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ÖZET 

Cilt yaraları, yaşam kalitesini düşüren, ampütasyon ve ölüm ile sonuçlanabilen önemli sağlık 

problemlerinin başında gelmektedir. Klinikte yara iyileşmesi için kullanılan ürünlerin yetersizliği ve 

yüksek yan etkileri, araştırmacıları yeni terapötik ajanların ve biyomalzemelerin keşfine 

yönlendirmiştir.  Bu yüksek lisans tez çalışmasında, probiyotik Lactobacillus plantarum GD2 

suşunun, bu suştan elde edilen liyofilize ekzopolisakkaritin (L-EPS) ve sinbiyotiğin (canlı bakteri ve 

L-EPS kombinasyonu) yara iyileşmesinin farklı fazlarına etkisinin ortaya konulması amaçlanmıştır. 

Uygulamaların, L929 fare fibroblast hücrelerinde oluşturulan in vitro yara modelinde fibroblast 

migrasyonu üzerine etkisi belirlenirken, kollajen tip 1 alfa 1 (COL1A1) ve fibronektin (FN) 

seviyeleri ELISA yöntemi, mRNA ekspresyon düzeyleri qRT-PCR ile tespit edilmiştir. 

Uygulamaların, dönüştürücü büyüme faktörü beta 1 (TGF-β1)/Smad sinyal yolağı ile ilişkili 4 gen 

üzerindeki modülatör etkileri ile tümör nekroz faktör alfa (TNF-α) ile indüklenmiş L929 hücrelerinde 

yara inflamasyonu ile ilişkili genler üzerindeki etkileri qRT-PCR ile belirlenmiştir. Uygulamaların 

L929 hücreleri üzerindeki proliferatif etkisi flow sitometri ile tespit edilmiş olup, pro-anjiyojenik 

etkileri in ovo koryoallantoik membran (CAM) modelinde incelenmiştir. L-EPS, canlı bakteri ve 

sinbiyotiğin in vitro yara modelinde yara iyileşmesini hızlandırdığı (*p<0,05), L929 hücrelerinde 

COL1A1 oluşum düzeyini ve gen ekspresyonunu arttırdığı saptanmıştır (*p<0,05). Uygulamalar 

içerisinde L-EPS ve sinbiyotiğin TGF-β1, Smad2, Smad3 ve Smad4 genlerinin ekspresyonunu 

arttırarak TGF-β1/Smad sinyal yolağı üzerinde etkili olduğu tespit edilmiştir (*p<0,05). Bununla 

birlikte, TNF-α ile indüklen L929 hücrelerinde L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin artan interlökin 

1 beta (IL-1β), interlökin 6 (IL-6) ve indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) gen ekspresyonlarını 

düşürerek, anti-inflamatuar etki gösterdikleri belirlenmiştir (*p<0,05). Ayrıca, L-EPS, canlı bakteri 

ve sinbiyotiğin hem sağlıklı hem de TNF-α ile indüklenen L929 hücrelerinde proliferatif etkiye sahip 

olduğu görülmüştür (*p<0,05). İn ovo CAM modelinde ise hem L-EPS hem de sinbiyotiğin pro-

anjiyojenik etki gösterdikleri saptanmıştır (*p<0,05). L. plantarum GD2 suşunun, bu suştan elde 

edilen L-EPS’nin ve sinbiyotiğin yara iyileşme fazlarında farklı mekanizmalar ile çok yönlü 

iyileştirici etkilerinin olduğu belirlenmiştir. Çalışmalarda, L-EPS ve sinbiyotik uygulamaları birçok 

mekanizmada öne çıkmıştır. Sonuç olarak, etki mekanizması ortaya konmuş canlı probiyotik 

bakterinin, probiyotik kaynaklı L-EPS’nin ve sinbiyotiğin yara iyileşmesinde etkili ajan olabilme 

potansiyelleri bulunurken, buna ilaveten L-EPS’nin yara iyileştirici biyomalzeme geliştirilmesinde 

kullanılabilme potansiyeli de bulunabilir. 
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ABSTRACT 

Skin wounds are one of the major health problems that reduce the quality of life and might result in 

amputation and death. The insufficiency and severe side effects of the products used in the clinic for 

wound healing have prompted researchers to discover novel therapeutic agents and biomaterials. The 

purpose of this master's thesis research is to determine the effects of probiotic Lactobacillus 

plantarum GD2 strain, lyophilized exopolysaccharide (L-EPS) obtained from this strain, and 

synbiotic (combination of live bacteria and L-EPS) on various phases of wound healing. While 

determining the effects of the treatments on fibroblast migration with in vitro wound model created 

in L929 mouse fibroblasts, collagen type 1 alpha 1 (COL1A1) and fibronectin (FN) levels were 

determined by ELISA method, and mRNA expression levels were determined by qRT-PCR. 

Modulatory effects of treatments on 4 genes associated with transforming growth factor-beta 1 (TGF-

β1)/Smad signaling pathway and effects on genes related to wound inflammation in tumor necrosis 

factor-alpha (TNF-α)-induced L929 cells were determined by qRT-PCR. Flow cytometry was used 

to determine the proliferative effects of the treatments in L929 cells, and the pro-angiogenic effects 

were examined using the in ovo chorioallantoic membran (CAM) model. It was found that L-EPS, 

live bacteria, and synbiotic accelerated wound healing in in vitro wound model (*p<0.05), and 

increased the production level and mRNA expression of COL1A1 in L929 cells (*p<0.05). It was 

determined that L-EPS and synbiotic are efficient on TGF-β1/Smad signaling pathway by increasing 

the expression of TGF-β1, Smad2, Smad3 and Smad4 genes in the conducted treatments (*p<0.05). 

It was further detected that L-EPS, live bacteria and synbiotic showed anti-inflammatory effects by 

down-regulating the increased interleukin 1 beta (IL-1β), interleukin 6 (IL-6) and inducible nitric 

oxide synthase (iNOS) gene expressions in TNF-α-induced L929 cells (*p<0.05). In additionally, L-

EPS, live bacteria and synbiotic were found to have proliferative effect on both healthy and TNF-α-

induced L929 cells (*p<0.05). L-EPS and synbiotic were both shown to exert pro-angiogenic effects 

in in ovo CAM model (*p<0.05). L. plantarum GD2 strain, as well as both L-EPS and synbiotics 

produced from this strain, have multifaceted healing effect, including several mechanisms in the 

wound healing phases. L-EPS and synbiotic applications came to the fore in studies on many wound 

healing mechanisms. In conclusion, probiotic bacteria, probiotic-obtained L-EPS, and synbiotic have 

the potential to be an efficient agent in wound healing, and moreover, L-EPS may have the potential 

to be used in the development of wound-healing biomaterials. 
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1. GİRİŞ 

Yara; cilt, mukoza ve doku organizasyonun bir veya bir kaçının bozulması olarak tanımlanır 

(Kujath ve Michelsen, 2008). Yaralanmaya sebep olan faktörlere örnek olarak; fiziksel ve 

kimyasal yanıklar, basınç, arteriyel ve/veya venöz vasküler zayıflama, immün yetmezlik, 

malignite, bağ dokusu bozuklukları ve diyabet gibi metabolik hastalıklar verilebilir (Shankar 

ve diğerleri, 2014; Pavel ve diğerleri, 2020). Enfeksiyonlu yanık yaraları (Rowan ve 

diğerleri, 2015), nöropati ve vasküler bozukluklar ile ilişkili diyabetik yaralar (Xs, 2018), 

yaşlanan nüfusa bağlı olarak artan yatan hasta popülasyonundaki basınç yaraları (Boyko ve 

diğerleri, 2018) ve cilt kanserine bağlı gelişen yaralar (Pavel ve diğerleri, 2020) günümüzde 

hala önemli sağlık problemlerinin başında gelmektedir.  

Yaralar, akut ve kronik yaralar olarak kategorize edilmektedir (Whitney, 2005). Cilt 

yaralarının iyileşmesi, hücre migrasyonunun ve proliferasyonunun birbiriyle ilişkili 

mekanizmalarını, kollajen ve fibronektin gibi ekstrasellüler matriks (ECM) bileşenlerinin 

sentezini, neovaskülarizasyonu, iyileşme sürecini koordine eden büyüme faktörlerini ve 

sitokinleri içeren kompleks bir süreç olup, yara iyileşmesi inflamasyon, proliferasyon ve 

remodeling olmak üzere üç temel faz ile gerçekleşir (Gushiken ve diğerleri, 2021). Yara 

iyileşme süreci akut yaralarda olduğu gibi normal devam etmediğinde yaralar gecikir veya 

kronikleşir (Han ve Ceilley, 2017). Kronik yaraların iyileşmesi genellikle inflamatuar fazda 

durur ve iyileşme sürecindeki fazların mekanizmaları olağan şekilde ilerlemez (Frykberg ve 

Banks, 2015). Diyabet, kanser ve vaskülopati gibi hastalıkların neden olduğu kronik 

yaraların artışına paralel olarak artan hasta sayısı klinik, ekonomik ve sosyal problemlerin 

artmasına neden olmaktadır (Negut ve diğerleri, 2018; Zhang ve diğerleri, 2020). Hem içsel 

hem de dışsal faktörlere duyarlı olan cildin bütünlüğünde meydana gelen fizyolojik 

bozukluklar, uzuv kaybına hatta ölüme neden olabilmektedir (Murphree, 2017). Tedavisi zor 

olan bu yaralar ile mücadele etmek için klinikte temel olarak sistemik antibiyotik tedavileri, 

çeşitli pansumanlar ve yara iyileşmesini desteklemek için yapılan operatif debridmanlar 

kullanılır. Bu rutin tedavi yöntemlerinin, uzun bir tedavi sürecine ve yüksek maliyetlere 

neden olması ile birlikte, operatif debridmanların anestezi gerektirmesi ve sistemik 

antibiyotik kullanımının yüksek yan etkilere sebep olması nedeniyle, yara iyileşme 

patofizyolojisinin aşamalarını çoklu hedefleyen ve yan etkileri düşük yeni terapötik ajanların 

bulunmasına yönelik çalışmalar devam etmektedir  (Zhang ve diğerleri, 2020).  
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Yara iyileşmesinde biyomalzemelerin kullanımı; yara bölgesi için nemli bir ortam sağlama, 

yarayı patojenlerden koruma, antibakteriyel ve antioksidan etki oluşturabilme, kolay 

uygulanabilme imkanı ve farklı mekanik özellikler ile iyileşmeyi destekleyebilme gibi 

avantajları bakımından son yıllarda ilgi çekici olmuştur (Yu ve diğerleri, 2022). Yara 

iyileşmesinde hem doğal hem de sentetik biyomalzemeler kullanılabilmekte olup, kullanılan 

doğal biyomalzemelerde biyo-uyumluluk, biyo-bozunurluk ve sitotoksik olmama özellikleri 

aranmaktadır. Kollajen, jelatin, hiyalüronik asit (HA), kitosan, aljinat, elastin ve ipek fibroin 

yara iyileşmesinde biyomateryal olarak kullanılan biyopolimerlerden bazılarıdır (Nour ve 

diğerleri, 2019). Diğer yara tedavi stratejilerine kıyasla biyomalzemelerin kullanımı daha 

verimli olsa da bu uygulamaların en büyük kısıtlaması yüksek maliyetli olmasıdır. Yara 

tedavilerinin zorlukları ve yüksek klinik harcamaları göz önünde bulundurulduğunda, en az 

muadilleri kadar etkili olabilecek ekonomik yara biyomalzemelerinin üretilmesi, hastaların 

hayat kalitesinin yükselmesi ve yara bakımlarının neden olduğu sağlık yükünün azaltması 

bakımından önem arz etmektedir (Bahar, 2021).  

Probiyotik mikroorganizmaların hastalıkların önlenmesinde farmakolojik olarak kullanımını 

tanımlayan ifade olarak canlı biyoterapötikler  kavramı, 2012 yılında Amerikan Gıda ve İlaç 

Dairesi tarafından resmi olarak yeni bir tıbbi ürün kategorisinde bildirilmiş olup, 

probiyotiklerin terapötik olarak canlı uygulanmaları dikkat çekici olmuştur (Cordaillat-

Simmons ve diğerleri, 2020). Probiyotikler; amino asitler, vitaminler, bakteriyosinler, 

enzimler, küçük peptitler , kısa zincirli yağ asitleri ve polisakkaritler gibi zengin metabolit 

içerikleri ile biyoaktif moleküllerin üreticisi olma potansiyelleri bakımından öne 

çıkmaktadır (Indria ve diğerleri, 2019). Günümüze kadar probiyotiklerin ve metabolitlerinin; 

antioksidan, antimikrobiyal, anti-inflamatuar, anti-obezite, anti-diyabetik, anti-kanser, 

nöroprotektif, immünomodülatör, anti-alerjik ve doku onarımını teşvik etme gibi farklı 

yararlı etkileri literatürde bildirilmiştir (Fijan, 2016; Lukic ve diğerleri, 2017; Plaza-Díaz ve 

diğerleri, 2017; Wang ve diğerleri, 2017; Michael ve diğerleri, 2019; Tukenmez ve diğerleri, 

2019; Mazhary ve diğerleri, 2020; Sirin ve Aslim, 2020; Ranjha ve diğerleri, 2021). Son 

yıllarda yapılan çalışmalarda, probiyotiklerin kozmetik alanlarda kullanımı, cilt lekelerini 

giderici etkileri, cilt yenilenmesi ve yara iyileştirici etkileri dikkat çekmektedir (Al-

Ghazzewi ve Tester, 2014). 

Ekzopolisakkarit (EPS); bitkiler, mantarlar, algler ve bakteriler tarafından üretilen, şeker ve 

şeker türevlerinin monosakkarit rezidülerinden oluşan biyopolimerdir. Ekstrasellüler ortama 
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salgılanan EPS’ler, tek tip monosakkarit içeren homopolisakkarit  ve D-glukoz, D-galaktoz, 

L-ramnoz, N-asetilglukozamin, N-asetilgalaktozamin, glukoronik asit gibi yapıları içeren 

heteropolisakkarit olmak üzere iki grup altında toplanır (Nwodo ve diğerleri, 2012; Schmid 

ve diğerleri, 2015). Marin bakterilerinden elde edilen EPS’ler ile yapılan çalışmalar, EPS’nin 

insan dermal fibroblastlarında güçlü bir antioksidan etki sağladığını, fibroblast 

migrasyonunu indüklediğini (Sun ve diğerleri, 2020), keratinositlerin ve fibroblastların 

proliferasyonunu arttırdığını (Sahana ve Rekha, 2019) ve hücre adezyonunu desteklediğini 

göstermiştir (Sahana ve Rekha, 2020). Bununla birlikte, literatürde probiyotik kaynaklı 

EPS’lerin cilt yaraları üzerindeki etkilerini gösteren sadece iki çalışma bulunmasıdır. Bu 

çalışmalar, probiyotik EPS’lerinin antioksidan ve antibakteriyel özelliklerini, in vivo yara 

kapanması ve kollajen birikimi üzerindeki etkisini (Trabelsi ve diğerleri, 2017), anti-elastaz 

ve anti-kollajenaz aktivitelerini (Shirzad ve diğerleri, 2018) gösteren, sınırlı miktarda 

deneysel çalışma kapsayan araştırmalardır.  Ayrıca EPS’lerin biyo-uyumlu ve biyo-

parçalanabilir olmaları, düşük sitotoksik etkide olmaları ve kimyasal işlevsellikleri dikkate 

alındığında, probiyotik kaynaklı EPS’lerin yara iyileştirici etken madde veya yara 

biyomalzemesi olma potansiyeli de bulunmaktadır (Banerjee ve diğerleri, 2021; Hivechi ve 

diğerleri, 2021). Bu potansiyellerine rağmen günümüze kadar probiyotik EPS’lerinin, yara 

iyileşme fazlarındaki birçok mekanizma üzerindeki etkisinin ortaya konulduğu bir çalışma 

bulunmamaktadır.  Bununla birlikte, son yıllarda sinbiyotiklerin (probiyotik ve prebiyotik 

kombinasyonu), probiyotik uygulamalarına göre daha etkili ve sağlık için faydalı doğal 

kombinasyonlar olarak öne çıkmasına rağmen (Pandey ve diğerleri, 2015; Batista ve 

diğerleri, 2020), literatürde sinbiyotiklerin yara iyileşmesi üzerine etkisini gösteren herhangi 

bir çalışma mevcut değildir. Literatürde bahsedilen bu eksikliklerin giderilebilmesi amacıyla 

aşağıdaki hedefler ve amaçlar belirlenmiştir. 

Bu yüksek lisans tez çalışmasında; 

1. Yara iyileşmesinde kullanılabilecek yeni bir etken madde veya biyomalzeme geliştirici 

yeni bir ajan bulmak amacıyla Lactobacillus plantarum GD2 suşu ve bu suştan elde 

edilen liyofilize EPS (L-EPS) ve sinbiyotiğin (canlı probiyotik bakteri ve L-EPS 

kombinasyonu) fibroblast hücreleri üzerinde yara iyileştirme potansiyellerinin çoklu 

mekanizmalar (inflamasyon, proliferasyon, migrasyon, ekstrasellüler matriks üretimi, 

neovaskülarizasyon) üzerinden ortaya konulması, 
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2. Üç farklı probiyotik kaynağı içerisinde, yara iyileşmesinde hangisinin daha etkili olduğu 

ve etkin oldukları uygun doz ve sürelerin belirlenmesi, 

3. Probiyotik kaynaklı uygulamaların, fibroblast migrasyonu üzerine etkisinin incelenerek 

yara kapanmasında ne derece etkin olduklarının ortaya konulması,  

4. Probiyotik kaynaklı uygulamaların, fibroblastlar aracılığıyla kollajen ve fibronektin 

sentezi üzerindeki etkilerinin araştırılıp, yara bölgesinde ECM oluşumunu sağlayarak 

yara iyileşmesinde etkin olabilme potansiyellerinin tespit edilmesi, 

5. Probiyotik kaynaklı uygulamaların, dönüştürücü büyüme faktörü beta 1 (TGF-β1)/Smad 

sinyal yolağı üzerinde etkisini ortaya koyarak, uygulamaların bu sinyal yolağı 

aracılığıyla yara iyileşmesindeki proliferasyon, migrasyon ve ECM üretimi aşamaları 

üzerindeki ilişkisinin açığa çıkarılması,  

6. Probiyotik kaynaklı uygulamaların, yara inflamasyonu üzerindeki etkilerinin 

incelenerek inflamasyon kaynaklı geç iyileşen veya iyileşmeyen yaralardaki anti-

inflamatuar etkilerinin ortaya konulması, 

7. Probiyotik kaynaklı uygulamaların, hem sağlıklı hem de inflamasyonun indüklendiği 

fibroblastlar üzerindeki proliferatif etkilerinin gösterilmesi, 

8. Probiyotik kaynaklı uygulamaların, pro-anjiyojenik özelliklerinin belirlenerek yara 

bölgesinde yeni kan damarlarının oluşumuyla yaranın mikroçevresini besleyerek 

iyileşmesini destekleyebilecek yeni ajan ve/veya biyomalzeme olma potansiyellerinin 

ortaya konulması hedeflenmiştir.  

Yukarıdaki hedefler doğrultusunda bu yüksek lisans tez çalışmasında, karmaşık bir 

patofizyolojiye sahip olan yara iyileşmesinde çoklu mekanizmalar ile farklı yara tiplerinde 

kullanılabilecek ve tek bir ajan olarak kullanılıp çok yönlü etki gösterebilme potansiyeli olan 

probiyotik kaynaklı yeni terapötik ajanların ve/veya biyomalzeme üretiminde 

kullanılabilecek polimerin bulunması amaçlanmıştır. Probiyotik kaynaklı uygulamaların 

yara iyileşmesinde; TGF-β1/Smad sinyal yolağı aracılığıyla fibroblast migrasyonu, 

proliferasyonu ve kollajen sentezini indükleyici etkilerinin yanı sıra anti-inflamatuar ve pro-

anjiyojenik etkilerinin olduğu gösterilmiştir. Bu sayede, alternatiflerine göre yara 

iyileşmesinde çok yönlü etkilere sahip olan bu uygulamaların yeni terapötik ajanlar olarak, 

ayrıca L-EPS’nin yara iyileşmesinde kullanılabilecek yeni bir biyomalzeme olarak önü 

açılacak ve çalışmamız yara tedavisine yönelik yeni ajanlar keşfetmeyi hedefleyen 

çalışmalara örnek teşkil edecektir.   
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

2.1. Cildin Tanımı, Fizyolojisi ve Önemi 

Cilt (deri), yetişkin insanlar için tahmini toplam ağırlığı 5 kg ve yüzeyi yaklaşık 2 m2 olan, 

memeli vücudunun en büyük organıdır (Summerfield ve diğerleri, 2015). İnsan derisi 

epidermis, dermis ve hipodermis olmak üzere farklı şekilde özelleşmiş 3 katmandan 

oluşmaktadır (Wong ve diğerleri, 2016). Epidermis, temel olarak keratinosit katmanlarından 

oluşsa da antijen sunan dendritik Langerhans hücreleri, melanositler ve Merkel hücreleri 

dahil olmak üzere epitel olmayan hücreler de içerir. Epidermis, interasellüler sıvıların 

dermal vaskülatürden difüzyonu ile beslenir (Abdo ve diğerleri, 2020). Keratinositler 

farklılaştıkça epidermiste; stratum spinosum, stratum granulosum, stratum corneum olarak 

bilinen bazal tabakanın üzerinde üç katman oluşturur (Maibach ve Honari, 2014). Dermis, 

derinin mezenşimal bileşeni olup epidermisten bazal membran ile ayrılır (Rippa ve diğerleri, 

2019). Fibroblastlar, dermiste en çok bulunan hücrelerdir. Bu hücrelerin karakteristik 

özelliği, ekstrasellüler matriksi (extracellular matrix, ECM) sentezleme ve yeniden 

modelleme (remodeling) yeteneğidir. Remodeling, metalloproteinazlarının ve 

inhibitörlerinin sentezi ile desteklenmektedir (Thulabandu ve diğerleri, 2018). Kollajen tip 

1 sentezleme yeteneği fibroblastların karakteristik özelliğidir (Thulabandu ve diğerleri, 

2018; Rippa ve diğerleri, 2019). Hipodermis (subkutan yağ); adipositler, makrofajlar, 

vaskülatür, sinirler ve fibroblastlardan oluşur ve işlevi epidermal ile dermal tabakaları 

desteklemektir (Jahrom ve diğerleri, 2018). İnsan derisinin yapısı Şekil 2.1’de şematize 

edilmiştir.   

 

Şekil 2.1. İnsan derisinin yapısı ve organizasyonu (Macneil, 2007) 
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Cilt; vücut ve dış çevre arasında bir bariyer oluşturarak vücudu ekzojen kimyasal ve fiziksel 

faktörlere karşı koruyan, metabolik süreçlerde yer alan, patojenik mikroorganizmalara karşı 

ilk savunma hattında rol alan, termoregülatör işlev gören ve immünolojik süreçlere katılan 

önemli bir yapılanmadır (Boer ve diğerleri, 2016). Hem içsel hem de dışsal faktörlere duyarlı 

olan cildin bütünlüğünde meydana gelecek değişimler uzuv kaybına, hatta ölüme neden 

olabilmektedir (Murphree, 2017). Farklı etkenler ile meydana gelen cilt hastalıkları, dünya 

çapında milyonlarca insanı etkileyen ve küresel hastalık yükünün önde gelen nedenlerinden 

biridir (Lim ve diğerleri, 2017). Önemli cilt problemlerinden biri olan yaraların tedavisi için 

Medicare Sağlık Sigortası (Amerika Birleşik Devletleri) 28,1-96,8 milyar $ sağlık 

harcamasını rapor etmiştir. Artan sağlık hizmetleri maliyetleri, yaşlanan popülasyon, 

biyofilmler gibi tedavisi zor enfeksiyon risklerinin tanımlanması ve dünya çapında devam 

eden diyabet ve obezite tehdidi gibi faktörler yara tedavileri için klinik, sosyal ve ekonomik 

zorluklara neden olmaktadır (Sen, 2019).  

2.2. Yara İyileşmesi ve Onarım Mekanizmaları ile İlgili Genel Bilgiler 

2.2.1. Genel bakış: Yara oluşumu ve yara tipleri 

Yara; cilt, mukoza ya da doku organizasyonun bir veya bir kaçının bozulması olarak 

tanımlanabilir (Kujath ve Michelsen, 2008). Yaralanmaya sebep olan faktörlere örnek 

olarak; fiziksel ve kimyasal yanıklar, basınç, arteriyel ve/veya venöz vasküler zayıflama, 

immün yetmezlik, malignite, bağ dokusu bozuklukları, diyabet gibi metabolik hastalıklar, 

beslenme yetersizlikleri ve psikososyal bozukluklar verilebilir (Shankar ve diğerleri, 2014). 

Yaralar, spesifik yara tipleri ile birlikte genel olarak akut ve kronik olarak kategorize edilir 

(Whitney, 2005). Akut yaraların iyileşme süresi yaklaşık 3 ay iken kronik yaraların iyileşme 

süresi 3 aydan fazladır (Korting ve diğerleri, 2011). 

Yara iyileşme süreci, yaralanan dokunun onarımı için kan hücreleri, sitokinler ve büyüme 

faktörlerinin rol aldığı hücresel ve moleküler süreçlerin organizasyonunu gerektirir (Kim ve 

Nair, 2019; Yang ve diğerleri, 2020). Bu organizasyona adaptasyon sağlayamayan 

hücrelerin apoptoz veya nekroz yolları ile ölümü gerçekleşir (Ogawa, 2019) (Şekil 2.2). 
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Şekil 2.2. Hücrelerin, hasarlanmalara ve farklı faktörlere karşı adaptasyonları (Ogawa, 

2019: 4) 

2.2.2. Yara iyileşmesinin fazları 

Yara iyileşmesinin majör fazları; inflamasyon, proliferasyon (granülasyon doku 

formasyonu) ve remodeling fazları olup bu fazların birbiri ile entegre sürelerde gerçekleştiği 

bilinmektedir (Jun ve diğerleri, 2015; Yeh ve diğerleri, 2017; Sveen ve diğerleri, 2019). Yara 

iyileşmesinin zamana göre gerçekleşen fazları Şekil 2.3’te gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.3. Yara iyileşmesinin zamana göre gerçekleşen fazları (DesJardins-Park ve diğerleri, 

2019) 
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2.2.3. Yara iyileşmesinin inflamasyon fazı 

Yara iyileşmesinin inflamasyon fazı; vazokonstriksiyon (kan damarlarının büzülmesi) ve 

hemostaz ile başlayarak vazodilatasyon (kan damarlarının genişlemesi), kapiller 

permeabilitenin artışı, kemotaktik büyüme faktörlerinin salgılanması ve inflamasyonun 

tetiklenmesi ile karakterize edilebilir (Kujath ve Michelsen, 2008; Atkin ve diğerleri, 2019). 

Yaralanma sonrası, geçici reseptör potansiyel kanalları (transient receptor potential channel, 

TRP) olan geçici reseptör potansiyel vanilloid 1 (TRPV1) ve geçici reseptör potansiyel 

ankirin 1 (TRPA1) aktif hale gelip yara iyileşmesinin nörojenik inflamasyonunu başlatarak 

inflamasyon sürecini tetikler (Gouin ve diğerleri, 2017). Nosiseptif (ağrı verici) 

inflamasyonu başlatan TRP kanallarının aktivasyonu aksiyon potensiyelini oluşturarak 

kalsitonin geni ile ilişkili peptidin (calcitonin gene-related peptide, CGRP) salınımını 

indükler (Akopian, 2017; Patapoutian ve diğerleri, 2010). Bir nöropeptit olan CGRP, kan 

hücreleri ve inflamatuar hücrelerin yara iyileşme sürecindeki aktivasyonunu düzenler. 

İndüklenen CGRP yaralanmadan hemen sonra mast hücreleri, histamin gibi mediyatörleri 

salgılayarak vasküler geçirgenliği sağlar (Wulff ve Wilgus, 2013; Aich ve diğerleri, 2015). 

Toll-benzeri reseptör (toll-like receptor, TLR) sinyali ise hızlı bir immün cevabı aktive eder. 

Sinir sistemi ve spesifik nöromediyatörler, TLR'lerin aktivasyonunda rol oynar (Granstein 

ve Luger, 2009: 89, 102). Yaralanma sonrası TRPV1 ve TRPA1 kanallarının aracılığıyla 

aktifleşen inflamasyon süreci Şekil 2.4’te şematize edilmiştir. 

Yara iyileşmesinin inflamasyon fazında aktif rol alan inflamatuar hücreler; nötrofiller, 

monositler, makrofajlar ve lenfositlerdir (Ellis ve diğerleri, 2018). Nötrofillerin yara 

iyileşmesindeki esas görevi, patojenlere açık olan yara bölgesini koruyarak enfeksiyonu 

önlemektir (Wilgus ve diğerleri, 2013). Monosit hücrelerinden türevlenen makrofajlar ise 

inflamatuar fazda önemli etkilere sahiptir (Kloc ve diğerleri, 2019; Kim ve Nair, 2019; Koh 

ve Dipietro, 2020). Pro-inflamatuar makrofajlar olarak bilinen M1 makrofajları, yara 

bölgesinde bulunan bakterilerin, yabancı partiküllerin ve ölü hücrelerin fagositoz ile 

temizlenmesi için yara bölgesine sızar. M2 makrofajları ise fibroblastların, keratinositlerin 

ve endotel hücrelerin migrasyonunu ve proliferasyonunu tetikler (Krzyszczyk ve diğerleri, 

2018). Bununla birlikte makrofajlar, yara onarımında rol alan efektör hücrelerini yara 

yatağına toplar (Ogawa, 2019: 4,9). 
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Şekil 2.4. Yaralanma sonrası TRPV1 ve TRPA1 kanallarının aracılığıyla indüklenen 

nosiseptif inflamasyon (Cañedo-Dorantes ve Cañedo-Ayala, 2019) 

Yara iyileşmesinin inflamatuar fazındaki diğer önemli hücre grubu, dendritik epidermal T 

hücreleridir (dendritic epidermal T cell, DETC). DETC olan gama delta (γδ) T hücreleri 

doku hasarına erken cevap vererek dokuyu enfeksiyona karşı korumaktır. γδ T hücrelerinin 

bir diğer önemli özelliği ise keratinosit büyüme faktörünü (keratinocyte growth factor, KGF) 

indükleyerek keratinosit hücrelerinin proliferasyonunu tetiklemesidir (Havran ve Jameson, 

2010).  

Fibroblastlar, yara iyileşmesinin inflamasyon fazında aktif rol oynayan diğer bir hücre 

grubudur (Mescher, 2017). M1 makrofajları; fibroblast pro-inflamatuar sitokinlerinin ve 

kemokinlerinin, matriks metalloproteinazların (matrix metalloproteinase, MMP) ve 

inhibitörlerinin salınımını indükler. Ayrıca, M1 makrofajları ile aktifleşen fibroblastlar 

tarafından pro-inflamatuar sitokinlerin üretimi aşağı-regüle (down-regüle) edilir (Stunova 

ve Vistejnova, 2018).   

2.2.4. Yara iyileşmesinin proliferasyon fazı (granülasyon doku formasyonu) 

Yara iyileşmesinin proliferasyon fazı; keratinositler ile fibroblastların migrasyonu ve 

proliferasyonu, anjiyogenez, granülasyon doku formasyonu ve ECM’nin yeniden 

şekillenmesi ile karakterize edilir (Tang ve diğerleri, 2014; Das ve diğerleri, 2016; Keyes ve 

diğerleri, 2016; Yeh ve diğerleri, 2017).  
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Keratinositler ile fibroblastların proliferasyonu ve migrasyonu 

Keratinositler ve fibroblastlar, proliferasyon ve migrasyon aşamaları ile birlikte çift parakrin 

sinyal döngüsü oluşturarak yara iyileşme sürecine katkıda bulunan önemli hücrelerdir. 

anahtar hücrelerdir (Werner ve diğerleri, 2007; Wojtowicz ve diğerleri, 2014). Proliferatif 

fazda keratinositler, büyüme faktörleri, integrinler ve MMP’lerin aktivasyonu ile yara 

bölgesine göç eder ve hiperproliferasyon ile yara bölgesini doldurur (Raja ve diğerleri, 

2007). Cilt bariyerin bozulmasına yanıt olarak keratinositler, keratinosit migrasyonunu ve 

proliferasyonunu aktive eden, hem otokrin hem de parakrin sinyal molekülü olarak işlev 

gören interlökin-1’in (IL-1) salınımını indükler. IL-1 aynı zamanda çift parakrin 

sinyalizasyonunun bir örneğidir. Bunun sebebi, IL-1 ile indüklenen fibroblastların KGF'nin 

salınımını sağlaması ve salınan KGF’nin keratinosit proliferasyonunu ve migrasyonunu 

indüklemesidir (Wojtowicz ve diğerleri, 2014). Keratinositlerin çift parakrin indüksiyonu ile 

tetiklenen fibroblastlar da yara iyileşme sürecine proliferasyon ve migrasyon ile katkı sağlar 

(Werner ve diğerleri, 2007; Velnar ve Ailey, 2009). Keratinositlerin ve fibroblastların yara 

iyileşmesinin proliferasyon fazındaki çift parakrin sinyalizasyonu Şekil 2.5’te şematize 

edilmiştir.  

 

Şekil 2.5. Yaralanma sonrası keratinositlerin ve fibroblastların çift parakrin sinyalizasyonu 

Yara anjiyogenezi 

Anjiyogenez, yara iyileşmesi için kritik öneme sahiptir. Hasarlanan dokuda oluşan kan 

damarları, yara dokusuna besin ve oksijen taşınmasını sağlar (Li, Zhang ve Kirsner, 2003). 
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Yaralanma sonrasında yoğun bir şekilde yeni kılcal damarların oluşumu ve hasarlanan kan 

damarlarının onarımını takiben yara bölgesinde yeni bir vasküler ağın oluşumu sağlanır 

(Honnegowda ve diğerleri, 2015). Yaralanma sonrası hasarlanan dokudaki yetersiz 

perfüzyon, kronik yaraların patofizyolojisinin altında yatan önemli problemlerden biridir 

(Demidova-Rice ve diğerleri, 2012; Shahin ve diğerleri, 2020).  

Yara anjiyogenezi, belirli bir moleküler ve hücresel kaskad ile oluşur (Honnegowda ve 

diğerleri, 2015). Yara onarımındaki proliferasyon fazının önemli belirteçlerinden biri olan 

yara anjiyogenezinde; vasküler endotel büyüme faktörü (vascular endothelial growth factor, 

VEGF), anjiyopoietin, fibroblast büyüme faktörü (FGF) ve dönüştürücü büyüme faktörü 

beta (transforming growth factor beta, TGF-β) fonksiyonel rol oynar (Li ve diğerleri, 2003). 

Endotel hücrelerinde bulunan anjiyogenik büyüme faktörlerini bağlayan reseptörlerine 

büyüme faktörleri bağlanarak intrinsik (hücre içi) sinyal yolağı aktif hale gelir.  Aktifleşen 

ve çoğalan endotel hücreleri, proteolitik enzimlerin salınımı ile ana damarların bazal 

membranını çözerek filizlenir. Bu aşamadan sonra endotel hücreler, hücre yüzey adezyon 

molekülleri olan integrinler aracılığıyla yara yatağına göç eder ve MMP’ler, çevre doku 

matriksini filizlenen damarların doğrultusuna göre yıkar. Vasküler filizler, tübüler kanalları 

oluşturduktan sonra yeni kan damarları stabil hale gelerek anjiyogenez tamamlanır 

(Tonnesen ve diğerleri, 2000; Li ve diğerleri, 2003; Honnegowda ve diğerleri, 2015). Şekil 

2.6’da bu aşamalar şematik olarak gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.6. Yara anjiyogenezinin şematik gösterimi (Guerra ve diğerleri, 2018) 
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Granülasyon doku formasyonu ve ECM’nin yeniden şekillenmesi 

Yaralanmanın ardından 2-4 gün sonra oluşan granülasyon dokusu; kan pıhtısı, fibroblastlar 

ve fibroblastların projenitör hücreleri, yara bölgesinde bulunan fibroblastların oluşturduğu 

gevşek bağ dokusunun ECM’si, olgunlaşmamış kollajen (tip III), yeni oluşan kan damarları 

ve inflamatuar hücreleri içerir (Häkkinen ve diğerleri, 2012).  

EMT, migrasyon potansiyeli sağlayan bir süreç olup, keratinositlerin ve lokal deri epitel 

hücrelerinin epidermal bariyerini yeniden oluşturması amacıyla yara yatağına migrasyonunu 

sağlayarak kutanöz yara iyileşmesinin moleküler olaylar zincirine katkı sağlar (Haensel ve 

Dai, 2018). TGF-β'nın etkisi aracılığıyla, yerleşik fibroblastların proliferasyonu, migrasyonu 

ve EMT süreci meydana gelirken, fibroblastlar yara bölgesindeki miyofibroblastlara 

farklılaşır ve daha fazla ECM üretimi gerçekleşir. ECM birikimi, TGF-β aracılığıyla 

MMP’lerin ve bunların inhibitörlerinin ekspresyonu üzerindeki inhibe edici ve uyarıcı 

etkileri ile düzenlenir (Şekil 2.7) (Jiang ve diğerleri, 2014). 

MMP’ler, MMP ailesine ait bir disintegrin ve metalloproteazlar (a disintegrin and 

metalloproteinases, ADAMs), trombospondin motifli ADAM’ler (ADAMs with 

thrombospondin motifs, ADAMTs) ile TIMP’ler, ekstrasellüler matriks organizasyonunun 

en önemli elemanlarıdır (Arpino ve diğerleri, 2015). MMP ailesi, ECM'nin yıkımını 

sağlayan kalsiyum bağımlı çinko içeren bir enzim grubudur (Shiomi ve diğerleri, 2013; 

Caley ve diğerleri, 2015). MMP'lerin aktivitesi keratinositler, fibroblastlar, endotel ve 

inflamatuar hücreler gibi farklı hücre tipleri ile kontrol edilir. Bu kontrol mekanizması 

MMP’lerin regülasyonundan sorumlu hücrelerin sitokinlere, büyüme faktörlerine, 

hormonlara, onkogenlere, etkileşimde olunan diğer hücrelere veya ECM’ye cevap olarak 

gen ekspresyonlarının modülasyonu ile sağlanır (Sabino ve Auf dem Keller, 2015). 

TIMP’ler ise MMP’lerin aktivitesini inhibe eden doku inhibitörleri olup ECM 

yapılanmasında fonksiyonel rollere sahiptir (Yussof ve diğerleri, 2012). 
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Şekil 2.7. TGF-β’nın, doku onarımı sırasında fibrotik cevapları tetikleme mekanizmaları 

(Jiang ve diğerleri, 2014) 

TGF-β, yara iyileşmesinin kilit elemanlarından biri olup granülasyon doku oluşumunda ve 

ECM yapılanmasında aktif rol almaktadır (Shai ve Maibach, 2005: 7, 15; Verrecchia ve 

Mauviel, 2007). TGF-β; yara anjiyogenezini, fibroblastların proliferasyonunu, 

migrasyonunu, miyofibroblastlara farklılaşmasını ve ECM birikimini indükler (Shai ve 

Maibach, 2005: 7, 15). Bununla birlikte, kollajen, proteoglikan ve fibronektin genlerinin 

transkripsiyonunun uyarılması aracılığıyla matriks proteinlerinin üretimini arttırır. Ek 

olarak, matriksin degredasyonundan sorumlu olan proteazların salınımını azaltır ve 

MMP’lerin doku inhibitörlerinin (tissue inhibitor of metalloproteinase, TIMP) sentezini 

indükler. Böylece ECM yıkımını önlemiş olur (Fitridge ve Thompson, 2011: 423, 449).  

Ciltte bir yaralanmanın meydana gelmesinden hemen sonra birçok sinyal yolağı devreye 

girer ve yara iyileşme mekanizmaları tetiklenir. TGF-β1/Smad sinyal yolağı, yara 

iyileşmesinde rol oynayan bu mekanizmalardan biri olup, hasarlanan cilt dokusunun onarımı 

bu sinyal yolağı ile dermis düzeyinde başlatılır (Bielefeld ve diğerleri, 2013). Yaralanma 

sonrasında TGF-β1, transmembran TGF-β1 reseptörlerine bağlanarak Smad2 ve Smad3 

proteinlerinin fosforilasyonuna ve dimerizasyona neden olur. Fosforile olan Smad2/3 dimeri 

(R-Smadlar) Smad4 (Co-Smad) ile birleşerek, heteromerik Smad2/3/4 kompleksini 

oluşturur ve bu kompleks, nuklear por kompleksinde bulunan nukleoporinler aracılığıyla 
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transkripsiyon faktörü olarak nukleusa transloke olur (Yamada ve diğerleri, 2013). TGF-

β1’in reseptörleri ile olan bu etkileşimi, yara iyileşmesinin aşağı-akış (down-stream) 

sinyallenmesini indükleyerek yara iyileşmesi esnasında fibroblast proliferasyonu, 

migrasyonu ve kollajen sentezi üzerinde fonksiyonel rol oynar. Smad7 ise bu sinyal yolağına 

ket vurur (Bielefeld ve diğerleri, 2013; Finnson ve diğerleri, 2013; Gilbert ve diğerleri, 

2016). TGF-β1/Smad sinyal yolağı Şekil 2.11’de şematize edilmiştir.  

 

Şekil 2.8. TGF-β1/Smad sinyal yolağı (Gu ve diğerleri, 2020) 

2.2.5. Yara iyileşmesinin remodeling fazı 

ECM, temel olarak üç biyomolekül sınıfından oluşur: glikozaminoglikankar (GAG); 

proteoglikanlar; kollajen, elastin, fibronektin, vitronektin ve laminin gibi lifli proteinler 

(Kaoud, 2018: 65, 75). Yara iyileşme sürecinin erken inflamatuar fazında oluşan fibrin 

pıhtının yerini proliferatif fazda tip III kollajen ve kan damarları bakımından zengin olan 

granülasyon doku alırken, yara iyileşmesinin son aşamasında granülasyon dokunun yerini 

tip I kollajen ve skar dokusu alır (Li ve diğerleri, 2007).  
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Üçlü heliks formunda bir protein olan kollajen, esas olarak fibroblastlardan üretilir 

(Schwarz, 2015). Bugüne kadar 28 farklı tanımlanan kollajen olması ile birlikte (León-

López ve diğerleri, 2019), tip I kollajen deride en fazla bulunan kollajen tipidir (~% 70). 

Yara iyileşmesinin önemli bileşenlerinden olan kollajen; inflamatuar cevabın kontrolü, 

hücresel mitogenez, farklılaşma ve migrasyonu etkileyen fonksiyonlarla müteakip; doku 

onarımı, ECM sentezi, inflamatuar sitokinler ile büyüme faktörlerinin sentezi ve salınımı, 

remodeling enzimleri olan MMP’ler ve TIMP’ler ile interaksiyon kurma gibi kritik hücresel 

ve moleküler olaylar zincirine katılır (Şekil 2.8) (Rangaraj ve diğerleri, 2011). Tüm 

dokularda bulunan ve büyük bir glikoprotein olan fibronektin ise yara iyileşmesinde 

fonksiyonel rol oynayan diğer bir biyomoleküldür. Fibronektin, ECM’nin temel yapı 

taşlarından biri olup, spesifik fonksiyon domainleri ve bağlanma bölgeleri ile yara 

iyileşmesindeki farklı süreçlerde yer alır; farklı hücre tipleri, sitokinler ve ECM ile etkileşim 

halindedir (Lenselink, 2015; Sawicka ve diğerleri, 2015). Elastin, normal cildin sertliğini ve 

elastikiyetini oluşturmaya yardımcı olurken fibrin, vitronektin ve laminin yara iyileşmesinde 

hemostaz, homeostaz ve hücre migrasyonunda anahtar aracılardır (Iorio ve diğerleri, 2015; 

Tracy ve diğerleri, 2016). 

 

Şekil 2.9. Yara iyileşmesinin farklı fazlarında kollajenin fonksiyonel rolleri. H: Hemostaz, 

I: İnflamasyon fazı, P: Proliferasyon fazı, M: Olgunlaşma (remodeling) fazı 

(Mathew-Steiner ve diğerleri, 2021) 

Yara iyileşmesinin son aşaması olan remodeling fazı, hasar oluşumundan 2-3 hafta sonra 

başlayıp bir yıl veya daha uzun sürede gerçekleşen fazdır (Gonzalez ve diğerleri, 2016). 

Fibroblast sayısının ve vasküler yoğunluğun azaldığı remodeling fazında epidermal 

kerationsitlerin proliferasyon, migrasyon ve farklılaşma potansiyeli artar (Shai ve Maibach, 

2005: 7, 15; Olczyk ve diğerleri, 2014). Kollajen tip III’ün yerini kollajen tip I’in alması ile 
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birlikte, kollajen liflerinin istenilen dizilime gelmesi sonucu skar doku oluşur (Shai ve 

Maibach, 2005: 7,15).  

Olgunlaşmış fibroblastlar olarak bilenen miyofibroblastlar, kollajene bağlanarak skar 

yapısının küçülmesini sağlar (Reinke ve Sorg, 2012). Normal ciltte kollajen  sepet örgüsü 

(basket-weave) oryantasyonu ile düzenlenirken skar dokusundaki kollajen, cilt yüzeyine 

paralel demetler halinde uzanır. Kutanöz skar, kıl folikülleri ve yağ bezleri gibi dermal 

uzantılar içermemekle birlikte bu yapılar kök hücre bakımından yoksundur. Ayrıca skar 

dokuda epidermisin bazal membranı normalden daha düzdür çünkü normal koşullarda 

dermise uzanan rete peg yapılarını skar yapısı içermez (Şekil 2.10).  Cilt yüzeyinin üzerinde 

yükselen skar dokusu, hiperpigmente eğilimindedir ancak skar olgunlaştıkça bu fizyolojik 

durumlar zamanla düzelebilmektedir (Jampani ve diğerleri, 2014; Marshall ve diğerleri, 

2018). Ancak, yara iyileşmesi sırasında yetersiz rejeneratif kapasite ve miyofibroblastların 

kontrolsüz farklılaşması sonucunda, ECM proteinlerinin birikmesinden kaynaklanan 

patolojik skar oluşumları gerçekleşmektedir (Li ve diğerleri, 2015).  

 

Şekil 2.10. Normal cilt ile skar oluşumu olan cildin karşılaştırması (Marshall ve diğerleri, 

2018) 

2.3. Yara İyileşmesinde Büyüme Faktörlerinin Rolü 

Büyüme faktörleri yara iyileşmesinin inflamasyon, proliferasyon ve remodeling fazlarının 

tüm mekanizmalarında kritik rollere sahip olan, hücre büyümesi, farklılaşması, 

proliferasyonu, migrasyonu ve metabolizmasında rol oynayan biyoaktif polipeptitlerdir 
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(Behm ve diğerleri, 2011; Gainza ve diğerleri, 2015). Yara iyileşmesinden rol oynayan 

büyüme faktörlerinin görevleri Çizelge 2.1’de verilmiştir.  

Çizelge 2.1. Yara iyileşmesinde rol alan büyüme faktörleri ve yara iyileşmesindeki görevleri 

Büyüme faktörü  Yara iyileşmesindeki görevleri 

Trombosit kaynaklı 

büyüme faktörü  

(PDGF) 

 

Fibroblastları, nötrofilleri, monositleri ve düz kas hücrelerini yara bölgesine 

çekme (kemotaktik etki), makrofaj indüksiyonu, sitokin salınımı, ECM 

sentezi (Tengood ve diğerleri, 2011; Shah ve diğerleri, 2014; Park ve 

diğerleri, 2017).  

Bazik fibroblast 

büyüme faktörü  

(bFGF) 

 
Fibroblast proliferasyonunu ve anjiyogenezi indükleme, kollajenaz 

sentezinin uyarılımı (Xu ve diğerleri, 2016). 

Asidik fibroblast 

büyüme faktörü  

(aFGF) 

 

Fibroblast proliferasyonunun ve yara anjiyogenezinin tetiklenmesi, 

miyofibroblast farklılaşmasını inhibe ederek farklı skar türlerinin oluşumunu 

azaltma (Akita ve diğerleri, 2013; Matsumoto ve diğerleri, 2013). 

Keratinosit büyüme 

faktörü  

(KGF) 

 
Keratinositlerin migrasyonu, proliferasyonu ve sağkalımı (Chomiski ve 

diğerleri, 2016). 

Vasküler endotelyal 

büyüme faktörü 

(VEGF) 

 

Endotelyal hücre migrasyonu, proliferasyonu, sağkalımı, kemotaktik 

ajanların üretimi, granülasyon doku formasyonu, anjiyogenez, 

mikrovasküler geçirgenlik (Honnegowda ve diğerleri, 2015; Savari ve 

diğerleri, 2019). 

Epidermal büyüme 

faktörü  

(EGF) 

 

Keratinositlerin, fibroblastların ve vasküler endotel hücrelerinin 

proliferasyonu, granülasyon dokusu formasyonu, epitelizasyon, 

anjiyogenez, skar oluşumunun düzenlenmesi (M. Kuroyanagi ve Y. 

Kuroyanagi, 2017). 

Dönüştürücü büyüme 

faktörü beta  

(TGF-β) 

 

Makrofaj ve fibroblast kemotaksisi, ECM bileşenlerinin sentezi ve 

anjiyogenez, hücre proliferasyonu, migrasyonu, inflamasyon ve re-

epitelizasyon (Zi ve diğerleri, 2014; Gilbert ve diğerleri, 2016; Lichtman ve 

diğerleri, 2016). 

2.4. Kronik Yaralar 

Yara iyileşme süreci normal olarak ilerlemediği taktirde bu durum kronik yaraların oluşumu 

ile sonuçlanır (Han ve Ceilley, 2017). Genellikle kronik yaraların iyileşmesi inflamatuar 

fazda durur. Etiyolojisindeki moleküler seviyelerde olan farklılıklar ile birlikte kronik 

yaralar; aşırı miktardaki pro-inflamatuar sitokinlerin, proteazların, reaktif oksijen türlerin 

(reactive oxygen species, ROS), enfeksiyonların ve fonksiyon kaybına uğramış kök 

hücrelerin mevcudiyeti ile karakterize edilir (Frykberg ve Banks, 2015). Kronik yara 

iyileşmesinin biyolojik sürecinin karmaşık olmasının yanı sıra diyabet gibi kronik metabolik 

hastalıklar, nörolojik defektler, vasküler yetmezlik, beslenme yetersizlikleri ve yaş gibi 

kriterler kronik yara oluşumunu etkileyen faktörlerdir (Leaper ve diğerleri, 2015). Klinikte 

en çok rastlanılan kronik yara tipleri; venöz veya arteriyel sorunlardan kaynaklanan bacak 
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ülserleri, diyabetik ayak ülserleri ve yatak yaraları olarak da bilinen basınç ülserleridir 

(Atkin ve diğerleri, 2019).  

Kronik yaraların patogenezindeki kilit faktörlerden biri obligat bakteri kolonizasyonudur. 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve β-hemolitik streptokoklar gibi yara 

patojenleri yara gecikmesine neden olur. Bu gecikmenin sebeplerinden biri, patojenlerin 

sebep olduğu inflamatuar sitokinlerin, proteazların ve ROS'un yükselmesi ile lökositlerin 

yara bölgesine göçü sonucu oluşan sürekli inflamasyonun varlığıdır. Bir diğer sebep ise 

proteazların ve ROS’un, ECM ve büyüme faktörlerini etkilemesi ve hücre migrasyonunu 

engellemesidir (Zhao ve diğerleri, 2016). Bununla birlikte, MMP’lerin bazılarının aşırı 

ekspresyonu ve aktivasyonu, kronik yaraların geç iyileşme etkenlerinden biridir (Lazaro ve 

diğerleri, 2016). Ayrıca kronik yaralarda, hiperproliferatif olarak durmuş ve 

tamamlanmamış re-epitelizasyon ile zayıf fibroblast ve kan damarı infiltrasyonu içeren bir 

granülasyon doku oluşumu gerçekleşir. Ek olarak, yara içerisinde oksijen difüzyonunu 

önleyen ve yara bölgesinde hipoksiye neden olan fibrin cuff yapıları da bulunabilir (Nunan 

ve diğerleri, 2014). Kronik yaralardaki anormalilikler ve akut yaralar ile arasındaki 

iyileşmeye bağlı hücresel ve moleküler farklılıklar Şekil 2.11’de şematize edilmiştir.  

 

Şekil 2.11. Akut ve kronik yara iyileşmesi arasındaki hücresel ve moleküler farklılıklar 

(Nunan ve diğerleri, 2014) 
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Cilt yaraların iyileşmesinde meydana gelen aksamalarındaki en büyük etkenlerden birisi pro-

inflamatuar sitokin olan tümör nekroz faktör alfanın (TNF-α) yara dokusundaki yüksek 

miktarlarıdır. Yüksek miktardaki TNF-α varlığı, özellikle diyabetik yaralardaki bozulmuş 

iyileşme mekanizmaları ile yakından ilişkili olup (Buck ve diğerleri, 1996), yara 

iyileşmesindeki gecikme TNF-α’nın neden olduğu fibroblast apoptozunun tetiklenmesi ve 

fibroblast proliferasyonunun inhibe edilmesi ile karakterize edilir (Wang ve diğerleri, 2014). 

Ayrıca, yüksek TNF-a seviyeleri, tip I kollajen ve fibronektin gibi ECM proteinlerinin 

üretimini engeller. Bu durum ise ECM depozisyonunda azalmaya ve yara iyileşmesinin 

engellenmesine neden olur. Bununla birlikte, venöz bacak ülserleri gibi kronik yaralarda 

yüksek TNF-α varlığı ile artan nitrik oksit (NO) üretimi, peroksinitrit yoluyla yara 

iyileşmesinin gecikmesine ve granülasyon dokunun hasarlanmasına sebep olur (Al-Rikabi 

ve diğerleri, 2021). Nitrik oksit üretiminden sorumlu olan indüklenebilir nitrik oksit sentaz 

(iNOS); TNF-a, interlökin 1 (IL-1) ve interlökin 6 (IL-6) gibi pro-inflamatuar sitokinler 

tarafından sinerjitik olarak uyarılır ve aşırı miktarlarda üretilen iNOS yara iyileşmesinin 

olumsuz yönde etkilenmesine sebep olur (Luk ve diğerleri, 2005). 

2.5. Yara İyileşmesinde Kullanılan Tedavi Stratejileri  

Toplumda yaraların prevalansı, kronik yaralar için 1000'de 4,5 iken akut yaralar için 1000’de 

10,5 olarak bildirilmiştir (Agarwal ve diğerleri, 2009). Amerika Birleşik Devletleri'nde, 

iyileşmeyen yaralardan muzdarip yılda ~ 3-6 milyon insan bulunmaktadır. Bununla birlikte, 

iyileşmeyen yaralar yılda 3 000 000 000 $’dan fazla olduğu tahmin edilen yüksek sağlık 

harcamalarına neden olur (Menke ve diğerleri, 2007). Günümüzde, gelişmiş ülkelerde 

yaraların tedavisi hala en büyük sorunlardan biri olmaya devam etmektedir. Yaraların 

kimyasallar ile tedavisi pahalı olup yan etkileri yüksektir. Bu nedenle, kullanılan 

kimyasallardan kaynaklanan komplikasyonları azaltmak ve yara iyileşme sürecini 

hızlandırmak için, daha az yan etkisi olan ucuz ve etkili ilaçların keşfedilmesi, yara tedavileri 

için oldukça mühimdir (Baum ve Arpey, 2005).  

2.5.1. Güncel tedavi yaklaşımları 

Yara tedavileri için klinikte temel olarak sistemik antibiyotik tedavileri, çeşitli pansumanlar 

ve yara iyileşmesini desteklemek için yapılan operatif debridmanlar kullanılır. Bu rutin 

tedavi yöntemlerinin, uzun bir tedavi sürecine ve yüksek maliyetlere neden olması ile 
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birlikte, operatif debridmanların anestezi gerektirmesi ve sistemik antibiyotik kullanımının 

yüksek yan etkilere sebep olması nedeniyle, yara iyileşme patofizyolojisinin aşamalarını 

çoklu hedefleyen ve yan etkileri düşük yeni terapötik ajanların bulunmasına yönelik 

çalışmalar devam etmektedir  (Zhang ve diğerleri, 2020). Ayrıca bahsedilen bu rutin tedavi 

yöntemlerine ek olarak, kısmi kalınlıkta deri greftleri, donör keratinositlerinin kullanımı, 

kültüre edilmiş epitel otogreftleri,  biyobran örtüleri, hiyalüronik asit (HA) ve kitosan gibi 

polisakkarit bazlı yara örtüleri de kullanılmaktadır (Dreifke ve diğerleri, 2015).  

2.5.2. Yara iyileşmesinde biyomalzemelerin kullanımı 

Yara iyileşmesinde kullanılan diğer bir terapötik strateji yöntemi biyomalzemelerin 

kullanımıdır. Farklı içerikli hidrojeller, elektrospin matlar ve farklı malzemelerden yapılmış 

yapı iskeleleri yara iyileşmesinde biyomalzeme kullanımının bazı örnekleridir. Ayrıca, kök 

hücreler, fibroblastlar ve keratinositler ile geliştirilen farklı hücre bazlı biyomalzemelerin 

kullanımı da söz konusudur (Selvakumar ve diğerleri, 2020).  

Yara iyileşmesinde kullanılacak biyomalzemelerde aranan özellikler şu şekildedir: nemli bir 

ortam sağlayabilme ve nemliliği sürdürebilme, epidermal proliferasyonu ve migrasyonu 

artırma, lökosit göçünü arttırma, anjiyogenezi ve bağ dokusu sentezini destekleme, yaralı 

dokusunda gaz alışverişine izin verme, uygun doku sıcaklığını sağlayabilme, antibakteriyel 

özellikte olma, debridman özelliği gösterebilme, yaradan kolay çıkarılabilme, biyo-uyumlu 

olma, toksik ve alerjen olmama (Dhivya ve diğerleri, 2015). Bu özelliklere ek olarak, yara 

bölgesindeki hücre hareketliliğinin desteklenebilmesi ve endotel hücreleri gibi zayıf 

adezyon yeteneğine sahip hücrelerin adezyonunun sağlanabilmesi açısından, yüzey 

pürüzlülüğünün olması kullanılan biyomalzemelerde aranan bir özelliktir (Mastrullo ve 

diğerleri, 2020; Niculescu ve Grumezescu, 2022). Ayrıca mikro-gözeneklilik, hücre 

invazyonu ve endotel filizlenmesi açısından biyomalzemelerde aranan diğer önemli bir 

parametredir (Wang ve diğerleri, 2021).  

Yara iyileştirici biyomalzemelerde doğal ve sentetik polimerler kullanılabilmektedir. Doğal 

polimerlere kollajen, kitin, kitosan, aljinik asit, sodyum aljinat, dekstran, glukan, jelatin, HA 

ve bakteriyel sellüloz; sentetik polimerlere ise poliüretan, metil metakrliat, poli(N-

vinilpirolidon), polietilen glikol, poli(N-izopropilakrilamid) ve polikarpolakton örnek olarak 

verilebilir (Kamoun ve diğerleri, 2017; Murray ve diğerleri, 2019). Diğer yara tedavi 

stratejilerine kıyasla biyomalzemelerin kullanımı daha verimli olsa da bu uygulamaların en 
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büyük kısıtlaması yüksek maliyetli olmasıdır (Bahar, 2021). Ayrıca, yara örtüsü olarak 

kullanılan bazı sentetik malzemelerin dezavantajı yara örtüsünün çıkarılmasının 

gerekmesidir, bu da yara dokusuna daha fazla zarar verebilmektedir (Murray ve diğerleri, 

2019). 

2.6. Probiyotikler 

Etimolojik olarak Yunancadan türetilen ve yaşam için anlamına gelen probiyotik, canlı 

konakçılar üzerinde faydalı etkileri bulunan organizmaları isimlendirmek için 

kullanılmaktadır (Kechagia ve diğerleri, 2013; Pandey ve diğerleri, 2015).  Bağırsak 

mikrobiyotası, çeşitli bakteri türleri ve suşları bakımından oldukça zengin, farklı ekolojik 

nişlerden oluşan bir ekosistem olup insan sağlığı ve metabolizmasının modülasyonunda 

önemli rollere sahiptir (Aureli ve diğerleri, 2011; Hughes, 2020). Bağırsak mikrobiyotası ve 

konakçı arasında önemli bir simbiyoz ile homeostaz bulunur ve probiyotikler gıdadan 

enerjinin, minerallerin ve biyoaktif bileşiklerin eldesinde fonksiyonel rol oynar (Chistiakov 

ve diğerleri, 2015).  

Probiyotikler; bakteriosin, enterosin, ekzopolisakkarit (EPS), laktik asit, bütirik asit, 

propiyonik asit, asetik asit, inülin, levan, lizin, arjinin, triptofan, tirozin, folat, thiamin (B1 

vitamini), riboflavin (B2 vitamini), piridoksin (B6 vitamini), B9 vitamini, B12 vitamini, 

amilaz, β-galaktosidaz, süper oksit dismutaz ve katalaz gibi biyoaktif bileşenlerin üreticisidir 

(Indira ve diğerleri, 2019). Faydalı bileşenleri ve etkileri bakımından değerlendirildiğinde 

probiyotiklerin preklinik ve klinik çalışmalar ile pek çok farklı etkisi gösterilmiştir 

(Bertazzoni ve diğerleri, 2013; Jia ve diğerleri, 2018; Nazir ve diğerleri, 2018; Taherian ve 

diğerleri, 2019; Liu ve diğerleri, 2020). İnsan sağlığı üzerindeki bağışıklık güçlendirici 

etkileri bilinen probiyotiklerin; antioksidan, anti-kanser, nöroprotektif, antimikrobiyal, anti-

diyabetik ve doku onarımı gibi farklı etkileri de ispatlanmıştır (Fijan, 2016; Lukic ve 

diğerleri, 2017; Plaza-Diaz ve diğerleri, 2017; Wang ve diğerleri, 2017; Mazhary ve 

diğerleri, 2019; Michael ve diğerleri, 2019; Vivarelli ve diğerleri, 2019; Wang ve diğerleri, 

2020).  

Araştırmalar, mikroflorası değişen ciltteki yara bölgesinin, probiyotiklerin topikal 

uygulanması ile enfeksiyonun önlenerek ve inflamasyonun regüle edilerek yara 

iyileşmesinin teşvik edebileceğini göstermektedir (Knackstedt ve diğerleri, 2020). Bununla 



22 

 

birlikte, probiyotiklerin antimikrobiyal (Sinha ve diğerleri, 2019; Dubey ve diğerleri, 2021) 

ve anti-inflamatuar (Khan ve diğerleri, 2019) etkileri ile yara iyileşmesinde kullanılabilecek 

biyoterapötikler olabilecekleri literatürde gösterilmiştir.   

2.6.1. Probiyotiklerin cilt onarımı ve yara iyileşmesinde  kullanılma potansiyeli 

Bağırsak-beyin-deri ekseni kavramı probiyotiklerin, cilt inflamasyonu ve homeostazı gibi 

faktörleri etkileyerek mikrobiyom modülasyonunu düzenleyen, cilt üzerinde oldukça önemli 

fonksiyonlara sahip etkilerini ortaya koymaktadır (Lew ve Liong, 2013; Lukic ve diğerleri 

,2017). Bağırsak-beyin-cilt ekseni aracılığıyla yara iyileşmesini etkileyen bağırsak 

mikrobiyota hipotez modeli Şekil 2.13’te şematize edilmiştir.  

 

Şekil 2.12. Bağırsak-beyin-cilt ekseni aracılığıyla yara iyileşmesini etkileyen bağırsak 

mikrobiyota hipotez modeli (Lukic ve diğerleri, 2017) 

Son zamanlarda yapılan çalışmalarda probiyotiklerin; kozmetik alanlarda kullanımı, cilt 

lekesi giderici etkileri, cilt yenilenmesi ve yara iyileşmesi üzerine etkileri dikkat çekmektedir 

(Al-Ghazzewi ve Tester, 2014). 31-62 yaş grubundaki Japon kadınları üzerinde yapılan bir 

araştırmada, ısı ile öldürülmüş Lactococcus lactis H16 suşunun oral tüketimi ile cilt üzerine 

etkileri araştırılmıştır. 8 hafta boyunca, ısı ile öldürülmüş L. lactis H16 oral alımının plasebo 

grubu ile kıyaslandığında, çevre koşulları da değerlendirmeye katıldığında (mevsimsel 

değişiklikler gibi), cilt elastikiyetini arttırdığı tespit edilmiştir (Kimoto-Nira ve diğerleri, 

2012). Lactobacillus plantarum HY7714 ile yapılan başka bir çalışmada, 41-59 yaş 
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grubundaki gönüllülerin 12 hafta boyunca probiyotik alımı sağlanarak cilt hidrasyonu, 

kırışıklığı, parlaklığı ve elastikiyeti değerlendirilmiştir. Araştırma sonucu elde edilen 

bulgular, L. plantarum HY7714 kullanımının cilt hidrasyonunu, parlaklığını ve elastikiyetini 

destekleyerek bu probiyotiğin yaşlanma karşıtı olarak kullanılabilecek bir nutrikozmetik 

ajan olabileceğini doğrulamıştır (Lee ve diğerleri, 2015). Doku onarımı ve yara iyileştirici 

etkileri bakımından probiyotikler, probiyotiklerin filtratları ve metabolitleri ile ilgili 

çalışmalar, probiyotiklerin önem kazanmasıyla birlikte farklı çalışmalara ışık tutmuştur 

(Peral ve diğerleri, 2009; Huseini ve diğerleri, 2011; Ramos ve diğerleri, 2012; Poutahidis 

ve diğerleri, 2013; Ong ve diğerleri, 2019). Geçmişten günümüze, probiyotiklerin ve farklı 

probiyotik ürünlerinin cilt sağlığı üzerindeki etkilerini gösteren bazı çalışmalar Çizelge 

2.1‘de verilmiştir. 

Çizelge 2.2. Cilt sağlığı üzerinde faydalı olduğu bilinen en yaygın probiyotikler (Bekiaridou 

ve diğerleri, 2021). 

Kullanılan probiyotik 

veya  

probiyotik ürünü 

Uygulama şekli 
Çalışmanın 

türü 
Hedef Bulgular 

Streptococcus 

thermophilus ekstraktı 
Krem İnsan Ön kol derisi 

Stratum corneumda artan 

seramid seviyesi 

S. thermophilus ekstraktı 

Krem ile 

karıştırılmış sonike 

bakteri 

İn vitro 

İnsan 

keratinosit 

hücre hattı 

Seramid 

seviyesinde artış 

S. thermophilus ekstraktı Krem İnsan Ön kol derisi 

Seramid seviyesinde artış, 

yüksek cilt hidrasyonu, 

lipid bariyerinde iyileşme 

Kefir Vaselin ile karışım Hayvan Yara 
Yara iyileşmesini 

destekleme 

Kefir Jel Hayvan Yara 

Yara iyileşmesini 

destekleme, granülasyonu 

ve neovaskülarizasyonu 

arttırma 

Lactobacillus brevis, 

Lactobacillus plantarum 
Öserinli merhem Hayvan Yara 

Anti-inflamatuar etki, yara 

iyileşmesinde hızlanma 

L. brevis Öserinli merhem Hayvan Yara 

Miyofibroblast artışı, anti-

inflamatuar etki, yara 

iyileşmesinde hızlanma 

L. plantarum 
Öserinli L. 

plantarum kültürü 
Hayvan Yara 

Anti-inflamatuar etki, re-

epitelizasyon ve re-

vakülarizasyon 

Lactobacillus fermentum 

Mikroboncuklu 

sodyum nitrat içeren 

biyomalzeme 

Hayvan Enfekte yara 
Yara kapanmasını 

destekleme 

Probiyotik bakterilerin antimikrobiyal etkileri daha önce yapılan çalışmalarda ispatlanmış 

olup yara iyileşmesi üzerindeki antimikrobiyal etkileri de gösterilmiştir (Al-Mathkhury ve 

Al-Aubeidi, 2008; Tejero-Sariñena ve diğerleri, 2012; Fijan, 2016; Denkova ve diğerleri, 
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2017; Lukic ve diğerleri, 2017; Chen ve diğerleri, 2019; Monteiro ve diğerleri, 2019; 

Nagarajan ve diğerleri, 2019; Prabhurajeshwar ve Chandrakanth, 2019; Savitskaya ve 

diğerleri, 2019). Transkriptomik, metabolomik, proteomik ve metagenomik analizleri, 

probiyotiklerin konakçı için faydalı olduğunu, konakçı mukozal ve sistemik bağışıklık 

yanıtlarını değiştirebildiklerini ve konakçıyı patojenlere karşı koruyabildiklerini ortaya 

koymuştur. Probiyotik preparatlarda en çok kullanılan mikrobiyal cinslerden Lactobacillus 

ve Bifidobacterium, patojenlerin büyüme inhibisyonu, adezyonu ve koagregasyonu 

aracılığıyla biyofilmlerin mikrobiyal ekolojisini düzenler. Bununla birlikte probiyotikler, 

patojenlerin büyümesini önleyen ve/veya patojen quorum sensing sistemine müdahale eden 

biyoaktif moleküller salgılayarak ciltte ve mukozal yüzeylerde antimikrobiyal etki yaratır. 

Aynı zamanda patojenler ile birlikte koagregasyon oluşturarak agregat komplekslerinin 

patojenin mukozal yüzeylerden uzaklaştırılmasına yardımcı olur. Epitel hücre reseptörlerine 

yüksek afinite ile bağlanmaları sonucu probiyotikler, patojenler ile ciltte ve mukozal 

yüzeylerde yer değiştirerek antimikrobiyal etki oluşturur (Şekil 2.14) (Lukic ve diğerleri, 

2017). 

 

Şekil 2.13. Probiyotiklerin cilt ve mukozal yüzeylerde patojenik bakterilere karşı 

antimikrobiyal etkileri (Lukic ve diğerleri, 2017) 

Probiyotik mikroorganizmaların hastalıkların önlenmesinde farmakolojik olarak kullanımını 

tanımlayan ifade olarak canlı biyoterapötikler (live biotherapeutics, LBPs) kavramı, 2012 

yılında Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi tarafından resmi olarak yeni bir tıbbi ürün 

kategorisinde bildirilmiş olup, probiyotiklerin terapötik olarak canlı uygulanmaları dikkat 

çekici olmuştur (Cordaillat-Simmons ve diğerleri, 2020). Kronik yaraların tedavisi için 

probiyotikler, LBP olarak ağızdan (besin takviyesi olarak) veya yara bölgesine topikal olarak 
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uygulanabilir. LBP olan probiyotiklerin aracılığıyla, stres giderici nöropeptitlerin beyinde 

salınımı ile kronik yara bölgeleri de dahil olmak üzere sistemik inflamatuar yanıtı modüle 

edebilir ve iyileşme süreçleri indüklenebilir. Probiyotiklerin oral kullanımı, inflamatuar 

yanıtları sistemik olarak aşağı regüle (down-regüle) edebilir ve hızlı kollajen birikiminin 

yanı sıra cilt allostazını teşvik ederek yara iyileşme sürecini hızlandırabilir. Spesifik 

probiyotiklerin topikal uygulaması ise yara mikrobiyomunun değişmesini, gelişmiş re-

epitelizasyonu ve immün yanıt modülasyonunu tetikler (Kumar ve Kothari, 2021: 301, 330). 

LBP’lerin kronik yara iyileşmesindeki rolleri Şekil 2.15’te verilmiştir.   

 

Şekil 2.14. Kronik yara iyileşmesinde canlı biyo-terapötiklerin rolü. AMP: antimikrobiyal 

peptit, APC: antijen sunan hücreler, CALT: kütanöz ilişkili lenfoid dokular, 

MDR: çoklu ilaç direnci, SCFA: kısa zincirli yağ asidi (Kumar ve Kothari, 2021: 

303-330) 

Yara enfeksiyonlarında dominant patojen bakteri türü S. aureus’tur (Bessa ve diğerleri, 

2013; Mohammed ve diğerleri, 2017). L. plantarum USM8613 suşunun, fırsatçı patojen S. 

aureus'un inhibisyonu ve yara bölgelerinde β-defensinin indüklenmiş ekspresyonu 

vasıtasıyla doğuştan gelen bağışıklığın arttırılması sonucu yara iyileşmesini desteklediği 

gösterilmiştir. Ayrıca, bu suşun protein bakımından zengin süpernatant fraksiyonu ile 

yapılan çalışmada, yara iyileşmesinin inflamasyon fazından başlayarak re-epitelizasyona 

kadar geçen süreçte yara iyileşmesine katkı sağlayarak onarımı hızlandırdığı tespit 
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edilmiştir. Aynı çalışmada, süpernatant fraksiyonunun, S. aureus'un direncini otoliz 

yolakları aracılığıyla azalttığı saptanmıştır (Ong ve diğerleri, 2019).  

Lactobacillus reuteri ile yapılan bir yanık yarası çalışmasında, yaradan izole edilen 

bakteriler üzerinde L.reuteri’nin antimikrobiyal etkileri araştırılmıştır. Yapılan çalışmada, 

invazif yanık yarası enfeksiyonuna baskın olarak neden olan patojenin P. aeruginosa olduğu 

tespit edilmiş olup, L. reuteri filtratının P. aeruginosa üzerinde antimikrobiyal etkiye sahip 

olduğu gösterilmiştir (Hadid ve Al-Mukhtar, 2016). Yapılan başka bir araştırmada L. 

reuteri’nin, S. aureus enfeksiyonun neden olduğu keratinosit ölümünden hücreleri koruduğu 

ortaya konmuştur (Prince ve diğerleri, 2012). Yanık yarasından izole edilen P. aeruginosa 

enfeksiyonuna karşı, probiyotik ve antibiyotik kombinasyonları, tek başına antibiyotik 

tedavisine kıyasla yara enfeksiyonlarını daha hızlı inhibe etmektedir. Ayrıca yapılan 

çalışmalar, Lactobacillus plantarum 299v suşunun yara patojeni olan P. aeruginosa 

üzerindeki baskılayıcı etkisinin siprofloksasinden daha yüksek olduğunu göstermektedir 

(Moghadam ve diğerleri, 2018). Ek olarak, Lactobacillus acidophilus’un liyofilize filtrat 

uygulamasının, Pseudomonas ve Enterobacter enfeksiyonlarını antibiyotiklere kıyasla 

önemli derecede azalttığı tespit edilmiştir (González ve Quiñones-Gutiérrez, 2018). 

N-formil peptit reseptörleri (FPR’ler), memeli hücre yüzeyinde bulunan reseptörler olup 

bakteriyel peptitlere ve küçük moleküllere bağlanarak mukozal yara iyileşmesinde rol alan 

kilit elemanlarından biridir. FPR1, nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADHP) oksidaz 

1 (NOX1) yolağı aracılığıyla ROS üreterek fokal adezyon kinaz (FAK) ile ekstrasellüler 

sinyal düzenleyici kinaz/mitojen tarafından aktive edilen kinaz (ERK/MAPK) yolağının 

hızlıca fosforilasyonunu sağlar (Alam ve diğerleri, 2014). FAK ve ERK/MAPK yolakları 

ise doku onarımında önemli rollere sahiptir (Ghilardi ve diğerleri, 2020). Yapılan çalışmalar, 

Lactobacillus rhamnosus GG suşunun (LGG) 2 gün içerisinde yara yatağının hızlıca re-

epitelizasyonunu sağlarak, mukozal yaralanmadaki etkinliğini FPR1 ve NOX1 

sinyalizasyonları aracılığıyla gerçekleştirdiğini ortaya koymuştur (Alam ve diğerleri, 2014). 

LGG lizatı ile yapılan diğer çalışmalar, keratinosit proliferasyonunun ve migrasyonunun 

lizat uygulaması ile indüklenerek yara iyileşmesinin re-epitelizasyonunu arttırdığını 

göstermiştir (Mohammedsaeed ve diğerleri, 2015).  

Diyabetik ayak sendromu, diyabetik periferik nöropati ve periferik arter hastalığı ile 

indüklenerek ayak ülseri oluşumu ile sonuçlanan, çeşitli patolojileri içeren bir sendromdur. 
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Diyabetik ayak ülserlerinin meydana gelmesi sonucunda ileri safhalarda yara enfeksiyonu 

ve osteomiyelit kaçınılmaz olup, bu durumlar ampütasyona neden olur (Amin ve Doupis, 

2016). 12 hafta boyunca L. acidophilus, Lactobacillus casei, L. fermentum ve 

Bifidobacterium bifidum içeren kapsül kullanımı ile tedavi edilen diyabetik ülser hastalarının 

ülser uzunluğunda, genişliğinde ve derinliğinde plasebo grubuna göre önemli derecede 

azalma gözlemlenmiştir (Mohseni ve diğerleri, 2018).  

İn vitro çalışmalar, L. plantarum TWK10 ile fermente edilmiş soya sütünden yapılan etanol 

ekstraktının diyabetik yara iyileşmesini desteklediğini göstermiştir (Chuang ve diğerleri, 

2019). Uygun miktarlarda NO yara bölgesinde onarım için pek çok faydalı rollere sahip olsa 

da (Witte ve Barbul, 2002) patolojik ağrı verici inflamasyonda yüksek oranda sentezlenmesi 

bir stres faktörüdür (Muniandy ve diğerleri, 2018). L. plantarum ile fermente edilmiş soya 

sütünün etanol ekstaktı, inflamasyon tetikleyici ajan olan lipopolisakkarit (LPS) ile 

indüklenmiş fare makrofaj hücrelerine uygulandığında, hücrelerin sentezlediği NO 

miktarının artan ekstrakt konsantrasyonu ile giderek azalıp uygun seviyeye gelmesini sağlar. 

Bununla birlikte L. plantarum ile fermente edilmiş soya sütü etanol ekstraktının muamelesi, 

hem düşük hem de yüksek glukoz miktarı içeren besiyerindeki insan fibroblast hücrelerinin 

proliferasyonunu arttırmaktadır. İn vivo çalışmalar ise etanol ekstraktının streptozotosin ile 

indüklenen diyabetik sıçan modelinde yara bölgesini önemli derecede kapattığını 

göstermektedir (Chuang ve diğerleri, 2019). Ek olarak diyabetin sitokin markırlarından olan 

IL-6 ve TNF-α  protein ekspresyon seviyeleri (Mirza ve diğerleri, 2012), etanol ekstraktının 

uygulanması ile azalmıştır. Kronik yaraların diğer bir markırı olan matriks metalloproteinaz 

9 (MMP-9) (Jindatanmanusan ve diğerleri, 2018) protein seviyesi, etanol ekstratı muamelesi 

sonucu sıçan yaralarında azalmıştır (Chuang ve diğerleri, 2019). 

Yara iyileşmesinin en belirgin özelliklerinden biri vasküler ağın yeniden oluşması olup, 

iyileşmeyen veya geç iyileşen yaraların patogenezinde vaskülarizasyonun gecikmesi ya da 

oluşmaması önemli bir faktördür (Veith ve diğerleri, 2019). L. acidophilus suşları ile yapılan 

bir çalışmada, laktik asit bakterilerinin süpernatantının kemirgen kulaklarına subkütanöz 

enjeksiyonu sonucu kan damarlarının çoğaldığı tespit edilmiştir (Halper ve diğerleri, 2003).  

Fosfoinositid-3-kinaz/Protein kinaz B (PI3K/Akt) sinyal yolağı hücre sağkalımını, hücre 

büyümesini ve apoptozun inhibe edilmesini düzenleyen bir sinyal yolağı olup, beta-katenin 

(β-katenin) yara onarımında; hücre hareketliliğini, adezyonunu, TGF-β1 salınımını ve MMP 



28 

 

ekspresyonunun aktivasyonunu indükler. L. reuteri ekstraktları ile yapılan bir çalışmada, 50 

µg/mL ekstrakt uygulamasının PI3K/Akt/β-katenin/TGF-β1 sinyalini indükleyerek in vitro 

ve in vivo yara iyileşmesini desteklediği tespit edilmiştir (Han ve diğerleri, 2019).  

2.6.2. Spesifik probiyotik biyoaktif moleküllerinin yara iyileşmesindeki rolü  

Probiyotikler; bakteriosin, enterosin, ekzopolisakkarit (EPS), farklı organik asitler, amino 

asitler, vitaminler ve enzimler gibi biyomoküllerin sentezini gerçekleştiren, metabolit 

üretimi açısından yüksek kapasiteli mikroorganizmalardır (Indira ve diğerleri, 2019). 

Probiyotiklerin ürettikleri metabolitler ve hücre duvarı fragmentleri, cilt bariyeri üzerinde 

farklı olumlu etkilere sahiptir(Lew ve Liong, 2013).  

Plantaricin A, L. plantarum tarafından sentezlenen bir katyonik peptit formu olup 

antimikrobiyal membran geçirgenleştirme aktivitesine sahiptir (Diep ve diğerleri, 1994; 

Kristiansen ve diğerleri, 2005). Bu katyonik peptit, rakip mikroorganizmalar üzerinde 

quorum sensing mekanizmasıyla mikrobiyal antagonizma etkisi yaratır (Cagno ve diğerleri, 

2010). Yapılan in vitro çalışmalarda, L. plantarum’dan elde edilen Plantracin A’nın 0,01-10 

µg/mL uygulamasının 48 ve 72. saatlerde insan keratinositlerinde proliferasyonu önemli 

derecede arttırdığı ve HA’ya göre insan keratinositlerinde migrasyonu daha fazla tetiklediği 

tespit edilmiştir. İnsan keratinositlerinin Plantracin A muamelesi sonucu, TGF-β1, VEGF ve 

FGF-7 transkripsiyon seviyelerinin arttığı saptanmıştır (Pinto ve diğerleri, 2011). 

Histamin, bağışıklığın reaktivitesinde rol oynayan önemli bir immünomodülatördür 

(O’Mahony ve diğerleri, 2011). Hücre membranındaki transmembran G proteini kenetli 

reseptörlerine (G-protein-coupled receptor) bağlanarak intrasellüler sinyalleri aktif hale 

getiren histamin, immünomodülasyonun yanı sıra hemapoez, nörotransmisyon, bağırsak 

iskemisi ve yara iyileşmesinde fonksiyonel rol oynar (Kovacova-Hanuskova ve diğerleri, 

2015). L. reuteri’nin ürettiği histamin, protein kinaz A/ERK yolağı aracılığıyla kronik 

yaralarda yüksek seviyelerde bulunan pro-inflamatuar sitokin olan TNF’nin baskılanmasını 

sağlar (Gohel ve diğerleri, 2008; Thomas ve diğerleri, 2012).  

Asetik asit, tıpta binlerce yıldır kullanılan ve sirke içerisinde % 3-5 konsantrasyonunda 

bulunan bir asittir. Antiseptik uygulamalar, yara enfeksiyonlarının giderilmesinde önemli bir 

role sahiptir (Atiyeh ve diğerleri, 2009). Hipokrat, yaraların tedavisinde kullanılmak üzere 
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asetik asiti önermiştir (Bjarnsholt ve diğerleri, 2015). Akut ve kronik yaralarda P. 

aeruginosa enfeksiyonunu (Turner ve diğerleri, 2014) asetik asit önemli derecede 

azaltmaktadır. Bununla birlikte asetik asit, antibiyotik direnci olan P. aeruginosa suşlarının 

tedavisinde topikal bir ajan olarak kullanılabilme potansiyeline sahiptir (Nagoba ve 

diğerleri, 2013). Asetik asit ayrıca yara enfeksiyonlarında oluşan biyofilmleri ortadan 

kaldırarak yara iyileşme sürecini desteklemektedir (Bjarnsholt ve diğerleri, 2015). Bu 

bilgiler doğrultusunda asetik asit üreticisi olan laktik asit bakterilerinin yara tedavisinde 

potansiyel bir baktyeriyoterapi ajanı olabilecekleri söylenebilir (Ramos ve diğerleri, 2015).  

Tıpkı asetik asit gibi hidrojen peroksit de iyi bir antiseptiktir (Linley ve diğerleri, 2012). 

Hidrojen peroksit; membran potansiyelinin değişimi, yeni moleküllerin üretimi, farklı 

intrinsik sinyallerin aktivasyonu ve inaktivasyonunu sağlayan intrasellüler redoks 

dengesinin önemli bir bileşiğidir. Hidrojen peroksitin topikal antiseptik özelliği, uygulanan 

bölgeye oksidasyon inflak etmesi ve lokal oksijen üretimi ile karakterize edilir. Yüksek 

konsantrasyonlarda hidrojen peroksit uygulanması doku bütünlüğünü bozsa da uygun 

konsantrasyonlardaki kullanımı yara iyileşme sürecine katkı sağlayabilmektedir 

(Wasserbauer ve diğerleri, 2008; Zhu ve diğerleri, 2017). Yapılan in vitro bir çalışmada, 

hidrojen peroksitin ERK sinyalizasyonunu indükleyerek keratinosit migrasyonunu ve 

proliferasyonunu uyardığı saptanmıştır (Loo ve diğerleri, 2011). Ayrıca hidrojen peroksitin, 

VEGF salınımını uyararak anjiyogenezi desteklediği bilinmektedir (Cho ve diğerleri, 2001; 

Wasserbauer ve diğerleri, 2008; Kanta, 2011; Loo ve diğerleri, 2012). Bu bilgiler ışığında, 

laktik asit bakterilerinin metabolit olarak ürettikleri hidrojen peroksit aracılığıyla yara 

iyileşme sürecinde önemli rollerinin olabileceği düşünülmektedir (Ramos ve diğerleri, 

2015).  

2.7. Polisakkaritler 

Polisakkaritler, yara iyileşmesini destekleyen ve farklı yara biyomalzemelerinde kullanılan 

polimerlerdir (Maver ve diğerleri, 2018: 9, 24). Özellikle aljinat, kitin/kitosan, bakteriyel 

sellüloz ve türevleri fiber teknolojisi ile üretilen yara örtü malzemelerinin ham maddesini 

oluşturur (Rathinamoorthy ve Sasikala, 2011). Günümüze kadar yapılan çalışmalar 

bitkilerden, alglerden, funguslardan ve mikroorganizmalardan elde edilen farklı yapılardaki 

polisakkaritlerin yara iyileşmesinde etkili olduğunu göstermiştir (Bae ve diğerleri, 2005; 
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Ramawat ve Merillon, 2015: 2137, 2150; Shanmugam ve Abirami, 2019; Veeraperumal ve 

diğerleri, 2020).  

2.7.1. Probiyotik polisakkaritlerin yara iyileşmesinde kullanılma potansiyeli  

Önemli bir ECM bileşeni olan GAG’ler; hücre-hücre ve hücre-matriks etkileşiminde, hücre 

proliferasyonu ve migrasyonunda, sitokinlerin ve büyüme faktörlerinin sinyalizasyonunda 

fonksiyonel rollere sahip polisakkartilerdir (Dogan, 2019: 65, 73). HA, glukuronik asit ve 

N-asetil-glukozamin ünitelerinin bir araya gelmesi ile oluşan bir GAG türevidir. Kıkırdak, 

göz dokusu ve cilt içeriğinin önemli bileşenlerinden biri olan HA, doku onarımında rol 

oynayan kritik bir biyomoleküldür (Neuman ve diğerleri, 2015). HA yara iyileşmesinde 

proliferasyon, migrasyon ve remodeling süreçlerini destekler (Nyman ve diğerleri, 2019). 

Ek olarak HA, gama (γ) radyasyonunun neden olduğu cilt hasarının onarımına önemli 

katkılar sağlamaktadır (Huang ve diğerleri, 2019). Yapılan çalışmalar, milk broth ortamında 

S. thermophilus YIT2084 suşunun, skimmed milk besiyerinde Lactobacillus rhamnosus 

FTDC 8313 ve Lactobacillus gasseri FTDC 8131 suşlarının HA ürettiklerini göstermiştir. 

Bu durum belirli probiyotik organizmalardan elde edilen HA’nın yara iyileşmesinde etkili 

olabileceğini düşündürmektedir (Lew ve Liong, 2013). β-glukanlar; bakterilerin, 

fungusların, alglerin, mayaların ve tahıllı bitkilerin hücre duvarında bulunan, 1,3;1,4 veya 

1,6  β-glikozidik bağları ile D-glukoz monomerlerinden oluşan bir polisakkarittir (Bashir ve 

Choi, 2017). Prebiyotik etkileri de bulunan β-glukanlar özellikle probiyotik mayaların hücre 

duvarının önemli bileşenlerindendir ve farklı ortam koşulları ile sentezi 

indüklenebilmektedir (Bzducha-Wróbel ve diğerleri, 2013; Arena ve diğerleri, 2017). β-

glukanlar ile yapılan çalışmalar bu polisakkaritin; sitokinlerin, büyüme faktörlerinin ve 

kemokinlerin üretiminin indüksiyonunda, hücre proliferasyonunun ve migrasyonunun 

tetiklenmesinde, kollajen sentezinde, anjiyogenezde ve re-epitelizasyonda rol aldığını, 

ayrıca antioksidan, antibakteriyel, anti-inflamatuar etkileri ile yara iyileşmesi ve doku 

onarımının pek çok fazına olumlu yönde katkılar sağladığını ortaya koymuştur (Majtan ve 

Jesenak, 2018). Probiyotik bakterilerin ve mayaların hücre duvarını çevreleyen, dallanmış 

bir glukogalaktan polisakkariti olan kefiranın, Streptococcus pyogenes’e karşı yara 

bölgesinde antimikrobiyal etki gösterdiği tespit edilmiştir (Rodrigues ve diğerleri, 2005). 

Selüloz, pek çok yara örtü malzemesinde ham madde olarak kullanılmakta olup, yara 

iyileştirici etkileri bulunan diğer bir biyoaktif polisakkarittir (Maver ve diğerleri, 2018: 9, 

24). Özellikle bakteriyel selüloz, yara onarımında tercih edilebilecek en etkili 
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polisakkaritlerden birisidir. Bunun sebebi bakteriyel selülozun; saflığının, gözeneklilik 

kapasitesinin, sıvı ve gaz maddelere geçirgenliğinin, su tutma kapasitesinin ve 

dayanıklılığının yüksek potansiyelde olmasıdır. Ek olarak bakteriyel selüloz bazlı yara örtü 

malzemeleri yara iyileşmesinde; inflamatuar, antimikrobiyal ve re-epitelizasyon süreçlerini 

regüle ederek yara iyileşmesinin hücresel ve moleküler olaylar zincirlerini dengeler (Portela 

ve diğerleri, 2019). 

2.8. Ekzopolisakkaritler (EPS’ler) 

Ekzopolisakkarit (EPS); bitki, mantar, algler ve bakteriler tarafından üretilen, şeker ve şeker 

türevlerinin monosakkarit rezidülerinden oluşan biyopolimerdir. Ekstrasellüler ortama 

salgılanan EPS’ler, kimyasal yapısı bakımından tek tip monosakkarit içeren 

homopolisakkarit ve D-glukoz, D-galaktoz, L-ramnoz, N-asetilglukozamin, N-

asetilgalaktozamin, glukoronik asit gibi yapıları içeren heteropolisakkarit olmak üzere iki 

grup altında toplanır (Nwodo ve diğerleri, 2012; Schmid ve diğerleri, 2015). EPS'lerin anti-

kanser, anti-obezite, anti-alerjik, anti-mikrobiyal, anti-viral, anti-biyofilm ve nöroprotektif 

etkilerinin yanı sıra inflamatuar bağırsak hastalıklarında, otoimmün hastalıklarda, mide 

ülserlerinde ve kardiyovasküler hastalıklarda terapötik etkilerinin olduğu farklı çalışmalarda 

gösterilmiştir (Angelin ve Kavitha, 2020; Sirin ve Aslim, 2020). Mikrobiyal polisakkaritler 

arasında laktik asit bakterileri tarafından üretilen EPS'ler, Birleşik Devletler Gıda ve İlaç 

Dairesi tarafından genel olarak güvenli olarak kabul edilen (generally recognized as safe, 

GRAS) biyopolimerler olduğundan, probiyotik EPS’lerinin in vitro ve in vivo koşullarda 

biyogüvenli olarak kullanımı uygundur (Angelin ve Kavitha, 2020).  

2.8.1. EPS’lerin yara iyileşmesinde kullanılma potansiyelleri 

Son yıllarda marin bakterilerden elde edilen EPS’lerin, marin polisakkariti olarak 

biyoaktiviteleri dikkat çekmektedir (Delbarre-Ladrat ve diğerleri, 2014; Dave ve diğerleri, 

2020). Artik marin bakterisi Polaribacter sp. SM1127’den elde edilen EPS ile yapılan bir 

çalışmada, EPS’nin insan dermal fibroblastlarında güçlü bir antioksidan etki sağladığı ve 

hücre migrasyonunu indüklediği tespit edilmiştir. Aynı çalışmada, marin bakteri EPS’sinin 

tam katmanlı dermal yara kapanmasını destekleyerek yara iyileşmesini hızlandırdığı 

saptanmıştır (Sun ve diğerleri, 2020). Başka bir marin bakterisi olan Alteromonas sp. PRIM-

28 kaynaklı EPS’nin, hücre siklusunun S fazını arttırıp keratinositlerin ve fibroblastların 
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proliferasyonunu ve in vitro yara modelinde migrasyonunu indüklediği bulunmuştur 

(Sahana ve Rekha, 2019).  Pantoea sp. YU16-S3 marin bakterisinin EPS’si ile yapılan bir 

çalışmada ise EPS’nin, dermal keratinositler ve fibroblastlar üzerinde hücre adezyonunu ve 

proliferasyonunu desteklediği, fibroblastların migrasyonunu indüklediği, hücre siklusu 

fazlarının geçişini hızlandırdığı ve yara iyileşmesinde rol alan Wnt/ β-katenin sinyal yolağını 

indüklediği tespit edilmiştir (Sahana ve Rekha, 2020).  

Farklı mikroorganizmalardan elde edilen EPS’ler ile yapılmış çalışmalar olsa da güvenli 

mikroorganizma olmaları sebebi ile probiyotiklerin EPS’leri son zamanlarda ilgi çekici 

olmuştur (Sanlibaba ve Çakmak, 2016). Yapılan bir çalışmada, Lactobacillus sp.Ca6 

tarafında üretilen EPS’nin in vivo yara iyileşme özellikleri gösterilmiştir. Çalışmada, 

Lactobacillus sp.Ca6 EPS’sinin muamlesi sonucu erkek Wistar sıçanlarında oluşturulan 

yaraların 9. günde % 89,4 ve 13. günde % 97,91 kapandığı, yara bölgesinde kollajen 

birikiminin ve epitelizasyonun arttığı tespit edilmiştir (Trabelsi ve diğerleri, 2017). 

Lactobacillus cinslerinden elde edilen EPS’ler ile yapılan başka bir çalışmada ise L. casei 

EPS’sinin insan fibroblast hücrelerinde yüksek anti-elastaz ve anti-kollajenaz aktivitesine 

sahip olduğu, MMP 1, 2, 3, 9 ve 10’nun mRNA ekspresyon seviyelerini azaltıp, TIMP-1 ve 

2 mRNA ekspresyon seviyelerini arttırdığı saptanmıştır (Shirzad ve diğerleri, 2018).  

2.9. Sinbiyotikler 

Sinbiyotikler, probiyotik mikroorganizmalar ile prebiyotik ürünlerin kombinasyonu olarak 

tanımlanmaktadır. Sinbiyotikler, bakteri gelişimini ve/veya metabolizmasını uyararak canlı 

mikroorganizmaların konak üzerinde daha etkili sağlık yararları göstermeleri ile birlikte 

probiyotiklerin ve prebiyotiklerin tek başına uygulamalarına kıyasla kombinasyonları 

sonucu oluşturdukları daha faydalı sinerjitik etkileri bakımından dikkat çekicidir (Pandey ve 

diğerleri, 2015; Batista ve diğerleri, 2020). Kullanılan bazı sinbiyotiklere örnek olarak 

bifidobakterilerin ve laktik asit bakterilerinin fruktooligosakkarit, galaktooligosakkarit, 

inülin ve laktilol ile olan kombinasyonları verilebilir. Literatürde sinbiyotiklerin, 

antimikrobiyal, anti-kanser, anti-alerjik, immünomodülatör ve hipoglisemik etkileri 

gösterilmiştir (Bakır, 2012). Bununla birlikte, sinbiyotiklerin cilt yaraları üzerindeki 

etkilerini gösteren herhangi bir literatür çalışması bulunmamaktadır.  
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2.10. Yara İyileşmesi Çalışmalarında Kullanılan Deney Modelleri 

2.10.1. İn vitro yara modeli  

İn vitro yara modeli, yara iyileşmesi çalışmalarında yara alanına göç eden 

hücrelerin incelenmesi ve yara kapanmasının in vitro değerlendirilmesinde kullanılan bir 

hücre kültürü tekniğidir (Liang ve ve diğerleri, 2007). Analiz, prensipte tek taba halindeki 

hücre popülasyonu üzerinde pipet ucu ile oluşturulan yara modelinde yara bölgesine 

uygulamalar sonucu göç eden hücrelerin mikroskop ekipmanları aracılığıyla görüntülenmesi 

ve analiz edilmesine dayanır (Jonkman ve ve diğerleri, 2014). Bu doğrultuda, potansiyel 

terapötik ajanların hücre migrasyonunu modüle etme kapasitelerinin incelenmesi ve 

migrasyon ile ilişkili moleküler mekanizmalarının aydınlatılması için in vitro yara modelinin 

kullanımı uygundur (Bobadilla ve diğerleri, 2019).  

Çalışmamız kapsamında, Lactobacillus plantarum GD2 suşu, bu suştan elde edilen liyofilize 

ekzopolisakkarit (L-EPS) ve sinbiyotik L929 fare fibroblast hücre hattı üzerinde oluşturulan 

in vitro yara modeline tek tek uygulanmış, uygulamaların fibroblast migrasyonu ve in vitro 

yara kapanması üzerine etkileri tespit edilmiştir. Böylece, probiyotik kaynaklı 

uygulamaların fibroblast migrasyonu aracılığıyla in vitro yara kapanması üzerinde etkili 

olup olmadığı ortaya konulmaya çalışılmıştır.   

2.10.2. TNF-α ile indülenen in vitro inflamasyon modeli  

Cilt yaraların iyileşmesinde, inflamasyona bağlı meydana gelen aksamalardaki en büyük 

etkenlerden birisi pro-inflamatuar sitokin olan tümör nekroz faktör alfanın (TNF-α) yara 

dokusundaki yüksek miktarlarıdır. Yüksek miktardaki TNF-α varlığı, özellikle diyabetik 

yaralardaki bozulmuş iyileşme mekanizmaları ile yakından ilişkili olup (Buck ve diğerleri, 

1996), yara iyileşmesindeki gecikme TNF-α’nın neden olduğu fibroblast apoptozunun 

tetiklenmesi ve fibroblast proliferasyonunun inhibe edilmesi ile karakterize edilir (Wang ve 

diğerleri, 2014). L929 fare fibroblast hücrelerinde oluşturulan TNF-α aracılı inflamasyon 

modeli bir in vitro inflamasyon modeli olup, bu model yara iyileşmesi çalışmalarında geçerli 

bir deney modeldir (Jiang ve diğerleri, 2020).  

Çalışmamız kapsamında, L929 fare fibroblast hücre hattında TNF-α uygulaması ile (20 

ng/mL, 30 dk.) in vitro inflamasyon modeli oluşturulmuştur. Ardından, L. plantarum GD2 
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suşu, bu suştan elde edilen L-EPS ve sinbiyotik, L929 fare fibroblast hücre hattı üzerinde 

oluşturulan in vitro inflamasyon modeline tek tek uygulanmış, uygulamaların fibroblast 

hücrelerindeki IL-1β, IL-6 ve iNOS mRNA eksresyon seviyeleri incelenerek anti-

inflamatuar etkileri araştırılmıştır. Böylece, probiyotik kaynaklı uygulamaların, fibroblast 

hücrelerinde inflamasyonu baskılayarak yara iyileşmesinde anti-inflamatuar etkilerinin olup 

olmadığı ortaya konulmaya çalışılmıştır.  

2.10.3. İn ovo koryoallantoik membran (CAM) modeli 

CAM modeli, embriyolu tavuk yumurtalarında pro-anjiyojenik özelliklerin araştırılmasında 

kullanılan in ovo bir yöntem olup (Merckx ve diğerleri, 2020), bu model ajanların pro-

anjiyojenik özelliklerinin araştırılarak yara iyileşmesinde etkin olarak kullanılabilirliklerini 

test etmek için kullanılan geçerli bir modeldir (Grambow, Sorg H., Sorg C. ve Strüder, 

2021). Çalışmamızda, L. plantarum GD2 suşunun, bu suştan elde edilen L-EPS’nin ve 

sinbiyotiğin pro-anjiyojenik etkileri in ovo CAM modeli kullanılarak araştırılmıştır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Çalışmada kullanılan mikroorganizma  

Tez çalışması kapsamında kullanılan Lactobacillus plantarum GD2 suşu, sağlıklı bebek 

gaitasından izole edilmiş olup, Gazi Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü 

Biyoteknoloji Laboratuvarı Kültür Koleksiyonu’ndan temin edilmiştir. Çalışmada kullanılan 

suşun biyokimyasal ve fizyolojik analizleri, analitik profil indeks 50 CHL (Biomerieux) test 

kiti ile ekibimiz tarafından yürütülen farklı tez çalışmalarında ve projelerde yapılmış olup, 

suşun 16S rRNA tüm gen bölgesi baz alınarak moleküler tanımlamaları gerçekleştirilmiş ve 

probiyotik özellikleri ortaya konmuştur (Tukenmez ve Aslim, 2018; Tukenmez ve diğerleri., 

2019, 2019; Sirin ve Aslim, 2020, Sirin ve Aslim, 2021). Tez çalışması kapsamında 

kullanılan Lactobacillus plantarum GD2 suşun cins adı Zhen ve diğerleri (2020)’nin 

yaptıkları çalışma dikkate alınarak Lactiplantibacillus plantarum GD2 olarak 

güncellenmiştir.  

3.1.2. Çalışmada kullanılan hücre hattı 

Çalışmada sağlıklı fare fibroblast hücre hattı olan L929 hücreleri (ATCC®, CCL-1™) 

kullanılmış olup hücre hattının özellikleri Çizelge 3.1’de verilmiştir. 

Çizelge 3.1. L929 hücre hattının özellikleri (İnternet 1) 

Organizma Mus musculus, Fare 

Doku Subkütanöz konnektif doku; areolar ve adipoz 

Üretim Formatı Dondurulmuş 

Morfoloji Fibroblast 

Kültür Özellikleri Adherent 

Biyogüvenlik Seviyesi 1 

Yaş 100 günlük 

Cinsiyet Erkek 

Uygulamalar Toksisite testinde kullanılabilir ve transfeksiyon için uygundur.  
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3.2. Yöntem 

3.2.1. L. plantarum GD2 suşunun kültür koşulları ve muahafazası 

Mikroorganizmanın kültür koşulları 

Çalışmada, L. plantarum GD2 suşunun geliştirilmesinde de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) 

broth ve agar besi ortamları kullanılmıştır. Bakteriler, MRS broth besiyerine % 2 olacak 

şekilde inoküle edildikten sonra 37 oC’de 18-20 saat inkübe edilmiş olup iki kez aktifleştirme 

işlemi yapıldıktan sonra çalışmada kullanılmıştır. Çalışmaların öncesinde, bakterilerin gram 

boyaması ve agar besiyerine tek koloni ekimi yapılıp temiz olduğu gözlemlenen bakteriler 

ile çalışmalar yürütülmüştür. L. plantarum GD2 suşunun geliştirilmesinde kullanılan MRS 

broth besiyerinin içeriği Çizelge 3.2’de verilmiştir. 

Çizelge 3.2. MRS broth besiyerinin içeriği  

Kullanılan maddeler  Miktar (g, L) 

Beef Ekstrakt  10,00 

Yeast Ekstrakt   5,00 

Pepton  10,00 

Glukoz  20,00 

Tri Amonyum Sitrat  2,00 

Magnezyum Sülfat (MgSO4.7H2O)  0,20 

Manganez Sülfat (MnSO4.4H2O)  0,05 

Di sodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4)  2,00 

Sodyum Asetat  5,00 

Tween 80  1,00 

Yukarıda besiyeri içeriğinde verilen maddeler, belirtilen miktarlarda tartılarak bir miktar 

distile su ile manyetik karıştırıcıda (Heidolph) çözdürülmüştür. Maddeler distile su 

içerisinde homojen hale geldikten sonra besiyerinin pH’sı 6,2’ye ayarlanıp, hacmi distile su 

ile 1 L’ye tamamlanmıştır. MRS agar besiyerinin hazırlanmasında ise Çizelge 3.2’de 

bulunan maddelere ilave olarak % 1,5 g agar eklenmiştir. Hazırlanan besiyerleri otoklavda 

(Sanyo) steril edilmiştir (121 oC, 15 dk.). Besi ortamı, aseptik koşullarda steril petrilere 

dökülerek, besi ortamı plakaları hazırlanmıştır.   
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Mikroorganizmanın stoklanması ve muhafazası  

Tez çalışmasında kullanılan mikroorganizmanın stoklanması gliserol içerisinde ve liyofilize 

olmak üzere iki şekilde yapılmıştır. Mikroorganizma kültürünün gliserol ile muhafazası  

30 oC’de kriyoviallerde sağlanmış olup (Tukenmez ve diğerleri, 2019), mikroorganizmanın 

ana stoğu Skim Milk Broth besiyeri içerisinde liyofilizatörde liyofilize edilerek (Christ alpha 

2-4 LD plus), vialler içerisinde +4 oC’de muhafaza edilmiştir (Kos ve diğerleri., 2008).  

3.2.2. L. plantarum GD2’nin probiyotik kültürlerinin hazırlanışı 

L. plantarum GD2 suşunun, yürütülen çalışmalarda uygulama gruplarının oluşturulmasında 

kullanılacak uygun konsantrasyon miktarlarının ayarlanması için McFarland ile optik 

yoğunluk ayarlama tekniği kullanılmıştır. L. plantarum GD2 suşunun probiyotik 

kültürlerinin hazırlanışı aşağıdaki başlıklar altında anlatılmıştır.  

McFarland değerinin ayarlanması 

Yapılan çalışmada bakterilerin optik yoğunluğunun ayarlanması için McFarland metodu 

kullanılmıştır. Çalışmada kullanılacak bakteriler, MRS broth besi ortamına % 2 olacak 

şekilde inoküle edilerek 2 kez aktifleştirme işlemi ile hazırlanmıştır. 2. aktif bakterileri 3000 

rpm’de 30 dk. santrifüj edilmiş, süpernatant kısmı pellette bulunan bakterilerden 

uzaklaştırılmıştır. Pellet üzerine 5 mL serum fizyolojik (%0,9 NaCI) eklenerek 

vortekslenmiştir. Ardından canlı bakteriler 3000 rpm’de 10 dk. santrifüj edilmiş ve 

sonrasında bakteri pelletleri süpernatanttan uzaklaştırılmıştır. Bu işlem 2 kez tekrarlanarak 

aktif bakteri kültürü besiyeri ve metabolik atıklardan arındırılmıştır. Ardından bakteriler 200 

µL steril serum fizyolojik (SF) içerisinde süspanse edilmiştir. Optik yoğunluğun ayarlanması 

için cam deney tüpü içerisinde bulunan 5 mL SF çözeltisi kullanılmıştır. McFarland 

densitometre cihazı yoğunluğu ölçülen bakteriler, McFarland değeri 9 olana kadar aseptik 

koşullarda cam tüpe eklenmiştir (Sutton, 2011).  

McFarland değeri ayarlanan canlı bakterilerin sayımı  

McFarland densitometresi ile optik yoğunluğu 9’a ayarlanan bakterilerin sayımının 

yapılması için seri dilüsyon yöntemi kullanılmıştır. Bakteriler 10-8 değerlerine kadar 8 farklı 

dilüsyon katsayısı ile seyreltilmiştir. Ardından seyreltmesi yapılan bakteriler, drigalski 
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spatülü kullanılarak yayma ekim yöntemi ile MRS agar besiyerine ekilmiştir. Ekimi yapılan 

bakteriler 37 oC’de ~ 48 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası agarda oluşan kolonilerin 

sayımı yapılmıştır (Zapata ve Arcos, 2015). Çalışma, her bir dilüsyon faktörü için 3 paralel 

olacak şekilde yürütülmüştür. Total bakteri sayımı birimi Eş. 3.1’e göre hesaplanmıştır:  

Total bakteri sayımı birimi (cfu/mL) = (Toplam koloni sayısı) x (Dilüsyon 

faktörü)/Örnek hacmi  
          (3.1) 

Canlı probiyotik bakterilerin hazırlanışı 

McFarland değeri 9’a ayarlanan canlı bakteriler, 3000 rpm’de santrifüj edildikten sonra 

süpernatant uzaklaştırılarak, pellette bulunan bakteriler çalışmalarda kullanılmak üzere 5 mL 

DMEM besiyerinde (Gibco) veya 1xPBS (Thermo Fisher) içerisinde süspanse edilmiştir. 

Koloni sayımları yapılan ve süspanse edilen bakterilerin çalışmada kullanılmak üzere seçilen 

miktarları 5, 10 ve 15 µl olup total hacimler 1 mL’ye tamamlanmıştır. Bu hacimlerde 

hesaplanan bakteri konsantrasyonları Çizelge 3.3’te verilmitşir. Canlı bakteriler, her çalışma 

öncesi taze olarak hazırlanmıştır. 

Çizelge 3.3. Çalışmalarda kullanılan probiyotik kültürlerinin hacimleri ve konsantrasyonları 

Probiyotik kültür hacimleri 
 Canlı bakteri 

konsantrasyonu (cfu/mL) 

5 µL bakteri süspansiyonu   + 995 µL DMEM veya 1xPBS  6,5x105 ±1,3x104 

10 µL bakteri süspansiyonu + 990 µL DMEM veya 1xPBS  1,3x106 ±1,6x104 

15 µL bakteri süspansiyonu + 985 µL DMEM veya 1xPBS  1,9x106 ±1,75x104 

3.2.3. EPS’nin izolasyonu, miktar tayini ve hazırlanışı 

Çalışmalarda kullanılan L. plantarum GD2 EPS’sinin izolasyonu, miktar tayini ve 

uygulamalar için hazırlanışı ile ilgili prosedürler aşağıdaki başlıklar altında verilmiştir.  

L-EPS izolasyonu 

Çalışmada, en az iki kez aktifleştirilmiş L. plantarum GD2 suşu MRS broth besiyerine % 2 

olacak şekilde ekilip 18-20 saat 37 oC inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası bakteri 

kültürleri 32 g trikoloroasetikasit (Merk) eklenerek manyetik karıştırıcıda (Heidolph) 2 saat 
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karıştırılıp ardından 80 oC’de 10 dk. inkübe edilmiştir. Kültür, 4,000 rpm’de 10 dk. 

santrifüjlenerek (Nüve) süpernatant toplanmış ve pellet atılmıştır. Süpernatant üzerine % 96 

saflığında 1:2 oranında etil alkol (Teksol) eklenerek karışım 1 gece +4 oC’de bekletilmiştir. 

İnkübe edilen örnekler 4,000 rpm’de 25 dk. santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası süpernatant 

uzaklaştırılarak pellet toplanmıştır. Pelletler, 1 mL steril saf suda süspanse edilerek viallere 

alınmıştır. Vialler 1 gece +4 oC’de bekletilip ardından liyofilizatörde (Christ alpha 2-4 LD 

plus) liyofilize edilmiştir. Toz halindeki liyofilize EPS (L-EPS)’ler çalışmalarda kullanılmış 

olup, stok L-EPS’ler +4 oC’de muhafaza edilmiştir.  

L-EPS miktar tayini 

L-EPS miktarları fenol sülfirik asit yöntemi ile belirlenmiştir. Örneklerin üzerine 0,5 mL 

fenol (Sigma-Aldrich) ve 5 mL sülfirik asit (Merk) eklenip 10 dk. oda sıcaklığında 

bekletildikten sonra örnekler 15-20 dk. 30 oC’de inkübe edilmiştir. Ardından örneklerin 

absorbans değerleri 490 nm’de spektrofotometre cihazında (Pg Instruments) ölçülmüştür. 

Elde edilen L-EPS miktarları hazırlanan glukoz standartına göre tespit edilmiştir (Şekil 3.1) 

(Dubois ve diğerleri, 1956; Marshall ve Rawson, 1999; Tsuda ve diğerleri, 2008). 

 

Şekil 3.1. Glukoz standart eğrisi. OD: Optik dansite 

L-EPS’nin hazırlanışı 

L-EPS’ler, çalışmalarda kullanılmak üzere DMEM veya 1xPBS içerisinde ana stok olarak 

hazırlanmıştır. Hazırlanan ana stok L-EPS’ler 0,22 µm por çaplı steril filtreden (Merk 

Millipore) geçirilip -20 oC’de muhafaza edilmiştir. Çalışmalarda kullanılan 750 ve 1000 
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µg/mL L-EPS konsantrasyonları, ana stok L-EPS’den alınarak her çalışma öncesinde taze 

hazırlanmıştır.  

3.2.4. Sinbiyotiklerin hazırlanışı 

Çalışmalarda kullanılan sinbiyotikler, uygun koşullarda hazırlanan canlı probiyotik 

bakterilerin 6,5x105, 1,3x106 ve 1,9x106 cfu/mL konsantrasyonları (Bkz. 3.2.2) ile uygun 

koşullarda hazırlanan 750 ve 1000 μg/mL L-EPS’lerin (Bkz. 3.2.3) 1:1 oranında 

kombinasyonları olacak şekilde DMEM veya 1xPBS içerisinde hazırlanmıştır. Sinbiyotikler 

her çalışma öncesinde taze olarak hazırlanmıştır.  

3.2.5. Hücre kültürünün hazırlanması ve ortam koşulları  

L929 fare fibroblast hücreleri, DMEM besiyerinde 37 oC %5’lik CO2 etüvünde (Panasonic), 

T-25 ve T-75 hücre flaskları ile çalışmanın amacına uygun farklı hücre plakalarında kültüre 

edilmiştir. Hücreler, devam eden çalışmalarda yeniden kullanılabilmesi için stoklanmıştır. 

Tripsin-EDTA (Carpricorn Scientific) ile toplanıp santrifüj edilen hücrelerin üst fazı 

uzaklaştırılarak pellet %10 dimetil sülfoksit (DMSO, Sigma-Aldrich) içeren besiyeri nazikçe 

süspanse edilerek steril kryoviallere alınmıştır. Kryovial içerisinde bulunan hücreler -196 oC 

sıvı azot tankında (Cryogenesis) bir sonraki çalışmaya kadar muhafaza edilmiştir (Alsawalha 

ve diğerleri, 2019) 

Çalışmalarda, L-EPS uygulamaları için DMEM besiyeri kullanılmıştır. Canlı bakteri ve 

sinbiyotik uygulamalarında ise DMEM’e ek olarak, laktik asit bakterilerin üretebileceği 

asidik metabolitlerden kaynaklanabilecek asidik pH etkisinin araştırılması amacıyla, 

besiyerini nötralize etmek için sodyum bikarbonat (NaHCO3) içeren modifiye DMEM 

(mDMEM) besiyeri de kullanılmıştır. Hücrelerin geliştirilmesinde ve uygulamaların 

yapılmasında kullanılan DMEM besiyerlerinin içerikleri Çizelge 3.4’te verilmiştir.   
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Çizelge 3.4. Çalışmalarda kullanılan hücre kültürü besiyeri içerikleri 

Hücrelerin geliştirilmesinde ve L-

EPS uygulamalarında kullanılan 

DMEM besiyeri 

Canlı bakteri ve sinbiyotik 

uygulamalarında 

kullanılan DMEM besiyeri 

Canlı bakteri ve 

sinbiyotik 

uygulamalarında 

kullanılan mDMEM 

besiyeri 

• % 10 fetal sığır serumu (fetal 

bovine serum, FBS) (v/v) 

• % 1 penisilin/streptomisin (v/v) 

• DMEM  

• % 10 FBS (v/v) 

• DMEM 

• % 10 FBS (v/v) 

• % 1,3 NaHCO3 (v/v) 

• DMEM 

3.2.6. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) testleri 

Bu çalışmada, sağlıklı ve TNF-α ile inflamasyonun indüklendiği L929 hücrelerine 

uygulanabilecek L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin etkin olan ve hücreler üzerinde toksik 

olmayan en yüksek konsantrasyon ve uygulama süresi aralığının MTT yöntemi ile 

belirlenmesi amaçlanmıştır.  

L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin hücre canlılığı üzerine etkisinin belirlenmesi 

96 kuyucuklu mikroplakalara L929 hücreleri, 104 hücre/kuyu olacak şekilde ekilmiştir. 

Hücrelerin besiyeri her gün değiştirilerek yaklaşık %90 yoğunluğa gelmeleri beklenmiş ve 

ardından Çizelge 3.5’te verilen L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamaları 

gerçekleştirilmiştir. İnkübasyon süreleri tamamlandıktan sonra her bir kuyucuğa 20 μL MTT 

(Sigma-Aldrich) eklenerek, hücreler 4 saat 37°C’de CO2’li etüvde inkübe edilmiştir. 

Kuyulardaki sıvı uzaklaştırılarak tüm kuyulara 200 μL DMSO (Sigma-Aldrich) eklenmiştir. 

30 dk. 37°C’de CO2’li etüvde DMSO ile inkübe edilen hücreler, mikroplaka okuyucuda 

(Epoch, Biotek) 570 nm’de okutulmuştur. Hücre canlılığı Eş. 3.2’ye göre hesaplanmıştır 

(Muniandy ve diğerleri, 2018):  

Hücre canlılığı (%) = (Ortalama örnek absorbansı/ortalama kontrol 

absorbansı) x 100 
                    (3.2) 

 

 



42 

 

Çizelge 3.5. Sağlıklı L929 hücrelerinin canlılığının belirlenmesinde kullanılan uygulama 

grupları 

Uygulama grupları  Uygulama koşulları 

1.Grup (Kontrol grubu) 

  

L929 hücreleri uygulama gruplarına uygun olacak 

şekilde 0-36 saat veya 0-24 saat sadece DMEM veya 

mDMEM ile inkübe edilmiştir. Herhangi bir 

uygulama yapılmamıştır.  

 

2.Grup (L-EPS grubu) 

 L929 hücreleri 0-36 saat DMEM içerisinde hazırlanan 

750 ve 1000 μg/mL L-EPS ile inkübe edilmiştir. 

 

3.Grup (Canlı bakteri grubu) 

 L929 hücreleri 0-24 saat DMEM veya mDMEM 

içerisinde hazırlanan 6,5x105, 1,3x106 ve 1,9x106 

cfu/mL canlı bakteri ile inkübe edilmiştir. 

 

4.Grup (Sinbiyotik grubu) 

 L929 hücreleri 0-24 saat DMEM veya mDMEM 

içerisinde hazırlanan 6,5x105, 1,3x106 ve 1,9x106 

cfu/mL canlı bakterilerin sırasıyla 750 ve 1000 μg/mL 

L-EPS ile oluşturulan kombinasyonları ile inkübe 

edilmiştir. 
   

Tümör nekroz faktör alfa (TNF-α) ile indüklenen L929 hücrelerinde L-EPS, canlı bakteri ve 

sinbiyotiğin hücre canlılığı üzerine etkisinin belirlenmesi 

Bu çalışmada, L929 fibroblast hücrelerinde in vitro inflamasyon modelinin 

oluşturulmasında kullanılacak TNF-α’nın uygun konsantrasyon ve süresinin belirlenmesi 

amaçlanmıştır.  Çalışma kapsamında inflamasyonun tetiklenmesi için rekombinant TNF-α 

proteini (abcam, ab259411) kullanılmış olup, TNF-α uygulaması şu şekilde 

gerçekleştirilmiştir: L929 hücreleri 96 kuyucuklu mikroplakalara 104 hücre/kuyu olacak 

şekilde ekilmiştir. ~%90 yoğunluğa gelen hücrelerin besiyeri uzaklaştırılarak hücreler 

1xPBS ile yıkanmıştır. Ardından hücreler, besiyeri içerisinde hazırlanan 0-50 ng/mL TNF-

α ile 0-3 saat inkübe edilmiştir (Jiang ve diğerleri, 2020). İnkübasyon sonrası TNF-α içeren 

besiyeri uzaklaştırılarak hücrelere Çizelge 3.6’da verilen uygulamalar yapılmıştır. 

Çalışmada, bir önceki başlık altında anlatılan prosedür izlenerek, Eş. 3.2’ye göre % hücre 

canlılığı hesaplanmıştır (Muniandy ve diğerleri, 2018).  
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Çizelge 3.6. TNF-α ile indüklenen L929 hücrelerinin canlılığının belirlenmesinde kullanılan 

uygulama grupları 

Uygulama grupları  Uygulama koşulları 

1.Grup (Kontrol grubu) 

  

L929 hücreleri sadece 0-24 saat DMEM veya mDMEM 

ile inkübe edilmiştir. Herhangi bir uygulama 

yapılmamıştır.  

 

2.Grup (TNF-α grubu) 

 L929 hücreleri 10, 20 ve 50 ng/mL TNF-α ile 0-3 saat 

inkübe edildikten sonra 0-24 saat DMEM veya mDMEM 

ile inkübe edilmiştir.   

 

3.Grup (TNF-α + L-EPS 

grubu) 

 L929 hücreleri 10, 20 ve 50 ng/mL TNF-α ile 0-3 saat 

inkübe edildikten sonra 0-24 saat DMEM içerisinde 

hazırlanan 750 ve 1000 μg/mL L-EPS ile inkübe 

edilmiştir. 

 

4.Grup (TNF-α + canlı 

bakteri grubu) 

 L929 hücreleri 10, 20 ve 50 ng/mL TNF-α ile 0-3 saat 

inkübe edildikten sonra 0-24 saat mDMEM içerisinde 

hazırlanan canlı bakteri (6,5x105 cfu/mL) ile inkübe 

edilmiştir. 

 

5. Grup (TNF-α + 

sinbiyotik grubu) 

 L929 hücreleri 10, 20 ve 50 ng/mL TNF-α ile 0-3 saat 

inkübe edildikten sonra 0-24 saat mDMEM içerisinde 

hazırlanan sinbiyotik (6,5x105 cfu/mL canlı bakteri ve 

750 μg/mL L-EPS kombinasyonu)  ile inkübe edilmiştir. 

3.2.7. İn vitro yara modelinin oluşturulması (scratch assay) ve yara kapanma analizi 

Bu çalışmada, L929 fibroblast hücrelerinde oluşturulan in vitro yara modelinde L-EPS, canlı 

bakteri ve sinbiyotiğin fibroblast migrasyonunu indüklemeleri sonucu yara kapanma oranına 

bağlı olarak, probiyotik kaynaklı bu uygulamaların yara kapanmasındaki etkileri ile etken 

uygulama süresi ve/veya uygulama dozlarının belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Yara kapanmasının inverted mikroskop ile analizi 

L929 hücreleri 48 kuyucuklu mikroplakalara 2,5x104 hücre/kuyu olacak şekilde ekilmiştir. 

1 gece inkübasyonun ardından her bir kuyuda p200 pipet ucu ile artifikal (yapay) bir yara 

bölgesi oluşturulmuştur. İn vitro yara bölgesi oluşturulduktan sonra hücre artıkları içeren 

besiyeri uzaklaştırılarak, hücreler 100 µl FBS içermeyen DMEM besiyeri ile yıkanmıştır. 

Ardından hücrelere Çizelge 3.7’de verilen uygulama gruplarının muamelesi yapılmıştır. 

Uygulamaların inkübasyonu sonrasında yara bölgelerinin görüntüleri inverted mikroskop 
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(Leica) ile 4x büyütmede, mikroskop kamera yazılımı (Llumins Toupview) ile 

kaydedilmiştir. Fibroblastların yara bölgesine migrasyonu Image J programı kullanılarak 

alan ölçümü ile analiz edilmiştir. Yara kapanma yüzdeleri Eş. 3.3’e göre hesaplanmıştır 

(Liang ve diğerleri, 2007). En iyi sonuç veren L-EPS uygulamalarının yara kapanma 

sonuçları taramalı elektron mikroskop ile teyit edilmiştir.  

% Yara Kapanma=(Δ0h-Δth)/ Δ0hx100                (3.3) 

Δ0h: 0. saat yara alanı (μm) 

Δth: t. saat yara alanı (μm) 

Çizelge 3.7. İn vitro yara modelinde kullanılan uygulama grupları 

Uygulama grupları  Uygulama koşulları 

1.Grup (Kontrol grubu) 

  

L929 hücreleri uygulama gruplarına uygun olacak 

şekilde 0-36 saat veya 0-24 saat sadece DMEM veya 

mDMEM ile inkübe edilmiştir. Herhangi bir 

uygulama yapılmamıştır.  

 

2.Grup (L-EPS grubu) 

 L929 hücreleri 0-36 saat DMEM içerisinde hazırlanan 

750 ve 1000 μg/mL L-EPS ile inkübe edilmiştir. 

 

3.Grup (Canlı bakteri grubu) 

 L929 hücreleri 0-24 saat DMEM veya mDMEM 

içerisinde hazırlanan canlı bakteri (6,5x105cfu/mL) ile 

inkübe edilmiştir. 

 

4.Grup (Sinbiyotik grubu) 

 L929 hücreleri 0-24 saat DMEM veya mDMEM 

içerisinde hazırlanan sinbiyotik (6,5x105 cfu/mL canlı 

bakteri ve 750 μg/mL L-EPS kombinasyonu) ile 

inkübe edilmiştir. 
   

L-EPS uygulanmış yara modelinde taramalı elektron mikroskop (SEM) analizi 

Bu çalışmada, L929 hücrelerinde in vitro yara modeli yukarıdaki protokolde anlatıldığı gibi 

oluşturulmuş olup, 18 ve 24 saat 1000 μg/mL L-EPS uygulamaları yapılmıştır. Muamele 

sürelerinin ardından hücreler %2,5 gluter aldehitte tespit edilmiştir. Tespiti yapılan hücreler, 

sodyum fosfat tamponu (pH 7,2) ile yıkanmış ve % 70’lik alkole alınmıştır. Yükselen alkol 

serilerinden sonra ise preparat, kritik noktada kurutulmuştur (Polaron, CPD 701 Critical 

Point Dryer). Örnekler, kaplama cihazında (Polaron SC502) altınla kaplanmıştır ve SEM 
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cihazı (Jeol JSM-6060) ile 5 kV’de 100x büyütmede incelenerek, dijital görüntüleri 

alınmıştır.   

3.2.8. L929 hücrelerinde kollajen ve fibronektin oluşum düzeylerinin ELISA kiti ile 

belirlenmesi 

Bu çalışmada L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin ekstrasellüler matriks (ECM) 

bileşenlerinden olan ve yara matriksinin oluşumunda rol alan kollajen tip 1 alfa 1 (COL1A1) 

ve fibronektinin (FN) oluşum düzeyleri üzerine etkisi ELISA kiti (Cloud-Clone Corp.) ile 

tespit edilmiştir (Szóstek-Mioduchowska ve diğerleri, 2019). 

L929 hücreleri, 6 kuyucuklu mikroplakalara 2,5x105 hücre/kuyu olacak şekilde ekilmiş ve 

hücrelere Çizelge 3.8’de verilen uygulama gruplarının muamelesi yapılmıştır. İnkübasyon 

sonrası, hücre besiyerleri steril santrifüj tüplerine toplanmıştır. Örnekler 1.000 g’de 20 dk. 

santrifüj edilerek süpernatant yeni bir santrifüj tüpünde toplanmıştır. Her bir örnek için 3 

paralel olacak şekilde ELISA kuyularına örnekler 100 μl eklenmiştir. Plaka, adezif film ile 

kaplanarak, 37 o C’de 1 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası kuyulardan sıvı faz 

uzaklaştırılıp, her kuyuya 100 µL Detection Reagent A eklenmiştir. Plaka, tekrar adezif film 

ile kaplanarak, 37 o C’de 1 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası kuyulardan sıvı faz 

uzaklaştırılmıştır. Her kuyu 3 kez 1x yıkama solüsyonu ile yıkanmıştır. Her kuyuya 100 µL 

Detection Reagent B eklenmiştir. Plaka, adezif film ile kaplanıp, 37 o C’de 30 dk. inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonrası kuyulardan sıvı faz uzaklaştırılarak her kuyu 5 kez 1x yıkama 

solüsyonu ile yıkanmıştır. Her kuyuya 90 µL Substrat Solution eklenmiştir. Plaka, yeniden 

adezif film ile kaplanarak, 37 o C’de 20 dk. inkübe edilmiştir. Bu aşamada kuyularda bulunan 

sıvıların rengi maviye döner. İnkübasyonun ardından her bir kuyuya 50 µL Stop Solution 

eklenmiştir. Her bir kuyunun rengi sarıya dönene kadar beklenmiştir. Örnekler 450 nm’de 

mikroplaka (Epoch, BioTek) okuyucuda okutularak, COL1A1 ve FN oluşum düzeyleri 

kitlerin içerisinden çıkan standartlar ile oluşturulmuş eğri grafiğine göre hesaplanmıştır. 

COL1A1 standart eğrisi Şekil 3.2’de, FN standart eğrisi Şekil 3.3’te verilmiştir.   
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Çizelge 3.8. COL1A1 ve FN ELISA çalışmasında kullanılan uygulama grupları 

Uygulama grupları  Uygulama koşulları 

1.Grup (Kontrol grubu) 

  

L929 hücreleri uygulama gruplarına uygun olacak 

şekilde 0-24 saat sadece DMEM veya mDMEM ile 

inkübe edilmiştir. Herhangi bir uygulama 

yapılmamıştır.  

 

2.Grup (L-EPS grubu) 

 L929 hücreleri 18 ve 24 saat DMEM içerisinde 

hazırlanan 750 ve 1000 μg/mL L-EPS ile inkübe 

edilmiştir. 

 

3.Grup (Canlı bakteri grubu) 

 L929 hücreleri 24 saat DMEM veya mDMEM 

içerisinde hazırlanan canlı bakteri (6,5x105cfu/mL) ile 

inkübe edilmiştir. 

 

4.Grup (Sinbiyotik grubu) 

 L929 hücreleri 24 saat DMEM veya mDMEM 

içerisinde hazırlanan sinbiyotik (6,5x105 cfu/mL canlı 

bakteri ve 750 μg/mL L-EPS kombinasyonu) ile 

inkübe edilmiştir. 
   

 

Şekil 3.2. COL1A1 standart eğrisi. OD: Optik dansite 

 

Şekil 3.3. FN standart eğrisi. OD: Optik dansite 
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3.2.9. L-EPS, canlı bakteri ve sinbiytoiğin gen düzeyinde etkilerinin belirlenmesi 

Bu çalışmada L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin L929 hücrelerine uygulanması 

sonucunda; COL1A1 ve FN mRNA ekspresyon seviyeleri ile dönüştürücü büyüme faktörü 

beta 1 (TGF-β1)/Smad sinyal yolağında bulunan TGF-β1, Smad2, Smad3 ve Smad4 mRNA 

ekspresyon seviyelerindeki indükleyici, in vitro inflamasyon modelinde ise interlökin 1 beta 

(IL-1β), interlökin 6 (IL-6) ve indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) mRNA ekspresyon 

seviyelerinde inhibe edici etkilerinin olup olmadığı belirlenmeye çalışılmıştır. 

L929 hücreleri, 6 kuyucuklu mikroplakalara 2,5x105 hücre/kuyu olacak şekilde ekilmiştir. 1 

gece inkübasyona bırakılan hücrelere çalışmanın amacına uygun olacak şekilde L-EPS, canlı 

bakteri ve sinbiyotik uygulamaları yapılmıştır. COL1A1, FN, TGF-β1, Smad2, Smad3 ve 

Smad4 mRNA ekspresyon seviyelerinin tespitinde kullanılan uygulama grupları Çizelge 

3.9’da, IL-1β, IL-6 ve iNOS mRNA ekspresyon seviyelerinin tespitinde kullanılan uygulama 

grupları Çizelge 3.10’da verilmiştir. Uygulamalar sonrasında ilgili genlerin mRNA 

ekspresyon seviyelerinin belirlenebilmesi amacıyla hücrelerden total RNA izolasyonu 

yapılmıştır (Tukenmez ve diğerleri, 2019).  

Çizelge 3.9. COL1A1, FN, TGF-β1, Smad2, Smad3, Smad4 mRNA ekspresyonlarının 

analizinde kullanılan uygulama grupları 

Uygulama grupları  Uygulama koşulları 

1.Grup (Kontrol grubu) 

  

L929 hücreleri uygulama gruplarına uygun olacak 

şekilde 18 ve 24 saat sadece DMEM veya mDMEM 

ile inkübe edilmiştir. Herhangi bir uygulama 

yapılmamıştır.  

 

2.Grup (L-EPS grubu) 

 L929 hücreleri 18 ve 24 saat DMEM içerisinde 

hazırlanan 750 ve 1000 μg/mL L-EPS ile inkübe 

edilmiştir. 

 

3.Grup (Canlı bakteri grubu) 

 L929 hücreleri 18 ve 24 saat DMEM veya mDMEM 

içerisinde hazırlanan canlı bakteri (6,5x105cfu/mL) ile 

inkübe edilmiştir. 

 

4.Grup (Sinbiyotik grubu) 

 L929 hücreleri 18 ve 24 saat DMEM veya mDMEM 

içerisinde hazırlanan sinbiyotik (6,5x105 cfu/mL canlı 

bakteri ve 750 μg/mL L-EPS kombinasyonu) ile 

inkübe edilmiştir. 
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Çizelge 3.10. IL-1β, IL-6 ve iNOS mRNA ekspresyonlarının analizinde kullanılan 

uygulama grupları 

Uygulama grupları  Uygulama koşulları 

1.Grup (Kontrol grubu) 

  

L929 hücreleri sadece 0-24 saat DMEM veya mDMEM 

ile inkübe edilmiştir. Herhangi bir uygulama 

yapılmamıştır.  

 

2.Grup (TNF-α grubu) 

 L929 hücreleri 20 ng/mL TNF-α ile 30 dk. inkübe 

edildikten sonra 0-24 saat DMEM veya mDMEM ile 

inkübe edilmiştir.   

 

3.Grup (TNF-α + L-EPS 

grubu) 

 L929 hücreleri 20 ng/mL TNF-α ile 30 dk.inkübe 

edildikten sonra 0-24 saat DMEM içerisinde hazırlanan 

750 ve 1000 μg/mL L-EPS ile inkübe edilmiştir. 

 

4.Grup (TNF-α + canlı 

bakteri grubu) 

 L929 hücreleri 20 ng/mL TNF-α ile 30 dk. inkübe 

edildikten sonra 0-24 saat mDMEM içerisinde hazırlanan 

canlı bakteri (6,5x105 cfu/mL) ile inkübe edilmiştir. 

 

5. Grup (TNF-α + 

sinbiyotik grubu) 

 L929 hücreleri 20 ng/mL TNF-α ile 30 dk. inkübe 

edildikten sonra 0-24 saat mDMEM içerisinde hazırlanan 

sinbiyotik (6,5x105 cfu/mL canlı bakteri ve 750 μg/mL L-

EPS kombinasyonu)  ile inkübe edilmiştir. 

Total RNA izolasyonu 

Uygulama yapılmamış kontrol grubu ve uygulama yapılmış hücrelerden total RNA 

izolasyonu GeneJET RNA İzolasyon Kiti (Thermo Scientific) kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir (Elizei ve diğerleri, 2017). Hücreler uygun inkübasyon koşulları 

sağlandıktan sonra besiyeri uzaklaştırılarak soğuk 1XPBS ile toplanarak çöktürülmüştür. 

Pellet üzerine 600 μL lizis buffer ve 12 μL β-merkaptoetanol eklenerek, vorteks ile 

karıştırılmıştır. Hücre lizatları üzerine 360 μL (% 96-100) etanol eklenerek, etanol lizat 

karışımı  toplama tüpüne aktarılmıştır. Ardından 12 000 g’de 1 dk. santrifüj edilmiştir. 

Toplama tüpüne geçen akış atılarak kolon yeni bir toplama tüpüne aktarılmıştır. Kolon 

üzerine 700 μL yıkama solüsyonu I eklenerek 12000 g’de 1 dk. santrifüj edilmiştir. Akış 

atılarak kolon yeniden aynı toplama tüpüne yerleştirilmiştir. Kolona 600 μL yıkama 

solüsyonu II eklenerek 12 000 x g’de 1 dk. santrifüj işlemi gerçekleştirilmiştir. Altta biriken 

sıvı dökülerek kolon toplama tüpüne yerleştirilmiştir. Kolon üzerine 250 μL yıkama 

solüsyonu II eklenip 12 000 g’de 2 dk. santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası toplama tüpü 

atılarak kolon steril bir ependorf içerisine yerleştirilmiştir. Kolonun merkezine 30-40 μL 
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nükleaz içermeyen su eklenerek oda sıcaklığında 1 dk. inkübe edilmiştir. İnkübasyonun 

ardından ependorf kolon ile birlikte 12000 g’de 1 dk. santrifüjlenmiştir. Bu aşamada total 

RNA, steril ependorfa geçmiştir. İzolasyon sonrası RNA saflık ve miktar tayini için örnekler 

Epoch (Biyotek) mikroplaka okuyucu cihazında 260 ve 280 nm dalga boyunda okutulmuş, 

260/280 absorbans değerleri ~2 olan örnekler çalışmada kullanılmıştır. İzole edilen 

RNA’lar, çalışmalarda kullanılmak üzere -80 oC’de saklanmıştır .  

RNA örneklerinden cDNA (komplementer DNA) sentezi 

İzole edilen RNA’lardan cDNA sentezinin gerçekleştirilmesi için High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kiti (Thermo Fisher Scientific) kullanılmıştır. Steril PCR tüplerine; 2 

μL 10xRT buffer, 0,8 μL 25xdNTP karışımı (100 mM), 2 μL 10XRT Random Primerleri, 1 

μL reverse transkriptaz enzimi, 4,2 μL nükleaz içermeyen su ve 10 μL RNA örneği eklenerek 

karışım 10-20 saniye santrifüj edilmiştir. Bu aşamada her bir PCR tüpü içerisinde 20 μL total 

hacim bulunmaktadır. Her bir tüp 25 o C’de 10 dk., 37 o C’de 120 dk ve 85 o C’de 5 dk. 

inkübe edilerek cDNA sentezi tamamlanmıştır. İzolasyon sonrası cDNA saflık ve miktar 

tayini için örnekler Epoch (Biyotek) mikroplaka okuyucu cihazında 260 ve 280 nm dalga 

boyunda okutulmuş, 260/280 absorbans değerleri ~1,8 olan örnekler çalışmada 

kullanılmıştır.  Sentezlenen cDNA’lar çalışmalarda kullanılana kadar -80 o C’de 

saklanmıştır.  

qRT-PCR reaksiyonu 

Sentezlenen cDNA’ların mRNA ekspresyon seviyeleri qRT-PCR tekniği ile incelenmiştir. 

Çalışmada, PCR reaksiyonu için Quant Studio 3 qRT-PCR (Applied Biosystem, Thermo 

Fisher Scientific) cihazı kullanmış olup, reaksiyon için SYBR Green PCR Kit (SensiFAST 

SYBR® LowROX Kit) (BIO94005- Bioline, ABD) kullanılmıştır. Deneylerde tüm örnekler 

ve genler ile üçer kez çalışılarak analizlerde bu ölçümlerin ortalaması kullanılmıştır. 

Çalışmada kullanılan qRT-PCR koşulları Çizelge 3.11'de verilmiştir. 
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Çizelge 3.11. qRT-PCR koşulları 

Madde  Miktar (μl) 

SYBER green  10,00 

cDNA  2,00 

Forward primer (10 pmol/μl)  1,00 

Reverse primer (10 pmol/μl)  1,00 

ddH2O       6,00 

qRT-PCR reaksiyonu COL1A1, FN, TGF-β1, Smad2, Smad3 ve Smad4 için; 94 °C'de 3 dk., 

94 °C'de 30 saniye, 60 °C'de 30 saniye (40 döngü) olacak şekilde ayarlanmıştır. IL-1β için 

94 °C'de 3 dk., 94 °C'de 30 saniye, 62,5 °C'de 30 saniye (40 döngü) olacak şekilde 

ayarlanmıştır. IL-6 ve iNOS için; 94 °C'de 3 dk., 94 °C'de 30 saniye, 63 °C'de ayarlanmıştır. 

(Tukenmez ve diğerleri, 2019). Gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz (GAPH) geni bu 

çalışmada housekeeping gen olarak kullanılmıştır. Çalışmada kullanılan primerler ve dizileri 

Çizelge 3.12’de verilmiştir.  

Çizelge 3.12. qRT-PCR analizinde kullanılan primerler ve dizileri 

Genler Primerler bç  

COL1A1 
FW: 5’-ACATGCCGCGACCTCAAGAT-3’                          

RV: 5’-ATGTCTAGTCCGAATTCCTG-3’                            

20 

21 

(Martignago ve diğerleri, 

2014) 

FN 
FW: 5’-ATGTGGACCCCTCCTGATAGT-3’                        

RV: 5’-GCCCAGTGATTTCAGCAAAGG-3’                                             

21 

21 
(Smyrek ve diğerleri, 2018) 

TGF-β1 
FW: 5’-GTGTGGAGCAACATGTGGAACTCTA-3’ 

RV: 5’-TTGGTTCAGCCACTGCCGTA-3’                           

25 

20 
(Wang ve diğerleri, 2013) 

Smad2 
FW: 5’-AACCCGAATGTGCACCATAAGAA-3’                   

RV: 5’-GCGAGTCTTTGATGGGTTTACGA-3’                    

23 

23 
(Wang ve diğerleri, 2013) 

Smad3 
FW: 5’-GTCAACAAGTGGTGGCGTGTG-3’                                        

RV: 5’-GCAGCAAAGGCTTCTGGGATAA-3’                     

21 

22 
(Wang ve diğerleri, 2013) 

Smad4 
FW: 5’-TGACGCCCTAACCATTTCCAG-3’                        

RV: 5’-CTGCTAAGAGCAAGGCAGCAAA-3’                     

21 

22 
(Wang ve diğerleri, 2013) 

IL-1β 
FW: 5’-GCAACTGTTCCTGAACTC-3’                        

RV: 5’-CTCGGAGCCTGTAGTGCA-3’                                             

18 

18 
(Lu ve diğerleri, 2017) 

IL-6 
FW: 5’-GTACTCCAGAAGACCAGAGG-3’                          

RV: 5’-TGCTGGTGACAACCACGGCC-3’                            

20 

20 
(Lu ve diğerleri, 2007) 

iNOS 
FW: 5’-TAGGCAGAGATTGGAGGCCTTG-3’                   

RV: 5’-GGGTTGTTGCTGAACTTCCAGTC-3’                    

22 

23 
(Gan ve diğerleri, 2012) 

GAPDH 
FW: 5’-GACCCCTTCATTGACCTCAA-3’                           

RV: 5’-CTTCTCCATGGTGGTGAAGA-3’                           

20 

20 
(Joung ve diğerleri, 2012) 

Gen ekspresyonunun nicel olarak ifade edilebilmesi için, tüm gen transkriptinin floresan 

sinyalinin eşiğin üzerine çıkmasında gerekli döngülerin sayısı olarak tanımlanan döngü eşiği 

(Ct) tespit edilmiştir (Wong ve Medrano, 2005). Eşik sinyali ile floresans başlangıç sinyali 

qRT-PCR cihazı ile saptanmıştır. Primerlerde dimer oluşumu ve spesifik olmayan 
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amplifikasyonların belirlenmesi için çalışmada kullanılan primerlerin erime eğrisi (melting 

curve)  analizleri yapılmıştır (Şekil 3.1). Çalışmada kullanılan primerlerin erime sıcaklıkları; 

COL1A1 için 89 °C, FN için 78 °C, TGF-β1 için 84 °C, Smad2 için 80 °C, Smad3 için 85 

°C, Smad4 için 88 °C, IL-1β için 80 °C, IL-6 için 87 °C, iNOS için 88 °C ve GAPDH için 

87 olarak belirlenmiştir.   

 

Şekil 3.4. Çalışmada kullanılan primerler ile hedef gen bölgelerinin erime eğrileri. (a) 

COL1A1, (b) FN, (c) TGF-β1, (d) Smad2, (e) Smad3, (f) Smad4, (g) IL-1β, (h) 

IL-6, (i) iNOS, (j) GAPDH 

3.2.10. Flow sitometri analizi 

Bu çalışmada; L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamaları yapılmış hem sağlıklı hem 

de TNF-α ile tetiklenen L929 fibroblast hücrelerinin indüklenen proliferasyon 

kapasitelerinin tespit edilmesi amaçlanmıştır. Flow sitometri ile yapılan proliferasyon 

çalışmalarında uygulamaların inkübasyon süresinin, çalışmada kullanılacak hücrelerin iki 

katına çıkma süresinin (doubling-time) üzerinde olması önerilir. Bu kapsamda, L929 

fibroblastlarının flow sitometri ile hücre kültüründeki iki katına çıkma sürelerine bakılmış 

ve bu süre ~22 saat olarak tespit edilmiştir. Bu sebeple, uygulamaların kullanılabilecek 

uygun inkübasyon süresi 24 saat olarak seçilmiştir. Çalışmada kullanılan uygulama grupları 

Çizelge 3.13’te verilmiştir.  
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Çizelge 3.13. Flow sitometri analizinde kullanılan uygulama grupları 

Uygulama grupları  Uygulama koşulları 

1.Grup (Kontrol grubu) 

  

L929 hücreleri uygulama gruplarına uygun olacak şekilde 

24 saat sadece DMEM veya mDMEM ile inkübe 

edilmiştir. Herhangi bir uygulama yapılmamıştır.  

 

2.Grup (L-EPS grubu) 

 L929 hücreleri 24 saat DMEM içerisinde hazırlanan 750 

ve 1000 μg/mL L-EPS ile inkübe edilmiştir. 

 

3.Grup (Canlı bakteri 

grubu) 

 L929 hücreleri 24 saat DMEM veya mDMEM içerisinde 

hazırlanan canlı bakteri (6,5x105cfu/mL) ile inkübe 

edilmiştir. 

 

4.Grup (Sinbiyotik grubu) 

 L929 hücreleri 24 saat DMEM veya mDMEM içerisinde 

hazırlanan sinbiyotik (6,5x105 cfu/mL canlı bakteri ve 

750 μg/mL L-EPS kombinasyonu) ile inkübe edilmiştir. 

5.Grup (TNF-α grubu) 

  

L929 hücreleri 20 ng/mL TNF-α ile 30 dk. inkübe 

edildikten sonra 24 saat DMEM veya mDMEM ile inkübe 

edilmiştir.   

 

6.Grup (TNF-α + L-EPS 

grubu ) 

 

 L929 hücreleri 20 ng/mL TNF-α ile 30 dk.inkübe 

edildikten sonra 24 saat DMEM içerisinde hazırlanan 750 

ve 1000 μg/mL L-EPS ile inkübe edilmiştir. 

 

7.Grup (TNF-α + canlı 

bakteri grubu) 

 L929 hücreleri 20 ng/mL TNF-α ile 30 dk. inkübe 

edildikten sonra 24 saat mDMEM içerisinde hazırlanan 

canlı bakteri (6,5x105 cfu/mL) ile inkübe edilmiştir. 

 

8.Grup (TNF-α + 

sinbiyotik grubu) 

 L929 hücreleri 20 ng/mL TNF-α ile 30 dk. inkübe 

edildikten sonra 24 saat mDMEM içerisinde hazırlanan 

sinbiyotik (6,5x105 cfu/mL canlı bakteri ve 750 μg/mL L-

EPS kombinasyonu)  ile inkübe edilmiştir. 

Hücrelerin hazırlanması ve proliferasyon analizi 

Yapılan çalışmada hücrelerin proliferasyon analizi CellTraceTM Cell proliferation kiti 

(ThermoFisher) kulanılarak yapılmıştır. Uygulamaların öncesinde hücreler toplanarak 10 

µM proliferasyon boyası (CSF) ile muamele edilmiştir. Ardından hücreler, 6-kuyulu hücre 

plakasına ~2x105/kuyu olacak şekilde ekilmiştir. Hücre uygulamalarının öncesinde hücreler 

1xPBS ile yıkanmış ve Çizelge 3.13’te verilen uygulamalar yapılmıştır. Hücrelerin 

nukleuslarında boyar madde bulundurma miktarına göre Flow Sitometri’de (NovoCyte) 

hücrelerin proliferasyonu tespit edilmiştir (Houston ve diğerleri, 2018).  
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3.2.11. L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin in ovo koryoallantoik membran (CAM) 

modelinde pro-anjiyojenik etkilerinin tespit edilmesi 

Çalışmada, L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin pro-anjiyogenik etkisini değerlendirmek 

için in ovo CAM modeli kullanılmıştır. Döllenmiş tavuk yumurtaları Bil-Yem Gıda San. ve 

Tic. Ltd. Şti.’den temin edilmiştir. Yumurtalar 3 gün boyunca 37oCde %70 nem oranında, 

kuluçka makinasında (Europe) inkübe edildikten sonra içerisiden steril şırınga ile ~10 mL 

albümin çekilmiş ve yumurtalar tekrar inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyonun ardından 

embriyolu yumurtalarda embriyonun varlığını tespit etmek için ışık ile kontrol yapılmış ve 

yumurta kabukları %70’lik alkol ile temizlenerek koryoallantoik membranı görünür hale 

getirmek için kabukta 1-2 cm çapında bir pencere açılmış ve uygulama öncesi yumurtaların 

uygulama yapılacak damar bölgeleri 0. saat olarak stereo mikroskop (Leica) ile 1x 

büyütmede görüntülenmiştir. Aynı gün uygulamalar seçilen damar bölgesi üzerine 50 μL  

bırakılarak etken madde uygulamaları yapılmıştır (Çizelge 3.14). Kabuktaki pencereler 

embriyoların kurumasını engellemek amacıyla laboratuvar filmi ile kapatılmıştır. 

Uygulamaların inkübasyonu sonrasında 12. ve 24. saat görüntüleri stereo mikroskop ile 

görüntülenmiştir. CAM mikroskop görüntüleri, ImageJ yazılımındaki uzunluk ölçüm aracı 

ile total damar uzunluğu bakımından değerlendirilmiştir (Ozgurtas ve diğerleri, 2008; 

Kılıççalan ve diğerleri, 2021). 

Çizelge 3.14. İn ovo CAM modelinde kullanılan uygulama grupları 

Uygulama grupları  Uygulama koşulları 

1.Grup (Kontrol grubu) 

  

Damarlar uygulama gruplarına uygun olacak şekilde 12 ve 24 

saat sadece 1xPBS veya NaHCO3 içeren PBS ile muamele 

edilmiştir. Herhangi bir uygulama yapılmamıştır.  

 

2.Grup (L-EPS grubu) 

 Damarlar, 12 ve 24 saat 1xPBS içerisinde hazırlanan 750 ve 

1000 μg/mL L-EPS ile muamele edilmiştir. 

 

3.Grup (Canlı bakteri 

grubu) 

 Damarlar, 12 ve 24 saat NaHCO3 içeren 1xPBS içerisinde 

hazırlanan canlı bakteri (6,5x105cfu/mL) ile muamele edilmiştir. 

 

4.Grup (Sinbiyotik grubu) 

 Damarlar, 12 ve 24 saat NaHCO3 içeren 1xPBS içerisinde 

hazırlanan sinbiyotik (6,5x105 cfu/mL canlı bakteri ve 750 

μg/mL L-EPS kombinasyonu) ile muamele edilmiştir. 
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3.2.12. İstatistiksel analizler 

Çalışma sonuçları SPSS 22.0 programı kullanılarak istatistiksel olarak değerlendirilmiştir. 

Uygulama yapılmamış kontrol grubu ile L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarına 

ek TNF-α uygulanmış grup ile L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarının grup 

arasındaki farklar t testi ile belirlenmiştir. MTT testinde elde edilen hücre canlılığı ortalama 

değerleri arasındaki farklar Multivariate Anova Post Hoc Tukey HSD (p<0,05) ile 

belirlenmiştir. İn vitro yara analizi çalışmasında L-EPS ile elde edilen ortalama yara 

kapanma değerleri arasındaki farklar Multivariate Anova Dunnett (p<0,05), canlı bakteri ve 

sinbiyotik ile elde edilen ortalama yara kapanma değerleri arasındaki fark ise iki yönlü 

Anova Dunnett (p<0,05) ile tespit edilmiştir. ELISA ve qRT-PCR analizlerinde elde edilen 

ortalama oluşum ve ekspresyon düzeyleri arasındaki farklar tek yönlü Anova Post Hoc 

Tukey HSD (p<0,05) ile belirlenmiştir.  Flow sitometri çalışmasında elde edilen ortalama 

hücre bölünme değerleri arasındaki farklar tek yönlü Anova Dunnett (p<0,05) ile tespit 

edilmiştir. Koryoallantoik membran (CAM) modelinde elde edilen ortalama damar 

uzunlukları kat sayısı arasındaki fark iki yönlü Anova Bonferroni (p<0,05) ile belirlenmiştir. 

İstatistiksel olarak anlamlılık %95 düzeyinde (p<0,05) belirlenmiştir. Tüm analizler tekrarlı 

ve paralelli [MTT (n:3), İn vitro yara analizi (n:5), ELISA (n:3), qRT-PCR (3), Flow 

sitometri (n:3) ve CAM analizi (n:3)] olarak çalışılmış, sonuçlar ortalama değer  

(OD) ± standart sapma (SD) olarak verilmiştir.  
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4. DENEYSEL BULGULAR 

4.1. Lactobacillus Plantarum GD2 Suşunun L-EPS Miktarı 

Bu çalışmada kullanılan, L. plantarum GD2 suşundan elde edilen ve liyofilize hale getirilmiş 

EPS’nin fenol sülfürik metodu ile miktarlarının belirlenmesi amaçlanmıştır. L. plantarum 

GD2 suşundan elde edilen L-EPS miktarının 398±4,4 mg/L olduğu tespit edilmiştir (n:3, 

OD±SD). 

4.2. L-EPS, Canlı Bakteri ve Sinbiyotik Uygulamalarının Hücre Canlılığı Üzerine 

Sitotoksik Etkileri  

Bu çalışmada, L929 hücrelerine L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarında 

kullanılacak etkin olan ve hücreler üzerinde toksik olmayan en yüksek konsantrasyon ve 

uygulama süresi aralığının MTT yöntemi ile belirlenmesi amaçlanmıştır.  

4.2.1. L-EPS uygulamasının L929 hücre hattı üzerindeki sitotoksite sonuçları 

Çalışmada, L929 hücreleri 12, 18, 24 ve 36 saat boyunca 750 ve 1000 µg/mL L-EPS ile 

muamele edilmiş olup, inkübasyon sonrası % hücre canlılığı tespit edilmiştir. Kontrol grubu 

olarak yalnızca DMEM uygulaması yapılan L929 hücreleri kullanılmıştır.  

L-EPS uygulamaları sonucu, artan konsantrasyon ve muamele sürelerinde hücre canlılığın 

azaldığı tespit edilmiştir. Ancak, tüm uygulamalar incelendiğinde L-EPS’nin L929 

hücrelerinde %4-20 arasında değişen düşük oranlarda hücre ölümüne neden olduğu 

belirlenmiştir (Şekil 4.1) Bu oranının toksisite açısından dikkate değer olmadığı görülmüş 

olup, L-EPS’nin tüm konsantrasyon ve sürelerdeki uygulamalarının biyogüvenli olarak 

kullanılabileceğini göstermiştir. L-EPS’nin 36 saat uygulamalarında diğer uygulamalara 

göre toksisitenin yüksek bulunması ileriki çalışmalarda dikkate alınmıştır.  

Sonuçlar istatiksiksel olarak değerlendirildiğinde, 18, 24 ve 36 saat uygulama sürelerinde 

azalan hücre canlılığı değerlerinin kontrole göre anlamlı olduğu tespit edilmiştir (*p<0,05). 

12 saat uygulamalarının ise azalan hücre canlılığı değerlerinin kontrole göre istatistiksel 

olarak anlamlı olmadığı saptanmıştır (p>0,05). 750 ve 1000 μg/mL L-EPS uygulamaları ikili 

olarak karşılaştırıldığında hücre canlılığı oranları arasında anlamlı bir fark yoktur (p>0,05). 
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Şekil 4.1. L-EPS uygulanmış L929 hücrelerinin % hücre canlılığı sonuçları, n: 3, OD ± SD 

4.2.2. Canlı bakteri uygulamasının L929 hücre hattı üzerindeki sitotoksite sonuçları 

Çalışmada, L929 hücreleri 12, 18 ve 24 saat boyunca 6,5x105, 1,3x106 ve 1,9x106 cfu/mL 

canlı bakteri (L. plantarum GD2) ile muamele edilmiş olup, inkübasyon sonrası % hücre 

canlılığı değerleri tespit edilmiştir. Canlı bakteri ve sinbiyotik çalışmalarında, laktik asit 

bakterilerinin DMEM besiyerindeki inkübasyonu sonrası, bakterilerin üretebileceği laktik 

asit ve asit kaynaklı diğer metabolitlerden kaynaklanabilecek düşük pH değerinin hücreler 

üzerinde sitotoksik etkisinin olacağı düşünülmüştür. Bu amaçla DMEM uygulamalarına ek 

olarak, sodyum bikarbonat (NaHCO3) içeren modifiye DMEM (mDMEM) ile hazırlanmış 

uygulamaların da toksisitesi değerlendirilmiş ve bu yönüyle iki uygulama karşılaştırılmıştır. 

Çalışmada, kontrol grubu olarak farklı iki gruba uygun olacak şekilde, yalnızca DMEM ve 

mDMEM uygulaması yapılan L929 hücreleri kullanılmıştır.  

Canlı bakterilerin DMEM ile uygulamalarında, uygulama süresi ve uygulanan bakteri 

konsantrasyonun artışına bağlı olarak besiyerindeki pH değerinin azaldığı tespit edilmiştir. 

Canlı bakteri uygulaması ile DMEM besiyerinde ölçülen pH aralığı ~4-4,6 olup, 

uygulamaların L929 hücrelerinde %16,8-39,8 hücre ölümüne neden olduğu belirlenmiştir 

(Şekil 4.2.a). pH değeri ~7-7,2 olarak ölçülen mDMEM besiyerindeki canlı bakteri 

uygulamalarının ise %10,8-28,5 hücre ölümüne neden olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.2.b). 

Sonuç olarak, canlı bakterilerin mDMEM ile olan tüm uygulama koşullarında hücre ölümü 

önemli ölçüde azalmış olup, denenen tüm uygulama koşullarının mDMEM ortamında 

biyogüvenli olarak kullanımı mümkün görünmektedir. Ayrıca, mDMEM’in farklı tüm 

uygulamalarında 1,9x106 cfu/mL canlı bakterinin ve 24 saat uygulamalarının diğer 

uygulamalara göre daha yüksek hücre ölümüne neden olmasının, bakterilerin ürettikleri 
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metabolitlerden kaynaklı olabileceği düşünülmektedir. Ancak bu uygulamalarda belirlenen 

toksisitenin dikkate değer olmadığı söylenebilir.   

İstatistiksel olarak, canlı bakterinin her iki besiyerindeki tüm uygulamalarında azalan hücre 

canlılığı değerlerinin kontrole kıyasla anlamlı olduğu tespit edilmiştir (*p<0,05). Bununla 

birilikte, DMEM ve mDMEM ortamlarındaki uygulamaların hücre canlılığı sonuçları ikili 

karşılaştırıldığında, hücre canlılığı değerleri arasındaki farklılığın istatistiksel olarak anlamlı 

olduğu tespit edilmiştir (*p<0,05).  

 

Şekil 4.2. Canlı bakteri uygulanmış L929 hücrelerinin % hücre canlılığı sonuçları. DMEM 

(a) ve mDMEM (b) uygulamaları, n: 3, OD ± SD 

4.2.3. Sinbiyotik uygulamasının L929 hücre hattı üzerindeki sitotoksite sonuçları 

Çalışmada, canlı bakteri ve L-EPS kombinasyonları sinbiyotik olarak hazırlanıp hücrelere 

12, 18 ve 24 saat boyunca uygulanmıştır. Bir önceki çalışmamızda elde ettiğimiz hücre 

canlılığına sonuçlarına göre, hücre ölüm oranı düşük olan ve en yüksek etkiye sahip 

olabilecek bakteri miktarları sinbiyotik uygulamalarında 6,5x105 ve 1,3x106 cfu/mL olarak 

seçilmiştir. Çalışmada, belirlenen bakteri gruplarına, 750 ve 1000 μg/mL L-EPS eklenerek 

farklı oranlarda oluşturulan sinbiyotik kombinasyonları kullanılmıştır. Sinbiyotik 

içeriğindeki bakterilerin üretebilecekleri laktik asit ve asit kaynaklı metabolitlerinden 

kaynaklanabilecek düşük pH değerine bağlı toksisiteyi de değerlendirmek amacıyla hem 

DMEM hem de mDMEM ile yapılmış uygulamalar kullanılmış ve iki uygulama bu yönüyle 

kıyaslanmıştır. Çalışmada, kontrol grubu olarak farklı iki gruba uygun olacak şekilde, 

yalnızca DMEM ve mDMEM uygulaması yapılan L929 hücreleri kullanılmıştır. 

               (cfu/mL)                          
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Sinbiyotiklerin, DMEM uygulamalarında %19,9-46,8 ve mDMEM uygulamalarında %16,4-

34,6 arasında değişen oranlarda hücre ölümüne neden olduğu tespit edilmiştir. Artan 

sinbiyotik muamele süresi ve miktarlarında hücre canlılığının azaldığı tespit edilmiştir. 

Ancak, sinbiyotiklerin mDMEM ile yapılan uygulamalarında hücre ölümü oranı DMEM 

uygulamalarına göre daha azdır. Bu durumun DMEM besiyerinde laktik asit bakterilerin 

ürettiği asidik metabolitlerden kaynaklı olduğu düşünülmektedir. Sonuç olarak, sinbiyotiğin 

tüm uygulama koşullarında mDMEM ortamında biyogüvenli olarak kullanılabilmesi 

mümkün görünmektedir.   

Tüm uygulamalarda artan sinbiyotik muamele süresi ve miktarına paralel olarak azalan 

hücre canlılığı değerleri her iki besiyeri için de istatistiksel olarak anlamlıdır (*p<0,05). Ek 

olarak, sinbiyotiklerin DMEM ve mDMEM ortamlarındaki hücre canlılığı sonuçları ikili 

karşılaştırıldığında, hücre canlılığı değerleri arasındaki farklılığın istatistiksel olarak anlamlı 

olduğu tespit edilmiştir (*p<0,05).   

 

Şekil 4.3. Sinbiyotik uygulanmış L929 hücrelerinin % hücre canlılığı sonuçları, DMEM (a) 

ve mDMEM (b) uygulamaları, n: 3, OD ± SD 

Sonuçlarımız “etken maddelerin in vitro sitotoksisitesi” kriterlerine göre (ISO, 2009) 

değerlendirildiğinde, L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin tüm uygulamalarında %50’nin 
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altında hücre ölüm oranı olan uygulama dozu ve süreleri biyogüvenli olarak kabul edilmiştir. 

Buna göre, devam eden çalışmalarda L-EPS’nin; 0-1000 µg/mL ve 0-36 saat, canlı 

bakterinin; 6,5x105 cfu/mL ve 0-24 saat, sinbiyotiğin; 6,5x105 cfu/mL canlı bakteri ve 750 

μg/mL L-EPS kombinasyonu şeklinde 0-24 saat aralığında L929 hücrelerine uygulanması 

uygun görülmüştür.  

4.3. TNF-α ile İndüklenen L929 Hücrelerinde L-EPS, Canlı Bakteri ve Sinbiyotiğin 

Hücre Canlılığı Üzerine Etkileri 

Yapılan tez çalışması kapsamında; L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin yara iyileşmesinin 

inflamasyon fazı üzerine etkilerinin araştırılması amaçlanmış olup, bu çalışmada fibroblast 

aracılı in vitro inflamasyon modelinin oluşturulması için L929 hücrelerinde inflamasyonun 

indüklenebileceği en yüksek, toksisistesi düşük olan TNF-α konsantrasyon ve uygulama 

süresinin belirlenmesi amacıyla, TNF-α’nın farklı konsantrasyon ve uygulama sürelerindeki 

hücre canlılıkları MTT yöntemi ile belirlenmiştir.  

Çalışmada, 10, 20 ve 50 ng/mL TNF-α; 30 dk., 1 saat ve 3 saat olacak şekilde L929 

hücrelerine uygulanmıştır. Oluşturulan in vitro inflamasyon modelinin ardından çalışmada 

kullanılacak uygulama grupları olarak, düşük sitotoksik etkileri bir önceki çalışmada tespit 

edilen 750 ve 1000 μg/mL L-EPS; 6,5x105 cfu/mL canlı bakteri; 6,5x105 cfu/mL canlı 

bakteri ve 750 μg/mL L-EPS kombinasyonu olarak sinbiyotiğin 18 ve 24 saat uygulamaları 

seçilmiştir. Çalışmamızda, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarında daha düşük 

toksisiteye sahip olan mDMEM uygulamaları seçilmiştir.  Kontrol grubu olarak yalnızca 

DMEM ve mDMEM uygulaması yapılan L929 hücreleri kullanılmıştır. Sonuçlar Şekil 4.4’te 

verilmiştir.  

Yalnızca TNF-α uygulanan tüm kontrol gruplarında dikkate değer bir hücre ölümünün 

olmaması ile birlikte, 50 ng/mL ve 3 saat TNF-α ile indüklenmiş hücrelerde ölüm oranının 

diğer uygulamalara göre daha yüksek olduğu belirlenmiştir. Aynı şekilde, TNF-α ile 

indüklenmiş hücrelere uygulanan L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin de tüm denemelerde 

en yüksek ölüm oranının 50 ng/mL ve 3 saat TNF-α uygulamalarında olduğu dikkat 

çekmiştir. Bu durum özellikle L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin 24 saat uygulandığı 

gruplarda daha belirgin şekilde öne çıkmıştır. Ölüm oranlarının toksisite açısından daha 

tolere edilebilir düzeyde olması sebebi ile devam eden çalışmalarda L929 fibroblast 

hücrelerinde inflamasyonun indüklenmesinin denemelerinde TNF-α’nın 10 ve 20 ng/mL 
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konsantrasyonlarının 30 dk., 1 saat ve 3 saat uygulamaları seçilmiştir. Uygulama gruplarının 

% hücre ölümü değer aralıkları Çizelge 4.1’de verilmiştir.  

Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildiğinde,TNF-α ile indüklenmiş L929 hücrelerine 

uygulanan L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin elde edilen toksite değerlerin TNF-α 

uygulanmış kontrol grubuna göre anlamlı olduğu saptanmıştır (*p<0,05). 18 ve 24 saat 

uygulamaları ikili olarak karşılaştırıldığında ise değişen uygulama sürelerindeki hücre 

canlılığı değerlerindeki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (*p<0,05).   

 

Şekil 4.4. TNF-α ile indüklenen L929 hücrelerinde L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik 

uygulamaları sonucu elde edilen % hücre canlılığı sonuçları, (a) 10 ng/mL, (b) 20 

ng/mL ve (c) 50 ng/mL TNF-α ile indüklenen L929 hücreleri, n: 3, OD ± SD 
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Çizelge 4.1. TNF-α ile indüklenen L929 hücrelerinde L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik 

uygulamaları sonucu elde edilen en düşük ve en yüksek % hücre ölümü 

değerleri, n: 3, OD ± SD 

Uygulamalar 

% Hücre ölümü (0-3 saat TNF-α uygulaması) 

10 ng/mL 20 ng/mL 50 ng/mL 

En düşük 

% ölüm 

En yüksek 

% ölüm 

En düşük 

% ölüm 

En yüksek 

% ölüm 

En düşük 

% ölüm 

En yüksek 

% ölüm 

TNF-α 0,8±0,2 3,7±1,1 1,8±0,4 6,5±2,0 4,6±1,4 13,8±2,2 

L-EPS 

(750 µg/mL) 
6,9±1,8 15,3±2,0 11±1,9 22,4±2,4 22±3,1 36,3±3,9 

L-EPS 

(1000 µg/mL) 
12±2,0 18,8±3,1 14,2±1,9 27,4±3,0 26,6±2,8 42,9±4,0 

Canlı bakteri 

(6,5x105 cfu/mL) 
19,7±2,2 26,8±3,0 23±2,9 33,6±3,8 35,3±2,9 51,9±4,5 

Sinbiyotik 

(6,5x105 cfu/mL canlı 

bakteri + 750 μg/mL 

L-EPS) 

26,6±2,4 32,9±3,4 29,5±3,0 39±3,1 42,3±3,0 59±3,7 

4.4. İn Vitro Yara Modeli (Scratch Assay) ile Belirlenen Yara İyileşmesi Sonuçları 

Fibroblast migrasyonu, yara iyileşmesinin proliferasyon fazının en önemli aşamalarından 

biri olmakla birlikte, fibroblastların yara alanına göçü yara kapanması için kritiktir.  Bu 

sebeple çalışmamızda, L929 fibroblast hücrelerinde oluşturulan in vitro yara modelinde L-

EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin fibroblast migrasyonunu indükleyerek yara kapanma 

oranına bağlı olarak uygulamaların yara kapanmasındaki etkisi ile etken uygulama süresi 

ve/veya uygulama dozlarının belirlenmesi amaçlanmıştır. Laktik asit bakterilerin 

üretebilecekleri asit metabolitlerinden kaynaklanabilecek düşük pH değerinin hücre 

migrasyonu üzerindeki etkisini incelemek amacıyla hem DMEM hem de mDMEM ile 

yapılmış uygulamalar kullanılmış ve iki uygulama bu yönüyle karşılaştırılmıştır. Çalışmada, 

kontrol grubu olarak uygulama gruplarına uygun olacak şekilde, yalnızca DMEM ve 

mDMEM uygulaması yapılan L929 hücreleri kullanılmıştır. 

4.4.1. L-EPS’nin in vitro yara iyileşmesi üzerine etkisinin belirlenmesi 

Bu çalışmada, L929 fibroblast hücrelerinde oluşturulan in vitro yara modeline L. plantarum 

GD2 suşundan elde edilen L-EPS’nin düşük sitotoksik etkileri belirlenmiş 750 ve 1000 

µg/mL konsantrasyonlarda 12, 18, 24 ve 36 saat uygulamaları sonucu hücrelerin 

migrasyonuna bağlı yara kapanma oranları belirlenmiştir. Sonuçlar Şekil 4.5’te verilmiştir.  
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Çalışmamızda, L-EPS’nin farklı konsantrasyon ve sürelerde %10,1-42,1 arasında değişen 

oranlarda in vitro yara kapanmasını teşvik ettiği belirlenmiştir. İn vitro yara modelinde hücre 

migrasyonuna bağlı en iyi yara kapanması 750 µg/mL L-EPS’nin 36 saat uygulanması 

(%32,7) ile 1000 µg/mL L-EPS’nin 24 saat (%40,4) ve 36 saat (%42,1) uygulanmasında 

gözlenmiştir. Bununla birlikte, artan uygulama sürelerine bağlı olarak 1000 µg/mL L-

EPS’nin 750 µg/mL L-EPS’ye göre fibroblast migrasyonunu daha fazla indüklediği ve 

yarayı daha hızlı kapatma etkisine sahip olduğu belirlenmiştir. 12 saat L-EPS 

uygulamalarında ise kayda değer bir değişim gözlenmemiştir. Ayrıca, düşük sitotoksik 

etkiye ve en iyi yara kapatma oranına sahip olan 1000 μg/mL L-EPS uygulama gruplarının 

(18 ve 24 saat) fibroblastları indüklemesi sonucu göç eden hücrelerin yara bölgesindeki 

görüntüleri taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile gösterilmiştir (Şekil 4.6). SEM 

sonuçları, in vitro yara kapanma sonuçlarını doğrulamıştır.  

Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildiğinde, her iki L-EPS konsantrasyonun 12 saat 

uygulamasının yara kapanma üzerinde istatistiksel olarak etkisinin olmadığı tespit edilmiştir 

(p>0,05).  Artan uygulama süresine paralel olarak, 750 μg/mL L-EPS’nin yara kapanma 

üzerindeki etkisinin artışı istatistiksel yönden anlamlı bulunmuştur (*p<0,05). 1000 μg/mL 

L-EPS’nin ise 18 ve 24 saat uygulama sürelerindeki artan yara kapanma oranlarının anlamlı 

olduğu (*p<0,05), ancak, 24 ve 36 saat uygulamaları arasında istatistiksel fark olmadığı 

saptanmıştır (p>0,05). 750 ve 1000 μg/mL L-EPS sonuçları ikili olarak karşılaştırıldığında 

ise 12 saat uygulamalarının yara kapanma değerlerinde istatistiksel olarak fark olmadığı 

belirlenmiş olup (p>0,05), 18, 24 ve 36 saat uygulamalarında her iki konsantrasyondaki yara 

kapanma değerlerindeki farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu tespit edilmiştir (*p<0,05). 
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Şekil 4.5. L-EPS uygulanmış L929 hücrelerinde in vitro yara kapanma sonuçları, (a) yara 

kapanma mikrografları (4x), (b) % yara kapanma değerleri, n: 5, OD ± SD 
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Şekil 4.6. L-EPS uygulanmış L929 hücrelerinde in vitro yara kapanmasının SEM 

görüntüleri (5 kv, 100x). (a) 18 saat DMEM uygulaması (kontrol grubu), (b) 24 

saat DMEM uygulaması (kontrol grubu), (c) 18 saat 1000 μg/mL L-EPS 

uygulaması, (d) 24 saat 1000 μg/mL L-EPS uygulaması 

4.4.2. Canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamasının in vitro yara iyileşmesi üzerine 

etkisinin belirlenmesi 

Bu çalışmada, L929 fibroblast hücrelerinde oluşturulan in vitro yara modelinde, canlı bakteri 

ve sinbiyotiğin 18 ve 24 saat uygulamaları sonucu hücrelerin migrasyonuna bağlı yara 

kapanma oranları belirlenmiştir. Çalışmada, düşük sitotoksik etkilerinden dolayı hem 

DMEM hem de mDMEM’de hazırlanan 6,5x105 cfu/mL canlı bakteri ve 6,5x105 cfu/mL 

canlı bakteri ile 750 µg/mL L-EPS kombinasyonu sinbiyotik uygulamaları olarak seçilmiştir. 

İn vitro yara analizi sonuçlarında, hem DMEM hem de mDMEM’de hazılarlanan canlı 

bakteri ve sinbiyotiğin artan sürelerde kontrol grubuna kıyasla fibroblast migrasyonunu 

indüklekleri ve yara kapanmasını hızlandırdıkları tespit edilmiştir. DMEM ile yapılan 

uygulama sonuçları, canlı bakterinin L929 fibroblast hücrelerinde 18 saatte %52,2 ve 24 

saatte %79,4; sinbiyotiğin 18 saatte %75 ve 24 saatte %100 yara kapanmasını teşvik ettiğini 

göstermiştir (Şekil 4.7). mDMEM uygulama sonuçlarına göre ise canlı bakterinin 18 saatte 

%48 ve 24 saatte %58; sinbiyotiğin 18 saatte %49,6 ve 24 saatte %65 yara kapanmasını 
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indüklediği saptanmıştır (Şekil 4.8). Yapılan çalışma kapsamında, DMEM ile hazırlanan 

canlı bakteri ve sinbiyotiğin mDMEM uygulamalarına göre daha yüksek yara kapatma 

etkisine sahip olduğu ve tüm uygulama koşullarında canlı bakteri ve sinbiyotiğin 24 saat 

uygulamasının 18 saate kıyasla yara iyileşmesinde daha etkili olduğu belirlenmiştir. Ayrıca, 

tüm uygulama koşullarında sinbiyotiğin canlı bakteriye kıyasla daha yüksek yara kapatma 

etkisine sahip olduğu tespit edilmiştir.  

Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildiğinde, tüm uygulama koşullarında canlı bakteri 

ve sinbiyotiğin yara kapatma üzerindeki etkisi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur 

(*p<0,05). Uygulamaların 18 ve 24 saat yara kapatma değerleri arasındaki farklılığın 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu belirlenmiştir (*p<0,05). Tüm uygulama koşullarında, 

canlı bakteri ve sinbiyotik muamelerinin yara kapanması üzerindeki etkileri istatistiksel 

olarak birbirinden farklı bulunmuştur (*p<0,05). Ayrıca, DMEM uygulamalarındaki canlı 

bakteri ve sinbiyotiğin yara kapanma sonuçları mDMEM uygulamaları ile kıyaslandığında, 

yara kapanma değerleri arasındaki farklılığın istatistiksel olarak anlamlı olduğu saptanmıştır 

(*p<0,05).  

L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarının in vitro yara kapanması üzerine etkileri 

genel olarak değerlendirildiğinde, hücre ölümünün yüksek olarak belirlendiği 

uygulamalarda, sitotoksisite açısından hücre migrasyonunun çok fazla etkilenmediği dikkat 

çekmiştir. 1000 µg/mL L-EPS’nin 24 saat ve 36 saat uygulamalarının sonuçları birbirine 

yakın olup, bu uygulamaların L-EPS grupları içerisinde en iyi yara kapatmasını gösterirken, 

canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarında ikinci sırada en iyi yara kapanması mDMEM 

ortamında 24 saat uygulamalarında gözlenmiştir. En iyi yara kapanması ise DMEM 

ortamında 24 saat canlı bakteri (%79,4 kapatma) ve sinbiyotik (%100 kapatma) 

uygulamalarında gözlenmiştir. Bununla birlikte, tüm denemelerde en iyi migrasyonun 

sinbiyotik uygulamalarında olduğu görülmektedir. DMEM ortamında pH’ya bağlı hücre 

ölüm oranının yüksek olmasına rağmen, ölüm oranının toksisite açısından tolere edilebilir 

olmasına ve yara kapanmasını daha fazla teşvik etmesine ek olarak, asidik ortamın yara 

iyileşme sürecinde özellikle yara enfeksiyonunu önleme açısından önemli katkısı olma 

ihtimali de göz ardı edilmemesi gereken önemli bir husustur.   
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Şekil 4.7. DMEM besiyerinde uygulanan canlı bakteri ve sinbiyotiğin L929 hücrelerinde in 

vitro yara kapanma sonuçları, (a) yara kapanma mikrografları (4x), (b) % yara 

kapanma değerleri, n: 5, OD ± SD 
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Şekil 4.8. mDMEM besiyerinde uygulanan canlı bakteri ve sinbiyotiğin L929 hücrelerinde 

in vitro yara kapanma sonuçları, (a) yara kapanma mikrografları (4x), (b) % yara 

kapanma değerleri, n: 5, OD ± SD 

4.5. L-EPS, Canlı Bakteri ve Sinbiyotiğin L929 Fibroblast Hücrelerinde Kollajen ve 

Fibronektin Üzerine Etkisi 

Kollajen ve fibronektin, ekstrasellüler matriksin (ECM) önemli bileşenlerindendir.  

Fibroblastların, yara iyileşmesi için önemli olan kollajen, fibronektin ve diğer ECM 
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bileşenlerini sentezlemesi, yaralanma sonrası oluşan doku boşluğunun kapatılması ve yeni 

bir bağ doku matriksinin oluşması açısından oldukça önemlidir. Bu bilgiler doğrultusunda; 

L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarının kollajen ve fibronektin gen 

ekspresyonunu ve sentezini indüklemesi, yara iyileşmesinde L-EPS, canlı bakteri ve 

sinbiyotik tedavi yaklaşımlarının kullanılabilirliğini göstermiş olması bakımından önem arz 

etmektedir. 

Çalışmamızda, yukarıda belirtilen bilgiler doğrultusunda, L929 hücrelerine uygulanan L-

EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarının kollajen-I-alfa-I (COL1A1) ve fibronektin 

(FN) üzerindeki indükleyici etkilerinin tespit edilmesi amaçlanmıştır. Tüm denemelerde, 

COL1A1 ve FN düzeyleri ELISA, mRNA ekspresyon seviyeleri ise qRT-PCR ile tespit 

edilmiştir.  

Bu çalışmada kullanılacak olan uygulama dozları ve inkübasyon süreleri, MTT sonuçlarında 

düşük toksik etkiye sahip ve in vitro yara analizinde fibroblast migrasyonunu indüklemede 

etkin olan denemelere göre seçilmiş olup, 750 ve 1000 µg/mL L-EPS’nin 18 ve 24 saat; canlı 

bakterinin 6,5x105 cfu/mL, 24 saat; sinbiyotiğin 6,5x105 cfu/mL canlı bakteri ile 750 μg/mL 

L-EPS kombinasyonu şeklinde 24 saat olarak kullanılması uygun görülmüştür. Çalışmada, 

canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarında, pH değişimine bağlı kollajen ve fibronektin 

düzeylerinin ve gen ekspresyonlarının kıyaslanması amacıyla DMEM ve mDMEM 

besiyerleri kullanılmış olup, uygulamalar bu yönleri ile karşılaştırılmıştır. Kontrol grubu 

olarak, uygulama gruplarına uygun olacak şekilde sadece DMEM ve mDMEM uygulaması 

yapılan L929 hücreleri kullanılmıştır.  

4.5.1. L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarının COL1A1 ve FN oluşum 

düzeyleri üzerine etkisi 

Yapılan çalışmada, L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin L929 hücrelerinde COL1A1 ve FN 

oluşum düzeyi üzerine etkisi ELISA testi ile incelenmiştir. Çalışmada kullanılan ELISA 

kitlerinin çalışma prensibi, mikroplaka kuyularındaki biyotin ile konjuge edilmiş COL1A1 

veya FN’ye spesifik antikorların, horse radish peroksidaz ile konjuge edilmiş avidin ile 

arasındaki bağlanmaya dayanır. Substrat ve durdurma solüsyonu eklenen kuyucuklarda, 

antijen/antikor/enzim kompleksinin oluşumuna bağlı kolorometrik değişim gözlemlenir. 

Kolorometrik değişimlere bağlı olarak COL1A1 ve FN değerleri spektral olarak ölçülüp 

hücre kültürü besiyerindeki konsantrasyonları hesaplanır.  
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COL1A1 oluşum düzeyi 750 ve 1000 μg/mL L-EPS uygulamaları ile eşit  miktarda artmış 

olup, her iki konsantrasyonda da kontrole kıyasla 0,7 kat daha fazla COL1A1 oluşumu tespit 

edilmiştir. Her iki L-EPS konsantrasyonunun 24 saat uygulanması sonucunda COL1A1 

oluşumunda herhangi bir değişim gözlenmemiştir. FN oluşum düzeyleri incelendiğinde ise 

tüm uygulama koşullarında L-EPS’nin FN oluşumuna etki etmediği belirlenmiştir (Şekil 

4.9). 

İstatistiksel analizlere göre, her iki L-EPS konsantrasyonunun 18 saat uygulamalarının 

COL1A1 oluşum düzeyi üzerindeki etkisi anlamlı bulunmuş olup (*p<0,05), 24 saat 

uygulamalarının COL1A1 oluşum düzeyi üzerinde anlamlı bir etkisi yoktur (p>0,05). 18 

saat L-EPS uygulamalarının konsantrasyon miktarındaki değişimin, COL1A1 oluşum 

düzeyi üzerinde istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık oluşturmadığı saptanmıştır (p>0,05). 

Ayrıca, tüm uygulama koşullarında L-EPS’nin, FN oluşum düzeyi üzerinde istatistiksel 

olarak anlamlı bir etkisi yoktur (p>0,05). 

 

Şekil 4.9. L929 hücrelerine uygulanan L-EPS’nin COL1A1 ve FN oluşum düzeyi 

üzerindeki etkisi. (a) COL1A1 sonuçları, (b) FN sonuçları, n: 3, OD ± SD 

Canlı bakteri ve sinbiyotiğin, DMEM ile yapılan uygulamalarında COL1A1 oluşum 

düzeyinde, kontrol grubuna kıyasla azalma gözlenmiş olup, mDMEM uygulamalarında 

COL1A1 oluşum düzeyini kontrol grubuna göre canlı bakteri uygulamasının 0,3 kat; 

sinbiyotik uygulamasının ise 0,5 kat daha fazla arttığı tespit edilmiştir. COL1A1 oluşum 

düzeyinin, DMEM besiyeri ile yapılan uygulamalar ile azalıp, mDMEM besiyeri ile yapılan 

uygulamalarda artmasının sebebinin asidik ortam pH’sı olduğu düşünülmektedir. Tüm 

uygulama koşullarında, canlı bakteri ve sinbiyotiğin FN oluşum düzeyi üzerinde L-EPS 
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uygulamalarında olduğu gibi herhangi bir değişim tespit edilmemiştir.  Canlı bakteri ve 

sinbiyotik uygulamaları sonucu elde edilen COL1A1 ve FN oluşum düzeyleri Şekil 4.10’de 

verilmiştir.  

Canlı bakteri ve sinbiyotiğin COL1A1 oluşum düzeyi üzerindeki etkisi istatistiksel olarak 

bulunmuştur (*p<0,05).  Tüm uygulama koşullarında ise canlı bakteri ve sinbiyotiğin FN 

oluşum düzeyi üzerinde istatistiksel olarak anlamlı bir etkisi yoktur (p>0,05). 

  

Şekil 4.10. DMEM ve mDMEM besiyerinde uygulanan canlı bakteri ve sinbiyotiğin 

COL1A1 ve FN oluşum düzeyi üzerindeki etkileri. (a) COL1A1 sonuçları, (b) 

FN sonuçları, n: 3, OD ± SD 

4.5.2. L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarının COL1A1 ve FN mRNA 

ekspresyon seviyeleri üzerine etkisi 

Yapılan çalışmada, L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin L929 hücrelerinde COL1A1 ve 

FN’nin mRNA’ya göre gen ekspresyon düzeyleri üzerine etkisi qRT-PCR ile incelenmiştir. 

L-EPS uygulamasına bağlı elde ettiğimiz COL1A1 ve FN mRNA sonuçları Şekil 4.11’de 

verilmiştir. Sonuçlarımıza göre, 750 ve 1000 µg/mL L-EPS’nin 18 saat uygulanmasında 

COL1A1 mRNA ekspresyonu eşit düzeyde artmış olup, kontrol grubuna kıyasla 0,6 kat daha 

fazla ekspresyon artışı gözlenmiştir. Her iki L-EPS konsantrasyonunun 24 saat 

uygulamalarında, COL1A1 mRNA ekspresyonu 18 saat uygulamalarında olduğu gibi eşit 

miktarda artmış olup (kontrol grubuna kıyasla 0,2 kat daha fazla), bu artışın dikkate değer 

olmadığı tespit edilmiştir. Sonuçlarımız, 18 saat L-EPS uygulamalarının COL1A1 mRNA 

ekspresyonu üzerinde daha etkili olduğunu göstermiştir. Ayrıca L-EPS konsantrasyon 
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miktarındaki değişimin COL1A1 mRNA ekspresyonu üzerinde farklılık oluşturmadığı 

belirlenmiştir. FN mRNA ekspresyon sonuçları incelendiğinde ise tüm uygulama 

koşullarında L-EPS’nin FN ekspresyonuna etki etmediği saptanmıştır.  

Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildiğinde, her iki konsantrasyondaki L-EPS’nin 18 

saat uygulamalarının, COL1A1 mRNA ekspresyonu üzerindeki etkilerinin anlamlı olduğu 

tespit edilmiş olup (*p<0,05), konsantrasyon miktarındaki değişme göre COL1A1 mRNA 

ekspresyonunda istatistiksel olarak farklılık saptanmamıştır (p>0,05). Her iki 

konsantrasyondaki L-EPS’nin 24 saat uygulamalarının,  COL1A1 gen ekspresyonu üzerinde 

etkili olmadığı istatistiksel olarak saptanmıştır (p>0,05). Ayrıca, L-EPS’nin tüm uygulama 

koşullarında FN mRNA ekspresyonu üzerinde etkisinin olmadığı istatistiksel olarak tespit 

edilmiştir (p>0,05). 

  

Şekil 4.11. 750 ve 1000 μg/mL L-EPS’nin 18 ve 24 saat uygulamalarının L929 hücrelerinde 

COL1A1 ve FN mRNA ekspresyonları üzerindeki etkisi. (a) COL1A1 sonuçları, 

(b) FN sonuçları, n: 3, OD ± SD 

Canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamaları ile elde ettiğimiz COL1A1 ve FN mRNA 

ekspresyon sonuçları Şekil 4.12’de verilmiştir. Çalışmada, DMEM ile yapılan canlı bakteri 

ve sinbiyotik uygulamalarında COL1A1 gen ekspresyonunun, kontrol grubuna kıyasla 

azaldığı gözlenmiştir. mDMEM ile yapılan uygulamalarda, canlı bakteri muamelesiyle 

COL1A1 mRNA ekspresyon seviyesi kontrole göre 1,7 kata yükselirken, kontrol grubuna 

göre 0,7 katlık bir artış belirlenmiştir. Sinbiyotiğin mDMEM uygulamasında ise COL1A1 

mRNA ekspresyonu 2 kata yükselirken, kontrole kıyasla 1 kat artış tespit edilmiştir. 

COL1A1 mRNA ekspresyonunun DMEM besiyeri ile yapılan uygulamalar ile azalması, 
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laktik asit bakterilerinin uygulama koşullarında canlılığını sürdürmesine bağlı besiyerindeki 

düşük pH’nın L929 hücresini ölüme götürmesi ile ilişkilendirilebilir. pH değerinin 

nötralizeedildiği mDMEM besiyerinde L929 hücrelerinde artan COL1A1 gen ekspresyonu 

bu görüşümüzü desteklemektedir. Bununla birlikte, canlı bakteri ve sinbiyotiğin tüm 

uygulama koşullarında FN gen ekspresyonu üzerinde herhangi bir etkisinin olmadığı tespit 

edilmiştir. 

Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildiğinde, DMEM ortamındaki canlı bakteri ve 

sinbiyotik uygulamaları ile COL1A1 mRNA ekspresyonundaki azalan ve mDMEM 

uygulamalarındaki artan ekpresyon miktarları kontrol grubuna göre anlamlı bulunmuştur 

(*p<0,05). Bununla birlikte, mDMEM ortamında uygulanan canlı bakteri ve sinbiyotiğin, 

COL1A1 mRNA ekspresyonundaki artış miktarlarındaki farklılık istatistiksel olarak 

anlamlıdır (*p<0,05). Ayrıca, tüm uygulama koşullarında canlı bakteri ve sinbiyotiğin FN 

gen ekspresyonu üzerinde etkili olmadığı istatistiksel olarak saptanmıştır (p>0,05) 

 

Şekil 4.12. DMEM ve mDMEM besiyerinde uygulanan canlı bakteri ve sinbiyotiğin 

COL1A1 ve FN mRNA ekspresyonları üzerindeki etkileri. (a) COL1A1 

sonuçları, (b) FN sonuçları, n: 3, OD ± SD 

Genel olarak değerlendirdiğimizde, L-EPS sonuçlarında olduğu gibi, canlı bakteri ve 

sinbiyotik uygulamalarında sadece COL1A1 gen ekspresyon düzeyi etkilenmiş, FN gen 

ekspresyon düzeyinde herhangi bir etki gözlenmemiştir. Ayrıca, L-EPS, canlı bakteri ve 

sinbiyotik uygulamaları ile elde ettiğimiz COL1A1 ve FN mRNA ekspresyonu sonuçları, 

COL1A1 ve FN ELISA sonuçlarını doğrulamıştır.  
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4.6. L-EPS, Canlı Bakteri ve Sinbiyotiğin TGFβ-1/Smad Sinyalizasyonu Üzerindeki 

Modülatör Etkilerinin Belirlenmesi 

Yara iyileşmesinin majör sinyal yolaklarından biri olan TGFβ-1/Smad sinyal yolağı; TGF-

β reseptörlerinin aktivasyonu ile Smad2/3 dimerinin (R-Smadlar) fosforile olması ve bu 

dimerin Smad4 (Co-Smad) ile birleşerek nukleusa göç etmesi sonucu hücre proliferasyonu, 

migrasyonu ve kollajen sentezinin indüklenerek yara iyileşme sürecinin tetiklenmesinde 

fonskiyonel rol oynar. Bu bilgiler doğrultusunda L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik 

uygulamalarının, TGF-β1/Smad sinyal yolağı üzerinde oluşturduğu etkinin belirlenmesi, 

probiyotik kaynaklı uygulamaların bu sinyal yolağı aracılığıyla yara iyileşmesinde etkin 

olabileceklerinin gösterilmesi bakımından oldukça önemlidir. Bu çalışmada, probiyotik 

kaynaklı uygulamaların yapıldığı L929 hücrelerinde TGFβ-1/Smad sinyal yolağında 

bulunan TGF-β1, Smad2, Smad3 ve Smad4 genlerinin ekspresyon seviyelerinin qRT-PCR 

ile mRNA düzeyinde belirlenmesi amaçlanmıştır. Çalışmada kullanılan uygulama grupları, 

düşük sitotoksik etkiye sahip ve in vitro yara analizi sonuçlarına göre fibroblast 

migrasyonunu ile COL1A1 gen ekspresyonunu ve üretimini indükleyici etkilerine göre 

seçilmiştir. Bu doğrultuda uygulamaların; 18 ve 24 saat, 750 ve 1000 µg/mL L-EPS; 24 saat 

canlı bakteri (6,5x105 cfu/mL) ve 24 saat sinbiyotik (6,5x105 cfu/mL canlı bakteri ve 750 

μg/mL L-EPS kombinasyonu) uygulamaları olacak şeklinde yapılması uygun görülmüştür. 

Laktik asit bakterilerinin üretebileceği asidik metabolitlerin oluşturduğu düşük pH 

değerindeki ekstrasellüler hücre ortamının, TGF-β1/Smad sinyal yolağı üzerindeki etkisinin 

incelenebilmesi amacıyla DMEM ile yapılan uygulamalara ek olarak, mDMEM besiyeri ile 

yapılan uygulamalarla da çalışılmıştır.  Çalışmada kontrol grubu olarak, uygulama 

gruplarına uygun olacak şekilde DMEM veya mDMEM uygulaması yapılan L929 hücreleri 

kullanılmıştır.  

L-EPS uygulaması sonucu, L929 fibroblast hücrelerinde TGF-β1 gen ekspresyonunu en 

fazla arttıran L-EPS konsantrasyonunun 1000 μg/mL olduğu belirlenmiştir. TGF-β1 mRNA 

ekspresyon seviyesinin 1000 μg/mL L-EPS’nin 18 saat uygulaması ile 1,4’e yükseldiği 

(kontrole göre 0,4 kat artış) ve 24 saat uygulaması ile 2,3’e yükseldiği (kontrole göre 1,3 kat 

artış) tespit edilmiş olup, tüm uygulamalarda TGF-β1 gen ekspresyon düzeyini en fazla 

arttıran uygulamanın 24 saat 1000 μg/mL L-EPS olduğu saptanmıştır. 18 saatte eşit sonuç 

veren 750 ve 1000 μg/mL L-EPS uygulamaları Smad2 mRNA ekspresyon düzeyini arttıran 

en iyi sonuçlar olarak öne çıkmıştır. Bu uygulamalarda Smad2 mRNA ekspresyon düzeyi 



74 

 

2,1 olarak belirlenirken, kontrole göre 1,1 kat artış tespit edilmiştir. Benzer şekilde, Smad3 

gen ekspresyonu üzerine en iyi etkiyi 18 saat L-EPS uygulamalarının gösterdiği saptanmış 

olup, bu inkübasyon süresinde Smad3 mRNA ekspresyon düzeyinin; 750 μg/mL L-EPS 

uygulaması ile 3 (kontrole göre 2 kat artış) ve 1000 μg/mL L-EPS uygulaması ile 5,4 

(kontrole göre 4,4 kat artış) olduğu gözlemlenmiştir. Smad4 geni üzerinde her iki 

konsantrasyondaki L-EPS’nin 18 ve 24 saat uygulamaları benzer sonuç göstermekle birlikte, 

artan L-EPS konsantrasyonu ile Smad4 mRNA ekspresyon düzeyinde artış saptanmıştır. En 

iyi sonucu veren 24 saat inkübasyon süresinde Smad4 mRNA düzeyi, 750 μg/mL L-EPS 

uygulaması ile 1,7 olarak tespit edilirken, kontrole göre 0,7 kat artış; 1000 μg/mL L-EPS 

uygulaması ile 2 olarak belirlenirken kontrole göre 1 kat artış gözlemlenmiştir. Tüm sonuçlar 

değerlendirildiğinde L-EPS’nin, TGF-β1/Smad sinyal yolağında en fazla Smad3 geni 

üzerinde etkin olduğu dikkat çekmiştir. Sonuçlar Şekil 4.13’te verilmiştir.   

Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildiğinde, 750 μg/mL L-EPS’nin 18 saat uygulaması 

sonucu artan Smad2, Smad3 ve Smad4 mRNA ekspresyon düzeyleri kontrole göre anlamlı 

bulunmuş olup (*p<0,05), bu inkübasyon süresinin kontrole göre TGF-β1 mRNA 

ekspresyon düzeyi üzerinde etkin olmadığı tespit edilmiştir (p>0,05). 750 μg/mL L-EPS’nin 

24 saat uygulamasında ise TGF-β1, Smad3, Smad4 mRNA ekspresyon düzeylerindeki 

artışın kontrole göre anlamlı olduğu saptanmış olup (*p<0,05), bu inkübasyon süresinin 

Smad2 mRNA düzeyi üzerinde etkili olmadığı belirlenmiştir (p>0,05). Bununla birlikte, 

1000 μg/mL L-EPS uygulaması ile her iki inkübasyon süresinde de TGF-β1, Smad2, Smad3 

ve Smad4 mRNA ekspresyon düzeylerindeki artış, kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmuştur (*p<0,05). L-EPS konsantrasyonları ikili olarak karşılaştırıldığında; 18 saat 

uygulamalarının TGF-β1, Smad3 ve Smad4 mRNA ekspresyon düzeylerindeki farklılığın 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu tespit edilmiş olup (*p<0,05), bu inkübasyon süresinde 

konsantrasyon miktarındaki değişimin Smad2 mRNA ekspresyon düzeyinde etkili olmadığı 

saptanmıştır (p>0,05). Her iki konsantrasyonun 24 saat uygulamaları ikili olarak 

karşılaştırıldığında ise TGF-β1, Smad2 ve Smad4 mRNA eskpresyon düzeylerindeki 

farklılığın istatistiksel olarak anlamlı olduğu (*p<0,05) ve Smad3 mRNA ekspresyon 

düzeyinde konsantrasyon değişiminin etkin olmadığı belirlenmiştir (p>0,05).  
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Şekil 4.13. L929 hücrelerine uygulanan L-EPS’nin TGF-β1/Smad sinyal yolağı üzerindeki 

modülatör etkisi. (a) TGF-β1, (b) Smad2, (c) Smad3 ve (d) Smad4 mRNA 

ekspresyonu sonuçları, n: 3, OD ± SD 

DMEM ortamında denenen canlı bakteri uygulamasının TGF-β1/Smad Sinyal yolağındaki 

dört gen üzerinde; sinbiyotik uygulamasının ise TGF-β1 ve Smad3 genleri üzerinde etkin 

olmadığı belirlenmiştir. DMEM ortamında canlı bakterinin Smad2 ve Smad4 genlerinin 

mRNA ekpresyon düzeyinde etkili olmadığı tespit edilirken, sinbiyotik uygulamasının TGF-

β1/Smad sinyal yolağındaki 4 genin de mRNA ekspresyon düzeyini arttırarak bu sinyal 

yolağı üzerinde etkin olduğu saptanmıştır. mDMEM ortamında 24 saat sinbiyotik 

uygulaması ile TGF-β1 mRNA ekspresyon düzeyi 2,5 (kontrole göre 1,5 kat artış); Smad2, 

Smad3 ve Smad4 mRNA ekspresyon düzeyleri 1,5 (kontrole göre 0,5 kat artış) olarak 

belirlenmiştir. Sonuçlar Şekil 4.14’te verilmiştir.  

Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildiğinde, DMEM ortamında canlı bakteri 

uygulamasının Smad2 mRNA ekspresyon düzeyini kontrole göre anlamlı miktarda azalttığı 

(*p<0,05), ancak, TGF-β1, Smad3 ve Smad4 mRNA ekspresyon düzeyi üzerinde kontrole 

göre etkin olmadığı tespit edilmiştir (p>0,05). DMEM ortamında sinbiyotik uygulaması 

sonucunda ise Smad2 ve Smad4 mRNA ekspresyon düzeyinde istatistiksel olarak kontrole 

göre anlamlı bir artış bulunmuş olup (*p<0,05), TGF-β1 ve Smad3 mRNA ekspresyon 
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düzeyi üzerinde kontrole göre anlamlı bir farklılık saptanmamıştır (p>0,05). mDMEM 

ortamında ise canlı bakteri uygulaması sonucu TGF-β1 ve Smad3 mRNA ekspresyon 

düzeyindeki artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmuş (*p<0,05), ancak, Smad2 ve Smad4 

mRNA ekspresyon düzeylerinde kontrole göre istatistiksel olarak dikkate değer bir farklılık 

gözlenmemiştir (p>0,05). mDMEM ortamında sinbiyotik uygulanması sonucunda ise 

istatistiksel olarak TGF-β1, Smad2, Smad3 ve Smad4 genlerinin her birinde kontrole göre 

anlamlı bir artış tespit edilmiştir (*p<0,05).  

 

Şekil 4.14. L929 hücrelerine 24 saat uygulanan canlı bakteri ve sinbiyotiğin TGF-β1/Smad 

sinyal yolağı üzerindeki modülatör etkisi. (a) TGF-β1, (b) Smad2, (c) Smad3 ve 

(d) Smad4 mRNA ekspresyonu sonuçları, Sonuçlar, n: 3, OD ± SD 

Tüm sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde, L-EPS ve mDMEM ortamında uygulanan 

sinbiyotiğin TGF-β1/Smad sinyal yolağı üzerinde etkili olduğu tespit edilmiş olup, 

sinbiyotiğin L-EPS uygulaması kadar öne çıkmadığı dikkat çektiğinden, bu sinyal yolağında 

en etkin olan uygulamanın L-EPS uygulamaları olduğu söylenebilir. 750 ve 1000 μg/mL L-

EPS konsantrasyonlarının sonuçları kıyaslandığında ise 1000 μg/mL L-EPS 

uygulamalarının TGF-β1/Smad sinyal yolağı üzerinde daha etkin olduğu söylenebilir.   
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4.7. TNF-α ile İndüklenen İnflamasyon Modelinde L-EPS, Canlı Bakteri ve 

Sinbiyotiğin Anti-inflamatuar Etkileri 

Yüksek miktarlardaki pro-inflamatuar sitokinlerin varlığı ve şiddetli enfeksiyonlar ile 

karakterize edilen kronik yaraların iyileşmesi çoğunlukla inflamatuar fazda durur ve 

iyileşme fazları akut yaralarda olduğu gibi normal şekilde ilerleyemez. Pro-inflamatuar 

sitokin olan TNF-α’nın hasarlanmış dokulardaki yüksek konsantrasyonu, kronik yaraların 

patofizyolojisinde rol oynayan en önemli sebeplerden birisidir. Yüksek miktardaki TNF-α 

varlığı; diğer pro-inflamatuar sitokinlerin ve nitrik oksitin aşırı miktarda üretimine, 

fibroblast proliferasyonu ile migrasyonunun engellenmesine ve böylelikle yaraların 

kronikleşmesine neden olur. Bu bilgiler doğrultusunda, probiyotik uygulamalarının yara 

iyileşmesindeki anti-inflamatuar etkilerinin belirlenmesi, bu uygulamaların yüksek 

inflamasyon seyrindeki kronikleşmiş yaralar üzerinde etkili olabileceklerinin gösterilmesi 

bakımından kritiktir. 

Çalışmamızda, TNF-α ile indüklenen L929 fibroblast hücrelerinde in vitro inflamasyon 

modelinin oluşturulması ve bu modelde L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin pro-inflamatuar 

sitokinler olan intelökin 1 beta (IL-1β) ve interlökin 6 (IL-6) ile nitrik oksit üretiminden 

sorumlu olan indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) genlerinin üzerindeki etkilerinin qRT-

PCR ile belirlenmesi amaçlanmıştır. İlgili genlerin mRNA ekspresyon analizleri yapılmadan 

önce, inflamasyonu tetikleyen en iyi TNF-α uygulama süresinin tespiti için ön çalışma 

yapılmıştır. Bu ön çalışmada, MTT analizinde elde edilen hücre canlılığı değerleri (Şekil 

4.4) göz önünde bulundurularak inflamasyonu indüklemede kullanılabilecek ve hücreler 

üzerinde toksisiteye neden olmayan en yüksek doz olarak 20 ng/mL TNF-α uygulaması 

seçilmiş olup, TNF-α’nın 30 dk, 1 saat ve 3 saat uygulamalarından sonra 18 saat DMEM 

besiyeri ile inkübe edilen L929 hücrelerinde IL-1β mRNA ekspresyon düzeyleri 

değerlendirilmiştir. Yapılan ön çalışmada elde edilen sonuçlar Şekil 4.15’te verilmiştir. 

Sonuçlar doğrultusunda, in vitro inflamasyon modelinin oluşturulmasında 30 dk. TNF-α 

uygulamasının en iyi uygulama dozu olduğu tespit edilmiştir. Devam eden çalışmalarda in 

vitro inflamasyon modelinin oluşturulması için TNF-α uygulaması 20 ng/mL ve 30 dk. 

olacak şekilde gerçekleştirilmiştir.  
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Şekil 4.15. 20 ng/mL TNF-α ile 30 dk., 1 saat ve 3 saat indüklenen L929 hücrelerinde 18 

saat DMEM uygulaması sonrası tespit edilen IL-1β mRNA ekspresyon 

seviyeleri. 

Oluşturulan in vitro inflamasyon modelinin ardından çalışmada kullanılacak uygulama 

grupları olarak, düşük sitotoksik etkileri tespit edilen 750 ve 1000 μg/mL L-EPS; 6,5x105 

cfu/mL canlı bakteri; 6,5x105 cfu/mL canlı bakteri ve 750 μg/mL L-EPS kombinasyonu 

olarak sinbiyotiğin 18 ve 24 saat uygulamaları seçilmiştir. Çalışmamızda, canlı bakteri ve 

sinbiyotik uygulamalarında daha düşük toksisiteye sahip olan mDMEM uygulamaları 

seçilmiştir.  Kontrol grubu olarak yalnızca DMEM ve mDMEM uygulaması yapılan L929 

hücreleri kullanılmıştır. 

IL-1β mRNA ekspresyon sonuçları Şekil 4.16’da, IL-6 mRNA ekspresyon sonuçları Şekil 

4.17’de, iNOS mRNA ekspresyon sonuçları Şekil 4.18’de verilmiştir. L-EPS, canlı bakteri 

ve sinbiyotik uygulamalarının tüm uygulama koşullarında TNF-α uygulanmış kontrol 

grubuna kıyasla IL-1β, IL-6 ve iNOS mRNA ekspresyon düzeylerini dikkate değer miktarda 

azalttığı tespit edilmiştir. 750 ve 1000 μg/mL L-EPS uygulamaları ile IL-1β ile IL-6 mRNA 

düzeylerinde üzerinde benzer etki gözlemlenirken, 1000 μg/mL L-EPS’nin iNOS üzerinde 

daha etkili olduğu bulunmuştur. Canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamaları içerisinde ise en 

iyi sinbiyotik uygulamasının etki ettiği görülmüştür. Uygulamaların ilgili genlerin mRNA 

ekspresyon düzeylerini azaltma katsayıları Çizelge 4.2’de verilmiştir.  

Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildiğinde, tüm uygulama koşullarında TNF-α ile 

indüklenen L929 hücrelerinde artan IL-1β, IL-6 ve iNOS mRNA ekspresyon düzeylerindeki 

artışın kontrole göre anlamlı olduğu tespit edilmiştir (#p<0,05). Bununla birlikte tüm 

uygulama koşullarında L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamaları ile IL-1β, IL-6 ve 

iNOS mRNA ekspresyon düzeylerindeki TNF-α uygulanan kontrol gruplarına göre azalışın 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu tespit edilmiştir (*p<0,05). 750 ve 1000 μg/mL L-EPS 

uygulamaları ikili olarak karşılaştırıldığında, her iki inkübasyon süresinde de konsantrasyon 
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değişimine bağlı IL-1β ve IL-6 mRNA ekspresyon düzeyleri arasında istatistiksel olarak 

anlamlı bir fark bulunmamış olup (p>0,05), iNOS mRNA ekspresyon düzeyleri arasında 

konsantrasyon değişimine bağlı anlamlı fark tespit edilmiştir (*p<0,05). Bununla birlikte, 

canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamaları ikili olarak karşılaştırıldığında, tüm uygulama 

koşullarında azalan IL-1β, IL-6 ve iNOS mRNA ekspresyon düzeylerindeki farklılık 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (*p<0,05).  

 

Şekil 4.16. TNF-α ile indüklenmiş L929 hücrelerine uygulanan L-EPS, canlı bakteri ve 

sinbiyotiğin IL-1β mRNA ekspresyonu üzerine etkileri, n: 3, OD ± SD 

 

Şekil 4.17. TNF-α ile indüklenmiş L929 hücrelerine uygulanan L-EPS, canlı bakteri ve 

sinbiyotiğin IL-6 mRNA ekspresyonu üzerine etkileri, n: 3, OD ± SD 
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Şekil 4.18. TNF-α ile indüklenmiş L929 hücrelerine uygulanan L-EPS, canlı bakteri ve 

sinbiyotiğin iNOS mRNA ekspresyonu üzerine etkileri, n: 3, OD ± SD 

Çizelge 4.2. L929 hücrelerinde TNF-α ile indüklenme sonu artan IL-1β, IL-6 ve iNOS 

mRNA ekspresyon düzeylerindeki L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik 

uygulamaları ile tespit edilen azalma miktarlarının katsayıları 

  Uygulamaların mRNA ekspresyon düzeyini azaltma 

katsayıları 

  

750 μg/mL 

L-EPS 

1000 μg/mL 

L-EPS 
Canlı bakteri Sinbiyotik 

Gen adı 

İnkübasyon 

süresi 

(Saat) 

IL-1β 18 10,5 13,0 1,5 1,9 

IL-1β 24 15,4 16,7 4,1 6,1 

IL-6 18 2,6 2,6 1,5 2,0 

IL-6 24 3,5 3,5 1,7 2,4 

iNOS 18 3,0 4,4 1,3 1,5 

iNOS 24 3,6 5,6 1,5 1,9 

Sonuçlar genel olarak değerlendirildiğinde, L929 hücrelerinde TNF-α ile indüklenen 

inflamasyon modelinde en iyi anti-inflamatuar etkiyi L-EPS uygulamalarının gösterdiği, 

ikinci sırada sinbiyotiklerin ve üçüncü sırada canlı bakteri uygulamasının anti-inflamatuar 

etki gösterdiği belirtilebileceği gibi tüm probiyotik kaynaklı uygulamaların anti-inflamatuar 

etki gösterebilme potansiyelinin bulunduğu söylenebilir. Ayrıca, yapılan uygulamaların 

Çizelge 4.2’de verilen ilgili genler üzerindeki mRNA ekspresyon düzeylerini azaltma 

katsayıları karşılaştırıldığında, L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin anti-inflamatuar etkideki 

en etkin inkübasyon sürelerinin 24 saat olduğu belirlenmiştir.  
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4.8. L-EPS, Canlı Bakteri ve Sinbiyotiğin Fibroblast Proliferasyonu Üzerine Etkisinin 

Flow Sitometri ile Belirlenmesi  

Fibroblast proliferasyonu, yara iyileşmesinin proliferasyon fazında gerçekleşen hücresel 

olaylardan biridir. Yaralanma sonrasında fibroblast proliferasyonunun artışı ile hasarlanan 

doku boşluğunun fibroblastlar tarafından doldurulması ve çoğalan fibroblastlar aracılığıyla 

ECM bileşenlerinin üretilerek yara matriksinin oluşumu,  yara iyileşmesi için oldukça 

önemlidir. Literatürde, yara bölgesinde bulunan yüksek konsantrasyonlardaki TNF-α 

varlığının fibroblast proliferasyonunu inhibe ettiği ve bu sebeple yara iyileşmesinde 

aksaklıkların meydana geldiği bildirilmiştir. Bu çalışmada, hem sağlıklı L929 hücrelerinde 

hem de TNF-α ile indüklenmiş L929 hücrelerine uygulanan L-EPS, canlı bakteri ve 

sinbiyotiğin proliferatif etkilerinin flow sitometri ile belirlenmesi amaçlanmıştır. Çalışmada, 

proliferasyon kiti içerinde bulunan ve hücre nuklesuna bağlanan CSF boyası ile mumele 

edilen hücrelerin, nukleustaki yarılanan boya miktarının tespit edilmesi prensibine 

dayanarak hücrelerin % bölünme frekansları saptanmıştır.  

Flow sitometri ile yapılan proliferasyon çalışmalarında uygulamaların inkübasyon süresinin, 

çalışmada kullanılacak hücrelerin iki katına çıkma süresinin (doubling-time) üzerinde 

olması önerilmektedir. Bu doğrultuda çalışmada öncesinde, çalışmada kullanılabilecek 

inkübasyon süresinin seçilebilmesi için L929 fibroblastlarının flow sitometri ile hücre 

kültüründeki iki katına çıkma sürelerine bakılmış ve bu süre ~22 saat olarak tespit edilmiş 

olup, uygulamaların kullanılabilecek uygun inkübasyon süresi 24 saat olarak seçilmiştir. 

Çalışmada kullanılan uygulama grupları ise önceki çalışmalarımızda elde ettiğimiz sonuçlar 

doğrultusunda seçilmiş olup, 750 ve 1000 µg/mL L-EPS; 6,5x105 cfu/mL canlı bakteri ve 

6,5x105 cfu/mL canlı bakteri ile 750 μg/mL L-EPS kombinasyonu sinbiyotik olarak 

belirlenmiş ve canlı bakteri ile sinbiyotik uygulamaları için mDMEM uygulamaları 

kullanılmıştır. Çalışmada kullanılan TNF-α uygulama koşulları ise bir önceki çalışmamızda 

in vitro inflamasyon modelinin oluşturulmasında kullanılan koşullara göre seçilmiş olup, 20 

ng/mL ve 30 dk. uygulanması uygun görülmüştür. Kontrol grubu olarak, uygulama 

gruplarına uygun olacak şekilde yalnızca DMEM veya mDMEM uygulanmış L929 hücreleri 

kullanılmıştır.  

Sonuçlar, yalnızca DMEM uygulanan kontrol grubu hücrelerinin 24 saate %75,44 

bölündüğünü göstermiştir. L-EPS uygulanan hücrelerde ise her iki konsantrasyon için eşit 
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proliferatif etki tespit edilmiş olup, hücrelerin L-EPS uygulamaları sonucunda %81 

bölündüğü (kontrole göre %6 daha fazla) tespit edilmiştir. TNF-α uygulaması yapılan L929 

hücrelerinin ise %70 oranında bölündüğü tespit edilmiş olup, hücrelerin kontrole göre %5,44 

daha az bölündüğü tespit edilmiş ve TNF-α’nın anti-proliferatif etki gösterdiği tespit 

edilmiştir. TNF-α ile indüklenmiş L929 hücrelerinde L-EPS uygulamalarının ise her iki 

konsantrasyonda da eşit proliferatif etki oluşturduğu saptanmış olup, hücrelerin L-EPS 

uygulamaları ile %82 bölündüğü ve TNF-α uygulanmış kontrole göre %12 proliferasyonu 

indüklediği bulunmuştur (Şekil 4.19).  

 Her iki konsantasyondaki L-EPS’nin uygulanması sonucu artan % bölünme değerlerinin 

kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı olduğu tespit edilmiştir (*p<0,05). TNF-α 

uygulaması sonucu azalan % bölünme değerinin istatistiksel olarak kontrole göre anlamlı 

olduğu belirlenmiştir (*p<0,05). TNF-α ile indüklenmiş hücrelerde ise her iki 

konsantrasyondaki L-EPS uygulamaları sonucu artan % bölünme sonuçlarının TNF-α 

uygulanmış kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı olduğu saptanmıştır (#p<0,05).  

mDMEM uygulaması yapılan kontrol grubu hücrelerinin 24 saatte %75,67 bölündüğü 

belirlenmiş olup, % bölünme değerleri canlı bakteri uygulaması yapılan hücrelerde %79,67 

(kontrole göre %4 daha fazla) ve sinbiyotik uygulaması yapılan hücrelerde %88,63 (kontrole 

göre %12,96 daha fazla) olarak tespit edilmiştir. mDMEM ortamında yapılan TNF-α 

uygulaması sonucunda L929 hücrelerinin bölünme oranı %70,5 olarak saptanmış ve kontrol 

grubuna göre bölünme oranında %5,17’lik bir azalma görülmüştür. TNF-α ile indüklenmiş 

L929 hücrelerinde canlı bakteri uygulaması ile %81’lik bölünme (TNF-α uygulanmış 

kontrol grubuna göre %10,5 daha fazla) ve sinbiyotik uygulaması ile %84,42’lik bölünme 

(TNF-α uygulanmış kontrol grubuna göre %13,92 daha fazla) tespit edilmiştir (Şekil 4.20).  

Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildiğinde, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulaması 

sonucu artan % bölünme değerleri kontrole göre anlamlı bulunmuştur (*p<0,05). mDMEM 

ortamında uygulanan TNF-α uygulaması ile azalan % bölünme değerinin, yalnızca mDMEM 

uygulanan kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı olduğu belirlenmiştir (*p<0,05). 

TNF-α ile indüklenmiş L929 hücrelerinde ise hem canlı bakteri hem de sinbiyotik 

uygulamalarının % bölünme oranını TNF-α uygulanmış kontrole göre anlamlı miktarda 

arttırdığı belirlenmiştir (#p<0,05). Ayrıca, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarının ikili 
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kıyaslanmasında % bölünme değerleri arasındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlıdır 

(*p<0,05).  

 

Şekil 4.19. 750 ve 1000 μg/mL L-EPS’nin 24 saat uygulanması sonucu sağlıklı ve TNF-α 

ile indüklenmiş L929 hücrelerinde elde edilen proliferasyon sonuçları. (a) Flow 

sitometri analizi sonuçları, (b) % bölünme değerleri, n:3, OD±SD 
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Şekil 4.20. Canlı bakteri ve sinbiyotiğin 24 saat uygulanması sonucu sağlıklı ve TNF-α ile 

indüklenmiş L929 hücrelerinde elde edilen proliferasyon sonuçları. (a) Flow 

sitometri analizi sonuçları, (b) % bölünme değerleri, n:3, OD±SD 

4.9. L-EPS, Canlı Bakteri ve Sinbiyotiğin Pro-anjiyojenik Potansiyellerinin in ovo 

Koryoallantoik Membran (CAM) Modelinde İncelenmesi 

Anjiyogenez, yara iyileşmesinin proliferasyon fazının önemli süreçlerinden biridir. Yara 

iyileşmesi sırasında, hasarlanan dokuda yoğun bir şekilde neovaskülarizasyon gerçekleşerek 

yara bölgesinin onarımı desteklenir. İyileşme sırasında, yoğun bir şekilde yeni kılcal 

damarların oluşumu ve hasarlanan kan damarlarının onarımını takiben yara bölgesinde yeni 

bir vasküler ağın oluşumu sağlanır. Oluşan yeni vasküler ağ ise yara bölgesinin 

beslenmesinde, yara bölgesine oksijen taşınmasında, yara matriksinin ve sitokinlerin 
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regülasyonunda rol alır. Bu sebeplerden dolayı, yeni kan damalarının oluşumunun 

sağlanması yara tedavi yöntemlerinde önemli bir parametredir. Bu çalışmada, in ovo bir 

teknik olan embriyolu tavuk yumurtasında, koryoallantoik memran (chorioallantoic 

membran, CAM) modeli kullanılarak L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin pro-anjiyojenik 

etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır.  

Çalışmada kullanılan uygulama grupları önceki çalışmalardaki sonuçlarımız da göz önünde 

bulundurularak seçilmiş olup, toksik olmayan ve yara iyileşmesinin farklı aşamalarında 

etkin olduğunu belirlediğimiz 750 ve 1000 μg/mL L-EPS’nin, 6,5x105 cfu/mL canlı 

bakterinin ve 6,5x105 cfu/mL canlı bakteri ile 750 μg/mL L-EPS kombinasyonunun 

sinbiyotik olarak kullanılması uygun görülmüş, uygulamaların inkübasyon süreleri 12 ve 24 

saat olarak belirlenmiştir. Çalışmada L-EPS’ler 1xPBS içerisinde hazırlanmış olup, canlı 

organizmanın laktik asit bakterinin oluşturacağı asidik pH ortamından dolayı zarar 

görmemesi için canlı bakteri ve sinbiyotik %1,3 NaHCO3 içeren 1xPBS içerisinde 

hazırlanarak uygulanmıştır. Kontrol grubu olarak, uygulama gruplarına uygun olacak 

şekilde yalnızca 1xPBS veya NaHCO3 içeren 1xPBS uygulanmış embriyolu yumurtalar 

kullanılmıştır.  

750 μg/mL L-EPS’nin 12 saat uygulanması sonucunda total damar uzunluğu kat sayısı 1,3 

olarak belirlemiş olup, 0,3 katlık bir artış tespit edilmiştir. 750 μg/mL L-EPS’nin 24 saat 

uygulanması sonucunda ise total damar uzunluğu kat sayısı 1,7’e yükselmiş ve 0,7 katlık bir 

artış gözlenmiştir.  1000 μg/mL L-EPS uygulanması sonucunda total damar uzunluğu 12 

saat sonra 2,1’e yükselmiş olup (1,1 kat artış), 24 saat saat sonra 3,2’ye yükselmiştir (2,2 kat 

artış). Sonuçlar Şekil 4.21’de verilmiştir.  

750 μg/mL L-EPS’nin 12 saat uygulanması sonucu artan total damar uzunluğunda kontrole 

göre istatiksel olarak anlamlı bir fark saptanmamış olup (p>0,05), 750 μg/mL L-EPS’nin 24 

saat ve 1000 μg/mL L-EPS’nin hem 12 hem de 24 saat uygulamaları sonucunda elde edilen 

total damar uzunluğu kat sayıları kontrole göre anlamlı bulunmuştur (*p<0,05). Her iki 

konsantrasyon için 12 ve 24 saat sonuçları ikili olarak kıyaslandığında, inkübasyon 

sürelerine bağlı değişen total damar uzunluğu kat sayılarında istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık tespit edilmiştir (*p<0,05). 750 ve 1000 μg/mL L-EPS konsantrasyonları ikili olarak 

kıyaslandığında ise her iki inkübasyon süresinde de elde edilen total damar uzunlu kat 

sayılarındaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (*p<0,05).  
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Canlı bakterinin 12 ve 24 saat uygulamaları sonucun total damar uzunluğunda dikkate değer 

bir değişim gözlenmemiştir. Sinbiyotik uygulanması sonucunda total damar uzunluğu 12 

saat sonra 1,5’e yükselmiş olup (0,5 kat artış), 24 saat saat sonra 1,8’e yükselmiştir (0,8 kat 

artış). Sonuçlar Şekil 4.22’de verilmiştir.  

Sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildiğinde, canlı bakterinin 12 ve 24 saat 

uygulamalarının total damar uzunluğu sonuçlarında kontrole göre anlamlı bir fark 

bulunmamıştır (p>0,05). Sinbiyotiğin hem 12 hem de 24 saat uygulamaları sonucunda artan 

total damar uzunluğu kat sayılarının ise kontrole göre anlamlı olduğu tespit edilmiştir. 

(*p<0,05). Sinbiyotik uygulamasının 12 ve 24 saat sonuçları ikili olarak kıyaslandığında, 

inkübasyon sürelerine bağlı değişen total damar uzunluğu kat sayılarında istatistiksel olarak 

anlamlı bir farklılık tespit edilmiştir (*p<0,05).  
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Şekil 4.21. 750 ve 1000 μg/mL L-EPS’nin 12 ve 24 saat uygulamalarının pro-anjiyojenik 

etkileri. (a) L-EPS’nin anjiyogenez üzerine etkisinin in ovo CAM modelinde 

mikroskobik gösterilimi (1x) ve (b) uygulama sonrası ölçülen total damar 

uzunluğu kat sayısı değerleri, n: 3, OD ± SD 
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Şekil 4.22. Canlı bakteri ve sinbiyotiğin 12 ve 24 saat uygulamalarının pro-anjiyojenik 

etkileri. (a) Uygulamaların anjiyogenez üzerine etkisinin in ovo CAM modelinde 

mikroskobik gösterilimi (1x) ve (b) uygulama sonrası ölçülen total damar 

uzunluğu kat sayısı değerleri, n: 3, OD ± SD 

Sonuçlar genel olarak değerlendirildiğinde, tüm uygulama grupları içerisinde 1000 μg/mL 

L-EPS en iyi pro-anjiyojenik etkiyi gösterirken, sinbiyotik uygulamasında ikinci sırada en 

iyi pro-anjiyojenik etki tespit edilmiştir. 750 μg/mL L-EPS’nin 24 saat uygulamasının 

anjiyogenez üzerinde etkili olduğu tespit edilmiş olsa da 1000 μg/mL L-EPS uygulaması 

kadar etkin olmadığı görülmüştür. Ayrıca sonuçlar, canlı bakterinin pro-anjiyojenik etkisinin 

olmadığını göstermiştir.  Sonuç olarak, çalışmada kullanılan probiyotik kaynaklı 
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uygulamalar içerisinde L-EPS ve sinbiyotiğin pro-anjiyojenik etkilerinin olduğu 

söylenebilir.  
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5. TARTIŞMA 

Cilt, vücudu dış çevreden ayıran, farklı fiziksel ve kimyasal faktörlere karşı organizmayı 

koruyan, patojenlere karşı savunma hattı olarak rol alan ve termoregülatör fonksiyona sahip 

bir bariyerdir (Boer ve diğerleri, 2016). Farklı faktörlere karşı duyarlı olan ciltte meydana 

gelebilecek bozulmalar uzuv kaybına ve ölümlere neden olabilir (Murphree, 2017). Pek çok 

farklı faktörün etkileri sonucu meydana gelen cilt problemleri küresel olarak ciddi sağlık 

yüküne neden olmaktadır (Lim ve diğerleri., 2017).  

Yara; cilt, mukoza ya da doku bütünlüğünün bozulması olarak tanımlanır (Kujath, 2008). 

Cilt yaralarının iyileşmesi, hücre migrasyonunun ve proliferasyonunun birbiriyle ilişkili 

mekanizmalarını, ekstrasellüler matriksin (ECM) sentezini, iyileşme sürecini koordine eden 

büyüme faktörlerini ve sitokinleri içeren kompleks bir süreç olup, yara iyileşme süreci 

inflamasyon, proliferasyon ve remodeling olmak üzere üç temel faz ile gerçekleşir 

(Gushiken ve diğerleri, 2021). Yaralar, akut ve kronik yaralar olmak üzere iki grup altında 

sınıflandırılır (Whitney, 2005). Yara iyileşme süreci akut yaralarda olduğu gibi normal 

devam etmediğinde yaralar gecikir veya kronikleşir (Han ve Ceilley, 2017). (Han ve Ceilley, 

2017). Diyabet, kanser ve vaskülopati gibi hastalıkların neden olduğu kronik yaraların 

iyileşmesi genellikle inflamatuar fazda durur ve iyileşme sürecindeki fazların mekanizmaları 

olağan şekilde ilerlemez (Frykberg ve Banks, 2015; Negut ve diğerleri, 2018; X. Zhang ve 

diğerleri, 2020). Klinikte genellikle tedavisi zor olan bu yaralarda sistemik antibiyotik 

tedavileri, çeşitli pansumanlar ve yara iyileşmesini desteklemek için yapılan operatif 

debridmanlar kullanılır. Rutin kronik yara tedavilerinin uzun sürmesi ve sistemik antibiyotik 

kullanımına bağlı yan etkilerin yüksek olması nedeniyle, yara iyileşme patofizyolojisinin 

mekanizmalarını çoklu hedefleyen ve yan etkileri düşük yeni terapötik ajanların 

bulunmasına yönelik çalışmalar devam etmektedir (X. Zhang ve diğerleri, 2020).  

Probiyotikler, faydalı etkileri ve ürettikleri biyoaktif bileşenler bakımından araştırmacıların 

ilgisini çekmektedir (Indira ve diğerleri, 2019). Farklı faydaları ve ürettikleri bileşenler 

bakımından değerlendirildiğinde probiyotiklerin antioksidan, immün düzenleyici, 

antimikrobiyal, anti-inflamatuar, anti-obezite, anti-diyabetik, anti-kanser, nöroprotektif, 

anti-alerjik ve doku onarımını teşvik etme gibi farklı etkileri literatürde bildirilmiştir (Fijan, 

2016; Lukic ve diğerleri, 2017; Plaza-Diaz ve diğerleri, 2017; Wang ve diğerleri, 2017; 

Mazhary ve diğerleri, 2019; Michael ve diğerleri, 2019; Tukenmez ve diğerleri, 2019; Sirin 
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ve Aslim, 2020; Ranjha ve diğerleri, 2021). Son yıllarda yapılan çalışmalarda, 

probiyotiklerin cilt sağlığı üzerindeki etkileri dermatolojik olarak dikkat çekmektedir 

(Kumar ve diğerleri, 2014).  

Probiyotik ekzopolisakkaritleri (EPS) biyo-uyumlu ve biyo-parçalanabilir olmaları, düşük 

sitotoksik etkide olmaları ve kimyasal işlevsellikleri bakımından değerlendirildiğinde 

probiyotik kaynaklı bu biyopolimerin yara iyileştirici etken madde veya yara biyomalzemesi 

olma potansiyeli bulunmaktadır (Banerjee ve diğerleri, 2021; Hivechi ve diğerleri, 2021). 

Literatürde, probiyotiklerden elde edilen EPS’lerin cilt yaraları üzerindeki etkilerini gösteren 

sadece iki çalışma bulunmakta olup, bu çalışmalar; probiyotik kaynaklı EPS’lerinin 

antioksidan özelliklerini, in vivo yara kapanması ve kollajen birikimi üzerindeki etkisini 

(Trabelsi ve diğerleri, 2017), anti-elastaz ve anti-kollajenaz aktivitelerini (Shirzad ve 

diğerleri, 2018) gösteren, sınırlı sayıda deneysel çalışmalardır. Bahsedilen bu 

potansiyellerine rağmen günümüze kadar probiyotik kaynaklı EPS’lerin, yara iyileşme 

fazlarındaki birçok mekanizma üzerindeki etkisinin ortaya konulduğu bir çalışma 

bulunmamaktadır.   

Bu yüksek lisans tez çalışmasında, ekibimiz tarafından farklı proje ve çalışmalarda yapılan 

kapsamlı taramalar sonucu ön plana çıkan ve yüksek EPS üretme kapasitesine sahip olan 

Lactobacillus plantarum GD2 suşundan elde edilen L-EPS kullanılmıştır. Sirin ve Aslim’in 

(2020) yaptıkları çalışmada, L. plantarum GD2 suşundan elde edilen EPS’nin miktarı 385 

mg/L olarak tespit edilmiş olup, çalışmamızda da bu miktarın 398±4,4 mg/L olduğu tespit 

edilmiş ve suşun EPS üretme kapasitesi bu çalışma sonucunu desteklenmiştir. Literatürde L. 

plantarum türünün farklı suşlarından elde edilen EPS miktarları 69-324 mg/L aralığında 

farklı miktarlarda tespit edilmiştir (Bouzar ve diğerleri, 1996; Kimmel ve Roberts, 1998; 

Ismail ve Nampoothiri, 2010; Wang ve diğerleri, 2015; Zhou ve diğerleri, 2016; L. Zhang 

ve diğerleri, 2020; Sirin ve Aslim, 2020). Diğer L. plantarum suşlarına kıyasla daha yüksek 

miktarda EPS üreticisi olan bu suşun, biyoteknolojik olarak EPS üretiminde yüksek 

potansiyelde kullanımının mümkün olabileceği söylenebilir.  

Çalışmamızda, L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarının L929 hücrelerinde 

sitotoksik etkilerinin olup olmadığı tespit edilmiş olup, çalışmada kullanılacak etkin olan ve 

hücreler üzerinde toksik olmayan en yüksek konsantrasyon ve uygulama süresi aralığı 

belirlenmiştir. Çalışmada, laktik asit bakterilerinin üretebileceği laktik asit ve asit içerikli 



93 

 

diğer metabolitlerden kaynaklı farklılık gösterebilecek hücre canlılığının incelenebilmesi 

için canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarında DMEM besiyeri ile yapılan çalışmalara ek 

sodyum bikarbonat (NaHCO3) içeren modifiye DMEM (mDMEM) besiyeriyle de hücre 

canlılığı tespiti yapılmıştır. Çalışmada kontrol grubu olarak, uygulama gruplarına uygun 

olacak şekilde yalnızca DMEM ve mDMEM uygulaması yapılan L929 hücreleri 

kullanılmıştır.  

L-EPS uygulamalarının, L929 hücreleri üzerinde %4-20 arasında değişen düşük oranlarda 

hücre ölümüne neden olduğu belirlenmiştir. Her iki konsantrasyondaki L-EPS’nin (750 ve 

1000 µg/mL) 18, 24 ve 36 saat uygulamalarında hücre canlılığının azalması ile birlikte, 

canlılıkta dikkate değer bir azalma olmadığı tespit edilmiştir. Çalışmamızda, uygulamaların 

sitotoksik etkileri ISO 10993-5 standartlarına göre değerlendirilmiştir. ISO 10993-5 

standartlarına göre sitotoksisite değerleri; hücre ölümü  ≥ %50 ise yüksek derecede 

sitotoksik etki, %50-21 aralığında ise orta derecede sitotoksik etki, %20-11 ise düşük 

derecede sitotoksik etki ve ≤ %10 ise sitotoksik olmayan etki olarak değerlendirilir. 

Çalışmamızda, yüksek konsantrasyon ve sürede dahi L-EPS’nin %80 üzerinde hücre 

canlılığını koruduğu görülmüştür. Literatürde, laktik asit bakterilerinden elde edilen EPS'nin 

güvenli sitotoksisite değerinin %10-20 aralığında olması gerektiği bildirilmiştir (EL-Adawi 

ve diğerleri, 2012). Elde ettiğimiz hücre canlılığı sonuçları, L. plantarum GD2 L-EPS’sinin 

toksisite açısından literatürde verilen değer aralığını karşıladığını göstermekte ve 

sonucumuz ile ilgili yaptığımız çıkarımımızı desteklemektedir. Mojibi, Tafvizi ve Torbati 

(2019)’nin yaptıkları çalışmada Lactobacillus paracasei ve Lactobacillus brevis'ten elde 

edilen EPS'lerin, L929 hücreleri üzerinde yüksek konsantrasyonlarda (40 mg/mL) ve 

sürelerde (72 saat) bile %40'tan fazla hücre ölümüne neden olmadığı gösterilmiştir. Dilna ve 

diğerlerinin (2015) yaptığı çalışmada ise, L. plantarum'dan elde edilen EPS’nin sağlıklı 

fibroblast hücreleri olan L6 hücrelerine 500 µg/mL uygulamasının %35 sitotoksik etki 

gösterdiği bildirilmiştir. Literatürdeki çalışmalar göz önüne alındığında, hücrelere 

uygulanan yüksek konsantrasyon ve süredeki EPS’nin düşük sitotoksisite etkisi 

bulgularımızı doğrulamaktadır.  

Canlı bakterilerin DMEM besi ortamında L929 hücrelerine uygulanması sonucu %16,8-

39,8; mDMEM besi ortamında ise %10,8-28,5 arasında değişen oranlarda hücre ölümüne 

neden olduğu belirlenmiştir. Sinbiyotik uygulamalarının ise L929 hücreleri üzerinde DMEM 

besi ortamında %19,9-46,8; mDMEM besi ortamında ise %16,4-34,6 arasında değişen 
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oranlarda hücre ölümüne sebep olduğu saptanmıştır. Canlı bakteri ve sinbiyotik 

uygulamalarının her iki besiyerinde de yüksek miktar ve sürelerdeki hücre ölümü oranı L-

EPS uygulamalarına göre daha yüksek olsa da tüm uygulamalarda belirlenen toksisite 

değerlerinin ISO standartlarına göre dikkate değer olmadığı söylenebilir. DMEM besi 

ortamında ölüm oranının daha daha yüksek olmasının, pH değerinin mDMEM’e göre ~3-

3,6 oranında daha düşük olmasından kaynaklı olduğu ve bu pH düşüşünün de canlı 

bakterilerin ortamda laktik asit üretmeye devam etmesinden dolayı olduğu söylenebilir.  

Hücre canlılığı sonuçları genel olarak ele alındığında, ISO standartlarına göre “etken 

maddelerin in vitro sitotoksisitesi” kriterlerine göre L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik 

uygulamalarının tüm uygulama koşullarında, L929 fibroblast hücreleri üzerinde dikkate 

değer toksisiteye neden olmadığı ve bu uygulamaların yara iyileşmesi çalışmasında 

kullanılabilecek biyogüvenli uygulamalar olduğu söylenebilir. Bu bilgiler ışığında, L-EPS, 

canlı bakteri ve sinbiyotiğin Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi tarafından onaylanmış ve 

klinikte kullanılan toksik yan etkileri yüksek yara iyileştirici ajanlara alternatif olarak 

kullanılabilme potansiyeli yüksektir. Polisakkaritlerin biyomalzeme olarak 

kullanılabilirliklerini desteleyen en önemli özellikleri biyo-uyumlu ve biyo-parçalanabilir 

olmaları ile birlikte toksik olmayan etkilere sahip olmalarıdır (Sood ve diğerleri, 2021).  

Biyo-uyumlu ve biyo-parçalanabilir olmalarının yanı sıra düşük sitotoksik etkilere sahip 

olmaları EPS’lerin, biyomalzeme geliştirici bir ürün olarak doku mühendisliği 

uygulamalarında kullanılabilme potansiyelini kuvvetlendirmektedir (Banerjee ve diğerleri, 

2021; Hivechi ve diğerleri, 2021).  

Yara iyileşmesinin geç inflamasyon fazından yaranın tam iyileşmesine kadar olan süreçte 

aktif rol alan fibroblastların yara bölgesine migrasyonu, proliferasyon fazının başlaması ve 

sağlıklı bir yara iyileşmesi için önemli bir parametredir (Addis ve diğerleri, 2020). Yara 

iyileşmesi çalışmalarında, potansiyel terapötik ajanların hücre migrasyonunu modüle etme 

kapasitelerinin incelenmesinde ve migrasyon ile ilişkili yara kapanmasının 

aydınlatılmasında in vitro yara modeli kullanılmaktadır (Sarro ve diğerleri, 2019).  

Çalışmamızda, L929 fibroblastlarında oluşturulan in vitro yara modelinde L-EPS, canlı 

bakteri ve sinbiyotiğin fibroblast migrasyonunu indükleyerek yara kapanma oranına bağlı, 

etkin uygulama dozları ve süreleri tespit edilmiştir.  
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L-EPS uygulamasının L929 hücrelerinde %10,1-42,1 değer aralığında yara kapanmasını 

teşvik ettiği tespit edilmiş olup; 18, 24 ve 36 saat L-EPS uygulamalarında yara kapanmasının 

artan uygulama süresine ve konsantrasyonuna bağlı olarak değişen oranlarda arttığı 

saptanmıştır. Tüm uygulamalar birlikte değerlendirildiğinde, en iyi in vitro yara kapatma 

potansiyeline sahip uygulamaların 1000 μg/mL L-EPS’nin 24 saat (%40,4) ve 36 saat 

(%42,1) uygulamaları olduğu belirlenmiştir. Ancak, 1000 μg/mL L-EPS’nin 24 ve 36 saat 

uygulamaları ikili kıyaslandığında yara kapatma değerleri arasında anlamlı bir farklılık 

yoktur. Bunun nedeni artan uygulama süresine bağlı olarak L-EPS uygulamasının hücre 

canlılığını etkilemesi olabilir. Bu kapsamda, düşük sitotoksik etkiye ve en iyi yara kapatma 

oranına sahip olan 18 ve 24 saat 1000 μg/mL L-EPS uygulamaları sonucu, in vitro yara 

bölgesine göç eden fibroblastların taramalı elektron mikroskobu (SEM) görüntüleri in vitro 

yara kapanma sonuçlarını desteklemiştir. Sonuç olarak, 1000 μg/mL L-EPS’nin 18 ve 24 

saat uygulanmaları; kontrol grubuna kıyasla 1,8-2,5 kat yara iyileşmesini teşvik etme 

potansiyelleri ve dikkate değer toksik etki göstermemeleri sebebiyle, fibroblast migrasyonu 

aracılı yara kapanmasında kullanılabilecek uygulamalar olarak değerlendirilebilir.  

DMEM besiyerinde canlı bakteri uygulamasının %52,2-79,4 (4,75-5,2 kat) ve sinbiyotik 

uygulamasının %75-100 (6,8-7,0 kat) değer aralığında yara kapanmasını teşvik ettiği tespit 

edilmiştir. mDMEM besiyerinde ise canlı bakteri uygulamasının %48-58 (4,2-4,4 kat) ve 

sinbiyotik uygulamasının %49,6-65 (4,3-4,6 kat) değer aralığında yara kapanmasını 

indüklediği bulunmuştur.   İn vitro yara analizi sonuçlarına göre, canlı bakteri ve sinbiytoik 

uygulamaları içerisinde, tüm ortam koşullarında sinbiyotik uygulamaları öne çıkmıştır. 

Ayrıca tüm uygulama koşullarında 24 saat inkübasyon süresinin yara kapanmasında daha 

etkin olduğu tespit edilmiştir. DMEM besi ortamında uygulanan canlı bakteri ve sinbiyotiğin 

ise mDMEM uygulamalarına göre yara kapanmasında daha etkili olduğu belirlenmiştir.  

Literatürde, etken maddelerin %30-60 arasındaki in vitro yara kapatma değeri orta derece 

etkili kabul edilirken, %60 ve üzeri kapanma değerleri yüksek derecede etkili kabul 

edilmektedir (Walter ve diğerleri, 2010; Balekar ve diğerleri, 2012, Dandannavar ve 

diğerleri, 2019; Balasubramaniam ve diğerleri, 2020). Bu kapsamda, L-EPS’nin yara 

kapanmasında orta derecede, canlı bakterinin orta-yüksek derecede ve sinbiyotiğin yüksek 

derecede etkili olduğu söylenebilir.  
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Yara iyileşmesinde ECM depozisyonunu ve yeniden şekillenmesini sağlamasının yanı sıra 

(Jones ve diğerleri, 2015) yaralanma sonrası dermisin onarılması ile doku boşluğunun 

kapanmasında rol oynayan fibroblast migrasyonunun (Ottosson ve diğerleri, 2017)  

probiyotik L-EPS’si, canlı bakteri ve sinbiyotik ile indüklenmesi, probiyotik kaynaklı bu 

uygulamaların yara iyileşmesinde etkin birer terapötik ajan olarak kullanılabilme 

potansiyellerinin olduğunu göstermiş olması bakımından oldukça mühimdir. Ayrıca, doku 

mühendisliğinde kullanılan ve doku rejenerasyonunu destekleyen biyomateryallerin hücre 

migrasyonunu teşvik edici özellikte olması önemli bir kriter olup (Cui ve diğerleri, 2021), 

düşük sitotoksik etkiye sahip ve kullanımı biyo-güvenli olan L-EPS’nin, fibroblast 

migrasyonunu indükleme yeteneği de göz önünde bulundurulduğunda, probiyotik L-

EPS’nin doku rejenerasyonunda biyomalzeme geliştirici polimer olarak kullanılabilme 

potansiyelinin olduğu düşünülmektedir. Bununla birlikte, sinbiyotiklerin, probiyotiklerin ve 

prebiyotiklerin ayrı olarak uygulanmasına kıyasla bakteri metabolizmasını ve gelişimini 

destekleyerek konak üzerinde daha yararlı etkiler sağlayabildikleri bilinmektedir (Pandey ve 

diğerleri, 2015; Batista ve diğerleri, 2020). Çalışmamızda sinbiyotik uygulamasının, L-EPS 

ve canlı bakteri uygulamalarına göre fibroblast migrasyonu aracılığyla in vitro yara 

kapanmasını daha fazla tetiklemesinin sebebinin, canlı probiyotik bakteri ve L-EPS’nin 

birlikte uygulanmalarında oluşturdukları faydalı sinerjik etkilerden dolayı olabileceği 

düşünülmektedir.  

Çalışmamızda, canlı bakterilerin DMEM ile uygulamalarında, uygulama süresi ve 

uygulanan bakteri konsantrasyonun artışına bağlı olarak besiyerindeki pH değerinin azaldığı 

tespit edilmiştir. Canlı bakteri uygulaması ile DMEM besiyerinde ölçülen pH aralığı ~4-4,6 

olup, mDMEM besiyerinde ölçülen pH aralığı ~7-7,2 olarak belirlenmiştir. DMEM ile 

yapılan canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarının mDMEM uygulamalarına göre in vitro 

yara kapanmasını daha fazla teşvik etme sebebinin laktik asit bakterilerinin ürettikleri asit 

metabolitlerinden kaynaklı olabileceği düşünülmektedir. Ekstrasellüler pH gradienti yara 

ortamının karakteristik özelliğidir. Hücre yüzeyinde bulunan ve hücre migrasyonunda rol 

alan integrin reseptörleri asit ile indüklenerek hücre migrasyonunu regüle edebilmektedir 

(Paradise ve diğerleri, 2013). Hesaplamalı moleküler dinamik simülasyonlar aracılığıyla 

yapılan çalışmalarda asidik ekstrasellüler ortamın, hücre yüzeyindeki integrin alfa-5 beta-3 

(integrin αvβ3) aktivasyonunu indükleyerek hücre migrasyonunu tetiklediği tespit edilmiştir 

(Paradise ve ve diğerleri, 2011). Literaratürde asidik ekstrasellüler pH ortamının hücre 

migrasyonu ile ilişkisini ortaya koyan çalışmalar, DMEM ile yapılan canlı bakteri ve 
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sinbiyotik uygulamalarının laktik asit bakterilerinin üretebilecekleri asit metabolitlerinden 

dolayı hücrelerin migrasyonunu daha fazla tetikleyebileceğini vurgulamış olup, bu durum 

düşüncemizi desteklemiştir.  

Yara enfeksiyonu, yara iyileşmesini olumsuz etkileyen en önemli faktörlerden biridir. Eğer 

hasarlı dokudaki enfeksiyon giderilemezse daha kritik komplikasyonlar meydana gelir ve bu 

durum uzuv kaybı veya ölüm ile sonuçlanabilir. Bu sebeplerden dolayı, yara enfeksiyonunun 

giderilmesi, yara iyileşmesindeki gecikmeyi ve meydana gelebilecek komplikasyonların 

önüne geçilmesi ile gerçekleşebilecek kritik durumları önlemektedir (Leaper ve diğerleri, 

2015). Yara iyileşmesinde asidik ortam, antimikrobiyal aktivite sağlayarak ve bakteriyel son 

ürünlerin toksisitesini azaltarak yara enfeksiyonunun kontrol altına alınmasını sağlamaktadır 

(Nagoba ve ve diğerleri, 2015). Ancak, yara iyileşmesinde kullanılan bazı antiseptiklerin 

fibroblast canlılığını olumsuz etkilediği görülürken, bazıları ise fibroblast migrasyonunu 

inhibe etmektedir (Falcone ve diğerleri, 2021). Çalışmamızda, DMEM ortamında uygulanan 

probiyotik canlı bakteri ve sinbiyotiğin, mDMEM ortamındaki uygulamalarına kıyasla daha 

etkili bir şekilde yara kapanmasını destekledikleri belirlenmiştir. Bu durum, toksisitesi düşük 

olan ve hücre migrasyonunu güçlü bir şekilde tetikleyebilen canlı bakteri ve sinbiyotiğin, 

asitliğe müdahale edilmeksizin uygulandıklarında, enfeksiyon riski yüksek olan kritik 

yaralarda antiseptik ve antimikrobiyal aktivitede kullanılabilme potansiyellerinin olduğunu 

düşündürmektedir. Bu düşüncenin desteklenebilmesi için canlı bakteri ve sinbiyotiğin, 

enfeksiyonlu yara modellerinde etkilerinin ileri düzeyde araştırılarak antiseptik ve 

antimikrobiyal etkilerinin incelenmesi önerilmektedir. 

Ciltte meydana gelen yaralanma sonrası, yara matriksinin yapısal bütünlüğün sağlanması ve 

yara bölgesinde geçici bir bağ dokusunun oluşması için ECM bileşenleri üretilir (Potekaev 

ve diğerleri, 2021).  Kollajen, temel olarak fibroblastlar tarafından üretilen ve yara 

bölgesinde matriks oluşumunu destekleyerek geçici bağ dokusun oluşmasını sağlayan 

önemli bir ECM bileşenidir (Mathew-Steiner ve diğerleri, 2021). Fibronektin de kollajen 

gibi yara matriksinin oluşumunda, hücre migrasyonunda ve dokunun re-epiteliazyonunda 

rol alan önemli bir adhezif molekükdür. Çalışmamızda, probiyotik L-EPS’sinin, canlı 

probiyotik bakterinin ve sinbiyotiklerin L929 hücrelerinde ECM bileşenlerinden olan 

kollajen tip 1 alfa 1 (COL1A1) ve fibronektin (FN) üzerine etkileri araştırılmış olup, her iki 

ECM bileşenin hem oluşum düzeyleri hem de mRNA’ya göre gen ekspresyon seviyeleri 

tespit edilmiştir. L-EPS uygulamaları ile COL1A1 oluşum düzeyi ve gen ekspresyon 
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seviyelerinde en iyi sonuç 18 saat uygulama süresinde elde edilmiş olup (sırasıyla kontrole 

göre 0,7 kat ve 0,6 kat artış), her iki konsantrasyonun da birbirine yakın etki gösterdiği 

saptanmıştır. COL1A1 oluşum düzeyi ve gen ekspresyonu sonuçları birbirini doğrulamıştır. 

DMEM ortamında uygulanan canlı bakteri ve sinbiyotik COL1A1 oluşum düzeyi ve gen 

ekspresyonunu düşürürken, mDMEM ortamında uygulanan canlı bakterinin ve sinbiyotik 

COL1A1 oluşum düzeyi ve gen ekspresyonunu arttırmıştır. Asidik ekstrasellüler pH 

ortamının, ekstrasellüler matriks bileşenlerinin yıkımından sorumlu matriks 

metalloproteinaz 9 (MMP-9) ekspresyonunu arttırdığı bilinmektedir (Suzuki ve diğerleri, 

2014). DMEM ortamında uygulanan canlı bakteri ve sinbiyotiğin, COL1A1 oluşum düzeyi 

ve mRNA ekspresyon seviyesini düşürme sebebi, bu uygulamaların asidik metabolit üretimi 

ile ortam pH’sını düşürmesi ve matriks yıkıcı enzimleri aktifleştirmesinden dolayı olabilir. 

Bu görüşün desteklenebilmesi için DMEM ortamında uygulanan canlı bakteri ve 

sinbiyotiğin matriks enzimleri üzerindeki etkilerinin moleküler düzeyde araştırılması 

gerekmektedir.  

Literatürde EPS’lerin kollajen sentezini indükleyici etkilerini gösteren herhangi bir çalışma 

bulmaması ile birlikte farklı polisakkaritlerin kollajen sentezi üzerine etkilerini gösteren bazı 

çalışmalar bulunmaktadır. Kim ve diğerlerinin (2018) yaptığı çalışmada, marin 

bakterilerinden elde edilen uzun zincirli sülfatlanmış bir polisakkarit olan fukoidanın 

kollajen sentezini 1,5 kat arttırdığı gösterilmiştir.  Bodin ve diğerlerinin (2020) yaptığı 

çalışmada, deniz yosunu Ulva intestinalis'ten elde edilen ve %22 polisakkarit içeren protein 

fraksiyonunun insan dermal fibroblastlarında kollajen sentezini kontrole kıyasla ~1.5 kat 

arttığı belirlenmiştir. Aynı çalışmada, pozitif kontrol olarak kullanılan ve yara iyileşmesinde 

de kullanılan hiyalüronik asidin 48 saat uygulanmasının, insan dermal fibroblastlarında 

kolajen sentezini kontrole kıyasla ~0,3 kat artırdığı tespit edilmiştir. Diğer polisakkaritlere 

kıyasla, kollajen sentezini daha yüksek oranda indükleyen L-EPS ile canlı bakteri ve 

sinbiyotiğin kollajen indükleyici etkilerinin, akut yaralarda daha hızlı yara kapanmasını 

sağlayabileceği ve kronik yaralarda azalan ECM sentezini arttırıp kapanmayan doku 

boşluklarının doldurularak yara iyileşmesini destekleyebileceği düşünülmektedir.  

Kollajen oluşum düzeyinin ve gen ekspresyonunun indüklenmesinde 18 saat L-EPS 

uygulamalarının öne çıkmasına rağmen in vitro yara analizi sonuçlarına göre fibroblast 

migrasyonunun en iyi indüklendiği L-EPS uygulama sürelerinin 24 ve 36 saat olduğu tespit 

edilmiştir. Yara matriksinin mekanobiyolojisi, fibroblastların yara bölgesine göçü için 
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oldukça önemlidir. Fibroblastlar yara bölgesine göç ettiğinde, yara bölgesindeki kollajenler 

ile olan etkileşimi fibroblastların morfolojisini ve ECM modülasyonunu etkiler (Rhee, 

2009). Bu bilgiler doğrultusunda, yara bölgesine fibroblastların göç etmesinden önce 

kollajen sentezinin gerçekleşmesi, yara yatağının mekaniksel olarak hazırlanıp, göç eden 

fibroblastların yara iyileşmesinde daha etkin rol almasını ve ECM sentezinin artarak daha 

hızlı yara kapanmasını sağlayabilme potansiyelinde olabilir. Bu düşüncenin desteklenmesi 

için, kollajen sentezi ve fibroblast migrasyonu arasındaki mekanobiyolojik regülasyonun 

moleküler ve sitolojik olarak daha detaylı araştırılması gerekmektedir. 

Çalışmamızda, probiyotik kaynaklı uygulamaların tüm uygulama koşullarında FN oluşum 

düzeyi ve gen ekspresyonu üzerinde bir etkisi olmadığı tespit edilmiştir. Ancak, bu durumun 

fibroblast migrasyonu aracılı yara kapanmasında negatif bir etkisinin olmadığı in vitro yara 

analizi sonuçlarında görülmüştür. Ayrıca, fibronektin üzerinde etkisinin olmadığı belirlenen 

uygulamaların diğer farklı ECM bileşenleri üzerinde etkilerinin olma potansiyeli olabilir. Bu 

sebeple, devam eden çalışmalarda L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin farklı ECM 

bileşenleri üzerindeki etkilerinin moleküler düzeyde ortaya konularak incelenmesi 

önerilmektedir.  

Ciltte bir yaralanmanın meydana gelmesinden hemen sonra birçok sinyal yolağı devreye 

girer ve yara iyileşme mekanizmalarının başlaması tetiklenir. Dönüştürücü büyüme faktörü 

beta 1 (TGF-β1)/Smad sinyal yolağı, yara iyileşmesinde rol oynayan bu mekanizmalardan 

biri olup, hasarlanan cilt dokusunun onarımı bu sinyal yolağı ile dermis düzeyinde başlatılır 

(Bielefeld ve diğerleri, 2013). Yaralanma sonrasında TGF-β1, transmembran TGF-β1 

reseptörlerine bağlanarak Smad2 ve Smad3 proteinlerinin fosforilasyonuna ve 

dimerizasyona neden olur. Fosforile olan Smad2/3 dimeri (R-Smadlar) Smad4 (Co-Smad) 

ile birleşerek, heteromerik Smad2/3/4 kompleksini oluşturur ve bu kompleks, nuklear por 

kompleksinde bulunan nukleoporinler aracılığıyla transkripsiyon faktörü olarak nukleusa 

transloke olur (Yamada ve diğerleri, 2013). TGF-β1’in reseptörleri ile olan bu etkileşimi 

yara iyileşmesinin aşağı-akış (down-stream) sinyallenmesini indükleyerek yara iyileşmesi 

esnasında fibroblast proliferasyonu, migrasyonu ve kollajen sentezi üzerinde fonksiyonel rol 

oynar  (Bielefeld ve diğerleri, 2013; Finnson ve diğerleri, 2013; Gilbert ve diğerleri, 2016). 

Bu kapsamda, probiyotik L-EPS’sinin, canlı probiyotik bakterinin ve sinbiyotiğin TGF-

β1/Smad sinyal yolağı üzerindeki etkilerinin gösterilmesi, probiyotik kaynaklı 

uygulamaların bu sinyal yolağı aracılığıyla yara iyileşmesindeki fibroblast proliferasyonu, 



100 

 

migrasyonu ve kollajen sentezini indükleyici etkilerinin birbiri ile ilişkilendirilebilmesi ve 

potansiyel yara iyileştirici ajanlar olarak etki mekanizmalarının ortaya konulması 

bakımından önemlidir. Çalışmamızda, probiyotik L-EPS’sinin, canlı probiyotik bakterinin 

ve sinbiyotiklerin TGF-β1, Smad2, Smad3 ve Smad4 genleri üzerindeki modülatör etkileri 

qRT-PCR ile incelenmiştir.  

L-EPS’nin tüm uygulamalarının TGF-β1/Smad sinyal yolağı üzerinde etkili olduğu 

belirlenmiştir. L-EPS, Smad genlerinin ekspresyon düzeyinde en iyi artışı 18 saat 

inkübasyon süresinde Smad2 ve Smad3 genleri üzerinde gösterirken, 24 saat inkübasyon 

süresinde en iyi artışı Smad4 ve TGF-β1 ekspresyon düzeylerinde göstermiştir. TGF-

β1/Smad sinyal yolağındaki genlerin ekspresyon düzeyindeki en iyi artış 1000 μg/mL L-

EPS uygulamalarında tespit edilmiştir. mRNA ekspresyon düzeyindeki en yüksek artışın ise 

Smad3 geninde olduğu belirlenmiştir (kontrole göre 4,4 kat artış). Canlı bakteri 

uygulamasının DMEM ortamında 4 gen üzerinde de etkili olmadığı, mDMEM ortamında ise 

yalnızca TGF-β1 ve Smad3 genleri üzerinde etkili olduğu belirlenmiştir. Sinbiyotiğin 

DMEM ortamında uygulanmasının Smad2 ve Smad4 mRNA ekspresyonları üzerinde etkili 

olduğu tespit edilmiş, ancak TGF-β1 ve Smad3 mRNA ekspresyon düzeyinde dikkate değer 

bir değişime neden olmadığı gözlemlenmiştir. Bununla birlikte, mDMEM ortamında 

uygulanan sinbiyotiğin TGF-β1, Smad2, Smad3 ve Smad4 mRNA ekspresyon düzeylerini 

dikkate değer miktarda artırdığı tespit edilmiştir.  

Elde ettiğimiz sonuçlara göre, 1000 μg/mL L-EPS’nin ve sinbiyotiğin mDMEM ortamındaki 

uygulaması ile L929 fibroblastlarında TGF-β1/Smad sinyal yolağında bulunan TGF-β1, 

Smad2, Smad3 ve Smad4 genleri üzerinde mRNA ekspresyon düzeyinde etkili olduğu ve bu 

uygulamaların TGF-β1/Smad sinyal yolağının indüklenmesinde etkin olduğu söylenebilir. 

Literatürde EPS’lerin, canlı probiyotik bakterilerin ve sinbiyotiklerin TGF-β1/Smad sinyal 

yolağı üzerindeki etkilerini gösteren herhangi bir çalışma bulunmamaktadır. Ancak, farklı 

polisakkarit uygulamaların TGF-β1/Smad sinyal yolağı üzerine etkilerini gösteren birkaç 

çalışma bulunmaktadır. Zhang ve diğerlerinin (2019) yaptıkları çalışmada, Bletilla 

striata’dan elde edilmiş mannitol ve glukoz rezidüleri içeren polisakkarit bazlı hidrojelin 

TGF-β1, Smad2 ve Smad4 mRNA ekspresyon seviyelerini arttırarak, bu polisakkaritin TGF-

β1/Smad sinyal yolağı aracılığıyla kollajen üretimini indüklendiği ve yara iyileşmesini 

hızlandığı tespit edilmiştir. You ve diğerlerinin (2021) yaptıkları çalışmada ise Panax 

notoginseng kökünden elde edilen heteroglikan polisakkaritlerinin, hidrojen peroksit ile 
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oksidatif hasar oluşturulmuş insan dermal fibroblastlarında TGF-β1, Smad2, Smad3 ve 

Smad4 mRNA ekspresyon düzeylerini arttırarak prokollajen sentezini indüklediği 

gösterilmiştir. Literatürde vurgulandığı gibi bizim çalışmamızda da L-EPS ve sinbiyotik 

uygulamalarıyla TGF-β1/Smad sinyal yolağının indüklenmesi ve COL1A1 sentezindeki 

artışın paralellik göstermesi dikkat çekmiştir. Buna bağlı olarak, probiyotik kaynaklı bu 

uygulamaların TGF-β1/Smad sinyal yolağının indüklenmesi ile COL1A1 sentezinde rol 

oynayarak, migrasyon ve yara kapanmasını sağladığı söylenebilir. Canlı bakterilerin 

uygulanması ile artan in vitro yara kapanmasına, indüklenen COL1A1 oluşum düzeyine ve 

mRNA ekspresyonuna rağmen, bu uygulamanın TGF-β1/Smad sinyal yolağı üzerinde etkin 

olmadığı tespit edilmiştir. Bu sebeple, canlı probiyotik bakterilerinin farklı yara iyileşme 

mekanizmaları (metalloproteinazların ve inhibitörlerinin regülasyonu, Wnt/β-katenin sinyal 

yolağı gibi) ile yara kapanmasını ve kollajen sentezini tetiklediği düşünülmektedir. Bu 

görüşün desteklenebilmesi için canlı bakteri uygulamalarının farklı yara mekanizmaları 

üzerindeki etkilerinin daha detaylı araştırılması gerekmektedir.  

Smad3, inflamasyon kaynaklı artan peroksizom proliferatörü ile aktive olan reseptörün 

(PPAR)  ekspresyonunu baskılayıp yara inflamasyonunu modüle eder ve bu yolla yara 

inflamasyonun zamanında baskılanmasının kontrolünü sağlar (Tan ve diğerleri, 2004). 

Çalışmamızda, L-EPS’nin TGF-β1/Smad sinyal yolağında en fazla Smad3 geni üzerinde 

etkili olduğu tespit edilmiş olup, L-EPS’nin yara inflamasyonu üzerinde Smad3 aracılığıyla 

anti-inflamatuar etki gösterebileceği düşünülmektedir.  

Yara iyileşmesi, akut yaralarda olduğu gibi normal olarak devam etmediği taktirde aksar ve 

yaralar kronikleşir. Kronik yaralarda inflamasyon durumu sürekli olarak devam eder ve yara 

iyileşmesi inflamatuar fazda durur (Zhao ve diğerleri, 2016). Cilt yaraların iyileşmesinde 

meydana gelen bu aksamalardaki en büyük etkenlerden birisi pro-inflamatuar sitokin olan 

tümör nekroz faktör alfanın (TNF-α) yara dokusundaki yüksek miktarlarıdır. Yüksek 

miktardaki TNF-α varlığı, özellikle diyabetik yaralardaki bozulmuş iyileşme mekanizmaları 

ile yakından ilişkili olup (Buck ve diğerleri, 1996), yara iyileşmesindeki gecikme TNF-α’nın 

neden olduğu fibroblast apoptozunun tetiklenmesi ve fibroblast proliferasyonunun inhibe 

edilmesi ile karakterize edilir (Wang ve diğerleri, 2014). Ayrıca, yüksek TNF-a seviyeleri, 

tip I kollajen ve fibronektin gibi ECM proteinlerinin üretimini engeller. Bu durum ise ECM 

depozisyonunda azalmaya ve yara iyileşmesinin engellenmesine neden olur. Venöz bacak 

ülserleri gibi kronik yaralarda artan nitrik oksit (NO) üretimi, peroksinitrit yoluyla yara 
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iyileşmesinin gecikmesine ve granülasyon dokunun hasarlanmasına sebep olur (Al-Rikabi 

ve diğerleri, 2021). NO üretiminden sorumlu olan indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), 

TNF-a, interlökin 1 (IL-1) ve interlökin 6 (IL-6) gibi pro-inflamatuar sitokinler tarafından 

sinerjitik olarak uyarılır ve aşırı miktarlarda üretilen iNOS yara iyileşmesinin olumsuz yönde 

etkilenmesine sebep olur (Wang ve diğerleri, 2017). Bahsedilen sebeplerden ötürü, kronik 

yaralardaki inflamasyonun giderilmesi ve yaraların iyileşme sürecinin akut yaralarda olduğu 

gibi seyredebilmesi amacıyla yara iyileşmesinde kullanılabilecek güçlü anti-inflamatuar 

ajanların keşfi oldukça önemlidir (Zhao ve diğerleri, 2016). Çalışmamızda, TNF-α ile 

inflamasyonun indüklendiği L929 hücrelerinde probiyotik kaynaklı uygulamaların anti-

inflamatuar etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır.  

İn vitro inflamasyon modeli oluşturulmadan önce, modelin oluşturulmasında 

kullanılabilecek etkin TNF-α dozunun ve süresinin belirlenmesi için MTT çalışması 

yapılmıştır. Hücre canlılığı sonuçlarında 10 ve 20 ng/mL TNF-α’nın tüm uygulama 

sürelerinde dikkate değer bir toksisiteye neden olmadığı tespit edilmiş olup, probiyotik 

kaynaklı uygulamaların da aynı koşullarda inflamasyonun tetiklendiği hücreler üzerinde 

dikkate değer bir toksik etkiye sebep olmadığı saptanmıştır. Devam eden çalışmalarda, in 

vitro inflamasyon modelinin oluşturulması için L929 hücrelerinde 20 ng/mL TNF-α’nın 30 

dk. inkübasyon süresi kullanılmıştır. Çalışmamızda, IL-1β mRNA ekspresyon seviyesinin 

30 dk. TNF-α uygulamasından sonra artan sürelerde giderek azaldığı tespit edilmiş olup, 

literatürde TNF-α’nın erken inflamatuar yanıt oluşturan bir pro-inflamatuar sitokin olduğu 

belirtilmiştir (Kapadia ve diğerleri, 1995; Mizgerd ve diğerleri, 2001; Zhou ve diğerleri, 

2009; Kalliolias ve diğerleri, 2010; Lee ve diğerleri, 2017; Yang ve diğerleri, 2018).  

Çalışmamızda, TNF-α ile L929 fibroblast hücrelerinde oluşturulan in vitro inflamasyon 

modelinde L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin pro-inflamatuar sitokinler olan IL-1β ve IL-

6 ile nitrik oksit üretiminden iNOS genlerinin üzerindeki etkileri qRT-PCR ile incelenmiştir. 

L-EPS, canlı bakteri ve sinbiytoik uygulamalarının, tüm uygulama koşullarında TNF-α 

uygulanmış kontrol grubuna kıyasla IL-1β, IL-6 ve iNOS mRNA ekspresyon düzeylerini 

dikkate değer miktarda azalttığı belirlenmiş olup, özellikle kronik yaralarda aşırı üretilen IL-

1β ve IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin baskılanması sonucu probiyotik kaynaklı 

uygulamaların kronik yaralarda etkin olabileceği öngörülmektedir (Mirza ve diğerleri, 2013; 

Shaikh-Kader ve diğerleri, 2021). Bununla birlikte, tüm uygulama grupları içerisinde L-

EPS’nin en iyi anti-inflamatuar etki gösterdiği belirlenmiştir. Canlı bakteri ve sinbiyotik 



103 

 

uygulamaları içerisinde ise en iyi sinbiyotik uygulamasının anti-inflamatuar etki gösterdiği 

görülmüştür. Uygulamaların anti-inflamatuar etkileri inkübasyon sürelerine göre 

değerlendirildiğinde, en iyi etkiyi 24 saat uygulama süresinin gösterdiği belirlenmiştir Tüm 

uygulamalarda L-EPS uygulamasının anti-inflamatuar etkinliği ve pro-inflamatuar 

sitokinleri baskılaması, benzer şekilde kollajen oluşumu ve TGF-β1/Smad sinyal 

yolağındaki genlerin ekspresyonunun artışında öne çıkması ile L-EPS’nin birbiri ile ilişkili 

inflamasyon, proliferasyon ve ECM üretim mekanizmaları üzerinden etkin bir yara 

iyileştirici etkisi olduğu söylenebilir. Dolayısıyla, L-EPS’den yara iyileşmesinde çoklu 

mekanizmaları hedefleyen terapötik bir yara iyileştirici ajan veya biyomalzeme 

geliştirebilmek mümkün olabilir.  

TNF-α/nükleer faktör-kappa B (NF-κB) aktivitesi ile kronikleşen yaralarda TGF-β/Smad 

sinyal yolağının etkisi ile inflamasyonun baskılanması ve yara iyileşmesinin hızlanması 

mümkündür (Al-Mulla ve diğerleri, 2011). Anti-inflamatuar etkileri belirlenen L-EPS ve 

sinbiyotiğin, aynı zamanda TGF-β/Smad sinyal yolağı üzerinde de etkili oluşu, bu 

uygulamaların TGF-β/Smad yolağı aracılığıyla geç iyileşen yaralardaki inflamasyonu 

baskılayarak yara iyileşmesini hızlandırabileceği düşünülmektedir. Bu düşücenin 

desteklenebilmesi için kronik yara modellerinde L-EPS ve sinbiyotiğin TGF-β1/Smad sinyal 

yolağı üzerindeki etkilerinin açığa çıkarılması gerekmektedir. Kronik yaralarda yüksek 

miktardaki NO varlığı, kollajen sentezinin azalmasına neden olmaktadır (Park ve diğerleri, 

2013). L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin, NO üretiminden sorumlu iNOS mRNA düzeyi 

üzerindeki baskılayıcı etkileri ile kronik yaralarda NO üretimini azaltarak kollajen sentezini 

indüklemesi ve kronik yaraların kapanmasını desteklemesi mümkün olabilir. Ayrıca, L-

EPS’nin diyabetik yaralar ve yanık yaraları gibi yüksek inflamasyon seviyeleri sebebi ile 

geç iyileşen yaralarda (Wang ve kullanılabilecek anti-inflamatuar etkide bir biyomalzeme 

ürünü olarak da kullanılabilme potansiyeli söz konusu olabilir.  

Steroid olmayan anti-inflamatuar ilaçlar (non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs), 

yara iyileşmesinde hem inflamasyonu azaltmada hem de yara ağrısının azalmasında oldukça 

etkilidir (Esen ve diğerleri, 2008; Su ve diğerleri, 2010). Ancak, NSAID’lerin kan damarları 

ve cilt üzerinde anti-proliferatif etki göstermeleri sebebiyle yara iyileşmesindeki 

kullanımları hala tartışmalıdır (Anderson ve Hamm, 2012). Bu bilgiler ışığında, 

çalışmamızda kullanılan probiyotik kaynaklı uygulamaların anti-inflamatuar ajan olarak 

kullanılan ancak yüksek yan etkilere sahip muadillerine göre güçlü anti-inflamatuar etki 
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göstererek inflamasyon kaynaklı ağrılı yaraların tedavisinde kullanılabilecek yeni terapötik 

ajanlar olabilme potansiyellerinin bulunduğu söylenebilir. Bununla birlikte, diyabetik ayak 

yaralarında tespit edilen yüksek TNF-α seviyelerinden kaynaklanan inflamasyonun neden 

olduğu fibroblast ölümü sebebiyle geciken yara iyileşmelerinde (Landis ve diğerleri, 2010) 

probiyotik kaynaklı uygulamaların kullanılabilme potansiyellerinin olabileceği 

düşünülmektedir. Bu görüşün desteklenebilmesi için in vivo diyabetik yara modelinde, 

probiyotik kaynaklı uygulamaların anti-inflamatuar etkinliğinin araştırılması ve bu 

uygulamaların inflamatuar sitokinler üzerindeki modülatör etkilerinin açığa çıkarıldığı 

detaylı moleküler analizlerin yapılması gerekmektedir.  

Fibroblast proliferasyonu, yaralanma sonrası oluşan doku boşluğunun çoğalan fibroblastlar 

ile doldurulup, yara bölgesinde artan fibroblast sayısına bağlı olarak tahrip olan ECM’nin 

fibroblastlar tarafından yeniden sentezlenmesi açısından oldukça önemlidir (Bainbridge, 

2013; Finnson ve diğerleri, 2013). Ayrıca kronik yaralarda, inflamasyon kaynaklı fibroblast 

apoptozunun tetiklenmesi ve fibroblast proliferasyonunun inhibe edilmesi ECM üretiminine 

ket vurulmasına sebep olur ve yara iyileşme fazlarındaki mekanizmalarda aksaklıkların 

meydana gelmesine neden olur (Landis ve diğerleri, 2014). 

Çalışmamızda, hem sağlıklı hem de TNF-α ile indüklenmiş L929 hücrelerine uygulanan L-

EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin hücreler üzerindeki proliferatif etkileri flow sitometri ile 

belirlenmiştir. Hem sağlıklı hem de TNF-α ile inflamasyonun indüklendiği L929 

hücrelerinde probiyotik kaynaklı uygulamaların her birinin proliferatif etkisinin olduğu 

tespit edilmiştir. En iyi proliferatif etkiyi sinbiyotik uygulamalarının, ikinci sırada L-

EPS’nin ve üçüncü sırada canlı bakterinin gösterdiği belirlenmiştir. L-EPS, canlı bakteri ve 

sinbiyotiğin yara iyileşmesinde, fibroblast proliferasyonunu indükleyerek yara kapanmasını 

destekleyebilecek terapötik ajanlar olarak kullanılabilecekleri düşünülmektedir. Ayrıca L-

EPS ve sinbiyotiğin, kollajen oluşumu ve gen ekspresyonu üzerindeki indükleyici etkileri ve 

fibroblast migrasyonunu teşvik etmelerinin yanı sıra proliferatif etki de göstermeleri, bu 

uygulamaların TGF-β1/Smad sinyal yolağı aracılığıyla yara iyileşmesini destekleyebileceği 

görüşümüzün bir kanıtı olmuştur. Probiyotik kaynaklı uygulamaların, inflamasyonun 

indüklendiği ve proliferasyonun inhibe edildiği L929 hücreleri üzerinde proliferatif etki 

oluşturdukları tespit edilmiştir. Bu sonucumuz probiyotik kaynaklı uygulamaların, yüksek 

TNF-α varlığıyla fibroblast proliferasyonun engellenmesi ve fibroblast apoptozunun 

tetiklenmesi sonucu oluşan yüksek doku kaybına sahip kronik yaralarda proliferatif etkili 
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ajanlar olarak kullanılabilme potansiyellerinin olabileceğini düşündürmektedir. Bu 

görüşümüzün desteklenebilmesi için uygulamaların in vivo yara modellerinde histolojik ve 

sitolojik etkilerinin araştırılması gerekmektedir.  

Yara iyileşmesinde kullanılabilme potansiyeli olan biyomalzemelerde temel olarak aranan 

özellikler; biyo-uyumlu, biyogüvenilir ve biyo-parçalanabilir olma, toksik olmama, hücre 

migrasyonunu ve proliferasyonunu destekleme, anti-inflamatuar etki gösterebilme, hücre 

hareketliliği ve adezyonunu desteklenebilmesi için pürüzlü yüzey alanına sahip olma, hücre 

invazyonunun ve endotel filizlenmenin sağlanabilmesi için mikro-gözenekli olma şeklinde 

sıralanabilir (Dhivya ve diğerleri, 2015; Mastrullo ve diğerleri, 2020; Wang ve diğerleri, 

2021; Xu ve diğerleri, 2021; Niculescu ve Grumezescu, 2022). Çalışmamızda L. plantarum 

GD2 L-EPS’sinin; toksik olmadığı, hücre migrasyonunu indükleyebildiği, proliferatif etkiye 

sahip olduğu ve yara inflamasyonu ile ilişkili genler üzerinde anti-inflamatuar etki gösterdiği 

tespit edilmiştir. Ayrıca, ekibimiz tarafından yapılan farklı bir çalışmada, bu tez 

çalışmasında kullandığımız L. plantarum GD2 suşundan elde edilen L-EPS'nin nano-ölçekli 

topolojik özellikleri incelenmiş olup, L-EPS’nin atomik kuvvet mikroskobu (AFM) 

görüntülerinde pürüzlü bir yüzey alanına sahip olduğunu belirlenmiştir. Yine aynı 

çalışmada, L-EPS’nin taramalı elektron mikroskop (SEM) görüntülerinde gözenekli bir 

yapıya sahip olduğu tespit edilmiştir (Sirin ve Aslim, 2020). Bu bilgiler biyo-uyumlu ve 

biyogüvenli olduğu bilinen L-EPS’nin yara iyileşmesinde kullanılabilecek bir biyomalzeme 

olma potansiyelinin yüksek olduğunu göstermektedir. Ancak, bu görüşümüzün 

desteklenebilmesi için L-EPS’nin biyomateryal olabilme kriterleri bakımından fiziko-

kimyasal özelliklerinin kapsamlı bir şekilde araştırılması gerekmektedir 

 Anjiyogenez, yara iyileşmesi için kritik öneme sahiptir. Hasarlanan dokuda oluşan kan 

damarları, yara dokusuna besin ve oksijen taşınmasını sağlar (Li ve diğerleri, 2003). 

Yaralanma sonrasında yoğun bir şekilde yeni kılcal damarların oluşumu ve hasarlanan kan 

damarlarının onarımını takiben yara bölgesinde yeni bir vasküler ağın oluşumu sağlanır 

(Honnegowda ve diğerleri, 2015). Yaralanma sonrası hasarlanan dokudaki yetersiz 

perfüzyon kronik yaraların patofizyolojisinin altında yatan önemli problemlerden biridir. 

Pro-anjiyojenik büyüme faktörlerinin uygulanması ve vaskülarize yapı iskelelerinin 

kullanımı neovaskülarizasyonu kısmen desteklese de yara mikro-çevresine uygun 

revaskülarizasyonu sağlayabilecek yeni tedavi yaklaşımları hala araştırılmaktadır 

(Demidova-Rice ve diğerleri, 2012; Shahin ve diğerleri, 2020).  
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Çalışmamızda, L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin pro-anjiyojenik etkileri in ovo 

koryoallantoik membran (CAM) modeli kullanılarak araştırılmıştır. Çalışmada, L-EPS ve 

sinbiyotiğin pro-anjiyojenik etkide olduğu gözlemlenmiş olup, canlı bakterinin pro-

anjiyojenik etkisinin olmadığı saptanmıştır. L-EPS uygulamaları içerisinde 1000 μg/mL L-

EPS’nin anjiyogenez üzerine etkisinin daha yüksek olduğu belirlenmiştir. Ayrıca L-EPS’nin 

sinbiyotiğe göre daha fazla pro-anjiyojenik etki gösterdiği tespit edilmiştir. Tüm 

uygulamalar içerisinde 24 saat inkübasyon süresi pro-anjiyojenik etki bakımından öne 

çıkmıştır. Anjiyogenez üzerinde canlı bakteri uygulaması etkin değilken sinbiyotik 

uygulamasının pro-anjiyojenik etkide olması, sinbiyotik içerisindeki L-EPS’nin canlı bakteri 

gelişimini ve metabolizmasını daha fazla desteklemesi sonucu daha yoğun metabolit 

üretiminden dolayı olabileceği düşünülmektedir. Literatürde, probiyotik kaynaklı 

uygulamaların ve farklı polisakkaritlerin CAM modelinde pro-anjiyojenik etkilerini 

gösteren herhangi bir çalışma bulunmamakla birlikte, farklı modellerde yapılmış çalışmalar 

mevcuttur. Matou ve diğerlerinin (2005) yaptıkları çalışmada, mezofilik bakteri 

Alteromonas infernus’tan elde edilen heteropolisakkarit yapıdaki aşırı sülfatlanmış EPS’nin, 

in vitro tübüler model oluşturulabilen insan umblikal ven endotel hücrelerinde (HUVEC) 

anjiyogenezin indüklenmesinden sorumlu fibroblast büyüme faktörü 2 (FGF-2) ve vasküler 

endotelyal büyüme faktörü (VEGF) seviyelerini arttırdığı, bu sebeple mezofilik bakteri 

EPS’sinin pro-anjiyojenik etki gösterebileceği bildirilmiştir. Başka bir çalışmada, su yosunu 

Ascophyllum nodosum’dan elde edilen fukoidanın aşırı sülfatlanmış fraksiyonun HUVEC 

hücrelerinde vaskülarizasyonu indükleyerek pro-anjiyojenik etki gösterdiği tespit edilmiştir 

(Marinval ve diğerleri, 2016). Jiang ve diğerlerinin (2021) yaptıkları bir çalışmada, kırmızı 

deniz yosunu Bangia fuscopurpurea’dan elde edilen sülfatlanmış porfir benzeri 

polisakkaritin HUVEC hücrelerinde VEGF reseptör kinaz inhibitörünü önemli ölçüde inhibe 

ederek bu polisakkaritin pro-anjiyojenik etki gösterdiği saptanmıştır.   

Diyabetik, venöz ve iskemik ülser gibi kronik yaraların patofizyolojisinin altında yatan en 

önemli nedenlerden birisi bozulmuş anjiyogeneze bağlı kronik hipoksi ve mikro-besin iletim 

bozukluğudur (Honnegowda ve diğerleri, 2015). Kronik yaralarda kullanılan anjiyogenez 

hedefli mevcut terapötik ajanların yetersizliği sebebiyle pro-anjiyojenik etki gösterebilecek 

etken maddelerin araştırılması günümüzde hala devam etmektedir (Wietecha ve DiPietro, 

2013; Chu ve diğerleri, 2021). Pro-anjiyojenik etkileri tespit edilen L-EPS ve sinbiyotiğin, 

kronik yaralarda anjiyogenez mekanizmalarını destekleyerek, yeni kan damarlarının 

oluşumu sayesinde yara dokusuna oksijen ve mikro-besin taşıyarak kronik yara kapanmasını 
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destekleyebileceği düşünülmekte olup, bu görüşün desteklenebilmesi için in vivo kronik yara 

modellerinde ileri düzey çalışmaların yapılması gerekmektedir. Ayrıca, L-EPS ve sinbiyotik 

uygulamalarının, akut yaralarda yara bölgesindeki revaskülarizasyonu destekleyerek daha 

hızlı yara kapatma potansiyeline sahip olabileceği söylenebilir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmamızda, ekibimiz tarafından farklı çalışmalarda ve projelerde yapılmış kapsamlı 

taramalar ile probiyotik özellikleri ortaya konmuş, potansiyel probiyotik Lactiplantibacillus 

plantarum GD2 suşu, bu suştan elde edilen liyofilize ekzopolisakkarit (L-EPS) ve canlı 

probiyotik bakteri ile L-EPS karışımı sinbiyotik olarak kullanılmıştır. Bu yüksek lisans tez 

çalışması kapsamında elde edilen sonuçlar değerlendirildiğinde aşağıdaki çıkarımlar ve 

öneriler yapılmıştır:  

1. Çalışmada L-EPS (750-1000 µg/mL; 0-36 saat), canlı probiyotik bakteri (6,5x105-

1,9x106 cfu/mL; 0-24 saat)  ve sinbiyotiğin (6,5x105-1,9x106 canlı bakteri ve 750-1000 

µg/mL L-EPS kombinasyonu; 0-24 saat) artan konsantrasyon ve sürelerde L929 

hücrelerinin canlılığı üzerindeki etkisi araştırılmış olup, tüm uygulamaların toksisite 

açısından kabul edilebilir oranda olduğu belirlenmiştir.Bu uygulamaların yara 

iyileşmesinde kullanılabilecek biyogüvenli uygulamalar olduğunu göstermesi 

bakımından önemli bir sonuç olmuştur. Ayrıca, çalışmada kullanılan probiyotik L-

EPS’sinin sitotoksik etkisinin olmaması ve biyolojik polimer yapısında olması 

sebebiyle, L-EPS’nin doku mühendisliği uygulamalarında yara iyileştirici biyomalzeme 

geliştirilmesinde kullanılabilme potansiyeli olabilir.  

2. Çalışmamızda, L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarının fibroblast 

hücrelerinde oluşturulan in vitro yara modelinde, yara bölgesine fibroblast 

migrasyonunu indükleyerek yara kapanma oranına bağlı, yara iyileştirme potansiyelleri 

araştırılmıştır. Çalışmadan elde ettiğimiz sonuçlar, L-EPS, probiyotik canlı bakteri ve 

sinbiyotiğin fibroblast migrasyonunu indükleyerek yara kapanmasını teşvik ettiklerini 

göstermiş olup, migrasyonda en yüksek etkiyi sinbiyotik uygulaması göstermiştir. Yara 

iyileşmesinin proliferasyon fazının önemli aşamalarından biri olan fibroblast 

migrasyonunun indüklenmesi, yara bölgesinde fibroblastlar aracılığıyla ekstrasellüler 

matriksin (ECM) depozisyonunun sağlanmasına paralel olarak, doku boşluğunun 

kapatılması ve yeni bir bağ dokunun oluşması bakımından önemlidir. Dolayısıyla, L-

EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamaların fibroblast migrasyonunu indükleyerek 

yara kapanmasını desteklemeleri, bu uygulamaların aynı zamanda yara bölgesine göç 

eden fibroblastlar aracılığıyla ECM sentezini de arttırarak, doku boşluğunu hızlıca 

doldurabilecek etkin ajanlar olarak kullanılabilme potansiyellerinin olduğunu 
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düşündürmektedir. Devam eden basamaklardaki sonuçlarımız, bu çıkarımımızı 

destekler nitelikte olmuştur. 

3. Çalışmada, laktik asit bakterilerinin üretebilecekleri asidik metabolitlerinin hücre 

migrasyonu üzerine etkilerinin araştırılması için DMEM besiyeri ile yapılan canlı 

bakteri ve sinbiyotik çalışmalarına ek, besiyeri pH’sını nötralize ederek geliştirilen 

modifiye DMEM (mDMEM) çalışmalarda kullanılmıştır. Sonuçlarımız, canlı bakteri ve 

sinbiyotik uygulamalarının DMEM ortamında fibroblast migrasyonunu, mDMEM 

uygulamalarına kıyasla daha fazla tetiklediğini göstermiştir. Literatürler asidik 

ekstrasellüler ortamın, hücre migrasyonunu tetikleyici bir faktör olabileceğini 

vurgulamıştır. Bu bilgi elde ettiğimiz sonuçları destekler niteliktedir. Ayrıca, asidik 

ortam pH’sının yara enfeksiyonunda antiseptik ve antimikrobiyal etki gösterdiği 

literatürdeki farklı çalışmalarda gösterilmiş olup, toksisitesi düşük olan ve hücre 

migrasyonunu önemli ölçüde tetikleyen canlı bakteri ve sinbiyotiğin asitliğe müdahale 

edilmediği uygulamalarının, enfeksiyon riski yüksek olan kritik yaralarda 

kullanılabilme ihtimalinin olduğunu düşündürmektedir. Bu düşüncenin 

desteklenebilmesi için enfeksiyonlu yara modellerinde ileri düzey çalışmaların 

yapılmasına ihtiyaç duyulmaktadır. 

4. ECM birikimi, yaralanma sebebi ile oluşan doku boşluğunun doldurulması ve yara 

iyileşme fazlarının olağan şekilde ilerlemesi için önemlidir. Çalışmamızda, L-EPS, canlı 

bakteri ve sinbiyotiğin kollajen ve fibronektin oluşumu ve gen ekspresyonları 

üzerindeki etkileri incelenmiş olup, sonuçlar L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin 

kollajen üretimi ve gen ekspresyonu üzerinde indükleyici etkileri olduğunu göstermiştir. 

L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotik uygulamalarının kollajen indükleyici etkilerinin, akut 

yaralarda daha hızlı yara kapanmasını sağlayabileceği ve kronik yaralarda azalan ECM 

sentezini arttırıp kapanmayan doku boşluklarının doldurularak yara iyileşmesini 

destekleyebileceği düşünülmektedir.  

5. Dönüştürücü büyüme faktörü beta 1 (TGF-β1)/Smad sinyal yolağı, yara iyileşmesinin 

aşağı akış (down-stream) yolağını regüle ederek hücre migrasyonu, proliferasyonu ve 

ECM sentezinde kilit rol oynamaktadır. Çalışmamızda, L-EPS ve sinbiyotiğin TGF-

β1/Smad sinyal yolağını modüle ettiğini ancak, canlı bakterinin etkisi olmadığını 

göstermiştir. Sonuçlarımız genel olarak değerlendirildiğinde L-EPS ve sinbiyotiğin, 

TGF-β1/Smad yolağı aracılığıyla yara iyileşmesini destekleyebileceği tespit edilmiş 

olup, bu sinyal yolağının fibroblast migrasyonu, proliferasyonu ve kollajen sentezi ile 
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ilişkili olabileceği literatürde bildirilmiştir. Elde ettiğimiz diğer sonuçlar bunu 

desteklemiştir.  

6. L-EPS’nin TGF-β1/Smad sinyal yolağındaki genler üzerine etkisi incelendiğinde 

mRNA ekspresyon düzeyindeki en yüksek artışın Smad3 geninde olduğu görülmüştür. 

Smad3, inflamasyon kaynaklı artan peroksizom proliferatörü ile aktive olan reseptörün 

(PPAR)  ekspresyonunu baskılayıp yara inflamasyonunu modüle eder ve bu yolla yara 

inflamasyonun zamanında baskılanmasını sağlayabilir. Bu sebeple, L-EPS’nin yara 

inflamasyonu üzerinde Smad3 aracılığıyla anti-inflamatuar etki gösterebileceği 

düşünülmektedir.  

7. Geç iyileşen veya iyileşmeyen yaralarda, yüksek tümör nekrozis faktör alfa (TNF-α) 

konsantrasyonun neden olduğu yara inflamasyonunun baskılanması güncel yara 

tedavisi yaklaşımlarından birisidir. Çalışmamızda, L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin 

L929 hücrelerinde interlökin 1 beta (IL-1β), interlökin 6 (IL-6) ve indüklenebilir nitrik 

oksit sentaz (iNOS) gen ekspresyonlarını baskılayarak anti-inflamatuar etki 

gösterdikleri tespit edilmiş olup, en iyi anti-inflamatuar etkiye L-EPS’nin sahip olduğu 

bulunmuştur. L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin anti-inflamatuar ajan olarak 

kullanılan ancak yüksek toksisiteye sahip muadillerine göre güçlü anti-inflamatuar etki 

göstererek geç iyileşen veya iyileşmeyen yaraların tedavisinde kullanılabilecek yeni 

terapötik ajanlar olabileceğini söylenebilir. Ayrıca, L-EPS’nin diyabetik yaralar ve 

yanık yaraları gibi yüksek inflamasyon seviyeleri sebebi ile geç iyileşen yaralarda 

kullanılabilecek anti-inflamatuar etkide bir biyomalzeme ürünü olarak da 

kullanılabilme potansiyeli de söz konusu olabilir. 

8. Fibroblast proliferasyonu, yaralanma sonrası oluşan doku boşluğunun çoğalan 

fibroblastlar ile doldurulup, yara bölgesinde artan fibroblast sayısına bağlı olarak tahrip 

olan ECM’nin fibroblastlar tarafından yeniden sentezlenmesi açısından oldukça 

önemlidir. Çalışmamızda, L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin L929 hücreleri 

üzerindeki proliferatif etkide olduğu tespit edilmiş olup, proliferasyonu en fazla 

sinbiyotiklerin indüklediği tespit edilmiştir. Sinbiyotiklerin, L-EPS ve canlı bakteri 

uygulamalarına kıyasla proliferasyonda daha etkin olmalarının sebebinin birlikte 

uygulanmaları ile oluşturdukları sinerjitik etkilerden dolayı olabileceği 

düşünülmektedir.  

9. Yüksek TNF-α varlığı, fibroblastlar üzerinde inflamatuar etki ile birlikte anti-

proliferatif etki de oluşturarak yaraların geç iyileşmesine veya kronikleşmesine neden 

olmaktadır. Çalışmamızda, in vitro inflamasyon modelini oluşturmada kullandığımız 
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TNF-α uygulama dozu ve süresinin (20 ng/mL, 30 dk.) anti-proliferatif etkisinin olduğu 

tespit edilmiş olup, TNF-α uygulamasıyla proliferasyonu baskılanan L929 fibroblast 

hücrelerine uygulanan L-EPS, canlı bakteri ve sinbiyotiğin L929 hücreleri üzerinde 

proliferatif etki gösterdikleri saptanmış olup, probiyotik kaynaklı uygulamaların, 

yüksek inflamasyon sebebi ile kronikleşen doku kayıplı derin yaralarda anti-inflamatuar 

etkilerinin yanı sıra proliferatif etkileri ile birlikte yara kapanmasınını 

destekleyebilecekleri düşünülmektedir.  

10. Anjiyogenez, yaralanma sonucu oluşan doku hasarının kan damarları aracılığıyla 

beslenip, hasarlı dokuya oksijen taşınabilmesi ve oluşan yeni damarlar aracılığıyla 

taşınan mikro-besinler ile yara iyileşmesinin hızlanması bakımından önemlidir. 

Çalışmamızda, L-EPS ve sinbiyotiğin, in ovo embriyonlu anjiyogenez modelinde pro-

anjiyojenik etki göstererek damar uzunluğunu ve yeni kılcal kan damarlarının 

oluşmasını teşvik ettiği belirlenmiştir. Anjiyogenez sonuçlarımız, L-EPS ve sinbiyotik 

uygulamalarının yara iyileşmesinde etkili bir şekilde uygulanabilirliğini ve ürün haline 

gelme potansiyelini daha da kuvvetlendirmiştir.  

11. Biyo-uyumluluk, biyogüvenilirlik ve biyo-parçalanabilirlik, toksik olmama, hücre 

migrasyonunu ve proliferasyonunu destekleme ve anti-inflamatuar etki gösterebilme, 

yara iyileştirmede kullanılan biyomalzemelerde aranan önemli kriterlerden olup 

çalışmamızda kullanılan probiyotik L-EPS’nin bahsedilen tüm kriterleri taşıdığı 

belirlenmiştir. Ayrıca, hücre hareketliliği ve adezyonunun desteklenebilmesi için 

pürüzlü yüzey alanına sahip olma, hücre invazyonunun ve endotel filizlenmenin 

sağlanabilmesi için mikro-gözenekli olma biyomalzemelerde aranan diğer önemli iki 

kriterdir. Çalışmamızda kullanılan L. plantarum GD2 L-EPS’nin ekibimiz tarafından 

yapılan farklı bir çalışmada yüzey alanının pürüzlü ve gözenekli olduğu saptanmış olup, 

bu bulgular L-EPS’nin biyomalzeme ürünü olarak kullanılma potansiyelini 

kuvvetlendirmektedir.  

12. Bu tez çalışması kapsamında, probiyotik kaynaklı uygulamaların TGF-β1/Smad sinyal 

yolağı aracılığıyla fibroblast proliferasyonu ve migrasyonu teşvik edici ve kollajen 

sentezini indükleyici etkilerinin yanı sıra anti-inflamatuar ve pro-anjiyojenik etkilere 

sahip olduğu ortaya konulmuştur. Literatürde, probiyotik kaynaklı uygulamaların cilt 

yara iyileşmesi üzerindeki etkilerini gösteren birkaç çalışma olsa da birçok mekanizma 

üzerindeki etkilerini ortaya koyan herhangi bir çalışma bulunmaması sebebiyle bu 

bulgular, probiyotik uygulamalarının yara iyileşmesi alanında kullanılabilirliği 

bakımından bu açığı kapatacak özgün ve öncül olma potansiyelindedir. Bu yüksek lisans 
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tez çalışması, çok yönlü yara iyileştirme özelliklerinin ortaya konulması bakımından 

probiyotik uygulamaların yara iyileşmesinde yeni terapötik ajanlar olarak kullanılabilme 

potansiyelini güçlendirmiştir. Ayrıca, çalışmamızda yara iyileştirici özellikleri 

belirlenen ve yara iyileşme ürünlerinde biyopolimer olarak kullanılabilme potansiyeline 

sahip L-EPS’nin yeni bir biyomalzeme olarak kullanılabilirliği vurgulanmış olmakla 

birlikte, özellikle biyo-uyumlu yara iyileştirici biyomalzeme geliştirmeye yönelik devam 

çalışmalarının yapılması önerilmektedir.  
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