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OZET

Cilt yaralari, yasam Kalitesini diisiiren, ampiitasyon ve &liim ile sonuglanabilen 6nemli saglik
problemlerinin basinda gelmektedir. Klinikte yara iyilesmesi i¢in kullanilan {irlinlerin yetersizligi ve
yiksek yan etkileri, arastirmacilar1 yeni terapotik ajanlarin ve biyomalzemelerin kesfine
yonlendirmistir. Bu yiiksek lisans tez calismasinda, probiyotik Lactobacillus plantarum GD2
susunun, bu sustan elde edilen liyofilize ekzopolisakkaritin (L-EPS) ve sinbiyotigin (canli bakteri ve
L-EPS kombinasyonu) yara iyilesmesinin farkli fazlarina etkisinin ortaya konulmasi amaglanmustir.
Uygulamalarin, L929 fare fibroblast hiicrelerinde olusturulan in vitro yara modelinde fibroblast
migrasyonu tizerine etkisi belirlenirken, kollajen tip 1 alfa 1 (COL1A1l) ve fibronektin (FN)
seviyeleri ELISA yontemi, mMRNA ekspresyon diizeyleri gRT-PCR ile tespit edilmistir.
Uygulamalarin, doniistiiriicii bitytime faktori beta 1 (TGF-B1)/Smad sinyal yolag: ile iliskili 4 gen
tizerindeki modiilator etkileri ile timor nekroz faktor alfa (TNF-a) ile indiiklenmis L929 hiicrelerinde
yara inflamasyonu ile iligkili genler tizerindeki etkileri qRT-PCR ile belirlenmistir. Uygulamalarin
L929 hiicreleri lizerindeki proliferatif etkisi flow sitometri ile tespit edilmis olup, pro-anjiyojenik
etkileri in ovo koryoallantoik membran (CAM) modelinde incelenmistir. L-EPS, canli bakteri ve
sinbiyotigin in vitro yara modelinde yara iyilesmesini hizlandirdig1 (*p<0,05), L929 hiicrelerinde
COL1A1 olusum diizeyini ve gen ekspresyonunu arttirdigi saptanmistir (*p<0,05). Uygulamalar
icerisinde L-EPS ve sinbiyotigin TGF-p1, Smad2, Smad3 ve Smad4 genlerinin ekspresyonunu
arttirarak TGF-B1/Smad sinyal yolag: iizerinde etkili oldugu tespit edilmistir (*p<0,05). Bununla
birlikte, TNF-a ile indiiklen L929 hiicrelerinde L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin artan interlokin
1 beta (IL-1p), interlokin 6 (IL-6) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) gen ekspresyonlarini
diistirerek, anti-inflamatuar etki gosterdikleri belirlenmistir (*p<0,05). Ayrica, L-EPS, canli bakteri
ve sinbiyotigin hem saglikli hem de TNF-a ile indiiklenen L929 hiicrelerinde proliferatif etkiye sahip
oldugu gériilmiistiir (*p<0,05). /n ovo CAM modelinde ise hem L-EPS hem de sinbiyotigin pro-
anjiyojenik etki gosterdikleri saptanmistir (*p<0,05). L. plantarum GD2 susunun, bu sustan elde
edilen L-EPS’nin ve sinbiyotigin yara iyilesme fazlarinda farkli mekanizmalar ile ¢ok yonlii
iyilestirici etkilerinin oldugu belirlenmistir. Calismalarda, L-EPS ve sinbiyotik uygulamalari birgok
mekanizmada one ¢ikmustir. Sonug¢ olarak, etki mekanizmasi ortaya konmus canli probiyotik
bakterinin, probiyotik kaynakli L-EPS’nin Ve sinbiyotigin yara iyilesmesinde etkili ajan olabilme
potansiyelleri bulunurken, buna ilaveten L-EPS’nin yara iyilestirici biyomalzeme gelistirilmesinde
kullanilabilme potansiyeli de bulunabilir.

Bilim Kodu : 20309
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Ekzopolisakkarit (EPS), Biyomalzeme
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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 (COL1A1l) 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-
1)/Smad signaling pathway and effects on genes related to wound inflammation in tumor necrosis
factor-alpha (TNF-a)-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 COL1AL in L929 cells (*p<0.05). It was
determined that L-EPS and synbiotic are efficient on TGF-f1/Smad signaling pathway by increasing
the expression of TGF-B1, 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-1p), interleukin 6 (IL-6) and inducible nitric
oxide synthase (iNOS) gene expressions in TNF-a-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-a-
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. GIRIS

Yara; cilt, mukoza ve doku organizasyonun bir veya bir kaginin bozulmasi olarak tanimlanir
(Kujath ve Michelsen, 2008). Yaralanmaya sebep olan faktorlere 6rnek olarak; fiziksel ve
kimyasal yaniklar, basing, arteriyel ve/veya venoz vaskiiler zayiflama, immiin yetmezlik,
malignite, bag dokusu bozukluklar1 ve diyabet gibi metabolik hastaliklar verilebilir (Shankar
ve digerleri, 2014; Pavel ve digerleri, 2020). Enfeksiyonlu yanik yaralar1 (Rowan ve
digerleri, 2015), noropati ve vaskiiler bozukluklar ile iliskili diyabetik yaralar (Xs, 2018),
yaslanan niifusa bagli olarak artan yatan hasta popiilasyonundaki basing yaralar1 (Boyko ve
digerleri, 2018) ve cilt kanserine baglh gelisen yaralar (Pavel ve digerleri, 2020) giiniimiizde

hala 6nemli saglik problemlerinin basinda gelmektedir.

Yaralar, akut ve kronik yaralar olarak kategorize edilmektedir (Whitney, 2005). Cilt
yaralariin iyilesmesi, hiicre migrasyonunun ve proliferasyonunun birbiriyle iliskili
mekanizmalarini, kollajen ve fibronektin gibi ekstraselliiler matriks (ECM) bilesenlerinin
sentezini, neovaskiilarizasyonu, iyilesme siirecini koordine eden biiyiime faktorlerini ve
sitokinleri igeren kompleks bir siire¢ olup, yara iyilesmesi inflamasyon, proliferasyon ve
remodeling olmak iizere li¢ temel faz ile gergeklesir (Gushiken ve digerleri, 2021). Yara
iyilesme siireci akut yaralarda oldugu gibi normal devam etmediginde yaralar gecikir veya
kroniklesir (Han ve Ceilley, 2017). Kronik yaralarin iyilesmesi genellikle inflamatuar fazda
durur ve iyilesme siirecindeki fazlarin mekanizmalari olagan sekilde ilerlemez (Frykberg ve
Banks, 2015). Diyabet, kanser ve vaskiilopati gibi hastaliklarin neden oldugu kronik
yaralarin artigina paralel olarak artan hasta sayisi klinik, ekonomik ve sosyal problemlerin
artmasina neden olmaktadir (Negut ve digerleri, 2018; Zhang ve digerleri, 2020). Hem igsel
hem de dissal faktorlere duyarli olan cildin biitiinliigiinde meydana gelen fizyolojik
bozukluklar, uzuv kaybina hatta 6liime neden olabilmektedir (Murphree, 2017). Tedavisi zor
olan bu yaralar ile miicadele etmek i¢in Klinikte temel olarak sistemik antibiyotik tedavileri,
cesitli pansumanlar ve yara iyilesmesini desteklemek i¢in yapilan operatif debridmanlar
kullanilir. Bu rutin tedavi yontemlerinin, uzun bir tedavi siirecine ve yiiksek maliyetlere
neden olmasi ile birlikte, operatif debridmanlarin anestezi gerektirmesi ve sistemik
antibiyotik kullamimmin yiiksek yan etkilere sebep olmasi nedeniyle, yara iyilesme
patofizyolojisinin asamalarini ¢oklu hedefleyen ve yan etkileri diisiik yeni terap6tik ajanlarin

bulunmasina yonelik ¢alismalar devam etmektedir (Zhang ve digerleri, 2020).



Yara iyilesmesinde biyomalzemelerin kullanimi; yara bolgesi igin nemli bir ortam saglama,
yaray1 patojenlerden koruma, antibakteriyel ve antioksidan etki olusturabilme, kolay
uygulanabilme imkani ve farkli mekanik ozellikler ile iyilesmeyi destekleyebilme gibi
avantajlart bakimindan son yillarda ilgi ¢ekici olmustur (Yu ve digerleri, 2022). Yara
iyilesmesinde hem dogal hem de sentetik biyomalzemeler kullanilabilmekte olup, kullanilan
dogal biyomalzemelerde biyo-uyumluluk, biyo-bozunurluk ve sitotoksik olmama 6zellikleri
aranmaktadir. Kollajen, jelatin, hiyaliironik asit (HA), kitosan, aljinat, elastin ve ipek fibroin
yara iyilesmesinde biyomateryal olarak kullanilan biyopolimerlerden bazilaridir (Nour ve
digerleri, 2019). Diger yara tedavi stratejilerine kiyasla biyomalzemelerin kullanimi daha
verimli olsa da bu uygulamalarin en biiyiik kisitlamasi yiiksek maliyetli olmasidir. Yara
tedavilerinin zorluklari ve yiiksek klinik harcamalar1 goz oniinde bulunduruldugunda, en az
muadilleri kadar etkili olabilecek ekonomik yara biyomalzemelerinin tiretilmesi, hastalarin
hayat kalitesinin yiikselmesi ve yara bakimlarmin neden oldugu saglik yiikiiniin azaltmasi

bakimindan 6nem arz etmektedir (Bahar, 2021).

Probiyotik mikroorganizmalarin hastaliklarin 6nlenmesinde farmakolojik olarak kullanimini
tamimlayan ifade olarak canli biyoterapétikler kavrami, 2012 yilinda Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi tarafindan resmi olarak yeni bir tibbi {irlin Kkategorisinde bildirilmis olup,
probiyotiklerin terapotik olarak canli uygulanmalari dikkat c¢ekici olmustur (Cordaillat-
Simmons ve digerleri, 2020). Probiyotikler; amino asitler, vitaminler, bakteriyosinler,
enzimler, kiiglik peptitler , kisa zincirli yag asitleri ve polisakkaritler gibi zengin metabolit
icerikleri ile biyoaktif molekiillerin ireticisi olma potansiyelleri bakimindan 06ne
cikmaktadir (Indria ve digerleri, 2019). Giiniimiize kadar probiyotiklerin ve metabolitlerinin;
antioksidan, antimikrobiyal, anti-inflamatuar, anti-obezite, anti-diyabetik, anti-kanser,
noroprotektif, immiinomodiilator, anti-alerjik ve doku onarimini tesvik etme gibi farkli
yararl etkileri literatiirde bildirilmistir (Fijan, 2016; Lukic ve digerleri, 2017; Plaza-Diaz ve
digerleri, 2017; Wang ve digerleri, 2017; Michael ve digerleri, 2019; Tukenmez ve digerleri,
2019; Mazhary ve digerleri, 2020; Sirin ve Aslim, 2020; Ranjha ve digerleri, 2021). Son
yillarda yapilan galismalarda, probiyotiklerin kozmetik alanlarda kullanimu, cilt lekelerini
giderici etkileri, cilt yenilenmesi ve yara iyilestirici etkileri dikkat ¢ekmektedir (Al-
Ghazzewi ve Tester, 2014).

Ekzopolisakkarit (EPS); bitkiler, mantarlar, algler ve bakteriler tarafindan tiretilen, seker ve

seker tiirevlerinin monosakkarit rezidiilerinden olusan biyopolimerdir. Ekstraselliiler ortama



salgilanan EPS’ler, tek tip monosakkarit iceren homopolisakkarit ve D-glukoz, D-galaktoz,
L-ramnoz, N-asetilglukozamin, N-asetilgalaktozamin, glukoronik asit gibi yapilar1 igeren
heteropolisakkarit olmak tizere iki grup altinda toplanir (Nwodo ve digerleri, 2012; Schmid
ve digerleri, 2015). Marin bakterilerinden elde edilen EPS’ler ile yapilan ¢caligmalar, EPS’nin
insan dermal fibroblastlarinda giiglii bir antioksidan etki sagladigini, fibroblast
migrasyonunu indiikledigini (Sun ve digerleri, 2020), keratinositlerin ve fibroblastlarin
proliferasyonunu arttirdigini (Sahana ve Rekha, 2019) ve hiicre adezyonunu destekledigini
gostermistir (Sahana ve Rekha, 2020). Bununla birlikte, literatiirde probiyotik kaynakli
EPS’lerin cilt yaralar1 tizerindeki etkilerini gosteren sadece iki ¢aligma bulunmasidir. Bu
calismalar, probiyotik EPS’lerinin antioksidan ve antibakteriyel 6zelliklerini, in vivo yara
kapanmasi ve kollajen birikimi tizerindeki etkisini (Trabelsi ve digerleri, 2017), anti-elastaz
ve anti-kollajenaz aktivitelerini (Shirzad ve digerleri, 2018) gdsteren, sinirli miktarda
deneysel c¢alisma kapsayan arastirmalardir. Ayrica EPS’lerin biyo-uyumlu ve biyo-
pargalanabilir olmalari, disiik sitotoksik etkide olmalar1 ve kimyasal islevsellikleri dikkate
alindiginda, probiyotik kaynakli EPS’lerin yara iyilestirici etken madde veya yara
biyomalzemesi olma potansiyeli de bulunmaktadir (Banerjee ve digerleri, 2021; Hivechi ve
digerleri, 2021). Bu potansiyellerine ragmen giiniimiize kadar probiyotik EPS’lerinin, yara
iyilesme fazlarindaki birgok mekanizma tizerindeki etkisinin ortaya konuldugu bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, son yillarda sinbiyotiklerin (probiyotik ve prebiyotik
kombinasyonu), probiyotik uygulamalarina gore daha etkili ve saglik i¢in faydali dogal
kombinasyonlar olarak 6ne g¢ikmasima ragmen (Pandey ve digerleri, 2015; Batista ve
digerleri, 2020), literatiirde sinbiyotiklerin yara iyilesmesi iizerine etkisini gosteren herhangi
bir calisma mevcut degildir. Literatiirde bahsedilen bu eksikliklerin giderilebilmesi amaciyla

asagidaki hedefler ve amaglar belirlenmistir.

Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda;

1. Yara iyilesmesinde kullanilabilecek yeni bir etken madde veya biyomalzeme gelistirici
yeni bir ajan bulmak amaciyla Lactobacillus plantarum GD2 susu ve bu sustan elde
edilen liyofilize EPS (L-EPS) ve sinbiyotigin (canli probiyotik bakteri ve L-EPS
kombinasyonu) fibroblast hiicreleri iizerinde yara iyilestirme potansiyellerinin ¢oklu
mekanizmalar (inflamasyon, proliferasyon, migrasyon, ekstraselliiler matriks tiretimi,

neovaskiilarizasyon) iizerinden ortaya konulmasi,



2. Ug farkli probiyotik kaynag: igerisinde, yara iyilesmesinde hangisinin daha etkili oldugu
ve etkin olduklar1 uygun doz ve siirelerin belirlenmesi,

3. Probiyotik kaynakli uygulamalarin, fibroblast migrasyonu iizerine etkisinin incelenerek
yara kapanmasinda ne derece etkin olduklarinin ortaya konulmasi,

4. Probiyotik kaynakli uygulamalarin, fibroblastlar araciligiyla kollajen ve fibronektin
sentezi tizerindeki etkilerinin arastirilip, yara bolgesinde ECM olusumunu saglayarak
yara iyilesmesinde etkin olabilme potansiyellerinin tespit edilmesi,

5. Probiyotik kaynakli uygulamalarin, doniistiiriicti bitylime faktorii beta 1 (TGF-B1)/Smad
sinyal yolag1 iizerinde etkisini ortaya koyarak, uygulamalarin bu sinyal yolagi
aracili@iyla yara iyilesmesindeki proliferasyon, migrasyon ve ECM iiretimi asamalari
tizerindeki iligkisinin agiga ¢ikarilmasi,

6. Probiyotik kaynakli uygulamalarin, yara inflamasyonu iizerindeki etkilerinin
incelenerek inflamasyon kaynakli gec iyilesen veya iyilesmeyen yaralardaki anti-
inflamatuar etkilerinin ortaya konulmasi,

7. Probiyotik kaynakli uygulamalarin, hem saglikli hem de inflamasyonun indiiklendigi
fibroblastlar tizerindeki proliferatif etkilerinin gosterilmesi,

8. Probiyotik kaynakli uygulamalarin, pro-anjiyojenik ozelliklerinin belirlenerek yara
bolgesinde yeni kan damarlarmin olusumuyla yaranin mikrogevresini besleyerek
iyilesmesini destekleyebilecek yeni ajan ve/veya biyomalzeme olma potansiyellerinin

ortaya konulmasi hedeflenmistir.

Yukaridaki hedefler dogrultusunda bu yiiksek lisans tez c¢aligmasinda, karmasik bir
patofizyolojiye sahip olan yara iyilesmesinde ¢oklu mekanizmalar ile farkli yara tiplerinde
kullanilabilecek ve tek bir ajan olarak kullanilip ¢ok yonlii etki gosterebilme potansiyeli olan
probiyotik kaynakli yeni terapotik ajanlarin ve/veya biyomalzeme iiretiminde
kullanilabilecek polimerin bulunmasi amaglanmistir. Probiyotik kaynakli uygulamalarin
yara iyilesmesinde; TGF-B1/Smad sinyal yolagi aracihigiyla fibroblast migrasyonu,
proliferasyonu ve kollajen sentezini indiikleyici etkilerinin yani sira anti-inflamatuar ve pro-
anjiyojenik etkilerinin oldugu gosterilmistir. Bu sayede, alternatiflerine gore yara
iyilesmesinde ¢ok yonlii etkilere sahip olan bu uygulamalarin yeni terapotik ajanlar olarak,
ayrica L-EPS’nin yara iyilesmesinde kullanilabilecek yeni bir biyomalzeme olarak onii
acilacak ve caligmamiz yara tedavisine yonelik yeni ajanlar kesfetmeyi hedefleyen

calismalara 6rnek teskil edecektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Cildin Tamimu, Fizyolojisi ve Onemi

Cilt (deri), yetiskin insanlar i¢in tahmini toplam agirlig1 5 kg ve yiizeyi yaklasik 2 m? olan,
memeli viicudunun en biiyiik orgamdir (Summerfield ve digerleri, 2015). Insan derisi
epidermis, dermis ve hipodermis olmak tizere farkli sekilde 6zellesmis 3 katmandan
olusmaktadir (Wong ve digerleri, 2016). Epidermis, temel olarak keratinosit katmanlarindan
olussa da antijen sunan dendritik Langerhans hiicreleri, melanositler ve Merkel hiicreleri
dahil olmak tizere epitel olmayan hiicreler de igerir. Epidermis, interaselliiler sivilarin
dermal vaskilatiirden difiizyonu ile beslenir (Abdo ve digerleri, 2020). Keratinositler
farklilagtikga epidermiste; stratum spinosum, stratum granulosum, stratum corneum olarak
bilinen bazal tabakanin tizerinde {i¢ katman olusturur (Maibach ve Honari, 2014). Dermis,
derinin mezensimal bileseni olup epidermisten bazal membran ile ayrilir (Rippa ve digerleri,
2019). Fibroblastlar, dermiste en ¢ok bulunan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin karakteristik
oOzelligi, ekstraselliler matriksi (extracellular matrix, ECM) sentezleme ve yeniden
modelleme  (remodeling)  yetenegidir. Remodeling, metalloproteinazlarinin ~ ve
inhibitorlerinin sentezi ile desteklenmektedir (Thulabandu ve digerleri, 2018). Kollajen tip
1 sentezleme yetenegi fibroblastlarin karakteristik o6zelligidir (Thulabandu ve digerleri,
2018; Rippa ve digerleri, 2019). Hipodermis (subkutan yag); adipositler, makrofajlar,
vaskiilatiir, sinirler ve fibroblastlardan olusur ve islevi epidermal ile dermal tabakalari
desteklemektir (Jahrom ve digerleri, 2018). Insan derisinin yapis1 Sekil 2.1°de sematize

edilmistir.
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Sekil 2.1. Insan derisinin yapis1 ve organizasyonu (Macneil, 2007)



Cilt; viicut ve dis ¢evre arasinda bir bariyer olusturarak viicudu ekzojen kimyasal ve fiziksel
faktorlere kars1 koruyan, metabolik siireclerde yer alan, patojenik mikroorganizmalara karsi
ilk savunma hattinda rol alan, termoregiilator islev goren ve immiinolojik siire¢lere katilan
onemli bir yapilanmadir (Boer ve digerleri, 2016). Hem igsel hem de digsal faktorlere duyarli
olan cildin biitiinliigiinde meydana gelecek degisimler uzuv kaybina, hatta 6liime neden
olabilmektedir (Murphree, 2017). Farkli etkenler ile meydana gelen cilt hastaliklari, diinya
capinda milyonlarca insani etkileyen ve kiiresel hastalik yiikiiniin 6nde gelen nedenlerinden
biridir (Lim ve digerleri, 2017). Onemli cilt problemlerinden biri olan yaralarin tedavisi igin
Medicare Saglik Sigortas1 (Amerika Birlesik Devletleri) 28,1-96,8 milyar $ saglik
harcamasini rapor etmistir. Artan saglik hizmetleri maliyetleri, yaslanan popiilasyon,
biyofilmler gibi tedavisi zor enfeksiyon risklerinin tanimlanmasi ve diinya ¢apinda devam
eden diyabet ve obezite tehdidi gibi faktorler yara tedavileri igin klinik, sosyal ve ekonomik

zorluklara neden olmaktadir (Sen, 2019).
2.2. Yara lyilesmesi ve Onarim Mekanizmalan ile Tlgili Genel Bilgiler
2.2.1. Genel bakis: Yara olusumu ve yara tipleri

Yara; cilt, mukoza ya da doku organizasyonun bir veya bir kaginin bozulmas: olarak
tamimlanabilir (Kujath ve Michelsen, 2008). Yaralanmaya sebep olan faktorlere 6rnek
olarak; fiziksel ve kimyasal yaniklar, basing, arteriyel ve/veya venoz vaskiiler zayiflama,
immiin yetmezlik, malignite, bag dokusu bozukluklari, diyabet gibi metabolik hastaliklar,
beslenme yetersizlikleri ve psikososyal bozukluklar verilebilir (Shankar ve digerleri, 2014).
Yaralar, spesifik yara tipleri ile birlikte genel olarak akut ve kronik olarak kategorize edilir
(Whitney, 2005). Akut yaralarin iyilesme siiresi yaklasik 3 ay iken kronik yaralarin iyilesme
stiresi 3 aydan fazladir (Korting ve digerleri, 2011).

Yara iyilesme siireci, yaralanan dokunun onarimi i¢in kan hiicreleri, sitokinler ve biiyiime
faktorlerinin rol aldigi hiicresel ve molekiiler siire¢lerin organizasyonunu gerektirir (Kim ve
Nair, 2019; Yang ve digerleri, 2020). Bu organizasyona adaptasyon saglayamayan
hiicrelerin apoptoz veya nekroz yollari ile 6liimii gergeklesir (Ogawa, 2019) (Sekil 2.2).



iy g SRR

|® | ® ] 7
[
SIS LA
‘ Ol @ | S [y
—
e l -~ [; } ()
Sl | - 3
Hiperplazi Hipertrofi
Trofik
N?rm,al, PO!(U faktorlerde arhs

{ i ‘ - | Hasarlanma

[ i ]

(Sd B
Atrofik
faktsrlerde
azalis

Sekil 2.2. Hiicrelerin, hasarlanmalara ve farkli faktorlere karsi adaptasyonlar1 (Ogawa,
2019: 4)

2.2.2. Yara iyilesmesinin fazlari

Yara iyilesmesinin major fazlari; inflamasyon, proliferasyon (graniilasyon doku
formasyonu) ve remodeling fazlari olup bu fazlarin birbiri ile entegre siirelerde gergeklestigi
bilinmektedir (Jun ve digerleri, 2015; Yeh ve digerleri, 2017; Sveen ve digerleri, 2019). Yara

tyilesmesinin zamana gore gergeklesen fazlar1 Sekil 2.3°te gdsterilmistir.
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Sekil 2.3. Yara iyilesmesinin zamana gore gerceklesen fazlari (DesJardins-Park ve digerleri,
2019)



2.2.3. Yara iyilesmesinin inflamasyon faz

Yara iyilesmesinin inflamasyon fazi; vazokonstriksiyon (kan damarlarinin biiziilmesi) ve
hemostaz ile baslayarak vazodilatasyon (kan damarlarmin genislemesi), Kkapiller
permeabilitenin artisi, kemotaktik biiylime faktorlerinin salgilanmasi ve inflamasyonun
tetiklenmesi ile karakterize edilebilir (Kujath ve Michelsen, 2008; Atkin ve digerleri, 2019).

Yaralanma sonrasi, gegici reseptor potansiyel kanallari (transient receptor potential channel,
TRP) olan gegcici reseptor potansiyel vanilloid 1 (TRPV1) ve gegici reseptor potansiyel
ankirin 1 (TRPAL) aktif hale gelip yara iyilesmesinin norojenik inflamasyonunu baslatarak
inflamasyon siirecini  tetikler (Gouin ve digerleri, 2017). Nosiseptif (agr1 verici)
inflamasyonu baglatan TRP kanallarinin aktivasyonu aksiyon potensiyelini olusturarak
kalsitonin geni ile iliskili peptidin (calcitonin gene-related peptide, CGRP) salinimini
indiikler (Akopian, 2017; Patapoutian ve digerleri, 2010). Bir néropeptit olan CGRP, kan
hiicreleri ve inflamatuar hiicrelerin yara iyilesme siirecindeki aktivasyonunu diizenler.
Indiiklenen CGRP yaralanmadan hemen sonra mast hiicreleri, histamin gibi mediyatérleri
salgilayarak vaskiiler gecirgenligi saglar (Wulff ve Wilgus, 2013; Aich ve digerleri, 2015).
Toll-benzeri reseptor (toll-like receptor, TLR) sinyali ise hizli bir immiin cevabi aktive eder.
Sinir sistemi ve spesifik néromediyatorler, TLR'lerin aktivasyonunda rol oynar (Granstein
ve Luger, 2009: 89, 102). Yaralanma sonrast TRPV1 ve TRPAL kanallarinin araciligiyla

aktiflesen inflamasyon siireci Sekil 2.4’te sematize edilmistir.

Yara iyilesmesinin inflamasyon fazinda aktif rol alan inflamatuar hiicreler; nétrofiller,
monositler, makrofajlar ve lenfositlerdir (Ellis ve digerleri, 2018). Nétrofillerin yara
iyilesmesindeki esas gorevi, patojenlere agik olan yara bolgesini koruyarak enfeksiyonu
onlemektir (Wilgus ve digerleri, 2013). Monosit hiicrelerinden tiirevlenen makrofajlar ise
inflamatuar fazda 6nemli etkilere sahiptir (Kloc ve digerleri, 2019; Kim ve Nair, 2019; Koh
ve Dipietro, 2020). Pro-inflamatuar makrofajlar olarak bilinen M1 makrofajlari, yara
bolgesinde bulunan bakterilerin, yabanci partikiillerin ve o6li hiicrelerin fagositoz ile
temizlenmesi igin yara bdlgesine sizar. M2 makrofajlari ise fibroblastlarin, keratinositlerin
ve endotel hiicrelerin migrasyonunu ve proliferasyonunu tetikler (Krzyszczyk ve digerleri,
2018). Bununla birlikte makrofajlar, yara onariminda rol alan efektor hiicrelerini yara

yatagina toplar (Ogawa, 2019: 4,9).
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Sekil 2.4. Yaralanma sonrasi TRPV1 ve TRPAL kanallarinin araciligiyla indiiklenen
nosiseptif inflamasyon (Canedo-Dorantes ve Cafiedo-Ayala, 2019)

Yara iyilesmesinin inflamatuar fazindaki diger énemli hiicre grubu, dendritik epidermal T
hiicreleridir (dendritic epidermal T cell, DETC). DETC olan gama delta (yd) T hiicreleri
doku hasarina erken cevap vererek dokuyu enfeksiyona karsi1 korumaktir. yo T hiicrelerinin
bir diger 6nemli 6zelligi ise keratinosit biiyiime faktoriinii (keratinocyte growth factor, KGF)
indiikleyerek keratinosit hiicrelerinin proliferasyonunu tetiklemesidir (Havran ve Jameson,
2010).

Fibroblastlar, yara iyilesmesinin inflamasyon fazinda aktif rol oynayan diger bir hiicre
grubudur (Mescher, 2017). M1 makrofajlari; fibroblast pro-inflamatuar sitokinlerinin ve
kemokinlerinin, matriks metalloproteinazlarin (matrix metalloproteinase, MMP) ve
inhibitorlerinin salinimini indiikler. Ayrica, M1 makrofajlar1 ile aktiflesen fibroblastlar
tarafindan pro-inflamatuar sitokinlerin iiretimi asagi-regiile (down-regiile) edilir (Stunova
ve Vistejnova, 2018).

2.2.4. Yara iyilesmesinin proliferasyon fazi (graniilasyon doku formasyonu)

Yara iyilesmesinin proliferasyon fazi; keratinositler ile fibroblastlarin migrasyonu ve
proliferasyonu, anjiyogenez, graniilasyon doku formasyonu ve ECM’nin yeniden
sekillenmesi ile karakterize edilir (Tang ve digerleri, 2014; Das ve digerleri, 2016; Keyes ve
digerleri, 2016; Yeh ve digerleri, 2017).
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Keratinositler ile fibroblastlarin proliferasyonu ve migrasyonu

Keratinositler ve fibroblastlar, proliferasyon ve migrasyon asamalari ile birlikte ¢ift parakrin
sinyal dongiisii olusturarak yara iyilesme siirecine katkida bulunan onemli hiicrelerdir.
anahtar hiicrelerdir (Werner ve digerleri, 2007; Wojtowicz ve digerleri, 2014). Proliferatif
fazda keratinositler, biiyiime faktorleri, integrinler ve MMP’lerin aktivasyonu ile yara
bolgesine go¢ eder ve hiperproliferasyon ile yara bolgesini doldurur (Raja ve digerleri,
2007). Cilt bariyerin bozulmasina yanit olarak keratinositler, keratinosit migrasyonunu ve
proliferasyonunu aktive eden, hem otokrin hem de parakrin sinyal molekiilii olarak islev
goren interlokin-1’in (IL-1) salimmini indiikler. IL-1 aym1 zamanda cift parakrin
sinyalizasyonunun bir 6rnegidir. Bunun sebebi, IL-1 ile indiiklenen fibroblastlarin KGF'nin
salmimini saglamasi ve salinan KGF’nin Keratinosit proliferasyonunu ve migrasyonunu
indiiklemesidir (Wojtowicz ve digerleri, 2014). Keratinositlerin ¢ift parakrin indiiksiyonu ile
tetiklenen fibroblastlar da yara iyilesme siirecine proliferasyon ve migrasyon ile katki saglar
(Werner ve digerleri, 2007; Velnar ve Ailey, 2009). Keratinositlerin ve fibroblastlarin yara

iyilesmesinin proliferasyon fazindaki cift parakrin sinyalizasyonu Sekil 2.5’te sematize

edilmistir.
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Sekil 2.5. Yaralanma sonrasi keratinositlerin ve fibroblastlarin ¢ift parakrin sinyalizasyonu

Yara anjiyogenezi

Anjiyogenez, yara iyilesmesi i¢in Kritik 6neme sahiptir. Hasarlanan dokuda olusan kan
damarlari, yara dokusuna besin ve oksijen tasinmasini saglar (Li, Zhang ve Kirsner, 2003).
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Yaralanma sonrasinda yogun bir sekilde yeni kilcal damarlarin olusumu ve hasarlanan kan
damarlariin onarimini takiben yara bolgesinde yeni bir vaskiiler agin olusumu saglanir
(Honnegowda ve digerleri, 2015). Yaralanma sonrasi hasarlanan dokudaki yetersiz
perfiizyon, kronik yaralarin patofizyolojisinin altinda yatan énemli problemlerden biridir
(Demidova-Rice ve digerleri, 2012; Shahin ve digerleri, 2020).

Yara anjiyogenezi, belirli bir molekiiler ve hiicresel kaskad ile olusur (Honnegowda ve
digerleri, 2015). Yara onarimindaki proliferasyon fazinin 6nemli belirte¢lerinden biri olan
yara anjiyogenezinde; vaskiiler endotel biiytime faktorii (vascular endothelial growth factor,
VEGF), anjiyopoietin, fibroblast biiylime faktorii (FGF) ve doniistiiriicti bliylime faktori
beta (transforming growth factor beta, TGF-B) fonksiyonel rol oynar (Li ve digerleri, 2003).
Endotel hiicrelerinde bulunan anjiyogenik biiytime faktorlerini baglayan reseptorlerine
biiyiime faktorleri baglanarak intrinsik (hiicre ici) sinyal yolag: aktif hale gelir. Aktiflesen
ve c¢ogalan endotel hiicreleri, proteolitik enzimlerin salimimi ile ana damarlarin bazal
membranini ¢6zerek filizlenir. Bu asamadan sonra endotel hiicreler, hiicre yiizey adezyon
molekiilleri olan integrinler araciligiyla yara yatagina go¢ eder ve MMP’ler, ¢evre doku
matriksini filizlenen damarlarin dogrultusuna gore yikar. Vaskiiler filizler, tiibiiler kanallari
olusturduktan sonra yeni kan damarlar1 stabil hale gelerek anjiyogenez tamamlanir
(Tonnesen ve digerleri, 2000; Li ve digerleri, 2003; Honnegowda ve digerleri, 2015). Sekil

2.6’da bu asamalar sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Yara anjiyogenezinin sematik gosterimi (Guerra ve digerleri, 2018)



12

Granitilasyon doku formasyonu ve ECM’nin yeniden sekillenmesi

Yaralanmanin ardindan 2-4 giin sonra olusan graniilasyon dokusu; kan pihtisi, fibroblastlar
ve fibroblastlarin projenitor hiicreleri, yara bolgesinde bulunan fibroblastlarin olusturdugu
gevsek bag dokusunun ECM’si, olgunlasmamuis kollajen (tip 111), yeni olusan kan damarlari

ve inflamatuar hiicreleri igerir (Hékkinen ve digerleri, 2012).

EMT, migrasyon potansiyeli saglayan bir siire¢ olup, keratinositlerin ve lokal deri epitel
hiicrelerinin epidermal bariyerini yeniden olusturmasi amaciyla yara yatagina migrasyonunu
saglayarak kutanoz yara iyilesmesinin molekiiler olaylar zincirine katki saglar (Haensel ve
Dai, 2018). TGF-B'nin etkisi araciligiyla, yerlesik fibroblastlarin proliferasyonu, migrasyonu
ve EMT siireci meydana gelirken, fibroblastlar yara bolgesindeki miyofibroblastlara
farklilasir ve daha fazla ECM iiretimi gergeklesir. ECM birikimi, TGF-B araciligiyla
MMP’lerin ve bunlarin inhibitdrlerinin ekspresyonu iizerindeki inhibe edici ve uyarici
etkileri ile diizenlenir (Sekil 2.7) (Jiang ve digerleri, 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, ekstraselliiler matriks organizasyonunun
en onemli elemanlaridir (Arpino ve digerleri, 2015). MMP ailesi, ECM'nin yikimini
saglayan kalsiyum bagimli ¢inko igeren bir enzim grubudur (Shiomi ve digerleri, 2013;
Caley ve digerleri, 2015). MMP'lerin aktivitesi keratinositler, fibroblastlar, endotel ve
inflamatuar hiicreler gibi farkli hiicre tipleri ile kontrol edilir. Bu kontrol mekanizmasi
MMP’lerin regiilasyonundan sorumlu hiicrelerin sitokinlere, biiyiime faktorlerine,
hormonlara, onkogenlere, etkilesimde olunan diger hiicrelere veya ECM’ye cevap olarak
gen ekspresyonlarmin modiilasyonu ile saglanir (Sabino ve Auf dem Keller, 2015).
TIMP’ler ise MMP’lerin aktivitesini inhibe eden doku inhibitérleri olup ECM
yapilanmasinda fonksiyonel rollere sahiptir (Yussof ve digerleri, 2012).
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Sekil 2.7. TGF-B’nin, doku onarimi sirasinda fibrotik cevaplar tetikleme mekanizmalari
(Jiang ve digerleri, 2014)

Fibroblastlar

TGF-B, yara iyilesmesinin Kilit elemanlarindan biri olup graniilasyon doku olusumunda ve
ECM vyapilanmasinda aktif rol almaktadir (Shai ve Maibach, 2005: 7, 15; Verrecchia ve
Mauviel, 2007). TGF-B; yara anjiyogenezini, fibroblastlarin proliferasyonunu,
migrasyonunu, miyofibroblastlara farklilasmasin1 ve ECM birikimini indiikler (Shai ve
Maibach, 2005: 7, 15). Bununla birlikte, kollajen, proteoglikan ve fibronektin genlerinin
transkripsiyonunun uyarilmasi araciligiyla matriks proteinlerinin iretimini arttirir. EK
olarak, matriksin degredasyonundan sorumlu olan proteazlarin salinimini azaltir ve
MMP’lerin doku inhibitérlerinin (tissue inhibitor of metalloproteinase, TIMP) sentezini
indiikler. Boylece ECM yikimini 6nlemis olur (Fitridge ve Thompson, 2011: 423, 449).

Ciltte bir yaralanmanin meydana gelmesinden hemen sonra birgok sinyal yolagi devreye
girer ve yara iyilesme mekanizmalar1 tetiklenir. TGF-B1/Smad sinyal yolagi, yara
iyilesmesinde rol oynayan bu mekanizmalardan biri olup, hasarlanan cilt dokusunun onarimi
bu sinyal yolag: ile dermis diizeyinde baslatilir (Bielefeld ve digerleri, 2013). Yaralanma
sonrasinda TGF-B1, transmembran TGF-B1 reseptorlerine baglanarak Smad2 ve Smad3
proteinlerinin fosforilasyonuna ve dimerizasyona neden olur. Fosforile olan Smad2/3 dimeri
(R-Smadlar) Smad4 (Co-Smad) ile birleserek, heteromerik Smad2/3/4 kompleksini

olusturur ve bu kompleks, nuklear por kompleksinde bulunan nukleoporinler araciligiyla
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transkripsiyon faktorii olarak nukleusa transloke olur (Yamada ve digerleri, 2013). TGF-
B1’in reseptorleri ile olan bu etkilesimi, yara iyilesmesinin asagi-akis (down-stream)
sinyallenmesini indiikleyerek yara iyilesmesi esnasinda fibroblast proliferasyonu,
migrasyonu ve kollajen sentezi iizerinde fonksiyonel rol oynar. Smad7 ise bu sinyal yolagina
ket vurur (Bielefeld ve digerleri, 2013; Finnson ve digerleri, 2013; Gilbert ve digerleri,
2016). TGF-B1/Smad sinyal yolag: Sekil 2.11°de sematize edilmistir.

\,,,\ ) /\ ‘:f\ v:‘/—\\ f\ \

Sekil 2.8. TGF-B1/Smad sinyal yolag:1 (Gu ve digerleri, 2020)
2.2.5. Yara iyilesmesinin remodeling fazi

ECM, temel olarak ii¢ biyomolekiil smifindan olusur: glikozaminoglikankar (GAG);
proteoglikanlar; kollajen, elastin, fibronektin, vitronektin ve laminin gibi lifli proteinler
(Kaoud, 2018: 65, 75). Yara iyilesme siirecinin erken inflamatuar fazinda olusan fibrin
pihtinin yerini proliferatif fazda tip 111 kollajen ve kan damarlar1 bakimindan zengin olan
graniilasyon doku alirken, yara iyilesmesinin son agamasinda graniilasyon dokunun yerini

tip 1 kollajen ve skar dokusu alir (Li ve digerleri, 2007).
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Uclii heliks formunda bir protein olan kollajen, esas olarak fibroblastlardan iiretilir
(Schwarz, 2015). Bugiine kadar 28 farkli tanimlanan kollajen olmas: ile birlikte (Leon-
Lopez ve digerleri, 2019), tip | kollajen deride en fazla bulunan kollajen tipidir (~% 70).
Yara iyilesmesinin 6nemli bilesenlerinden olan Kkollajen; inflamatuar cevabin kontroli,
hiicresel mitogenez, farklilagma ve migrasyonu etkileyen fonksiyonlarla miiteakip; doku
onarimi, ECM sentezi, inflamatuar sitokinler ile biiytime faktorlerinin sentezi ve salinimi,
remodeling enzimleri olan MMP’ler ve TIMP’ler ile interaksiyon kurma gibi Kritik hiicresel
ve molekiiler olaylar zincirine katilir (Sekil 2.8) (Rangaraj ve digerleri, 2011). Tim
dokularda bulunan ve biiytik bir glikoprotein olan fibronektin ise yara iyilesmesinde
fonksiyonel rol oynayan diger bir biyomolekiildiir. Fibronektin, ECM’nin temel yap1
taglarindan biri olup, spesifik fonksiyon domainleri ve baglanma bolgeleri ile yara
lyilesmesindeki farkli siireglerde yer alir; farkl hiicre tipleri, sitokinler ve ECM ile etkilesim
halindedir (Lenselink, 2015; Sawicka ve digerleri, 2015). Elastin, normal cildin sertligini ve
elastikiyetini olusturmaya yardimei olurken fibrin, vitronektin ve laminin yara iyilesmesinde
hemostaz, homeostaz ve hiicre migrasyonunda anahtar aracilardir (lorio ve digerleri, 2015;

Tracy ve digerleri, 2016).

A
platelet aktivasyonu ve fibrin pihti atan
olusumuna yol agan agregasyon fibroblast
pr?ll_f_erasyom.x_ ve doku remodelingi ve gerilme
fibroblastiarin, epitel ve buyusr::\atgazli(toru kuvvetinin olugsumu
endotel hicrelerin toplanmasi
H 1 > P > M

Sekil 2.9. Yara iyilesmesinin farkli fazlarinda kollajenin fonksiyonel rolleri. H: Hemostaz,
I: Inflamasyon fazi, P: Proliferasyon fazi, M: Olgunlasma (remodeling) fazi
(Mathew-Steiner ve digerleri, 2021)

Yara iyilesmesinin son asamasi olan remodeling fazi, hasar olusumundan 2-3 hafta sonra
baslayip bir yil veya daha uzun siirede gergeklesen fazdir (Gonzalez ve digerleri, 2016).
Fibroblast sayisinin ve vaskiiler yogunlugun azaldigi remodeling fazinda epidermal
kerationsitlerin proliferasyon, migrasyon ve farklilasma potansiyeli artar (Shai ve Maibach,

2005: 7, 15; Olczyk ve digerleri, 2014). Kollajen tip III’iin yerini kollajen tip I’in almasi ile
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birlikte, kollajen liflerinin istenilen dizilime gelmesi sonucu skar doku olusur (Shai ve
Maibach, 2005: 7,15).

Olgunlasmis fibroblastlar olarak bilenen miyofibroblastlar, kollajene baglanarak skar
yapisinin kiigiilmesini saglar (Reinke ve Sorg, 2012). Normal ciltte kollajen sepet 6rgiisii
(basket-weave) oryantasyonu ile diizenlenirken skar dokusundaki kollajen, cilt yiizeyine
paralel demetler halinde uzanir. Kutanoz skar, kil folikiilleri ve yag bezleri gibi dermal
uzantilar icermemekle birlikte bu yapilar kok hiicre bakimindan yoksundur. Ayrica skar
dokuda epidermisin bazal membrani normalden daha diizdiir ¢iinkii normal kosullarda
dermise uzanan rete peg yapilarini skar yapisi icermez (Sekil 2.10). Cilt yiizeyinin iizerinde
yiikselen skar dokusu, hiperpigmente egilimindedir ancak skar olgunlastik¢a bu fizyolojik
durumlar zamanla diizelebilmektedir (Jampani ve digerleri, 2014; Marshall ve digerleri,
2018). Ancak, yara iyilesmesi sirasinda yetersiz rejeneratif kapasite ve miyofibroblastlarin
kontrolstiz farklilasmasi sonucunda, ECM proteinlerinin birikmesinden kaynaklanan

patolojik skar olusumlari ger¢eklesmektedir (Li ve digerleri, 2015).

Kil folikisli / Daha diiz bazal
il folikiils —
Yag bezi—] Normal Cilt Matiir Skar membran ve rete
L peg kaybi
Rete peg —]
Epidermis { \ Dermal
3 vzantilarin
eksikligi

Dermis -
Kollajen liflerinin
yizeyde paralel
diizenlenisi

Subkiitansz doku -

oryantasyonu

Sekil 2.10. Normal cilt ile skar olusumu olan cildin karsilastirmas1 (Marshall ve digerleri,
2018)

2.3. Yara lyilesmesinde Biiyiime Faktérlerinin Rolii

Biiylime faktorleri yara iyilesmesinin inflamasyon, proliferasyon ve remodeling fazlarinin
tim mekanizmalarinda Kkritik rollere sahip olan, hiicre biiylimesi, farklilasmasi,

proliferasyonu, migrasyonu ve metabolizmasinda rol oynayan biyoaktif polipeptitlerdir
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(Behm ve digerleri, 2011; Gainza ve digerleri, 2015). Yara iyilesmesinden rol oynayan

biiylime faktorlerinin gorevleri Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Yaraiyilesmesinde rol alan biiytime faktorleri ve yara iyilesmesindeki gorevleri

Biiyiime faktorii

Yara iyilesmesindeki gorevleri

Trombosit kaynakli
biiylime faktorii

(PDGF)

Fibroblastlari, notrofilleri, monositleri ve diiz kas hiicrelerini yara bolgesine
¢ekme (kemotaktik etki), makrofaj indiksiyonu, sitokin salinimi, ECM
sentezi (Tengood ve digerleri, 2011; Shah ve digerleri, 2014; Park ve
digerleri, 2017).

Bazik fibroblast
biiyiime faktorii

(bFGF)

Fibroblast proliferasyonunu ve anjiyogenezi indiikleme, kollajenaz
sentezinin uyarilimi (Xu ve digerleri, 2016).

Asidik fibroblast
biiyiime faktori

Fibroblast proliferasyonunun ve vyara anjiyogenezinin tetiklenmesi,
miyofibroblast farklilasmasini inhibe ederek farkli skar tiirlerinin olusumunu

(aFGF) azaltma (Akita ve digerleri, 2013; Matsumoto ve digerleri, 2013).

Keratinosit biiyii . A . : L
faktérﬁuyume Keratinositlerin migrasyonu, proliferasyonu ve sagkalimi (Chomiski ve
(KGF) digerleri, 2016).

Vaskiiler endotelyal

biiylime faktorii
(VEGF)

Endotelyal hiicre migrasyonu, proliferasyonu, sagkalimi, kemotaktik
ajanlarin  {retimi, graniilasyon doku formasyonu, anjiyogenez,
mikrovaskiiler gecirgenlik (Honnegowda ve digerleri, 2015; Savari ve
digerleri, 2019).

Epidermal biiyiime
faktori

(EGF)

Keratinositlerin, fibroblastlarin ve vaskiiler endotel hiicrelerinin
proliferasyonu,  graniilasyon  dokusu  formasyonu, epitelizasyon,
anjiyogenez, skar olusumunun diizenlenmesi (M. Kuroyanagi ve Y.
Kuroyanagi, 2017).

Makrofaj ve fibroblast kemotaksisi, ECM bilesenlerinin sSentezi ve
anjiyogenez, hiicre proliferasyonu, migrasyonu, inflamasyon ve re-
epitelizasyon (Zi ve digerleri, 2014; Gilbert ve digerleri, 2016; Lichtman ve
digerleri, 2016).

Dontistiiriicli bityiime
faktori beta
(TGF-B)

2.4. Kronik Yaralar

Yara iyilesme siireci normal olarak ilerlemedigi taktirde bu durum kronik yaralarin olusumu
ile sonuglanir (Han ve Ceilley, 2017). Genellikle kronik yaralarin iyilesmesi inflamatuar
fazda durur. Etiyolojisindeki molekiiler seviyelerde olan farkliliklar ile birlikte kronik
yaralar; asir1 miktardaki pro-inflamatuar sitokinlerin, proteazlarin, reaktif oksijen tiirlerin
(reactive oxygen species, ROS), enfeksiyonlarin ve fonksiyon kaybina ugramis kok
hiicrelerin mevcudiyeti ile karakterize edilir (Frykberg ve Banks, 2015). Kronik yara
iyilesmesinin biyolojik siirecinin karmasik olmasinin yani sira diyabet gibi kronik metabolik
hastaliklar, norolojik defektler, vaskiiler yetmezlik, beslenme yetersizlikleri ve yas gibi
kriterler kronik yara olusumunu etkileyen faktorlerdir (Leaper ve digerleri, 2015). Klinikte

en ¢ok rastlanilan kronik yara tipleri; venoz veya arteriyel sorunlardan kaynaklanan bacak
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tilserleri, diyabetik ayak iilserleri ve yatak yaralari olarak da bilinen basing iilserleridir
(Atkin ve digerleri, 2019).

Kronik yaralarin patogenezindeki kilit faktorlerden biri obligat bakteri kolonizasyonudur.
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ve B-hemolitik streptokoklar gibi yara
patojenleri yara gecikmesine neden olur. Bu gecikmenin sebeplerinden biri, patojenlerin
sebep oldugu inflamatuar sitokinlerin, proteazlarin ve ROS'un yiikselmesi ile 16kositlerin
yara bolgesine gogii sonucu olusan stirekli inflamasyonun varhigidir. Bir diger sebep ise
proteazlarin ve ROS’un, ECM ve biiylime faktorlerini etkilemesi ve hiicre migrasyonunu
engellemesidir (Zhao ve digerleri, 2016). Bununla birlikte, MMP’lerin bazilarinin asirt
ekspresyonu ve aktivasyonu, kronik yaralarin geg iyilesme etkenlerinden biridir (Lazaro ve
digerleri, 2016). Ayrica kronik vyaralarda, hiperproliferatif olarak durmus ve
tamamlanmamis re-epitelizasyon ile zayif fibroblast ve kan damar1 infiltrasyonu igeren bir
graniilasyon doku olusumu gergeklesir. EK olarak, yara igerisinde oksijen difiizyonunu
Onleyen Ve yara bolgesinde hipoksiye neden olan fibrin cuff yapilar1 da bulunabilir (Nunan
ve digerleri, 2014). Kronik yaralardaki anormalilikler ve akut yaralar ile arasindaki

iyilesmeye bagli hiicresel ve molekiiler farkliliklar Sekil 2.11°de sematize edilmistir.

Akut Yara Kronik Yara
Baslangig Fazi Kronik
Yara Anormallikleri

1. Yara kabugu
2. immiin hiicre
infiltrasyonu

1. Enfeksiyon/Biyofilm
2. Hiperproleratif

s epidermis/durmus
lyilesme Fazi re-epitelizasyon

3. Devamli inflamasyon
4. Fibroblast senesensi
5. Anjiyogenez

3. Re-epitelizasyon
4. Anjiyogenez
5. Fibroblast

migrasyonu bozulmasi
6. Kollajen birikimi /[ 6. Fibrin cuff
i 7. MMP artisi

Fibrin cuff Kollolen/F' broblast  Bakteri immun hicre Yara kabugu

MMP
/< Matriks
Metallo-

Epidermis Biyofilm  Kan damarlart  Dermis  proteinaz

Sekil 2.11. Akut ve kronik yara iyilesmesi arasindaki hiicresel ve molekiiler farkliliklar
(Nunan ve digerleri, 2014)
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Cilt yaralarin iyilesmesinde meydana gelen aksamalarindaki en biiyiik etkenlerden birisi pro-
inflamatuar sitokin olan tiimor nekroz faktor alfanin (TNF-o) yara dokusundaki yiiksek
miktarlaridir. Yiiksek miktardaki TNF-o varligi, 6zellikle diyabetik yaralardaki bozulmus
iyilesme mekanizmalart ile yakindan iligkili olup (Buck ve digerleri, 1996), yara
iyilesmesindeki gecikme TNF-a’nin neden oldugu fibroblast apoptozunun tetiklenmesi ve
fibroblast proliferasyonunun inhibe edilmesi ile karakterize edilir (Wang ve digerleri, 2014).
Ayrica, yiksek TNF-a seviyeleri, tip | kollajen ve fibronektin gibi ECM proteinlerinin
tiretimini engeller. Bu durum ise ECM depozisyonunda azalmaya ve yara iyilesmesinin
engellenmesine neden olur. Bununla birlikte, venoz bacak iilserleri gibi kronik yaralarda
yiiksek TNF-a varligi ile artan nitrik oksit (NO) tretimi, peroksinitrit yoluyla yara
iyilesmesinin gecikmesine ve graniilasyon dokunun hasarlanmasina sebep olur (Al-Rikabi
ve digerleri, 2021). Nitrik oksit tiretiminden sorumlu olan indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS); TNF-a, interlokin 1 (IL-1) ve interlokin 6 (IL-6) gibi pro-inflamatuar sitokinler
tarafindan sinerjitik olarak uyarilir ve asir1 miktarlarda iretilen iINOS yara iyilesmesinin

olumsuz yonde etkilenmesine sebep olur (Luk ve digerleri, 2005).
2.5. Yara lyilesmesinde Kullamlan Tedavi Stratejileri

Toplumda yaralarin prevalansi, kronik yaralar i¢in 1000'de 4,5 iken akut yaralar i¢in 1000’de
10,5 olarak bildirilmistir (Agarwal ve digerleri, 2009). Amerika Birlesik Devletleri'nde,
iyilesmeyen yaralardan muzdarip yilda ~ 3-6 milyon insan bulunmaktadir. Bununla birlikte,
lyilesmeyen Yyaralar yilda 3 000 000 000 $’dan fazla oldugu tahmin edilen yiiksek saglik
harcamalarina neden olur (Menke ve digerleri, 2007). Giiniimiizde, gelismis tilkelerde
yaralarin tedavisi hala en biiyiik sorunlardan biri olmaya devam etmektedir. Yaralarin
kimyasallar ile tedavisi pahali olup yan etkileri yiiksektir. Bu nedenle, kullanilan
kimyasallardan kaynaklanan komplikasyonlari azaltmak ve yara iyilesme siirecini
hizlandirmak i¢in, daha az yan etkisi olan ucuz ve etkili ilaglarin kesfedilmesi, yara tedavileri

i¢in olduk¢a mithimdir (Baum ve Arpey, 2005).
2.5.1. Giincel tedavi yaklasimlar:

Yara tedavileri i¢in klinikte temel olarak sistemik antibiyotik tedavileri, ¢esitli pansumanlar
ve yara iyilesmesini desteklemek igin yapilan operatif debridmanlar kullanilir. Bu rutin

tedavi yontemlerinin, uzun bir tedavi siirecine ve yiiksek maliyetlere neden olmasi ile
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birlikte, operatif debridmanlarin anestezi gerektirmesi ve sistemik antibiyotik kullaniminin
yiiksek yan etkilere sebep olmasi nedeniyle, yara iyilesme patofizyolojisinin asamalarini
coklu hedefleyen ve yan etkileri diisiik yeni terapotik ajanlarin bulunmasina yonelik
calismalar devam etmektedir (Zhang ve digerleri, 2020). Ayrica bahsedilen bu rutin tedavi
yontemlerine ek olarak, kismi kalinlikta deri greftleri, donér keratinositlerinin kullanimi,
kiiltire edilmis epitel otogreftleri, biyobran ortiileri, hiyaliironik asit (HA) ve kitosan gibi

polisakkarit bazli yara ortiileri de kullanilmaktadir (Dreifke ve digerleri, 2015).

2.5.2. Yara iyilesmesinde biyomalzemelerin kullanimi

Yara iyilesmesinde kullanilan diger bir terapotik strateji yontemi biyomalzemelerin
kullanimudir. Farkli igerikli hidrojeller, elektrospin matlar ve farkli malzemelerden yapilmis
yapi iskeleleri yara iyilesmesinde biyomalzeme kullaniminin bazi drnekleridir. Ayrica, kok
hiicreler, fibroblastlar ve keratinositler ile gelistirilen farkli hiicre bazli biyomalzemelerin

kullanim1 da s6z konusudur (Selvakumar ve digerleri, 2020).

Yara iyilesmesinde kullanilacak biyomalzemelerde aranan 6zellikler su sekildedir: nemli bir
ortam saglayabilme ve nemliligi siirdiirebilme, epidermal proliferasyonu ve migrasyonu
artirma, 16kosit gogiinii arttirma, anjiyogenezi ve bag dokusu sentezini destekleme, yarali
dokusunda gaz aligverigine izin verme, uygun doku sicakligini saglayabilme, antibakteriyel
ozellikte olma, debridman 6zelligi gosterebilme, yaradan kolay ¢ikarilabilme, biyo-uyumlu
olma, toksik ve alerjen olmama (Dhivya ve digerleri, 2015). Bu 6zelliklere ek olarak, yara
bolgesindeki hiicre hareketliliginin desteklenebilmesi ve endotel hiicreleri gibi zayif
adezyon yetenegine sahip hiicrelerin adezyonunun saglanabilmesi agisindan, yiizey
puriizliligiiniin olmasi kullanilan biyomalzemelerde aranan bir 6zelliktir (Mastrullo ve
digerleri, 2020; Niculescu ve Grumezescu, 2022). Ayrica mikro-gozeneklilik, hiicre
invazyonu ve endotel filizlenmesi agisindan biyomalzemelerde aranan diger 6nemli bir

parametredir (Wang ve digerleri, 2021).

Yara iyilestirici biyomalzemelerde dogal ve sentetik polimerler kullanilabilmektedir. Dogal
polimerlere kollajen, Kitin, kitosan, aljinik asit, sodyum aljinat, dekstran, glukan, jelatin, HA
ve bakteriyel selliiloz; sentetik polimerlere ise poliiiretan, metil metakrliat, poli(N-
vinilpirolidon), polietilen glikol, poli(N-izopropilakrilamid) ve polikarpolakton 6rnek olarak
verilebilir (Kamoun ve digerleri, 2017; Murray ve digerleri, 2019). Diger yara tedavi

stratejilerine kiyasla biyomalzemelerin kullanimi daha verimli olsa da bu uygulamalarin en



21

biyiik kisitlamasi yiiksek maliyetli olmasidir (Bahar, 2021). Ayrica, yara ortiisii olarak
kullanilan bazi sentetik malzemelerin dezavantaji yara Ortiisiinin ¢ikarilmasinin
gerekmesidir, bu da yara dokusuna daha fazla zarar verebilmektedir (Murray ve digerleri,
2019).

2.6. Probiyotikler

Etimolojik olarak Yunancadan tiiretilen ve yasam i¢in anlamina gelen probiyotik, canl
konakgilar iizerinde faydali etkileri bulunan organizmalari isimlendirmek igin
kullanilmaktadir (Kechagia ve digerleri, 2013; Pandey ve digerleri, 2015). Bagirsak
mikrobiyotasi, ¢esitli bakteri tiirleri ve suslar1 bakimindan oldukg¢a zengin, farkli ekolojik
nislerden olusan bir ekosistem olup insan saghigi ve metabolizmasinin modiilasyonunda
onemli rollere sahiptir (Aureli ve digerleri, 2011; Hughes, 2020). Bagirsak mikrobiyotasi ve
konakg1 arasinda onemli bir simbiyoz ile homeostaz bulunur ve probiyotikler gidadan
enerjinin, minerallerin ve biyoaktif bilesiklerin eldesinde fonksiyonel rol oynar (Chistiakov
ve digerleri, 2015).

Probiyotikler; bakteriosin, enterosin, ekzopolisakkarit (EPS), laktik asit, biitirik asit,
propiyonik asit, asetik asit, iniilin, levan, lizin, arjinin, triptofan, tirozin, folat, thiamin (B1
vitamini), riboflavin (B2 vitamini), piridoksin (B6 vitamini), B9 vitamini, B12 vitamini,
amilaz, B-galaktosidaz, siiper oksit dismutaz ve katalaz gibi biyoaktif bilesenlerin tireticisidir
(Indira ve digerleri, 2019). Faydali bilesenleri ve etkileri bakimindan degerlendirildiginde
probiyotiklerin preklinik ve Klinik ¢aligmalar ile pek ¢ok farkli etkisi gosterilmistir
(Bertazzoni ve digerleri, 2013; Jia ve digerleri, 2018; Nazir ve digerleri, 2018; Taherian ve
digerleri, 2019; Liu ve digerleri, 2020). Insan saglig: iizerindeki bagisiklik gii¢lendirici
etkileri bilinen probiyotiklerin; antioksidan, anti-kanser, néroprotektif, antimikrobiyal, anti-
diyabetik ve doku onarimi gibi farkli etkileri de ispatlanmistir (Fijan, 2016; Lukic ve
digerleri, 2017; Plaza-Diaz ve digerleri, 2017; Wang ve digerleri, 2017; Mazhary ve
digerleri, 2019; Michael ve digerleri, 2019; Vivarelli ve digerleri, 2019; Wang ve digerleri,
2020).

Arastirmalar, mikrofloras1 degisen ciltteki yara bolgesinin, probiyotiklerin topikal
uygulanmasi ile enfeksiyonun onlenerek ve inflamasyonun regiile edilerek yara

iyilesmesinin tesvik edebilecegini gostermektedir (Knackstedt ve digerleri, 2020). Bununla
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birlikte, probiyotiklerin antimikrobiyal (Sinha ve digerleri, 2019; Dubey ve digerleri, 2021)
ve anti-inflamatuar (Khan ve digerleri, 2019) etkileri ile yara iyilesmesinde kullanilabilecek

biyoterapétikler olabilecekleri literatiirde gosterilmistir.

2.6.1. Probiyotiklerin cilt onarim ve yara iyilesmesinde kullanilma potansiyeli

Bagirsak-beyin-deri ekseni kavrami probiyotiklerin, cilt inflamasyonu ve homeostazi gibi
faktorleri etkileyerek mikrobiyom modiilasyonunu diizenleyen, cilt tizerinde olduk¢a 6nemli
fonksiyonlara sahip etkilerini ortaya koymaktadir (Lew ve Liong, 2013; Lukic ve digerleri
,2017). Bagirsak-beyin-cilt ekseni araciligiyla yara iyilesmesini etkileyen bagirsak
mikrobiyota hipotez modeli Sekil 2.13’te sematize edilmistir.

BEYIN

Noroaktif
molekdiller

w;zsin

> Periferik dolagim /ﬂ
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mmiinomoddlasyon

‘, Enteroendokrin ? -
- hucreleri ‘ / | ——
- agPalimorfonikleer .
% lenfositler - >
1 Y

Bagirsak

Lenf Bezi

. Probiyotikler
N W(icreleri

lyilesme icin gerekli
vitamin ve mineraller

Sekil 2.12. Bagirsak-beyin-cilt ekseni araciligiyla yara iyilesmesini etkileyen bagirsak
mikrobiyota hipotez modeli (Lukic ve digerleri, 2017)

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda probiyotiklerin; kozmetik alanlarda kullanimi, cilt
lekesi giderici etkileri, cilt yenilenmesi ve yara iyilesmesi tizerine etkileri dikkat ¢gekmektedir
(Al-Ghazzewi ve Tester, 2014). 31-62 yas grubundaki Japon kadinlari iizerinde yapilan bir
arastirmada, 1s1 ile 6ldiriilmiis Lactococcus lactis H16 susunun oral tiiketimi ile cilt tizerine
etkileri arastirilmistir. 8 hafta boyunca, 1s1 ile 6ldiiriilmiis L. lactis H16 oral aliminin plasebo
grubu ile kiyaslandiginda, ¢evre kosullar1 da degerlendirmeye katildiginda (mevsimsel
degisiklikler gibi), cilt elastikiyetini arttirdig1 tespit edilmistir (Kimoto-Nira ve digerleri,
2012). Lactobacillus plantarum HY7714 ile yapilan baska bir ¢alismada, 41-59 yas
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grubundaki gonillilerin 12 hafta boyunca probiyotik alimi saglanarak cilt hidrasyonu,
kirisikligl, parlakligi ve elastikiyeti degerlendirilmistir. Arastirma sonucu elde edilen
bulgular, L. plantarum HY 7714 kullaniminin cilt hidrasyonunu, parlakligini ve elastikiyetini
destekleyerek bu probiyotigin yaslanma karsiti olarak kullanilabilecek bir nutrikozmetik
ajan olabilecegini dogrulamistir (Lee ve digerleri, 2015). Doku onarimi1 ve yara iyilestirici
etkileri bakimindan probiyotikler, probiyotiklerin filtratlar1 ve metabolitleri ile ilgili
calismalar, probiyotiklerin 6nem kazanmasiyla birlikte farkli ¢alismalara 1s1ik tutmustur
(Peral ve digerleri, 2009; Huseini ve digerleri, 2011; Ramos ve digerleri, 2012; Poutahidis
ve digerleri, 2013; Ong ve digerleri, 2019). Gegmisten giiniimiize, probiyotiklerin ve farkli
probiyotik trtinlerinin cilt sagligi tizerindeki etkilerini gosteren bazi calismalar Cizelge

2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Cilt saglig1 lizerinde faydali oldugu bilinen en yaygin probiyotikler (Bekiaridou

ve digerleri, 2021).
Kullanilan probiyotik 1
veya Uygulama sekli & lsmanin Hedef Bulgular
probiyotik {iriinii turt
Streptococcus Krem insan On kol derisi Stratum corneumda artan

thermophilus ekstrakti seramid seviyesi

Krem ile ) Insan Seramid

S. thermophilus ekstrakti  karistirilmig sonike In vitro keratinosit S
bakteri hiicre hatt1 seviyesinde artiy

Seramid seviyesinde artis,

S. thermophilus ekstrakt1 Krem Insan On kol derisi yiiksek cilt hidrasyonu,
lipid bariyerinde iyilesme
Yara iyilesmesini
destekleme
Yara iyilesmesini
destekleme, graniilasyonu
ve neovaskiilarizasyonu
arttirma
Anti-inflamatuar etki, yara
iyilesmesinde hizlanma
Miyofibroblast artis1, anti-
L. brevis Oserinli merhem Hayvan Yara inflamatuar etki, yara

iyilesmesinde hizlanma

Anti-inflamatuar etki, re-
Hayvan Yara epitelizasyon ve re-

vakiilarizasyon

Kefir Vaselin ile karigim Hayvan Yara

Kefir Jel Hayvan Yara

Lactobacillus brevis,

Lactobacillus plantarum Oserinli merhem Hayvan Yara

Oserinli L.
plantarum kiiltiira

Mikroboncuklu
Lactobacillus fermentum sodyum nitrat iceren ~ Hayvan  Enfekte yara
biyomalzeme

L. plantarum

Yara kapanmasini
destekleme

Probiyotik bakterilerin antimikrobiyal etkileri daha 6nce yapilan galismalarda ispatlanmis
olup yara iyilesmesi tizerindeki antimikrobiyal etkileri de gosterilmistir (Al-Mathkhury ve
Al-Aubeidi, 2008; Tejero-Sarifiena ve digerleri, 2012; Fijan, 2016; Denkova ve digerleri,
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2017; Lukic ve digerleri, 2017; Chen ve digerleri, 2019; Monteiro ve digerleri, 2019;
Nagarajan ve digerleri, 2019; Prabhurajeshwar ve Chandrakanth, 2019; Savitskaya ve
digerleri, 2019). Transkriptomik, metabolomik, proteomik ve metagenomik analizleri,
probiyotiklerin konakg1 i¢in faydali oldugunu, konak¢i mukozal ve sistemik bagisiklik
yanitlarin1 degistirebildiklerini ve konakgiy1 patojenlere karsi koruyabildiklerini ortaya
koymustur. Probiyotik preparatlarda en ¢ok kullanilan mikrobiyal cinslerden Lactobacillus
ve Bifidobacterium, patojenlerin biiyiime inhibisyonu, adezyonu ve koagregasyonu
araciligiyla biyofilmlerin mikrobiyal ekolojisini diizenler. Bununla birlikte probiyotikler,
patojenlerin biiylimesini 6nleyen ve/veya patojen quorum sensing sistemine miidahale eden
biyoaktif molekiiller salgilayarak ciltte ve mukozal yiizeylerde antimikrobiyal etki yaratir.
Ayn1 zamanda patojenler ile birlikte koagregasyon olusturarak agregat komplekslerinin
patojenin mukozal yiizeylerden uzaklastirilmasina yardimei olur. Epitel hiicre reseptorlerine
yiiksek afinite ile baglanmalari sonucu probiyotikler, patojenler ile ciltte ve mukozal
yiizeylerde yer degistirerek antimikrobiyal etki olusturur (Sekil 2.14) (Lukic ve digerleri,
2017).
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Patojenlerin gelisiminin inhibisyonu Patojenler ile birlikte koagregasyon Patojenlerin yer degistirmesi

Sekil 2.13. Probiyotiklerin cilt ve mukozal vyiizeylerde patojenik bakterilere karsi
antimikrobiyal etkileri (Lukic ve digerleri, 2017)

Probiyotik mikroorganizmalarin hastaliklarin 6nlenmesinde farmakolojik olarak kullanimini
tanimlayan ifade olarak canli biyoterapéotikler (live biotherapeutics, LBPS) kavrami, 2012
yilinda Amerikan Gida ve ilag Dairesi tarafindan resmi olarak yeni bir tibbi iiriin
kategorisinde bildirilmis olup, probiyotiklerin terapétik olarak canli uygulanmalar dikkat
¢ekici olmustur (Cordaillat-Simmons ve digerleri, 2020). Kronik yaralarin tedavisi igin

probiyotikler, LBP olarak agizdan (besin takviyesi olarak) veya yara bolgesine topikal olarak
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uygulanabilir. LBP olan probiyotiklerin araciligiyla, stres giderici néropeptitlerin beyinde
salinimi ile kronik yara bolgeleri de dahil olmak tizere sistemik inflamatuar yaniti modiile
edebilir ve iyilesme siiregleri indiiklenebilir. Probiyotiklerin oral kullanimi, inflamatuar
yanitlart sistemik olarak asagi regiile (down-regiile) edebilir ve hizli kollajen birikiminin
yani sira Cilt allostazin1 tegvik ederek yara iyilesme siirecini hizlandirabilir. Spesifik
probiyotiklerin topikal uygulamasi ise yara mikrobiyomunun degismesini, gelismis re-
epitelizasyonu ve immiin yanit modiilasyonunu tetikler (Kumar ve Kothari, 2021: 301, 330).

LBP’lerin kronik yara iyilesmesindeki rolleri Sekil 2.15’te verilmistir.

o, -

ikrobiyal bilesikder

WDR patojenlerini engeller
o /Z Antioksidanlar ROStan karur
> Disbiyozis deng = Aktif immunomoddliemea

o - Dclasim ve

= Witaminler, minerall - sitckinleri, kemaokinler, AWPler
= SCFA metabolitler - = Fagesitik ve APCyi toplama
= Antimikrobiyal bilegikder = Waskllarizasycnu tesvik etme
= Aktif immunomaodillieme > Immiin cevabin diizenlemne
sitekinleri, kemokinler, APler = Re-epitelizasyonu ve doku

= Stresi ve inflamasyonu azaltma onanmini tesvik etme

Sekil 2.14. Kronik yara iyilesmesinde canli biyo-terapétiklerin rolii. AMP: antimikrobiyal
peptit, APC: antijen sunan hiicreler, CALT: kiitanoz iliskili lenfoid dokular,
MDR: ¢oklu ilag direnci, SCFA: kisa zincirli yag asidi (Kumar ve Kothari, 2021:
303-330)

Yara enfeksiyonlarinda dominant patojen bakteri tiirii S. aureus’tur (Bessa ve digerleri,
2013; Mohammed ve digerleri, 2017). L. plantarum USM8613 susunun, firsat¢1 patojen S.
aureus'un inhibisyonu ve yara bolgelerinde pB-defensinin indiiklenmis ekspresyonu
vasitasiyla dogustan gelen bagisikligin arttirilmasi sonucu yara iyilesmesini destekledigi
gosterilmistir. Ayrica, bu susun protein bakimindan zengin siipernatant fraksiyonu ile
yapilan calismada, yara iyilesmesinin inflamasyon fazindan baslayarak re-epitelizasyona

kadar gegen siirecte yara iyilesmesine katki saglayarak onarimi hizlandirdigi tespit
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edilmistir. Ayn1 ¢alismada, siipernatant fraksiyonunun, S. aureus'un direncini otoliz

yolaklar1 araciligtyla azalttigi saptanmistir (Ong ve digerleri, 2019).

Lactobacillus reuteri ile yapilan bir yanik yarasi ¢alismasinda, yaradan izole edilen
bakteriler tizerinde L.reuteri’nin antimikrobiyal etkileri aragtirilmistir. Yapilan ¢alismada,
invazif yanik yarasi enfeksiyonuna baskin olarak neden olan patojenin P. aeruginosa oldugu
tespit edilmis olup, L. reuteri filtratinin P. aeruginosa tizerinde antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Hadid ve Al-Mukhtar, 2016). Yapilan baska bir arastirmada L.
reuteri’nin, S. aureus enfeksiyonun neden oldugu keratinosit 6liimiinden hiicreleri korudugu
ortaya konmustur (Prince ve digerleri, 2012). Yanik yarasindan izole edilen P. aeruginosa
enfeksiyonuna karsi, probiyotik ve antibiyotik kombinasyonlari, tek basina antibiyotik
tedavisine kiyasla yara enfeksiyonlarmi daha hizli inhibe etmektedir. Ayrica yapilan
calismalar, Lactobacillus plantarum 299v susunun yara patojeni olan P. aeruginosa
tizerindeki baskilayici etkisinin siprofloksasinden daha yiiksek oldugunu gostermektedir
(Moghadam ve digerleri, 2018). Ek olarak, Lactobacillus acidophilus’un liyofilize filtrat
uygulamasinin, Pseudomonas ve Enterobacter enfeksiyonlarini antibiyotiklere kiyasla

onemli derecede azalttigi tespit edilmistir (Gonzalez ve Quinones-Gutiérrez, 2018).

N-formil peptit reseptorleri (FPR’ler), memeli hiicre yiizeyinde bulunan reseptérler olup
bakteriyel peptitlere ve kii¢iik molekiillere baglanarak mukozal yara iyilesmesinde rol alan
Kilit elemanlarindan biridir. FPR1, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADHP) oksidaz
1 (NOX1) yolagi araciligiyla ROS iireterek fokal adezyon kinaz (FAK) ile ekstraselliiler
sinyal diizenleyici kinaz/mitojen tarafindan aktive edilen kinaz (ERK/MAPK) yolaginin
hizlica fosforilasyonunu saglar (Alam ve digerleri, 2014). FAK ve ERK/MAPK yolaklar
ise doku onariminda 6nemli rollere sahiptir (Ghilardi ve digerleri, 2020). Yapilan ¢alismalar,
Lactobacillus rhamnosus GG susunun (LGG) 2 giin igerisinde yara yatagimin hizlica re-
epitelizasyonunu saglarak, mukozal yaralanmadaki etkinligini FPR1 ve NOX1
sinyalizasyonlar1 araciligiyla gerc¢eklestirdigini ortaya koymustur (Alam ve digerleri, 2014).
LGG lizat1 ile yapilan diger ¢alismalar, Keratinosit proliferasyonunun ve migrasyonunun
lizat uygulamasi ile indiiklenerek yara iyilesmesinin re-epitelizasyonunu arttirdigini

gostermistir (Mohammedsaeed ve digerleri, 2015).

Diyabetik ayak sendromu, diyabetik periferik néropati ve periferik arter hastaligi ile

indiiklenerek ayak iilseri olusumu ile sonuglanan, ¢esitli patolojileri i¢ceren bir sendromdur.
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Diyabetik ayak iilserlerinin meydana gelmesi sonucunda ileri safhalarda yara enfeksiyonu
ve osteomiyelit kagimilmaz olup, bu durumlar ampiitasyona neden olur (Amin ve Doupis,
2016). 12 hafta boyunca L. acidophilus, Lactobacillus casei, L. fermentum ve
Bifidobacterium bifidum igeren kapsiil kullanimu ile tedavi edilen diyabetik iilser hastalarinin
tilser uzunlugunda, genisliginde ve derinliginde plasebo grubuna gore 6nemli derecede

azalma gozlemlenmistir (Mohseni ve digerleri, 2018).

In vitro ¢alismalar, L. plantarum TWK10 ile fermente edilmis soya siitiinden yapilan etanol
ekstraktinin diyabetik yara iyilesmesini destekledigini gdstermistir (Chuang ve digerleri,
2019). Uygun miktarlarda NO yara bolgesinde onarim igin pek ¢ok faydali rollere sahip olsa
da (Witte ve Barbul, 2002) patolojik agr1 verici inflamasyonda yiiksek oranda sentezlenmesi
bir stres faktoriidir (Muniandy ve digerleri, 2018). L. plantarum ile fermente edilmis soya
stitiiniin etanol ekstakti, inflamasyon tetikleyici ajan olan lipopolisakkarit (LPS) ile
indiikklenmis fare makrofaj hiicrelerine uygulandiginda, hiicrelerin sentezledigi NO
miktarinin artan ekstrakt konsantrasyonu ile giderek azalip uygun seviyeye gelmesini saglar.
Bununla birlikte L. plantarum ile fermente edilmis soya siitii etanol ekstraktinin muamelesi,
hem diisiik hem de yiiksek glukoz miktar1 iceren besiyerindeki insan fibroblast hiicrelerinin
proliferasyonunu arttirmaktadir. /n vivo calismalar ise etanol ekstraktinin streptozotosin ile
indiiklenen diyabetik sigan modelinde yara bolgesini 6nemli derecede kapattigini
gostermektedir (Chuang ve digerleri, 2019). Ek olarak diyabetin sitokin markirlarindan olan
IL-6 ve TNF-a protein ekspresyon seviyeleri (Mirza ve digerleri, 2012), etanol ekstraktinin
uygulanmasi ile azalmigtir. Kronik yaralarin diger bir markiri olan matriks metalloproteinaz
9 (MMP-9) (Jindatanmanusan ve digerleri, 2018) protein seviyesi, etanol ekstrati muamelesi

sonucu sigan yaralarinda azalmistir (Chuang ve digerleri, 2019).

Yara iyilesmesinin en belirgin 6zelliklerinden biri vaskiiler agin yeniden olusmasi olup,
iyilesmeyen veya gec iyilesen yaralarin patogenezinde vaskiilarizasyonun gecikmesi ya da
olusmamasi 6nemli bir faktordiir (Veith ve digerleri, 2019). L. acidophilus suslari ile yapilan
bir ¢calismada, laktik asit bakterilerinin siipernatantinin kemirgen kulaklarina subkiitanéz

enjeksiyonu sonucu kan damarlarinin ¢ogaldig: tespit edilmistir (Halper ve digerleri, 2003).

Fosfoinositid-3-kinaz/Protein kinaz B (PI3K/Akt) sinyal yolagi hiicre sagkalimini, hiicre
biiytimesini ve apoptozun inhibe edilmesini diizenleyen bir sinyal yolagi olup, beta-katenin

(B-katenin) yara onariminda; hiicre hareketliligini, adezyonunu, TGF-B1 salinimin1 ve MMP
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ekspresyonunun aktivasyonunu indiikler. L. reuteri ekstraktlari ile yapilan bir ¢alismada, 50
ug/mL ekstrakt uygulamasiin PI3K/Akt/B-katenin/TGF-B1 sinyalini indiikleyerek in vitro

ve in vivo yara iyilesmesini destekledigi tespit edilmistir (Han ve digerleri, 2019).

2.6.2. Spesifik probiyotik biyoaktif molekiillerinin yara iyilesmesindeki rolii

Probiyotikler; bakteriosin, enterosin, ekzopolisakkarit (EPS), farkli organik asitler, amino
asitler, vitaminler ve enzimler gibi biyomokiillerin sentezini gergeklestiren, metabolit
tretimi agisindan yiiksek kapasiteli mikroorganizmalardir (Indira ve digerleri, 2019).
Probiyotiklerin iirettikleri metabolitler ve hiicre duvari fragmentleri, cilt bariyeri iizerinde

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

Plantaricin A, L. plantarum tarafindan sentezlenen bir katyonik peptit formu olup
antimikrobiyal membran gegirgenlestirme aktivitesine sahiptir (Diep ve digerleri, 1994;
Kristiansen ve digerleri, 2005). Bu katyonik peptit, rakip mikroorganizmalar tizerinde
quorum sensing mekanizmasiyla mikrobiyal antagonizma etkisi yaratir (Cagno ve digerleri,
2010). Yapilan in vitro caligmalarda, L. plantarum’dan elde edilen Plantracin A’nin 0,01-10

ug/mL uygulamasinin 48 ve 72. saatlerde insan keratinositlerinde proliferasyonu énemli

derecede arttirdig1 ve HAya gore insan keratinositlerinde migrasyonu daha fazla tetikledigi
tespit edilmistir. Insan keratinositlerinin Plantracin A muamelesi sonucu, TGF-B1, VEGF ve

FGF-7 transkripsiyon seviyelerinin arttigi saptanmistir (Pinto ve digerleri, 2011).

Histamin, bagisikligin reaktivitesinde rol oynayan onemli bir immiinomodiilatordiir
(O’Mahony ve digerleri, 2011). Hiicre membranindaki transmembran G proteini kenetli
reseptorlerine (G-protein-coupled receptor) baglanarak intraselliiler sinyalleri aktif hale
getiren histamin, immiinomodiilasyonun yani sira hemapoez, ndrotransmisyon, bagirsak
iskemisi ve yara iyilesmesinde fonksiyonel rol oynar (Kovacova-Hanuskova ve digerleri,
2015). L. reuteri’nin irettigi histamin, protein kinaz A/ERK yolag: araciligiyla kronik
yaralarda yiiksek seviyelerde bulunan pro-inflamatuar sitokin olan TNF’nin baskilanmasini
saglar (Gohel ve digerleri, 2008; Thomas ve digerleri, 2012).

Asetik asit, tipta binlerce yildir kullanilan ve sirke igerisinde % 3-5 konsantrasyonunda
bulunan bir asittir. Antiseptik uygulamalar, yara enfeksiyonlarinin giderilmesinde énemli bir

role sahiptir (Atiyeh ve digerleri, 2009). Hipokrat, yaralarin tedavisinde kullanilmak tizere
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asetik asiti onermistir (Bjarnsholt ve digerleri, 2015). Akut ve kronik yaralarda P.
aeruginosa enfeksiyonunu (Turner ve digerleri, 2014) asetik asit onemli derecede
azaltmaktadir. Bununla birlikte asetik asit, antibiyotik direnci olan P. aeruginosa suslarinin
tedavisinde topikal bir ajan olarak kullanilabilme potansiyeline sahiptir (Nagoba ve
digerleri, 2013). Asetik asit ayrica yara enfeksiyonlarinda olusan biyofilmleri ortadan
kaldirarak yara iyilesme siirecini desteklemektedir (Bjarnsholt ve digerleri, 2015). Bu
bilgiler dogrultusunda asetik asit iireticisi olan laktik asit bakterilerinin yara tedavisinde

potansiyel bir baktyeriyoterapi ajani olabilecekleri sdylenebilir (Ramos ve digerleri, 2015).

Tipk: asetik asit gibi hidrojen peroksit de iyi bir antiseptiktir (Linley ve digerleri, 2012).
Hidrojen peroksit; membran potansiyelinin degisimi, yeni molekiillerin {iretimi, farkli
intrinsik  sinyallerin aktivasyonu ve inaktivasyonunu saglayan intraselliiler redoks
dengesinin 6nemli bir bilesigidir. Hidrojen peroksitin topikal antiseptik 6zelligi, uygulanan
bolgeye oksidasyon inflak etmesi ve lokal oksijen tiretimi ile karakterize edilir. Yiiksek
konsantrasyonlarda hidrojen peroksit uygulanmasi doku biitiinligiinii bozsa da uygun
konsantrasyonlardaki kullanimi yara iyilesme siirecine katki saglayabilmektedir
(Wasserbauer ve digerleri, 2008; Zhu ve digerleri, 2017). Yapilan in vitro bir ¢alismada,
hidrojen peroksitin ERK sinyalizasyonunu indiikleyerek keratinosit migrasyonunu ve
proliferasyonunu uyardig1 saptanmistir (Loo ve digerleri, 2011). Ayrica hidrojen peroksitin,
VEGF salinimin1 uyararak anjiyogenezi destekledigi bilinmektedir (Cho ve digerleri, 2001;
Wasserbauer ve digerleri, 2008; Kanta, 2011; Loo ve digerleri, 2012). Bu bilgiler 1s18inda,
laktik asit bakterilerinin metabolit olarak irettikleri hidrojen peroksit araciligiyla yara
iyilesme siirecinde 6nemli rollerinin olabilecegi disiiniilmektedir (Ramos ve digerleri,
2015).

2.7. Polisakkaritler

Polisakkaritler, yara iyilesmesini destekleyen ve farkli yara biyomalzemelerinde kullanilan
polimerlerdir (Maver ve digerleri, 2018: 9, 24). Ozellikle aljinat, kitin/kitosan, bakteriyel
selliiloz ve tiirevleri fiber teknolojisi ile tiretilen yara ortii malzemelerinin ham maddesini
olusturur (Rathinamoorthy ve Sasikala, 2011). Giinlimiize kadar yapilan ¢alismalar
bitkilerden, alglerden, funguslardan ve mikroorganizmalardan elde edilen farkli yapilardaki

polisakkaritlerin yara iyilesmesinde etkili oldugunu gostermistir (Bae ve digerleri, 2005;
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Ramawat ve Merillon, 2015: 2137, 2150; Shanmugam ve Abirami, 2019; Veeraperumal ve
digerleri, 2020).

2.7.1. Probiyotik polisakkaritlerin yara iyilesmesinde kullanilma potansiyeli

Onemli bir ECM bileseni olan GAG’ler; hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesiminde, hiicre
proliferasyonu ve migrasyonunda, sitokinlerin ve biiyiime faktorlerinin sinyalizasyonunda
fonksiyonel rollere sahip polisakkartilerdir (Dogan, 2019: 65, 73). HA, glukuronik asit ve
N-asetil-glukozamin iinitelerinin bir araya gelmesi ile olusan bir GAG tiirevidir. Kikirdak,
gbz dokusu ve cilt igeriginin 6nemli bilesenlerinden biri olan HA, doku onariminda rol
oynayan Kritik bir biyomolekiildiir (Neuman ve digerleri, 2015). HA yara iyilesmesinde
proliferasyon, migrasyon ve remodeling siireglerini destekler (Nyman ve digerleri, 2019).
Ek olarak HA, gama (y) radyasyonunun neden oldugu cilt hasarinin onarimina 6nemli
katkilar saglamaktadir (Huang ve digerleri, 2019). Yapilan ¢alismalar, milk broth ortaminda
S. thermophilus Y1T2084 susunun, skimmed milk besiyerinde Lactobacillus rhamnosus
FTDC 8313 ve Lactobacillus gasseri FTDC 8131 suslarinin HA {irettiklerini géstermistir.
Bu durum belirli probiyotik organizmalardan elde edilen HA’nin yara iyilesmesinde etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir (Lew ve Liong, 2013). B-glukanlar; bakterilerin,
funguslarin, alglerin, mayalarin ve tahilli bitkilerin hiicre duvarinda bulunan, 1,3;1,4 veya
1,6 B-glikozidik baglar1 ile D-glukoz monomerlerinden olusan bir polisakkarittir (Bashir ve
Choi, 2017). Prebiyotik etkileri de bulunan B-glukanlar 6zellikle probiyotik mayalarin hiicre
duvarmin  6nemli bilesenlerindendir ve farkli ortam kosullar1 ile sentezi
indiiklenebilmektedir (Bzducha-Wrobel ve digerleri, 2013; Arena ve digerleri, 2017). B-
glukanlar ile yapilan caligmalar bu polisakkaritin; sitokinlerin, biiyiime faktorlerinin ve
kemokinlerin iretiminin indiiksiyonunda, hiicre proliferasyonunun ve migrasyonunun
tetiklenmesinde, kollajen sentezinde, anjiyogenezde ve re-epitelizasyonda rol aldigini,
ayrica antioksidan, antibakteriyel, anti-inflamatuar etkileri ile yara iyilesmesi ve doku
onariminin pek ¢ok fazina olumlu yonde katkilar sagladigini ortaya koymustur (Majtan ve
Jesenak, 2018). Probiyotik bakterilerin ve mayalarin hiicre duvarini ¢evreleyen, dallanmis
bir glukogalaktan polisakkariti olan kefiranin, Streptococcus pyogenes’e karsi yara
bolgesinde antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir (Rodrigues ve digerleri, 2005).
Seliiloz, pek ¢ok yara ortii malzemesinde ham madde olarak kullanilmakta olup, yara
iyilestirici etkileri bulunan diger bir biyoaktif polisakkarittir (Maver ve digerleri, 2018: 9,

24). Ogzellikle bakteriyel selilloz, yara onariminda tercih edilebilecek en etkili
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polisakkaritlerden birisidir. Bunun sebebi bakteriyel seliilozun; safliginin, gézeneklilik
kapasitesinin, sivi ve gaz maddelere gegirgenliginin, sSu tutma kapasitesinin ve
dayanikliligimin yiiksek potansiyelde olmasidir. EK olarak bakteriyel seliiloz bazli yara ortii
malzemeleri yara iyilesmesinde; inflamatuar, antimikrobiyal ve re-epitelizasyon siireclerini
regiile ederek yara iyilesmesinin hiicresel ve molekiiler olaylar zincirlerini dengeler (Portela
ve digerleri, 2019).

2.8. Ekzopolisakkaritler (EPS’ler)

Ekzopolisakkarit (EPS); bitki, mantar, algler ve bakteriler tarafindan tiretilen, seker ve seker
tiirevlerinin monosakkarit rezidiilerinden olusan biyopolimerdir. Ekstraselliiler ortama
salgilanan EPS’ler, kimyasal yapis1 bakimindan tek tip monosakkarit igeren
homopolisakkarit ve D-glukoz, D-galaktoz, L-ramnoz, N-asetilglukozamin, N-
asetilgalaktozamin, glukoronik asit gibi yapilar1 igeren heteropolisakkarit olmak iizere iki
grup altinda toplanir (Nwodo ve digerleri, 2012; Schmid ve digerleri, 2015). EPS'lerin anti-
kanser, anti-obezite, anti-alerjik, anti-mikrobiyal, anti-viral, anti-biyofilm ve noéroprotektif
etkilerinin yami sira inflamatuar bagirsak hastaliklarinda, otoimmiin hastaliklarda, mide
tilserlerinde ve kardiyovaskiiler hastaliklarda terap6tik etkilerinin oldugu farkli ¢alismalarda
gosterilmistir (Angelin ve Kavitha, 2020; Sirin ve Aslim, 2020). Mikrobiyal polisakkaritler
arasinda laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen EPS'ler, Birlesik Devletler Gida ve Ila¢
Dairesi tarafindan genel olarak giivenli olarak kabul edilen (generally recognized as safe,
GRAS) biyopolimerler oldugundan, probiyotik EPS’lerinin in vitro ve in vivo kosullarda
biyogiivenli olarak kullanimi uygundur (Angelin ve Kavitha, 2020).

2.8.1. EPS’lerin yara iyilesmesinde kullanilma potansiyelleri

Son yillarda marin bakterilerden elde edilen EPS’lerin, marin polisakkariti olarak
biyoaktiviteleri dikkat ¢ekmektedir (Delbarre-Ladrat ve digerleri, 2014; Dave ve digerleri,
2020). Artik marin bakterisi Polaribacter sp. SM1127°den elde edilen EPS ile yapilan bir
calismada, EPS’nin insan dermal fibroblastlarinda giiglii bir antioksidan etki sagladig1 ve
hiicre migrasyonunu indiikledigi tespit edilmistir. Ayni ¢alismada, marin bakteri EPS’sinin
tam katmanli dermal yara kapanmasmi destekleyerek yara iyilesmesini hizlandirdig
saptanmustir (Sun ve digerleri, 2020). Baska bir marin bakterisi olan Alteromonas sp. PRIM-

28 kaynakli EPS’nin, hiicre siklusunun S fazini arttirip Keratinositlerin ve fibroblastlarin
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proliferasyonunu ve in vitro yara modelinde migrasyonunu indiikledigi bulunmustur
(Sahana ve Rekha, 2019). Pantoea sp. YU16-S3 marin bakterisinin EPS’si ile yapilan bir
calismada ise EPS’nin, dermal keratinositler ve fibroblastlar tizerinde hiicre adezyonunu ve
proliferasyonunu destekledigi, fibroblastlarin migrasyonunu indiikledigi, hiicre siklusu
fazlarmin gecisini hizlandirdigi ve yara iyilesmesinde rol alan Wnt/ B-katenin sinyal yolagini

indiikledigi tespit edilmistir (Sahana ve Rekha, 2020).

Farkli mikroorganizmalardan elde edilen EPS’ler ile yapilmis ¢aligmalar olsa da giivenli
mikroorganizma olmalar1 sebebi ile probiyotiklerin EPS’leri son zamanlarda ilgi cekici
olmustur (Sanlibaba ve Cakmak, 2016). Yapilan bir calismada, Lactobacillus sp.Cas
tarafinda tretilen EPS’nin in vivo yara iyilesme oOzellikleri gosterilmistir. Calismada,
Lactobacillus sp.Cas EPS’sinin muamlesi sonucu erkek Wistar si¢anlarinda olusturulan
yaralarin 9. giinde % 89,4 ve 13. giinde % 97,91 kapandigi, yara bolgesinde kollajen
birikiminin ve epitelizasyonun arttig1 tespit edilmistir (Trabelsi ve digerleri, 2017).
Lactobacillus cinslerinden elde edilen EPS’ler ile yapilan baska bir ¢alismada ise L. casei
EPS’sinin insan fibroblast hiicrelerinde yiiksek anti-elastaz ve anti-kollajenaz aktivitesine
sahip oldugu, MMP 1, 2, 3, 9 ve 10°’nun mMRNA ekspresyon seviyelerini azaltip, TIMP-1 ve
2 mMRNA ekspresyon seviyelerini arttirdigi saptanmustir (Shirzad ve digerleri, 2018).

2.9. Sinbiyotikler

Sinbiyotikler, probiyotik mikroorganizmalar ile prebiyotik iiriinlerin kombinasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Sinbiyotikler, bakteri gelisimini ve/veya metabolizmasini uyararak canli
mikroorganizmalarin konak iizerinde daha etkili saglik yararlar1 gostermeleri ile birlikte
probiyotiklerin ve prebiyotiklerin tek basina uygulamalarina kiyasla kombinasyonlari
sonucu olusturduklari daha faydali sinerjitik etkileri bakimindan dikkat ¢ekicidir (Pandey ve
digerleri, 2015; Batista ve digerleri, 2020). Kullanilan bazi sinbiyotiklere 6rnek olarak
bifidobakterilerin ve laktik asit bakterilerinin fruktooligosakkarit, galaktooligosakkarit,
iniilin ve laktilol ile olan kombinasyonlar1 verilebilir. Literatiirde sinbiyotiklerin,
antimikrobiyal, anti-kanser, anti-alerjik, immiinomodiilator ve hipoglisemik etkileri
gosterilmistir (Bakir, 2012). Bununla birlikte, sinbiyotiklerin cilt yaralar1 tizerindeki

etkilerini gosteren herhangi bir literatiir ¢alismasi bulunmamaktadir.
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2.10. Yara Iyilesmesi Cahsmalarinda Kullanilan Deney Modelleri
2.10.1. In vitro yara modeli

In vitro yara modeli, yara iyilesmesi calismalarinda yara alanina go¢ eden
hiicrelerin incelenmesi ve yara kapanmasinin in vitro degerlendirilmesinde kullanilan bir
hiicre kiiltiiri teknigidir (Liang ve ve digerleri, 2007). Analiz, prensipte tek taba halindeki
hiicre popiilasyonu iizerinde pipet ucu ile olusturulan yara modelinde yara bolgesine
uygulamalar sonucu gég eden hiicrelerin mikroskop ekipmanlari araciligiyla goriintiilenmesi
ve analiz edilmesine dayanir (Jonkman ve ve digerleri, 2014). Bu dogrultuda, potansiyel
terap6tik ajanlarin hiicre migrasyonunu modiile etme kapasitelerinin incelenmesi ve
migrasyon ile iligkili molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasi i¢in in vitro yara modelinin

kullanim1 uygundur (Bobadilla ve digerleri, 2019).

Calismamiz kapsaminda, Lactobacillus plantarum GD2 susu, bu sustan elde edilen liyofilize
ekzopolisakkarit (L-EPS) ve sinbiyotik L929 fare fibroblast hiicre hatt1 tizerinde olusturulan
in vitro yara modeline tek tek uygulanmis, uygulamalarin fibroblast migrasyonu ve in vitro
yara kapanmasi iizerine etkileri tespit edilmistir. Boylece, probiyotik kaynakli
uygulamalarin fibroblast migrasyonu araciligiyla in vitro yara kapanmasi tizerinde etkili

olup olmadigi ortaya konulmaya caligilmustir.
2.10.2. TNF-a ile indiilenen in vitro inflamasyon modeli

Cilt yaralarin iyilesmesinde, inflamasyona bagli meydana gelen aksamalardaki en biiyiik
etkenlerden birisi pro-inflamatuar sitokin olan timor nekroz faktor alfanin (TNF-a) yara
dokusundaki yiiksek miktarlaridir. Yiiksek miktardaki TNF-o varligi, 6zellikle diyabetik
yaralardaki bozulmus iyilesme mekanizmalari ile yakindan iligkili olup (Buck ve digerleri,
1996), yara iyilesmesindeki gecikme TNF-a’nin neden oldugu fibroblast apoptozunun
tetiklenmesi ve fibroblast proliferasyonunun inhibe edilmesi ile karakterize edilir (Wang ve
digerleri, 2014). L929 fare fibroblast hiicrelerinde olusturulan TNF-a aracili inflamasyon
modeli bir in vitro inflamasyon modeli olup, bu model yara iyilesmesi ¢alismalarinda gegerli

bir deney modeldir (Jiang ve digerleri, 2020).

Calismamiz kapsaminda, L929 fare fibroblast hiicre hattinda TNF-o uygulamasi ile (20

ng/mL, 30 dk.) in vitro inflamasyon modeli olusturulmustur. Ardindan, L. plantarum GD2
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susu, bu sustan elde edilen L-EPS ve sinbiyotik, L929 fare fibroblast hiicre hatt1 iizerinde
olusturulan in vitro inflamasyon modeline tek tek uygulanmis, uygulamalarin fibroblast
hiicrelerindeki IL-1B, IL-6 ve INOS mRNA eksresyon seviyeleri incelenerek anti-
inflamatuar etkileri arastirilmistir. Boylece, probiyotik kaynakli uygulamalarin, fibroblast
hiicrelerinde inflamasyonu baskilayarak yara iyilesmesinde anti-inflamatuar etkilerinin olup

olmadigi ortaya konulmaya calisilmistir.
2.10.3. In ovo koryoallantoik membran (CAM) modeli

CAM modeli, embriyolu tavuk yumurtalarinda pro-anjiyojenik 6zelliklerin arastirilmasinda
kullanilan in ovo bir yontem olup (Merckx ve digerleri, 2020), bu model ajanlarin pro-
anjiyojenik ozelliklerinin arastirilarak yara iyilesmesinde etkin olarak kullanilabilirliklerini
test etmek i¢in kullanilan gecerli bir modeldir (Grambow, Sorg H., Sorg C. ve Striider,
2021). Calismamizda, L. plantarum GD2 susunun, bu sustan elde edilen L-EPS’nin ve

sinbiyotigin pro-anjiyojenik etkileri in ovo CAM modeli kullanilarak arastirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Cahismada kullanilan mikroorganizma

Tez calismasi kapsaminda kullanilan Lactobacillus plantarum GD2 susu, saglikli bebek
gaitasindan izole edilmis olup, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii
Biyoteknoloji Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edilmistir. Calismada kullanilan
susun biyokimyasal ve fizyolojik analizleri, analitik profil indeks 50 CHL (Biomerieux) test
kiti ile ekibimiz tarafindan yiiriitiilen farkli tez ¢alismalarinda ve projelerde yapilmis olup,
susun 16S rRNA tiim gen bolgesi baz alinarak molekiiler tanimlamalari gergeklestirilmis ve
probiyotik 6zellikleri ortaya konmustur (Tukenmez ve Aslim, 2018; Tukenmez ve digerleri.,
2019, 2019; Sirin ve Aslim, 2020, Sirin ve Aslim, 2021). Tez calismasi kapsaminda
kullanilan Lactobacillus plantarum GD2 susun cins adi Zhen ve digerleri (2020)’nin
yaptiklar1 ¢aligma dikkate alinarak Lactiplantibacillus plantarum GD2 olarak

giincellenmistir.
3.1.2. Calismada kullanilan hiicre hatti

Calismada saglikli fare fibroblast hiicre hatti olan L929 hiicreleri (ATCC®, CCL-1"™)

kullanilmis olup hiicre hattinin 6zellikleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. L929 hiicre hattinin 6zellikleri (Internet 1)

Organizma Mus musculus, Fare

Doku Subkiitanéz konnektif doku; areolar ve adipoz
Uretim Formati Dondurulmus

Morfoloji Fibroblast

Kiiltiir Ozellikleri Adherent

Biyogiivenlik Seviyesi 1

Yas 100 giinliik

Cinsiyet Erkek

Uygulamalar Toksisite testinde kullanilabilir ve transfeksiyon i¢in uygundur.
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3.2. Yontem

3.2.1. L. plantarum GD2 susunun Kkiiltiir kosullar1 ve muahafazasi

Mikroorganizmanin Kiiltir kosullar

Calismada, L. plantarum GD2 susunun gelistirilmesinde de Man, Rogosa and Sharpe (MRS)
broth ve agar besi ortamlar1 kullanilmistir. Bakteriler, MRS broth besiyerine % 2 olacak
sekilde inokiile edildikten sonra 37 °C’de 18-20 saat inkiibe edilmis olup iki kez aktiflestirme
islemi yapildiktan sonra ¢alismada kullanilmistir. Calismalarin 6ncesinde, bakterilerin gram
boyamas1 Ve agar besiyerine tek koloni ekimi yapilip temiz oldugu gézlemlenen bakteriler
ile ¢alismalar yiirtitiilmistiir. L. plantarum GD2 susunun gelistirilmesinde kullanilan MRS

broth besiyerinin igerigi Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. MRS broth besiyerinin igerigi

Kullanilan maddeler Miktar (g, L)
Beef Ekstrakt 10,00
Yeast Ekstrakt 5,00
Pepton 10,00
Glukoz 20,00
Tri Amonyum Sitrat 2,00
Magnezyum Siilfat (MgSO4.7H20) 0,20
Manganez Siilfat (MnSO4.4H20) 0,05
Di sodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) 2,00
Sodyum Asetat 5,00
Tween 80 1,00

Yukarida besiyeri iceriginde verilen maddeler, belirtilen miktarlarda tartilarak bir miktar
distile su ile manyetik karistirictida (Heidolph) ¢ozdiirilmistir. Maddeler distile su
igerisinde homojen hale geldikten sonra besiyerinin pH’s1 6,2’ye ayarlanip, hacmi distile su
ile 1 L’ye tamamlanmistir. MRS agar besiyerinin hazirlanmasinda ise Cizelge 3.2’de
bulunan maddelere ilave olarak % 1,5 g agar eklenmistir. Hazirlanan besiyerleri otoklavda
(Sanyo) steril edilmistir (121 °C, 15 dk.). Besi ortami, aseptik kosullarda steril petrilere

dokiilerek, besi ortami plakalari hazirlanmustir.
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Mikroorganizmanin stoklanmasi ve muhafazasi

Tez ¢alismasinda kullanilan mikroorganizmanin stoklanmasi gliserol igerisinde ve liyofilize
olmak tizere iki sekilde yapilmistir. Mikroorganizma kiiltiiriiniin gliserol ile muhafazasi
30 °C’de kriyoviallerde saglanmis olup (Tukenmez ve digerleri, 2019), mikroorganizmanin
ana stogu Skim Milk Broth besiyeri icerisinde liyofilizatorde liyofilize edilerek (Christ alpha
2-4 LD plus), vialler igerisinde +4 °C’de muhafaza edilmistir (Kos ve digerleri., 2008).

3.2.2. L. plantarum GD2’nin probiyotik kiiltiirlerinin hazirlanisi

L. plantarum GD2 susunun, yiiriitiilen ¢alismalarda uygulama gruplarinin olusturulmasinda
kullanilacak uygun konsantrasyon miktarlarinin ayarlanmasi i¢in McFarland ile optik
yogunluk ayarlama teknigi kullanilmistir. L. plantarum GD2 susunun probiyotik

kiiltiirlerinin hazirlanis1 asagidaki basliklar altinda anlatilmustir.

McFarland degerinin ayarlanmasi

Yapilan ¢alismada bakterilerin optik yogunlugunun ayarlanmasi i¢in McFarland metodu
kullanilmistir. Calismada kullanilacak bakteriler, MRS broth besi ortamina % 2 olacak
sekilde inokiile edilerek 2 kez aktiflestirme iglemi ile hazirlanmustir. 2. aktif bakterileri 3000
rpm’de 30 dk. santrifiij edilmis, slipernatant kismi pellette bulunan bakterilerden
uzaklastirilmigtir.  Pellet tizerine 5 mL serum fizyolojik (%0,9 NaCl) eklenerek
vortekslenmistir. Ardindan canli bakteriler 3000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmis ve
sonrasinda bakteri pelletleri siipernatanttan uzaklastirilmistir. Bu islem 2 kez tekrarlanarak
aktif bakteri kiiltiirti besiyeri ve metabolik atiklardan arindirilmistir. Ardindan bakteriler 200
uL steril serum fizyolojik (SF) igerisinde siispanse edilmistir. Optik yogunlugun ayarlanmasi
icin cam deney tiipl icerisinde bulunan 5 mL SF ¢ozeltisi kullanilmistir. McFarland
densitometre cihazi yogunlugu 6l¢iilen bakteriler, McFarland degeri 9 olana kadar aseptik
kosullarda cam tiipe eklenmistir (Sutton, 2011).

McFarland degeri ayarlanan canli bakterilerin sayimi

McFarland densitometresi ile optik yogunlugu 9’a ayarlanan bakterilerin sayiminin
yapilmasi i¢in seri diliisyon yontemi kullamlmustir. Bakteriler 10® degerlerine kadar 8 farkl

dilisyon katsayisi ile seyreltilmistir. Ardindan seyreltmesi yapilan bakteriler, drigalski
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spatiilii kullanilarak yayma ekim yontemi ile MRS agar besiyerine ekilmistir. EKimi yapilan
bakteriler 37 °C’de ~ 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 agarda olusan kolonilerin
sayimi yapilmistir (Zapata ve Arcos, 2015). Calisma, her bir diliisyon faktorii i¢in 3 paralel

olacak sekilde yuritilmistiir. Total bakteri sayimi1 birimi Es. 3.1’e gore hesaplanmustir:

Total bakteri sayim1 birimi (cfu/mL) = (Toplam koloni sayisi) X (Diliisyon 3.1)
faktorii)/Ornek hacmi '

Canl1 probiyotik bakterilerin hazirlanis

McFarland degeri 9’a ayarlanan canli bakteriler, 3000 rpm’de santrifiij edildikten sonra
stipernatant uzaklastirilarak, pellette bulunan bakteriler ¢alismalarda kullanilmak tizere 5 mL
DMEM besiyerinde (Gibco) veya 1xPBS (Thermo Fisher) igerisinde siispanse edilmistir.
Koloni sayimlar1 yapilan ve siispanse edilen bakterilerin ¢alismada kullanilmak iizere segilen
miktarlar1 5, 10 ve 15 pl olup total hacimler 1 mL’ye tamamlanmistir. Bu hacimlerde
hesaplanan bakteri konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3’te verilmitsir. Canli bakteriler, her ¢alisma

Oncesi taze olarak hazirlanmustir.

Cizelge 3.3. Calismalarda kullanilan probiyotik kiiltiirlerinin hacimleri ve konsantrasyonlari

Canl1 bakteri

Probiyotik kiiltiir hacimleri konsantrasyonu (cfu/mL)

5 uL bakteri stispansiyonu + 995 uLL DMEM veya 1xPBS 6,5x10°+1,3x10*
10 uL bakteri siispansiyonu + 990 pL. DMEM veya 1xPBS 1,3x10°+1,6x10*
15 uL bakteri siispansiyonu + 985 pL. DMEM veya 1xPBS 1,9x10°+1,75x10*

3.2.3. EPS’nin izolasyonu, miktar tayini ve hazirlanisi

Caligmalarda kullanilan L. plantarum GD2 EPS’sinin izolasyonu, miktar tayini ve

uygulamalar i¢in hazirlanisi ile ilgili prosediirler asagidaki basliklar altinda verilmistir.

L-EPS izolasyonu

Calismada, en az iki kez aktiflestirilmis L. plantarum GD2 susu MRS broth besiyerine % 2
olacak sekilde ekilip 18-20 saat 37 °C inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi bakteri
kiiltiirleri 32 g trikoloroasetikasit (Merk) eklenerek manyetik karistiricida (Heidolph) 2 saat
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karistirtlip ardindan 80 °C’de 10 dk. inkiibe edilmistir. Kiiltiir, 4,000 rpm’de 10 dk.
santrifiijlenerek (Niive) siipernatant toplanmis ve pellet atilmistir. Siipernatant tizerine % 96
safliginda 1:2 oraninda etil alkol (Teksol) eklenerek karisim 1 gece +4 °C’de bekletilmistir.
Inkiibe edilen 6rnekler 4,000 rpm’de 25 dK. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant
uzaklastirilarak pellet toplanmistir. Pelletler, 1 mL steril saf suda siispanse edilerek viallere
alinmistir. Vialler 1 gece +4 °C’de bekletilip ardindan liyofilizatorde (Christ alpha 2-4 LD
plus) liyofilize edilmistir. Toz halindeki liyofilize EPS (L-EPS)’ler ¢alismalarda kullanilmis
olup, stok L-EPS’ler +4 °C’de muhafaza edilmistir.

L-EPS miktar tayini

L-EPS miktarlar1 fenol siilfirik asit yontemi ile belirlenmistir. Orneklerin iizerine 0,5 mL
fenol (Sigma-Aldrich) ve 5 mL siilfirik asit (Merk) eklenip 10 dk. oda sicakliginda
bekletildikten sonra 6rnekler 15-20 dk. 30 °C’de inkiibe edilmistir. Ardindan 6rneklerin
absorbans degerleri 490 nm’de spektrofotometre cihazinda (Pg Instruments) dl¢tilmiistiir.
Elde edilen L-EPS miktarlar1 hazirlanan glukoz standartina gore tespit edilmistir (Sekil 3.1)
(Dubois ve digerleri, 1956; Marshall ve Rawson, 1999; Tsuda ve digerleri, 2008).

2
15

E
S 1 y = 0,0038x - 0,0138
S R2=0,9972
o
O o5

0

0 100 200 300 400 500 600
KONSANTRASYON (mg/L)

Sekil 3.1. Glukoz standart egrisi. OD: Optik dansite

L-EPS’nin hazirlanisi

L-EPS’ler, ¢alismalarda kullanilmak tizere DMEM veya 1xPBS igerisinde ana stok olarak
hazirlanmigtir. Hazirlanan ana stok L-EPS’ler 0,22 pum por g¢apli steril filtreden (Merk
Millipore) gegirilip -20 °C’de muhafaza edilmistir. Calismalarda kullanilan 750 ve 1000
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ug/mL L-EPS konsantrasyonlari, ana stok L-EPS’den alinarak her ¢alisma 6ncesinde taze

hazirlanmustir.
3.2.4. Sinbiyotiklerin hazirlanisi

Calismalarda kullanilan sinbiyotikler, uygun kosullarda hazirlanan canli probiyotik
bakterilerin 6,5x10°, 1,3x10° ve 1,9x10° cfu/mL konsantrasyonlar1 (Bkz. 3.2.2) ile uygun
kosullarda hazirlanan 750 ve 1000 pg/mL L-EPS’lerin (Bkz. 3.2.3) 1:1 oraninda
kombinasyonlari olacak sekilde DMEM veya 1xXPBS igerisinde hazirlanmistir. Sinbiyotikler

her ¢alisma 6ncesinde taze olarak hazirlanmistir.

3.2.5. Hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi ve ortam kosullari

L 929 fare fibroblast hiicreleri, DMEM besiyerinde 37 °C %5’lik CO: etiiviinde (Panasonic),
T-25 ve T-75 hiicre flasklari ile ¢aligmanin amacina uygun farkl: hiicre plakalarinda kiiltiire
edilmistir. Hiicreler, devam eden galismalarda yeniden kullanilabilmesi igin stoklanmustir.
Tripsin-EDTA (Carpricorn Scientific) ile toplanip santrifiij edilen hiicrelerin st fazi
uzaklastirilarak pellet %10 dimetil siilfoksit (DMSO, Sigma-Aldrich) igeren besiyeri nazikce
stispanse edilerek steril kryoviallere alinmistir. Kryovial i¢erisinde bulunan hiicreler -196 °C
stvi azot tankinda (Cryogenesis) bir sonraki ¢alismaya kadar muhafaza edilmistir (Alsawalha
ve digerleri, 2019)

Caligmalarda, L-EPS uygulamalar1 i¢cin DMEM besiyeri kullanilmistir. Canli bakteri ve
sinbiyotik uygulamalarinda ise DMEM’e ek olarak, laktik asit bakterilerin {iretebilecegi
asidik metabolitlerden kaynaklanabilecek asidik pH etkisinin arastirilmasi amaciyla,
besiyerini notralize etmek igin sodyum bikarbonat (NaHCOs) i¢eren modifiye DMEM
(MDMEM) besiyeri de kullanilmistir. Hiicrelerin gelistirilmesinde ve uygulamalarin

yapilmasinda kullanilan DMEM besiyerlerinin igerikleri Cizelge 3.4’te verilmistir.
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Cizelge 3.4. Calismalarda kullanilan hiicre kiiltiirii besiyeri igerikleri

Canli bakteri ve
Hiicrelerin gelistirilmesinde ve L- = Canli bakteri ve sinbiyotik sinbiyotik
EPS uygulamalarinda kullanilan uygulamalarinda uygulamalarinda
DMEM besiyeri kullanilan DMEM besiyeri kullanilan mDMEM
besiyeri
e % 10 fetal sigir serumu (fetal e % 10 FBS (v/v)
bovine serum, FBS) (v/v) e % 10 FBS (v/v) e % 1,3 NaHCO; (v/v)

e % 1 penisilin/streptomisin (v/v) . ¢ DMEM e DMEM
e DMEM

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

Bu calismada, saghkli ve TNF-o ile inflamasyonun indiiklendigi L929 hiicrelerine
uygulanabilecek L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin etkin olan ve hiicreler tizerinde toksik
olmayan en yiiksek konsantrasyon ve uygulama siiresi araligiin MTT yontemi ile

belirlenmesi amaglanmustir.

L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin hiicre canlilig1 lizerine etkisinin belirlenmesi

96 kuyucuklu mikroplakalara L929 hiicreleri, 10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir.
Hiicrelerin besiyeri her giin degistirilerek yaklasik %90 yogunluga gelmeleri beklenmis ve
ardindan Cizelge 3.5’te verilen L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalar
gergeklestirilmistir. Inkiibasyon siireleri tamamlandiktan sonra her bir kuyucuga 20 pL MTT
(Sigma-Aldrich) eklenerek, hiicreler 4 saat 37°C’de CO2’li etiivde inkiibe edilmistir.
Kuyulardaki sivi uzaklastirilarak tiim kuyulara 200 pL. DMSO (Sigma-Aldrich) eklenmistir.
30 dk. 37°C’de CO2’li etiivde DMSO ile inkiibe edilen hiicreler, mikroplaka okuyucuda
(Epoch, Biotek) 570 nm’de okutulmustur. Hiicre canlilig1 Es. 3.2’ye gore hesaplanmustir
(Muniandy ve digerleri, 2018):

Hiicre canliligi (%) = (Ortalama 6rnek absorbansi/ortalama kontrol

(3.2)
absorbansi) x 100
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Cizelge 3.5. Saglikli L929 hiicrelerinin canliliginin belirlenmesinde kullanilan uygulama
gruplari

Uygulama gruplari Uygulama kosullari

L929 hiicreleri uygulama gruplarma uygun olacak
sekilde 0-36 saat veya 0-24 saat sadece DMEM veya
mMDMEM ile inkiibe edilmistir. Herhangi bir
uygulama yapilmamustir.

1.Grup (Kontrol grubu)

L929 hiicreleri 0-36 saat DMEM igerisinde hazirlanan
2.Grup (L-EPS grubu) 750 ve 1000 pg/mL L-EPS ile inkiibe edilmistir.

L929 hiicreleri 0-24 saat DMEM veya mDMEM
icerisinde hazirlanan 6,5x10°% 1,3x10° ve 1,9x10°

3.Grup (Canl: bakteri grubu) cfu/mL canli bakteri ile inkiibe edilmistir.

L929 hiicreleri 0-24 saat DMEM veya mDMEM
icerisinde hazirlanan 6,5x10° 1,3x10° ve 1,9x10°

4.Grup (Sinbiyotik grubu) cfu/mL canli bakterilerin sirasiyla 750 ve 1000 pg/mL
L-EPS ile olusturulan kombinasyonlar: ile inkiibe
edilmistir.

Tiumor nekroz faktor alfa (TNF-a) ile indiiklenen L929 hiicrelerinde L-EPS, canli bakteri ve
sinbiyotigin hiicre canlilig1 iizerine etkisinin belirlenmesi

Bu c¢alismada, L1929 fibroblast hiicrelerinde in vitro inflamasyon modelinin
olusturulmasinda kullanilacak TNF-o’nin uygun konsantrasyon ve siiresinin belirlenmesi
amaglanmistir. Caligma kapsaminda inflamasyonun tetiklenmesi i¢in rekombinant TNF-o
proteini  (abcam, ab259411) kullanilmig olup, TNF-a uygulamasi su sekilde
gergeklestirilmistir: L929 hiicreleri 96 kuyucuklu mikroplakalara 10* hiicre/kuyu olacak
sekilde ekilmistir. ~%90 yogunluga gelen hiicrelerin besiyeri uzaklastirilarak hiicreler
1xPBS ile yikanmistir. Ardindan hiicreler, besiyeri i¢erisinde hazirlanan 0-50 ng/mL TNF-
o ile 0-3 saat inkiibe edilmistir (Jiang ve digerleri, 2020). inkiibasyon sonras1 TNF-a igeren
besiyeri uzaklastirilarak hiicrelere Cizelge 3.6°da verilen uygulamalar yapilmistir.
Calismada, bir 6nceki baglik altinda anlatilan prosediir izlenerek, Es. 3.2’ye gore % hiicre

canlilig1 hesaplanmigtir (Muniandy ve digerleri, 2018).
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Cizelge 3.6. TNF-a ile indiiklenen L929 hiicrelerinin canliliginin belirlenmesinde kullanilan
uygulama gruplari

Uygulama gruplari Uygulama kosullari

L929 hiicreleri sadece 0-24 saat DMEM veya mDMEM
1.Grup (Kontrol grubu) ile inkiibe edilmistir. Herhangi bir uygulama
yapilmamustir.

L929 hiicreleri 10, 20 ve 50 ng/mL TNF-a ile 0-3 saat
inkiibe edildikten sonra 0-24 saat DMEM veya mDMEM

2.Grup (TNF-a grubu) ile inkiibe edilmistir.

L 929 hiicreleri 10, 20 ve 50 ng/mL TNF-a ile 0-3 saat
inkiibe edildikten sonra 0-24 saat DMEM igerisinde

hazirlanan 750 ve 1000 pg/mL L-EPS ile inkiibe
edilmistir.

3.Grup (TNF-a + L-EPS
grubu)

L929 hiicreleri 10, 20 ve 50 ng/mL TNF-a ile 0-3 saat
inkiibe edildikten sonra 0-24 saat MDMEM igerisinde
hazirlanan canli bakteri (6,5x10° cfu/mL) ile inkiibe
edilmistir.

4.Grup (TNF-o + canli
bakteri grubu)

L929 hiicreleri 10, 20 ve 50 ng/mL TNF-a ile 0-3 saat
5. Grup (TNF-a + inkiibe edildikten sonra 0-24 saat mMDMEM igerisinde
sinbiyotik grubu) hazirlanan sinbiyotik (6,5x10° cfu/mL canli bakteri ve
750 pg/mL L-EPS kombinasyonu) ile inkiibe edilmistir.

3.2.7. In vitro yara modelinin olusturulmasi (scratch assay) ve yara kapanma analizi

Bu ¢alismada, L929 fibroblast hiicrelerinde olusturulan in vitro yara modelinde L-EPS, canli
bakteri ve sinbiyotigin fibroblast migrasyonunu indiiklemeleri sonucu yara kapanma oranina
bagli olarak, probiyotik kaynakli bu uygulamalarin yara kapanmasindaki etkileri ile etken

uygulama siiresi ve/veya uygulama dozlarinin belirlenmesi amaglanmuistir.

Yara kapanmasinin inverted mikroskop ile analizi

L929 hiicreleri 48 kuyucuklu mikroplakalara 2,5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir.
1 gece inkiibasyonun ardindan her bir kuyuda p200 pipet ucu ile artifikal (yapay) bir yara
bolgesi olusturulmustur. /n Vvitro yara bdlgesi olusturulduktan sonra hiicre artiklari igeren
besiyeri uzaklastirilarak, hiicreler 100 ul FBS icermeyen DMEM besiyeri ile yikanmistir.
Ardindan hiicrelere Cizelge 3.7°de verilen uygulama gruplarinin muamelesi yapilmistir.

Uygulamalarin inkiibasyonu sonrasinda yara bolgelerinin goriintiileri inverted mikroskop
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(Leica) ile 4x biyiitmede, mikroskop kamera yazilimi (Llumins Toupview) ile
kaydedilmistir. Fibroblastlarin yara boélgesine migrasyonu Image J programi kullanilarak
alan ol¢timii ile analiz edilmistir. Yara kapanma yiizdeleri Es. 3.3’¢ gore hesaplanmistir
(Liang ve digerleri, 2007). En iyi sonu¢ veren L-EPS uygulamalarinin yara kapanma

sonuglari taramali elektron mikroskop ile teyit edilmistir.
% Yara Kapanma=(AOh-Ath)/ AOhx100 (3.3)

AOh: 0. saat yara alan1 (um)
Ath: t. saat yara alani (um)

Cizelge 3.7. In vitro yara modelinde kullanilan uygulama gruplari

Uygulama gruplari Uygulama kosullar

L929 hiicreleri uygulama gruplarina uygun olacak
sekilde 0-36 saat veya 0-24 saat sadece DMEM veya
MDMEM ile inkiibe edilmistir. Herhangi bir
uygulama yapilmamustir.

1.Grup (Kontrol grubu)

L929 hiicreleri 0-36 saat DMEM igerisinde hazirlanan
2.Grup (L-EPS grubu) 750 ve 1000 pg/mL L-EPS ile inkiibe edilmistir.

L929 hiicreleri 0-24 saat DMEM veya mDMEM
icerisinde hazirlanan canl bakteri (6,5x10°cfu/mL) ile

3.Grup (Canli bakteri grubu) inkiibe edilmistir

L929 hiicreleri 0-24 saat DMEM veya mDMEM
icerisinde hazirlanan sinbiyotik (6,5x10° cfu/mL canli
bakteri ve 750 pg/mL L-EPS kombinasyonu) ile
inkiibe edilmistir.

4.Grup (Sinbiyotik grubu)

L-EPS uygulanmis yara modelinde taramali elektron mikroskop (SEM) analizi

Bu ¢aligsmada, L929 hiicrelerinde in vitro yara modeli yukaridaki protokolde anlatildig: gibi
olusturulmus olup, 18 ve 24 saat 1000 pug/mL L-EPS uygulamalar1 yapilmistir. Muamele
slirelerinin ardindan hiicreler %2,5 gluter aldehitte tespit edilmistir. Tespiti yapilan hiicreler,
sodyum fosfat tamponu (pH 7,2) ile yikanmis ve % 70°lik alkole alinmistir. Yiikselen alkol
serilerinden sonra ise preparat, kritik noktada kurutulmustur (Polaron, CPD 701 Critical

Point Dryer). Ornekler, kaplama cihazinda (Polaron SC502) altinla kaplanmistir ve SEM
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cihaz1 (Jeol JSM-6060) ile 5 kV’de 100x biiyiitmede incelenerek, dijital goriintiileri

alimmustir.

3.2.8. L929 hiicrelerinde kollajen ve fibronektin olusum diizeylerinin ELISA Kiti ile
belirlenmesi

Bu calismada L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin ekstraselliiler matriks (ECM)
bilesenlerinden olan ve yara matriksinin olusumunda rol alan kollajen tip 1 alfa 1 (COL1A1)
ve fibronektinin (FN) olusum diizeyleri tizerine etkisi ELISA kiti (Cloud-Clone Corp.) ile
tespit edilmistir (Szoéstek-Mioduchowska ve digerleri, 2019).

929 hiicreleri, 6 kuyucuklu mikroplakalara 2,5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmis ve
hiicrelere Cizelge 3.8’de verilen uygulama gruplarinin muamelesi yapilmistir. inkiibasyon
sonras1, hiicre besiyerleri steril santrifiij tiiplerine toplanmistir. Ornekler 1.000 g’de 20 dk.
santrifiij edilerek stipernatant yeni bir santrifiij tiipinde toplanmistir. Her bir 6rnek igin 3
paralel olacak sekilde ELISA kuyularia 6rnekler 100 pl eklenmistir. Plaka, adezif film ile
kaplanarak, 37 ° C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi kuyulardan sivi faz
uzaklastirilip, her kuyuya 100 uL Detection Reagent A eklenmistir. Plaka, tekrar adezif film
ile kaplanarak, 37 ° C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 kuyulardan siv1 faz
uzaklastirilmistir. Her kuyu 3 kez 1x yikama soliisyonu ile yikanmistir. Her kuyuya 100 pL
Detection Reagent B eklenmistir. Plaka, adezif film ile kaplanip, 37 ° C’de 30 dKk. inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 kuyulardan sivi faz uzaklastirilarak her kuyu 5 kez 1x yikama
soliisyonu ile yikanmistir. Her kuyuya 90 uLL Substrat Solution eklenmistir. Plaka, yeniden
adezif film ile kaplanarak, 37 °C’de 20 dk. inkiibe edilmistir. Bu asamada kuyularda bulunan
stvilarm rengi maviye doner. Inkiibasyonun ardindan her bir kuyuya 50 pL Stop Solution
eklenmistir. Her bir kuyunun rengi sariya dénene kadar beklenmistir. Ornekler 450 nm’de
mikroplaka (Epoch, BioTek) okuyucuda okutularak, COL1Al ve FN olusum diizeyleri
Kitlerin icerisinden ¢ikan standartlar ile olusturulmus egri grafigine gore hesaplanmstir.
COL1AL1 standart egrisi Sekil 3.2’de, FN standart egrisi Sekil 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.8. COL1AL ve FN ELISA ¢alismasinda kullanilan uygulama gruplari

Uygulama gruplari

Uygulama kosullar

1.Grup (Kontrol grubu)

2.Grup (L-EPS grubu)

3.Grup (Canli bakteri grubu)

4.Grup (Sinbiyotik grubu)

L929 hiicreleri uygulama gruplarma uygun olacak
sekilde 0-24 saat sadece DMEM veya mDMEM ile
inkiibe  edilmistir.  Herhangi  bir  uygulama
yapilmamuistir.

L929 hiicreleri 18 ve 24 saat DMEM igerisinde
hazirlanan 750 ve 1000 pg/mL L-EPS ile inkiibe
edilmistir.

L929 hiicreleri 24 saat DMEM veya mDMEM
icerisinde hazirlanan canli bakteri (6,5x10°cfu/mL) ile
inkiibe edilmistir.

L929 hiicreleri 24 saat DMEM veya mDMEM
icerisinde hazirlanan sinbiyotik (6,5x10° cfu/mL canli
bakteri ve 750 pg/mL L-EPS kombinasyonu) ile
inkiibe edilmistir.

120
100
80
60
40
20

COL1A1 (ng/mL)

COL1A1 Standart1

y=0,885x + 7,4
R2=10,9977

OD (450 nm)

3 4

Sekil 3.2. COL1Al standart egrisi. OD: Optik dansite

FN (ng/mL)
o6 38588

FN Standart1

y=0,26x + 7,2

OD (450 nm)

R2=0,9981
3 4

Sekil 3.3. FN standart egrisi. OD: Optik dansite
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3.2.9. L-EPS, canh bakteri ve sinbiytoigin gen diizeyinde etkilerinin belirlenmesi

Bu calismada L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin L929 hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda; COL1A1 ve FN mRNA ekspresyon seviyeleri ile doniistiiriicii bitylime faktorii
beta 1 (TGF-B1)/Smad sinyal yolaginda bulunan TGF-B1, Smad2, Smad3 ve Smad4 mRNA
ekspresyon seviyelerindeki indiikleyici, in vitro inflamasyon modelinde ise interlokin 1 beta
(IL-1p), interlokin 6 (IL-6) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) mRNA ekspresyon

seviyelerinde inhibe edici etkilerinin olup olmadig: belirlenmeye calisiimistir.

L.929 hiicreleri, 6 kuyucuklu mikroplakalara 2,5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir. 1
gece inkiibasyona birakilan hiicrelere ¢alismanin amacina uygun olacak sekilde L-EPS, canli
bakteri ve sinbiyotik uygulamalar1 yapilmistir. COL1A1, FN, TGF-B1, Smad2, Smad3 ve
Smad4 mRNA ekspresyon seviyelerinin tespitinde kullanilan uygulama gruplart Cizelge
3.9°da, IL-1p, IL-6 ve INOS mRNA ekspresyon seviyelerinin tespitinde kullanilan uygulama
gruplart Cizelge 3.10°da verilmistir. Uygulamalar sonrasinda ilgili genlerin mRNA
ekspresyon seviyelerinin belirlenebilmesi amaciyla hiicrelerden total RNA izolasyonu

yapilmistir (Tukenmez ve digerleri, 2019).

Cizelge 3.9. COL1AlL, FN, TGF-B1, Smad2, Smad3, Smad4 mRNA ekspresyonlarnin
analizinde kullanilan uygulama gruplari

Uygulama gruplar1 Uygulama kosullar1

L929 hiicreleri uygulama gruplarmma uygun olacak
sekilde 18 ve 24 saat sadece DMEM veya mDMEM
ile inkiibe edilmistir. Herhangi bir uygulama
yapilmamustir.

1.Grup (Kontrol grubu)

L929 hiicreleri 18 ve 24 saat DMEM igerisinde
hazirlanan 750 ve 1000 pg/mL L-EPS ile inkiibe

2.Grup (L-EPS grubu) edilmistir.

L929 hiicreleri 18 ve 24 saat DMEM veya mDMEM
icerisinde hazirlanan canli bakteri (6,5x10°cfu/mL) ile

3.Grup (Canli bakteri grubu) inkiibe edilmistir

L929 hiicreleri 18 ve 24 saat DMEM veya mDMEM
icerisinde hazirlanan sinbiyotik (6,5x10° cfu/mL canli
bakteri ve 750 pg/mL L-EPS kombinasyonu) ile
inkiibe edilmistir.

4.Grup (Sinbiyotik grubu)
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Cizelge 3.10. IL-1B, IL-6 ve INOS mRNA ekspresyonlarmin analizinde kullanilan
uygulama gruplari

Uygulama gruplari Uygulama kosullari

L929 hiicreleri sadece 0-24 saat DMEM veya mDMEM
1.Grup (Kontrol grubu) ile inkiibe edilmistir. Herhangi bir uygulama
yapilmamustir.

L929 hiicreleri 20 ng/mL TNF-a ile 30 dk. inkiibe
edildikten sonra 0-24 saat DMEM veya mDMEM ile
2.Grup (TNF-a grubu) inkiibe edilmistir. ’

L929 hiicreleri 20 ng/mL TNF-a ile 30 dk.inkiibe

3.Grup (TNF-a + L-EPS edildikten sonra 0-24 saat DMEM igerisinde hazirlanan
grubu) 750 ve 1000 pg/mL L-EPS ile inkiibe edilmistir.

L929 hiicreleri 20 ng/mL TNF-o ile 30 dk. inkiibe
4.Grup (TNF-a + canli edildikten sonra 0-24 saat MDMEM igerisinde hazirlanan
bakteri grubu) canli bakteri (6,5x10° cfu/mL) ile inkiibe edilmistir.

L929 hiicreleri 20 ng/mL TNF-a ile 30 dk. inkiibe
5. Grup (TNF-o + edildikten sonra 0-24 saat MDMEM igerisinde hazirlanan
sinbiyotik grubu) sinbiyotik (6,5x10° cfu/mL canl bakteri ve 750 pg/mL L-
EPS kombinasyonu) ile inkiibe edilmistir.

Total RNA izolasyonu

Uygulama yapilmamis kontrol grubu ve uygulama yapilmis hiicrelerden total RNA
izolasyonu GeneJET RNA izolasyon Kiti (Thermo Scientific) kullanilarak
gerceklestirilmistir (Elizei ve digerleri, 2017). Hiicreler uygun inkiibasyon kosullar
saglandiktan sonra besiyeri uzaklastirilarak soguk 1XPBS ile toplanarak ¢oktiiriilmiistiir.
Pellet tizerine 600 pL lizis buffer ve 12 ul p-merkaptoetanol eklenerek, vorteks ile
karistirtlmistir. Hiicre lizatlar1 tizerine 360 uL (% 96-100) etanol eklenerek, etanol lizat
karisimi  toplama tiiptine aktarilmistir. Ardindan 12 000 g’de 1 dk. Santrifiij edilmistir.
Toplama tiipiine gegen akis atilarak kolon yeni bir toplama tiipiine aktarilmistir. Kolon
tizerine 700 pL yikama soliisyonu | eklenerek 12000 g’de 1 dk. santrifiij edilmistir. Akis
atilarak kolon yeniden ayni toplama tiipiine yerlestirilmistir. Kolona 600 pL yikama
soliisyonu Il eklenerek 12 000 x g’de 1 dk. santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Altta biriken
stvi dokiilerek kolon toplama tiipiine yerlestirilmistir. Kolon {izerine 250 pL yikama
soliisyonu Il eklenip 12 000 g’de 2 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 toplama tiipii

atilarak kolon steril bir ependorf igerisine yerlestirilmistir. Kolonun merkezine 30-40 pL
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niikleaz igermeyen su eklenerek oda sicakliginda 1 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan ependorf kolon ile birlikte 12000 g’de 1 dk. santrifiijlenmistir. Bu asamada total
RNA, steril ependorfa ge¢mistir. izolasyon sonras1 RNA saflik ve miktar tayini i¢in drnekler
Epoch (Biyotek) mikroplaka okuyucu cihazinda 260 ve 280 nm dalga boyunda okutulmus,
260/280 absorbans degerleri ~2 olan ornekler ¢alismada kullanilmistir. izole edilen

RNA'’lar, ¢alismalarda kullanilmak tizere -80 °C’de saklanmustir .

RNA o6rneklerinden cDNA (komplementer DNA) sentezi

Izole edilen RNA’lardan cDNA sentezinin gergeklestirilmesi i¢in High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kiti (Thermo Fisher Scientific) kullanilmistir. Steril PCR tiiplerine; 2
ulL 10xRT buffer, 0,8 uL 25XdNTP karisimi (100 mM), 2 uLL 10XRT Random Primerleri, 1
uL reverse transkriptaz enzimi, 4,2 uL niikleaz igermeyen su ve 10 uL. RNA 6rnegi eklenerek
karisim 10-20 saniye santrifiij edilmistir. Bu asamada her bir PCR tiipti i¢erisinde 20 pL total
hacim bulunmaktadir. Her bir tiip 25 ° C’de 10 dk., 37 °C’de 120 dk ve 85 ° C’de 5 dk.
inkiibe edilerek cDNA sentezi tamamlanmustir. 1zolasyon sonrasi CDNA saflik ve miktar
tayini i¢in 6rnekler Epoch (Biyotek) mikroplaka okuyucu cihazinda 260 ve 280 nm dalga
boyunda okutulmus, 260/280 absorbans degerleri ~1,8 olan o6rnekler ¢alismada
kullanmilmistir. ~ Sentezlenen c¢DNA’lar c¢alismalarda kullanilana kadar -80 ° C’de

saklanmustir.

gRT-PCR reaksiyonu

Sentezlenen cDNA’larin mRNA ekspresyon seviyeleri gRT-PCR teknigi ile incelenmistir.
Calismada, PCR reaksiyonu i¢in Quant Studio 3 gRT-PCR (Applied Biosystem, Thermo
Fisher Scientific) cihaz1 kullanmis olup, reaksiyon i¢in SYBR Green PCR Kit (SensiFAST
SYBR® LowROX Kit) (BI094005- Bioline, ABD) kullamlmustir. Deneylerde tiim érnekler
ve genler ile iicer kez calisilarak analizlerde bu Ol¢iimlerin ortalamasi kullanilmistir.
Calismada kullanilan gRT-PCR kosullar1 Cizelge 3.11'de verilmistir.
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Cizelge 3.11. qRT-PCR kosullar1

Madde Miktar (ul)
SYBER green 10,00
cDNA 2,00
Forward primer (10 pmol/ul) 1,00
Reverse primer (10 pmol/ul) 1,00
ddH20 6,00

gRT-PCR reaksiyonu COL1AL, FN, TGF-f1, Smad2, Smad3 ve Smad4 i¢in; 94 °C'de 3 dk.,
94 °C'de 30 saniye, 60 °C'de 30 saniye (40 dongii) olacak sekilde ayarlanmistir. IL-1p i¢in
94 °C'de 3 dk., 94 °C'de 30 saniye, 62,5 °C'de 30 saniye (40 dongii) olacak sekilde
ayarlanmugtir. IL-6 ve INOS i¢in; 94 °C'de 3 dk., 94 °C'de 30 saniye, 63 °C'de ayarlanmustir.
(Tukenmez ve digerleri, 2019). Gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz (GAPH) geni bu

calismada housekeeping gen olarak kullanilmistir. Caligmada kullanilan primerler ve dizileri

Cizelge 3.12°de verilmistir.

Cizelge 3.12. qRT-PCR analizinde kullanilan primerler ve dizileri

Genler Primerler be
COL1A1 FW: 5’-ACATGCCGCGACCTCAAGAT-3’ 20 (Martignago ve digerleri,
RV: 5-ATGTCTAGTCCGAATTCCTG-3’ 21 2014)
FW: 5-ATGTGGACCCCTCCTGATAGT-3’ 21 o
FN RV: 5’-GCCCAGTGATTTCAGCAAAGG-3’ 91 (Smyrek ve digerleri, 2018)
FW: 5°-GTGTGGAGCAACATGTGGAACTCTA-3’ 25 o
TGF-BL V. 5-TTGGTTCAGCCACTGCCGTA-3’ 20  (Wang ve digerleri, 2013)
Smad? FW: 5’-AACCCGAATGTGCACCATAAGAA-3’ 23 (Wang ve digerleri, 2013)
RV: 5’-GCGAGTCTTTGATGGGTTTACGA-3’ 23 g Ve digerler,
FW: 5°-GTCAACAAGTGGTGGCGTGTG-3’ 21 o
Smad3 RV: 5’-GCAGCAAAGGCTTCTGGGATAA-3’ 22 (Wang ve digerleri, 2013)
FW: 5°-TGACGCCCTAACCATTTCCAG-3’ 21 o
Smad4 RV: 5°-CTGCTAAGAGCAAGGCAGCAAA-3’ 22 (Wang ve digerleri, 2013)
FW: 5-GCAACTGTTCCTGAACTC-3’ 18 o
IL-1p RV: 5’-CTCGGAGCCTGTAGTGCA-3’ 18 (Lu ve digerleri, 2017)
L6 FW: 5-GTACTCCAGAAGACCAGAGG-3’ 20 (L1 ve digerteri, 2007)
RV: 5°-TGCTGGTGACAACCACGGCC-3’ 20 1geriert,
. FW: 5°-TAGGCAGAGATTGGAGGCCTTG-3’ 22 o
INOS RV: 5-GGGTTGTTGCTGAACTTCCAGTC-3" 23 (Gan ve digerleri, 2012)
FW: 5°-GACCCCTTCATTGACCTCAA-3’ 20 o
GAPDH  pv: 5. CTTCTCCATGGTGGTGAAGA-3’ 20 (Joung ve digerleri, 2012)

Gen ekspresyonunun nicel olarak ifade edilebilmesi igin, tiim gen transkriptinin floresan

sinyalinin esigin tizerine ¢ikmasinda gerekli dongiilerin sayis1 olarak tanimlanan dongii esigi

(Ct) tespit edilmistir (Wong ve Medrano, 2005). Esik sinyali ile floresans baslangic sinyali

gRT-PCR cihaz1 ile saptanmistir. Primerlerde dimer olusumu ve spesifik olmayan
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amplifikasyonlarin belirlenmesi igin ¢alismada kullanilan primerlerin erime egrisi (melting
curve) analizleri yapilmistir (Sekil 3.1). Calismada kullanilan primerlerin erime sicakliklart;
COL1A1 i¢in 89 °C, FN igin 78 °C, TGF-B1 i¢in 84 °C, Smad2 i¢in 80 °C, Smad3 i¢in 85
°C, Smad4 i¢in 88 °C, IL-1p i¢in 80 °C, IL-6 i¢in 87 °C, iINOS i¢in 88 °C ve GAPDH i¢in

87 olarak belirlenmistir.

0 ED

Sekil 3.4. Calismada kullanilan primerler ile hedef gen bolgelerinin erime egrileri. (a)
COL1AL1, (b) FN, (c) TGF-B1, (d) Smad2, (e) Smad3, (f) Smad4, (g) IL-1pB, (h)
IL-6, (i) iNOS, (j) GAPDH

3.2.10. Flow sitometri analizi

Bu c¢aligmada; L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalar1 yapilmis hem saglikli hem
de TNF-a ile tetiklenen L929 fibroblast hiicrelerinin indiiklenen proliferasyon
kapasitelerinin tespit edilmesi amaglanmistir. Flow sitometri ile yapilan proliferasyon
¢alismalarinda uygulamalarin inkiibasyon siiresinin, ¢alismada kullanilacak hiicrelerin iKi
katina ¢ikma siiresinin (doubling-time) {izerinde olmasi Onerilir. Bu kapsamda, L929
fibroblastlarmin flow sitometri ile hiicre kiiltiirtindeki iki katina ¢ikma siirelerine bakilmis
ve bu siire ~22 saat olarak tespit edilmistir. Bu sebeple, uygulamalarin kullanilabilecek
uygun inkiibasyon siiresi 24 saat olarak se¢ilmistir. Calismada kullanilan uygulama gruplari

Cizelge 3.13’te verilmistir.
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Cizelge 3.13. Flow sitometri analizinde kullanilan uygulama gruplari

Uygulama gruplari

Uygulama kosullar1

1.Grup (Kontrol grubu)

2.Grup (L-EPS grubu)

3.Grup (Canl1 bakteri
grubu)

4.Grup (Sinbiyotik grubu)

5.Grup (TNF-a grubu)

6.Grup (TNF-a + L-EPS
grubu )

7.Grup (TNF-o + canli
bakteri grubu)

8.Grup (TNF-a +
sinbiyotik grubu)

L929 hiicreleri uygulama gruplarina uygun olacak sekilde
24 saat sadece DMEM veya mDMEM ile inkiibe
edilmistir. Herhangi bir uygulama yapilmamstir.

L929 hiicreleri 24 saat DMEM igerisinde hazirlanan 750
ve 1000 pg/mL L-EPS ile inkiibe edilmistir.

L929 hiicreleri 24 saat DMEM veya mDMEM igerisinde
hazirlanan canli bakteri (6,5x10°cfu/mL) ile inkiibe
edilmistir.

L929 hiicreleri 24 saat DMEM veya mMDMEM igerisinde
hazirlanan sinbiyotik (6,5x10° cfu/mL canli bakteri ve
750 pug/mL L-EPS kombinasyonu) ile inkiibe edilmistir.

L929 hiicreleri 20 ng/mL TNF-a ile 30 dk. inkiibe
edildikten sonra 24 saat DMEM veya mDMEM ile inkiibe
edilmistir.

L929 hiicreleri 20 ng/mL TNF-a ile 30 dk.inkiibe
edildikten sonra 24 saat DMEM igerisinde hazirlanan 750
ve 1000 pg/mL L-EPS ile inkiibe edilmistir.

L929 hiicreleri 20 ng/mL TNF-a ile 30 dk. inkiibe
edildikten sonra 24 saat MDMEM igerisinde hazirlanan
canl bakteri (6,5x10° cfu/mL) ile inkiibe edilmistir.

L929 hiicreleri 20 ng/mL TNF-a ile 30 dk. inkiibe
edildikten sonra 24 saat MDMEM igerisinde hazirlanan
sinbiyotik (6,5x10° cfu/mL canl bakteri ve 750 pg/mL L-
EPS kombinasyonu) ile inkiibe edilmistir.

Hiicrelerin hazirlanmasi ve proliferasyon analizi

Yapilan calismada hiicrelerin proliferasyon analizi CellTrace™ Cell proliferation Kiti
(ThermoFisher) kulanilarak yapilmistir. Uygulamalarin 6ncesinde hiicreler toplanarak 10
uM proliferasyon boyasi (CSF) ile muamele edilmistir. Ardindan hiicreler, 6-kuyulu hiicre
plakasina ~2x10°/kuyu olacak sekilde ekilmistir. Hiicre uygulamalarimn dncesinde hiicreler
1XPBS ile yikanmis ve Cizelge 3.13’te verilen uygulamalar yapilmistir. Hiicrelerin
nukleuslarinda boyar madde bulundurma miktarina gore Flow Sitometri’de (NovoCyte)

hiicrelerin proliferasyonu tespit edilmistir (Houston ve digerleri, 2018).
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3.2.11. L-EPS, canh bakteri ve sinbiyotigin in ovo koryoallantoik membran (CAM)
modelinde pro-anjiyojenik etkilerinin tespit edilmesi

Calismada, L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin pro-anjiyogenik etkisini degerlendirmek
i¢in in ovo CAM modeli kullanilmistir. D6llenmis tavuk yumurtalar: Bil-Yem Gida San. ve
Tic. Ltd. Sti.’den temin edilmistir. Yumurtalar 3 giin boyunca 37°Cde %70 nem oraninda,
kulugka makinasinda (Europe) inkiibe edildikten sonra igerisiden steril siringa ile ~10 mL
albiimin ¢ekilmis ve yumurtalar tekrar inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan
embriyolu yumurtalarda embriyonun varligini tespit etmek i¢in 1s1k ile kontrol yapilmis ve
yumurta kabuklar1 %70’lik alkol ile temizlenerek koryoallantoik membrani1 goriiniir hale
getirmek igin kabukta 1-2 cm ¢apinda bir pencere agilmis ve uygulama 6ncesi yumurtalarin
uygulama yapilacak damar bolgeleri 0. saat olarak stereo mikroskop (Leica) ile 1x
biiytitmede goriintiilenmistir. Ayni giin uygulamalar segilen damar bolgesi tizerine 50 uL
birakilarak etken madde uygulamalar1 yapilmistir (Cizelge 3.14). Kabuktaki pencereler
embriyolarin kurumasimi engellemek amaciyla laboratuvar filmi ile kapatilmistir.
Uygulamalarin inkiibasyonu sonrasinda 12. ve 24. saat goriintiileri stereo mikroskop ile
goriintiilenmistir. CAM mikroskop gértintiileri, ImageJ yazilimindaki uzunluk 6lgtim araci
ile total damar uzunlugu bakimindan degerlendirilmistir (Ozgurtas ve digerleri, 2008;

Kiliggalan ve digerleri, 2021).

Cizelge 3.14. In ovo CAM modelinde kullanilan uygulama gruplar

Uygulama gruplari Uygulama kosullari

Damarlar uygulama gruplarina uygun olacak sekilde 12 ve 24
1.Grup (Kontrol grubu) saat sadece 1xPBS veya NaHCO; igeren PBS ile muamele
edilmistir. Herhangi bir uygulama yapilmamuistir.

Damarlar, 12 ve 24 saat 1XPBS igerisinde hazirlanan 750 ve
2.Grup (L-EPS grubu) 1000 pg/mL L-EPS ile muamele edilmistir.

Damarlar, 12 ve 24 saat NaHCO; igeren 1XPBS igerisinde

3.Grup (Canlt bakteri hazirlanan canl1 bakteri (6,5x10°cfu/mL) ile muamele edilmistir.

grubu)

Damarlar, 12 ve 24 saat NaHCOs; iceren 1xPBS igerisinde
4.Grup (Sinbiyotik grubu) hazirlanan sinbiyotik (6,5x10° cfu/mL canli bakteri ve 750
ug/mL L-EPS kombinasyonu) ile muamele edilmistir.
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3.2.12. istatistiksel analizler

Calisma sonuglar1 SPSS 22.0 programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Uygulama yapilmamis kontrol grubu ile L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalarina
ek TNF-a uygulanmis grup ile L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalarinin grup
arasindaki farklar t testi ile belirlenmistir. MTT testinde elde edilen hiicre canlilig1 ortalama
degerleri arasindaki farklar Multivariate Anova Post Hoc Tukey HSD (p<0,05) ile
belirlenmistir. /n vitro yara analizi ¢alismasinda L-EPS ile elde edilen ortalama yara
kapanma degerleri arasindaki farklar Multivariate Anova Dunnett (p<0,05), canli bakteri ve
sinbiyotik ile elde edilen ortalama yara kapanma degerleri arasindaki fark ise iki yonli
Anova Dunnett (p<0,05) ile tespit edilmistir. ELISA ve gRT-PCR analizlerinde elde edilen
ortalama olusum ve ekspresyon diizeyleri arasindaki farklar tek yonlii Anova Post Hoc
Tukey HSD (p<0,05) ile belirlenmistir. Flow sitometri ¢alismasinda elde edilen ortalama
hiicre boliinme degerleri arasindaki farklar tek yonlii Anova Dunnett (p<0,05) ile tespit
edilmistir. Koryoallantoik membran (CAM) modelinde elde edilen ortalama damar
uzunluklari kat sayis1 arasindaki fark iki yonlii Anova Bonferroni (p<0,05) ile belirlenmistir.
Istatistiksel olarak anlamlilik %95 diizeyinde (p<0,05) belirlenmistir. Tiim analizler tekrarl
ve paralelli [MTT (n:3), In vitro yara analizi (n:5), ELISA (n:3), qRT-PCR (3), Flow
sitometri (n:3) ve CAM analizi (n:3)] olarak ¢alisilmig, sonuglar ortalama deger

(OD) + standart sapma (SD) olarak verilmistir.



55

4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Lactobacillus Plantarum GD2 Susunun L-EPS Miktar:

Bu ¢alismada kullanilan, L. plantarum GD2 susundan elde edilen ve liyofilize hale getirilmis
EPS’nin fenol siilfiirik metodu ile miktarlarinin belirlenmesi amaglanmustir. L. plantarum
GD2 susundan elde edilen L-EPS miktarinin 398+4,4 mg/L oldugu tespit edilmistir (n:3,
OD4+SD).

4.2. L-EPS, Canh Bakteri ve Sinbiyotik Uygulamalarimin Hiicre Canhhg Uzerine
Sitotoksik Etkileri

Bu c¢alismada, L929 hiicrelerine L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalarinda
kullanilacak etkin olan ve hiicreler tizerinde toksik olmayan en yiiksek konsantrasyon ve

uygulama siiresi araliginin MTT yontemi ile belirlenmesi amaglanmustir.
4.2.1. L-EPS uygulamasinin L929 hiicre hatti iizerindeki sitotoksite sonuclari

Calismada, L929 hiicreleri 12, 18, 24 ve 36 saat boyunca 750 ve 1000 ug/mL L-EPS ile
muamele edilmis olup, inkiibasyon sonras1 % hiicre canliligi tespit edilmistir. Kontrol grubu

olarak yalnizca DMEM uygulamasi yapilan L929 hiicreleri kullanilmistir.

L-EPS uygulamalar1 sonucu, artan konsantrasyon ve muamele siirelerinde hiicre canliligin
azaldig1 tespit edilmistir. Ancak, tiim uygulamalar incelendiginde L-EPS’nin L929
hiicrelerinde %4-20 arasinda degisen diisiik oranlarda hiicre Oliimiine neden oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.1) Bu oraninin toksisite agisindan dikkate deger olmadig1 goriilmiis
olup, L-EPS’nin tiim konsantrasyon ve siirelerdeki uygulamalarinin biyogiivenli olarak
kullanilabilecegini gostermistir. L-EPS’nin 36 saat uygulamalarinda diger uygulamalara

gore toksisitenin yiiksek bulunmasi ileriki ¢alismalarda dikkate alinmistir.

Sonuglar istatiksiksel olarak degerlendirildiginde, 18, 24 ve 36 saat uygulama siirelerinde
azalan hiicre canliligi degerlerinin kontrole gore anlamli oldugu tespit edilmistir (*p<0,05).
12 saat uygulamalarinin ise azalan hiicre canliligi degerlerinin kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 saptanmustir (p>0,05). 750 ve 1000 pug/mL L-EPS uygulamalari iKili

olarak karsilastirildiginda hiicre canliligi oranlari arasinda anlamli bir fark yoktur (p>0,05).
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Sekil 4.1. L-EPS uygulanmis L929 hiicrelerinin % hiicre canliligi sonuglari, n: 3, OD + SD
4.2.2. Canh bakteri uygulamasinin L929 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksite sonuclari

Calismada, L929 hiicreleri 12, 18 ve 24 saat boyunca 6,5x10°, 1,3x10° ve 1,9x10° cfu/mL
canli bakteri (L. plantarum GD2) ile muamele edilmis olup, inkiibasyon sonrasi % hiicre
canlilig1 degerleri tespit edilmistir. Canli bakteri ve sinbiyotik ¢aligmalarinda, laktik asit
bakterilerinin DMEM besiyerindeki inkiibasyonu sonrasi, bakterilerin tiretebilecegi laktik
asit ve asit kaynakli diger metabolitlerden kaynaklanabilecek diisiik pH degerinin hiicreler
tizerinde sitotoksik etkisinin olacagi diisiiniilmistiir. Bu amagla DMEM uygulamalarina ek
olarak, sodyum bikarbonat (NaHCQO3) iceren modifiye DMEM (mDMEM) ile hazirlanmis
uygulamalarin da toksisitesi degerlendirilmis ve bu yoniiyle iki uygulama karsilagtirilmistir.
Calismada, kontrol grubu olarak farkli iki gruba uygun olacak sekilde, yalnizca DMEM ve
MDMEM uygulamasi yapilan L929 hiicreleri kullanilmistir.

Canli bakterilerin DMEM ile uygulamalarinda, uygulama siiresi ve uygulanan bakteri
konsantrasyonun artisina bagl olarak besiyerindeki pH degerinin azaldig: tespit edilmistir.
Canli bakteri uygulamast ile DMEM besiyerinde olgiilen pH araligi ~4-4,6 olup,
uygulamalarin L929 hiicrelerinde %16,8-39,8 hiicre 6liimiine neden oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.2.a). pH degeri ~7-7,2 olarak &lgiilen MDMEM besiyerindeki canli bakteri
uygulamalarinin ise %10,8-28,5 hiicre 6liimiine neden oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2.b).
Sonug olarak, canli bakterilerin mDMEM ile olan tiim uygulama kosullarinda hiicre 6liimii
onemli olgiide azalmis olup, denenen tiim uygulama kosullarinin MDMEM ortaminda
biyogiivenli olarak kullanimi miimkiin goriinmektedir. Ayrica, mDMEM’in farkli tiim
uygulamalarinda 1,9x10° cfu/mL canli bakterinin ve 24 saat uygulamalarmin diger

uygulamalara gore daha yiiksek hiicre 6liimiine neden olmasinin, bakterilerin {irettikleri
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metabolitlerden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bu uygulamalarda belirlenen
toksisitenin dikkate deger olmadigi sdylenebilir.

Istatistiksel olarak, canli bakterinin her iki besiyerindeki tiim uygulamalarinda azalan hiicre
canlilig1 degerlerinin kontrole kiyasla anlamli oldugu tespit edilmistir (*p<0,05). Bununla
birilikte, DMEM ve mDMEM ortamlarindaki uygulamalarin hiicre canlilig1 sonuglart ikili
karsilastirildiginda, hiicre canliligi degerleri arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edilmistir (*p<0,05).
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Sekil 4.2. Canli bakteri uygulanmig L929 hiicrelerinin % hiicre canlilig1 sonuglart. DMEM
(@) ve mDMEM (b) uygulamalari, n: 3, OD + SD

4.2.3. Sinbiyotik uygulamasinin L929 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksite sonuglari

Calismada, canli bakteri ve L-EPS kombinasyonlar1 sinbiyotik olarak hazirlanip hiicrelere
12, 18 ve 24 saat boyunca uygulanmistir. Bir onceki calismamizda elde ettigimiz hiicre
canliligma sonuglarina gore, hiicre 6liim orani diisiik olan ve en yiiksek etkiye sahip
olabilecek bakteri miktarlar1 sinbiyotik uygulamalarinda 6,5x10° ve 1,3x106 cfu/mL olarak
secilmistir. Calismada, belirlenen bakteri gruplarina, 750 ve 1000 pg/mL L-EPS eklenerek
farkli oranlarda olusturulan sinbiyotik kombinasyonlari kullanilmistir.  Sinbiyotik
igerigindeki bakterilerin iretebilecekleri laktik asit ve asit kaynakli metabolitlerinden
kaynaklanabilecek diisiik pH degerine bagli toksisiteyi de degerlendirmek amaciyla hem
DMEM hem de mMDMEM ile yapilmis uygulamalar kullanilmis ve iki uygulama bu yoniiyle
kiyaslanmistir. Calismada, kontrol grubu olarak farkli iki gruba uygun olacak sekilde,
yalnizca DMEM ve mMDMEM uygulamasi yapilan L929 hiicreleri kullanilmusgtir.
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Sinbiyotiklerin, DMEM uygulamalarinda %19,9-46,8 ve MDMEM uygulamalarinda %16,4-
34,6 arasinda degisen oranlarda hiicre 6limiine neden oldugu tespit edilmistir. Artan
sinbiyotik muamele siiresi ve miktarlarinda hiicre canliliginin azaldigi tespit edilmistir.
Ancak, sinbiyotiklerin mDMEM ile yapilan uygulamalarinda hiicre 6liimii orani DMEM
uygulamalarina gore daha azdir. Bu durumun DMEM besiyerinde laktik asit bakterilerin
trettigi asidik metabolitlerden kaynakli oldugu diistiniilmektedir. Sonug olarak, sinbiyotigin
tim uygulama kosullarinda mMDMEM ortaminda biyogiivenli olarak kullanilabilmesi

miimkiin goriinmektedir.

Tim uygulamalarda artan sinbiyotik muamele siiresi ve miktarina paralel olarak azalan
hiicre canlilig1 degerleri her iki besiyeri i¢in de istatistiksel olarak anlamlidir (*p<0,05). Ek
olarak, sinbiyotiklerin DMEM ve mDMEM ortamlarindaki hiicre canliligi sonuglart ikili

karsilastirildiginda, hiicre canliligi degerleri arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlaml
oldugu tespit edilmistir (*p<0,05).
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Sekil 4.3. Sinbiyotik uygulanmis L929 hiicrelerinin % hiicre canliligi sonuglari, DMEM (a)
ve MDMEM (b) uygulamalari, n: 3, OD + SD

Sonuglarimiz “etken maddelerin in vitro sitotoksisitesi” kriterlerine gore (ISO, 2009)

degerlendirildiginde, L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin tiim uygulamalarinda %50’ nin
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altinda hiicre 61iim oran1 olan uygulama dozu ve siireleri biyogiivenli olarak kabul edilmistir.
Buna gore, devam eden calismalarda L-EPS’nin; 0-1000 pg/mL ve 0-36 saat, canli
bakterinin; 6,5x10° cfu/mL ve 0-24 saat, sinbiyotigin; 6,5x10° cfu/mL canl1 bakteri ve 750
nug/mL L-EPS kombinasyonu seklinde 0-24 saat araliginda L929 hiicrelerine uygulanmasi

uygun gorilmiistiir.

4.3. TNF-a ile indiililenen L929 Hiicrelerinde L-EPS, Canh Bakteri ve Sinbiyotigin
Hiicre Canlihig1 Uzerine Etkileri

Yapilan tez ¢alismasi kapsaminda; L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin yara iyilesmesinin
inflamasyon fazi tizerine etkilerinin arastiritlmasi amaglanmis olup, bu ¢alismada fibroblast
aracilt in vitro inflamasyon modelinin olusturulmasi i¢in L929 hiicrelerinde inflamasyonun
indiiklenebilecegi en yiiksek, toksisistesi diisiik olan TNF-o konsantrasyon ve uygulama
stiresinin belirlenmesi amaciyla, TNF-a’nin farkli konsantrasyon ve uygulama siirelerindeki

hiicre canliliklar1t MTT yo6ntemi ile belirlenmistir.

Calismada, 10, 20 ve 50 ng/mL TNF-a; 30 dk., 1 saat ve 3 saat olacak sekilde L929
hiicrelerine uygulanmistir. Olusturulan in vitro inflamasyon modelinin ardindan ¢alismada
kullanilacak uygulama gruplari olarak, diisiik sitotoksik etkileri bir 6nceki ¢alismada tespit
edilen 750 ve 1000 pg/mL L-EPS; 6,5x10° cfu/mL canli bakteri; 6,5x10° cfu/mL canl
bakteri ve 750 pg/mL L-EPS kombinasyonu olarak sinbiyotigin 18 ve 24 saat uygulamalari
secilmigtir. Calismamizda, canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalarinda daha diisiik
toksisiteye sahip olan mMDMEM uygulamalar1 se¢ilmistir. Kontrol grubu olarak yalnizca
DMEM ve mDMEM uygulamasi yapilan L929 hiicreleri kullanilmistir. Sonuglar Sekil 4.4°te

verilmistir.

Yalnizca TNF-o uygulanan tiim kontrol gruplarinda dikkate deger bir hiicre 6liimiiniin
olmamasi ile birlikte, 50 ng/mL ve 3 saat TNF-a ile indiiklenmis hiicrelerde 6liim oraninin
diger uygulamalara goére daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayni sekilde, TNF-a ile
indiiklenmis hiicrelere uygulanan L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin de tiim denemelerde
en yiiksek 6lim oraninin 50 ng/mL ve 3 saat TNF-a uygulamalarinda oldugu dikkat
¢ekmistir. Bu durum ozellikle L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin 24 saat uygulandigi
gruplarda daha belirgin sekilde 6ne ¢ikmistir. Oliim oranlarmin toksisite agisindan daha
tolere edilebilir diizeyde olmasi sebebi ile devam eden caligmalarda L929 fibroblast

hiicrelerinde inflamasyonun indiiklenmesinin denemelerinde TNF-o’nin 10 ve 20 ng/mL
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konsantrasyonlarinin 30 dk., 1 saat ve 3 saat uygulamalar1 se¢ilmistir. Uygulama gruplarinin

% hiicre 6liimii deger araliklar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, TNF-a ile indiiklenmis L929 hiicrelerine
uygulanan L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin elde edilen toksite degerlerin TNF-a
uygulanmis kontrol grubuna gore anlamli oldugu saptanmistir (*p<0,05). 18 ve 24 saat
uygulamalar1 ikili olarak karsilastirildiginda ise degisen uygulama siirelerindeki hiicre

canlili@1 degerlerindeki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (*p<0,05).
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Sekil 4.4. TNF-a ile indiiklenen L929 hiicrelerinde L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotik
uygulamalar1 sonucu elde edilen % hiicre canlilig1 sonuglari, (2) 10 ng/mL, (b) 20
ng/mL ve (c) 50 ng/mL TNF-a ile indiiklenen L929 hiicreleri, n: 3, OD + SD
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Cizelge 4.1. TNF-a ile indiiklenen L929 hiicrelerinde L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotik
uygulamalar1 sonucu elde edilen en diisiik ve en yiiksek % hiicre 6limii
degerleri, n: 3, OD + SD

% Hiicre 6limi (0-3 saat TNF-a uygulamasi)

Uygulamalar 10 ng/mL 20 ng/mL 50 ng/mL
En diisiik Enyiiksek  Endisik Enyiiksek Endisik  En yiiksek
% o6liim % 6lim % o6liim % olim % o6liim % o6liim
TNF-a 0,8+0,2 3,7£1,1 1,8+0,4 6,5+2,0 4,614 13,842,2
(75B_E;rsnL) 6,9+1,8 15,342,0 1£1,9  224%24 22431 36,3+3,9
(100Lo_ I}EJ.Z/SmL) 1242,0  188+3,1 14219  27433,0 26,6428 42,9440
(G%ililésb;ttﬁ;b 197422 26,830 2329  33,6483,8 353329  51,944,5
Sinbiyotik
5
(€é5k)t(e1r(i) +C];l:3/cr)11 :gfinLh 26,6524 32,9434 295330 39431 423430 59437
L-EPS)

4.4. In Vitro Yara Modeli (Scratch Assay) ile Belirlenen Yara Iyilesmesi Sonuclar

Fibroblast migrasyonu, yara iyilesmesinin proliferasyon fazinin en énemli asamalarindan
biri olmakla birlikte, fibroblastlarin yara alanina gogii yara kapanmasi igin Kritiktir. Bu
sebeple ¢alismamizda, L929 fibroblast hiicrelerinde olusturulan in vitro yara modelinde L-
EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin fibroblast migrasyonunu indiikleyerek yara kapanma
oranina bagl olarak uygulamalarin yara kapanmasindaki etkisi ile etken uygulama siiresi
ve/veya uygulama dozlarinin belirlenmesi amaglanmistir. Laktik asit bakterilerin
tiretebilecekleri asit metabolitlerinden kaynaklanabilecek diisiik pH degerinin hiicre
migrasyonu ftizerindeki etkisini incelemek amaciyla hem DMEM hem de mDMEM ile
yapilmis uygulamalar kullanilmig ve iki uygulama bu yoniiyle karsilastirilmistir. Calismada,
kontrol grubu olarak uygulama gruplarmna uygun olacak sekilde, yalnizca DMEM ve

MDMEM uygulamas1 yapilan L929 hiicreleri kullanilmigtir.
4.4.1. L-EPS’nin in vitro yara iyilesmesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Bu c¢alismada, L929 fibroblast hiicrelerinde olusturulan in vitro yara modeline L. plantarum
GD2 susundan elde edilen L-EPS’nin diisiik sitotoksik etkileri belirlenmis 750 ve 1000
png/mL konsantrasyonlarda 12, 18, 24 ve 36 saat uygulamalart sonucu hiicrelerin

migrasyonuna bagli yara kapanma oranlari belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.5’te verilmistir.
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Calismamizda, L-EPS’nin farkli konsantrasyon ve siirelerde %10,1-42,1 arasinda degisen
oranlarda in vitro yara kapanmasini tesvik ettigi belirlenmistir. [ vitro yara modelinde hiicre
migrasyonuna bagli en iyi yara kapanmast 750 ug/mL L-EPS’nin 36 saat uygulanmasi
(%32,7) ile 1000 pg/mL L-EPS’nin 24 saat (%40,4) ve 36 saat (%42,1) uygulanmasinda
gozlenmistir. Bununla birlikte, artan uygulama siirelerine bagli olarak 1000 pg/mL L-
EPS’nin 750 pg/mL L-EPS’ye gore fibroblast migrasyonunu daha fazla indiikledigi ve
yarayr daha hizli kapatma etkisine sahip oldugu belirlenmistir. 12 saat L-EPS
uygulamalarinda ise kayda deger bir degisim gozlenmemistir. Ayrica, diisiik sitotoksik
etkiye ve en iyi yara kapatma oranina sahip olan 1000 pg/mL L-EPS uygulama gruplarinin
(18 ve 24 saat) fibroblastlar1 indiiklemesi sonucu go¢ eden hiicrelerin yara bolgesindeki
goriintiileri taramali elektron mikroskobu (SEM) ile gosterilmistir (Sekil 4.6). SEM

sonuglari, in vitro yara kapanma sonuglarint dogrulamustir.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, her iki L-EPS konsantrasyonun 12 saat
uygulamasinin yara kapanma tizerinde istatistiksel olarak etkisinin olmadig: tespit edilmistir
(p>0,05). Artan uygulama siiresine paralel olarak, 750 ug/mL L-EPS’nin yara kapanma
tizerindeki etkisinin artis1 istatistiksel yonden anlamli bulunmustur (*p<0,05). 1000 pg/mL
L-EPS’nin ise 18 ve 24 saat uygulama siirelerindeki artan yara kapanma oranlarinin anlaml
oldugu (*p<0,05), ancak, 24 ve 36 saat uygulamalari arasinda istatistiksel fark olmadig:
saptanmigtir (p>0,05). 750 ve 1000 pg/mL L-EPS sonuglari ikili olarak karsilastirildiginda
ise 12 saat uygulamalarinin yara kapanma degerlerinde istatistiksel olarak fark olmadig:
belirlenmis olup (p>0,05), 18, 24 ve 36 saat uygulamalarinda her iki konsantrasyondaki yara
kapanma degerlerindeki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (*p<0,05).
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Sekil 4.6. L-EPS uygulanmig L929 hiicrelerinde in vitro yara kapanmasinin SEM
goriintiileri (5 kv, 100x). (a) 18 saat DMEM uygulamasi (kontrol grubu), (b) 24
saat DMEM uygulamasi (kontrol grubu), (c) 18 saat 1000 ug/mL L-EPS
uygulamasi, (d) 24 saat 1000 pg/mL L-EPS uygulamasi

4.4.2. Canh bakteri ve sinbiyotik uygulamasmin in vitro yara iyilesmesi iizerine
etkisinin belirlenmesi

Bu calismada, L929 fibroblast hiicrelerinde olusturulan in vitro yara modelinde, canli bakteri
ve sinbiyotigin 18 ve 24 saat uygulamalar1 sonucu hiicrelerin migrasyonuna bagl yara
kapanma oranlar1 belirlenmistir. Calismada, diisiik sitotoksik etkilerinden dolayr hem
DMEM hem de mDMEM’de hazirlanan 6,5x10° cfu/mL canli bakteri ve 6,5x10° cfu/mL
canli bakteri ile 750 pg/mL L-EPS kombinasyonu sinbiyotik uygulamalari olarak se¢ilmistir.

In vitro yara analizi sonuglarinda, hem DMEM hem de mDMEM’de hazilarlanan canli
bakteri ve sinbiyotigin artan siirelerde kontrol grubuna kiyasla fibroblast migrasyonunu
indiiklekleri ve yara kapanmasini hizlandirdiklar: tespit edilmisti. DMEM ile yapilan
uygulama sonuglari, canli bakterinin L929 fibroblast hiicrelerinde 18 saatte %52,2 ve 24
saatte %79,4; sinbiyotigin 18 saatte %75 ve 24 saatte %100 yara kapanmasini tesvik ettigini
gostermistir (Sekil 4.7). mDMEM uygulama sonuglarina goére ise canli bakterinin 18 saatte
%48 ve 24 saatte %58; sinbiyotigin 18 saatte %49,6 ve 24 saatte %65 yara kapanmasini
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indiikledigi saptanmistir (Sekil 4.8). Yapilan ¢alisma kapsaminda, DMEM ile hazirlanan
canli bakteri ve sinbiyotigin MDMEM uygulamalarina gére daha yiiksek yara kapatma
etkisine sahip oldugu ve tiim uygulama kosullarinda canli bakteri ve sinbiyotigin 24 saat
uygulamasinin 18 saate kiyasla yara iyilesmesinde daha etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica,
tim uygulama kosullarinda sinbiyotigin canli bakteriye kiyasla daha yiiksek yara kapatma
etkisine sahip oldugu tespit edilmistir.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, tiim uygulama kosullarinda canli bakteri
ve sinbiyotigin yara kapatma tizerindeki etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(*p<0,05). Uygulamalarin 18 ve 24 saat yara kapatma degerleri arasindaki farkliligin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (*p<0,05). Tiim uygulama kosullarinda,
canli bakteri ve sinbiyotik muamelerinin yara kapanmasi {izerindeki etkileri istatistiksel
olarak birbirinden farkli bulunmustur (*p<0,05). Ayrica, DMEM uygulamalarindaki canli
bakteri ve sinbiyotigin yara kapanma sonuglart mnDMEM uygulamalar ile kiyaslandiginda,
yara kapanma degerleri arasindaki farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmigtir
(*p<0,05).

L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalarinin in vitro yara kapanmasi tizerine etkileri
genel olarak degerlendirildiginde, hiicre Oliimiiniin yiksek olarak belirlendigi
uygulamalarda, sitotoksisite agisindan hiicre migrasyonunun ¢ok fazla etkilenmedigi dikkat
¢ekmistir. 1000 ug/mL L-EPS’nin 24 saat ve 36 saat uygulamalarinin sonuglar1 birbirine
yakin olup, bu uygulamalarin L-EPS gruplari igerisinde en iyi yara kapatmasini gosterirken,
canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalarinda ikinci sirada en iyi yara kapanmast mDMEM
ortaminda 24 saat uygulamalarinda gozlenmistir. En iyi yara kapanmasi ise DMEM
ortaminda 24 saat canli bakteri (%79,4 kapatma) ve sinbiyotik (%100 kapatma)
uygulamalarinda gozlenmistir. Bununla birlikte, tiim denemelerde en iyi migrasyonun
sinbiyotik uygulamalarinda oldugu goriilmektedir. DMEM ortaminda pH’ya bagl hiicre
6liim oraninin yiiksek olmasina ragmen, 6liim oraninin toksisite agisindan tolere edilebilir
olmasina ve yara kapanmasini daha fazla tesvik etmesine ek olarak, asidik ortamin yara
iyilesme siirecinde Ozellikle yara enfeksiyonunu onleme agisindan onemli katkisi olma

ihtimali de g6z ard1 edilmemesi gereken 6nemli bir husustur.
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Sekil 4.7. DMEM besiyerinde uygulanan canli bakteri ve sinbiyotigin L929 hiicrelerinde in
vitro yara kapanma sonuglari, (a) yara kapanma mikrograflar (4x), (b) % yara
kapanma degerleri, n: 5, OD + SD
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Sekil 4.8. MDMEM besiyerinde uygulanan canli bakteri ve sinbiyotigin L929 hiicrelerinde
in vitro yara kapanma sonuglari, (a) yara kapanma mikrograflari (4x), (b) % yara
kapanma degerleri, n: 5, OD + SD

4.5. L-EPS, Canh Bakteri ve Sinbiyotigin L929 Fibroblast Hiicrelerinde Kollajen ve
Fibronektin Uzerine Etkisi

Kollajen ve fibronektin, ekstraselliiler matriksin (ECM) o6nemli bilesenlerindendir.

Fibroblastlarin, yara iyilesmesi i¢in Oonemli olan Kollajen, fibronektin ve diger ECM



68

bilesenlerini sentezlemesi, yaralanma sonrasi olugsan doku boslugunun kapatilmasi ve yeni
bir bag doku matriksinin olusmasi agisindan oldukg¢a dnemlidir. Bu bilgiler dogrultusunda;
L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalarimin kollajen ve fibronektin gen
ekspresyonunu ve sentezini indiiklemesi, yara iyilesmesinde L-EPS, canli bakteri ve
sinbiyotik tedavi yaklasimlarinin kullanilabilirligini gdstermis olmas1 bakimindan 6nem arz

etmektedir.

Calismamizda, yukarida belirtilen bilgiler dogrultusunda, L929 hiicrelerine uygulanan L-
EPS, canl1 bakteri ve sinbiyotik uygulamalarinin kollajen-I-alfa-1 (COL1A1) ve fibronektin
(FN) tizerindeki indiikleyici etkilerinin tespit edilmesi amaglanmigtir. Tiim denemelerde,
COL1ALl ve FN diizeyleri ELISA, mRNA ekspresyon seviyeleri ise gRT-PCR ile tespit

edilmistir.

Bu ¢alismada kullanilacak olan uygulama dozlari ve inkiibasyon siireleri, MTT sonuglarinda
diisiik toksik etkiye sahip ve in vitro yara analizinde fibroblast migrasyonunu indiiklemede
etkin olan denemelere gére se¢ilmis olup, 750 ve 1000 pg/mL L-EPS’nin 18 ve 24 saat; canli
bakterinin 6,5x10° cfu/mL, 24 saat; sinbiyotigin 6,5x10° cfu/mL canl bakteri ile 750 ug/mL
L-EPS kombinasyonu seklinde 24 saat olarak kullanilmas1 uygun goriilmiistiir. Calismada,
canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalarinda, pH degisimine bagl kollajen ve fibronektin
diizeylerinin ve gen ekspresyonlarinin kiyaslanmasi amaciyla DMEM ve mDMEM
besiyerleri kullanilmis olup, uygulamalar bu yonleri ile karsilastirilmistir. Kontrol grubu
olarak, uygulama gruplarma uygun olacak sekilde sadece DMEM ve mMDMEM uygulamasi
yapilan L929 hiicreleri kullanilmistir.

45.1. L-EPS, canh bakteri ve sinbiyotik uygulamalarimmn COL1Al ve FN olusum
diizeyleri iizerine etkisi

Yapilan ¢aligmada, L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin L929 hiicrelerinde COL1A1 ve FN
olusum diizeyi ilizerine etkisi ELISA testi ile incelenmistir. Calismada kullanilan ELISA
kitlerinin ¢alisma prensibi, mikroplaka kuyularindaki biyotin ile konjuge edilmis COL1A1
veya FN’ye spesifik antikorlarin, horse radish peroksidaz ile konjuge edilmis avidin ile
arasindaki baglanmaya dayanir. Substrat ve durdurma soliisyonu eklenen kuyucuklarda,
antijen/antikor/enzim kompleksinin olusumuna bagli kolorometrik degisim gozlemlenir.
Kolorometrik degisimlere bagl olarak COL1A1 ve FN degerleri spektral olarak olgiiliip

hiicre kiiltiirii besiyerindeki konsantrasyonlart hesaplanir.
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COL1A1 olusum diizeyi 750 ve 1000 pg/mL L-EPS uygulamalari ile esit miktarda artmis
olup, her iki konsantrasyonda da kontrole kiyasla 0,7 kat daha fazla COL1A1 olusumu tespit
edilmistir. Her iki L-EPS konsantrasyonunun 24 saat uygulanmasi sonucunda COL1A1l
olusumunda herhangi bir degisim gozlenmemistir. FN olusum diizeyleri incelendiginde ise
tim uygulama kosullarinda L-EPS’nin FN olusumuna etki etmedigi belirlenmistir (Sekil
4.9).

Istatistiksel analizlere gore, her iki L-EPS konsantrasyonunun 18 saat uygulamalarinin
COL1Al olusum diizeyi tizerindeki etkisi anlamli bulunmus olup (*p<0,05), 24 saat
uygulamalarinin COL1AL olusum diizeyi iizerinde anlamli bir etkisi yoktur (p>0,05). 18
saat L-EPS uygulamalarinin konsantrasyon miktarindaki degisimin, COL1Al olusum
diizeyi tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olusturmadigi saptanmistir (p>0,05).
Ayrica, tim uygulama kosullarinda L-EPS’nin, FN olusum diizeyi iizerinde istatistiksel

olarak anlamli bir etkisi yoktur (p>0,05).
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Sekil 4.9. L929 hiicrelerine uygulanan L-EPS’nin COL1Al ve FN olusum diizeyi
tizerindeki etkisi. (a) COL1Al sonuglari, (b) FN sonuglari, n: 3, OD + SD

Canli bakteri ve sinbiyotigin, DMEM ile yapilan uygulamalarinda COL1Al olusum
diizeyinde, kontrol grubuna kiyasla azalma gézlenmis olup, mMDMEM uygulamalarinda
COL1A1 olusum diizeyini kontrol grubuna gore canli bakteri uygulamasinin 0,3 Kat;
sinbiyotik uygulamasimin ise 0,5 kat daha fazla arttig1 tespit edilmistir. COL1AL olusum
diizeyinin, DMEM besiyeri ile yapilan uygulamalar ile azalip, MDMEM besiyeri ile yapilan
uygulamalarda artmasinin sebebinin asidik ortam pH’s1 oldugu disiiniilmektedir. Tim

uygulama kosullarinda, canli bakteri ve sinbiyotigin FN olusum diizeyi ilizerinde L-EPS
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uygulamalarinda oldugu gibi herhangi bir degisim tespit edilmemistir. Canli bakteri ve
sinbiyotik uygulamalar1 sonucu elde edilen COL1A1 ve FN olusum diizeyleri Sekil 4.10°de

verilmistir.

Canl1 bakteri ve sinbiyotigin COL1A1 olusum diizeyi tizerindeki etkisi istatistiksel olarak
bulunmustur (*p<0,05). Tim uygulama kosullarinda ise canli bakteri ve sinbiyotigin FN
olusum diizeyi tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi yoktur (p>0,05).
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Sekil 4.10. DMEM ve mDMEM besiyerinde uygulanan canli bakteri ve sinbiyotigin
COL1A1 ve FN olusum diizeyi tizerindeki etkileri. (a) COL1A1 sonuglari, (b)
FN sonuglari, n: 3, OD + SD

4.5.2. L-EPS, canh bakteri ve sinbiyotik uygulamalarinin COL1Al1 ve FN mRNA
ekspresyon seviyeleri iizerine etkisi

Yapilan ¢alismada, L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin L929 hiicrelerinde COL1A1 ve
FN’nin mRNA’ya goére gen ekspresyon diizeyleri tizerine etkisi gRT-PCR ile incelenmistir.

L-EPS uygulamasina baglh elde ettigimiz COL1A1 ve FN mRNA sonuglart Sekil 4.11°de
verilmistir. Sonuglarimiza gore, 750 ve 1000 pug/mL L-EPS’nin 18 saat uygulanmasinda
COL1A1 mRNA ekspresyonu esit diizeyde artmis olup, kontrol grubuna kiyasla 0,6 kat daha
fazla ekspresyon artist gozlenmistir. Her iki L-EPS konsantrasyonunun 24 saat
uygulamalarinda, COL1A1 mRNA ekspresyonu 18 saat uygulamalarinda oldugu gibi esit
miktarda artmis olup (kontrol grubuna kiyasla 0,2 kat daha fazla), bu artisin dikkate deger
olmadig: tespit edilmistir. Sonuglarimiz, 18 saat L-EPS uygulamalarinin COL1A1 mRNA

ekspresyonu iizerinde daha etkili oldugunu gostermistir. Ayrica L-EPS konsantrasyon
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miktarindaki degisimin COL1A1 mRNA ekspresyonu iizerinde farklilik olusturmadigi
belirlenmistir. FN mRNA ekspresyon sonuglari incelendiginde ise tiim uygulama

kosullarinda L-EPS’nin FN ekspresyonuna etki etmedigi saptanmustir.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, her iki konsantrasyondaki L-EPS’nin 18
saat uygulamalarinin, COL1A1 mRNA ekspresyonu iizerindeki etkilerinin anlamli oldugu
tespit edilmis olup (*p<0,05), konsantrasyon miktarindaki degisme gére COL1A1 mMRNA
ekspresyonunda istatistiksel olarak farklilik saptanmamustir (p>0,05). Her iKi
konsantrasyondaki L-EPS’nin 24 saat uygulamalarinin, COL1A1 gen ekspresyonu iizerinde
etkili olmadig istatistiksel olarak saptanmigtir (p>0,05). Ayrica, L-EPS’nin tiim uygulama
kosullarinda FN mRNA ekspresyonu tizerinde etkisinin olmadig istatistiksel olarak tespit

edilmistir (p>0,05).
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Sekil 4.11. 750 ve 1000 ug/mL L-EPS’nin 18 ve 24 saat uygulamalarinin L929 hiicrelerinde
COL1A1 ve FN mRNA ekspresyonlart iizerindeki etkisi. (a) COL1A1 sonuglari,
(b) FN sonuglari, n: 3, OD + SD

Canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalari ile elde ettigimiz COL1A1 ve FN mRNA
ekspresyon sonuglar1 Sekil 4.12°de verilmistir. Calismada, DMEM ile yapilan canli bakteri
ve sinbiyotik uygulamalarinda COL1A1 gen ekspresyonunun, kontrol grubuna kiyasla
azaldigi gozlenmisti. MDMEM ile yapilan uygulamalarda, canli bakteri muamelesiyle
COL1A1 mRNA ekspresyon seviyesi kontrole gore 1,7 kata yiikselirken, kontrol grubuna
gore 0,7 katlik bir artig belirlenmistir. Sinbiyotigin MDMEM uygulamasinda ise COL1A1
MRNA ekspresyonu 2 kata yiikselirken, kontrole kiyasla 1 kat artis tespit edilmistir.
COL1A1 mRNA ekspresyonunun DMEM besiyeri ile yapilan uygulamalar ile azalmasi,
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laktik asit bakterilerinin uygulama kosullarinda canliligini siirdiirmesine bagli besiyerindeki
diisik pH’nin L929 hiicresini oliime gotiirmesi ile iliskilendirilebilir. pH degerinin
notralizeedildigi MDMEM besiyerinde L929 hiicrelerinde artan COL1A1 gen ekspresyonu
bu goriistimiizii desteklemektedir. Bununla birlikte, canli bakteri ve sinbiyotigin tim
uygulama kosullarinda FN gen ekspresyonu iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig: tespit

edilmistir.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, DMEM ortamindaki canli bakteri ve
sinbiyotik uygulamalar1 ile COL1A1 mRNA ekspresyonundaki azalan ve mDMEM
uygulamalarindaki artan ekpresyon miktarlart kontrol grubuna gére anlamli bulunmustur
(*p<0,05). Bununla birlikte, mMDMEM ortaminda uygulanan canli bakteri ve sinbiyotigin,
COL1A1 mRNA ekspresyonundaki artis miktarlarindaki farklilik istatistiksel olarak
anlamlidir (*p<0,05). Ayrica, tiim uygulama kosullarinda canli bakteri ve sinbiyotigin FN

gen ekspresyonu iizerinde etkili olmadigi istatistiksel olarak saptanmistir (p>0,05)
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Sekil 4.12. DMEM ve mDMEM besiyerinde uygulanan canli bakteri ve sinbiyotigin
COL1A1 ve FN mRNA ekspresyonlar iizerindeki etkileri. (a) COL1Al
sonuglari, (b) FN sonuglari, n: 3, OD = SD

Genel olarak degerlendirdigimizde, L-EPS sonuglarinda oldugu gibi, canli bakteri ve
sinbiyotik uygulamalarinda sadece COL1AL gen ekspresyon diizeyi etkilenmis, FN gen
ekspresyon diizeyinde herhangi bir etki gézlenmemistir. Ayrica, L-EPS, canli bakteri ve
sinbiyotik uygulamalar1 ile elde ettigimiz COL1A1 ve FN mRNA ekspresyonu sonuglari,
COL1A1 ve FN ELISA sonuglarini dogrulamistir.
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4.6. L-EPS, Canli Bakteri ve Sinbiyotigin TGF-1/Smad Sinyalizasyonu Uzerindeki
Modiilator Etkilerinin Belirlenmesi

Yara iyilesmesinin major sinyal yolaklarindan biri olan TGFB-1/Smad sinyal yolagi; TGF-
B reseptorlerinin aktivasyonu ile Smad2/3 dimerinin (R-Smadlar) fosforile olmasi ve bu
dimerin Smad4 (Co-Smad) ile birleserek nukleusa go¢ etmesi sonucu hiicre proliferasyonu,
migrasyonu ve Kkollajen sentezinin indiiklenerek yara iyilesme siirecinin tetiklenmesinde
fonskiyonel rol oynar. Bu bilgiler dogrultusunda L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotik
uygulamalarinin, TGF-B1/Smad sinyal yolagi iizerinde olusturdugu etkinin belirlenmesi,
probiyotik kaynakli uygulamalarin bu sinyal yolagi araciligiyla yara iyilesmesinde etkin
olabileceklerinin gosterilmesi bakimindan olduk¢a Gnemlidir. Bu g¢alismada, probiyotik
kaynakli uygulamalarin yapildigit L929 hiicrelerinde TGFB-1/Smad sinyal yolaginda
bulunan TGF-B1, Smad2, Smad3 ve Smad4 genlerinin ekspresyon seviyelerinin qRT-PCR
ile MRNA diizeyinde belirlenmesi amaglanmistir. Calismada kullanilan uygulama gruplari,
diisiik sitotoksik etkiye sahip ve in vitro yara analizi sonuglarina gore fibroblast
migrasyonunu ile COL1A1 gen ekspresyonunu ve iiretimini indiikleyici etkilerine gore
secilmistir. Bu dogrultuda uygulamalarin; 18 ve 24 saat, 750 ve 1000 pg/mL L-EPS; 24 saat
canli bakteri (6,5x10° cfu/mL) ve 24 saat sinbiyotik (6,5x10° cfu/mL canli bakteri ve 750
nug/mL L-EPS kombinasyonu) uygulamalari olacak seklinde yapilmasi uygun gorilmiistir.
Laktik asit bakterilerinin {iretebilecegi asidik metabolitlerin olusturdugu diisik pH
degerindeki ekstraselliiler hiicre ortaminin, TGF-1/Smad sinyal yolagi iizerindeki etkisinin
incelenebilmesi amaciyla DMEM ile yapilan uygulamalara ek olarak, mDMEM besiyeri ile
yapilan uygulamalarla da calisilmistir.  Calismada kontrol grubu olarak, uygulama
gruplaria uygun olacak sekilde DMEM veya mDMEM uygulamasi yapilan L929 hiicreleri

kullanilmastir.

L-EPS uygulamasi sonucu, L929 fibroblast hiicrelerinde TGF-B1 gen ekspresyonunu en
fazla arttiran L-EPS konsantrasyonunun 1000 pg/mL oldugu belirlenmistir. TGF-f1 mRNA
ekspresyon seviyesinin 1000 ug/mL L-EPS’nin 18 saat uygulamasi ile 1,4’e yiikseldigi
(kontrole gore 0,4 kat artig) ve 24 saat uygulamasi ile 2,3’¢ yiikseldigi (kontrole gore 1,3 kat
artig) tespit edilmis olup, tiim uygulamalarda TGF-B1 gen ekspresyon diizeyini en fazla
arttiran uygulamanin 24 saat 1000 pg/mL L-EPS oldugu saptanmistir. 18 saatte esit sonug
veren 750 ve 1000 ug/mL L-EPS uygulamalari Smad2 mRNA ekspresyon diizeyini arttiran

en iyi sonuglar olarak 6ne ¢ikmuistir. Bu uygulamalarda Smad2 mRNA ekspresyon diizeyi
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2,1 olarak belirlenirken, kontrole gore 1,1 kat artis tespit edilmistir. Benzer sekilde, Smad3
gen ekspresyonu tizerine en iyi etkiyi 18 saat L-EPS uygulamalarinin gésterdigi saptanmis
olup, bu inkiibasyon siiresinde Smad3 mRNA ekspresyon diizeyinin; 750 pg/mL L-EPS
uygulamasi ile 3 (kontrole gore 2 kat artis) ve 1000 pg/mL L-EPS uygulamasi ile 5,4
(kontrole gore 4,4 kat artis) oldugu gozlemlenmistir. Smad4 geni iizerinde her iki
konsantrasyondaki L-EPS’nin 18 ve 24 saat uygulamalar1 benzer sonug gostermekle birlikte,
artan L-EPS konsantrasyonu ile Smad4 mRNA ekspresyon diizeyinde artis saptanmistir. En
Iyi sonucu veren 24 saat inkiibasyon siiresinde Smad4 mRNA diizeyi, 750 pg/mL L-EPS
uygulamasi ile 1,7 olarak tespit edilirken, kontrole gore 0,7 kat artig; 1000 pg/mL L-EPS
uygulamasi ile 2 olarak belirlenirken kontrole gore 1 kat artis gozlemlenmistir. Tiim sonuglar
degerlendirildiginde L-EPS’nin, TGF-f1/Smad sinyal yolaginda en fazla Smad3 geni
tizerinde etkin oldugu dikkat ¢ekmistir. Sonuglar Sekil 4.13’te verilmistir.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, 750 pg/mL L-EPS’nin 18 saat uygulamasi
sonucu artan Smad2, Smad3 ve Smad4 mRNA ekspresyon diizeyleri kontrole gore anlamli
bulunmus olup (*p<0,05), bu inkiibasyon siiresinin kontrole gére TGF-f1 mMRNA
ekspresyon diizeyi lizerinde etkin olmadigi tespit edilmistir (p>0,05). 750 pg/mL L-EPS’nin
24 saat uygulamasinda ise TGF-B1, Smad3, Smad4 mRNA ekspresyon diizeylerindeki
artisin kontrole gore anlamli oldugu saptanmis olup (*p<0,05), bu inkiibasyon siiresinin
Smad2 mRNA diizeyi iizerinde etkili olmadigi belirlenmistir (p>0,05). Bununla birlikte,
1000 pg/mL L-EPS uygulamasi ile her iki inkiibasyon siiresinde de TGF-$1, Smad2, Smad3
ve Smad4 mRNA ekspresyon diizeylerindeki artig, kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (*p<0,05). L-EPS konsantrasyonlar1 ikili olarak karsilastirildiginda; 18 saat
uygulamalarinin TGF-B1, Smad3 ve Smad4 mRNA ekspresyon diizeylerindeki farkliligin
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmis olup (*p<0,05), bu inkiibasyon siiresinde
konsantrasyon miktarindaki degisimin Smad2 mRNA ekspresyon diizeyinde etkili olmadig:
saptanmistir (p>0,05). Her iki konsantrasyonun 24 saat uygulamalar1 ikili olarak
karsilastirildiginda ise TGF-B1, Smad2 ve Smad4 mRNA eskpresyon diizeylerindeki
farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu (*p<0,05) ve Smad3 mRNA ekspresyon
diizeyinde konsantrasyon degisiminin etkin olmadigi belirlenmistir (p>0,05).
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Sekil 4.13. L929 hiicrelerine uygulanan L-EPS’nin TGF-B1/Smad sinyal yolag: iizerindeki
modiilator etkisi. (a) TGF-B1, (b) Smad2, (c) Smad3 ve (d) Smad4 mRNA
ekspresyonu sonuglari, n: 3, OD + SD

DMEM ortaminda denenen canli bakteri uygulamasimin TGF-B1/Smad Sinyal yolagindaki
dort gen iizerinde; sinbiyotik uygulamasimin ise TGF-B1 ve Smad3 genleri iizerinde etkin
olmadig1 belirlenmistir. DMEM ortaminda canli bakterinin Smad2 ve Smad4 genlerinin
MRNA ekpresyon diizeyinde etkili olmadig: tespit edilirken, sinbiyotik uygulamasinin TGF-
B1/Smad sinyal yolagindaki 4 genin de mRNA ekspresyon diizeyini arttirarak bu sinyal
yolagi tizerinde etkin oldugu saptanmisti. MDMEM ortaminda 24 saat sinbiyotik
uygulamasi ile TGF-B1 mRNA ekspresyon diizeyi 2,5 (kontrole gore 1,5 kat artis); Smad2,
Smad3 ve Smad4 mRNA ekspresyon diizeyleri 1,5 (kontrole gore 0,5 Kkat artis) olarak

belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.14°te verilmistir.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, DMEM ortaminda canli bakteri
uygulamasinin Smad2 mRNA ekspresyon diizeyini kontrole gore anlamli miktarda azalttig
(*p<0,05), ancak, TGF-B1, Smad3 ve Smad4 mRNA ekspresyon diizeyi tizerinde kontrole
gore etkin olmadig: tespit edilmistir (p>0,05). DMEM ortaminda sinbiyotik uygulamasi
sonucunda ise Smad2 ve Smad4 mRNA ekspresyon diizeyinde istatistiksel olarak kontrole
gore anlamli bir artis bulunmus olup (*p<0,05), TGF-p1 ve Smad3 mRNA ekspresyon
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diizeyi tizerinde kontrole gore anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0,05). mDMEM
ortaminda ise canli bakteri uygulamasi sonucu TGF-f1 ve Smad3 mRNA ekspresyon
diizeyindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmus (*p<0,05), ancak, Smad2 ve Smad4
MRNA ekspresyon diizeylerinde kontrole gore istatistiksel olarak dikkate deger bir farklilik
gozlenmemistir (p>0,05). MDMEM ortaminda sinbiyotik uygulanmasi sonucunda ise
istatistiksel olarak TGF-f1, Smad2, Smad3 ve Smad4 genlerinin her birinde kontrole gore

anlamli bir artig tespit edilmistir (*p<0,05).
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Sekil 4.14. L929 hiicrelerine 24 saat uygulanan canli bakteri ve sinbiyotigin TGF-B1/Smad
sinyal yolag tizerindeki modiilator etkisi. (a) TGF-B1, (b) Smad2, (c) Smad3 ve
(d) Smad4 mRNA ekspresyonu sonuglari, Sonuglar, n: 3, OD + SD

Tim sonuglar birlikte degerlendirildiginde, L-EPS ve mDMEM ortaminda uygulanan
sinbiyotigin TGF-B1/Smad sinyal yolagi tizerinde etkili oldugu tespit edilmis olup,
sinbiyotigin L-EPS uygulamasi kadar 6ne ¢ikmadigi dikkat ¢cektiginden, bu sinyal yolaginda
en etkin olan uygulamanin L-EPS uygulamalar1 oldugu soylenebilir. 750 ve 1000 pg/mL L-
EPS konsantrasyonlarinin  sonuglar1  kiyaslandiginda ise 1000 pg/mL L-EPS

uygulamalarinin TGF-B1/Smad sinyal yolagi tizerinde daha etkin oldugu soylenebilir.
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4.7. TNF-a ile Indiiklenen Inflamasyon Modelinde L-EPS, Canh Bakteri ve
Sinbiyotigin Anti-inflamatuar Etkileri

Yiiksek miktarlardaki pro-inflamatuar sitokinlerin varligi ve siddetli enfeksiyonlar ile
karakterize edilen kronik yaralarin iyilesmesi ¢ogunlukla inflamatuar fazda durur ve
iyilesme fazlar1 akut yaralarda oldugu gibi normal sekilde ilerleyemez. Pro-inflamatuar
sitokin olan TNF-a’nin hasarlanmig dokulardaki ytiksek konsantrasyonu, kronik yaralarin
patofizyolojisinde rol oynayan en dnemli sebeplerden birisidir. Yiiksek miktardaki TNF-a
varligi; diger pro-inflamatuar sitokinlerin ve nitrik oksitin asirt miktarda tiretimine,
fibroblast proliferasyonu ile migrasyonunun engellenmesine ve bdylelikle yaralarin
kroniklesmesine neden olur. Bu bilgiler dogrultusunda, probiyotik uygulamalarinin yara
iyilesmesindeki anti-inflamatuar etkilerinin belirlenmesi, bu uygulamalarin yiiksek
inflamasyon seyrindeki kroniklesmis yaralar tizerinde etkili olabileceklerinin gosterilmesi
bakimindan Kritiktir.

Calismamizda, TNF-a ile indiikklenen L929 fibroblast hiicrelerinde in vitro inflamasyon
modelinin olusturulmasi ve bu modelde L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin pro-inflamatuar
sitokinler olan intelokin 1 beta (IL-1pB) ve interlokin 6 (IL-6) ile nitrik oksit iiretiminden
sorumlu olan indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) genlerinin tizerindeki etkilerinin gRT-
PCR ile belirlenmesi amaglanmustir. Tlgili genlerin mMRNA ekspresyon analizleri yapilmadan
once, inflamasyonu tetikleyen en iyi TNF-o uygulama siiresinin tespiti ig¢in 6n ¢alisma
yapilmistir. Bu 6n ¢alismada, MTT analizinde elde edilen hiicre canliligi degerleri (Sekil
4.4) g6z ontinde bulundurularak inflamasyonu indiiklemede kullanilabilecek ve hiicreler
tizerinde toksisiteye neden olmayan en yiiksek doz olarak 20 ng/mL TNF-a uygulamasi
secilmis olup, TNF-a’nin 30 dk, 1 saat ve 3 saat uygulamalarindan sonra 18 saat DMEM
besiyeri ile inkiibe edilen L929 hiicrelerinde IL-13 mRNA ekspresyon diizeyleri
degerlendirilmistir. Yapilan 6n ¢alismada elde edilen sonuglar Sekil 4.15’te verilmistir.
Sonuglar dogrultusunda, in vitro inflamasyon modelinin olusturulmasinda 30 dk. TNF-a
uygulamasinin en iyi uygulama dozu oldugu tespit edilmistir. Devam eden ¢alismalarda in
vitro inflamasyon modelinin olusturulmasi i¢in TNF-a uygulamas: 20 ng/mL ve 30 dk.

olacak sekilde gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.15. 20 ng/mL TNF-a ile 30 dk., 1 saat ve 3 saat indiiklenen L929 hiicrelerinde 18
saat DMEM uygulamasi sonrast tespit edilen IL-1 mRNA ekspresyon
seviyeleri.

Olusturulan in vitro inflamasyon modelinin ardindan ¢alismada kullanilacak uygulama
gruplar olarak, diisiik sitotoksik etkileri tespit edilen 750 ve 1000 pg/mL L-EPS; 6,5x10°
cfu/mL canli bakteri; 6,5x10° cfu/mL canli bakteri ve 750 pg/mL L-EPS kombinasyonu
olarak sinbiyotigin 18 ve 24 saat uygulamalar1 secilmistir. Calismamizda, canli bakteri ve
sinbiyotik uygulamalarinda daha disiik toksisiteye sahip olan mMDMEM uygulamalari
secilmistir. Kontrol grubu olarak yalnizca DMEM ve mDMEM uygulamasi yapilan L929

hiicreleri kullanilmustir.

IL-18 mRNA ekspresyon sonuglari Sekil 4.16’da, IL-6 mMRNA ekspresyon sonuglar1 Sekil
4.17°de, INOS mRNA ekspresyon sonuglar1 Sekil 4.18’de verilmistir. L-EPS, canli bakteri
ve sinbiyotik uygulamalarinin tiim uygulama kosullarinda TNF-a uygulanmis kontrol
grubuna kiyasla IL-1p, IL-6 ve INOS mRNA ekspresyon diizeylerini dikkate deger miktarda
azalttig1 tespit edilmistir. 750 ve 1000 pg/mL L-EPS uygulamalari ile IL-1f ile IL-6 mMRNA
diizeylerinde iizerinde benzer etki gdzlemlenirken, 1000 pg/mL L-EPS’nin iNOS iizerinde
daha etkili oldugu bulunmustur. Canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalari igerisinde ise en
iyi sinbiyotik uygulamasimnin etki ettigi goriilmiistiir. Uygulamalarin ilgili genlerin mRNA

ekspresyon diizeylerini azaltma katsayilar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, tiim uygulama kosullarinda TNF-a ile
indiiklenen L929 hiicrelerinde artan IL-1p, IL-6 ve INOS mRNA ekspresyon diizeylerindeki
artisin kontrole gore anlamli oldugu tespit edilmistir (¥p<0,05). Bununla birlikte tim
uygulama kosullarinda L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalari ile IL-1p, IL-6 ve
INOS mRNA ekspresyon diizeylerindeki TNF-a uygulanan kontrol gruplarina gére azalisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (*p<0,05). 750 ve 1000 pg/mL L-EPS

uygulamalart ikili olarak karsilastirildiginda, her iki inkiibasyon siiresinde de konsantrasyon
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degisimine bagl IL-1p ve IL-6 mRNA ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamis olup (p>0,05), INOS mRNA ekspresyon diizeyleri arasinda
konsantrasyon degisimine bagli anlamli fark tespit edilmistir (*p<0,05). Bununla birlikte,
canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalar ikili olarak karsilastirildiginda, tim uygulama
kosullarinda azalan IL-1B, IL-6 ve INOS mRNA ekspresyon diizeylerindeki farklilik

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (*p<0,05).
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Sekil 4.16. TNF-a ile indiiklenmis L929 hiicrelerine uygulanan L-EPS, canli bakteri ve
sinbiyotigin IL-13 mMRNA ekspresyonu iizerine etkileri, n: 3, OD = SD
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Sekil 4.17. TNF-a ile indiiklenmis L929 hiicrelerine uygulanan L-EPS, canli bakteri ve
sinbiyotigin IL-6 MRNA ekspresyonu iizerine etkileri, n: 3, OD + SD
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Sekil 4.18. TNF-a ile indiiklenmis L929 hiicrelerine uygulanan L-EPS, canli bakteri ve
sinbiyotigin INOS mRNA ekspresyonu tizerine etkileri, n: 3, OD + SD

Cizelge 4.2. L929 hiicrelerinde TNF-a ile indiiklenme sonu artan IL-1B, IL-6 ve INOS
MRNA ekspresyon diizeylerindeki L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotik
uygulamalari ile tespit edilen azalma miktarlarinin Katsayilari

Uygulamalarin mRNA ekspresyon diizeyini azaltma

katsayilari
conaqy | ibasyon | 75D g nt | 1000 MEL | Caniy bakteri | Sinbiyotik
(Saat)
IL-15 18 10,5 13,0 1,5 19
IL-15 24 154 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 44 1,3 15
iINOS 24 3,6 5,6 1,5 19

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, L929 hiicrelerinde TNF-a ile indiiklenen
inflamasyon modelinde en iyi anti-inflamatuar etkiyi L-EPS uygulamalarinin gosterdigi,
ikinci sirada sinbiyotiklerin ve tigiincti sirada canli bakteri uygulamasinin anti-inflamatuar
etki gosterdigi belirtilebilecegi gibi tiim probiyotik kaynakli uygulamalarin anti-inflamatuar
etki gosterebilme potansiyelinin bulundugu sdylenebilir. Ayrica, yapilan uygulamalarin
Cizelge 4.2°de verilen ilgili genler {izerindeki mMRNA ekspresyon diizeylerini azaltma
katsayilari karsilastirildiginda, L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin anti-inflamatuar etkideki

en etkin inkiibasyon siirelerinin 24 saat oldugu belirlenmistir.
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4.8. L-EPS, Canh Bakteri ve Sinbiyotigin Fibroblast Proliferasyonu Uzerine Etkisinin
Flow Sitometri ile Belirlenmesi

Fibroblast proliferasyonu, yara iyilesmesinin proliferasyon fazinda gergeklesen hiicresel
olaylardan biridir. Yaralanma sonrasinda fibroblast proliferasyonunun artisi ile hasarlanan
doku boslugunun fibroblastlar tarafindan doldurulmasi ve ¢ogalan fibroblastlar araciligiyla
ECM bilesenlerinin firetilerek yara matriksinin olusumu, Yyara iyilesmesi i¢in oldukca
onemlidir. Literatiirde, yara bolgesinde bulunan yiiksek konsantrasyonlardaki TNF-a
varliginin fibroblast proliferasyonunu inhibe ettigi ve bu sebeple yara iyilesmesinde
aksakliklarin meydana geldigi bildirilmistir. Bu ¢alismada, hem saglikli L929 hiicrelerinde
hem de TNF-a ile indiiklenmis L929 hiicrelerine uygulanan L-EPS, canli bakteri ve
sinbiyotigin proliferatif etkilerinin flow sitometri ile belirlenmesi amaglanmigtir. Calismada,
proliferasyon Kiti icerinde bulunan ve hiicre nuklesuna baglanan CSF boyasi ile mumele
edilen hiicrelerin, nukleustaki yarilanan boya miktarimin tespit edilmesi prensibine

dayanarak hiicrelerin % bdliinme frekanslari saptanmuigtur.

Flow sitometri ile yapilan proliferasyon galismalarinda uygulamalarin inkiibasyon siiresinin,
calismada kullanilacak hiicrelerin iki katina ¢ikma siiresinin (doubling-time) tizerinde
olmast Onerilmektedir. Bu dogrultuda calismada Oncesinde, calismada kullanilabilecek
inkiibasyon siiresinin segilebilmesi i¢in L929 fibroblastlarinin flow sitometri ile hiicre
kiiltiiriindeki iki katina ¢ikma stirelerine bakilmig ve bu siire ~22 saat olarak tespit edilmis
olup, uygulamalarin kullanilabilecek uygun inkiibasyon siiresi 24 saat olarak segilmistir.
Calismada kullanilan uygulama gruplari ise 6nceki ¢alismalarimizda elde ettigimiz sonuglar
dogrultusunda segilmis olup, 750 ve 1000 pg/mL L-EPS; 6,5x10° cfu/mL canl1 bakteri ve
6,5x10° cfu/mL canli bakteri ile 750 pg/mL L-EPS kombinasyonu sinbiyotik olarak
belirlenmis ve canli bakteri ile sinbiyotik uygulamalari icin MDMEM uygulamalari
kullanilmistir. Calismada kullanilan TNF-a uygulama kosullari ise bir 6nceki ¢alismamizda
in vitro inflamasyon modelinin olusturulmasinda kullanilan kosullara gore secilmis olup, 20
ng/mL ve 30 dk. uygulanmasi uygun goriilmiistiir. Kontrol grubu olarak, uygulama
gruplarina uygun olacak sekilde yalnizca DMEM veya mMDMEM uygulanmis L929 hiicreleri

kullanilmustir.

Sonuglar, yalnizca DMEM uygulanan kontrol grubu hiicrelerinin 24 saate %75,44

boliindiigiinii gostermistir. L-EPS uygulanan hiicrelerde ise her iki konsantrasyon i¢in esit
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proliferatif etki tespit edilmis olup, hiicrelerin L-EPS uygulamalari sonucunda %81
boliindiigii (kontrole gore %6 daha fazla) tespit edilmistir. TNF-o uygulamasi yapilan L929
hiicrelerinin ise %70 oraninda boliindiigi tespit edilmis olup, hiicrelerin kontrole gére %5,44
daha az bolindigii tespit edilmis ve TNF-o’nin anti-proliferatif etki gosterdigi tespit
edilmistir. TNF-a ile indiiklenmis L929 hiicrelerinde L-EPS uygulamalarinin ise her iki
konsantrasyonda da esit proliferatif etki olusturdugu saptanmis olup, hiicrelerin L-EPS
uygulamalari ile %82 boliindiigii ve TNF-a uygulanmis kontrole gére %12 proliferasyonu
indiikledigi bulunmustur (Sekil 4.19).

Her iki konsantasyondaki L-EPS’nin uygulanmasi sonucu artan % bdliinme degerlerinin
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (*p<0,05). TNF-a
uygulamasi sonucu azalan % boéliinme degerinin istatistiksel olarak kontrole gére anlamli
oldugu belirlenmistir (*p<0,05). TNF-a ile indiikklenmis hiicrelerde ise her ki
konsantrasyondaki L-EPS uygulamalari sonucu artan % bdlinme sonuglarinin TNF-a

uygulanmig kontrole gore istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmustir (*p<0,05).

MDMEM uygulamasi yapilan kontrol grubu hiicrelerinin 24 saatte %75,67 bolindigi
belirlenmis olup, % bdoliinme degerleri canli bakteri uygulamasi yapilan hiicrelerde %79,67
(kontrole gore %4 daha fazla) ve sinbiyotik uygulamasi yapilan hiicrelerde %88,63 (kontrole
gore %12,96 daha fazla) olarak tespit edilmistir. MDMEM ortaminda yapilan TNF-o
uygulamasi sonucunda L929 hiicrelerinin boliinme oran1 %70,5 olarak saptanmis ve kontrol
grubuna gore boliinme oraninda %>5,17’lik bir azalma gortilmiistiir. TNF-a ile indiiklenmis
L929 hiicrelerinde canli bakteri uygulamasi ile %81’lik bolinme (TNF-o uygulanmis
kontrol grubuna goére %10,5 daha fazla) ve sinbiyotik uygulamasi ile %84,42’1ik boliinme
(TNF-a uygulanmis kontrol grubuna gore %13,92 daha fazla) tespit edilmistir (Sekil 4.20).

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, canli bakteri ve sinbiyotik uygulamasi
sonucu artan % boliinme degerleri kontrole gére anlamli bulunmustur (*p<0,05). nDMEM
ortaminda uygulanan TNF-a uygulamasi ile azalan % boliinme degerinin, yalnizca mDMEM
uygulanan kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (*p<0,05).
TNF-o ile indiiklenmis L929 hiicrelerinde ise hem canli bakteri hem de sinbiyotik
uygulamalarinin % bdoliinme oranint TNF-a uygulanmis kontrole gore anlamli miktarda

arttirdig belirlenmistir (*p<0,05). Ayrica, canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalarmm ikili
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kiyaslanmasinda % bdoliinme degerleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir
(*p<0,05).
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Sekil 4.19. 750 ve 1000 pg/mL L-EPS’nin 24 saat uygulanmast sonucu saglikli ve TNF-a
ile indiiklenmis L929 hiicrelerinde elde edilen proliferasyon sonuglari. (a) Flow
sitometri analizi sonuglari, (b) % bdliinme degerleri, n:3, OD+SD
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Sekil 4.20. Canli bakteri ve sinbiyotigin 24 saat uygulanmasi sonucu saglikli ve TNF-a ile
indiiklenmis L929 hiicrelerinde elde edilen proliferasyon sonuglari. (a) Flow
sitometri analizi sonuglari, (b) % bdliinme degerleri, n:3, OD+SD

4.9. L-EPS, Canh Bakteri ve Sinbiyotigin Pro-anjiyojenik Potansiyellerinin in ovo
Koryoallantoik Membran (CAM) Modelinde incelenmesi

Anjiyogenez, yara iyilesmesinin proliferasyon fazinin énemli siire¢lerinden biridir. Yara
iyilesmesi sirasinda, hasarlanan dokuda yogun bir sekilde neovaskiilarizasyon gergekleserek
yara bolgesinin onarimi desteklenir. lyilesme sirasinda, yogun bir sekilde yeni kilcal
damarlarin olusumu ve hasarlanan kan damarlarinin onarimini takiben yara bolgesinde yeni
bir vaskiiler agm olusumu saglanir. Olusan yeni vaskiiler ag ise yara bdolgesinin

beslenmesinde, yara bolgesine oksijen tasinmasinda, yara matriksinin ve sitokinlerin
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regiilasyonunda rol alir. Bu sebeplerden dolayi, yeni kan damalarmin olusumunun
saglanmasi yara tedavi yontemlerinde 6nemli bir parametredir. Bu ¢alismada, in ovo bir
teknik olan embriyolu tavuk yumurtasinda, koryoallantoik memran (chorioallantoic
membran, CAM) modeli kullanilarak L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin pro-anjiyojenik

etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.

Calismada kullanilan uygulama gruplari dnceki ¢aligmalardaki sonuglarimiz da géz 6niinde
bulundurularak secilmis olup, toksik olmayan ve yara iyilesmesinin farkli asamalarinda
etkin oldugunu belirledigimiz 750 ve 1000 pg/mL L-EPS’nin, 6,5x10° cfu/mL canli
bakterinin ve 6,5x10° cfu/mL canli bakteri ile 750 pg/mL L-EPS kombinasyonunun
sinbiyotik olarak kullanilmas1 uygun goriilmiis, uygulamalarin inkiibasyon stireleri 12 ve 24
saat olarak belirlenmistir. Calismada L-EPS’ler 1XPBS igerisinde hazirlanmis olup, canli
organizmanin laktik asit bakterinin olusturacagi asidik pH ortamindan dolay:1 zarar
gormemesi i¢in canli bakteri ve sinbiyotik %1,3 NaHCOs igeren 1xPBS igerisinde
hazirlanarak uygulanmistir. Kontrol grubu olarak, uygulama gruplarma uygun olacak
sekilde yalnizca 1xPBS veya NaHCOs igeren 1XPBS uygulanmig embriyolu yumurtalar

kullanilmastir.

750 pg/mL L-EPS’nin 12 saat uygulanmasi sonucunda total damar uzunlugu kat sayist 1,3
olarak belirlemis olup, 0,3 katlik bir artig tespit edilmistir. 750 ug/mL L-EPS’nin 24 saat
uygulanmasi sonucunda ise total damar uzunlugu kat sayis1 1,7’e yiikselmis ve 0,7 katlik bir
artty gozlenmistir. 1000 pg/mL L-EPS uygulanmasi sonucunda total damar uzunlugu 12
saat sonra 2,1’¢ yiikselmis olup (1,1 kat artis), 24 saat saat sonra 3,2’ye yiikselmistir (2,2 kat
artis). Sonuglar Sekil 4.21°de verilmistir.

750 pg/mL L-EPS’nin 12 saat uygulanmasi sonucu artan total damar uzunlugunda kontrole
gore istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamis olup (p>0,05), 750 pug/mL L-EPS’nin 24
saat ve 1000 pg/mL L-EPS’nin hem 12 hem de 24 saat uygulamalari sonucunda elde edilen
total damar uzunlugu kat sayilar1 kontrole goére anlamli bulunmustur (*p<0,05). Her iki
konsantrasyon i¢in 12 ve 24 saat sonuglari ikili olarak kiyaslandiginda, inkiibasyon
stirelerine bagl degisen total damar uzunlugu kat sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik tespit edilmistir (*p<0,05). 750 ve 1000 pg/mL L-EPS konsantrasyonlart ikili olarak
kiyaslandiginda ise her iki inkiibasyon siiresinde de elde edilen total damar uzunlu kat

sayilarindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (*p<0,05).
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Canl1 bakterinin 12 ve 24 saat uygulamalari sonucun total damar uzunlugunda dikkate deger
bir degisim gozlenmemistir. Sinbiyotik uygulanmasi sonucunda total damar uzunlugu 12
saat sonra 1,5’e yiikselmis olup (0,5 kat artis), 24 saat saat sonra 1,8’e yiikselmistir (0,8 kat

artis). Sonuglar Sekil 4.22°de verilmistir.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, canli bakterinin 12 ve 24 saat
uygulamalarinin total damar uzunlugu sonuglarinda kontrole gore anlamli bir fark
bulunmamustir (p>0,05). Sinbiyotigin hem 12 hem de 24 saat uygulamalar1 sonucunda artan
total damar uzunlugu kat sayilarinin ise kontrole gore anlamli oldugu tespit edilmistir.
(*p<0,05). Sinbiyotik uygulamasimin 12 ve 24 saat sonuglar ikili olarak kiyaslandiginda,
inkiibasyon siirelerine bagli degisen total damar uzunlugu kat sayilarinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik tespit edilmistir (*p<0,05).
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Sekil 4.21. 750 ve 1000 pg/mL L-EPS’nin 12 ve 24 saat uygulamalarimin pro-anjiyojenik
etkileri. (a) L-EPS’nin anjiyogenez iizerine etkisinin in ovo CAM modelinde
mikroskobik gosterilimi (1x) ve (b) uygulama sonrasi olgiilen total damar
uzunlugu kat sayis1 degerleri, n: 3, OD + SD
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Sekil 4.22. Canli bakteri ve sinbiyotigin 12 ve 24 saat uygulamalarinin pro-anjiyojenik
etkileri. (a) Uygulamalarin anjiyogenez iizerine etkisinin in ovo CAM modelinde
mikroskobik gosterilimi (1x) ve (b) uygulama sonrasi olgiilen total damar
uzunlugu kat sayis1 degerleri, n: 3, OD + SD

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, tiim uygulama gruplari igerisinde 1000 pg/mL
L-EPS en iyi pro-anjiyojenik etkiyi gosterirken, sinbiyotik uygulamasinda ikinci sirada en
iyi pro-anjiyojenik etki tespit edilmistir. 750 ug/mL L-EPS’nin 24 saat uygulamasinin
anjiyogenez iizerinde etkili oldugu tespit edilmis olsa da 1000 pg/mL L-EPS uygulamasi
kadar etkin olmadig1 goriilmistiir. Ayrica sonuglar, canli bakterinin pro-anjiyojenik etkisinin

olmadigim1 gostermistir.  Sonug¢ olarak, c¢alismada kullanilan probiyotik kaynakli
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uygulamalar icerisinde L-EPS ve sinbiyotigin pro-anjiyojenik etkilerinin oldugu

sOylenebilir.
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5. TARTISMA

Cilt, viicudu dis cevreden ayiran, farkl fiziksel ve kimyasal faktorlere karsi organizmayi
koruyan, patojenlere kars1 savunma hatti olarak rol alan ve termoregiilator fonksiyona sahip
bir bariyerdir (Boer ve digerleri, 2016). Farkli faktorlere kars1 duyarli olan ciltte meydana
gelebilecek bozulmalar uzuv kaybina ve 6liimlere neden olabilir (Murphree, 2017). Pek ¢ok
farkli faktoriin etkileri sonucu meydana gelen cilt problemleri kiiresel olarak ciddi saglik

yiikiine neden olmaktadir (Lim ve digerleri., 2017).

Yara; cilt, mukoza ya da doku biitiinliigiiniin bozulmasi olarak tanimlanir (Kujath, 2008).
Cilt yaralarmin iyilesmesi, hiicre migrasyonunun ve proliferasyonunun birbiriyle iliskili
mekanizmalarini, ekstraselliiler matriksin (ECM) sentezini, iyilesme siirecini koordine eden
biiytime faktorlerini ve sitokinleri iceren kompleks bir siire¢ olup, yara iyilesme siireci
inflamasyon, proliferasyon ve remodeling olmak iizere ii¢ temel faz ile gergeklesir
(Gushiken ve digerleri, 2021). Yaralar, akut ve kronik yaralar olmak tizere iki grup altinda
smiflandirilir (Whitney, 2005). Yara iyilesme siireci akut yaralarda oldugu gibi normal
devam etmediginde yaralar gecikir veya kroniklesir (Han ve Ceilley, 2017). (Han ve Ceilley,
2017). Diyabet, kanser ve vaskiilopati gibi hastaliklarin neden oldugu kronik yaralarin
iyilesmesi genellikle inflamatuar fazda durur ve iyilesme siirecindeki fazlarin mekanizmalar1
olagan sekilde ilerlemez (Frykberg ve Banks, 2015; Negut ve digerleri, 2018; X. Zhang ve
digerleri, 2020). Klinikte genellikle tedavisi zor olan bu yaralarda sistemik antibiyotik
tedavileri, gesitli pansumanlar ve yara iyilesmesini desteklemek igin yapilan operatif
debridmanlar kullanilir. Rutin kronik yara tedavilerinin uzun siirmesi ve sistemik antibiyotik
kullanimina bagh yan etkilerin yiiksek olmasi nedeniyle, yara iyilesme patofizyolojisinin
mekanizmalarin1 ¢oklu hedefleyen ve yan etkileri diisiik yeni terapotik ajanlarin

bulunmasina yonelik ¢alismalar devam etmektedir (X. Zhang ve digerleri, 2020).

Probiyotikler, faydali etkileri ve tirettikleri biyoaktif bilesenler bakimindan arastirmacilarin
ilgisini ¢ekmektedir (Indira ve digerleri, 2019). Farkli faydalar1 ve iirettikleri bilesenler
bakimindan degerlendirildiginde probiyotiklerin antioksidan, immiin diizenleyici,
antimikrobiyal, anti-inflamatuar, anti-obezite, anti-diyabetik, anti-kanser, noéroprotektif,
anti-alerjik ve doku onarimini tesvik etme gibi farkl etkileri literatiirde bildirilmistir (Fijan,
2016; Lukic ve digerleri, 2017; Plaza-Diaz ve digerleri, 2017; Wang ve digerleri, 2017,
Mazhary ve digerleri, 2019; Michael ve digerleri, 2019; Tukenmez ve digerleri, 2019; Sirin
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ve Aslim, 2020; Ranjha ve digerleri, 2021). Son yillarda yapilan ¢alismalarda,
probiyotiklerin cilt saghig tizerindeki etkileri dermatolojik olarak dikkat ¢ekmektedir
(Kumar ve digerleri, 2014).

Probiyotik ekzopolisakkaritleri (EPS) biyo-uyumlu ve biyo-pargalanabilir olmalari, diisiik
sitotoksik etkide olmalari ve kimyasal islevsellikleri bakimidan degerlendirildiginde
probiyotik kaynakli bu biyopolimerin yara iyilestirici etken madde veya yara biyomalzemesi
olma potansiyeli bulunmaktadir (Banerjee ve digerleri, 2021; Hivechi ve digerleri, 2021).
Literatiirde, probiyotiklerden elde edilen EPS’lerin cilt yaralar1 izerindeki etkilerini gosteren
sadece iki caligma bulunmakta olup, bu calismalar; probiyotik kaynakli EPS’lerinin
antioksidan ozelliklerini, in vivo yara kapanmasi ve kollajen birikimi tizerindeki etkisini
(Trabelsi ve digerleri, 2017), anti-elastaz ve anti-kollajenaz aktivitelerini (Shirzad ve
digerleri, 2018) gosteren, smirli sayida deneysel calismalardir. Bahsedilen bu
potansiyellerine ragmen giliniimiize kadar probiyotik kaynakli EPS’lerin, yara iyilesme
fazlarindaki birgok mekanizma {izerindeki etkisinin ortaya konuldugu bir c¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda, ekibimiz tarafindan farkli proje ve ¢alismalarda yapilan
kapsamli taramalar sonucu 6n plana ¢ikan ve yiiksek EPS iiretme kapasitesine sahip olan
Lactobacillus plantarum GD2 susundan elde edilen L-EPS kullanilmistir. Sirin ve Aslim’in
(2020) yaptiklar1 ¢alismada, L. plantarum GD2 susundan elde edilen EPS’nin miktar1 385
mg/L olarak tespit edilmis olup, ¢alismamizda da bu miktarin 398+4,4 mg/L oldugu tespit
edilmis ve susun EPS iiretme kapasitesi bu ¢alisma sonucunu desteklenmistir. Literatiirde L.
plantarum tiiriiniin farkli suslarindan elde edilen EPS miktarlar1 69-324 mg/L araliginda
farkli miktarlarda tespit edilmistir (Bouzar ve digerleri, 1996; Kimmel ve Roberts, 1998;
Ismail ve Nampoothiri, 2010; Wang ve digerleri, 2015; Zhou ve digerleri, 2016; L. Zhang
ve digerleri, 2020; Sirin ve Aslim, 2020). Diger L. plantarum suslarina kiyasla daha yiiksek
miktarda EPS ireticisi olan bu susun, biyoteknolojik olarak EPS iiretiminde yiiksek

potansiyelde kullaniminin miimkiin olabilecegi sdylenebilir.

Calismamizda, L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalarinin L929 hiicrelerinde
sitotoksik etkilerinin olup olmadig tespit edilmis olup, ¢alismada kullanilacak etkin olan ve
hiicreler tizerinde toksik olmayan en yiiksek konsantrasyon ve uygulama siiresi araligi

belirlenmistir. Calismada, laktik asit bakterilerinin iiretebilecegi laktik asit ve asit icerikli
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diger metabolitlerden kaynakli farklilik gosterebilecek hiicre canliligimin incelenebilmesi
i¢in canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalarinda DMEM besiyeri ile yapilan ¢alismalara ek
sodyum bikarbonat (NaHCOs) igeren modifiye DMEM (mMDMEM) besiyeriyle de hiicre
canlilig1 tespiti yapilmigtir. Calismada kontrol grubu olarak, uygulama gruplarina uygun
olacak sekilde yalnizca DMEM ve mDMEM uygulamasi yapilan L929 hiicreleri

kullanilmastir.

L-EPS uygulamalarinin, L929 hiicreleri lizerinde %4-20 arasinda degisen diisiik oranlarda
hiicre 6liimiine neden oldugu belirlenmistir. Her iki konsantrasyondaki L-EPS’nin (750 ve
1000 pg/mL) 18, 24 ve 36 saat uygulamalarinda hiicre canliliginin azalmasi ile birlikte,
canlilikta dikkate deger bir azalma olmadigi tespit edilmistir. Calismamizda, uygulamalarin
sitotoksik etkileri 1ISO 10993-5 standartlarina gore degerlendirilmistir. 1SO 10993-5
standartlarina gore sitotoksisite degerleri; hiicre olimii > %50 ise yiiksek derecede
sitotoksik etki, %50-21 araliginda ise orta derecede sitotoksik etki, %20-11 ise diisiik
derecede sitotoksik etki ve < %210 ise sitotoksik olmayan etki olarak degerlendirilir.
Calismamizda, yiiksek konsantrasyon ve siirede dahi L-EPS’nin %80 iizerinde hiicre
canliligini korudugu goriilmiistiir. Literatiirde, laktik asit bakterilerinden elde edilen EPS'nin
giivenli sitotoksisite degerinin %10-20 araliginda olmasi gerektigi bildirilmistir (EL-Adawi
ve digerleri, 2012). Elde ettigimiz hiicre canliligi sonuglari, L. plantarum GD2 L-EPS’sinin
toksisite acisindan literatiirde verilen deger araligimi karsiladigini  gostermekte ve
sonucumuz ile ilgili yaptigimiz ¢ikarimimizi desteklemektedir. Mojibi, Tafvizi ve Torbati
(2019)’nin yaptiklar1 ¢alismada Lactobacillus paracasei ve Lactobacillus brevis'ten elde
edilen EPS'lerin, L929 hiicreleri iizerinde yiiksek konsantrasyonlarda (40 mg/mL) ve
stirelerde (72 saat) bile %40'tan fazla hiicre 6liimiine neden olmadig gosterilmistir. Dilna ve
digerlerinin (2015) yaptig1 ¢alismada ise, L. plantarum'dan elde edilen EPS’nin saglikli
fibroblast hiicreleri olan L6 hiicrelerine 500 pg/mL uygulamasinin %35 sitotoksik etki
gosterdigi bildirilmistir. Literatiirdeki c¢alismalar g6z Oniine alindiginda, hiicrelere
uygulanan yiiksek konsantrasyon ve siiredeki EPS’nin diisiik sitotoksisite etkisi

bulgularimizi dogrulamaktadir.

Canli bakterilerin DMEM besi ortaminda L929 hiicrelerine uygulanmasi sonucu %16,8-
39,8; MDMEM besi ortaminda ise %10,8-28,5 arasinda degisen oranlarda hiicre 6liimiine
neden oldugu belirlenmistir. Sinbiyotik uygulamalarinin ise L929 hiicreleri tizerinde DMEM
besi ortaminda %19,9-46,8; MDMEM besi ortaminda ise %16,4-34,6 arasinda degisen
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oranlarda hiicre Oliimiine sebep oldugu saptanmistir. Canli bakteri ve sinbiyotik
uygulamalarinin her iki besiyerinde de yiiksek miktar ve siirelerdeki hiicre 6liimii oran1 L-
EPS uygulamalaria gére daha yiiksek olsa da tiim uygulamalarda belirlenen toksisite
degerlerinin ISO standartlarima gore dikkate deger olmadigi sdylenebilir. DMEM besi
ortaminda 6liim oraninin daha daha yiiksek olmasinin, pH degerinin mDMEM’e goére ~3-
3,6 oraninda daha diisiik olmasindan kaynakli oldugu ve bu pH disiisiiniin de canli

bakterilerin ortamda laktik asit iiretmeye devam etmesinden dolay1 oldugu s6ylenebilir.

Hiicre canliligi sonuglari genel olarak ele alindiginda, 1SO standartlarina gore “etken
maddelerin in vitro sitotoksisitesi” Kkriterlerine gore L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotik
uygulamalarinin tiim uygulama kosullarinda, L929 fibroblast hiicreleri iizerinde dikkate
deger toksisiteye neden olmadigi ve bu uygulamalarin yara iyilesmesi calismasinda
kullanilabilecek biyogiivenli uygulamalar oldugu sdylenebilir. Bu bilgiler 1s1ginda, L-EPS,
canli bakteri ve sinbiyotigin Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi tarafindan onaylanmis ve
Klinikte kullanilan toksik yan etkileri yiiksek yara iyilestirici ajanlara alternatif olarak
kullanilabilme  potansiyeli  yiiksektir.  Polisakkaritlerin ~ biyomalzeme  olarak
kullanilabilirliklerini desteleyen en 6nemli 6zellikleri biyo-uyumlu ve biyo-pargalanabilir
olmalar ile birlikte toksik olmayan etkilere sahip olmalaridir (Sood ve digerleri, 2021).
Biyo-uyumlu ve biyo-pargalanabilir olmalarinin yani sira diisiik sitotoksik etkilere sahip
olmalar1 EPS’lerin, biyomalzeme gelistirici bir {riin olarak doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilabilme potansiyelini kuvvetlendirmektedir (Banerjee ve digerleri,
2021; Hivechi ve digerleri, 2021).

Yara iyilesmesinin ge¢ inflamasyon fazindan yaranin tam iyilesmesine kadar olan siirecte
aktif rol alan fibroblastlarin yara bolgesine migrasyonu, proliferasyon fazinin baslamasi ve
saglikli bir yara iyilesmesi i¢in énemli bir parametredir (Addis ve digerleri, 2020). Yara
iyilesmesi ¢alismalarinda, potansiyel terapotik ajanlarin hiicre migrasyonunu modiile etme
kapasitelerinin  incelenmesinde ve migrasyon ile iligkili yara kapanmasinin

aydinlatilmasinda in vitro yara modeli kullanilmaktadir (Sarro ve digerleri, 2019).

Calismamizda, L929 fibroblastlarinda olusturulan in vitro yara modelinde L-EPS, canli
bakteri ve sinbiyotigin fibroblast migrasyonunu indiikleyerek yara kapanma oranina bagli,

etkin uygulama dozlar ve siireleri tespit edilmistir.
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L-EPS uygulamasimin L929 hiicrelerinde %10,1-42,1 deger araliginda yara kapanmasini
tesvik ettigi tespit edilmis olup; 18, 24 ve 36 saat L-EPS uygulamalarinda yara kapanmasinin
artan uygulama siiresine ve konsantrasyonuna bagli olarak degisen oranlarda arttigi
saptanmistir. Tiim uygulamalar birlikte degerlendirildiginde, en iyi in vitro yara kapatma
potansiyeline sahip uygulamalarin 1000 pg/mL L-EPS’nin 24 saat (%40,4) ve 36 saat
(%42,1) uygulamalart oldugu belirlenmistir. Ancak, 1000 pg/mL L-EPS’nin 24 ve 36 saat
uygulamalar1 iKili kiyaslandiginda yara kapatma degerleri arasinda anlamli bir farklilik
yoktur. Bunun nedeni artan uygulama siiresine bagl olarak L-EPS uygulamasinin hiicre
canliligini etkilemesi olabilir. Bu kapsamda, diisiik sitotoksik etkiye ve en iyi yara kapatma
oranina sahip olan 18 ve 24 saat 1000 pg/mL L-EPS uygulamalari sonucu, in vitro yara
bolgesine go¢ eden fibroblastlarin taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri in vitro
yara kapanma sonuglarini desteklemistir. Sonug olarak, 1000 pg/mL L-EPS’nin 18 ve 24
saat uygulanmalari; kontrol grubuna kiyasla 1,8-2,5 kat yara iyilesmesini tesvik etme
potansiyelleri ve dikkate deger toksik etki gostermemeleri sebebiyle, fibroblast migrasyonu

aracil1 yara kapanmasinda kullanilabilecek uygulamalar olarak degerlendirilebilir.

DMEM besiyerinde canli bakteri uygulamasimin %52,2-79,4 (4,75-5,2 kat) ve sinbiyotik
uygulamasinin %75-100 (6,8-7,0 kat) deger araliginda yara kapanmasini tesvik ettigi tespit
edilmistir. mMDMEM besiyerinde ise canli bakteri uygulamasinin %48-58 (4,2-4,4 kat) ve
sinbiyotik uygulamasmin %49,6-65 (4,3-4,6 kat) deger araliginda yara kapanmasini
indiikledigi bulunmustur. In vitro yara analizi sonuglarma gore, canl bakteri ve sinbiytoik
uygulamalari igerisinde, tiim ortam kosullarinda sinbiyotik uygulamalari one ¢ikmuistir.
Ayrica tiim uygulama kosullarinda 24 saat inkiibasyon siiresinin yara kapanmasinda daha
etkin oldugu tespit edilmistir. DMEM besi ortaminda uygulanan canli bakteri ve sinbiyotigin

ise MDMEM uygulamalarina gore yara kapanmasinda daha etkili oldugu belirlenmistir.

Literatiirde, etken maddelerin %30-60 arasindaki in vitro yara kapatma degeri orta derece
etkili kabul edilirken, %60 ve iizeri kapanma degerleri yiiksek derecede etkili kabul
edilmektedir (Walter ve digerleri, 2010; Balekar ve digerleri, 2012, Dandannavar ve
digerleri, 2019; Balasubramaniam ve digerleri, 2020). Bu kapsamda, L-EPS’nin yara
kapanmasinda orta derecede, canli bakterinin orta-yiiksek derecede ve sinbiyotigin yiiksek

derecede etkili oldugu soylenebilir.
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Yara iyilesmesinde ECM depozisyonunu ve yeniden sekillenmesini saglamasinin yani sira
(Jones ve digerleri, 2015) yaralanma sonrasi dermisin onarilmasi ile doku boslugunun
kapanmasinda rol oynayan fibroblast migrasyonunun (Ottosson ve digerleri, 2017)
probiyotik L-EPS’si, canli bakteri ve sinbiyotik ile indiiklenmesi, probiyotik kaynakli bu
uygulamalarin yara iyilesmesinde etkin birer terapotik ajan olarak kullanilabilme
potansiyellerinin oldugunu gostermis olmasi bakimindan olduk¢a miithimdir. Ayrica, doku
miihendisliginde kullanilan ve doku rejenerasyonunu destekleyen biyomateryallerin hiicre
migrasyonunu tesvik edici 6zellikte olmasi 6nemli bir kriter olup (Cui ve digerleri, 2021),
diisiik sitotoksik etkiye sahip ve kullanimi biyo-giivenli olan L-EPS’nin, fibroblast
migrasyonunu indiikleme yetenegi de gbéz Oniinde bulunduruldugunda, probiyotik L-
EPS’nin doku rejenerasyonunda biyomalzeme gelistirici polimer olarak kullanilabilme
potansiyelinin oldugu diistiniilmektedir. Bununla birlikte, sinbiyotiklerin, probiyotiklerin ve
prebiyotiklerin ayr1 olarak uygulanmasina kiyasla bakteri metabolizmasini ve gelisimini
destekleyerek konak iizerinde daha yararli etkiler saglayabildikleri bilinmektedir (Pandey ve
digerleri, 2015; Batista ve digerleri, 2020). Calismamizda sinbiyotik uygulamasinin, L-EPS
ve canli bakteri uygulamalarma gore fibroblast migrasyonu araciligyla in vitro yara
kapanmasimi daha fazla tetiklemesinin sebebinin, canli probiyotik bakteri ve L-EPS’nin
birlikte uygulanmalarinda olusturduklar1 faydali sinerjik etkilerden dolay1 olabilecegi

distintilmektedir.

Calismamizda, canli bakterilerin DMEM ile uygulamalarinda, uygulama siiresi ve
uygulanan bakteri konsantrasyonun artisina bagli olarak besiyerindeki pH degerinin azaldigi
tespit edilmistir. Canli bakteri uygulamasi ile DMEM besiyerinde 6lgiilen pH araligi ~4-4,6
olup, mDMEM besiyerinde o6lgiilen pH araligi ~7-7,2 olarak belirlenmistir. DMEM ile
yapilan canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalarinin mMDMEM uygulamalarina gore in vitro
yara kapanmasini daha fazla tesvik etme sebebinin laktik asit bakterilerinin drettikleri asit
metabolitlerinden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ekstraselliiler pH gradienti yara
ortaminin Karakteristik 6zelligidir. Hiicre yiizeyinde bulunan ve hiicre migrasyonunda rol
alan integrin reseptorleri asit ile indiiklenerek hiicre migrasyonunu regiile edebilmektedir
(Paradise ve digerleri, 2013). Hesaplamali molekiiler dinamik simiilasyonlar araciligiyla
yapilan ¢alismalarda asidik ekstraselliiler ortamin, hiicre yiizeyindeki integrin alfa-5 beta-3
(integrin avBs) aktivasyonunu indiikleyerek hiicre migrasyonunu tetikledigi tespit edilmistir
(Paradise ve ve digerleri, 2011). Literaratiirde asidik ekstraselliiler pH ortaminin hiicre

migrasyonu ile iliskisini ortaya koyan g¢alismalar, DMEM ile yapilan canli bakteri ve
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sinbiyotik uygulamalariin laktik asit bakterilerinin iiretebilecekleri asit metabolitlerinden
dolayi hiicrelerin migrasyonunu daha fazla tetikleyebilecegini vurgulamis olup, bu durum

diistincemizi desteklemistir.

Yara enfeksiyonu, yara iyilesmesini olumsuz etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir. Eger
hasarli dokudaki enfeksiyon giderilemezse daha kritik komplikasyonlar meydana gelir ve bu
durum uzuv kaybi veya 6liim ile sonuglanabilir. Bu sebeplerden dolay1, yara enfeksiyonunun
giderilmesi, yara iyilesmesindeki gecikmeyi ve meydana gelebilecek komplikasyonlarin
ontline gecilmesi ile gerceklesebilecek kritik durumlari 6nlemektedir (Leaper ve digerleri,
2015). Yaraiyilesmesinde asidik ortam, antimikrobiyal aktivite saglayarak ve bakteriyel son
trtinlerin toksisitesini azaltarak yara enfeksiyonunun kontrol altina alinmasini saglamaktadir
(Nagoba ve ve digerleri, 2015). Ancak, yara iyilesmesinde kullanilan baz1 antiseptiklerin
fibroblast canliligin1 olumsuz etkiledigi goriiliirken, bazilar1 ise fibroblast migrasyonunu
inhibe etmektedir (Falcone ve digerleri, 2021). Calismamizda, DMEM ortaminda uygulanan
probiyotik canli bakteri ve sinbiyotigin, NDMEM ortamindaki uygulamalarina kiyasla daha
etkili bir sekilde yara kapanmasini destekledikleri belirlenmistir. Bu durum, toksisitesi diisiik
olan ve hiicre migrasyonunu giiglii bir sekilde tetikleyebilen canli bakteri ve sinbiyotigin,
asitlige miidahale edilmeksizin uygulandiklarinda, enfeksiyon riski yiiksek olan kritik
yaralarda antiseptik ve antimikrobiyal aktivitede kullanilabilme potansiyellerinin oldugunu
diistindiirmektedir. Bu diistincenin desteklenebilmesi igin canli bakteri ve sinbiyotigin,
enfeksiyonlu yara modellerinde etkilerinin ileri diizeyde arastirilarak antiseptik ve

antimikrobiyal etkilerinin incelenmesi 6nerilmektedir.

Ciltte meydana gelen yaralanma sonrasi, yara matriksinin yapisal biitiinliigiin saglanmasi ve
yara bolgesinde gegici bir bag dokusunun olusmasi igin ECM bilesenleri tiretilir (Potekaev
ve digerleri, 2021). Kollajen, temel olarak fibroblastlar tarafindan iiretilen ve yara
bolgesinde matriks olusumunu destekleyerek gegici bag dokusun olusmasini saglayan
onemli bir ECM bilesenidir (Mathew-Steiner ve digerleri, 2021). Fibronektin de kollajen
gibi yara matriksinin olusumunda, hiicre migrasyonunda ve dokunun re-epiteliazyonunda
rol alan 6nemli bir adhezif molekiikdiir. Calismamizda, probiyotik L-EPS’sinin, canli
probiyotik bakterinin ve sinbiyotiklerin L929 hiicrelerinde ECM bilesenlerinden olan
kollajen tip 1 alfa 1 (COL1AL1) ve fibronektin (FN) tizerine etkileri arastirilmis olup, her iki
ECM bilesenin hem olusum diizeyleri hem de mRNA’ya gore gen ekspresyon seviyeleri

tespit edilmistir. L-EPS uygulamalar1 ile COL1Al olusum diizeyi ve gen ekspresyon
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seviyelerinde en iyi sonug¢ 18 saat uygulama siiresinde elde edilmis olup (sirasiyla kontrole
gore 0,7 kat ve 0,6 kat artig), her iki konsantrasyonun da birbirine yakin etki gosterdigi
saptanmistir. COL1A1 olusum diizeyi ve gen ekspresyonu sonuglari birbirini dogrulamistir.
DMEM ortaminda uygulanan canli bakteri ve sinbiyotik COL1A1 olusum diizeyi ve gen
ekspresyonunu diisiiriicken, MDMEM ortaminda uygulanan canli bakterinin ve sinbiyotik
COL1Al olusum diizeyi ve gen ekspresyonunu arttirmistir. Asidik ekstraselliiler pH
ortaminin,  ekstraselliler matriks  bilesenlerinin  yitkimmdan  sorumlu  matriks
metalloproteinaz 9 (MMP-9) ekspresyonunu arttirdigi bilinmektedir (Suzuki ve digerleri,
2014). DMEM ortaminda uygulanan canli bakteri ve sinbiyotigin, COL1A1 olusum diizeyi
ve mMRNA ekspresyon seviyesini diisiirme sebebi, bu uygulamalarin asidik metabolit tiretimi
ile ortam pH’simi diistirmesi ve matriks yikici enzimleri aktiflestirmesinden dolay1 olabilir.
Bu goriisiin  desteklenebilmesi icin DMEM ortaminda uygulanan canli bakteri ve
sinbiyotigin matriks enzimleri tizerindeki etkilerinin molekiiler diizeyde arastirilmasi

gerekmektedir.

Literatiirde EPS’lerin kollajen sentezini indiikleyici etkilerini gosteren herhangi bir ¢alisma
bulmamasi ile birlikte farkli polisakkaritlerin kollajen sentezi iizerine etkilerini gosteren bazi
calismalar bulunmaktadir. Kim ve digerlerinin (2018) yaptigi c¢alismada, marin
bakterilerinden elde edilen uzun zincirli siilfatlanmis bir polisakkarit olan fukoidanin
kollajen sentezini 1,5 kat arttirdigi gosterilmistir. Bodin ve digerlerinin (2020) yaptig
calismada, deniz yosunu Ulva intestinalis'ten elde edilen ve %22 polisakkarit igeren protein
fraksiyonunun insan dermal fibroblastlarinda kollajen sentezini kontrole kiyasla ~1.5 kat
arttig1 belirlenmistir. Ayni ¢alismada, pozitif kontrol olarak kullanilan ve yara iyilesmesinde
de kullanilan hiyaliironik asidin 48 saat uygulanmasinin, insan dermal fibroblastlarinda
kolajen sentezini kontrole kiyasla ~0,3 Kkat artirdig1 tespit edilmistir. Diger polisakkaritlere
kiyasla, kollajen sentezini daha yiiksek oranda indiikleyen L-EPS ile canli bakteri ve
sinbiyotigin kollajen indiikleyici etkilerinin, akut yaralarda daha hizli yara kapanmasini
saglayabilecegi ve kronik yaralarda azalan ECM sentezini arttirip kapanmayan doku

bosluklarimin doldurularak yara iyilesmesini destekleyebilecegi diisiiniilmektedir.

Kollajen olusum diizeyinin ve gen ekspresyonunun indiiklenmesinde 18 saat L-EPS
uygulamalarinin 6ne ¢ikmasina ragmen in vitro yara analizi sonuglarina gore fibroblast
migrasyonunun en iyi indiiklendigi L-EPS uygulama siirelerinin 24 ve 36 saat oldugu tespit

edilmistir. Yara matriksinin mekanobiyolojisi, fibroblastlarin yara bolgesine gogii igin
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oldukga 6nemlidir. Fibroblastlar yara bolgesine gog ettiginde, yara bolgesindeki kollajenler
ile olan etkilesimi fibroblastlarin morfolojisini ve ECM modiilasyonunu etkiler (Rhee,
2009). Bu bilgiler dogrultusunda, yara bolgesine fibroblastlarin gog etmesinden o6nce
kollajen sentezinin gergeklesmesi, yara yataginin mekaniksel olarak hazirlanip, gé¢ eden
fibroblastlarin yara iyilesmesinde daha etkin rol almasini ve ECM sentezinin artarak daha
hizli yara kapanmasini saglayabilme potansiyelinde olabilir. Bu diisiincenin desteklenmesi
igin, Kollajen sentezi ve fibroblast migrasyonu arasindaki mekanobiyolojik regiilasyonun

molekiiler ve sitolojik olarak daha detayli arastirilmasi gerekmektedir.

Calismamizda, probiyotik kaynakli uygulamalarin tiim uygulama kosullarinda FN olusum
diizeyi ve gen ekspresyonu tizerinde bir etkisi olmadig tespit edilmistir. Ancak, bu durumun
fibroblast migrasyonu aracili yara kapanmasinda negatif bir etkisinin olmadig in vitro yara
analizi sonuglarinda goriilmiistiir. Ayrica, fibronektin tizerinde etkisinin olmadigi belirlenen
uygulamalarin diger farkli ECM bilesenleri iizerinde etkilerinin olma potansiyeli olabilir. Bu
sebeple, devam eden calismalarda L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin farkli ECM
bilesenleri tizerindeki etkilerinin molekiiler diizeyde ortaya konularak incelenmesi

Onerilmektedir.

Ciltte bir yaralanmanin meydana gelmesinden hemen sonra birgok sinyal yolagi devreye
girer ve yara iyilesme mekanizmalarinin baglamasi tetiklenir. Dontistiiriicii bitytime faktori
beta 1 (TGF-B1)/Smad sinyal yolagi, yara iyilesmesinde rol oynayan bu mekanizmalardan
biri olup, hasarlanan cilt dokusunun onarim1 bu sinyal yolag ile dermis diizeyinde baslatilir
(Bielefeld ve digerleri, 2013). Yaralanma sonrasinda TGF-f1, transmembran TGF-B1
reseptorlerine baglanarak Smad2 ve Smad3 proteinlerinin  fosforilasyonuna ve
dimerizasyona neden olur. Fosforile olan Smad2/3 dimeri (R-Smadlar) Smad4 (Co-Smad)
ile birleserek, heteromerik Smad2/3/4 kompleksini olusturur ve bu kompleks, nuklear por
kompleksinde bulunan nukleoporinler araciligiyla transkripsiyon faktorii olarak nukleusa
transloke olur (Yamada ve digerleri, 2013). TGF-B1’in reseptorleri ile olan bu etkilesimi
yara iyilesmesinin asagi-akis (down-stream) sinyallenmesini indiikleyerek yara iyilesmesi
esnasinda fibroblast proliferasyonu, migrasyonu ve kollajen sentezi tizerinde fonksiyonel rol
oynar (Bielefeld ve digerleri, 2013; Finnson ve digerleri, 2013; Gilbert ve digerleri, 2016).
Bu kapsamda, probiyotik L-EPS’sinin, canli probiyotik bakterinin ve sinbiyotigin TGF-
B1/Smad sinyal yolagi izerindeki etkilerinin gosterilmesi, probiyotik kaynakli

uygulamalarin bu sinyal yolag: araciligiyla yara iyilesmesindeki fibroblast proliferasyonu,
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migrasyonu ve kollajen sentezini indiikleyici etkilerinin birbiri ile iligkilendirilebilmesi ve
potansiyel yara iyilestirici ajanlar olarak etki mekanizmalarinin ortaya konulmasi
bakimindan 6nemlidir. Calismamizda, probiyotik L-EPS’sinin, canli probiyotik bakterinin
ve sinbiyotiklerin TGF-B1, Smad2, Smad3 ve Smad4 genleri iizerindeki modiilator etkileri

gqRT-PCR ile incelenmistir.

L-EPS’nin tiim uygulamalarimin TGF-f1/Smad sinyal yolagi iizerinde etkili oldugu
belirlenmistir. L-EPS, Smad genlerinin ekspresyon diizeyinde en iyi artisi 18 saat
inkiibasyon siiresinde Smad2 ve Smad3 genleri {izerinde gosterirken, 24 saat inkiibasyon
stiresinde en iyi artist Smad4 ve TGF-B1 ekspresyon diizeylerinde gostermistir. TGF-
B1/Smad sinyal yolagindaki genlerin ekspresyon diizeyindeki en iyi artis 1000 pg/mL L-
EPS uygulamalarinda tespit edilmistir. MRNA ekspresyon diizeyindeki en yiiksek artisin ise
Smad3 geninde oldugu belirlenmistir (kontrole gore 4,4 kat artis). Canli bakteri
uygulamasinin DMEM ortaminda 4 gen tizerinde de etkili olmadigi, nNDMEM ortaminda ise
yalnizca TGF-B1 ve Smad3 genleri tlizerinde etkili oldugu belirlenmistir. Sinbiyotigin
DMEM ortaminda uygulanmasinin Smad2 ve Smad4 mRNA ekspresyonlari {izerinde etkili
oldugu tespit edilmis, ancak TGF-B1 ve Smad3 mRNA ekspresyon diizeyinde dikkate deger
bir degisime neden olmadigi gozlemlenmistir. Bununla birlikte, mMDMEM ortaminda
uygulanan sinbiyotigin TGF-f1, Smad2, Smad3 ve Smad4 mRNA ekspresyon diizeylerini
dikkate deger miktarda artirdig: tespit edilmistir.

Elde ettigimiz sonuglara gore, 1000 pg/mL L-EPS’nin ve sinbiyotigin MDMEM ortamindaki
uygulamasi ile L929 fibroblastlarinda TGF-B1/Smad sinyal yolaginda bulunan TGF-B1,
Smad2, Smad3 ve Smad4 genleri tizerinde MRNA ekspresyon diizeyinde etkili oldugu ve bu
uygulamalarin TGF-B1/Smad sinyal yolaginin indiiklenmesinde etkin oldugu soylenebilir.
Literatiirde EPS’lerin, canli probiyotik bakterilerin ve sinbiyotiklerin TGF-f1/Smad sinyal
yolagi lizerindeki etkilerini gosteren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak, farkli
polisakkarit uygulamalarin TGF-f1/Smad sinyal yolag: {izerine etkilerini gosteren birkag
calisma bulunmaktadir. Zhang ve digerlerinin (2019) yaptiklar1 ¢alismada, Bletilla
striata’dan elde edilmis mannitol ve glukoz rezidiileri iceren polisakkarit bazli hidrojelin
TGF-B1, Smad2 ve Smad4 mRNA ekspresyon seviyelerini arttirarak, bu polisakkaritin TGF-
B1/Smad sinyal yolagi araciligiyla Kollajen tiretimini indiiklendigi ve yara iyilesmesini
hizlandig1 tespit edilmistir. You ve digerlerinin (2021) yaptiklar1 ¢alismada ise Panax
notoginseng kokiinden elde edilen heteroglikan polisakkaritlerinin, hidrojen peroksit ile
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oksidatif hasar olusturulmus insan dermal fibroblastlarinda TGF-B1, Smad2, Smad3 ve
Smad4 mRNA ekspresyon diizeylerini arttirarak prokollajen sentezini indiikledigi
gosterilmistir. Literatiirde vurgulandigi gibi bizim ¢alismamizda da L-EPS ve sinbiyotik
uygulamalariyla TGF-f1/Smad sinyal yolaginin indiiklenmesi ve COL1A1 sentezindeki
artisin paralellik gostermesi dikkat ¢ekmistir. Buna bagli olarak, probiyotik kaynakli bu
uygulamalarin TGF-B1/Smad sinyal yolaginin indiiklenmesi ile COL1A1 sentezinde rol
oynayarak, migrasyon ve yara kapanmasini sagladigi soylenebilir. Canli bakterilerin
uygulanmasi ile artan in vitro yara kapanmasina, indiiklenen COL1Al olusum diizeyine ve
MRNA ekspresyonuna ragmen, bu uygulamanin TGF-1/Smad sinyal yolagi tizerinde etkin
olmadig: tespit edilmistir. Bu sebeple, canli probiyotik bakterilerinin farkli yara iyilesme
mekanizmalar1 (metalloproteinazlarin ve inhibitorlerinin regiilasyonu, Wnt/p-katenin sinyal
yolagi gibi) ile yara kapanmasimi ve kollajen sentezini tetikledigi diisiniilmektedir. Bu
goriisiin desteklenebilmesi icin canli bakteri uygulamalarinin farkli yara mekanizmalari

tizerindeki etkilerinin daha detayl arastirilmasi gerekmektedir.

Smad3, inflamasyon kaynakli artan peroksizom proliferatorii ile aktive olan reseptoriin
(PPAR) ekspresyonunu baskilayip yara inflamasyonunu modiile eder ve bu yolla yara
inflamasyonun zamaninda baskilanmasimin kontroliinii saglar (Tan ve digerleri, 2004).
Calismamizda, L-EPS’nin TGF-B1/Smad sinyal yolaginda en fazla Smad3 geni iizerinde
etkili oldugu tespit edilmis olup, L-EPS’nin yara inflamasyonu iizerinde Smad3 araciligiyla

anti-inflamatuar etki gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

Yara iyilesmesi, akut yaralarda oldugu gibi normal olarak devam etmedigi taktirde aksar ve
yaralar kroniklesir. Kronik yaralarda inflamasyon durumu siirekli olarak devam eder ve yara
iyilesmesi inflamatuar fazda durur (Zhao ve digerleri, 2016). Cilt yaralarin iyilesmesinde
meydana gelen bu aksamalardaki en biiyiik etkenlerden birisi pro-inflamatuar sitokin olan
timor nekroz faktor alfanin (TNF-a) yara dokusundaki yiiksek miktarlaridir. Yiiksek
miktardaki TNF-ao varligi, 6zellikle diyabetik yaralardaki bozulmus iyilesme mekanizmalari
ile yakindan iliskili olup (Buck ve digerleri, 1996), yara iyilesmesindeki gecikme TNF-o’nin
neden oldugu fibroblast apoptozunun tetiklenmesi ve fibroblast proliferasyonunun inhibe
edilmesi ile karakterize edilir (Wang ve digerleri, 2014). Ayrica, yiiksek TNF-a seviyeleri,
tip 1 kollajen ve fibronektin gibi ECM proteinlerinin tiretimini engeller. Bu durum ise ECM
depozisyonunda azalmaya ve yara iyilesmesinin engellenmesine neden olur. Venéz bacak

tilserleri gibi kronik yaralarda artan nitrik oksit (NO) tiretimi, peroksinitrit yoluyla yara
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iyilesmesinin gecikmesine ve graniilasyon dokunun hasarlanmasina sebep olur (Al-Rikabi
ve digerleri, 2021). NO iiretiminden sorumlu olan indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS),
TNF-a, interlokin 1 (IL-1) ve interlokin 6 (IL-6) gibi pro-inflamatuar sitokinler tarafindan
sinerjitik olarak uyarilir ve asirt miktarlarda iiretilen iINOS yara iyilesmesinin olumsuz yonde
etkilenmesine sebep olur (Wang ve digerleri, 2017). Bahsedilen sebeplerden &tiirti, kronik
yaralardaki inflamasyonun giderilmesi ve yaralarin iyilesme siirecinin akut yaralarda oldugu
gibi seyredebilmesi amaciyla yara iyilesmesinde kullanilabilecek giiglii anti-inflamatuar
ajanlarin kesfi olduk¢a onemlidir (Zhao ve digerleri, 2016). Calismamizda, TNF-a ile
inflamasyonun indiiklendigi L929 hiicrelerinde probiyotik kaynakli uygulamalarin anti-

inflamatuar etkilerinin arastirilmas1 amaglanmistir.

In vitro inflamasyon modeli olusturulmadan ©nce, modelin olusturulmasinda
kullanilabilecek etkin TNF-a dozunun ve siiresinin belirlenmesi i¢cin MTT ¢alismasi
yapilmistir. Hiicre canliligi sonuglarinda 10 ve 20 ng/mL TNF-o’nin tiim uygulama
stirelerinde dikkate deger bir toksisiteye neden olmadig: tespit edilmis olup, probiyotik
kaynakli uygulamalarin da ayni kosullarda inflamasyonun tetiklendigi hiicreler iizerinde
dikkate deger bir toksik etkiye sebep olmadigi saptanmistir. Devam eden calismalarda, in
vitro inflamasyon modelinin olusturulmasi i¢in L929 hiicrelerinde 20 ng/mL TNF-o’nin 30
dk. inkiibasyon siiresi kullanilmistir. Calismamizda, IL-13 mRNA ekspresyon seviyesinin
30 dk. TNF-o uygulamasindan sonra artan siirelerde giderek azaldig: tespit edilmis olup,
literatiirde TNF-a’nin erken inflamatuar yanit olusturan bir pro-inflamatuar sitokin oldugu
belirtilmistir (Kapadia ve digerleri, 1995; Mizgerd ve digerleri, 2001; Zhou ve digerleri,
2009; Kalliolias ve digerleri, 2010; Lee ve digerleri, 2017; Yang ve digerleri, 2018).

Calismamizda, TNF-a ile L929 fibroblast hiicrelerinde olusturulan in vitro inflamasyon
modelinde L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin pro-inflamatuar sitokinler olan IL-1f ve IL-
6 ile nitrik oksit tiretiminden iINOS genlerinin tizerindeki etkileri gRT-PCR ile incelenmistir.
L-EPS, canli bakteri ve sinbiytoik uygulamalarinin, tim uygulama kosullarinda TNF-a
uygulanmis kontrol grubuna kiyasla IL-1B, 1L-6 ve iINOS mRNA ekspresyon diizeylerini
dikkate deger miktarda azalttig1 belirlenmis olup, 6zellikle kronik yaralarda asiri tiretilen IL-
1B ve IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin baskilanmasi1 sonucu probiyotik kaynakli
uygulamalarin kronik yaralarda etkin olabilecegi 6ngoriilmektedir (Mirza ve digerleri, 2013;
Shaikh-Kader ve digerleri, 2021). Bununla birlikte, tim uygulama gruplari igerisinde L-
EPS’nin en iyi anti-inflamatuar etki gosterdigi belirlenmistir. Canli bakteri ve sinbiyotik
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uygulamalari icerisinde ise en iyi sinbiyotik uygulamasinin anti-inflamatuar etki gosterdigi
goriilmistir. Uygulamalarin  anti-inflamatuar  etkileri inkiibasyon siirelerine gore
degerlendirildiginde, en iyi etkiyi 24 saat uygulama siiresinin gésterdigi belirlenmistir Tim
uygulamalarda L-EPS uygulamasinin anti-inflamatuar etkinligi ve pro-inflamatuar
sitokinleri baskilamasi, benzer sekilde kollajen olusumu ve TGF-B1/Smad sinyal
yolagindaki genlerin ekspresyonunun artisinda 6ne ¢ikmasi ile L-EPS’nin birbiri ile iliskili
inflamasyon, proliferasyon ve ECM iiretim mekanizmalar1 tizerinden etkin bir yara
iyilestirici etkisi oldugu soylenebilir. Dolayisiyla, L-EPS’den yara iyilesmesinde c¢oklu
mekanizmalar1 hedefleyen terapotik bir yara iyilestirici ajan veya biyomalzeme

gelistirebilmek miimkiin olabilir.

TNF-o/niikleer faktor-kappa B (NF-«kB) aktivitesi ile kroniklesen yaralarda TGF-B/Smad
sinyal yolagmin etkisi ile inflamasyonun baskilanmasi ve yara iyilesmesinin hizlanmasi
miimkiindiir (Al-Mulla ve digerleri, 2011). Anti-inflamatuar etkileri belirlenen L-EPS ve
sinbiyotigin, aynt zamanda TGF-f/Smad sinyal yolagi iizerinde de etkili olusu, bu
uygulamalarin TGF-B/Smad yolagi araciligiyla ge¢ iyilesen yaralardaki inflamasyonu
baskilayarak yara iyilesmesini hizlandirabilecegi diisiiniilmektedir. Bu diisiicenin
desteklenebilmesi i¢in kronik yara modellerinde L-EPS ve sinbiyotigin TGF-B1/Smad sinyal
yolagi tizerindeki etkilerinin agiga ¢ikarilmasi1 gerekmektedir. Kronik yaralarda yiiksek
miktardaki NO varligi, kollajen sentezinin azalmasina neden olmaktadir (Park ve digerleri,
2013). L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin, NO iiretiminden sorumlu iNOS mRNA diizeyi
tizerindeki baskilayici etkileri ile kronik yaralarda NO iiretimini azaltarak kollajen sentezini
indiiklemesi ve kronik yaralarin kapanmasini desteklemesi miimkiin olabilir. Ayrica, L-
EPS’nin diyabetik yaralar ve yanik yaralar1 gibi yiiksek inflamasyon seviyeleri sebebi ile
geg iyilesen yaralarda (Wang ve kullanilabilecek anti-inflamatuar etkide bir biyomalzeme

tirtinii olarak da kullanilabilme potansiyeli séz konusu olabilir.

Steroid olmayan anti-inflamatuar ilaglar (non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs),
yara iyilesmesinde hem inflamasyonu azaltmada hem de yara agrisinin azalmasinda oldukca
etkilidir (Esen ve digerleri, 2008; Su ve digerleri, 2010). Ancak, NSAID’lerin kan damarlari
ve cilt izerinde anti-proliferatif etki gostermeleri sebebiyle yara iyilesmesindeki
kullanimlar1 hala tartismalhidir (Anderson ve Hamm, 2012). Bu bilgiler 1s1ginda,
calismamizda kullanilan probiyotik kaynakli uygulamalarin anti-inflamatuar ajan olarak

kullanilan ancak yiiksek yan etkilere sahip muadillerine gore giiglii anti-inflamatuar etki
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gostererek inflamasyon kaynakli agrili yaralarin tedavisinde kullanilabilecek yeni terapotik
ajanlar olabilme potansiyellerinin bulundugu sdylenebilir. Bununla birlikte, diyabetik ayak
yaralarinda tespit edilen yiiksek TNF-a seviyelerinden kaynaklanan inflamasyonun neden
oldugu fibroblast 6liimii sebebiyle geciken yara iyilesmelerinde (Landis ve digerleri, 2010)
probiyotik  kaynakli uygulamalarin  kullanilabilme  potansiyellerinin  olabilecegi
distiniilmektedir. Bu goriisiin desteklenebilmesi i¢in in vivo diyabetik yara modelinde,
probiyotik kaynakli uygulamalarin anti-inflamatuar etkinliginin arastirilmast ve bu
uygulamalarin inflamatuar sitokinler iizerindeki modiilator etkilerinin agiga ¢ikarildigi

detayli molekiiler analizlerin yapilmasi gerekmektedir.

Fibroblast proliferasyonu, yaralanma sonrasi olusan doku boslugunun ¢ogalan fibroblastlar
ile doldurulup, yara bolgesinde artan fibroblast sayisina bagli olarak tahrip olan ECM’nin
fibroblastlar tarafindan yeniden sentezlenmesi agisindan oldukg¢a 6nemlidir (Bainbridge,
2013; Finnson ve digerleri, 2013). Ayrica kronik yaralarda, inflamasyon kaynakli fibroblast
apoptozunun tetiklenmesi ve fibroblast proliferasyonunun inhibe edilmesi ECM {iretiminine
ket vurulmasina sebep olur ve yara iyilesme fazlarindaki mekanizmalarda aksakliklarin

meydana gelmesine neden olur (Landis ve digerleri, 2014).

Calismamizda, hem saglikli hem de TNF-a ile indiiklenmis L929 hiicrelerine uygulanan L-
EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin hiicreler iizerindeki proliferatif etkileri flow sitometri ile
belirlenmistir. Hem saglikli hem de TNF-o ile inflamasyonun indiiklendigi L929
hiicrelerinde probiyotik kaynakli uygulamalarin her birinin proliferatif etkisinin oldugu
tespit edilmistir. En iyi proliferatif etkiyi sinbiyotik uygulamalarinin, ikinci sirada L-
EPS’nin ve ti¢iincii sirada canli bakterinin gosterdigi belirlenmistir. L-EPS, canli bakteri ve
sinbiyotigin yara iyilesmesinde, fibroblast proliferasyonunu indiikleyerek yara kapanmasini
destekleyebilecek terapotik ajanlar olarak kullanilabilecekleri diisiiniilmektedir. Ayrica L-
EPS ve sinbiyotigin, kollajen olusumu ve gen ekspresyonu tizerindeki indiikleyici etkileri ve
fibroblast migrasyonunu tesvik etmelerinin yani sira proliferatif etki de gostermeleri, bu
uygulamalarin TGF-B1/Smad sinyal yolag: araciligiyla yara iyilesmesini destekleyebilecegi
goriisimiiziin bir kaniti olmustur. Probiyotik kaynakli uygulamalarin, inflamasyonun
indiiklendigi ve proliferasyonun inhibe edildigi L929 hiicreleri {izerinde proliferatif etki
olusturduklari tespit edilmistir. Bu sonucumuz probiyotik kaynakl uygulamalarin, yiiksek
TNF-a varligiyla fibroblast proliferasyonun engellenmesi ve fibroblast apoptozunun

tetiklenmesi sonucu olusan yiiksek doku kaybina sahip kronik yaralarda proliferatif etkili
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ajanlar olarak kullanilabilme potansiyellerinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
goriistimiiziin desteklenebilmesi i¢in uygulamalarin in vivo yara modellerinde histolojik ve

sitolojik etkilerinin arastirilmas1 gerekmektedir.

Yara iyilesmesinde kullanilabilme potansiyeli olan biyomalzemelerde temel olarak aranan
ozellikler; biyo-uyumlu, biyogiivenilir ve biyo-pargalanabilir olma, toksik olmama, hiicre
migrasyonunu ve proliferasyonunu destekleme, anti-inflamatuar etki gosterebilme, hiicre
hareketliligi ve adezyonunu desteklenebilmesi i¢in piiriizlii yiizey alanina sahip olma, hiicre
invazyonunun ve endotel filizlenmenin saglanabilmesi i¢in mikro-gézenekli olma seklinde
siralanabilir (Dhivya ve digerleri, 2015; Mastrullo ve digerleri, 2020; Wang ve digerleri,
2021; Xu ve digerleri, 2021; Niculescu ve Grumezescu, 2022). Calismamizda L. plantarum
GD2 L-EPS’sinin; toksik olmadigi, hiicre migrasyonunu indiikleyebildigi, proliferatif etkiye
sahip oldugu ve yara inflamasyonu ile iliskili genler {izerinde anti-inflamatuar etki gosterdigi
tespit edilmistir. Ayrica, ekibimiz tarafindan yapilan farkli bir c¢alismada, bu tez
¢alismasinda kullandigimiz L. plantarum GD2 susundan elde edilen L-EPS'nin nano-olgekli
topolojik ozellikleri incelenmis olup, L-EPS’nin atomik kuvvet mikroskobu (AFM)
goriintiilerinde piiriizli bir ylizey alanina sahip oldugunu belirlenmistir. Yine ayni
calismada, L-EPS’nin taramali elektron mikroskop (SEM) goriintiilerinde gézenekli bir
yapiya sahip oldugu tespit edilmistir (Sirin ve Aslim, 2020). Bu bilgiler biyo-uyumlu ve
biyogiivenli oldugu bilinen L-EPS’nin yara iyilesmesinde kullanilabilecek bir biyomalzeme
olma potansiyelinin yiiksek oldugunu gdstermektedir. Ancak, bu gorisiimiiziin
desteklenebilmesi i¢in L-EPS’nin biyomateryal olabilme kriterleri bakimindan fiziko-

kimyasal 6zelliklerinin kapsamli bir sekilde arastirilmasi1 gerekmektedir

Anjiyogenez, yara iyilesmesi i¢in Kritik 6éneme sahiptir. Hasarlanan dokuda olusan kan
damarlari, yara dokusuna besin ve oksijen tasinmasini saglar (Li ve digerleri, 2003).
Yaralanma sonrasinda yogun bir sekilde yeni kilcal damarlarin olusumu ve hasarlanan kan
damarlarmin onarimini takiben yara bolgesinde yeni bir vaskiiler agin olusumu saglanir
(Honnegowda ve digerleri, 2015). Yaralanma sonrasi hasarlanan dokudaki yetersiz
perflizyon kronik yaralarin patofizyolojisinin altinda yatan 6nemli problemlerden biridir.
Pro-anjiyojenik biiyiime faktorlerinin uygulanmasi ve vaskiilarize yapi iskelelerinin
kullanimi neovaskiilarizasyonu kismen desteklese de yara mikro-gevresine uygun
revaskiilarizasyonu saglayabilecek yeni tedavi yaklasimlar1i hala arastirilmaktadir
(Demidova-Rice ve digerleri, 2012; Shahin ve digerleri, 2020).
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Calismamizda, L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin pro-anjiyojenik etkileri in ovo
koryoallantoik membran (CAM) modeli kullanilarak arastirilmistir. Caligmada, L-EPS ve
sinbiyotigin pro-anjiyojenik etkide oldugu gozlemlenmis olup, canli bakterinin pro-
anjiyojenik etkisinin olmadig1 saptanmistir. L-EPS uygulamalar1 igerisinde 1000 pg/mL L-
EPS’nin anjiyogenez iizerine etkisinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica L-EPS’nin
sinbiyotige gore daha fazla pro-anjiyojenik etki gosterdigi tespit edilmistir. Tim
uygulamalar igerisinde 24 saat inkiibasyon siiresi pro-anjiyojenik etki bakimindan 6ne
cikmistir. Anjiyogenez iizerinde canli bakteri uygulamasi etkin degilken sinbiyotik
uygulamasinin pro-anjiyojenik etkide olmasi, sinbiyotik igerisindeki L-EPS’nin canli bakteri
gelisimini ve metabolizmasini1 daha fazla desteklemesi sonucu daha yogun metabolit
tretiminden dolay1 olabilecegi distiniilmektedir. Literatiirde, probiyotik kaynakli
uygulamalarin ve farkli polisakkaritlerin CAM modelinde pro-anjiyojenik etkilerini
gosteren herhangi bir ¢alisma bulunmamakla birlikte, farkli modellerde yapilmis ¢alismalar
mevcuttur. Matou ve digerlerinin (2005) yaptiklar1 c¢alismada, mezofilik bakteri
Alteromonas infernus’tan elde edilen heteropolisakkarit yapidaki asir1 stilfatlanmis EPS’nin,
in vitro tiibiiler model olusturulabilen insan umblikal ven endotel hiicrelerinde (HUVEC)
anjiyogenezin indiikklenmesinden sorumlu fibroblast biiyiime faktorii 2 (FGF-2) ve vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) seviyelerini arttirdigi, bu sebeple mezofilik bakteri
EPS’sinin pro-anjiyojenik etki gosterebilecegi bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada, su yosunu
Ascophyllum nodosum’dan elde edilen fukoidanin asirt siilfatlanmig fraksiyonun HUVEC
hiicrelerinde vaskiilarizasyonu indiikleyerek pro-anjiyojenik etki gosterdigi tespit edilmistir
(Marinval ve digerleri, 2016). Jiang ve digerlerinin (2021) yaptiklari bir ¢alismada, kirmizi
deniz yosunu Bangia fuscopurpurea’dan elde edilen siilfatlanmis porfir benzeri
polisakkaritin HUVEC hiicrelerinde VEGF reseptor Kinaz inhibitoriinii 6nemli 6l¢iide inhibe

ederek bu polisakkaritin pro-anjiyojenik etki gosterdigi saptanmustir.

Diyabetik, venoz ve iskemik iilser gibi kronik yaralarin patofizyolojisinin altinda yatan en
onemli nedenlerden birisi bozulmus anjiyogeneze bagl kronik hipoksi ve mikro-besin iletim
bozuklugudur (Honnegowda ve digerleri, 2015). Kronik yaralarda kullanilan anjiyogenez
hedefli mevcut terapotik ajanlarin yetersizligi sebebiyle pro-anjiyojenik etki gosterebilecek
etken maddelerin arastirilmasi giiniimiizde hala devam etmektedir (Wietecha ve DiPietro,
2013; Chu ve digerleri, 2021). Pro-anjiyojenik etkileri tespit edilen L-EPS ve sinbiyotigin,
kronik yaralarda anjiyogenez mekanizmalarimi destekleyerek, yeni kan damarlarmin

olusumu sayesinde yara dokusuna oksijen ve mikro-besin tasiyarak kronik yara kapanmasini
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destekleyebilecegi diisiiniilmekte olup, bu goriisiin desteklenebilmesi i¢in in vivo kronik yara
modellerinde ileri diizey ¢aligmalarin yapilmas: gerekmektedir. Ayrica, L-EPS ve sinbiyotik
uygulamalarinin, akut yaralarda yara bolgesindeki revaskiilarizasyonu destekleyerek daha

hizli yara kapatma potansiyeline sahip olabilecegi s6ylenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, ekibimiz tarafindan farkli ¢aligmalarda ve projelerde yapilmis kapsamli
taramalar ile probiyotik 6zellikleri ortaya konmus, potansiyel probiyotik Lactiplantibacillus
plantarum GD2 susu, bu sustan elde edilen liyofilize ekzopolisakkarit (L-EPS) ve canli
probiyotik bakteri ile L-EPS karisimi sinbiyotik olarak kullanilmistir. Bu yiiksek lisans tez
calismas1 kapsaminda elde edilen sonuglar degerlendirildiginde asagidaki ¢ikarimlar ve

Oneriler yapilmistir:

1. Calismada L-EPS (750-1000 pg/mL; 0-36 saat), canli probiyotik bakteri (6,5x10°-
1,9x10° cfu/mL; 0-24 saat) ve sinbiyotigin (6,5x10°-1,9x10° canli bakteri ve 750-1000
ug/mL L-EPS kombinasyonu; 0-24 saat) artan konsantrasyon ve siirelerde L929
hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkisi arastirilmis olup, tiim uygulamalarin toksisite
acisindan kabul edilebilir oranda oldugu belirlenmistir.Bu uygulamalarin yara
iyilesmesinde kullanilabilecek biyogiivenli uygulamalar oldugunu goéstermesi
bakimindan 6nemli bir sonu¢ olmustur. Ayrica, ¢aligmada kullanilan probiyotik L-
EPS’sinin sitotoksik etkisinin olmamasi ve biyolojik polimer yapisinda olmasi
sebebiyle, L-EPS’nin doku miihendisligi uygulamalarinda yara iyilestirici biyomalzeme
gelistirilmesinde kullanilabilme potansiyeli olabilir.

2. Calismamizda, L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalarinin fibroblast
hiicrelerinde olusturulan in vitro yara modelinde, yara bolgesine fibroblast
migrasyonunu indiikleyerek yara kapanma oranina bagli, yara iyilestirme potansiyelleri
aragtirllmistir. Calismadan elde ettigimiz sonuglar, L-EPS, probiyotik canli bakteri ve
sinbiyotigin fibroblast migrasyonunu indiikleyerek yara kapanmasini tesvik ettiklerini
gostermis olup, migrasyonda en yiiksek etkiyi sinbiyotik uygulamasi gostermistir. Yara
iyilesmesinin proliferasyon fazinin onemli asamalarindan biri olan fibroblast
migrasyonunun indiiklenmesi, yara bolgesinde fibroblastlar araciligiyla ekstraselliiler
matriksin (ECM) depozisyonunun saglanmasina paralel olarak, doku boslugunun
kapatilmasi ve yeni bir bag dokunun olusmasi bakimindan dnemlidir. Dolayisiyla, L-
EPS, canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalarin fibroblast migrasyonunu indiikleyerek
yara kapanmasini desteklemeleri, bu uygulamalarin ayn1 zamanda yara boélgesine gog
eden fibroblastlar araciligiyla ECM sentezini de arttirarak, doku boslugunu hizlica

doldurabilecek etkin ajanlar olarak kullanilabilme potansiyellerinin  oldugunu
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diistindiirmektedir. Devam eden basamaklardaki sonug¢larimiz, bu ¢ikarimimizi
destekler nitelikte olmustur.

Calismada, laktik asit bakterilerinin iiretebilecekleri asidik metabolitlerinin hiicre
migrasyonu iizerine etkilerinin arastirilmasi i¢cin DMEM besiyeri ile yapilan canli
bakteri ve sinbiyotik calismalarina ek, besiyeri pH’sin1 nétralize ederek gelistirilen
modifiye DMEM (MDMEM) ¢alismalarda kullanilmistir. Sonug¢larimiz, canli bakteri ve
sinbiyotik uygulamalarinin DMEM ortaminda fibroblast migrasyonunu, mDMEM
uygulamalarina kiyasla daha fazla tetikledigini gostermistir. Literatiirler asidik
ekstraselliiler ortamin, hiicre migrasyonunu tetikleyici bir faktor olabilecegini
vurgulamistir. Bu bilgi elde ettigimiz sonuglar1 destekler niteliktedir. Ayrica, asidik
ortam pH’smin yara enfeksiyonunda antiseptik ve antimikrobiyal etki gosterdigi
literatiirdeki farkli c¢aligmalarda gosterilmis olup, toksisitesi diisikk olan ve hiicre
migrasyonunu 6nemli 6l¢iide tetikleyen canli bakteri ve sinbiyotigin asitlige miidahale
edilmedigi uygulamalarinin, enfeksiyon riski yiiksek olan kritik yaralarda
kullanilabilme  ihtimalinin ~ oldugunu  disiindiirmektedir.  Bu  diisiincenin
desteklenebilmesi i¢in enfeksiyonlu yara modellerinde ileri diizey ¢alismalarin
yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

ECM birikimi, yaralanma sebebi ile olusan doku boslugunun doldurulmasi ve yara
iyilesme fazlarinin olagan sekilde ilerlemesi i¢in 6nemlidir. Calismamizda, L-EPS, canli
bakteri ve sinbiyotigin kollajen ve fibronektin olusumu ve gen ekspresyonlari
tizerindeki etkileri incelenmis olup, sonuglar L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin
kollajen tiretimi ve gen ekspresyonu iizerinde indiikleyici etkileri oldugunu gostermistir.
L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotik uygulamalarinin kollajen indiikleyici etkilerinin, akut
yaralarda daha hizli yara kapanmasini saglayabilecegi ve kronik yaralarda azalan ECM
sentezini arttirp kapanmayan doku bosluklarinin doldurularak yara iyilesmesini
destekleyebilecegi diisiiniilmektedir.

Doniistiiriicti biyiime faktorii beta 1 (TGF-1)/Smad sinyal yolagi, yara iyilesmesinin
asag1 akis (down-stream) yolagini regiile ederek hiicre migrasyonu, proliferasyonu ve
ECM sentezinde Kilit rol oynamaktadir. Calismamizda, L-EPS ve sinbiyotigin TGF-
B1/Smad sinyal yolagin1 modiile ettigini ancak, canli bakterinin etkisi olmadigin
gostermistir. Sonuglarimiz genel olarak degerlendirildiginde L-EPS ve sinbiyotigin,
TGF-B1/Smad yolag1 araciligiyla yara iyilesmesini destekleyebilecegi tespit edilmis
olup, bu sinyal yolaginin fibroblast migrasyonu, proliferasyonu ve kollajen sentezi ile
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iligkili olabilecegi literatiirde bildirilmistir. Elde ettigimiz diger sonuglar bunu
desteklemistir.

L-EPS’nin TGF-B1/Smad sinyal yolagindaki genler iizerine etkisi incelendiginde
MRNA ekspresyon diizeyindeki en yiiksek artisin Smad3 geninde oldugu gorilmiistiir.
Smad3, inflamasyon kaynakl1 artan peroksizom proliferatorii ile aktive olan reseptoriin
(PPAR) ekspresyonunu baskilayip yara inflamasyonunu modiile eder ve bu yolla yara
inflamasyonun zamaninda baskilanmasini saglayabilir. Bu sebeple, L-EPS’nin yara
inflamasyonu iizerinde Smad3 araciligiyla anti-inflamatuar etki gosterebilecegi
distiniilmektedir.

Geg iyilesen veya iyilesmeyen yaralarda, yiiksek tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a)
konsantrasyonun neden oldugu yara inflamasyonunun baskilanmasi giincel yara
tedavisi yaklasimlarindan birisidir. Calismamizda, L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin
L929 hiicrelerinde interldkin 1 beta (IL-1p), interlokin 6 (IL-6) ve indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (iINOS) gen ekspresyonlarini baskilayarak anti-inflamatuar etki
gosterdikleri tespit edilmis olup, en iyi anti-inflamatuar etkiye L-EPS’nin sahip oldugu
bulunmustur. L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin anti-inflamatuar ajan olarak
kullanilan ancak yiiksek toksisiteye sahip muadillerine gére giiclii anti-inflamatuar etki
gostererek geg iyilesen veya iyilesmeyen yaralarin tedavisinde kullanilabilecek yeni
terapotik ajanlar olabilecegini sdylenebilir. Ayrica, L-EPS’nin diyabetik yaralar ve
yanik yaralar1 gibi yiiksek inflamasyon seviyeleri sebebi ile ge¢ iyilesen yaralarda
kullanilabilecek —anti-inflamatuar etkide bir biyomalzeme iriinii olarak da
kullanilabilme potansiyeli de s6z konusu olabilir.

Fibroblast proliferasyonu, yaralanma sonrasi olusan doku boslugunun g¢ogalan
fibroblastlar ile doldurulup, yara bolgesinde artan fibroblast sayisina bagli olarak tahrip
olan ECM’nin fibroblastlar tarafindan yeniden sentezlenmesi agisindan oldukca
onemlidir. Calismamizda, L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin L929 hiicreleri
tizerindeki proliferatif etkide oldugu tespit edilmis olup, proliferasyonu en fazla
sinbiyotiklerin indiikledigi tespit edilmistir. Sinbiyotiklerin, L-EPS ve canli bakteri
uygulamalarina kiyasla proliferasyonda daha etkin olmalarinin sebebinin birlikte
uygulanmalart  ile  olusturduklar1  sinerjitik etkilerden dolay1 olabilecegi
diistiniilmektedir.

Yiksek TNF-o varligi, fibroblastlar tizerinde inflamatuar etki ile birlikte anti-
proliferatif etki de olusturarak yaralarin ge¢ iyilesmesine veya kroniklesmesine neden

olmaktadir. Calismamizda, in vitro inflamasyon modelini olusturmada kullandigimiz



112

10.

11.
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TNF-a uygulama dozu ve siiresinin (20 ng/mL, 30 dk.) anti-proliferatif etkisinin oldugu
tespit edilmis olup, TNF-a uygulamasiyla proliferasyonu baskilanan L929 fibroblast
hiicrelerine uygulanan L-EPS, canli bakteri ve sinbiyotigin L929 hiicreleri iizerinde
proliferatif etki gosterdikleri saptanmis olup, probiyotik kaynakli uygulamalarin,
yiiksek inflamasyon sebebi ile kroniklesen doku kayipli derin yaralarda anti-inflamatuar
etkilerinin yan1 sira proliferatif etkileri ile birlikte yara kapanmasinini
destekleyebilecekleri diistiniilmektedir.

Anjiyogenez, yaralanma sonucu olusan doku hasarinin kan damarlar1 araciligiyla
beslenip, hasarli dokuya oksijen tasinabilmesi ve olusan yeni damarlar araciligiyla
taginan mikro-besinler ile yara iyilesmesinin hizlanmasi bakimindan Onemlidir.
Calismamizda, L-EPS ve sinbiyotigin, in ovo embriyonlu anjiyogenez modelinde pro-
anjiyojenik etki gostererek damar uzunlugunu ve yeni kilcal kan damarlarinin
olugsmasini tesvik ettigi belirlenmistir. Anjiyogenez sonuglarimiz, L-EPS ve sinbiyotik
uygulamalarinin yara iyilesmesinde etkili bir sekilde uygulanabilirligini ve iiriin haline
gelme potansiyelini daha da kuvvetlendirmistir.

Biyo-uyumluluk, biyogiivenilirlik ve biyo-parcalanabilirlik, toksik olmama, hiicre
migrasyonunu ve proliferasyonunu destekleme ve anti-inflamatuar etki gosterebilme,
yara iyilestirmede kullanilan biyomalzemelerde aranan onemli kriterlerden olup
calismamizda kullanilan probiyotik L-EPS’nin bahsedilen tiim kriterleri tasidigi
belirlenmistir. Ayrica, hiicre hareketliligi ve adezyonunun desteklenebilmesi igin
pliriizlii yiizey alanina sahip olma, hiicre invazyonunun ve endotel filizlenmenin
saglanabilmesi i¢in mikro-gézenekli olma biyomalzemelerde aranan diger nemli iki
kriterdir. Calismamizda kullanilan L. plantarum GD2 L-EPS’nin ekibimiz tarafindan
yapilan farkli bir ¢alismada yiizey alaninin piirtizlii ve gézenekli oldugu saptanmis olup,
bu bulgular L-EPS’nin biyomalzeme iiriinii olarak kullanilma potansiyelini
kuvvetlendirmektedir.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda, probiyotik kaynakli uygulamalarin TGF-B1/Smad sinyal
yolag1 araciligiyla fibroblast proliferasyonu ve migrasyonu tesvik edici ve kollajen
sentezini indiikleyici etkilerinin yani sira anti-inflamatuar ve pro-anjiyojenik etkilere
sahip oldugu ortaya konulmustur. Literatiirde, probiyotik kaynakli uygulamalarin cilt
yara iyilesmesi tizerindeki etkilerini gosteren birkag ¢alisma olsa da birgok mekanizma
tizerindeki etkilerini ortaya koyan herhangi bir ¢alisma bulunmamasi sebebiyle bu
bulgular, probiyotik uygulamalarinin yara iyilesmesi alaninda kullanilabilirligi

bakimindan bu ag1g1 kapatacak 6zgiin ve 6nciil olma potansiyelindedir. Bu yiiksek lisans
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tez calismasi, ¢ok yonlii yara iyilestirme 6zelliklerinin ortaya konulmasi bakimindan
probiyotik uygulamalarin yara iyilesmesinde yeni terapotik ajanlar olarak kullanilabilme
potansiyelini giiclendirmistir. Ayrica, c¢alismamizda Yara iyilestirici 06zellikleri
belirlenen ve yara iyilesme iirlinlerinde biyopolimer olarak kullanilabilme potansiyeline
sahip L-EPS’nin yeni bir biyomalzeme olarak kullanilabilirligi vurgulanmis olmakla
birlikte, 6zellikle biyo-uyumlu yara iyilestirici biyomalzeme gelistirmeye yonelik devam

calismalarinin yapilmasi onerilmektedir.
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