir örtü olarak 

koruyucu bir rol oynamaktadır. Hem içsel hem de çevresel faktörler, cildin ilerleyen 

yaşla birlikte bozulmasına neden olur. Cildin rejeneratif kapasitesinde rol oynayan kök 

hücreler bu süreçten olumsuz etkilenir ve kök hücre potansiyellerini kaybedebilirler. 

Güneş ışınlarından yayılan UV ışınları çevresel faktörlerden en önemlisidir ve dışsal 

yaşlanmanın önemli bir kısmından sorumludur. Bu hasar sonucunda deri doku 

elastikiyetini ve nemini kaybedebilir, anormal pigmentasyonlar ve kırışıklıklar 

oluşabilir. UV hasarının neden olduğu estetik açıdan olumsuz sonuçlar dışında deri 

kanserleri ya da deri rahatsızlıkları gelişebilir. Bu noktada UV hasarının neden olduğu 

olumsuz etkilerin mekanizmalarını anlamak ve koruyucu tedaviler önerebilmek 

önemlidir. 
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1.2. Araştırmanın Amacı 
 

Çalışmamızın birinci amacı cildin in vivo düzenini taklit etmek amacıyla bir 

biyoreaktör cihazı kullanarak, mezenkimal DKH’ler, insan deri fibroblastları 

(HFF1) ve keratinositlerin (HaCaT) yer aldığı hücreler arası diferansiyel 

karışmaya izin veren bir hücre kültürü modeli oluşturmaktır. İkinci amacımız ise 

doğal bir bileşik olan balın, UV kaynaklı yaşlanmaya karşı protektif etkisini 

belirlemek amacıyla bu dinamik hücre kültürü modelindeki DKH'lerde kök hücre 

ve yaşlanma ile ilişkilendirilmiş genlerin, HFF1 hücrelerinde stres, apoptoz ve 

HDM ile ilişkilendirilmiş genlerin ve her iki hücre tipinde Wnt sinyal yolağı 

genlerinin ifadelerini araştırmaktır. 

1.3. Araştırmanın Hipotezleri 
 

Doğu Anadolu multifloral balı, UV hasarı kaynaklı mezenkimal DKH 

yaşlanması üzerinde protektif ve modüle edici etkiye sahiptir. 

1.4. Araştırmanın Önemi ve Yaygın Etkisi 
 

Doku homeostazındaki en önemli faktör, hasarlı elementleri onarma ve doku 

fonksiyonlarını eski haline getirme yeteneğine sahip kök hücrelerin aktivitesidir. Deri 

sürekli olarak çeşitli yaralanmalara maruz kalmaktadır, sonucunda deri özellikleri 

değişebilmektedir. Buna bağlı olarak hücre dışı matriksi içeren kök hücre soylarının 

özellikleri etkilenebilmektedir. Dolayısıyla gençlik fenotipini korumak önemlidir. 

Rejeneratif tıpta çeşitli faktörlerin sebep olduğu kök hücre yaşlanmasının 

mekanizmalarını aydınlatmak ve bu yaşlılık fenotipini önlemek için stratejiler 

geliştirilebilir. Bu nedenle, deride yer alan Mezenkimal Kök Hücreler (MKH), 

fibroblastlar ve keratinositler, deride özellikle dermiste doku homeostazını sürdürmek 

için gereklidir. 

Rejeneratif tıp uygulamalarında önemli rolü olan MKH’lerin yaşlanma 

mekanizmaları ile ilgili çalışmalar mevcuttur ancak Doğu Anadolu multifloral balının 

UV hasar kaynaklı mezenkimal kökenli DKH yaşlanması üzerindeki protektif ve 

modüle edici etkisi dinamik hücre kültürü modelinde araştırılmamıştır. Bu nedenle 

Doğu Anadolu balının, DKH, HFF1 ve HaCaT hücrelerinin bir araya getirildiği 

dinamik hücre kültürü modelinde UV hasarında kök hücre ilişkili genler üzerindeki 

etkisini ve Wnt sinyal yolağındaki genlerin bu süreçte nasıl rol aldığını tanımlamak 

özgün olacaktır. 
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Bunun yanında etkinliği kanıtlanmış toksik olmayan doğal bileşiklerin 

nanoteknoloji gibi yeni teknolojik yöntemlerle kombine kullanımı sayesinde 

günümüzde çokça tercih edilen tedavi ve kozmetiğe yönelik ürün geliştirilme olanağı 

bir diğer bilimsel ve ekonomik katkıdır. Bu çalışma aynı zamanda Doğu Anadolu 

multifloral çiçek balını tıbbi bal kategorisinde ekonomiye kazandırmak adına önemli 

bir katkı sağlayabilecektir. 



4  

2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Kök Hücre 

 
Kök hücre, vücutta belirli hücre tiplerine dönüşebilme potansiyeline sahip olan 

farklılaşmamış hücre grubudur. Bir hücrenin kök hücre olarak adlandırılabilmesi için 

iki özelliğe sahip olması gerekir. Öncelikle kendi kendini yenilemeli, aynı zamanda 

multipotent olmalıdır. Kendini yenileme, hücrenin kendisini aynı özelleşmemiş hücre 

tipinden daha fazla hücreye kopyalayabilmesi anlamına gelir. Kök hücreler bu 

özelliklerinden dolayı kendilerini sınırsız kopyalayabilirler. Bunun yanında 

multipotent olmalı yani, organları ve dokuları oluşturan birçok özel hücre tipine 

farklılaşabilmelidirler (1). Kök hücreler, farklılaşma yeteneklerine bağlı olarak 

totipotent, pluripotent, multipotent ve elde edildikleri kaynağa bağlı olarak yetişkin 

veya embriyonik olarak kategorize edilir. Bilim insanları 2006 yılında dört 

transkripsiyon faktörünün bir kombinasyonunu kullanarak fare somatik hücrelerinden 

(fibroblastlar) Embriyonik Kök Hücreleri (EKH'ler) başarıyla ürettiklerini bildirdiler.  

Bu hücreler aynı gen ifade modellerini sergilediler ve canlı hücrelere farklılaşabilme 

yeteneğine sahiptiler. Bunlar kök hücrelerin ek bir kaynağıdır. Söz konusu hücreler 

Uyarılmış Pluripotent Kök Hücreler (İPKH'ler) olarak tanımlanır ve yeniden 

programlama süreci, "Yamanaka faktörleri" (Oct4, Sox2, Klf4 ve Myc) olarak bilinen 

dört protein tarafından yönetilir (2,3). 

Kök hücrelerin farklılaşma potansiyellerine bakıldığında ilk olarak, plasenta 

gibi destek dokular dahil tüm bir organizmayı eksiksiz meydana getirebilme 

potansiyeline sahip totipotent kök hücreler karşımıza çıkmaktadır. Zigot oluşumundan 

itibaren oluşan ilk birkaç hücre totipotent potansiyeldedir. Zigotun organizmayı 

oluşturmak için geçirdiği mitoz bölünmeler devam ettikçe farklılaşma potansiyeli 

azalır, pluripotent ve multipotent farklılaşma özelliği gösterirler. Pluripotent kök 

hücreler tek başına tüm bir organizmayı oluşturamazlar ancak vücutta bulunan ve 

endoderm, mezoderm ya da ektoderm kökenli 200’den fazla hücre tipine 

farklılaşabilirler. Bu tip farklılaşmanın erişkin dokularda bulunup bulunmadığı 

tartışmalıdır (4). Pluripotent farklılaşma potansiyeli daha çok zigot oluşumundan 

birkaç gün sonra oluşan, blastosit içinde yer alan yaklaşık 100-150 kadar embriyonik 

kök hücrenin sahip olduğu bir farklılaşma potansiyelidir. Multipotent kök hücreler ise 

yalnızca tek bir germ tabakasından kaynaklanan sınırlı sayıda hücrelere 
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farklılaşabilirler. Embriyonik ya da yetişkin kök hücreler bu farklılaşma potansiyeline 

sahip olabilir. 

Kök hücreler normal hücrelerin aksine daha yavaş ve farklı şekilde bölünürler. 

Kök hücre asimetrik olarak bölünebilir (5). Mitoz sonucu oluşturduğu hücrelerden biri 

kendisi gibi bir kök hücre iken, bölünme sonucu oluşan diğer hücre kendini yenileme 

özelliğini kaybetmiş, özelleşmiş bir öncü hücredir. Bir diğer seçenek ise simetrik 

bölünmedir ve bu durumda oluşan her iki hücre de kendisi gibi bir kök hücredir  

(Şekil1). Bu şekilde kök hücreler kendilerini yenilerken aynı zamanda diğer dokuların 

yenilenmesi ve onarımına katkı sağlarlar. Ancak kök hücrelerin kendini yenileme ve 

farklılaşma potansiyelleri yaşlanma ile değişebilir (6). 

 

Şekil 1:Simetrik ve Asimetrik Kök Hücre Bölünmesi (7). 

 

 
Kök hücrelerin ölümsüzlüğü, telomer uzunluğu restorasyonu ve telomeraz 

aktivitesi ile ilişkilidir. Telomer kısalması, DNA hasarını ve apoptozu uyararak, 

yaşlanmayı indükler ve hücre döngüsünü durdurur. Kök hücrelerin telomer uzunluğu 

genellikle yaşla birlikte azalır. Oct4, Sox-2 ve Nanog, kök hücrelerin kendini yenileme 

kapasitesinin ve çeşitli hücre tiplerine farklılaşma yeteneklerinin düzenlenmesinde 

önemli rol oynayan transkripsiyon faktörleridir. Bu genler yaşlanma ve/veya 

telomeraz ters transkriptaz (TERT) aktivitesi ile ilgili genleri aşağı regüle eden 

ve erken yaşlanmayı önleyen genler olarak bilinmektedir (8). Oct4, Nanog ve TERT 

gibi kök hücre ile ilişkili genlerin ifadesi, kök hücre yaşlanması sırasında 

azalmaktadır (9). 
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2.1.1. Mezenkimal Kök Hücreler (MKH) 

 
Mezenkimal kök hücreler, vücutta doğal olarak bulunan yetişkin kök 

hücrelerin bir alt kümesidir. "Mezenkimal" terimi, bağ dokusu ve destekleyici yapıları 

oluşturan hücre veya dokuları ifade eder. "Mezenkimal hücreler" terimi tam olarak 

mezenkimal dokudan köken alan hücreleri belirtir. Bu hücreler kemik iliği, yağ 

dokusu, göbek kordonu ve deri gibi çeşitli dokularda bulunur. MKH’ler, kemik, 

kıkırdak ve yağ hücreleri gibi çeşitli hücre soylarına farklılaşma kapasitesine sahiptir.  

Özellikle anti-inflamatuar ve immünomodülatör özellikleri ile rejeneratif tıp ve 

hücresel tedavi alanlarında kaynak olarak önemli bir değere sahiptirler (10). MKH’ler 

birbirlerinden önemli ölçüde farklılık gösterebilirler. Bu çeşitlilik donörler, doku 

kaynakları ve hücre tipleri arasında olabilir. Bu değişkenlik MKH’lerin rejeneratif 

sınırlayabilir. Çoğu standart analiz, MKH özelliklerini toplu olarak değerlendirerek bu 

hücreden hücreye heterojenliğini maskeler (11). Bunların yanında MKH’ler her ne 

kadar İnsan Lökosit Antijen (HLA) moleküllerini düşük düzeyde ifade etmeleri 

sayesinde immünolojik olarak diğer yetişkin kök hücre çeşitlerine göre daha avantajlı 

görünse de en önemli endişelerden biri aşılanmış MKH'lerdeki anti-tümör bağışıklık 

fonksiyonunu engelleyebilecek ve tümörün büyümesini, yayılmasını artıran yeni kan 

damarları oluşturabilecek istenmeyen farklılaşma potansiyelleridir (12). MKH bazlı 

tedavinin uzun vadeli güvenilirliği hala tam olarak anlaşılamamıştır ve bu durum,  

MKH'lerin klinik uygulamalarının önünde önemli bir engel olmaya devam etmektedir. 

Ayrıca MKH’ler genel olarak mevcut olan tümör oluşumu, istenmeyen farklılaşmalar  

gibi kök hücre uygulamaları risklerini taşımaktadır. Dolayısıyla mevcut klinik kök 

hücre tedavisi uygulamalarının olası zorluklarından ve risklerinden kaçınmak için 

dokulardaki MKH popülasyonlarının korunması önemlidir. 

 
2.2. Deri ve Fonksiyonu 

 

Ortalama 1,85 m2 alan kaplayan deri, insan vücudundaki en büyük organdır. 

Toplam vücut ağırlığının yaklaşık %15'ini oluşturur. Fiziksel bir bariyer olarak vücudu 

zararlı bakteriler, toksinler, ultraviyole radyasyon ve mekanik hasar gibi etkilerden 

korur (13). İnsan derisini oluşturan üç benzersiz katman vardır. Bu katmanlar 

epidermis, dermis ve hipodermis’tir (Şekil2). Bu üç tabakanın her birinin özel bir işlevi 

vardır (14). Cildin en dış tabakası epidermistir. Epidermisin katmanları, içten dışa 

doğru; stratum bazale (bazal memran), stratum spinosum (dikensi tabaka), stratum 
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granulosum (tanecikli ya da granüler tabaka), stratum lucidum (önleyici tabaka) ve 

stratum corneum'dan (boynuzsu tabaka) oluşur (14,15). Tabakalı, skuamöz, keratinize 

epidermis; keratinositler, melanositler, Langerhans hücreleri ve Merkel hücreleri 

olmak üzere dört tip hücreden oluşur. Keratinositler en yaygın hücre tipidir. Bazı 

bölgelerde, daha az sayıdadır ve epitelyal olmayan hücreler keratinositlerin arasına 

serpiştirilmiştir. Melanin üreten melanositler, duyu alıcı Merkel hücreleri ve antijen 

sunan Langerhans hücreleri bu hücrelerin örnekleridir (16). Epitelin taban tabakası 

olan bazal membran sürekli yenilendiğinden, epidermis bu tabakaların en yüzeysel ve 

fizyolojik olarak aktif olanıdır (14). Bazal membran, epidermisi, kolajen ve elastik 

lifler arasında fibroblastların bulunduğu dermisten ayırır (17). Bağ dokusunun papiller 

ve retiküler tabakaları, bazal membran seviyesinde epidermise bağlanan ve aralarında 

görünür bir sınır noktası olmadan birleşen iki bağ dokusu tabakasından oluşmuş 

dermisi meydana getirir. Papiller tabaka dermisin en üst tabakasıdır ve daha ince 

kalınlığı, gevşek bağ dokusu bileşimi ve epidermise yakınlığı ile karakterize edilir. 

Retiküler tabaka bir sonraki tabakadır ve en derin, en kalın ve hücre sayısının en az 

olduğu tabakadır. Yoğun bağ dokusu ve kollajen lif demetlerinden oluşur. Ter bezleri, 

saç, kıl folikülleri, kaslar, duyu nöronları ve kan damarlarının tümü derinin dermis 

tabakasında bulunur (15). Dermis, derinin ana bileşeni ve derinin destekleyici 

yapısıdır. Vücudun mekanik kaynaklardan zarar görmesini önler, vücut ısısını kontrol 

eder ve duyusal girdiler için bir reseptör görevi görür. Embriyogenezde onarım ve 

yeniden şekillenme sırasında normal deri yapısını korumak için epidermis ile 

etkileşime girer (17). Hipodermis ise derinin en derin tabakasıdır,yağ hücrelerinden 

oluşan yağ lobüllerine ve kıl gövdeleri, duyusal nöronlar ve kan damarları gibi deri 

uzantılarına sahiptir. 

 

Şekil 2: Derinin Yapısı (18) 
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2.3. Derideki Hücre Popülasyonları 
 

2.3.1. Fibroblast 
 

Deri fibroblastları, dermal hücre dışı matrisi oluşturur ve düzenler. Ayrıca 

birbirleriyle ve diğer hücre türleri ile iletişim kurarlar. Fibroblastlar deri fizyolojisinin 

düzenlenmesinde ve kutanöz yara iyileşmesinde esastır. Yetişkin insan derisi en az üç 

farklı fibroblast alt popülasyonu içerir: papiller, retiküler ve foliküler. Hücre dışı 

matris oluşumu ve yapısı, büyüme faktörlerinin/sitokinlerin oluşumu ve enflamatuar 

yanıtlara katılım, bu fibroblast popülasyonları arasındaki fenotipik ayrımlardır (17). 

Fibroblastlar, kondrositler ve osteoblastlar gibi mezodermden gelen hücrelerdir ve 

glikozaminoglikanlar, elastin, fibronektin, laminin ve dermisin en önemli yapı parçası 

olan kolajeni oluşturur. Ek olarak fibroblastlar, prostaglandinler, lökotrienler ve 

sitokinler gibi hümoral faktörleri salgılayabilirler (19). Dermisin bütünlüğü, hücre dışı 

matris ve fibroblastlar tarafından yapılan hümoral kimyasallar tarafından korunur. 

Deri homeostazı, keratinositler, mast hücreleri ve fibroblastlar ile kombine bir şekilde 

gerçekleşir. 

 

2.3.2. Keratinosit 

 
Keratinositler, bazal (tek katmanlı), dikenli, granüler ve kornifiye hücre 

katmanlarından oluşacak şekilde yapılanmıştır. Keratinositlerin morfolojisi, içinde 

bulundukları epidermal katmanlara göre değişir. Aktif olarak bölünen keratinositler ve 

kök hücreler bazal membran ile fiziksel temas halinde olan bazal tabakada bulunur.  

Bazı keratinositler bazal membrandan ayrılır, proliferatif potansiyellerini kaybeder ve 

deri yüzeyine doğru hareket etmeye başlar. Bazal hücreler dikenli tabakaya hareket  

ettiğinde, meydana gelen ilk değişiklik, yeni ortama uyum sağlamak üzere hücresel 

gerilme direncini artırmak için ara filament ağlarının güçlendirilmesidir. Sonunda 

boynuzsu (kornifiye) katmanına ilerleyen keratinosit hücreleri bölünmeyi durdurur, 

ancak metabolik olarak aktif kalır. Tüm keratinositlerin en büyük boyutlarına sahip 

olan bu hücreler çekirdekten ve sitoplazmik organellerden yoksundur (17). 
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2.3.2. Deri Kök Hücreleri (DKH) 

 
DKH’ler çoğunlukla epidermiste, kıl foliküllerinde ve dermiste depolanır. 

Nişlerinden bağımsız olarak, bu hücreler DKH 'leri olarak bilinir. Derinin içindeki kök 

hücreler genellikle içinde bulundukları nişin adını alırlar. Kıl folikülü kök hücreleri 

(HFKH'ler), melanosit kök hücreleri (MeKH'ler), interfoliküler epidermis kök 

hücreleri (IFEKH'ler) ve dermal kök hücreler (DeKH'ler) kök hücre popülasyonlarına 

örnektir. DKH'lerin birincil amacı, kaybolan, yaralanan veya patolojik olarak kusurlu 

hale gelen epidermal hücreleri değiştirmek, eski haline getirmek ve yeniden 

oluşturmaktır (13). 

 
DKH'ler deride çoğunlukla kıl folikülünün olduğu nişlerde bulunur ve kıl 

folikülünün anatomik bölgesine göre kıl folikülü kök hücreler (KFKH) ve dermal 

MKH'ler (DeMKH) gibi farklı kök hücre tiplerini barındırabilirler. Bu alt 

popülasyonlar belirli özelliklere sahiptir. Örneğin, HFKH'ler, soyları bitişik dermal 

hücreler tarafından tetiklenene kadar genellikle hareketsizdir. DeMKH’ler dermal 

papilla ve dermal kılıfa ek olarak bu hücreler kılcal damarların etrafındaki tüm 

dermiste dağılmışlardır (20,21). DeMKH’ler kıl folikülü hücreleri, adipositler ve 

osteoblastlar dahil olmak üzere çeşitli hücre tiplerine farklılaşma yeteneğine sahiptir 

ve hasarı onarmak için çoğalıp farklılaşırlar (22). Bu kök hücreler sadece doku 

homeostazını korumakla kalmaz aynı zamanda çevredeki hücrelerin tam işlevselliğini 

sağlamak için sitokinler ve büyüme faktörleri salgılarlar (23). Dolayısıyla 

sayılarındaki ve aktivitelerindeki azalma yaşlanma sürecinde cildin ve saçın genel 

sağlığını ve görünümünü önemli ölçüde etkiler. MKH'ler, saç rejenerasyonu, kemik 

rejenerasyonu ve yara iyileşmesi dahil olmak üzere rejeneratif tıpta potansiyel 

uygulamalara sahiptir (23). Fakat, DeMKH'lerin özelliklerini ve potansiyel 

uygulamalarını tam olarak anlamak için daha fazla araştırmaya ihtiyaç vardır. 

Hem simetrik hem de asimetrik hücre bölünmesi, kök hücre havuzunu korumak 

ve soya bağlı hücre öncüllerini üretmek için dikkatlice düzenlenmelidir. Miktarlarının 

zamanla azalmadığı gerçeğinden dolayı, önceki yıllarda DKH'lerin yaşa dayanıklı 

olduğu varsayılmıştır. Uzatılmış ömürlerine rağmen, DKH'ler sonunda farklılaşma ve 

kendini yenileme yeteneklerinin azalmasıyla dengesiz veya işlevsiz hale gelir (13). 



10  

Her bir kök hücre popülasyonu, genellikle, homeostatik koşullar altında kendi 

alanında meydana gelen farklılaşma programına özel olarak katkıda bulunur. Bununla 

birlikte, hasarın ardından, sistemik ve yerel çevre büyük ölçüde değiştiğinde, bu kök 

hücre popülasyonları, olağanüstü bir uyum yeteneği sergiler. Kendi nişleri 

etkilenmeden kalsa bile, komşu kök hücreler yara kaynaklı uyaranlar nedeniyle 

nişlerinden ayrılır ve hasarlı dokuyu yeniden epitelize etmeye yardım edecek yanıtlar 

geliştirir. Bazı durumlarda, bunu yapmak için hasarın türüne bağlı olarak geçici veya 

kalıcı olabilen doku rejenerasyon programlarını değiştirmeleri gerekir. Derideki 

yerleşik kök hücrelerin plastisitesinden yararlanmak, bu bağlamda yara tedavileri için 

çekici bir alternatif yol sunar. Ancak bunu yapmak hem normal hem de patolojik 

koşullarda kök hücre davranışının anlaşılmasını gerektirir (24). 

2.3.3. Diğer Hücreler 
 

Melanositler epidermiste bulunan ve taşıdıkları melanosit pigmenti sayesinde 

UV radyasyona karşı koruma sağlayan bir başka hücre tipidir. Ayrıca antijen sunan 

dendritik hücreler olarak sınıflandırılan Langerhans hücreleri, epidermiste ayrı bir 

hücre popülasyonu oluşturur. Epidermal homeostazın sürdürülebilmesi için tüm bu 

hücresel bileşenlerin uyum içinde birlikte çalışması gerekir (25). 

2.4. Yaşlanma ve Derinin Değişimi 
 

Deri, insan vücudunun doğal bir bariyeridir ve yaşlanma sürecinin bir 

göstergesidir. Yaşlanma ile deride kırışıklıklar, kolajen ve elastin kaybı, pigmentasyon 

değişiklikleri meydana gelir. Yaşlı derinin yapısındaki değişiklikler hem içsel hem de 

dışsal faktörlerin neden olduğu yaşlanmanın birleşik ve kümülatif etkilerinin 

sonucudur (26). Yaşlanma süreci iki kategoriye ayrılabilir: içsel ve dışsal yaşlanma.  

Görünümden ziyade işlevdeki değişiklikler, içsel yaşlanma olarak değerlendirilir ve 

yavaş ilerler, genellikle kronolojik yaşlanma olarak bilinir. Foto yaşlanma olarak da 

bilinen dışsal yaşlanma ise, güneş ışığına uzun süre maruz kalmanın getirdiği yapısal 

ve fizyolojik değişikliklerle karakterize edilir (26). Deri yaşlanmasına bağlı sorunların 

yaklaşık %80'i kümülatif güneş ışığına maruz kalmayla ilişkilendirilmiştir (27). 

Kronolojik yaşlanma sürecinde dermis ve epidermiste yaşlanan hücrelerin 

birikmesi gözlenir. Biriktirme süreci, DNA hasarı ve mitokondriyal fonksiyonun 

bozulması gibi bir dizi hücresel bozulma ile başlatılabilir ve hızlandırılabilir. X 

ışınları, UV radyasyon ve sigara dumanı gibi DNA'ya zarar veren kimyasallar dahil 
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olmak üzere çeşitli eksojen uyaranlar hem epidermiste hem de dermiste yaşlanmayı 

tetikleme yeteneğine sahiptir. UV radyasyon, derinin yaşlanması ve deri kanserinin 

gelişmesi sürecinde önemli bir faktördür (25,28). UV, fotonların dalga boyuyla 

tanımlanan üç ana bileşenden oluşur: en uzun dalga boylarıyla (315-400 nm) 

karakterize edilen UVA, orta aralığı (290-320 nm) kaplayan UVB ve en kısa dalga 

boylarını (100–280 nm) kapsayan UVC. UV’nin tüm türleri, çevresel mutajenler 

olarak işlev görme potansiyeline sahiptir ve oksidatif serbest radikallerin artan üretimi 

yoluyla hem doğrudan hem de dolaylı olarak DNA hasarına neden olur (25). Aşırı UV 

radyasyonu proteinlere, lipitlere ve DNA'ya zarar vererek doğrudan deri dokusu 

hasarına neden olabilir, aynı zamanda makromoleküler maddeleri, özellikle lipitleri ve 

DNA'yı oksitleyebilir ve Reaktif Oksijen Türleri (ROS) aracılı oksidatif stres 

reaksiyonları yoluyla dolaylı deri hasarına neden olacak bir dizi sinyal yolunu 

etkileyebilir. Aynı zamanda hücresel yapıya biyokimyasal destek sağlamada çok 

önemli bir rol oynayan HDM bileşenlerinin bozulmasına yol açabilir (28,29). 

2.4.1. Wnt Sinyal İleti Yolağı 
 

Embriyogenez, çoğalma, yara onarımı, hücre yapışması, göç, apoptoz, hücresel 

polarizasyon, kök hücre homeostazisi, sinirsel gelişim, bağışıklık tepkisi ve hastalık 

patogenezi dahil olmak üzere birçok biyolojik süreç, evrimsel olarak korunmuş bir yol 

olan Wnt sinyal yolu tarafından düzenlenir (30). Kıvrımlı (Frizzled-Fzd) proteinler, 

hücre zarını yedi kez kat eden ve hücre içinde parakrin/otokrin iletişimi başlatmak 

üzere salgılanan Wnt proteinleri tarafından aktive edilen bir reseptör ailesidir. 

Memelilerde 19 Wnt proteini ve 10 Fzd proteini bulunur, ancak her bir ligand-reseptör 

çiftinin benzersiz hücre içi sinyal ileti yolaklarını nasıl aktive ettiği henüz net değildir. 

Wnt sinyallerinin indüksiyonu, hem kanonik yoldan hem de kanonik olmayan β- 

katenin bağımsız yollardan gerçekleşir (31). (Şekil3) 

Kanonik Wnt Sinyal İletimi 
 

Wnt sinyal iletiminin kanonik yolağına, hücre içi protein β-katenin aracılık eder (31). 

Wnt ligandları-reseptör etkileşiminin yokluğunda; yani Wnt sinyali inaktif iken, 

hücresel β-katenin’in yıkım kompleksi tarafından fosforilasyonla tetiklenen 

proteazom degradasyonu gerçekleşir. Wnt sinyali aktivasyonu başladığında, Wnt 

ligandları Fzd ve Low-density Lipoprotein Receptor-Related Protein 5 veya 6 

(LRP5/6) reseptörlerine bağlanır, böylece sitoplazmik Dishevelled (Dvl) proteinini 
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aktive eder. Dvl daha sonra Axin, Adenomatöz polipozis koli (APC), Glikojen sentaz 

kinaz-3β (GSK3β) serin/treonin kinazları ve Kazein kinaz 1 (CK1) proteinlerinden 

oluşan β-katenin yıkım kompleksini inhibe eder. Fosforile edilmeyen β-katenin 

sitoplazmada birikir ve çekirdeğe girer, burada Wnt hedef genlerini düzenlemek üzere 

T hücre faktörü (TCF)/Lenfoid güçlendirici bağlayıcı faktör (LEF) transkripsiyon 

faktörleri ailesi ile etkileşime girer (31). 

Kanonik Olmayan Wnt Sinyal İletimi 
 

Wnt sinyal iletimi, β-katenin’den bağımsız, kanonik olmayan yollar aracılığıyla da 

iletilebilir. Şu ana kadar tanımlanmış on bir farklı kanonik olmayan yolak mevcuttur 

(32). Bu yolakların en bilinenlerinden biri olan kanonik olmayan Wnt/PCP yolağı,  

gelişim sırasında hücrelerin bir düzlem içindeki yönelimini ve hücre hareketlerinin 

koordinasyonunu kontrol ederken, bir diğer kanonik olmayan Wnt/Ca+2 sinyal yolağı 

aşağı akıştaki bazı kinazların aktivasyonunu sağlayarak hücre içindeki kalsiyum 

miktarını kontrol eder. Wnt/PCP sinyal iletimi, hücrelerin yapısal polarizasyonunun 

ve hareketinin kontrolünde rol oynar. Wnt kanonik olmayan Wnt sinyal yolağındaki 

ligandlar Fzd ailesi reseptörlerine veya ROR1, ROR2 veya Ryk gibi diğer 

koreseptörlere bağlandığında, Wnt/PCP yolunu aktive eder. Bu aktifleşme, RHOA ve 

RAC1 gibi küçük GTPaz’ların Dvl aracılı GTP'ye bağımlı aktivasyonuna yol açar. 

Aktive olan GTPaz’lar JUN N-terminal kinazın (JNK) aktivasyonunu uyarır (33). 

Kanonik olmayan diğer Wnt sinyal ileti yolağı, G-proteinleri yoluyla hücre içi Ca+2 

salınımına yol açan Wnt/Ca+2 sinyal ileti olağıdır. Wnt ve Fzd'nin birleşmesi fosfolipaz 

C'nin (PLC) aktivasyonunu tetikleyerek hücreler arası sinyal molekülü diaçilgliserol 

(DAG) ve inositol-fosfat (IP3) seviyelerinde geçici bir artışa yol açar. Sonuç olarak, 

hücre içindeki Ca+2 seviyesi yükselir ve Kalmodulin kinaz II (CamKII), PKC ve 

Ca+2'nin aktivasyonuna yol açar. Bu yol, hücre yapışmasının kontrolünde önemli rol 

oynamasıyla tanınmaktadır. (32). 
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Şekil 3: Kanonik ve Kanonik Olmayan Wnt Sinyal İleti Yollarına Genel Bakış 

(Canva Kullanılarak Çizilmiştir) 
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Wnt Genleri: Wnt3a, Wnt5a, Wnt16, Wnt7b, β-katenin 
 

Wnt proteinleri, çeşitli gelişimsel ve fizyolojik süreçlerde önemli roller oynayan,  

yüksek düzeyde korunmuş sinyal molekülleri ailesidir.19 adet Wnt geni 

bulunmaktadır. Deride kök hücre biyolojisi ve Wnt sinyal yolağı genleri arasındaki 

ilişki incelendiğinde Wnt3a, Wnt5a, Wnt7b ve Wnt16’nın bu süreçlerde rolü olduğu 

gözlenmektedir. Bu genlerin her biri farklı dokularda tanımlanmıştır ve farklı işlevlere 

sahiptir. Wnt3a'nın hücre çoğalmasını, farklılaşmasını ve embriyonik gelişimi 

düzenleyen kanonik Wnt/β-katenin sinyal iletiminde rol aldığı bilinmektedir (34). 

Wnt3a'nın ayrıca kanonik Wnt sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla bazı kanserlerde 

tümör ilerlemesini teşvik ettiği de gösterilmiştir (35). Wnt3a'nın, epidermal Wnt 

ligandlarına yanıt olarak fibroblast proliferasyonu ve kıl folikülü başlatılması için 

gerekli olduğu bilinmektedir, bu durum Wnt3a’nın dermal hücre fonksiyonu ve doku 

gelişimindeki önemine işaret etmektedir (36). Öte yandan Wnt5a, kanonik olmayan 

bir Wnt ailesi üyesi olarak sınıflandırılır ve reseptör bağlanması ile ilişkili olarak β- 

katenin-TCF sinyalini aktive ettiği veya inhibe ettiği gösterilmiştir (37). Örneğin; 

Wnt5a'nın insan dermal papilla hücrelerinde Wnt/β-katenin sinyalini zayıflattığı 

ispatlanmıştır (38). Sedef hastalığı olan hastalarda UV uygulaması sonrası lezyonlu 

deride Wnt7b ve Wnt16 ifadesinin değiştiği belirtilmiştir (39). Genel olarak 

değerlendirildiğinde Wnt3a, Wnt5a, Wnt16 ve Wnt7b, embriyonik gelişim, doku 

morfogenezi, kök hücre spesifikasyonu ve hastalık patogenezi dahil olmak üzere 

çeşitli biyolojik süreçlerde kritik rol oynadığı bilinmektedir. 

 

Dvl Genleri: Dvl1, Dvl2, Dvl3 

Dvl1, Dvl2 ve Dvl3, memelilerdeki Disheveled (Dvl) gen ailesinin üyeleridir özellikle 

Wnt sinyal ileti yolağının majör proteinlerindendir. Yapısal olarak bu genler, her biri 

Wnt sinyaline ve diğer hücresel aktivitelere aracılık etme fonksiyonları için gerekli 

olan N-terminal DAX, merkezi PDZ ve C-terminal DEP alanlarını içeren benzerlikleri 

paylaşır (40,41). Toplam Dvl havuzunun çoğunluğunu Dvl2 oluştururken, geri 

kalanını Dvl1 ve Dvl3 oluşturmaktadır (42). Dvl1, Dvl2 ve Dvl3'ü kodlayan genler 

farklı kromozomlar üzerinde bulunur; Dvl1 kromozom 1'de, Dvl2 kromozom 17'de ve 

Dvl3 kromozom 3'te bulunur. Çalışmalar, memelilerde erken nöral tepe tespiti ve 

somit segmentasyonu için Dvl1 ve Dvl2'nin gerekliliğini ortaya koymuş ve bunların 
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embriyonik gelişimdeki kritik rollerini vurgulamıştır (43). Dvl1, Dvl2 ve Dvl3 

arasındaki yapısal ve işlevsel benzerlikler, bunların evrimsel olarak korunduğunu 

göstermektedir. 

Yıkım Kompleksi Genleri 
 

Axin, APC, GSK3β ve CK1'den oluşan yıkım kompleksi, β-katenin'in 

fosforilasyonundan ve ardından bozunmasından sorumludur, böylece çekirdeğe 

translokasyonunu ve Wnt hedef genlerinin aktivasyonunu önler. GSK3β, çeşitli 

hücresel işlemlerde ve sinyal yollarında rol oynayan çok yönlü bir kinazdır. Wnt/β- 

katenin sinyal yolunda β-katenin stabilitesini düzenleyerek merkezi bir rolü 

oynamaktadır. Aktif olmayan durumlarda, GSK3β, APC ve Axin gibi diğer 

proteinlerle birlikte, β-katenin'in proteozomal bozunmasını destekleyen bir yıkım 

kompleksi oluşturur. Bu süreç hücredeki β-katenin düzeylerini regüle ederek Wnt 

sinyal ileti yolağının aktivitesini kontrol eder. Yıkım kompleksi genlerinden APC,  

Wnt sinyalini birden fazla mekanizma aracılığıyla düzenlemektedir. İlk olarak, APC,  

β-katenin ile etkileşime girerek ve yıkımını teşvik ederek kanonik Wnt yolunun negatif 

bir düzenleyicisi olarak hareket eder (44). Ek olarak, APC, bozunma amacıyla β- 

katenin’i hedeflemek için Axin, GSK3β ve CK1 ile yıkım kompleksine katılır (45). 

APC, Axin multimerizasyonunu teşvik eder ve GSK3β ile Axin arasındaki etkileşimi 

düzenleyerek β-katenin' in yıkımını kolaylaştırır (46). Ayrıca, APC, DNA onarım 

proteinleri, DNA replikasyon proteinleri ve tübülin ile etkileşime girerek, kanser 

hücrelerinde kemodirenci etkileyen DNA onarım ve replikasyon süreçlerine katılır 

(47). Bununla birlikte APC, Wnt reseptör aktivasyonu için gerekli olan klatrin aracılı 

endositozda da rol oynar. Genel olarak, APC'nin çeşitli proteinlerle etkileşimleri ve β- 

katenin yıkılmasını düzenlemedeki rolü, Wnt sinyalinin düzenlenmesine katkıda 

bulunur. Axin proteinleri, kanonik Wnt sinyal yolunun önemli bileşenleridir, çeşitli 

hücresel süreçlerin düzenlenmesinde önemli roller oynarlar ve bunların düzensizliği,  

kanser de dahil olmak üzere çeşitli hastalıklarla ilişkilendirilmiştir (56). Axin ailesinin 

homolog bir proteini olan Axin2, Axin1 ile yüksek derecede yapısal ve işlevsel 

benzerlik paylaşır (57,58). Axin1 ve Axin2'nin başlangıçta işlevsel olarak eşdeğer 

olduğu düşünülürken, son çalışmalar Axin1'in sinyalozom oluşumunu teşvik etmede 

daha önemli olduğunu ve Axin2'nin Wnt sinyalinin aktivitesini azaltmada baskın 

olduğunu göstermektedir (56). Özellikle Axin2'nin, Wnt sinyal iletiminin doğrudan 

hedef geni olduğu bilinmektedir. 
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MKH’ler ve Wnt Sinyal İletimi İlişkisi 
 

Wnt sinyali aktivasyonu hücre proliferasyonunu, kök hücre homeostazını ve önemli 

gelişim süreçlerini düzenlemekten sorumlu genler dahil, farklı hücresel fonksiyonlar 

için önemli birçok genin ifadesini yönlendirir (48). Wnt/β-katenin sinyal iletiminin 

aktivasyonu kök hücre tedavisi ve rejeneratif tıpta ilgi duyulan bir hedeftir. Wnt/β- 

katenin sinyal iletiminin, ROS'un hücre içi üretimini teşvik ederek MKH yaşlanmasını 

indükleyebileceği ve ROS'un, Wnt/β-katenin sinyal iletiminin aşırı aktivasyonu 

tarafından indüklenen MKH yaşlanmasının ana aracıları olabileceği gösterilmiştir 

(49). 2004 yılında Sato ve ark. tarafından GSK3β'nin inhibisyonu yoluyla Wnt sinyal 

iletiminin aktivasyonunun artarak hem insan hem fare EKH tipinde farklılaşmamış 

fenotipi koruduğu ve ifadesini sürdürdüğü bulunmuştur (50). Bununla birlikte birkaç 

çalışma, GSK3β inhibitörü olan CHIR 99021'in hem fare hem de insan ESKH'lerinde 

kendi kendini yenilemeyi desteklediğini göstermiştir (51). Yakın zamanda yapılan bir 

çalışmada ise yine CHIR 99021 ile ön işleme tabi tutulan MKH'lerde, Oct4, Sox2 ve 

Nanog 'un yukarı regüle edilmiş gen ifadesi ile sonuçlanan β-katenin'in çekirdeğe 

sürekli translokasyonu gözlenmiştir. Bunun sonucu olarak MKH’lerin hücre bazlı 

rejeneratif tedaviye çok uygun, gelişmiş farklılaşma yeteneklerine sahip kök hücre 

kaynakları olabileceği yorumu yapılmıştır (51). Wnt ligandlarından olan Wnt3a'nın 

MKH üzerindeki etkisine bakıldığında, Wnt3a'ya maruz kalan insan MKH kültürlerde 

hem MKH proliferasyonunda anlamlı bir artış gözlenmiş hem de osteojenik 

farklılaşmanın geri dönüşümlü bir şekilde baskılandığı görülmüştür (52). Lui ve ark. 

osteojenik farklılaşma sırasında düşük Wnt3a konsantrasyonları ile teşvik edici bir etki 

gözlemlerken, daha yüksek konsantrasyonlarda Wnt3a’nın hem osteogenezi hem de 

adipogenezi baskıladığını öne sürmüştür (53,54). Ek olarak Wnt/β-katenin sinyal 

iletiminin hücresel yaşlanma ile yakından bağlantılı olabileceği düşünülüp Wnt3a 

ligandının insan MKH hücrelerine maruz bırakılmasının yaşlanmayı geciktirerek 

canlılığı ve proliferatif potansiyeli iyileştirdiği bulunmuştur (55). Lehman ve 

arkadaşları 2022 yılında yaptıkları araştırmada Wnt3a'nın, yaşlanan MKH'ler 

tarafından yaşlanmaya neden olan faktörlerin üretimini bastırdığını ve MKH'lerin 

yaşlanmaya girişini engellediğini göstermişlerdir (56). Genellikle kanonik yolakta rol 

aldığını bildiğimiz Wnt3a’nın kanser hücrelerinde Wnt/Ca+2 ve Wnt/β-katenin 

yolaklarını aynı anda aktive edilebildiği tespit edilmiştir (57). İnsan akciğer 

fibroblastlarında hibrit bir RNA kullanılarak baskılanan Wnt2 ifadesinin, yaşlılık 
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belirteci olan yaşlanma ile ilişkili heterokromatin odakları (SAHF) oluşumunu 

indüklediği tespit edilmiştir (58). Bunun yanında Wnt10b’nin aşırı ifadesinin deride 

saç folikülü kök hücrelerini aktive edebileceğini ve böylece insan kıl folikülü 

rejenerasyonunu indüklediği bildirilmiştir (39). Wnt7b ve ROR2 saç folikülü kök 

hücre homeostazının ve saç folikül döngüsünün bir diğer önemli düzenleyicisidir (59). 

Wnt sinyal ileti yolağının temel komponenti Dvl proteinleri kanonik ve kanonik 

olmayan Wnt sinyal iletiminde rol oynayan çok önemli bir proteindir. Farklı Wnt  

sinyal ileti yolakları arasındaki dallanma noktası olarak kabul edilir ve Wnt sinyal ileti 

yolaklarını düzenleyen çoklu ortak proteinlerle dinamik olarak etkileşime girer. Hücre 

içi konumlanma ve efektör moleküllerle etkileşimler, Dvl'nin hangi Wnt sinyal yolağı 

ile ilişkili olduğunu belirler. Hücre içi lokalizasyon söz konusu olduğunda, kanonik 

yol, Dvl sitoplazmadayken bağlandığı en yaygın yoldur. Öte yandan, eğer membrana 

bağımlı ise, kanonik ve PCP yolak aktivasyonu ile ilişkilidir. Araştırmalara göre, bu 

iki yolak antagonistik bir şekilde çalışıyor, yani biri aktifken diğerinin etkisi 

azalmaktadır. (30). Holloway ve arkadaşları kök hücre yaşlanmasında önemli rolleri 

olan SIRT1'in üç Dvl ailesi üyesinin hepsinin protein seviyelerini pozitif olarak 

düzenlediğini göstermişlerdir (60). 

 

 
2.5. Doğal Moleküllerin Geleneksel Tıpta ve Kozmetikte Kullanımı 

 

Bal, 2000 yılı aşkın bir süredir tıbbi ve besleyici özellikleriyle tanınmaktadır. 

Tıpta uzun zamandan beri kullanılmasına rağmen, son zamanlarda balın tıbbi 

nitelikleri ile ilgili araştırmalar ivme kazanmıştır (61). Bal, bal arıları tarafından 

yapılan doğal bir ürün olup, büyük ölçüde şeker ve sudan oluşur. Ayrıca kaynağına 

bağlı olarak proteinler, vitaminler, mineraller, flavonoidler, fenolik asitler, enzimler 

ve diğer fitokimyasallar gibi   bileşenleri de içerir (62). Oksidatif stres, inflamasyon 

ve apoptoz pek çok hastalığın prevalansını etkileyen en önemli üç fizyolojik 

mekanizmadır. Balda tespit edilen, krisin ve diğer fenolik bileşikler, bu 

mekanizmaların modülasyonunu ve ilişkili sinyal yollarını etkileyebilir. Araştırmalar, 

balın çeşitli kanser türleri, doku hasarı, diyabetes mellitus, nörolojik, solunum, 

gastrointestinal, kardiyovasküler bozukluklar, böbrek yaralanmaları, karaciğer 

hastalıkları ve oksidatif stres, inflamatuar süreç ve apoptoz ile katkıda bulunan 

çeşitli moleküler mekanizmalar yoluyla diğer birçok fizyolojik işlev bozukluğuna 

karşı terapötik potansiyeli olabileceğini göstermiştir (62). Balın kanser ve deri 
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rejenerasyonu üzerindeki modüle edici etkisi bilinmektedir ve tedavi için faydalı bir 

biyomateryal olabileceği de gösterilmiştir. Ancak balın modülasyon yeteneğinin kök 

hücre ve kök hücre bazlı tedavilerde kombine kullanımları ile ilgili araştırmalar 

sınırlıdır. Ahmed ve arkadaşları balın yağ kök hücrelerinin canlılığını koruduğunu 

tespit etmişlerdir (63). Kök hücreler, hasarlı elementleri değiştirme ve doku 

fonksiyonunu geri kazanma yetenekleri nedeniyle doku homeostazının korunmasında 

merkezi bir rol oynar, dolayısıyla kök hücre canlılığının korunması yaşlanmaya 

bağlı deri fenotipini olumsuz yönde etkileyen mekanizmalara karşı koyabilir. 

Nitekim Ankita ve ark. bal içeren nanofiberlerin göbek kordonundan türetilen 

mezenkimal kök hücrelerin replikatif yaşlanmasını azalttığını tespit etmişlerdir (64). 

https://www.sciencedirect.com/author/7004052039/ahmad-oryan
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 
3.1 Araştırmanın Türü: 

 

Araştırma deneysel özellikte in vitro bir çalışmadır. 
 

3.2 Araştırmanın Yapıldığı Yer ve Zaman: 
 

Bu çalışma, 2021-2023 yılları arasında Sassari Üniversitesi Biyomedikal Bilimler 

Anabilim Dalı Laboratuvarında ve İzmir Kâtip Çelebi Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Merkezi Araştırma laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. 

3.3 Araştırmanın Evreni ve Örneklemi: 
 

Çalışmada kullanılan kök hücre kaynağı; Sassari Üniversitesi Dermatoloji 

departmanından Protokol No :4837t58347t kararlı etik kurul izni ile kadın (n:2) ve 

erkek (n:4) yetişkin bireylerin deri biyopsi örneklerinden temin edildi (Tablo 1).  

Biyopsi örneklerinden primer kök hücre kültürü, Sassari Üniversitesi Biyomedikal 

Bilimler Anabilim Dalı Laboratuvarında yapıldı. 

3.4. Deri Kök Hücre İzolasyonu, Karakterizasyonu ve Kültürü 
 

• Biyopsiler 15 ml ’lik falkonlar içerisinde transfer ortamına (Tablo1) alındı ve 

laboratuvara getirildi. 

• Biyopsi örnekleri, yaklaşık 2 mm x 4 mm boyutuna ulaşana kadar bir petri 

kabında steril bir bisturi yardımıyla mekanik olarak küçük parçalar haline 

getirildi. 

• Parçalanmadan sonra doku parçaları petri kabı tabanına yerleştirilip %10'luk 

FBS ve 100 unit/ml penisilin/streptomisin içeren DMEM (spesifik kültür 

ortamı) ortamı içerisinde transfer edildikten sonra 37 °C'de %5 CO2’li ortamda 

inkübe edildi. (Her biyopsi örneği için farklı petri kabı kullanıldı.) 

• Hücre kültürü besi ortamı 4 günde bir değiştirildi. 

• İzolasyon işleminden bir hafta sonra optik mikroskop altında (Leica ICC50 

HD) hücre göçü gözlemlendiğinde, biyopsi parçaları çıkarıldı ve hücreler 

konfluent hale gelene kadar kültürlendi. 

•  Konfluent hale gelen hücreler T75 (Euroclone, Italy) kültür kaplarına 

aktarıldı. 
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• DKH’ler, bir birincil monoklonal Anti-c/kit (CD117) antikoru (Miltenyi 

Biotec, Minneapolis, MN, ABD) kullanılarak manyetik hücre sınıflandırması 

ile pozitif olarak seçildi ve daha sonra hücreler, doğrudan konjuge edilmiş 

ikincil bir antikorla (Macs Miltenyi, No:130-048-502) sütunlarda manyetik 

olarak etiketlendi. 

Mezenkimal belirteçlerin yüzdesini ve izole edilmiş popülasyonun homojenliğini 

değerlendirmek için akış sitometrisi analizinden yararlanıldı; 

• Oda sıcaklığında 10 dakika süreyle %1 formaldehit (Bilgram Chemie, GmbH) 

kullanılarak fiksasyonun ardından hücreler, 4°C' de 30 dakika süreyle bir 

yıkama tamponu (eBioscience, Milano, İtalya) kullanılarak yıkandı. 

 
• Bir yıkama adımından sonra hücreler, 4°C' de 1 saat boyunca CD73, CD90 

(BD Biosciences, San Jose, CA, ABD), CD105 (Santa Cruz Biotechnology, 

Heidelberg, Almanya), CD45 ve CD31'e (Sigma-Aldrich, Münih, Almanya) (1 

µg/106 hücrede) karşı yönlendirilen birincil antikorlarla inkübe edildi. 

• Ardından 1 µg floresan izotiyosiyanat konjuge sekonder antikorla (Santa Cruz, 

F2911) 1 saat süreyle 4°C' de karanlıkta inkübe edildi. 

• Yıkamadan sonra 10.000 hücre toplanarak akış sitometresinde (CytoFlex, 

Backman Coulter, Milano, İtalya) analiz edildi (65). 
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Tablo 1: Deneyler Sırasında Kullanılan Kültür Ortamlarının İçeriği 

 
Ortam* İçerik 

Transfer Ortamı RPMI1640 (Lonza Bioscience) 

100 U/ml penisilin (Invitrogen) 

100 μg/ml streptomisin (Invitrogen) 

Spesifik Kültür Ortamı DMEM (Gibco) 

 
%15 of Fetal bovine serum (FBS) 

 
%1 L-glutamin (Euroclone, Milano, Italy), 

 
%1 Esansiyel olmayan amino asit (Gibco), 

200 U/ml Penisilin (Invitrogen) 

0.1 mg/ml Streptomisin (Invitrogen) 

 
FGF (Gibco). 

Temel Besiyeri DMEM (Gibco) 

 
%10 FBS, 

 
200 U/ml Penisilin 

 
0.1 mg/ml Streptomisin 

 
*Deri kök hücre izolasyon aşamalarında, Büyüme eğrisi ve Canlılık testi analizlerinde spesifik kültür ortamı kullanıldı. 

 
*Kök hücrelerin Büyüme eğrisi ve Canlılık testi, farklılaşma kapasiteleri analiz edilirken ve biyoreaktör kurulumlarında kontrol 

olarak temel besiyeri kullanıldı. 

 

Osteojenik farklılaşma sürecini uyarmak için alizarin kırmızı boyama, adipojenik 

farklılaşmayı uyarmak için yağ kırmızısı boyamaları yapıldı. Ayrıca kök hücre 

ortamının kullanılabilirliğini tanımlamak için hücre proliferasyonunu değerlendirmek 

üzere bir hücre büyüme eğrisi gerçekleştirildi (66). 

3.4.1. Alizarin Kırmızı Boyaması 
 

Osteojenik   fenotip   için   farklılaşma   sürecini   uyarmak üzere; önceden 

dondurularak saklanan DKH’leri, osteojenik farklılaşma ortamının (StemPro™ 
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Osteogenesis Differentiation) varlığında veya yokluğunda (kontrol) 24 kuyulu plakada 

(BD-falcon) 21 gün boyunca kültürlendi. Osteojenik ortamda kültürlenen DKH’ler 

pozitif kontrolü temsil eder. Numuneler önceden uygulanan protokole göre hazırlandı 

(67): 

• Hücreler, oda sıcaklığında 15 dakika süreyle %10 formalinle sabitlendi. 

• Üç kez damıtılmış suda (ddH2O) yıkandı. 

• Oda sıcaklığında 20 dakika boyunca %2 alizarin kırmızısı (Santa Cruz 

Biotechnology) çözeltisi ile boyandı. 

• Numuneler üzerinde fazla çözelti kalmasını önlemek için ddH2O içerisinde 

birkaç kez yıkandı ve çeker ocakta havayla kurutulmadan önce 15 dakika 

boyunca PBS içerisinde inkübe edildi. 

• Ardından kalsiyum depolarını analiz etmek için bir ışık mikroskobu altında 

gözlendi. 

• Mineralizasyon analizi, ImageJ analiz yazılımı (ImageJ, Ulusal Sağlık 

Enstitüleri) kullanılarak yapıldı (66). 

 

 
3.4.2. Yağ Kırmızısı Boyaması 

 

Adipojenik farklılaşmayı uyarmak için hücreler, adipojenik farklılaşma ortamında 

(StemPro™ Adipogenic Differentiation Kit Gibco™) 24 kuyulu plakada (BD-falcon) 

21 gün boyunca kültürlendi. Kültürün ardından hücreler, %10 formalinde 30 dakika 

fikse edildi ve ardından iki kez damıtılmış su ve %60 izopropanol içinde 5 dakika 

yıkandı. Yıkandıktan sonra, hücreler 15 dakika yağ kırmızısı solüsyonunda boyandı, 

H20 ile yıkandı ve Mayer'in hematoksilen solüsyonunda 2 dakika zıt boyandı. Hücreler 

daha sonra yıkandı ve adipogenez optik mikroskopi ile değerlendirildi. Lipid 

birikiminin analizi, ImageJ kullanılarak yapıldı (66). 

3.4.3. Büyüme Eğrisi ve Canlılık Testi 
 

Spesifik kültür besiyeri (SKB) ortamının kullanılabilirliğini tanımlamak için, hücre 

proliferasyonunu değerlendirmek üzere bir hücre büyüme eğrisi çizildi. 

• Birinci pasajda bulunan DKH'leri iki gruba ayrıldı: 
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• Birinci grubun hücreleri spesifik kültür ortamında (SKO) kültürlendi, ikinci 

grubun hücreleri ise temel besiyeri ortamında (TB) tutuldu ve kontrol olarak 

kabul edildi. 

• Her 24 saatte bir hücre/kuyu sayısı, Luna otomatik hücre sayacı kullanılarak 

sayıldı. 

• İki farklı kültürleme koşulunda izole edilmiş DKH‘lerinin metabolik aktivitesi, 

MTT Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide testi (Sigma-Aldrich, Saint Louis, 

MO, ABD) ile değerlendirildi. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide), hücrelerin metabolik aktivitesini ve hücre 

canlılığını değerlendirmek için kullanılan bir biyolojik deneydir. 

• Hücreler 24, 48 ve 72 saat boyunca 96 kuyulu plakada 6000 hücre/kuyu 

konsantrasyonunda ekildi. 

• 24 saat %5 CO2 ve 37°C koşullarındaki inkübatörde yüzeye yapışmaları 

beklendi. 

• 24, 48 ve 72. saatler sonunda ilgili kuyulara 5 mg/ml'lik bir konsantrasyonda 

MTT eklendi. MTT testinin sonuçları bir plaka okuyucu (OD470) tarafından 

tespit edildi, ardından hücre canlılığı kontrol (TB) ile karşılaştırıldı (66). 

3.5. Balın HFF1 Hücreleri ve DKH Üzerindeki Sitotoksik Etkisi 
 

3.5.1. Bal Konsantrasyonlarının Hazırlanması 
 

Ham bal Elâzığ-Maden bölgesindeki arıcılardan direkt olarak temin edildi. 

Işıktan korunarak oda sıcaklığında muhafaza edildi. 
 

• Konsantrasyonlar bal çözeltisinden DMEM ile seyreltilerek %10 w/v olacak 

şekilde hazırlandı. 

• Hassas terazide 1gr bal 15ml steril falkon tüp içerisinde tartıldı. 

• 10 ml DMEM’de çözüldü. 

• Her deneyden önce ana stok çözeltiden M1×V1=M2×V2 formülü kullanılarak 

farklı konsantrasyonlarda 1 ml bal hazırlandı. 

3.5.2. MTT Hücre Canlılık Analizi 
 

HFF1 ve DKH’leri, her bir kuyuda 5000 hücre olacak şekilde 96 kuyulu plağa ekildi 

ve 96 plaktaki kuyular gruplara ayrılarak, test hücreleri 24 ve 48 saat süreyle çeşitli 

konsantrasyondaki iki farklı yıl elde edilen bal çözeltileri ile muamele edildi. 24 ve 48. 



24  

saatler sonunda kuyulara MTT solüsyonu eklendi ve 2 saat inkübe edildikten sonra 

kuyulardaki reaksiyon 570 nm dalga boyunda plaka okuyucu kullanılarak ölçüldü. 

MTT sonuçlarına göre en uygun zaman aralığı ve bal konsantrasyon yüzdesine göre 

karar verildi. 

3.6. İnsan Derisi Dinamik Hücre Kültürü Modelinde balın deri 

üzerindeki koruyucu etkisi 

3.6.1. Biyoreaktör ve Kültür Koşullarının oluşturulması 
 

Biyoreaktör, sürekli ortam akışı sayesinde hücre ortamlarının karışmasını 

sağlarken farklı hücre tiplerinin ayrı ayrı kültürlenmesine izin veren bir sistemdir. Deri 

katmanlarını taklit etmek için hücreler, Live Box2 (IVTech, İtalya) hazneleriyle 

dinamik akış içeren biyoreaktörde kültürlendi (Şekil 4). 

Her hücre tipinin örnekleri Tablo 2'de açıklandığı gibi gruplara ayrıldı ve her grubun 

deneyleri farklı zamanlarda yapıldı. 

• Hücreler insan derisi dokusunun izometrik oranına göre kültürlenmek üzere 

otomatik bir hücre sayacıyla (LUNA, Logos biosystems) sayıldı. 

• 80.000 HaCaT, 40.000 HFF1 ve 10.000 DKH olacak şekilde biyoreaktörün 

odalarına ekildi (Şekil 5). 

• 24 saat yapışmaları beklendi. 

• 24 saat sonunda biyoreaktörün odaları birbirine bağlanarak bağlantı 

borularından kültür ortamının akışı sağlandı (Şekil 6). 

Kök hücreler, fibroblastlar ve keratinositler, bağlantılı odalar ve 0,45 µm membran 

(ipCELLCULTURE™, it4ip, Belçika) sayesinde birbiri ile ilişki içinde kültürlenir. 

Odalar, hazneye ve peristaltik pompaya bağlıdır (8). Kültür ortamının akış hızı 0,1 

ml/dak olarak ayarlandıktan sonra hücreler 48 saat boyunca kültürde bırakıldı. 
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Şekil 4:Biyoreaktör Odasının Kurulumu 
 

 
 

Şekil 5: Biyoreaktör Odasına Hücre Ekimi 
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Şekil 6: Biyoreaktörün Şeması (a) ve Resmi (b): Şekil a, Odacıkları (Live 

Box2; mavi çizgiler (1)) ve Her Odacıkta Kültürlenen Hücreleri Temsil Etmektedir.  

Kırmızı Çizgiler ve Oklar Hazne ve Pompa (Live Flow (2)) Bağlantıları ve Ortam 

Akışını Gösterir. Şekil b Kullanılan Biyoreaktörün Resmidir (IVTech, İtalya) Live 

Box2 (mavi) (1), 2 Numara Pompayı ve 3 Numara Kültür Ortamı İçin Rezervuarı 

Göstermektedir (8). 

 

 
3.6.2. Hücrelere Bal Uygulanması 

Bal uygulamasından sonra UV uygulanacak olan gruba (Uv+B) MTT 

sonuçlarına göre belirlenen %1’lik bal çözeltisi eklenerek biyoreaktör sayesinde 

dinamik koşullarda 48 saat süreyle kültürlendi. 

Tablo 2: Biyoreaktör Düzeneğinde HaCaT, HFF1 ve DKH'ler İçin Analiz 

Edilen Gruplar 
 

Deney grupları Bal uygulaması UV hasarı 

Kontrol (K) Hayır Hayır 

UV Kontrol (UvK) Hayır Evet 

UV Bal (Uv+B) Evet Evet 

 

3.6.3. UV ile Yaşlanmanın İndüklenmesi 

Biyoreaktör düzeneği söküldükten sonra 48 saat %1 oranında bal uygulanan ve 

uygulanmayan hücreleri içeren odalar steril kabin içerisinde UV lambası 10 cm 

mesafede olacak şekilde sabitlendi ve 2-3 dk boyunca dalga boyu 280-320 nm 

arasındaki UVB ışığına maruz bırakıldı. 
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3.6.4. Biyoreaktörün Sökülmesi ve Örneklerin Toplanması 
 

Hücrelerin ekildiği biyoreaktör odaları Şekil 4’te açıklanan kurulumun aksi 

yönünde sökülüp her bir hücre tipi ayrı biyoreaktör odasının yüzeyinden 200μl tripsin 

ile kaldırılıp pelet halinde -80 ˚C’de mRNA izolasyonu yapılmak üzere saklandı. Tablo 

2’de belirtilen bütün grupların deneyleri yapıldıktan sonra gen ekspresyon analizler i 

için mRNA izolasyonları yapıldı. 

 

 
3.6.5. DKH ve HFF1 Hücrelerinde Gen İfade Analizi 

 

Tez çalışması kapsamında deney ve kontrol grubunu içeren DKH ve HFF1 

hücrelerinde kök hücre, hücre döngüsü ve Wnt sinyal yolağı ilişkili genlerin ifade 

düzeyi araştırıldı (Tablo 3, Tablo 4). 

 
 

Tablo 3: DKH Hücrelerinde İfadeleri Araştırılan Genler 
 

DKH 

Kök Hücre İlişkili Genler Oct4, Sox2, Bmi1, TERT 

Hücre Döngüsü Genleri p16, p21, p53 

Wnt Genleri Wnt3a, Wnt5a, Wnt7b, Wnt16, β-katenin 

Dvl Genleri Dvl1, Dvl2, Dvl3 

Yıkım Kompleksi Genleri Axin1, Axin2, APC, GSK3β 

Tablo 4: HFF1 Hücrelerinde İfadeleri Araştırılan Genler 
 

HFF1 

HDM, Stres ve Apoptoz İlişkili 

Genler 

HAS2, Hsp70, KAS8 

Wnt Genleri Wnt3a, Wnt5a, Wnt7b, Wnt16, β-katenin 

Dvl Genleri Dvl1, Dvl2, Dvl3 

Yıkım Kompleksi Genleri Axin1, Axin2, APC, GSK3β 
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Kök Hücre ve Hücre Döngüsü Genlerinin İfade Analizi 
 

Tablo 2’de belirtilen grupların (K, UvK, Uv+B) elde edilen peletlerinden 

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Almanya) kullanılarak üretici protokolüne göre total 

mRNA izolasyonu yapıldı. RNA'nın miktarı ve saflığı Nanodrop (Thermo Scientific)  

kullanılarak OD 260/280nm ile ölçüldü. Gen ifade seviyelerini tespit etmek için, üç 

kopya halinde her numuneden Luna One-Step RT-qPCR kit (Tablo 5) kullanılarak 

gerçek zamanlı PCR (RT-PCR) cihazında (Bio-Rad, Hercules, CA, ABD) amplifiye 

edildi (Tablo 5). 

RT-qPCR analizi kök hücreler için; kök hücre belirteçleri, Oct4 ve Sox2, hücre 

döngüsüyle ilgili genler; p16, p21 ve p53 ve Bmi1, TERT için gerçekleştirildi. HFF1 

hücrelerinde ise HAS2, KAS8 ve Hsp70 genlerinin ifade analizi için qPCR 

gerçekleştirildi. Elde edilen Ct (Cycle of threshold) değerleri, referans gen olarak 

GAPDH kullanılarak normalize edildi ve mRNA seviyeleri, kontrole (K) kıyasla 

değişim kat sayısı (2^-∆∆Ct) olarak ifade edildi. 

 

 

Tablo 5:Luna One-Step RT-qPCR Kit İçeriği 

 
İçerik 20µl 

Reaksiyon 

Final 

konsantrasyon 

Luna Universal One-Step Reaksiyon 

Karışımı (2X) 

10 µl 1X 

Luna WarmStart® RT Enzim Karışımı 

(20X) 

1 µl 1X 

İleri primer (10 µM) 0.8 µl 0.4 µM 

Geri primer (10 µM) 0.8 µl 0.4 µM 

Kalıp RNA 2 µl < 1 µg (total RNA) 

Nükleaz-içermeyen Su 5.4 µl  
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Tablo 6: Luna One-Step RT-qPCR Protokolü 
 

Döngü adımı Sıcaklık Zaman  

Ters Transkriptaz Enzimi 55°C* 10 dakika 1 

Başlangıç Denatürasyonu 95°C 1 dakika 1 

Denatürasyon 

 

 

Uzama 

95°C 

 

 

60°C 

10 saniye 

 

 

30 saniye 

 

40 

Erime eğrisi 60°C  1 

 

3.4, 3.5, 3.6 başlıklarında belirtilen yöntemler İtalya Sassari Üniversitesi 

Biyomedikal Bilimler bölümünde gerçekleştirilmiştir. Bu aşamadan sonra açıklanan 

yöntemler İzmir Kâtip Çelebi Üniversitesi Merkezi Araştırmalar Laboratuvarlarında 

gerçekleştirilmiştir. 

Wnt Sinyal Yolağı İlişkili Genlerin İfade Analizi 
 

İzmir Kâtip Çelebi Üniversitesindeki laboratuvarda çalışılmak üzere Tablo  

2’de belirtilen grupların (K, UvK, Uv+B) elde edilen peletlerinden RNeasy Mini Kit  

(Qiagen, Almanya) kullanılarak üretici protokolüne göre total mRNA izolasyonu 

yapıldı. RNA'nın miktarı ve saflığı Nanodrop (Thermo Scientific) kullanılarak OD 

260/280nm ile ölçüldü. İzole edilen RNA’lardan High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems) kullanılarak cDNA dönüşümü yapıldı (Tablo  

7, Tablo 8). Elde edilen cDNA’lar gen ifade seviyelerini tespit etmek için Thermo 

Scientific PikoReal Real-Time PCR System (Thermo Scientific, Finlandiya) cihazı ve 

Luna Universal qPCR Master Mix Protokol Koşulları (Tablo 9) kullanılarak RT-qPCR 

analizleri yapıldı (Tablo 10). Her örnek için PCR reaksiyonu en az 3 kez tekrar edildi. 

Elde edilen Ct değerleri, referans gen GAPDH kullanılarak normalize edildi ve mRNA 

seviyeleri, kontrole kıyasla değişim kat sayısı (2^-∆∆Ct) olarak ifade edildi. 
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Tablo 7: Ters Transkripsiyon Kit İçeriği 
 

İçerik Hacim/Reaksiyon (µL) 

10✕ RT Tampon 2.0 2.0 

25✕ dNTP Karışımı (100 mM) 0.8 

10✕ RT Random Primerler 2.0 

MultiScribe™ Ters Transkriptaz 1.0 

RNase İnhibitor 1.0 

Nükleaz-içermeyen su 3.2 

Total 10.0 

 

 

 
Tablo 8: Ters Transkripsiyon Kit Protokolü 

 

 1. Adım 2. Adım 3. Adım 4. Adım 

Sıcaklık 25 37 85 4 

Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika ∞ 

 

 

 
Tablo 9: Luna Universal qPCR Master Mix Kit İçeriği 

 

İçerik 25µl Reaksiyon Final konsantrasyon 

Master Mix 10 µl 1X 

İleri primer (10 µM) 0.5 µl 0.25 µM 

Geri primer (10 µM) 0.5 µl 0.25 µM 

PCR-grade H2O 7 µl  

Kalıp cDNA 2 µl <100 ng 

Total 20 µl  
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Tablo 10: Luna Universal qPCR Master Mix Protokol Koşulları 
 

Döngü Sıcaklık Zaman Döngü 

Başlangıç Denatürasyon 95°C 60 saniye 1 

Denatürasyon 95°C 15 saniye  
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Uzama 60°C 30 saniye 

Erime Eğrisi 60°C 60 saniye 1 

 

Tablo 11:Primer Dizileri 
 

 İleri Primer Geri primer 

β-katenin 5’-CTTACACCCACCATCCCACT-3’ 5’-CCTCCACAAATTGCTGCTGT-3’ 

Dvl1 5′-CCACCCTGAACCTCAACAGT-3′ 5′-CCTTCACTCTGCTGACTCCC-3′ 

Dvl2 5'-GCCTATCCAGGTTCCTCCTC-3' 5'-GCCTATCCAGGTTCCTCCTC-3' 

Dvl3 5'-GCGAGACCAAGATCATCTACC-3’ 5'-ATCTCCTCCTTCACCACTCC-3 

GAPDH 5'- GCACCACCAACTGCTTA-3' 5'-AGTAGAGGCAGGGATGAT-3' 

Wnt3a 5’-ACCTGAAGGCAGGGCTCCTC-3’ 5’-GCGTACGTGAAGGCCGTCTC-3’ 

Wnt5a 5’-TTTCTCCTTCGCCCAGGTTG-3’ 5’-GCGTACGTGAAGGCCGTCTC-3’ 

Wnt7b 5’-AGAAGACCGTCTTCGGGCAAGA-3’ 5’-AGTTGCTCAGGTTCCCTTGGCT-3’ 

Wnt16 5’-CGCTGAACAGCCGCCAGAAG-3’ 5’-ACAGCACAGGAGCCGGAAAC-3‘ 

GSK3β 5’-AATGAACCCAAACTACACAGAATTTAAA-3’ 5’-CAATTGCCTCCGGTGGAGT-3’ 

APC 5’-GCCCCTGACCAAAAAGGAAC-3’ 5’-TGGCAGCAACAGTCCCACTA-3’ 

Axin1 5’-AGCCGTGTCGGACATGGA-3’ 5’-AAGTAGTACGCCACAACGATGCT-3’ 

Axin2 5’-TGTGAGGTCCACGGAAACTG-3’ 5’-CGTCAGCGCATCACTGGATA-3’ 

Oct4 5’-CTCACCCTGGGGGTTCTATT-3’ 5’-CTCCAGGTTGCCTCTCACTC-3’ 

Sox2 5’-GCACATGAACGGCTGGAGCAACG-3’ 5’-TGCTGCGAGTAGGACATGCTGTAGG-3’ 

p16 5’-CATGAGTGTGGATCCAGCTTG-3’ 5’-CCTGAATAAGCAGATCCATGG-3’ 

p19 5’-CAACGCACCGAATAGTTACGG-3’ 5’-AACTTCGTCCTCCAGAGTCGC-3’ 

p21 5’-GCCTTCGGCTGACTGGCTGG-3’ 5’-TCGTCCTCCAGAGTCGCCCG-3’ 

p53 5’-CAAAGGCCCGCTCTACATCTT-3’ 5’-AGGAACCTCTCATTCACCCGA-3’ 

Bmi1 5’-TGGCCTTGAAACCACCTTTT-3’ 5’-AACTACCAACCCACCAGCCAA-3’ 

TERT 5’-GCCAACAGCCCAGCAGGAGG-3’ 5’-TTGGTGGTTACCGCTGGGGC-3’ 

HAS2 5’-GACGTGGAAGATGAGCGTG-3’ 5’-GACGACGTACACACTCATC-3’ 

KAS8 5’-TCCACGAAAAGGGTCCCGGTGA-3’ 5’-TCGTCCCAGTGCTCTGAAGGCT-3’ 

Hsp70 5’-AGGAGGAGATGGAAAGGGAACTT-3’ 5’-ACCTCAATTCTGATCTGCTCACTTCT-3’ 
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3.7. İstatistiksel Analiz 

Bu çalışmanın istatistiksel analizleri, GraphPad Prism yazılımı kullanılarak 

gerçekleştirildi. Üç farklı grup örneği üzerinde Two-Way ANOVA testi uygulandı ve 

(p<0,05) elde edilen sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

3.8. Etik İzinler 

Bu çalışma Sassari Üniversitesi Etik kurulu tarafınca onaylanan 4837t58347t numaralı 

protokol kararıyla etik kurul izni alınarak yapılmıştır. 
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4. BULGULAR 

 
4.1. DKH İzolasyonu, Kültürü ve Farklılaşma Potansiyelinin Kontrolü 

 

4.1.1. DKH İzolasyonu 
 

Analiz edilen DKH’ler CD73, CD90 ve CD105 için pozitif, CD31 ve CD45 

için negatiftir, bu da onların MKH kaynaklı olduklarını göstermektedir (66). 

4.1.2. DKH’nin Farklılaşma Potansiyeli 
 

İzole edilen hücreler, osteojenik ve adipojenik fenotiplere farklılaşabildikleri 

için mezenkimal bir fenotip sergilediği gözlendi. Bu özellik dondurulduktan sonra da 

korundu 21 gün boyunca adipojenik ortamda büyütülen hücrelerin, sitoplazmalarında 

lipit birikimi olduğu görüldüiki fa. Osteojenik ortamla büyütülen hücreler ise 

sitoplazmik mineralizasyon sergiledi (Şekil7). 

 

 
Şekil 7: 21 gün boyunca spesifik bir adipojenik veya osteojenik ortamda 

kültürlenen deri kök hücrelerinin farklılaşması. Farklılaşmamış hücreler, temel 

büyüme ortamında kültürlenir. Görüntüler üç farklı deneyi temsil etmektedir. Ölçek 

çubuğu=100 μm (66). 

4.1.3. Spesifik Kültür Ortamının Hücre Büyümesine Etkisi 
 

Büyüme eğrisi (Şekil 8, Panel a), TB ile karşılaştırıldığında SKO ortamının in 

vitro hücre proliferasyonu üzerindeki pozitif katkısını göstermektedir. Bir hafta sonra 

TB ve SKO'deki hücre büyümesi arasındaki fark anlamlı derecede artmıştır (66). 

4.1.4. Spesifik Kültür Ortamının Hücre Canlılığına Etkisi 
 

MTT tahlilinin grafiği (Şekil 8, Panel b), TM'de kültürlenen aynı hücrelerle 

karşılaştırıldığında, SC ortamında kültürlenen DKH’lerde artan bir metabolik aktivite 

gösterir. Canlılıktaki bu fark, kültürde yalnızca 48 saat sonra anlamlı hale gelir (66). 
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Şekil 8: Büyüme eğrisi ve MTT tahlili. SC ortamında kültürlenen ve/veya temel 

besiyeri ortamında (TB) tutulan pasaj 1'deki deri kök hücreleri Anova testiyle (P değeri 

> 0,05) hesaplandı ve hücreler her 24 saatte bir sayıldı. Panel b’de, temel büyüme 

ortamında kültürlenen aynı numunelerle karşılaştırıldığında, DKH’ler Spesifik kültür  

ortamında kültürlendiğinde hücre canlılığının arttığını göstermektedir(66). 

 

 
4.2. Balın DKH ve HFF1 Hücreleri Üzerindeki Sitotoksik Etkisinin 

MTT Analizi ile Belirlenmesi 

4.2.1. Balın DKH Üzerindeki Sitotoksik Etkisi 
 

Kök hücrelerin 24 ve 48 saat boyunca farklı zamanlarda hasat edilmiş 2 çeşit  

bal (Bal1: B1 ve Bal2: B2) ile muamele edilmesinin etkilerine bakıldığında, her iki 

balın kök hücreler üzerinde sitotoksik etkisinin olmadığı ve genellikle hücre canlılığını 

arttırma ya da koruma eğiliminde olduğu görülmektedir. Her iki bal çeşidinde de %1’ 

lik konsantrasyonun anlamlı olduğu (p<0,005) ve Bal2 deki %1 lik konsantrasyonun 

kök hücrelerde daha yüksek bir metabolik aktivite sağladığı görülmektedir. Bu nedenle 

deneylere Bal2’nin %1 konsantrasyonu ile devam edilmiştir. 
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Şekil 9:DKH’lerin Bal1 (A) ve Bal2 (B) ile 24. ve 48. Saat Muamelesi 

Sonucundaki MTT Sonuçları: Analizler Graphpad Programı Kullanılarak Two-Way 

Anova Yöntemi İle Yapılmıştır. Bal Verilen Gruplar Hiçbir Muamele Yapılmayan 

Kontrol İle Karşılaştırılmıştır. (Kontrol= 100) 
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4.2.2. Balın HFF1 Hücreleri Üzerindeki Sitotoksik Etkisi 
 

HFF1 fibroblast hücrelerinin 24 ve 48 saat boyunca farklı zamanlarda hasat  

edilmiş iki çeşit bal ile muamele edilmesinin etkilerine bakıldığında, her iki balın 

HFF1 üzerinde sitotoksik etkisinin olmadığı ve genellikle hücre canlılığını arttırma ya 

da koruma eğiliminde olduğu görülmektedir. Kök hücrelerin MTT sonuçlarına göre 

seçilen Bal2 çeşidi ve %1’lik konsantrasyon HFF1 hücrelerinde istatistiksel o larak 

anlamlıdır. Sitotoksik bir etki göstermemiştir bu nedenle sonraki deneyler için 

seçilmiştir. 
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Şekil 10: HFF1 24. ve 48. Saat Bal1 (A) ve Bal2 (B) Muamelesi Sonucundaki 

MTT Sonuçları: Analizler GraphPad Programı Kullanılarak Two-Way Anova 

Yöntemi İle Yapılmıştır. Bal Verilen Gruplar Hiçbir Muamele Yapılmayan Kontrol ile 

Karşılaştırılmıştır. (Kontrol= 100) 

 

 
4.3. DKH ve HFF1 Hücrelerinde Gen İfade Analizi 

 

DKH ve HFF1 hücrelerinin UvK ve Uv+B gruplarının K’ ya göre normalize edilmiş 

kat değişim oranları Tablo 12’ da verilmiştir. 
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Tablo 12: DKH ve HFF1 hücrelerinin UvK ve Uv+B Gruplarının K’ya Göre 

Normalize Edilmiş Kat Değişim Oranları (K=1) 
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4.3.1. Kök Hücre ve Hücre Döngüsü İlişkili Genlerin Gen İfade Analizi 

Sonuçları 

 

 
 

 
Şekil 11: DKH’de Oct4, Sox2, Bmi1 ve TERT Genlerinin İfade Analizi. K 

(siyah), UvK (pembe) ve Uv+B’deki (yeşil) mRNA Seviyeleri, Kontrole (K=1) Göre 

Kıyaslandı. Kat Değişimi (2−∆∆Ct) Olarak İfade Edildi. 

 

 
RT-qPCR sonuçlarının analizlerine göre kök hücre genleri olan Oct4, Sox2 ve TERT 

ifadeleri 48 saat bal ile ön işleme tabi tutulduktan sonra UV’ye maruz bırakılan Uv+B 

grubunda, UvK grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı (P<0,05) bir şekilde artış 

gösterirken Bmi1 ifadesinin istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaldığı gözlendi.  

Tüm kök hücre ilişkili genlerin ifadesi UvK grubunda K grubuna göre anlamlı oranda 

artış gösterdi. 
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Şekil 12: DKH’ de p16, p21 ve p53 Genlerinin İfade Analizi. K (siyah), UvK (pembe) 

ve Uv+B’deki (yeşil) mRNA Seviyeleri, Kontrole (K=1) Göre Kıyaslandı. Kat 

Değişimi (2−∆∆Ct) Olarak İfade Edildi. 

 

 
RT-qPCR sonuçların analizlerine göre yaşlanma ve hücre döngüsü ilişkili 

genler olan p16, p21 ve p53 ifadelerinin Uv+B grubunda UvK grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha az ifade edildiği gözlendi. Tüm yaşlanma 

ve hücre döngüsü ilişkili genlerin ifadesi UvK grubunda K grubuna göre anlamlı 

derecede artış gösterdi. 
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4.3.2. Kök Hücrede Wnt Sinyal İleti Yolağı Genlerinin İfade Analizi 

Sonuçları 

 

 

 

 
Şekil 13: DKH’ de Wnt3a, Wnt5a, Wnt7b, Wnt16 ve β-katenin Genlerinin 

İfade Analizi. K (siyah), UvK (pembe) ve Uv+B’deki (yeşil) mRNA Seviyeleri,  

Kontrole (K=1) Göre Kıyaslandı. Kat değişimi (2−∆∆Ct) Olarak İfade Edildi. 

 

 
RT-qPCR sonuçlarının analizlerine göre kök hücrede Uv+B grubunda Wnt3a, 

Wnt5a ve Wnt7b ifadelerinde UvK grubuna göre anlamlı artış gözlendi. Wnt16 

ifadesinde ise anlamlı bir değişim gözlenmedi. β-katenin ifadesinde Uv+B grubunda 

UvK grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı derecede bir düşüş gözlendi. Wnt16 ve 

β-katenin dışındaki diğer Wnt genlerinin ifadesi UvK grubunda K grubuna göre 

anlamlı derecede azaldı. 
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Şekil 14: DKH’ de Dvl1, Dvl2 ve Dvl3 Genlerinin İfade Analizi. K (siyah), 

UvK (pembe) ve Uv+B’deki (yeşil) mRNA Seviyeleri, Kontrole (K=1) Göre 

Kıyaslandı. Kat Değişimi (2−∆∆Ct) Olarak İfade Edildi. 

 

 
RT-qPCR sonuçlarının analizlerine göre UvK grubunda Dvl1 geni ifadesi K 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı oranda artarken Dvl2 ifadesinin azaldığı 

gözlendi. Uv+B grubunda DKH’ler, UvK ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak 

anlamlı (p <0,05) şekilde düşük Dvl1 seviyeleri sergiledi. Dvl3 ise Dvl1’in aksine kök 

hücrede Uv+B grubunda UvK grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artış 

gösterdi. Kök hücrelerde Dvl2 ifadesinde UvK ve Uv+B grupları arasında anlamlı bir  

farklılık gözlenmedi. 
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Şekil 15: DKH’ de Axin1, Axin2, APC ve GSK3β Genlerinin İfade Analizi. 

K (siyah), UvK (pembe) ve Uv+B’deki (yeşil) mRNA Seviyeleri, Kontrole (K=1)  

Göre Kıyaslandı. Kat Değişimi (2−∆∆Ct) Olarak İfade Edildi. 

 

 
RT-qPCR sonuçlarının analizlerine göre DKH’lerde Uv+B grubunda Axin1 ifadesinde 

UvK grubuna göre anlamlı bir düşüş gözlendi, benzer bir düşüş GSK3β ifadesinde 

görülmesine rağmen istatistiksel olarak anlamlı değildi. Axin2 ve APC ifadelerinin ise 

UvK grubuna kıyasla Uv+B grubunda anlamlı derecede arttığı gözlendi. Axin ve 

GSK3β ifadesi UvK grubunda anlamlı derecede artarken APC ifadesi baskılandı. 
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4.3.3. HFF1 Hücrelerinde Hücre Dışı Matriks, Stres ve Apoptoz İlişkili 

Genlerin İfade Analizi Sonuçları 

 

 

 

 
Şekil 16: HFF1’ de HAS2, Hsp70 ve KAS8 Genlerinin İfade Analizi. K 

(siyah), UvK (pembe) ve Uv+B’deki (yeşil) mRNA Seviyeleri, Kontrole (K=1) Göre 

Kıyaslandı. Kat Değişimi (2−∆∆Ct) Olarak İfade Edildi 

 

 
RT-qPCR sonuçlarının analizlerine göre HAS2 ve Hsp70 genlerinin ifadesi K 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı oranda baskılandı. Buna karşın HAS2 ve 

Hsp70 genlerinin ifadesi UvK grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

(p<0,005) Uv+B grubunda artmıştır. KAS8 ifadesi UvK grubunda K grubuna göre 

anlamlı oranda daha fazla ifade edilirken, Uv+B grubunda UvK grubuna göre anlamlı 

bir şekilde düşüş gözlendi. 
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4.3.4. HFF1 Hücrelerinde Wnt Sinyal İleti Yolağı Genlerinin İfade 

Analizi Sonuçları 

 

 

 

 
Şekil 17: HFF1’ de Wnt3a. Wnt5a, Wnt7b, Wnt16 ve β-katenin Genlerinin 

İfade Analizi. K (siyah), UvK (pembe) ve Uv+B’deki (yeşil) mRNA Seviyeleri,  

Kontrole (K=1) Göre Kıyaslandı. Kat Değişimi (2−∆∆Ct) Olarak İfade Edildi. 

 

 
RT-qPCR sonuçlarının analizlerine göre HFF1 hücresinde Uv+B grubunda 

UvK grubuna göre Wnt3a ve Wnt5a ifadesi anlamlı bir şekilde artarken, Wnt7b, 

Wnt16 ve ve β-katenin ifadelerinde azalma gözlenmiştir. β-katenin, Wnt7b ve Wnt16 

UvK grubunda K grubuna göre anlamlı derecede artarken Wnt3a ve Wnt5a ifadesi 

baskılandı. 
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Şekil 18: HFF1’ de Dvl1, Dvl2 ve Dvl3 Genlerinin İfade Analizi. K (siyah), 

UvK (pembe) ve Uv+B’deki (yeşil) mRNA Seviyeleri, Kontrole (K=1) Göre 

Kıyaslandı. Kat Değişimi (2−∆∆Ct) Olarak İfade Edildi. 

 

 
RT-qPCR sonuçlarının analizlerine göre HFF1 hücresinde Dvl1 ifadesi UvK 

grubunda K grubuna göre anlamlı derecede azalırken, Dvl2 ifadesi arttı. Uv+B 

grubunda UvK grubuna göre Dvl1 ve Dvl3 ifadesi istatistiksel olarak anlamlı bir 

şekilde artarken aksine Dvl2 ifadesi ise anlamlı bir şekilde azaldı. 
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Şekil 19: HFF1’ de Axin1, Axin2, APC, GSK3β Genlerinin İfade Analizi 

HFF1’ de Axin1, Axin2, APC, GSK3β Genlerinin İfade Analizi. K (siyah), UvK 

(pembe) ve Uv+B’deki (yeşil) mRNA Seviyeleri, Kontrole (K=1) Göre Kıyaslandı. 

Kat Değişimi (2−∆∆Ct) Olarak İfade Edildi. 

 

 

RT-qPCR sonuçlarının analizlerine göre UvK grubunda K grubuna göre yıkım 

kompleksi genlerinin ifadesi anlamlı derecede azaldı. Uv+B grubunda UvK grubuna 

göre Axin2, APC ve GSK3β ifadeleri istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artış 

sergiledi. Axin1 ifadesi ise diğer genlerin aksine UvK grubuna göre Uv+B grubunda 

azaldı. 
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5. TARTIŞMA 

 
Deri insan vücudundaki en büyük organdır. Etkili bir şekilde çalışmak ve 

vücudu korumak için deri kendini düzenli olarak onarır. Çeşitli çevresel stres faktörleri 

deri hücrelerinin DNA' sına zarar verir. Bu durumlarda epidermisteki epidermal kök 

hücreler ve dermisteki mezenkimal kök hücreler deri stabilitesini korurlar. Derideki 

azalan kök hücre sayısı ve işlevi, erken yaşlanma ve kanser gibi deri homeostazisi 

sorunlarıyla bağlantılıdır. UV, kök hücrelerde DNA hasarına neden olan birincil 

faktördür. Bu hasar, kök hücrelerin azalmasına ve bulundukları çevreye zarar 

vermesine neden olabilir ve sonuçta foton kaynaklı deri yaşlanmasına yol açabilir (68). 

UV kaynaklı deri yaşlanması, kök hücre niş hasarı ile embriyonik ve mezenkimal kök 

hücre kaybından oluşabilmektedir. 

 

 
Günümüzde başta deri kanseri riski olmak üzere, UV kaynaklı deri foto- 

hasarının önlenmesi için polifenoller de dahil olmak üzere doğal moleküllerin 

kullanımına ilgi artmıştır. Polifenollerce zengin içeriğe sahip bal, binlerce yıldır tıbbi 

olarak kullanılmaktadır. Birçok faydalı amino ve organik asit, vitamin, mineral ve 

antioksidanlara ek olarak bal, başta glikoz ve fruktoz olmak üzere invert şekerlerin 

konsantre sulu bir çözeltisidir. Yüksek oranda fenolik asitler (kafeik asit, gallik asit), 

flavonoidler (apigenin, kersetin, galangin, kaempferol, pinocembrin, akasetin) ve 

kafeik asit, fenetil ester ve karotenoidler içerir (69). Anti-inflamatuar, 

immünomodülatör ve antioksidan özelliklere sahip olan polifenoller, genel olarak 

çeşitli deri bozuklukları için ideal kemopreventif ajanlar olarak kullanılabilecek en 

umut verici bileşik grupları arasında yer almaktadır (70). Bu çalışmada balın dinamik 

hücre kültürü deri modelinde DKH’ndeki UV hasar kaynaklı yaşlanmaya karşı 

koruyucu etkisinin araştırılması amaçlandı. Deri homeostazının, farklı yerleşik hücre 

popülasyonları arasındaki çapraz etkileşimlerle düzenlendiği bilindiğinden bu tez 

çalışmasında biyoreaktör (Live Flow 2) kullanılarak, hücreler arası iletişime olanak 

sağlayacak in vivo gözlemlenene benzer bir mikro ortam oluşturuldu. Böylece sistem, 

in vivo etkileri taklit ettiğinden dolayı, ilaçların ve aktif moleküllerin dokudaki tüm 

hücre popülasyonuna simultane olarak uygulanmasının etkilerini incelemek için 

uygun hale getirildi. 
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Balın, DKH’lerinde UV hasar kaynaklı yaşlanmaya karşı koruyucu etkisini 

araştırmak için ilk olarak kök hücre ilişkili genlerin ve hücre döngüsü genlerinin ifade 

değişimleri incelendi. DNA hasarı, genetik bilginin bütünlüğünü tehdit ettiğinden 

memeli hücreleri, genomik stabiliteyi yeniden sağlamak amacıyla DNA hasarını tespit 

etmek ve onarmak için karmaşık bir sinyal ağını kullanır. Yaşlanan hücreler, özellikle 

ATR (Ataksi Telanjiektazi ve Rad3 ile ilişkili protein) ve ATM' yi (Ataksi 

Telanjiektazi Mutant kinaz) içeren DNA hasarı tepkisinin kalıcı aktivasyonunu 

sergiler. Bu aktivasyon, hücre döngüsünün durmasına ve p53/p21 ve p16/pRb 

yollarının aktivasyonu yoluyla yaşlanmanın başlamasına yol açar (71). Bu proteinler, 

hücrelerin G1 fazından S fazına ilerlemesinin kontrol edilmesine yardımcı olan G1/S 

hücre döngüsü kontrol noktasının önemli düzenleyicileridir. P53 stabil hale 

geldiğinde, p21' in transkripsiyonunu tetikler ve bu da CDK4/6-siklin D (siklin- 

bağımlı Kinaz 4/6) ve CDK2-siklin E komplekslerinin p21 tarafından baskılanmasına 

yol açar (Şekil 20). Yaşlanmaya neden olan faktörlere maruz kalındığında p16 

seviyeleri artarak CDK4/6-siklin D komplekslerinin aktivitesini engeller. p53' ün stres 

kaynaklı stabilizasyonu sonucunda artan p21 ifadesi G2/M hücre döngüsünün 

durdurulmasını destekleyebilir (72). Lopez ve arkadaşları UV ışınlaması üzerine 

MKH' lerde ve fibroblastlarda p53 stabilizasyonunu ve p21 ifadesinin arttığını 

gözlemlemişlerdir (73). Bu bağlamda tez çalışmamda yalnızca UV' ye maruz kalan 

hücrelerle karşılaştırıldığında (UvK), bal ile ön işleme tabi tutulmuş ve daha sonra UV 

stresine (Uv+B) maruz bırakılmış kök hücrelerde, p16, p21, p53 hücre döngüsü 

genlerinin ifadesinin azaldığı gözlendi. Agric ve arkadaşları balda doğal olarak 

bulunan bir flavonoid olan krisinin UV tarafından tetiklenen ve her iki kontrol 

noktasının (G1/S ve G2/M) indüksiyonunda rol oynayan p38 aktivasyonunu düşük 

derecede inhibe edebildiğini ve bunun yanında UV tarafından indüklenen apoptozu, 

ROS üretimini ve siklooksijenaz 2 (COX-2) ifadesini zayıflatabildiğini bildirmişlerdir 

(74). 2020 yılında Karapetsas ve arkadaşları yeniden yapılandırılmış bir insan derisi 

dokusu modeli kullanılarak yaptıkları bir çalışmada balın, UV' nin neden olduğu 

şiddetli foto-hasarlara karşı koruma sağladığı ve UV' nin neden olduğu MMP (Matriks 

Metalloproteinaz) ifadesinin artışını zayıflattığını bildirmişlerdir (69). Güçlü anti- 

oksidan ve anti-inflamatuar özelliklere sahip olduğu bilinen Tualang balı ile yapılan 

bir diğer çalışmada, Tualang balının foto-karsinojenezin DNA hasarı gibi erken 

biyobelirteçlerini modüle ederek UV radyasyonunun olumsuz etkilerinden önemli 

ölçüde koruma sağladığını tespit etmişlerdir (75). Tualang balı uygulamasının deri 



50  

hücrelerinde UV kaynaklı DNA hasarını inhibe ettiği, UV aracılı çeşitli DNA 

hasarlarının onarımını arttırdığı ve G1/S fazında önemli olan siklin E ifadesini inhibe 

edebilen (76) p65’i baskılayabildiği gösterilmiştir (75). Literatür incelendiğinde doğal 

moleküllerin UV hasara karşı oluşan DNA hasarına ve dolayısıyla yaşlanmaya karşı 

çeşitli yollarla koruyucu etki gösterdiği görülmektedir. Analiz sonuçlarımıza göre %1 

bal çözeltisi ile 48 saat inkübe edilen hücrelerin, UvK grubuna göre, UV hasar 

kaynaklı hücre döngüsü genlerinin önemli ölçüde azalmasını sağladığı ve yaşlanmaya 

karşı koruyucu bir etkisinin olduğu gözlenmektedir. 

 

Şekil 20: DNA Hasarında p53/p21/p19/p16 Tümör Baskılayıcı Genlerinin Hücre 

Döngüsü Kontrol Noktalarının Düzenlenmesi (Canva Kullanılarak Çizilmiştir). 

DKH’ler, kendilerini yenileyebilme yetenekleri ve çeşitli deri hücrelerine 

dönüşebilme kapasiteleriyle bilinir. Bu hücreler, pluripotensi adını verdiğimiz çok 

yönlülük yeteneklerini Oct4, Sox2, Bmi1 ve TERT genlerin ifadelerindeki 

değişimlerle korurlar. Bu genlerin azalan ifadesi, kök hücrelerin farklılaşmasını ve 

pluripotens özelliklerinin kaybını tetikleyebilir (77). Verilere göre DKH’lerde Uv+B 

grubunda Oct4 ve Sox2 ifadeleri UvK grubuna göre anlamlı oranda daha fazla ifade 
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edildi. Kök hücrede DNA hasarına karşı Oct4 cevabını inceleyen bir çalışmada; UV 

maruziyeti sonrasında Oct4 protein seviyelerindeki değişim floresan işaretleme 

metodu ile ölçülmüştür. Araştırmada Oct4' ün UV' den zarar görmüş bölgelerde 

ışınlamadan hemen sonra adenozin trifosfata bağımlı bir şekilde biriktiği ve 

beraberinde H3K9 deasetilasyonu ve H2AX fosforilasyonu tespit edilmiştir (78). 

Burada önemli nokta Oct4' ün UV-hasarlı kromatinde birikmesinin, DNA onarımında 

kritik rolleri olan H3K9 deasetilasyonuna neden olduğu böylece hasarlı DNA 

bölgelerinde transkripsiyonu baskılayabildiği ve aynı zamanda transkripsiyonun DNA 

onarım sürecine müdahale etmesini engelleyebildiği bildirilmiştir (79,80). Sonuç 

olarak, ışınlanmadan sonra gözlenen bu durum Oct4' ün UV ile hasar görmüş 

kromatini tanıma yeteneğine sahip olduğunu göstermektedir. Analiz sonuçlarına göre 

DKH’ların 48 saat %1 bal çözeltisi uygulanan grubunun (Uv+B), UvK grubuna 

kıyasla anlamlı derecede yüksek Oct4 ve Sox2 ifadesi sergilediği gözlenmiştir (Şekil 

21). Dolayısıyla balın UV hasarından kaynaklanabilecek DNA hasarı durumunda 

DKH’nin genomik kararlılığı ve farklılaşma potansiyeli üzerinde koruyucu etkisi 

olabileceği görülmektedir. DNA hasarının tamir edilememesi durumunda hücre p53' 

ün indüklediği hücre döngüsü durması yoluyla hücre yaşlanmasına veya apoptoza 

sürüklenir (80). Bu durumda bal uygulamasının, kök hücrelerde UV hasar sonrasında 

kök hücre belirteçlerinin ifadesini önemli oranda arttırırken aynı zamanda hücre 

döngüsü genlerinin ifadesini azalttığı görülmektedir. 

 

 
Şekil 21: DKH ve HFF1 Hücrelerinde, UvK Grubuna Göre Uv+B Gruplarında 

Artış veya Azalış Gösteren Genlerin Şematik Gösterimi (Canva Kullanılarak 

Çizilmiştir) 



52  

Bmi1, kısmen hücresel yaşlanmayı ve hücre ölümünü indükleyen genleri 

baskıladığından dokulardaki yetişkin kök hücrelerin korunması için gerekli olmakla 

birlikte lenfoma, akciğer ve meme kanseri gibi bazı kanser türlerinde de kötü prognoz 

ile ilişkili bir gendir (81). Bmi1 ifadesi p16 ve p19 ifadelerini baskılayarak hücreyi 

yaşlanma ve apoptoza karşı korur (81). Sağlıklı bir hücre açısından Bmi1 geni ifadesi 

replikatif kapasiteyi arttırıp bazı hücrelerde TERT aktivitesini arttırması açısından 

faydalı görünse de hasar alan bir hücredeki bu etkilerinin onkogenik fonksiyonlara yol 

açabildiği bilinmektedir. Bmi1 DNA hasarı durumunda farklı etkiler 

gösterebilmektedir (82). Bmi1, DNA onarımı sırasında bölgedeki transkripsiyonun 

baskılanmasına katkıda bulunarak onarım sürecini desteklerken, aynı zamanda ATM 

aktivasyonunu azaltarak hasar durumunda hücre kontrol noktası genlerinin 

aktivasyonunu azaltır. Buna bağlı olarak, DNA lezyonlarının varlığında hücre 

proliferasyonunu güçlendirir, bu da genomik istikrarsızlığa ve tümör ilerlemesine 

katkıda bulunabilir (82). Dolayısıyla hasarlı hücredeki ifadesinin sonuçları karmaşık 

olabilmektedir. Analiz sonuçlarına bakıldığında UvK grubunda Bmi1 ifadesinin Uv+B 

grubuna göre yüksek olduğu görülmektedir. Her iki grupta da artan Bmi1 ifadesi DNA 

hasarına verilen tepki olarak beklenen bir sonuçtur. Ancak Bmi1 ifadesinin UvK 

grubundaki önemli artışı, UV hasarı sonrası hücrelerde genomik bir kararsızlığın ve 

istenmeyen bir proliferasyon aktivasyonunun habercisi olabilir. 

TERT, telomerlerin korunması ve kök hücrelerin uzun süreli hayatta 

kalabilmesi açısından önemli bir rol oynar. Telomeraz aktivitesi, UV radyasyonu veya 

mekanik yaralanma nedeniyle insan cildinde belirgin şekilde artar ve bu artış ağırlıklı 

olarak hasar sonucu aktive edilen kök hücrelerde meydana gelir (83). Analiz sonuçları 

incelendiğinde Uv+B grubundaki TERT ifadesi, UvK grubuna göre anlamlı derecede 

artmıştır. Dolayısıyla bal uygulamasının hasar sonucu uyarılan kök hücrelerin 

kapasitelerini koruyabileceği ve deri homeostazına katkıda bulunabileceği 

düşünülmektedir. 

Tez kapsamında balın DKH’lerinde UV hasarına karşı koruyucu etkisini 

araştırırken, mikroçevresinde bulunan fibroblast hücrelerindeki HDM, stres ve 

apoptoz ilişkili genlerinde ifade değişimlerini değerlendirdik. Bilindiği üzere hücreler 

stres etkenlerine maruz kaldığında, bu etkenlere karşı savunma sağlamak üzere bir 

takım stres proteinleri (ısı şok proteinleri) aktive olmaktadır. Isı şok protenleri (HSP)  

stres proteinleridir ve özellikle Hsp70’ in ifadesinin hücresel düzeyde artması, reaktif 
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oksijen türleri de dahil olmak üzere stres etkenlerinin neden olduğu denatüre 

proteinleri yeniden katlayarak veya parçalayarak hücrelerin hasara direnmesine 

yardımcı olur (84). Hsp70'in UV hasarına karşı hücredeki rolü, doğrudan UV hasarının 

onarılmasına katkıda bulunması ve hücrenin sağkalımını desteklemesiyle ilişkilidir 

(85). Bu protein, hasar görmüş proteinleri düzeltebilir veya zararlı proteinlerin hücre 

içindeki yıkımını tetikleyebilir. Bu şekilde, hücre UV hasarı sonrasında sağlıklı bir  

duruma dönebilir. Hsp70 ifadesini indüklemenin farelerde UV kaynaklı kırışıklık 

oluşumu üzerindeki etkisini araştıran bir çalışmada, Hsp70’in UV radyasyonu 

sonucunda aktive olabilen ve kırışıklık oluşumunda önemli rol oynayan MMPler ve 

elastazların aktivasyonunu inhibe edebilen, böylece HDM 'nin dejenerasyonunu 

önleyebilen ve kırışıklık oluşumunu azaltabilen sitoprotektif ve anti-inflamatuar 

aktivitelere sahip olduğu gözlenmiştir (85). Ek olarak çalışma, Hsp70 ifadesinin,  

makrofajların ve nötrofillerin cilde UV kaynaklı infiltrasyonunu inhibe ederek MMP- 

9 aktivitesini baskıladığını bildirmişlerdir (85). Farklı bir çalışmada Hsp70 

susturulmuş farelerin UV kaynaklı epidermal ve dermal hasara karşı duyarlı bir 

fenotipi rapor edilmiştir (84). Dolayısıyla deri hücrelerindeki Hsp70 ifadesinin 

stabilitesi, deri sağlığının korunmasında önemli bir faktördür. Analiz sonuçlarında 

Hsp70 ifadesi Uv+B grubunda, UvK grubuna göre anlamlı bir artış sergiledi. Bu 

sonuçlar, balın UV radyasyonuna maruz kalan deri fibroblastlarındaki (HFF1) Hsp70 

ifadesinde foto-yaşlanmayı geciktirme potansiyeli açısından önemlidir. 

Hücre dışı matriks dermisin yaşlanma sürecinde modifiye olur. UV hasarı olan 

hücrelerde kolajen yeniden şekillenmesi indüklendiğinden deri kök hücre ve fibroblast 

davranışı değişmektedir. Hyalüronik asit (HA) sentezinin, MMP-1 ifadesini inhibe 

ederek, tip I kolajen birikimini ve özellikle epidermis ve dermis hücre-matriks 

etkileşimlerinde hem yapısal destek hem de spesifik bir sinyalleme nişi olarak görev 

yapan dermal-epidermal bağlantı proteinlerinin ifadesini artırarak in vitro deri 

yaşlanmasını önleyici etkiler sergilediği gösterilmiştir (86). Hyalüronan sentetaz 2 

matriks üretiminde görev alır ve fibroblastlarda HAS2 geni tarafından eksprese edilir. 

HAS2’ nin artan ifadesi aynı zamanda HA ifadesinin artışı olarak yorumlanabilir (87). 

Analiz sonuçlarımıza göre fibroblastlarda Uv+B grubunda UvK grubuna göre HAS2 

ifadesi anlamlı derecede arttı. Dolayısıyla Uv+B grubundaki HAS2 ifadesinin artışına 

istinaden balın, hyalürinan üretiminin artışı, fibroblastlarda genç bir deri fenotipinin 

korunması, hücre döngüsünün ilerlemesi ve hücre yenilenmesine katkıda 
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bulunabileceği söylenebilir. Zhang ve arkadaşlarının HA 'nın fonksiyonlarını 

incelemek için yaptıkları bir çalışmada HAS2 genini aşırı eksprese eden transgenik bir 

fare üreterek yaşlanma üzerindeki etkilerini incelemişler, bu transgenik – HAS2 geni 

taşıyan farelerin hem doğal hem de kimyasal olarak indüklenen kanserlere karşı daha 

az duyarlılık gösterdiklerini ortaya koymuşlardır. Ayrıca, bu farelerde bağışıklık 

hücrelerinin doğrudan immün düzenleyici etkisi gözlenmiş, oksidatif stres karşısında 

koruyucu bir etki sergilenmiş ve yaşlanma sürecinde epigenetik yaşları, kronolojik 

yaşlarından daha genç kalmıştır (88). Ek olarak HA apoptozun ve hücrenin strese 

verdiği yanıtın düzenlenmesi açısından da önemlidir (66). Analiz sonuçlarında bal 

uygulanan Uv+B grubunda UvK grubuna göre apoptozun başlatılmasında önemli rol 

oynayan KAS8  ifadesi anlamlı derecede azalmıştır. 

Farklı botanik kökenli beş çeşit balın antioksidan aktivitesi ve hidrojen peroksit 

kaynaklı DNA hasarına karşı koruyucu etkisini araştıran bir çalışmada baldaki fenolik 

asitlerin lenfositlere nüfuz edebildiği ve demir iyonlarını şelatlayarak DNA' yı 

oksidatif hasardan koruyabildiği sonucuna varılmıştır (89). Ayrıca baldaki bileşiklerin 

antimutajenik etkilere sahip olduğu gösterilmiştir, bu nedenle bal önemli antikanser 

potansiyele sahiptir (90). Alleva ve arkadaşları, çeşitli bitkisel organik kaynaktan elde 

edilen bal ekstraktlarının pestisitlere kronik olarak maruz kalan bir yerleşim 

popülasyonunda DNA onarım aktivitesini arttırdığını ve pestisit kaynaklı DNA 

lezyonlarında belirgin bir azalmanın gözlendiğini tespit etmişlerdir (91). Dünya’ nın 

en büyük Mangrov ormanı olan Sundarban bölgesinden toplanan Sundarban balının 

hidrojen peroksite ve UV’ nin neden olduğu pBR322 (plazmit DNA) hasarına karşı 

koruyucu etkiye sahip olduğu tespit edilmiştir (92). Çeşitli ballar ile yapılan benzer bir 

çalışma farklı bal türleri arasında antioksidan içerikleri ve aktivitelerinin yanı sıra 

DNA hasarına karşı koruyucu etkileri açısından da önemli farklılıklar olduğunu 

göstermiştir (93). Çalışmaya göre; kurak bölgelerden elde edilen balın, kurak olmayan 

bölgelerden değerlendirilen bal türleriyle karşılaştırıldığında daha yüksek miktarlarda 

fenolik bileşik içeriğine sahip olduğu ve daha yüksek serbest radikal temizleme 

potansiyeli sergilediği veya DNA hasarına karşı daha etkili koruma sağladığı tespit  

edilmiştir (93). Prasetyo ve arkadaşları balın, endojen kök hücrelerin uyarılması 

yoluyla protein enerji yetersizliğinden kaynaklanan karaciğer dokusundaki hasarı 

onarabildiğini göstermişlerdir (94). Balın tedavi edici özelliğinin vurgulandığı bir 

diğer çalışmada ise dişi sıçan modelinde, yetersiz beslenmeye bağlı yumurtalık 
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yetmezliği için orman balının 10 gün boyunca uygulanmasının; antioksidan enzim 

aktivitesinde artışa, IL-13 gibi anti-inflamatuar sitokin ifadesinde artışa, pro- 

inflamatuar sitokinlerden biri olan TNFα'nın ifadesinde ve oksidatif stres seviyelerinde 

azalmaya yol açtığı, ayrıca büyüyen folikül sayısında artışa neden olduğu ve 

yumurtalık dokusunun yenilenmesinde etkili olabileceği belirtilmiştir (95). Tan ve 

arkadaşlarının Tualang Balı ile yaptıkları araştırmaya göre, bal insan kornea epitel 

öncül hücre göçünü ve in vitro oksidatif strese karşı hücresel direnci iyileştirmiştir 

(96). Bal içeren matrislerin MKH yaşlanmasını azaltmak için kullanılıp 

kullanılamayacağını araştıran bir çalışmada, bal içeren polivinil alkol (PVA) ile 

elektrospinleme yöntemi kullanılarak matrisler hazırlanmıştır. Araştırma sonucunda 

standart koşullar altında balla harmanlanmış PVA matrisi üzerinde kültürlenen MKH' 

lerin ROS yükünün azaldığı ve ROS yükü azaldıkça yaşlanan hücrelerin oranının da 

azaldığı gösterilmiştir (64). Das ve arkadaşlarının yaptığı bu çalışma balın kök 

hücrenin replikatif yaşlanması üzerindeki etkisinin incelenmesi açısından önemlidir. 

Süreç içerisinde yaşla beraber veya çeşitli dış etkenlerden kaynaklanan yaşlanma 

sürecinde, dokudaki kök hücrelerinin sayısal ve yapısal olarak korunması önemlidir.  

Bunun yanında kök hücreler rejeneratif tıpta ilgi çekici bir adaydır. Dolayısıyla tedavi 

amaçlı uygulanacak kök hücrelerin, in vitro koşullarda pasajlama esnasında oluşan 

replikatif yaşlanmasının da azaltılması ve farklılaşma potansiyellerinin korunması 

rejeneratif tıp uygulamalarından alınacak verim açısından önemlidir ve bal, koruyucu 

stratejiler geliştirilmesi açısından faydalı bir bileşendir. 

Wnt sinyal ileti yolağında rol alan Wnt proteinleri, hücrelerden salınan ve diğer 

hücrelerin yüzeyindeki reseptörlere bağlanan sinyal molekülleridir. Bu proteinler 

gelişimde kritik bir rol oynarlar ve ortaya çıkan kanıtlar, yaşlanma süreciyle bağlantılı 

kök ve öncül hücrelerin özelliklerini de etkileyebileceklerini göstermiştir. Wnt sinyal 

iletiminin kök hücrelerin kendi kendini yenileme ve soya bağlı öncül hücreleri 

üretmeye yönelik süreçlerde rol oynadığı bilinmektedir (97). Kök hücrelerde önemli 

bir pluripotentlik faktörü olan Oct4' ün, kendini yenileyen embriyonik kök hücrelerde 

Wnt/β-katenin sinyalini işlevsel olarak baskılayabildiği bildirilmiştir (98,99). Lim ve 

arkadaşları Axin2 eksprese eden DKH’ lerin, parakrin olarak Wnt inhibitörlerini aktive 

edebildiğini göstermişlerdir(100). Bu, kök hücrelerin otonom Wnt sinyallemesi 

yoluyla kendini yenilemesi için bir mekanizma sağlar ve bu süreç, Wnt sinyallerinin 

farklılaşma ve kendini yenileme arasındaki dengeyi sağlamasıyla kontrol edilir. Lim 
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ve arkadaşlarının yine DKH çeşidi ve inaktif bulunan Saç folikülü kök hücreleri 

(HFSC) ile yaptıkları bir çalışmada HFSC' lerin kendi kendini yenileyen Wnt 

sinyallerini ve kök hücre bölünmesinin dışında farklılaşmayı destekleyen 

inhibitörlerini salgıladıklarını göstermiş ve daha önceki çalışmalarından farklı olarak 

Wnt inhibisyonunun farklılaşmayı güçlendirdiğini bildirmişlerdir (101). Wnt sinyali, 

kendini yenileme ve terminal farklılaşma arasındaki dengeyi koruyarak kök hücre 

biyolojisinin düzenlenmesinde kritik roller oynar (102). Wnt'in MKH proliferasyonu 

ve kendini yenileme üzerindeki etkisi de doza bağlı olabilmektedir, düşük Wnt 

aktivasyonunun MKH proliferasyonunu arttırdığı tespit edilirken, yüksek Wnt 

aktivasyonu varlığında MKH proliferasyonunun azaldığı tespit edilmiştir (103). 

Aksine araştırma verileri sunulsa da genel olarak Wnt/β katenin sinyal ileti yolağının 

kök hücrenin kendi kendini yenilemesi ile birlikte farklılaşmada da baskın rolü olduğu 

görülmektedir (99). Wnt ligandları ile farklılaşma arasındaki ilişkinin de dikkatli bir 

şekilde analiz edilmesi gerekmektedir. Örneğin Wnt5a' nın osteojenik farklılaşmaya 

katkıda bulunduğunu bildiren birçok çalışma olmasına rağmen istisna örnekleri de 

literatürde mevcuttur. 

Deri kök hücrelerinde UV hasarı oluşturulduğunda hücrelerde Wnt sinyal ileti 

genlerinden Wnt3a, Wnt5a ve Wnt7b ifadelerinin azaldığı gözlenmektedir. β-katenin 

düzeyi ise hücrenin UV’ye verdiği tepki olarak yükselmiştir. UV hasarlı hücrelerde 

bal uygulamasının Wnt3a, Wnt5a ve Wnt7b ifadelerini UvK grubuna kıyasla anlamlı 

derecede arttırdığı görülmektedir. Özellikle Wnt3a geninin ifadesinde ciddi bir artış 

söz konusudur. Wnt3a kanonik Wnt/β-katenin sinyal iletiminin önemli 

oyuncularından biridir. Bal uygulanan DKH hücrelerinde UV hasar sonrası β-katenin 

düzeyi hücrelerin koruma mekanizması ile azalma eğilimindedir. Bal uygulamasının 

DKH hücrelerinin UV kaynaklı strese gösterdiği tepkiyi azaltmış olabileceği 

düşünülmektedir. Aynı zamanda bal uygulaması yapılan UV hasarlı hücrelerde, Dvl1 

ifadesinin azaldığı buna karşılık Dvl3 ifadesinin artış gösterdiği bulunmuştur. Burada 

Uv+B grubunda Wnt ligandlarının aktivasyonuna rağmen kanonik Wnt sinyal ileti 

yolağının aktivasyonunun kontrol altında tutulduğu görülmektedir. Literatürden 

bilindiği üzere Axin2 ifade eden kök hücreler β-katenin’i baskılayarak ya da Wnt 

inhibitörleri salgılayarak kanonik Wnt sinyal ileti yolağı aktivasyonunun 

otokontrolünü sağlayabilirler. Uv+B grubundaki yıkım kompleksi genlerinin ifadeleri 

incelendiğinde Axin2 ifadesinin UvK grubuna göre anlamlı oranda arttığı 
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görülmektedir. Bu veri Uv+B grubunda Wnt ligandlarının artan ifadesine rağmen β- 

katenin düzeyinin neden düştüğünü açıklayabilir. Bir diğer olasılık ise bal uygulanan 

UV hasarlı hücrelerde artan Wnt3a, Wnt5a ve Dvl3 ifadesi β-katenin’den bağımsız 

nonkanonik yolakların aktivasyonunu düşündürmektedir. Wnt ailesinin bazı üyeleri 

hücre yüzeyinde hangi reseptörlerin mevcut olduğuna bağlı olarak kanonik yol 

dışındaki sinyal yollarını aktive edebilir (104). Örneğin Wnt5a ve Wnt3a hem kanonik 

hem de kanonik olmayan Wnt sinyal yollarını aktifleştirebilir (57). Feng ve 

arkadaşları, MKH'lerde Wnt3a'nın aşırı ekspresyonunun, farklı Wnt3a kaynaklı 

sonuçlardan sorumlu olan hem kanonik hem de kanonik olmayan Wnt yollarını aktive 

ettiğini tespit etmişlerdir (105). Çalışmada, Wnt3a; β-katenin aracılı kanonik Wnt 

yoluyla MKH çoğalmasını teşvik ederken, Ca+2/CaMKII aracılı kanonik olmayan Wnt 

yolu ile MKH'lerin kondrojenezini inhibe etmiştir (105). Wnt3a’nın Wnt/ PCP sinyal 

ileti yolağında rol oynayan RhoA ve ROCK'ı aktive edebildiği bildirilmiştir (106). 

Wnt3a’ nın pleiötropik fonksiyonları Sha ve arkadaşları tarafından da bildirilmiştir 

(107). Nemeth ve arkadaşları, kanonik olmayan Wnt5a' nın, hematopoetik kök 

hücrelerde (HKH) Wnt3a aracılı kanonik Wnt sinyalini inhibe ettiğini ve kök hücrenin 

farklılaşması ile ilişkili genleri inaktive ederek HKH’ lerin fonksiyonlarını 

koruduğunu bildirmişlerdir (104). Görüldüğü üzere Wnt3a ile aktive edilmiş kanonik 

ve kanonik olmayan yollar, MKH farklılaşmasının ve pluripotensisinin 

düzenlenmesinde birbirine karşı koymaktadır. Dolayısıyla Uv+B verilerine 

bakıldığında UvK grubuna göre Wnt3a ve Wnt5a ifadelerindeki değişimin Wnt/β- 

katenin yolundan bağımsız olarak non-kanonik yolak üzerinden de rol oynayabileceği 

öngörülmektedir. Wnt5a'nın Wnt/β-katenin yolağını birden fazla sistemde kanonik 

olmayan mekanizmalarla olumsuz etkilediği de bildirilmiştir. Wnt5a tarafından aktive 

edilen Wnt5a/Ca+2 yolağının β-katenin yolağını antagonize edebildiği ve Wnt5a'nın, 

TCF/LEF transkripsiyon faktörlerini fosforile edebilen, DNA bağlanma yeteneklerine 

müdahale edebilen ve β-katenin sinyalini baskılayan nonkanonik yolak olan 

TAK/NLK yolunu da aktive ettiği bildirilmiştir (108) (Şekil 22). 
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Şekil 22: Kanonik ve Kanonik Olmayan Wnt Sinyal İleti Yolağı Etkileşimi 

(Canva Kullanılarak Çizilmiştir) 

 

 
Memeli hücreleri Dvl1, Dvl2 ve Dvl3 olmak üzere üç izoformu değişen 

seviyelerde eksprese eder (109). Dvl izoformları hem birbirinin kısmen işlevini 

yaparken hem de farklı işlevsellik sergileyebilirler (110). Yokoyama ve arkadaşları 

Dvl3’ ün Dvl1 ve Dvl2 'ye kıyasla hücresel dağılımı ve nükleer lokalizasyonu 

açısından farklılık gösterdiğini ve Wnt3a stimülasyonuna yanıt olarak, Dvl3' ün 

nükleer birikiminin belirgin şekilde arttığını (~3 kat) tespit etmişlerdir. Bu nedenle,  

Dvl3' ün Wnt sinyal ileti yolunda özel bir rolü olabileceği düşünülmektedir (111). 

Verilere bakıldığında UvK ve Uv+B grubunda Dvl2 ifadeleri arasında anlamlı bir fark 

yoktur ancak her iki grupta da ifade baskılanmıştır. Uv+B grubunda Dvl3 ifadesinde 
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anlamlı derecede artış gözlenmiştir. Yokoyama ve arkadaşlarına göre Dvl3, Dvl1 ve 

Dvl2’ye göre nükleer lokalizasyonla daha çok ilişkilendirilmiştir. Dolayısıyla farklı 

bir işlevinin olabileceği vurgulanmıştır. Pruller ve arkadaşları Dvl1 ve Dvl3'ün, β- 

katenin'den bağımsız olarak insan miyoblastlarında hücre bölünmesinin 

sürdürülmesinde hayati bir rol oynadığını keşfetmişlerdir. Ayrıca Dvl1 veya Dvl3 'ün 

hücre çekirdeğindeki lokalizasyonunun hücrenin düzgün işleyişi açısından kritik 

öneme sahip olduğunu vurgulamışlardır (112). Nükleer Dvl’ın, gen ifadesini etkilemek 

için transkripsiyon düzenleyici bölgelerdeki epigenetik enzimlerle etkileşime 

girebileceği keşfedilmiştir (113). Uv+B grubundaki Dvl1 ve Dvl2’nin ifadesindeki 

azalma, β-katenin ifadesinin azalmasını desteklerken; Dvl3 ifadesinin artışı, nükleer 

lokalizasyonu ile ilgili bir mekanizmayla beraber β-katenin’ den bağımsız bir 

proliferasyonun gerçekleşmesi ile ilişkili olabilir. 

Wnt sinyal iletim yolağındaki yıkım kompleksi genlerine bakıldığında 

Axin1’in aksine, Axin2 ifadesinin Uv+B grubunda anlamlı derecede arttığı 

görülmektedir. Axin1 ve Axin2, β-katenin’in aktivitesini düzenleyen protein ağlarının 

önemli bileşenleri olmalarına rağmen, proteomik bağlantılarının ve protein etkileşim 

ağlarının farklılıkları nedeniyle görevlerinde bazı farklılıklar içermektedir. Örneğin,  

Axin1, β-katenin’in fosforilasyonu ile hücresel proteoliz yoluyla düzenlenirken, Axin2 

β-katenin’i daha hızlı bir şekilde yıkarak düzenlenir. Bu nedenle Axin1 ve Axin2, 

benzer görevlere sahip olsalar da, farklı stratejilerle β-katenin aktivitesini 

düzenleyebilirler (114). Wnt sinyal yolağında, Wnt ligandının hangi varyantı veya ne 

kadar ifade edildiğine bağlı olarak Axin1 ve Axin2 ifadelerinde değişiklikler 

oluşabilir. Moshkovsky ve arkadaşları Wnt3a varyantının dozajının, hedef genlerin 

ifadesinde farklı etkiler gösterdiğini tespit etmiştir. Örneğin, bir çalışma, yüksek 

dozajlarda Wnt3a'nın Axin2 geninin ifadesini artırdığını, ancak Axin1 geninin 

ifadesinde bir farklılık olmadığını göstermektedir (114). Bu nedenle, hedef genlerin 

ifadesindeki bu değişiklikler, belirli bir hücre tipi veya doku hedefi için özel bir  

düzenleme sağlayarak, Wnt sinyal ileti yolağının uyarılmasından kaynaklanan farklı 

hücresel fonksiyonlara yönelik özel bir yanıt oluşturabilir. Kanonik yolak ilişkili 

Wnt3a ligandının anlamlı artışına rağmen, Axin2’nin artan ifadesinin, çeşitli Wnt  

inhibitörleri salgılanmasını uyararak ve/veya β-katenin aktivitesi üzerindeki sınırlayıcı 

etkisinin ortaya çıkışı gibi çeşitli mekanizmalarla Wnt sinyalini kontrol altında 

tutabileceği düşünülmektedir. 



60  

 

Kök hücrede UvK grubunda Uv+B grubuna göre yüksek ifade gösteren yaşlılık 

ilişkili genler ve Uv+B grubuna göre ifadesi düşük olan kök hücre pluripotensi genleri; 

UvK grubunda Wnt aktivasyonunun kök hücrelerin farklılaşmalarını 

indükleyebileceğini gösterdiği gibi UvK grubundaki önemli Bmi1 ifadesindeki artışla 

birlikte değerlendirildiğinde Wnt sinyalinin farklı Wnt ligandları aracılığı ile UV 

hasarla kontrolsüz proliferasyonunun indüklenmiş olabileceğini de düşündürmektedir. 

Yamada ve arkadaşları, UV ışınlamasının, bir deri kök hücre çeşidi olan melanosit kök 

hücrelerinde Wnt/β-katenin sinyalinin aktivasyonunu indükleyebileceğini ve bu 

aktivasyonun kök hücrelerin epidermal melanositlere farklılaşmasına yol açabileceğini 

ayrıca Wnt1 yoluyla Wnt sinyal ileti yolağının UV kaynaklı aktivasyonunun 

hiperpigmentasyona ve anormal melanosit proliferasyonuna yol açabileceğini 

bildirmişlerdir (115). Bu nedenle, normal kök hücre farklılaşması ve deri 

rejenarasyonu için Wnt/β-katenin sinyal ileti yolağının aktivasyonu gerekli olsa da 

aşırı veya düzensiz aktivasyonun olumsuz sonuçlarının olabileceği de 

unutulmamalıdır. 

Balın, fibroblastlarda UV hasar kaynaklı yaşlanmaya karşı koruyucu etkisini 

araştırmak için HFF1 hücrelerindeki gen ekspresyon değişikliklerine bakıldığında kök 

hücrelere benzer şekilde Uv+B grubunda UvK grubuna göre artmış Wnt3a ifadesi 

gözlenmektedir. Wnt5a ifadesi ise kontrol grubuna göre Uv+B ve UvK gruplarında 

baskılanmasına rağmen, Uv+B grubunda UvK grubuna göre artış gösterdi. Wnt3a 

tedavisi hücresel büyümeyi ve fibronektin ekspresyonunu desteklemektedir. 

Wnt3a’nın, çeşitli çalışmalarda fibroblast aktivasyonunu indüklediği ve hücresel 

büyüme, göç ve hücre dışı matris üretimini desteklediği gösterildiği için genel olarak 

fibroblast aktivasyonu ile ilişkilendirilmiştir (116,117). Ragnoni ve arkadaşları, UV 

maruziyetinin, hem insan hem de fare derisinde papiller fibroblastların sayısında 

azalmaya yol açtığını ve bu kaybın en önemli sebebinin öncelikle apoptoz olduğunu 

bildirmişlerdir (118). UV sonucu artmış papiller fibroblast tükenmesi, nötrofillerin ve 

T hücresi alt popülasyonlarının infiltrasyonunu tetikler ve bu deride DNA hasarı ve 

pro-inflamatuar prostaglandinlerle sonuçlanır (118). Çalışmada UV’nin deride Wnt  

sinyalini güçlü bir şekilde aktive etmesine rağmen, bu epidermal β-katenin 

stabilizasyonu ile fibroblast çoğalmasının uyarılmasının, papiller dermis onarımını 

arttırmadığı tespit edilmiştir (118). Kök hücrede olduğu gibi fibroblastlarda da 
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özellikle kanonik Wnt sinyal ileti yolağının etkisi karmaşıktır. HFF1 hücrelerinde 

Wnt5a ifadesi UvK ve Uv+B gruplarında kontrole göre baskılandı ancak Uv+B 

grubunda ifadesi daha iyi korunmuştur. Kök hücrede gördüğümüz sonuçlara benzer 

şekilde yıkım kompleksinde görev alan Axin2 ifadesi Uv+B grubunda UvK grubuna 

göre artış gösterirken Axin1 için durum tam tersidir. Burada yine Uv+B grubunda 

artan Wnt3a ifadesine rağmen UvK grubuna göre daha az β-katenin hatta kontrol 

grubuna göre baskılanan β-katenin ifadesi gözlendi. Daha önce de bahsedildiği gibi 

buradaki kanonik Wnt ligandının artışına rağmen kontrol altında tutulan β-katenin 

aktivitesi Axin2’nin Wnt sinyal ileti yolağı üzerindeki otokontrol mekanizmasından 

kaynaklanıyor olabilir. Uv+B grubundaki KAS8 ifadesi, β-katenin baskılanmasına 

rağmen UvK grubuna göre daha düşüktür. UvK grubunda Rognoni ve arkadaşlarının 

öne sürdüğü gibi UV kaynaklı fibroblastların apoptoza girmesi söz konusu olabilir.  

UvK grubundaki artan KAS8 ifadesi bu olasılığı desteklemektedir. Uv+B grubunda 

ise KAS8 seviyesindeki azalmanın, Wnt5a’nın, Rho-JNK, PKC ve TAK-NLK gibi 

kanonik olmayan yolların aktivasyonu gibi çoklu mekanizmalar yoluyla apoptozu 

önleme mekanizması ile ilişkili olabileceği düşünülmektedir (119). Fibroblastlarda 

doku yenilenmesinde önemli rol oynayan HAS2 ve Hsp70 ifadesi artmıştır. 

Fibroblastlarda bal uygulamasının UV kaynaklı uyarılabilen β-katenin aktivitesini 

kontrol altında tutarken nonkanonik yolaklar aracılığı ile Wnt aktivasyonunu 

sağladığı, böylece fibroblast aktivasyonunu tetikleyerek HAS2 ve Hsp70 ifadesi ile 

UV maruziyetine yanıt olarak fibroblast hücre ölümü üzerinde koruyucu bir etkiye 

sahip olabileceği ve potansiyel olarak cildin HDM'sinin bütünlüğünü koruyabileceği 

söylenebilir. Fibroblastlarda, kök hücrede olduğu gibi Dvl genlerinin ifadelerinde 

değişkenlik gözlendi. Uv+B grubunda Dvl2 ifadesi UvK’ya göre azalırken, Dvl1 ve 

Dvl3 ifadesinde artış gözlenmiştir. Wnt sinyal ileti yolağının negatif düzenleyicileri 

olan yıkım kompleksi genlerinden APC ve GSK3β, Uv+B grubunda artış göstermiştir. 

Bu da Uv+B grubunda azalan β-katenin ifadesiyle uyumludur. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 
Bu çalışma balın, DKH’lerinde UV hasarına karşı potansiyel bir koruyucu etki 

sergileyebileceğini göstermektedir. Bal uygulaması DKH’lerde UV hasar sonrasında 

kök hücre ilişkili Oct4 ve Sox2 genlerin ifadelerini arttırdığı gibi p16, p21, p53 gibi 

hücre döngüsü genlerin ifadelerini azaltmaktadır. Bu durum balın, DKH’lerinde UV 

hasarını azaltma kapasitesine sahip olabileceğini ve aynı zamanda hücreyi 

koruyabileceğini işaret edebilir. DKH’lerinin kendi kendine yenileme ve soya bağlı 

öncül hücreleri üretmesine yönelik Wnt sinyal ileti yolaklarında yer alan genlerin ifade 

değişimleri de bal varlığında UV hasarının etkilerinden korumaya yönelik 

hipotezimizi destekler niteliktedir. DKH’lerinin mikro çevresinde bulunan fibroblast 

hücrelerinde, balın kanonik Wnt sinyal ileti yolağını baskılayan faktörlerin 

ekspresyonunu artırarak anormal Wnt/β-katenin aktivasyonunu engelleyebileceği ve 

HFF1 hücrelerinde HDM moleküllerinin salınımını destekleyip hücre sağkalımını 

artırırken Hsp70 ifadesini indükleyerek hasara karşı verilen koruyucu mekanizma 

cevabını arttırabileceği öngörülmektedir. Bu da balın deri hücrelerinde çeşitli 

koruyucu mekanizmaları tetikleyerek anormal hücre proliferasyonunu önleyebileceği 

olasılığını gösterir. Bu sonuçlar, doğal ürünlerin sağlık ve tıp alanında etkili bir rol 

oynayabileceğini vurgular. Balın içerdiği doğal bileşenlerin, hücresel düzeyde çeşitli 

sinyal yollarını etkileyerek hücre koruma mekanizmalarını uyarabileceği ve bu sayede 

deri sağlığını olumlu yönde etkileyebileceği düşünülmektedir. Bu tür doğal ürünlerin,  

gelecekte deri bakımı ve tedavi stratejilerinde kullanılabilme potansiyeline sahip 

olduğunu gösteren bu çalışma, doğal ürün temelli yaklaşımların önemini 

vurgulamaktadır. Bu elde edilen sonuçlar, çalışmanın doğruluğunu ve güvenilirliğini 

artırmaktadır; ancak, bu bulguların protein düzeyinde de doğrulanması gerekmektedir. 

Protein düzeyindeki doğrulama, yapılan deneylerin moleküler düzeyde nasıl 

etkileşimlere neden olduğunu daha ayrıntılı bir şekilde ortaya koyarak elde edilen 

verileri güçlendirecektir. Bu nedenle, ilerleyen aşamalarda protein düzeyinde 

yapılacak analizler, elde edilen genetik verilerin doğruluğunu teyit etme ve moleküler 

mekanizmaların daha derinlemesine anlaşılmasına katkı sağlama potansiyeline 

sahiptir. 
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