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OZET

Cilt yaralar1 hastalarin yasam kalitesinin diigmesine, yiiksek tibbi maliyetlere, hatta
amplitasyon ve oliimlere yol agan bir saglik sorunudur. Bu durumun engellenmesi i¢in yara
iyilesmesinde coklu etki mekanizmasina sahip, biyouyumlu, biyoaktif ve biyobozunur
biyopolimerlerin kesfedilmesine ihtiyag vardir. Bu ¢alismada mikrobiyal kaynakli 3-glukan,
Lactoplantibacillus plantarum GD2 ekzopolisakkariti ve bunlarin kombinasyonlarinin yara
iyilesmesindeki etkisinin ortaya konulmasi amaclanmistir. /n vitro calismalar i¢in fare
fibroblast ve makrofaj hiicre hatlar1 kullanilmistir. Biyopolimerlerin biyouyumlulugu, hiicre
canlilig1 esas alinarak MTT analizi ile belirlenmistir. /n vitro yara modeli araciligiyla
uygulama gruplarinin hiicre migrasyonu tizerindeki etkisi gozlemlenmistir. Uygulama
gruplarinin gen ifadesine etkisi qRT PCR araciligiyla tespit edilmistir. Bu c¢aligmalarda
aliman olumlu sonuglarin protein ifadesine yansimasi western blot analiziyle test edilmistir.
MTT analizinden elde edilen sonuglar, EPS ve B-glukan biyopolimerlerinin sitotoksik
olmadigin1 ve biyouyumlu oldugunu gdstermistir. In vitro yara modelinde test edilen tiim
uygulama gruplarin hiicre migrasyonunu indiiklemesiyle birlikte en etkili sonuglar
kombinasyon uygulamasinda alinmistir. Fibroblastlarda uygulama gruplarinin cesitli
zamanlarda etkili gen ifadeleri olsa da en etkili sonuclar kombinasyon uygulamasinda
goriilmektedir. Uyarilmis makrofaj hiicrelerinde, pro-inflamatuar sitokinler sadece B-glukan
uygulamasinda baskilanmistir. Bununla birlikte EPS’nin dahil oldugu gruplarda inflamatuar
fenotipte artis goriilmektedir. Makrofajlarda calisilan anti-inflamatuar sitokinlerde tiim
uygulama gruplari, gen ifade diizeylerini arttirmistir. Western blotlama calismalarinda anti-
inflamatuar etki agisindan 6zellikle kombinasyonu grubu IL-4 ve IL10 proteinlerinin ifade
diizeylerini arttirdigr goézlemlenmistir. Calisma sonuglari, iki farkli biyopolimer ve
kombinasyonunun cilt yaralarinda fibroblastlar1 aktive ederek ekstraseliiler matriks (ECM)
bilesenlerinin sentezinin uyarilmasi ile indiiklenen migrasyonunun yara kapanmasinda etkili
olabilecegi gosterilmistir. Ayn1 zamanda, bu biyopolimerler ve kombinasyonlarinin yara
iyilesmesinde anti-inflamatuar ve pro-inflamatuar sitokin aracili inflamasyonun
dengelenmesi ile de rejeneratif siireclere yardimci olabilir
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ABSTRACT

Skin wounds are a health problem that leads to a decrease in patients' quality of life, high
medical costs, and even amputation and death. In order to prevent this situation, there is a
need to discover biocompatible, bioactive and biodegradable biopolymers with multiple
mechanisms of action in wound healing and to develop new treatment strategies in which
these biopolymers can be used. This study aimed to reveal the effects of microbial-derived
B-glucan, Lactoplantibacillus plantarum GD2 exopolysaccharide (EPS) and their
combinations on wound healing. Mouse fibroblast and mouse macrophage cell lines were
used for in vitro studies. Biocompatibility of biopolymers was determined by MTT analysis
based on cell viability. The effect of application groups on cell migration was observed
through an in vitro wound model. Gene expression results from the application groups were
determined by qRT PCR. The reflection of the positive results obtained in these studies on
protein expression was tested by western blot analysis. Results from MTT analysis showed
that EPS and B-glucan biopolymers were non-cytotoxic and biocompatible. While all
application groups tested in the in vitro wound model induced cell migration, the most
effective results were obtained in combination application. Although application groups have
effective gene expression at various times in fibroblasts, the most effective results are seen
in combination application. In stimulated macrophage cells, pro-inflammatory cytokines
were suppressed only by B-glucan application. However, there is an increase in the
inflammatory phenotype in groups including EPS. All application groups increased gene
expression levels of anti-inflammatory cytokines studied in macrophages. In Western
blotting studies, it was observed that especially the combination group increased the
expression levels of IL-4 and IL10 proteins in terms of anti-inflammatory effect. Study
results have shown that two different biopolymers and their combination can be effective in
wound closure by activating fibroblasts in skin wounds and stimulating the synthesis of
extracellular matrix (ECM) components. At the same time, these biopolymers and their
combinations may aid regenerative processes by balancing anti-inflammatory and pro-
inflammatory cytokine-mediated inflammation in wound healing.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
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1. GIRIS

Deri, insan viicudunda bulunan ve tiim viicudu kaplayan en biiyiikk organdir. En temel
islevlerinden biri, su bakimindan zengin i¢ organlarin olduk¢a kuru dis ortama karsi
izolasyonunu saglayarak dehidrasyonu engellemektir (Swann, 2010). Bununla birlikte deri
i¢c doku ve organlari, mekanik hasardan, mikrobiyal enfeksiyonlardan, ultraviole
radyasyondan ve ¢esitli sicak/soguk ortamlardan korur. Bu baglamda deri her tiirlii ortamla
temas eden bir dis bariyer oldugu i¢in en ¢cok yaralanmaya maruz kalan organdir (Rodrigues.
Kosaric, Bonham ve Gurtner, 2019). Herhangi bir etki araciligiyla bu bariyerin asilip doku-
organ biitiinliglinlin bozulmas1 ve olusan islev kaybi1 “’yara” olarak degerlendirilir
(Koyutiirk ve Soyaslan, 2016). Yaralanma durumlarinda giiglii bir yara iyilesmesi
kapasitesine sahip olunmasi ve deri biitiinligiiniin korunmasi, saglikli bir sag kalim i¢in

temel unsurlardir (Almadani, Vorstenbosch, Davison ve Murphy, 2021).

Genel baglamda yara iyilesmesi: hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden
sekillenme (remodeling) olmak {izere karmasik denetim mekanizmalarina sahip birbirleriyle
girintili dort asamadan meydana gelir (Wang, Huang, Horng, Yeh ve Chen,2018). Yaralar
iyilesme siirecine gore akut ya da kronik olarak siniflandirilmaktadir. Akut yaralar
kendiliginden iyilesen normal yara iyilesme siire¢lerinin sekteye ugramadigi tam iyilesme
ile sonuclanan durumlari ifade ederken; kronik yaralar ise yara iyilesme siirecinin herhangi
bir basamaginda yaranin iyilesme siirecinin devam etmedigi ya da sagliksiz devam ettigi
durumlar ifade eder (Tottoli ve digerleri,2020). Iyilesmeyen kronik yaralar diinya saglik
sistemlerine bakim maaliyeti olarak ciddi yiikler bindirmektedir. Hizmet sektOriiniin 6n
planda oldugu gelismis tilkelerde ise sadece kronik yaralarla ilgili harcamalar toplam saglik
harcamalarinin %3’{inii olusturdugu tahmin edilmektedir (Olsson ve digerleri, 2019). Bu
durumun bir 6rnegi olarak yalnizca Amerika Birlesik Devletleri'nde, iyilesmeyen yaralar her
yil yaklasik 50 milyar dolar, cerrahi insizyon ve travma yara izlerini yaklasik 12 milyar dolar
ve yaniklar her yil 7,5 milyar dolar saglik bakim maliyetine tekabiil etmektedir. Diyabetli
hastalar, yaslilar ve orak hiicresi gibi genetik bozukluklar1 olan hastalar uzun siireli doku
bozukluguna yol agan anormal yara iyilesmesine 6zellikle yatkindir (Rodrigues ve digerleri,
2019). Artan yash niifusun, diinya ¢apinda artan diyabet riskiyle birlesmesi, kronik yaralarin
saglik bakim maliyetlerine ve vakanin morbiditesine dnemli bir katkida bulunur (Goldberg
ve Diegelmann, 2020). Dhivya ve arkadaglar1 tarafindan yayinlanan 2015 tarihli bir

makalede yaralar1 tedavi etmek i¢in 3000'den fazla iirin gelistirilmesine ragmen,



milyonlarca insanin uygun tedavi ve bakima ihtiya¢ duydugu belirtilmektedir. Bu durum
topluma ve bireylere hala ciddi manada yiik olmaya devam etmektedir (Dhivya, Padma ve
Santhini, 2015). Ozellikle asir1 yiik tastyan saglik sistemlerinde, ¢ok sayida klinisyen
tarafindan gergeklestirilen yara bakimimin zaman ve maliyetlerinin iistesinden gelmek igin
yeni yara Ortiilerinin gelistirilmesine biiyiik bir talep vardir (Costa ve digerleri, 2021). Bu
tedavilerdeki zorluklarin ve maliyetlerin {istesinden gelebilmek icin farkli metodolojiler
gelistirilmesi ve yara iyilesmesini olumlu etkileyebilecek farkli etken maddelerin
arastiritlmas1 gerekmektedir. Yara iyilesmesi devinimsel bir siire¢ oldugundan, yaranin
inflamasyon ve proliferasyon gibi erken evrelerinde etkin yonetimi olduk¢a dnemlidir. Bu
yaklagim iyilesme siirecinin kroniklesmesinin engellenmesi agisindan en etkin onleme
stratejilerindendir (Sahana ve Rekha, 2018). Bu dogrultuda disiplinler aras1 yaklagimlardaki
ilerlemeler nedeniyle biyoaktif malzemeler, akilli yara bakim malzemeleri olarak
kullanilabilecek umut verici sonuglar gdstermistir (Dickinson ve Gerecht, 2016; Hamdan ve
digerleri, 2017). Geleneksel yara ortiileri ¢ogunlukla ucuz ve iiretimi kolay yara ortiileri
olmasina ragmen; biyolojik olarak aktif olmamasi sebebiyle kullanim alani ¢ok kisithidir.
Yara Ortlisti maaliyetlerini diisiiriirken bunun yara iyilesme siire¢lerine dogrudan ya da
dolayli sekilde pozitif etkisi olabilecek biyoaktif malzemeler ve etken maddelerle
saglanmasi1 gerekmektedir. Bu dogrultuda yapilan ¢alismalarda pek ¢ok sentetik ve dogal
polimer (biyopolimer) kullanilmaktadir. Dogal polimerler ya da biyopolimerler canli bir
organizma tarafindan sentezlenen organik molekiillerdir. Biyopolimerlerin yara bakim
materyali olarak kullanimi, miikemmel biyouyumluluk, hiicre biiyiimesini destekleme
yetenegi, rejeneratif potansiyel ve biyobozunur olmalar1 gibi 6zelliklerinden dolay1 genis bir

kapsama sahiptir (Sahana ve Rekha, 20118).

Son yillarda yara iyilesmesinde biyoaktif etken madde arayisinda ekzopolisakkaritler
(EPS’ler) kayda deger bir secenek olarak degerlendirilip calisilmaya baslanmistir.
Mikrobiyal EPS’ler bakteri, maya, alg, mantar vb. tarafindan sentezlenen biyopolimerlerdir.
EPS’ler yiiksek katma degeri olan ve ¢esitli amaglarla kullanilabilen, ¢6ziinebilir veya
coziinemez hiicre dis1 polimerik maddelerdir (Dilna ve digerleri, 2015; Majee, Evlani, ve
Biswas, 2017). EPS’lerin doku onarimi/rejenerasyonu ve immiin regiilator aktivitelerinin
gosterildigi ve biyomalzeme olarak kullanildigi calismalar bulunmaktadir (Tiikenmez ve
Aslim, 2018; Hamidi ve digerleri, 2023). EPS’ler biyoteknolojik olarak ilag ve

biyomalzemede kullanim potansiyeli yiiksek dogal polimerlerdir ayrica biyobozunur ve



ucuz sentezlenebilir olup pek ¢ok farkli kaynaktan iiretilebilmektedir (Laubach, Joseph,
Brenza, Gadhamshetty ve Sani, 2021).

Beta(p)-glukanlar ise bircok biyolojik ve immiinolojik aktiviteyi diizenleyen immiin
regiilator efektorler olup makrofajlar, notrofiller ve antijen sunan hiicreler gibi bagisiklik
hiicrelerini aktive ederler (Geller, Shrestha, ve Yan, 2019; Richer ve digerleri, 2015; Maity
ve digerleri, 2021). B-glukanlarin immiin regiilator etkisi hiicre hatlari, hayvan modelleri ve
insan denemeleri iizerinde yapilan gesitli ¢alismalarda gosterilmistir (Chaichian ve ark.,
2020). Yarada biyomalzeme olarak B-glukan immiin diizenleyici etkisi, hiicre goclinii uyarici
ozelligi ve yara bolgesindeki agriyr azaltici etkisinden dolay1 inovatif yara Ortiisii
yaklagimlar1 i¢in ¢aligilmaktadir (Muthuramalingam Choi, Hyun, Kim ve Cho, 2019). Tez
projesi kapsaminda literatiirce bu iki farkli polimerin ayr1 ayri yara iyilesme siiregleri
iizerinde etkili oldugu bildirilmis olmasina ragmen, bu polimerlerin birlikte ele alindigi
caligmaya rastlanmamustir. Ozellikle probiyotik kaynakli biyopolimer EPS’nin yara
iyilesmesindeki etki mekanizmasi tizerine literatlirde yapilmis herhangi bir ¢alismaya denk
gelinmemigstir. Sadece Prof. Dr. Belma ASLIM’in tez damigmanlifinda tamamlanan
arastirma projesi EPS GD2’nin yara da etki mekanizmasini ele almistir (Demir 2022). Bu
nedenle, tez projesi kapsaminda calisilan mikrobiyal kaynakli biyopolimerler olan -glukan
ve EPS kombinasyonlarinin yara iyilesmesi lizerindeki etki mekanizmalari ve immiin

regiilator 6zelliginin olup olmadiginin ortaya konulmasi amaglanmaistir.

Yiiksek lisans tez ¢alismasindaki amaclar agagida belirtilmistir.

1. Yara iyilesmesinde muhtemel etken madde olabilecek mikrobiyal kaynakli B-glukan ve
probiyotik kaynakli EPS biyopolimerlerinin ve bunlarin kombinasyonunun denenerek
yara iyilestirmesi yonlinden mukayese edilmesi ve en iyl uygulama grubu ve
konsantrasyonun belirlenmesi

2. Calisgilan biyopolimerlerin hiicre gogii iizerine etkisinin belirlenerek yara kapatma
etkisinin arastirilmasi.

3. Biyopolimerler ve kombinasyonun ekstraselliiler matriks (ECM) bilesenlerinden olan
ve yara matriksinin olusumunda rol alan kollajen tip 1 alfa 1 (COL1A1) ve fibronektinin

(FN) olusum diizeyleri lizerine etkisinin arastirilmast



4. Fibroblastlardan salinan fibroblastlarin ¢ogalmasini, kollajen birikimini uyaran ve
skarsiz yara olusumu iliskili oldugu iizerinde durulan fibroblast biiylime faktorii-2
(FGF-2), ECM olusumu ve yara iyilesmesi mekanizmasi ile iligkisinin ortaya konulmasi

5. Hiicre gocii, yara kapatma ve ECM matriks proteinlerinin gen ifadesi arasindaki
iligskinin ortaya konulmasi

6. Biyopolimerler ve kombinasyonun yara iyilesmesinde anti-inflamatuar ve pro-

inflamatuar sitokin aracili inflamasyonun dengelenmesi yonii ile arastirilmasi

Cilt yaralar1 hastalarin yasam kalitesinin diismesine, yiiksek tibbi maliyetlere, hatta
amplitasyon ve oliimlere yol agan bir saglik sorunudur. Bu durumun engellenmesi i¢in yara
iyilesmesinde ¢oklu etki mekanizmasina sahip, biyouyumlu, biyoaktif, biyobozunur ve yara
iyilesmesinde etki mekanizmasi ortaya konmus biyopolimerlerin kesfedilmesine ve bu

biyopolimerlerin kullanilabilecegi yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Yukarida verilmis amaglar dogrultusunda, literatiire yara iyilesmesini stimiile edecek ve yara
iyilesmesini farkli mekanizmalarla etkisi kanitlanmis -glukan ve probiyotik kaynakli bir L-
EPSlerden yeni biyoaktif madde elde edilmesi ve bu biyopolimerlerden yara iyilesmesinde
etkin olabilecegi kombinasyonlarin gelistirilmesi hedeflenmistir. Ayn1 zamanda bu
biyopolimerler ve kombinasyonlari ile farkli yara tiplerinde kullanilabilecek, biyouyumlu,
biyobozunur ve ¢oklu etki mekanizmasina sahip, yara iyilesmesinde ilac veya gelistirilecek

biyomalzemeler i¢in etken madde elde edilmesi bir diger hedeftir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Yara Iyilesmesi

Herhangi bir etki aracilifiyla canlinin doku/organ biitiinliigiliniin ihlal edilmesi ve fonksiyon
kaybinin olugmas1 “’yara” olarak nitelendirilir (Koyutiirk ve Soyaslan,2016; Almadani ve
digerleri, 2021). Yara iyilesmesi hasarli dokunun tekrar iyilesmesi i¢in uygun bir ¢evreye
ihtiyac duyan birbiriyle girintili ve ¢ok agamali fizyolojik bir siiregtir. Yaralanma siirecinde
viicut, zarar goren dokular1 onarmak, yenilemek ve cildin biitiinliigiinii saglamak i¢in
birbiriyle girintili ve birbirini takip eden iyilesme siireclerini baslatir. Bu siirecler 4 ana
asamadan meydana gelir bunlar hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve doku yeniden
sekillenme (remodeling) asamalaridir ve Sekil 2.1°de gosterilmistir (Niculescu and

Grumezescu, 2022).

: : : YENIDEN
HEMOSTAZ FAZI INFLAMASYON FAZI PROLIFERATIF FAZ SEKILLENME FAZI
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Sekil 2.1. Yara iyilesmesinin fazlar1 (Thiruvoth ve digerleri, 2015)

Bir yara, dis (6rnegin fiziksel, mekanik, termal, kimyasal, elektrik) faktorlerin veya altta
yatan tibbi veya fizyolojik bozukluklarin (6rnegin, diyabet, maligniteler) cilt yapisinda ve

islevinde neden oldugu hasar olarak tanimlanabilir (Tudoroiu ve digerleri, 2021). Kan akist,



oksijen, 6dem, enfeksiyon, yara metabolizmasi, beslenme, innervasyon, tekrarlayan travma,
onceki yaralanma tedavisi ve sistemik faktorleri gibi farkli 6zellikleri bir yaray1 karakterize

edebilir (Niculescu ve Grumezescu, 2022).

Sekil 2.2. Yara ¢esitleri

Ayrica, bu 6zellikler, bir yaranin kokeni, patofizyolojisi ve durumu hakkinda bilgi birikimine

yardimect olur, ¢esitli kriterlere gore siniflandirilmasina izin verir (bkz. Sekil 2.2) ve uygun

tedavinin degerlendirilmesine izin verir.
2.2. Akut Yara lyilesmesi

Genel baglamda yara iyilesmesi, hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden
sekillenme (remodelling) fazlari olmak iizere ardigik fakat birbiriyle Ortliisen karmasik
biyolojik siirecler yoluyla gergeklestirilir (Wang ve digerleri, 2018). Yaralanmalarin akut ve
kronik olarak siniflandirilmasi, yara iyilesmesinin patogenezi ve sonuglarina dayanmaktadir
(Tottoli ve digerleri, 2020). Akut yaralar bilindigi iizere yara iyilesmesindeki belirtilen
asamalar1 saglikli bir sekilde atlatip doku biitiinliigii ve islevinin tekrardan saglandig:

yaralanmalardir.
2.2.1. Yara iyilesmesinde hemostaz faz

Dokuda c¢esitli etkilerle cilt hasarinin meydana gelmesinden itibaren, ilk asamalarda damar

yaralanmasindan kaynaklanan kan kaybini 6nlemek i¢in doku hasarini hizli damar kasilmasi



ve kan pihtilagsmasi takip eder (Wilkinson and Hardman, 2020). Kan pihtisi olusumu Sekil

2.3’te verilmistir.
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Sekil 2.3. Kan pihtist olusumu (Rodrigues ve digerleri, 2019)

Hemostaz ve pihtilagmanin birincil hiicresel aracilart olan trombositler, ECM ve yerel
yerlesik hiicrelerden sinyal aldiktan hemen sonra yara iyilesme siirecini baglatir (Maouia ve
digerleri, 2020; Etulain, 2018). Hemostaz 3 asamada meydana gelir bunlar: damar kasilmasi,
birincil hemostaz ve total hemostazdir. Bu siirecte yer alan kritik matriks bileseni
trombositlerden iiretilen fibrinojendir. Hasar gérmemis durumda trombositler Sekil 2.3A’da
oldugu gibi zamansiz aktivasyondan korunur. Endotel hiicrelerinden salinan nitrik oksit
(NO) ve prostasiklin gibi anti-trombotik ajanlar, trombositlerin endotelyal duvara
baglanmasini1 ve trombositlerin birbirine yapismasini engeller (Rumbaut ve Thiagarajan,

2010). Yaralanma gergeklestiginde (bkz. Sekil 2.3B) kanamay1 durdurabilmek igin verilen



en acil tepki damar kasilmasidir. Ardindan birincil ve ikincil hemostaz eszamanli ve
birbiriyle girintili 2 yol araciligtyla gerceklestirilir (Furie ve Furie, 2008). Birincil hemostaz,
Sekil 2.3C’de goriildiigii iizere subendotelyal matriks i¢indeki kollajenin agiga ¢ikmasiyla
meydana gelen trombosit agregasyonu ve trombosit tikact olusumunu igerir. Ikincil
hemostaz, Sekil 2.3D’de goriildiigii lizere ¢oziliniir fibrinojenin, ¢éziinmeyen fibrin agini
olusturan seritlere doniistiiriildiigii ve trombosit tikactyla fibrin aginin birlestigi asamadir.
Trombosit tikact ve fibrin ag1, icindeki trombositler tarafindan salinan biiylime faktorlerini
serbest birakan ve yara iyilesmesi i¢in gerekli hiicrelerin gocii i¢in gegici bir iskele saglayan
trombiisii olusturmak tizere birlesir. Bu tikag ayriyeten eritrositleri aga baglayarak kanamay1

tamamen durdurur (Pool, 1977).

Notrofiller ve bazofiller yaralanma sinyaline ilk miidahale eden hiicrelerdir. Bagisiklik
yanitiyla beraber bu asamaya girintili bir sekilde inflamasyon siireci de baslatilmis olur. Kan
pihtisi, yarali bir ortami1 bakteri istilasindan korur ve aktive olmus trombositlerden salinan
ve yarali bolgeye bagisiklik hiicresi gogiinii saglayan sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin
kaynagi olarak hizmet eder (Opneja ve Stavrou, 2019). Trombositler ayrica salgi
graniillerinden de olusur; bunlarin arasinda trombosit aktivitesi i¢in en 6nemli olanlar a-
graniilleridir (Blair ve Flaumenhaft, 2009). Yaralanma ve kan damari endotelinin
yirtilmasinin ardindan trombojenik subendotelyal matris agiga ¢ikar (Rodrigues ve digerleri,
2019). Trombosit yiizeyindeki glikoproteinler, subendotelyal matristeki vWF ve kolajene
baglanarak trombositlerin birbirine ve subendotelyal matrise baglanmasina sebep olur bu
durum trombosit tikacim1i meydana getirir (Rodrigues ve digerleri, 2019). Tim bu
etkilesimler hep birlikte sekil-3’te gosterilen “trombosit tikacinin™ olusmasiyla sonuglanir.
Tikac icindeki trombositlerde gerceklesen o-graniillerinin de-graniilasyonu, trombosit
faktorii-4 (PF4), trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF), fibroblast biiytime faktorii (FGF) ve inflamatuar fazin baglamasi i¢in elzem
olan dontistiiriicii biiyiime faktorii-B1 (TGF-B1) gibi biiylime faktorlerinin salinimini tetikler
(Sharda ve Flaumenhaft, 2018; Ren ve digerleri, 2020; Chicharro-Alcantara ve digerleri,
2018). En bol bulunan a-graniillii bileseni olan PF4, nétrofil ve makrofaj alimini, monosit
farklilagmasini ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu kolaylastirir (Ren ve digerleri,

2020).



2.2.2. Yara iyilesmesinde inflamasyon faz

Inflamasyon fazi yarada bagisiklik tepkisinin meydana geldigi ve yaranm gesitli dis

tehditlerden temizlendigi asamadir. Yara alarm durumundayken bagisiklik hiicreleri Sekil

2.4’te gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Akut yara iyilesmesinde bagisiklik hiicreleri (Raziyeva ve digerleri, 2021)

Inflamasyonun baslamasi, yaranin hemostaz sathasinda hasarla iliskili molekiiler paternler
(DAMP), hidrojen peroksitler ve yarali hiicrelerden salinan kemokinler nétrofillerin
toplanmasi i¢in molekiiler sinyaller saglar. DAMP molekiilleri arasinda DNA, peptitler,
ECM bilesenleri, ATP ve iirik asit bulunur. Yara bolgesindeki ¢esitli hiicrelerden salinan
kemokinler bolgeye hiicrelerin gocii ve inflamasyon sinyali i¢in dnemlidir. Kemokinler
hiicre go¢linii kemotaksi yoluyla uyararak olay yerine gerekli hiicrelerin getirilmesinde
gorev alir. Yarada kemokin liretimi zamana ve doza bagimlidir ve bakteri, par¢alanmis fibrin
veya timor nekroz faktorii (TNF)-a gibi proinflamatuar faktorlerin varligiyla baslatilir
(Rodrigues ve digerleri, 2019). Yaralanmanin hemen sonra mast hiicreleri, inflamatuar
sitokinleri, damar genislemesine sebep olan ajanlari, vaskiiler gegirgenlik faktorlerini ve

bagisiklik hiicrelerinin yaraya toplanmasini artiran faktorleri serbest birakir (Oskeritzian,
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2012). DAMP’ler yara bolgesinde aktiflestirdigi uyar1 sinyaliyle birlikte: deride ikame eden
makrofajlari, dolasim sisteminden monositleri, notrofilleri ve dentritik hiicreleri aktif hale
getirir (Chen ve DiPietro, 2017). Hemostaz tikacindaki trombositler degraniilasyon
sirasinda, interlokin (IL)-1pB, IL-6 ve TNF-a gibi pro-inflamatuar faktorleri serbest birakir bu
faktorler inflamatuar yanit1 giiclendirir (Ellis, Lin ve Tartar, 2018). inflamasyon asamast,
yara bolgesinde noétrofillerin ve pro-inflamatuar makrofajlarin varlig: ile karakterize edilir
(Sekil-4). Bu asamadayken yara bolgesindeki hiicrelerin ana gorevi yarayi enfeksiyonlardan

ve hiicre kalintilarindan arindirmaktir (Raziyeva ve digerleri, 2021).

Inflamasyonda nétrofiller normal ciltte goriilmez. Kemik iliginde promiyelositlerden
iiretilirler ve yaralanma bdlgelerinden salinan DAMP'ler, hidrojen peroksit, lipit aracilar1 ve
kemokinler dahil olmak iizere kemotaksi sinyallerine yanit olarak kemik iliginden yaraya ilk
miidahaleciler olarak gelirler (Su ve Richmond, 2015). Aktive edilmis nétrofiller, daha fazla
ndtrofil gogiinii uyaracak faktorleri serbest birakir. Notrofiller, toksik graniiller salarak,
oksidatif patlama iireterek, fagositozu baslatarak ve nétrofil hiicre dis1 tuzaklart (NET'ler)
iireterek enfeksiyon tehditlerini yok eder (Jorch ve Kubes, 2017). Nétrofiller fagositoz
yoluyla bakterileri ve hiicre kalintilarin1 yutabilir ve yok edebilir. Notrofiller, makrofajlarla
ayni fagositoz asamalarini gosterirler ancak makrofajlardan farkli, belirli patojenlerin
tercihen taninmasina izin veren fagositik reseptorlerin bir kombinasyonunu igerirler (Levin
ve digerleri, 2016). Notrofiller inflamatuar yanitin ayrilmaz bir pargasi olmasina ve
iyilesmenin erken asamalarinda inflamasyonu gii¢lendiren sinyaller salgilayabilmesine
ragmen, son kanitlar bu hiicrelerin ayn1 zamanda iyilesmenin inflamatuar fazin1 kapatmak
icin bir sinyal olarak da hareket ettigini gostermektedir (Nathan, 2006). Notrofillerin
temizlenmesi apoptoz ve ardindan makrofajlar tarafindan yutulmasi ile baglar (Bratton ve
Henson, 2011). Tiim notrofiller makrofajlar tarafindan yok edilmezler. Bir notrofil alt
grubunun, doku icinde tersine go¢ yoluyla yara bolgesini terk ettigi ve damar sistemine
yeniden girdigi gosterilmistir (de Oliveira, Rosowski ve Huttenlocher, 2016). Notrofillerin
zamaninda yara dokusundan kaldirilmast krittk 6neme sahiptir c¢ilinkii ndtrofillerin
temizlenmesi inflamasyonun ¢oziilmesi i¢in sinyal gorevi goriir. Notrofil kaliciligl, uzun

stireli bir inflamatuar duruma ve kronik yara olusumuna neden olur (Chen ve Rogers, 2007).

Krzyszczyk ve arkadaslarina gore, makrofajlarin yara iyilesmesindeki roliine gore {i¢ tipe
ayirdilar: inflamasyon oncesi makrofajlar (pro-inflamatuar), yara iyilesmesini ve doku

yenlenmesini baglatan makrofajlar (pro-wound healing) ve immiin cevabin sonlanmasi
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sinyalini veren (pro-resolving) makrofajlar (Krzyszczyk ve digerleri,2018). Makrofajlar,
yolk kesesinde gelisen ve dermisin kalict sakinlerinden olan yerlesik makrofajlar ve kemik
iligi kaynakli olup kan dolasimindaki monositlerden farklilasan makrofajlar olmak tizere iki
gruba ayrilmaktadir (Krzyszczyk ve digerleri, 2018; Boniakowski ve digerleri, 2017). Yara
olusumundan itibaren, ilk 24-48. saatler i¢inde yaralanma bdlgesinde makrofajlarin go¢ii ve
birikmesi ger¢eklesir (He ve Marneros, 2013). Geng farelerin yaralarinin 14. giinde yeniden
epitelizasyonu ve yara kapanma siireci tamamlanirken, makrofajlarin sayisi kabaca 3.giinde
zirve yaparken 5. giinde azalir ve 10. glinde taban degerleri goriir. Makrofaj sayisindaki artis,
hem yerel dokuda yerlesik makrofajlarin artmasi hem de kemik iliginden monosit alimi
yoluyla onlardan tiiretilen makrofajlar yoluyla gergeklesebilir (Yanez, Lacher, Vidyarthi, ve
Colegio, 2017; Park ve Barbul, 2004). Dokuda yerlesik makrofajlarin embriyonik
gelisimden itibaren dokuda kalmas1 ve yaralanma sirasinda sayilarinin artmasi beklenebilir
olaylardir ancak bunun kesin olarak gosterilmesi gerekmektedir. Literatiirde ¢ogu calisma
yarali dokuda makrofajlara farklilasan monositlere odaklanmaktadir (Rodrigues ve digerleri,
2019). Monositler, trombosit ve mast hiicresi degraniilasyonuna yanit olarak toplanir. Yara
icindeki makrofajlar ayriyeten monosit kimyasal c¢ekici protein (MCP)-1 gibi giiclii
kemotaksi ajanlart iireterek daha fazla monosit yara bolgesine toplayabilir ve inflamatuar
yanit1 siddetlendirebilir (DiPietro, Polverini, Rahbe, ve Kovacs, 1995). Makrofajlar normal
yara iyilesmesi ve doku yenilenmesi i¢in kritik 6neme sahiptir. Bu duruma iliskin yapilmis
caligmalarda makrofajdan yoksun yara dokusu fare deneylerinde gecikmis yara kapanmasi
gostermektedir (Goren ve digerleri, 2009; Mirza, DiPietro ve Koh, 2009). Makrofajlarin
azaldig1 yaralar, telafi edici bir bagisiklik tepkisi olarak nétrofil akisi ve anjiyogenezde,
graniilasyon dokusunda, kollajen birikiminde ve biiylime faktorii saliniminda azalmalar
gosterir (Lucas ve digerleri, 2010; Zhu, Ding, Ma, Iwashina ve Tredget, 2016). Tiim bunlarin
aksine, yaradaki monosit veya makrofaj sayisinin arttirilmas: hem normal hem de diyabetik
farelerde yara iyilesmesini 6nemli Ol¢lide hizlandirabilir (Hu ve digerleri, 2017). Yara
tyilesmesinin ilkin evrelerinde makrofajlar mikrobiyal 6ldiiriicli ve pro-inflamatuar fenotipe
sahiptirler ve sekil-4’te gosterildigi gibi TNF-a, IL-6 ve IL-1B sitokinlerini iretirler
(Englander, 1979). Bu makrofajlara genel olarak M1 fenotipine sahip makrofaj ya da
proinflamatuar makrofaj adi verilir. Pro-inflamatuar makrofajlar, patojenleri tanir ve
fagozom hiicre i¢i organellere yutar (Slauch, 2011). M1 fenotipe sahip proinflamatuar
makrofajlar ayn1 zamanda matris metaloproteazlart (MMP) da sentezler, bu da makrofajlarin
ECM'yi ve trombiisii sindirerek yara bdlgesine gd¢lerine yardimei olmaktadir. Sindirilen

ECM pargalari, immiin sistemi uyarict DAMP'ler olarak islev goriir ve yaranin inflamatuar
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tepkisini siddetlendirir (Sorokin, 2010). Makrofajlar bakteri o6ldiiriicti etkisinin yani sira
inflamatuar yanitin ¢6ziilmesi i¢in ortamda bulunan nétrofillerin fagositozunun saglanmasi
icin kritik O6neme sahiptir. Notrofillerin  yara bolgesinden &yle ya da boyle
uzaklastirilmamasi, inflamatuar yanitin takili kalmasina ve kronik yara olusumuna sebep
olabilir (Bratton ve Henson, 2011). Ayrica diyabetik kosullarda, notch sinyallemesindeki
eksikligin, TNFa, IL6 ve iNOS'un yiiksek gen ifadesini indiikledigi ve inflamasyonu
arttirdig1 da rapor edilmistir (Kimball ve digerleri, 2017). Ayriyeten notch yolaginin major
proteinlerinden olan delta benzeri kanonik olmayan notch ligandi-1 (DLK 1) béliinebilir tek
gecigli bir transmembran proteindir ve Notch/Delta/Serrate ailesinin bir lyesidir. Cilt
gelisimi sirasinda, notch sinyali, epidermisin dogru tabakalagmasini saglamak i¢in epidermal
farklilagsmay1 diizenler. Yara iyilesmesinde kollajen birikimi, inflamasyonda makrofaj
hiicreleri lizerindeki etkileriyle beraber anjiyogenezde de rol alir (Bielefeld, Amini-Nik ve
Alman, 2013). Makrofajlar noétrofilleri fagosite ederken, ndtrofillerden salgilanan
mediatorler aracilifiyla diizenlenen bir siirecle makrofaj fenotipleri M1'den M2'ye degisir
(Wilgus, Roy ve McDaniel, 2013). inflamasyonun ¢dziilmesiyle olusan bu degisim,
proinflamatuar M1 makrofaj fenotipini anti-inflamatuar hiicre fenotipine sahip aktive
edilmis makrofajlara ya da diger bir isimle M2 makrofajlara doniistiiriir (Raziyeva ve
digerleri, 2021; Galli, Borregaard ve Wynn, 2011). Anti-inflamatuar M2 makrofajlar
anjiyogeneze katkida bulunur ve artan M2 makrofaj sayis1 yiiksek mikro damar
yogunluguyla dogrudan iligkilidir (Rodrigues ve digerleri, 2019). Bu hiicreler ayn1 zamanda
yara graniilasyon dokusunda kan damarlarinin olusumu i¢in oneli bir faktér olan VEGF
biliylime faktoriinii salgilarlar (Chicharro-Alcantara ve digerleri, 2018). Proliferatif sathada
makrofajlar fibroblastlara sinyaller vererek onlarin miyofibroblastlara farklilagsmasina
yardimet olarak, yarada kolajen ve a-diiz kas aktin (a-SMA) proteini birikimine yardimci
olur. Yeniden epitelizasyon meydana geldiginde ve yeniden sekillenme asamasinda, yaradaki
makrofajlar yaranin kapanmasi igin artik gerekli olmayan asir1 hiicreleri fagosite eder ve
fazlalik ECM’yi parcalayacak proteazlari serbest birakir (Lech ve Anders, 2013). Normal
onarim i¢in erken sathalarda proinflamatuar makrofajlar gerekli olsa da proinflamatuar
makrofajlarin hem artan hem de azalan sayis1 hipertrofik skarlara neden olabilir (Butzelaar
ve digerleri, 2016). Makrofajlar ve fibroblastlar arasindaki etkilesim, yaranin iz birakmadan
iyilesip iyilesmediginin belirlenmesinde de kritik ©neme sahiptir. Ornegin, fare
fibroblastlarinda CD47 “’beni yeme” sinyalinin artan ekspresyonu, fibroblastlarin
makrofajlar tarafindan fagosite edilmesini Onleyerek asir1 matris birikmesine yol agar

(Wernig ve arkadaslari, 2017). Diyabetik yara iyilesme siirecindeki bozulmada makrofaj
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fonksiyon bozuklugu da belirgindir. Diyabetik yaralarda hem monosit toplanmasi hem de
makrofaj aktivasyonu i¢in gerekli olan kemokinlerin ekspresyonunda gegici bir gecikme
vardir (Wetzler, Kdmpfer, Stallmeyer, Pfeilschifter ve Frank, 2000). Bu durum makrofajlarin
yara bolgesine ge¢ miidahale etmesine sebep olur. Makrofajlarin yara bolgesine gecikmis
miidahalesi, nétrofillerin, ECM'nin ve yara kalintilarinin gecikmis fagositozuna ve
proliferasyon fazinin gecikmis baslangicina yol agar (Khanna ve digerleri, 2010). Boylece
yara iyilesmesinin ¢ok ileri sathalarinda bile makrofajlarin ve apoptotik hiicrelerin baskin

oldugu kronik bir inflamasyon olugabilir (Wetzler ve digerleri, 2000).
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Sekil 2.5. Yara iyilesmesi sirasinda diizenleyici T hiicreleri. Diizenleyici T hiicreleri yaranin
olustugu golgede hizla birikir ve olusabilecek asir1 inflamasyon tepkilerini kontrol
altinda tutar. Bu siirecte, yaralanma bolgesindeki diizenleyici T hiicreleri,
epidermal biiyiime faktori (EGF), TGF-B1 ve Amfiregulin gibi biiyiime
faktorlerini serbest birakir. Bu biiylime faktorleri rejeneratif siireclerdeki
hiicrelerin farklilasmasinda gorev alir (Zaiss, Minutti ve Knipper, 2019)

Yara iyilesmesinde T hiicreleri timiis bezinde olgunlasir ve burada c¢esitli gen
regiilasyonlariyla ¢esitli T hiicresi reseptorlerine sahip olurlar (Krangel, 2003). T hiicreleri

ortak uyarici antijen esliginde yeterince uyarildiktan sonra aktive olur, cogalmaya baslarlar
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ve efektor hiicreler olarak patojenlerin yaradan temizlenmesine katkida bulunurlar.
Bagisiklik sistemindeki ana efektor hiicreler olan T lenfositleri, yarada cesitli hiicrelerin
fonksiyonunu diizenlemek ve inflamasyona aracilik etmek i¢in ¢esitli sitokinler iiretirler
(Williams ve Bevan, 2007). T hiicrelerinin bir baska ¢esidi olan diizenleyici T hiicreleri yara
iyilesmesi sirasinda pro-inflamatuar yanitin baskilanmasina yardimci olmaktadir.
Diizenleyici T hiicreleri inflamasyon baskilayici islevlerine aracilik etmek icin ¢esitli
bolgesel mekanizmalar kullanirlar (Josefowicz, Lu ve Rudensky, 2012). Bu mekanizmalar
arasinda TGF-B1'in bolgesel aktivasyonu ve immiin baskilayict sitokin IL-10’un
salgilanmast yer alir (Zaiss ve digerleri, 2019). Yaralanma esnasinda diizenleyici T

hiicrelerinin fonksiyonu Sekil 2.5°te verilmistir.

2.2.3. Yara iyilesmesinde proliferasyon fazi

Grantilasyon dokusunun olusumu ve yeniden damarlanma: Yara iyilesmesinin proliferatif
fazinda graniilasyon dokusu olusumunu takiben, yeniden epitelizasyon, yeniden
damarlanma ve immiin diizenleme gibi diger iyilesme siire¢leri de es zamanli olarak devam
eder. Graniilasyon dokusu esasen yeni ECM sentezleyen ve yaranin kasilmasina yardimei
olan aktiflestirilmis miyofibroblastlardan ve onlar1 besleyen yeni olusmus damarlardan
meydana gelir. Yeni sentezlenen ECM, yeni olusacak damarlar, inflamasyon hiicreleri ve
rejeneratif hiicreler i¢in bir iskele gorevi goriir. Yaranin ilerleyen safhalarinda graniilasyon
dokusu yerini normal bag dokuya birakir (Gurtner, Werner, Barrandon, ve Longaker, 2008).
Etkili yara iyilesmesi i¢in neovaskiilarizasyon veya yeni kan damari olusumu kritik 6neme
sahiptir. Besinlerin saglanmasi ve oksijen homeostazisinin siirdiiriilmesi, hiicresel
proliferasyonun ve doku yenilenmesinin ger¢eklesmesine olanak saglamak icin gereklidir
(Gurtner ve digerleri, 2008). Anjiyogenez, kan damarlarinin i¢ yiizeyini kaplayan lokal
mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin aktivasyonunu igerir. Hipoksik yara ortaminin varliginda
endotel hiicreler, VEGF ve PDGF gibi hipoksiye duyarli biiylime faktorlerine yanit verir
(Rodrigues ve digerleri, 2019). Aktive edilmis endotelyal hiicreler graniilasyon dokusunda
ECM'yi pargalar, ¢cogalir, go¢ eder, yeni hiicre-hiicre baglantilar1 olusturur ve yeni kilcal
damarlar olusturmak tizere dallanir (Eilken ve Adams, 2010). Anjiyogenez, yara dokusunun
daha fazla beslenmesine ve oksijen homeostazisinin korunmasina izin verir, bu da hiicresel

proliferasyonu ve doku yenilenmesini artirir (Gurtner ve digerleri, 2008).
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Endotel hiicreleri ve yeniden damar olusumu: Mikrovaskiiler endotelyal hiicreler kan
damarlarinin i¢ yiizeyini kaplayan ve yeni damar olusumunda rol alan birincil hiicrelerdir.
Endotelyal hiicrelerin aktivasyonu, ¢esitli biiytime faktorlerini, endotelyal hiicre gociine izin
veren proteolitik enzimlerin iiretimini, hipoksiye hiicre i¢i endotelyal hiicre yanitim1 ve
bitisik perivaskiiler hiicrelerle endotelyal hiicrelerin etkilesimlerini gerektirir (Rodrigues ve
digerleri, 2019). Endotel hiicreleri filizlenme yoluyla anjiyogenezi baglatir; burada VEGF,
FGF, PDGF-B, TGF-p ve anjiyopoietinler gibi pro-anjiyogenik sinyallere yanit olarak
cogalirlar ve go¢ ederler (Tonnesen, Feng ve Clark, 2000). Bununla birlikte, endotelyal
hiicrelerde heterojenlik mevcuttur ve anjiyogenez sirasinda bu hiicreler ya dncii ug hiicrelerin
ya da takip eden sap hiicrelerinin roliinii istlenirler. Ug hiicreler filopodialarini pro-
anjiyojenik biliylime faktorlerine dogru genisletir ve damar biiylimesinin siki bir sekilde
kontrol edilmesini ve organize edilmesini saglayan pozitif ve negatif yonlendirme
sinyallerine yanit verir (Gerhardt ve digerleri, 2003). Sap hiicreleri ise u¢ hiicreleri takip
ederek mevcut damar sisteminin biitiinliigiinii korur. Endotel hiicrelerin u¢ hiicre mi yoksa
sap hiicresi mi olacag karari, biiylik 6l¢iide hiicre kaderini belirleyen efektorler araciligiyla
notch yolagi tarafindan diizenlenir (Hellstrom ve digerleri, 2007). Notch sinyallemesinin
aktivasyonu, deri alt1 adipdz stromal hiicreleri, makrofajlar ve yara mikro ¢evresinde ¢ogalan

keratinositler tarafindan iiretilen VEGF tarafindan diizenlenir (Gerhardt ve digerleri, 2003).

Yara iyilesmesinde fibroblastlar, ECM'yi biriktirdikleri ve yeniden sekillendirdikleri her
organ sisteminin bag dokusunda her yerde bulunur. Yara iyilesmesinin ana 6zelliklerinden
biri, yaranin yeniden epitelize edilmesi gereken ylizey alanini azaltan yara kontraksiyonudur.
Bu islem sirasinda kollajen fibriller, dokunun mekanik mukavemetini arttirmak i¢in yara
kenarlarina dik olarak diizenlenir (Schultz, Davidson, Kirsner, Bornstein ve Herman, 2011).
Yara mikro ortamimnin sertlifindeki degisiklik, yaranin merkezine dogru go¢ eden
fibroblastlar1 miyofibroblastlara doniistiiriir. Miyofibroblastlar, ECM biriktiren ve kontraktil
diiz kas Ozellikleri sergileyen gecici bir hiicre tipidir (Hinz, 2010; Tomasek, Gabbiani, Hinz
Chaponnier ve Brown, 2002). Miyofibroblastlar ayrica integrinleri yoluyla polimerize
fibronektin ve kollajen fibrillerine baglanir ve aktin agisindan zengin hiicre iskeleti
araciliiyla fibrilleri yara kenarma dik olarak ¢ekerek yara kontraksiyonunun olugmasina
izin verir (Tomasek ve digerleri, 2002). Miyofibroblastlar yarada kollajen birikiminin 6nemli
onctil hiicreleridir ve tip I ve 11l kollajenler dermisin ana yapisal elemanlaridir (Ricard-Blum,
2011). ECM elemanlarindan olan ve fibroblastlar tarafindan sentezlenen fibronektin yara da

elastisiteyi saglar. Fibronektinler, hiicreler tarafindan 40 farkl bliylime faktoriinii ve sitokini
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yukariya dogru baglayabilen viskoelastik fibriller halinde birlestirilir. Bu fibriller yara
iyilesmesi sirasinda gegici bir ECM'nin olusturulmasinda énemli bir rol oynar (Dalton ve
Lemmon, 2021). Fibronektinler ECM’nin kohezyon roliiniin de o&tesinde, yaralarin
kasilmasi, keratinositlerin ve fibroblastlarin go¢iinii uyarir (Maquart, 2015). Fibroblastlarda
TGFP1 sinyallemesi skarlasma ve fibroz ile iligkilidir Bu durum fibroblastlarin
miyofibroblast farklilasmasini, hiicre dis1 matriks birikimini, yara kontraksiyonunu ve skar
olusumunu tesvik ederler (Penn, Grobbelaar ve Rolfe, 2021). TNF- a dahil baz1 inflamatuar
aracilar farklilasmay1 engelleyebilir; bu durum hastalikli durumlardaki uzun siireli
inflamasyonun miyofibroblast farklilagmasin1 erteleyebilecegini ve yara iyilesme siirecinde
bir gecikmeye sebep olabilecegi diisiindiirmektedir (Goldberg, Han, Yan, Shaw ve Garner,
2007). Ayrica, diisik TGFB1 konsantrasyonlari, hipertrofik skarlasma ve keloid olusumu
gibi fibroproliferatif bozukluklarla iliskilendirilmistir (Penn ve digerleri, 2021). Ayrica
fibroblastlardan salinan FGF, yeniden epitelizasyona, anjiyogeneze ve graniilasyon dokusu
olusumuna katkida bulunur (Xie ve digerleri, 2008). Bu duruma ek olarak, yara
iyilesmesindeki dogrudan rollerinin yan sira dolayli olarak da etki ederek TGF-a salinimin
uyararak epitelizasyonu destekler (Niu ve digerleri, 2007). FGF’ler fibroblastlarin
cogalmasini, kollajen birikimini uyarir ve graniilasyon dokusunun olusumunu hizlandirir
(Enoch, Grey ve Harding, 2006). Hayvan modellerinde yapilan arastirma c¢aligmalari,
diyabetik fare modelinde yara iyilesmesinin hizlandigin1 gosteren olumlu sonuglar
gbzlemlemistir (Tsuboi ve Rifkin, 1990). Ayrica, FGF'nin hipertrofik skar tedavisinde
olumlu etki yaparak skar olusumunu azalttig1 one siiriilmiistiir (Shi ve digerleri, 2013).
Fibroblastlar tarafindan sentezlenen bir baska efektor ise Delta benzeri kanonik olmayan
notch ligandi-1 (DLK1) proteinidir. Bu protein bdliinebilir tek gecisli bir transmembran
proteindir ve Notch/Delta/Serrate ailesinin bir tyesidir. Cilt gelisimi sirasinda, notch
sinyallemesi aracilifiyla epidermisin dogru tabakalasmasini saglamak i¢in epidermal
farklilasmay1 diizenler. Yara iyilesmesinde kolajen birikimi, inflamasyonda makrofaj
hiicreleri lizerindeki etkileriyle beraber anjiyogenezde de rol alir (Bielefeld ve digerleri,
2013). Miyofibroblastlar, doku biitiinliigli yeterince saglandiktan sonra sonugta apoptoz

yoluyla yara bolgesinden temizlenir (Desmouliére, Redard, Darby ve Gabbiani, 1995).

Deri tabakasin1 epidermis mekanik hasardan, mikroorganizmalardan, ultraviyole
radyasyondan, su kaybindan ve asir1 sicakliktan korur. Desmozom ad1 verilen hiicre-hiicre
baglantilariyla komsu keratinositlere baglanan keratinositler igceren ¢ok katmanli bir

epitelden olusur. Epidermiste keratinositlerin yani sira yerlesik bagisiklik hiicreleri, kil
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folikiilleri, yag bezleri ve ter bezleri de bulunur. Epidermis yaralanmaya olduk¢a duyarli
oldugundan, Hiicre kaybinin telafisi acisindan yerlesik kok hiicreler, deri homeostazisini ve
onarimini korumak i¢in ¢ok énemlidir (Rodrigues ve digerleri, 2019). Epidermal uzantilar
derinin 6nemli bir boliimiinii olusturur, dis strese maruz kalir ve cilt hasarina yanit verir.
ECM'den, biiyiime faktorlerinden ve ¢evredeki hiicrelerden gelen sinyalleri digsal sinyaller,
kok hiicre kaderinin belirlenmesinde 6nemlidir. Yaralanmanin ardindan yara kenarindaki
keratinositler birbirlerine ve bazal laminaya olan yapismalarini gevseterek defekti kapatir ve
gb¢ eden epitel dilini olusturur (Hobbs Silva-Vargas, Groves ve Watt, 2004). Yara iyilesmesi
stiresince fibronektin reseptdrlerinin miktar1 artar (Watt, 2002). Go¢ eden ve cogalan
keratinositler, TGF-o ve FGF-2 gibi biiylime faktorlerine duyarhidir (Freedberg, Tomic-
Canic, Komine ve Blumenberg, 2001; Werner ve digerleri, 1994). Bu faktorler gé¢ icin
onemli olan K6, K16 ve K17 keratinlerinin gen ifadelerini yukar1 yonde regiile eder (Pastar
ve digerleri, 2014). Yarada bulunan sitokinler IL-1, IL-6 ve TNF-a keratinosit hareketliligini
arttirtr. TNF- o 'nin hiicre yapismalarinin kaybin1 ve apikal-bazal polarite kaybini tegvik
etmenin yani sira, hiicrelerde epitelyalden mezenkimal gegise neden oldugu ve eger
diizenlenmezse fibrotik bir duruma yol agabilecegi gosterilmistir (Yan ve digerleri, 2010).
Gog¢ eden keratinositlerin ayrica yara kenarlarinda MMP'leri bol miktarda eksprese ettigi ve
bu hiicrelerin fibrin tikaci boyunca ve graniilasyon dokusu iizerinden go¢ etmesine izin
verdigi bulunmustur (Krampert ve digerleri, 2004; Salonurmi ve digerleri, 2004). Erken
proliferatif asamada, keratinositler tarafindan {iretilen IL-1 ve TNF-a, fibroblastlari
keratinosit proliferasyonu ve migrasyonu icin Onemli faktdrler liretmesi icin uyarir
(Barrientos, Stojadinovic, Golinko, Brem ve Tomic-Canic, 2008; Werner ve digerleri, 1994).
Anjiyogenez sirasinda keratinositlerde iiretilen VEGF, endotel hiicreleri i¢indeki damar
gecirgenligini arttirir ve yeni damar olusumu i¢in kritik éneme sahiptir (Brown ve digerleri,
1992). Onarimin sonraki asamalarinda, aktive edilmis fibroblastlar tarafindan tiretilen TGF-
B'nin, K5 ve K14 gibi bazal hiicreye 6zgii belirtecleri indiikleyip cogalmay azaltarak aktive
edilmis keratinositleri bazal hiicre fenotipine geri dondiirmek ic¢in gerekli oldugu

bulunmustur. (Pastar ve digerleri, 2014).

2.2.4. Yeniden sekillenme (re-modelling)

Akut ve kronik yaralarin kapatilmasi, yara iyilesmesinin son noktasi olarak kabul edilir,
ancak yaralar birkag ay hatta yillarca yeniden sekillenmeye maruz kalmaya devam edebilir.

Yara iyilesmesinin bu son asamasi sonugta yara izi olusup olusmayacagini ya da yaranin
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kronik olup olmayacagini belirler. Yeniden yapilanma asamasi, yeni damar yapisinin
gerilemesi, ECM birikimi ve graniilasyon dokusundan skar dokusunun yeniden
olusturulmasindan olusur (Rodrigues ve digerleri, 2019). Graniilasyon dokusu biiyiik oranda
kollajen III'ten olusur ve yaranin yeniden sekillenmesi ilerledik¢e bunun yerini kismen daha
giiclii kollajen I alir. Bu siire¢, es zamanl kolajen I sentezi ve kolajen III lizizinin bir
sonucudur ve bunu ECM'nin yeniden diizenlenmesi takip eder (Gurtner ve digerleri, 2008).
Yeniden epitelizasyon meydana geldiginde, graniilasyon dokusu i¢indeki miyofibroblastlar,
MMP'leri ve bunlarin ilgili inhibitorleri sentezlemeye devam eder (Caley ve digerleri, 2015;
Visse ve Nagase, 2003). MMP’ler ECM’nin belirli elemanlarini hedefleyerek ECM’yi
yikima ugratir ve bu stiregte ECM sentezi olduk¢a yavaglar. Boylece graniilasyon dokusunda
bulunan kollajen III giderek azalir ve yerini kollajen I alir (Darby, Laverdet, Bonté ve
Desmouliere, 2014). ECM modifikasyonunun ardindan MMP inhibit6rleri bu enzimlerin
aktivitesini bloke etmeye baslar ve daha fazla ECM bozulmasini durdurur. MMP inhibitorleri
ve MMP ekspresyonu arasindaki dengesizlik, anormal ECM modifikasyonuna ve hatta
kronik yaralara yol agabilir (Gill, Pape, Khokha, Watson ve Leco, 2003; Telgenhoff ve
Shroot, 2005). Yara iyilesme siirecini tamamladiginda miyofibroblastlar apoptoza ugrar
(Hinz ve Gabbiani, 2003). Graniilasyon dokusu i¢indeki hiicreler, yaranin yeniden
sekillenmesinin ardindan apoptoza ugramadiginda hipertrofik skarlar olusma egilimi
gosterir (Desmouliere ve digerleri, 1995). Makrofajlar yeniden sekillenme asamasinda,
fibrolitik bir fenotip aldiklari, agirt ECM'yi1 parcaladiklari, ECM kalintilarin1 ve apoptotik
hiicreleri yuttuklart i¢in olduk¢a dnemlidir. Bunun bir 6rnegi makrofajlar ve fibroblastlar
arasindaki etkilesimdir. Eger miyofibroblastlar CD47 “beni yeme” sinyalini asir1 eksprese
ederse, bu onlarin fagosite edilmesini ve makrofajlar tarafindan elimine edilmesini engeller.
Bu durumda yara iyilesmesi hiper trofik skar olusumuyla sonuglanabilir (Wernig ve
digerleri, 2017). Anjiyogenez sirasinda olusan kan damarlar1 sizintilidir, siki hiicre-hiicre
temaslarindan yoksundur ve graniilasyon dokusuna dogru dallanir. Yeniden yapilanma
sirasinda yeni damarlar, homeostaziyi siirdiirebilen stabil kan damarlar1 olusturmak ve
hareketsiz endotel hiicreleri olusturmak i¢in budanmaya tabi tutulur. Yeniden epitelizasyon

ayn1 zamanda damar budamasinda da rol oynayabilir (Rodrigues ve digerleri, 2019).

2.3. Kronik Yaralar

Normal yara iyilesmesi hemostasis, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme

asamalar1 olmak {izere birbirini takip eden ve ayn1 zamanda da Ortiisen asamalardan olusur
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(Lindley, Stojadinovic Pastar, ve Tomic-Canic, 2016). Bununla birlikte, yaralar bu
sireglerden organize bir sekilde gegemediginde, cilt dokusunun iyilesmesi gecikir bu durum
sonunda kronik yaralara neden olur. lyilesmeyen yaralarin ortak ozellikleri eksiidasyon,
tekrarlayan enfeksiyon, doku nekrozu, kusurlu yeniden-epitelizasyon, az miktarda
anjiyogenez ve asirt ROS {iretimidir (Larouche, Sheoran, Maruyama ve Martino, 2018;
Huang, Gou, Da, Zhang ve Xie,2020). Genel baglamda kronik yaralar, diyabetik ayak
iilserleri, vaskiilar iilserler ve basing iilserleri olmak tiizere lic ana kategoriye ayrilabilir
(Piipponen, Li, ve Landén, 2020). Genellikle bu durumlar diyabet, damar hastaliklar1 ve
obezite gibi patolojik durumlardan mustarip yash kisilerde goriiliirler. Diyabetik {ilserler,
TNF-a gibi inflamatuar sitokinlerin asir1 ekspresyonunun ve IL-10 ve TGF-f dahil olmak
iizere iyilestirici aracilarin liretiminin azalmasinin neden oldugu i¢in yarada yiiksek derecede
pro-inflamatuar bir profile sebebiyet verir. Bu durum, M1 fenotipine dogru makrofaj
polarizasyonuna sebebiyet vererek, CD8+ T hiicrelerinin aktivasyonu ve degraniilasyonuna
yol agarak doku nekrozu ile sonuglanir (Seraphim ve digerleri, 2020). Kronik yara iyilesmesi
Sekil 2.6’da goriildiigli lizere, inflamasyonun ge¢ evresinde makrofajlar, nétrofiller ve
monositler gibi miyeloid hiicre popiilasyonlarinin uzun stireli varlig: ile karakterize edilir.

Aksine, siire¢ boyunca LC'lerin, dermal dentritik hiicrelerin ve eozinofillerin yiizdesi azalir
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2021)
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Kronik yara iyilesmesinde nétrofiller: Diizenli yara iyilesmesinde nétrofiller inflamatuar
yanit1 diizenleyebilir. Notrofiller fonksiyonlarini tamamladiktan sonra apoptotik bir hiicre
Oliimii yolunu baslatir ve bunu makrofajlar tarafindan fagositoz edilmeleri takip eder (Ellis
ve digerleri, 2018). Ancak siire¢ herhangi bir noktada bozulursa yara ortaminda uzun siire
ndtrofil varligina yol agabilir. Notrofil apoptozunun azalmast ve ECM'yi bozdugu bilinen
elastaz ve MMP'ler gibi noétrofilden tiiretilmis proteazlarin seviyesinin artmasi kronik

kutandz yaralara sebep olabilmektedir (Ellis ve digerleri, 2018).

Kronik yara iyilesmesinde makrofajlar: Makrofajlar iyilesme sirasinda ¢ok 6nemlidir, ancak
yaralt ortamda uzun siire bulunmalar1 veya onarim sirasindaki diizensizlikler, yara
iyilesmesinin bozulmasina ve fibrozise neden olur (Zomer, Jeremias, Ratner ve Trentin,
2020). Makrofajlarin pro-inflamatuar M1 fenotipinden pro-iyilesen onarici M2 fenotipine
dogru polarize olma basarisizligi, zayif iyilesen yaralarla giiclii bir sekilde iligkilidir
(Wilkinson ve Hardman, 2020). Bu basarisizlik, yara mikro ¢evresindeki proinflamatuar
sitokinlerin asir1 ekspresyonundan ve apoptotik ndtrofillerin makrofajlar tarafindan
yeterince temizlenememesinden kaynaklanmaktadir (Kohno ve digerleri, 2021). IL-1p, yara
makrofajlarindaki inflamatuar aktivitenin yukar1 yonde diizenleyicisidir ve bu, onlarin anti-
inflamatuar bir fenotipe dogru polarizasyonunu Onler (Raziyeva ve digerleri, 2021).
Bununla birlikte, pro-inflamatuar fenotipten anti-inflamatuar fenotipe gii¢lii bir gecis ayni
zamanda M1-M2 dengesini de zayiflatir. Yara iyilesmesi sirasinda M2 makrofajlarinin asiri
aktivitesi, hipertrofik skar olusumuyla iliskilendirilmistir (DiPietro, Wilgus ve Koh, 2021).
M2 makrofajlari, MMP-10 ve TGF-B1'i salgilamanin yan1 sira ECM proteinlerinin sentezini
artirarak skar olusumuna katkida bulunur (Feng ve digerleri, 2019). Genel baglamda M1-
M2 polarizasyonunun diizenlenmesi uygun yara iyilesmesi i¢in ¢cok dnemlidir. Bu dengedeki
herhangi bir degisiklik yaralarin iyilesmemesi veya doku fibrozunun artmasi gibi sonuglara

yol acar (Raziyeva ve digerleri, 2021).

Kronik yaralarin iyilesmesi akisinin diizeltilmesinde en biiylik engellerden biri, pro-
inflamatuar mediatdrlerin asir1 salgilanmasi sonucu yaranin inflamasyon sathasinda sikisip
kalmasidir. Bu durum yara iyilesmesiyle ilgili klinikte hala ¢6ziilmeyi bekleyen sorunlar
arasindadir. Bunun 6nemli nedenlerinden biri de yaranin bakteri ile enfekte olmasi ile yara
ortaminda bakteriyel (P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, S. epidermidis ve Candida albicans)
biyofilm olugmasidir (Versey ve digerleri, 2021; Raziyeva ve digerleri, 2021). Biyofilmler

notrofilleri ve proinflamatuar makrofajlar1 aktive ederek konak¢i bagisiklik sistemi ile
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etkilesime girer boylece cesitli MMP’lerin yani sira, TNF-a ve IL-6 gibi pro-inflamatuar
sitokinlerin birikmesine sebep olur (Wu, Cheng ve Cheng, 2019). Kronik yaralardaki
diizensiz bagisiklik ortami, bakterilerin liremesine ortam hazirlayarak biyofilmin
biliyiimesine yol agar. Bu durum yara iyilesmesini i¢inden ¢ikilamaz bir siirekli inflamasyon
dongiistiinde sikistirir (Raziyeva ve digerleri, 2021). Dahasi, gelisen biyofilmle beraber
antimikrobiyal ajanlarin biyofilme penetrasyonunun azalmasi, ¢oklu mikrobiyal tiirlerin
varligi, biyofilmdeki bakteriler tarafindan hizli antibiyotik direncinin gelistirilmesi gibi
bir¢ok zorluk nedeniyle biyofilmlerin terapdtik olarak giderilmesi oldukc¢a zordur (Omar,
Wright, Schultz, Burrell ve Nadworny,2017). Hiicresel perspektifle yaray1 kroniklesmeye
gotiiren mekanizmalara akut yara iyilesmesi kisminda deginilmistir. Bahsi gecen
durumlardan Otliri  kronik yaralarin iyilesmesini modiille etmek icin yaranin
karakterizasyonuna gore cesitli stratejiler gelistirilmistir. Bu stratejiler genel bagliklar olarak
biyoaktif maddeler, biyomalzemeler ve hiicre bazli stratejiler olarak siniflandirilabilirler
(Kathawala ve digerleri, 2019). Yara iyilesmesindeki asamalari dogrudan ya da dolayl
yoldan uyaran biyoaktif maddeler, klinik dncesi ¢aligmalarda olumlu sonuglar géstermistir.
Biyomalzemeler ise yara iyilesmesi icin fiziksel ve ¢evresel bir bariyer saglamak icin tek
baslarina kullanilabilir. Buna ek olarak biyoaktif maddelerin biyomalzemelerle
kombinasyonlari, etken maddenin kontrollii salinimi tesvik edecek ve yarilanma omiirlerini
artirabilecektir. Yara iyilesmesi i¢in baska bir terapotik strateji, kemik iligi kaynakh
mezensimal kok hiicreler, adipdz kaynakli hiicreler, epidermal hiicreler ve buna benzer hiicre
bazli stratejilerdir (Raziyeva ve digerleri, 2021). Hiicre bazli stratejiler kapsaminda yapilmis
pek cok caligsmada, bu stratejilerin yara bolgesinde anjiyogenezi ve yeniden epitelizasyonu
destekleyerek yara iyilesmesini giiclendirdigi gézlemlenmistir. Yukarida bahsi gecen tiim bu
stratejiler yara iyilesmesinde immiin modiilator amaglar dogrultusunda kronik yaralara kars1

kullanilabilir (Raziyeva ve digerleri, 2021).

2.4. Yara Bakim Maaliyetleri

Deri yaralanmalarmin diinya genelinde saglik sistemleri ve ekonomi iizerine getirdigi
muazzam bir yiik vardir (Raziyeva ve digerleri, 2021). Gegtigimiz yillarda diinya ¢apinda
deri yaralanmalari ile ilgili yaklasik bir milyar insanin akut ve kronik yaralardan mustarip
oldugu bildirilmistir (Garraud ve digerleri, 2017). Akut yaralanmalar klinikte tedavi imkan1
olarak kolay olmakla birlikte kronik yaralara geldigimizde durum hem hastalar i¢in hem de

saglik sistemleri i¢in daha vahimdir. Hizmet sektoriiniin 6n planda oldugu gelismis tilkelerde
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ise sadece kronik yaralarla ilgili harcamalar toplam saglik harcamalarinin %3’ lini
olusturdugu tahmin edilmektedir (Olsson ve digerleri, 2019). Bu durumun bir 6rnegi olarak
yalnizca Amerika Birlesik Devletleri'nde, iyilesmeyen yaralar i¢in her yil yaklasik 50 milyar
dolar, cerrahi insizyon ve travma yaralari i¢in yaklasik 12 milyar dolar ve yanik yaralar1 i¢in
her yil 7,5 milyar dolar saglik bakim maliyetine tekabiil ediyor (Rodrigues ve digerleri,
2019). Diyabetli hastalar, yaslilar ve orak hiicresi gibi genetik bozukluklar1 olan hastalar
uzun siireli doku bozukluguna yol acan anormal yara iyilesmesine Ozellikle yatkindir
(Rodrigues ve digerleri, 2019). Uzun siireli agik yarasi olan kisilerin biiyiik ¢ogunlugunda
baska Onemli saglik sorunlart1 da vardir. Kronik hastaliklarin bir arada bulunmasina
komorbidite denir. Kronik yaralar siklikla eslik eden hastaliklar nedeniyle karmasik hale
gelir ve kronik yaralarin bagli basina bir hastalik olarak izlenmesini zorlastirir (Sen, 2020).
Artan yagh niifusunun, diinya capinda artan diyabet riskiyle birlesmesi, kronik yaralarin
saglik bakim maliyetlerine ve morbiditesine 6nemli bir katkida bulunur (Goldberg ve
Diegelmann, 2020). DSO’niin 2010 istatistiklerine (WHO, 2010) gére, 58 milyon insan
Oliimciil yaralanmalardan etkilenmektedir ve bunlarin arasinda her yil 5 milyon kisi hayatini
kaybetmektedir (Sahana ve Rekha, 2018). Yaralar1 tedavi etmek i¢in 3000'den fazla iiriin
gelistirilmis olmasina ragmen klinik ve ekonomik anlamda yeterli degildir. Milyonlarca
insan yasadiklar1 yaralanmalarla ilgili uygun tedavi ve bakima ihtiya¢ duyuyor oldugu igin
bu durum topluma ve bireylere hala ciddi manada yiik olmaya devam etmektedir (Dhivya ve

digerleri, 2015).

Basing iilserleri: Amerika’da hastaneden alinan asamali basing iilseri maliyetini tahmin
etmek i¢in Markov simiilasyonunu kullanan yakin tarihli bir ¢alismaya gore, basing iilseri
yillik maliyeti 26,8 milyar dolardan fazladir (Padula ve Delarmente, 2019). Bireysel hasta
bakimimin maliyeti 20.900 $ ile 151.700 § arasinda degismektedir. Hastane masraflarinin
disinda yemek, ulasim ve bakim ig¢in ek ticret yilda yaklagik 43.180$’dir. Bu baglamda
basing tilseri bakim iirlinlerine yonelik kiiresel pazarin 2026 yilina kadar 11,23 milyar dolara

ulagmas1 beklenmektedir (Sen, 2020).

Diyabet: 2018 yil1 itibartyla 34,2 milyon Amerikali (ABD niifusunun %10,5'1) diyabetle
yagsamaktadir. Seksen sekiz milyon kiside prediyabet olup tedavi edilmezse genellikle 5 yil
icinde tip 2 diyabete yol agmaktadir. Diyabet goriilme sikliginin yasla birlikte arttig1 tespit
edilmistir (Internet.2). 18-44 yas arasi yetiskinlerin yaklasik %4,2'si, 45-64 yas arasi
yetiskinlerin %17,5'i ve 65 yas ve iizeri yetiskinlerin %26,8'i diyabet hastasidir (Internet.2).
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Diyabet tedavisi i¢in yapilan saglik harcamalariin 2019 yilinda 760 milyar dolar oldugu
tahmin edilmektedir (Sen, 2020).

Ayak tilserleri: Ayakta olusan agik yaraya ayak iilseri denir. Bu yaralar yalnizca derinin
ylizeyinde s1g olabilmekle birlikte; derin iilserler derinin, kaslarin, tendonlarin ve kemiklerin
tam kalinligin1 igerebilir (Dixon ve Edmonds, 2021). Ayak iilserleri diyabetli kisilerde ve
kan dolasimi bozuk kisilerde yaygindir (Internet.3). Yaygin olarak mevcut olan ileri saglik
hizmetleri ve farmakoterapi tekniklerine ragmen, ayak {ilseri prevalansi son yirmi yilda
degismedi (Baba, Davis, Norman ve Davis, 2015). Bu hastalig1 yasayan insanlarin %14 ila
%24’ ampiitasyon ve uzuv kayiplarindan muhariptir (Sen, 2020). Yillik olarak, diinya
genelinde ayak tilseri goriilme siklig1 9,1 ila 26,1 milyon arasindadir. Ayak iilseri, Avrupa'ya
(%5,1) kiyasla Kuzey Amerika'da (%13) daha yaygindir ve diinya ortalamasi %6,4'tiir.
Erkekler kadinlara gore genel olarak ayak iilserine daha yatkindir (%3,5). Tip2 diyabet
hastalarinda tip1’e gore daha fazla ayak iilseri gelistirme olasiligi vardir (Zhang ve digerleri,
2017; Schreml ve Berneburg, 2017). Global diyabetik ayak iilseri pazari, 2019 ile 2026
arasinda %6,8’lik bir yillik bilesik biiyiime oraniyla 2026 sonuna kadar 11 milyar dolara
ulasabilir. Bolgesel olarak Amerika Birlesik Devletleri, ayak iilserlerinin siirekli artan
yayginligi, yiksek saglik bakim maliyetleri (iiriin maliyetleri dahil) ve yeni tanitilan
teknolojiler nedeniyle 2019'da tahmini 2,79 milyar dolarlik gelirle kiiresel pazara hakim

olmustur (Sen, 2021).

Veno6z iilserler: kronik vendz yetmezliginden kaynaklanir ve alt ekstremitelerde daha sik
goriiliir. Birlesik Krallik'ta yasayan her 500 kisiden 1'inde saglik bakim maliyetlerinde
tahmini 400-600 milyon £'a mal olan vendz iilseri bulundugunu tespit edilmistir (Internet.4).
Amerika Birlesik Devletleri'nde yaklasik 500.000-600.000 kisi vendz bacak iilserinden
musdarip ve bu da saglik hizmetlerine yaklasik 1 milyar dolarlik bir yilik getirmektedir
(Internet.5). Birlesik Krallik'ta bu yiik 400-600 milyon £ tutarindadir. Vendz iilserlerde
kiiresel tedavi pazarimin 2019'dan 2026'ya kadar %6,4'liik bir Bilesik Biiytime Orani ile
2026'da 4,8 milyar dolara ulagsmasi beklenmektedir. Venoz iilser gelisimine katkida bulunan
baz1 faktorler arasinda yas, goreceli hareketlilik, obezite ve derin ven trombozu gibi altta
yatan diger sebepler yer alir. Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa'da 65 yas ustii kisiler

venoz lilser durumuna karsi savunmasizdir (Xie, Ye, Rerkasem ve Mani, 2018).
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2.5. Yaraya Uygun Terapotik Stratejiler

Geleneksel yara yoOnetimi uygulamalari, ¢esitli cerrahi prosediirleri, cerrahi olmayan
tedavileri ve cilt yaralarinin onarimi i¢in farmakolojik ajan bazli tedavi yontemlerini i¢erir
(Gushiken, Beserra, Bastos, Jackson ve Pellizzon, 2021). Yara iyilesmesine yonelik cerrahi
tedavi prosediirleri yara debrimani, deri greftlerini ve deri fleplerini igerirken, cerrahi
olmayan tedaviler topikal formiilasyonlari, yara ortiilerini ve deri yapisin1 kopyalayan
maddeleri icerir. Once yara hacmi degerlendirmesi ve yaralarin temizlenmesinin ardindan
debriman siireci baslar. (Bellingeri ve digerleri, 2016). Cansizlasmis dokunun cerrahi
debrimani, ECM'nin yeniden sekillenmesini hizlandirmak ve yara iyilesmesindeki
bozulmay: Onlemek i¢in yara yatagini hazirlar (Lumbers, 2018). Bu nedenle cerrahi
debriman, etkinligi nedeniyle yara tedavisinde altin standart olmaya devam etmektedir. Bu
cerrahi islem hizli ve etkilidir ve anestezi altinda yapilir; ancak genel anestezinin risklerinin
artmasi ve ¢evre dokularin zarar gérmesi bu siirece eslik eden risklerdir (Kolimi, Narala,
Nyavanandi, Youssef, ve Dudhipala, 2022). Deri greftleri biiyiik doku kayb1 olan yaralarda
ve kronik yaralarda kullanilir ve yaralar i¢in en yaygin cerrahi alternatif tedaviyi temsil eder.
Deri greftleri kalinliklarina gore kismi kalinlikta deri greftleri ve tam kalinlikta deri greftleri
olarak siniflandirilir. Kismi kalinlikta deri greftleri, yalnizca epidermal hasara sahip kiigiik
yaralarin kapatilmasinda cerrahi standart olarak kabul edilmektedir (Kolimi ve digerleri,
2022). Yaralara yonelik geleneksel cerrahi olmayan tedaviler arasinda farkli tiirde yara
orttileri, topikal formiilasyonlar, yap1 iskelesi/hidrojel bazli deri greftleri ve deri ikameleri
yer alir. Bu cerrahi olmayan tedaviler yara yatagini temizler, nemi dogru bir sekilde dengeler,
enfeksiyon ve iltihab1 yonetir ve yeniden epitelizasyon ve kasilmayi1 kontrol eder (Kolimi ve
digerleri, 2022). Topikal formiilasyon yolu, ilacin cilde uygulanmasinin en yaygin yoludur
ve jelleri, emiilsiyonlari, macunlari, kremleri, kopiikleri, losyonlar1 ve spreyleri vb. igerir.
Diger cerrahi olmayan tedaviler, yara iyilesmesini gelistirmek icin yara Ortiilerini igerir.
Hasar gormiis cildi kaplamak i¢in yara ortiilerinin kullanilmasinin faydalar1 arasinda,
yaradaki nemli ortamin korunmasi, asiri hiicre dist stvinin emilmesi, enfeksiyona karsi bir
bariyer olusturulmasi, uygun sicakligin korunmasi, agrinin hafifletilmesi ve saglik bakim
maliyetlerinin azaltilmasi yer alir (Niculescu ve Grumezescu, 2022). Yara ortiileri genellikle
dogal ve sentetik biyomalzemelerden elde edilir ve aym1 zamanda biiylime faktorlerini,
ilaglar1 ve diger biyoaktif molekiilleri de igerebilir. Ipek fibroin, aljinat, hyaluronik asit ve
diger dogal biyomalzemelerden tiiretilen yara pansumanlari, cildin ECM ortamini taklit eder

ve yara iyilesme siirecini hizlandirir (Kolimi ve digerleri, 2022). Ayrica dogal, sentetik,
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organik veya inorganik biyomolekiillerden elde edilen kompozit yara Ortiileri ¢ok cesitli
yaralarin tedavisinde kullanilmaktadir. Yara iyilesmesine yonelik diger en yaygin
gelistirilmis geleneksel yaklagimlar arasinda biyomiihendislik iirtinii deri ikameleri yer alir.
Doku miihendisligiyle iiretilmis cilt ikameleri, normal cildi taklit eden ve yara alan1 etrafinda
koruyucu yar1 gecirgen bir bariyer saglayarak gelismis cilt yenilenmesi saglayan
biyomalzemeler, hiicreler ve biiyiime faktorleri olmak iizere {i¢ bilesenden olusur (Kolimi
ve digerleri, 2022). Giliniimiizde farkli yara tiirlerinin molekiiler ve hiicresel
mekanizmalarindaki farkliliklar nedeniyle yaranin tamamen iyilesmesi i¢in tek bir tedavi
yaklasimu yeterli degildir. Biyomedikal alandaki farkli yara tiirleri ve teknolojik gelismeler
g6z Oniine alindiginda, etkili yara iyilesmesi i¢in oldukca genis bir yelpazede olan yara

bakimi segenekleri ortaya ¢ikmustir.

2.6. Biyoaktif Maddeler

Yara iyilesmesi dinamik bir siire¢ oldugundan, yaranin erken evrelerinde siireglerin dogru
yonetimi ve yaranin kronik durumlara ilerlemesinin 6nlenmesi, istenmeyen durumlara karsi
miimkiin olan en iyi Onleme stratejileridir (Sahana ve Rekha, 2018). Biyoaktif maddeler,
yaygin olarak kullanilan, ¢cok farkli kokenleri olan dogal polimerlerdir. Dogal polimerler ya
da biyopolimerler olarak nitelendirdigimiz biyoaktif maddeler canli bir organizma tarafindan

sentezlenen organik molekiillerdir.

2.6.1. Yara iyilesmesinde biyopolimerler

Yapisal olarak biyopolimerler: peptitler, polisakkaritler, polifenoller veya polyesterler vb.
olusturmak i¢in kovalent baglarla tutulan amino asitlerin, monosakkaritlerin, niikleotitlerin
veya esterlerin tekrar eden birimleri tarafindan olusturulur. Biyopolimerler bitki, hayvan,
mantar, bakteri ve alg gibi ¢esitli kaynaklardan tiretilebilir. Biyopolimerler, yapilarina gore
cesitli yara stratejilerinde cesitli amaclarda kullanilmaktadirlar (Sezer ve Cevher, 2011;
Nwodo Green ve Okoh, 2012; Laurienzo, 2010; Smith ve digerleri, 2016). Yara

iyilesmesinde biyopolimer olarak kullanilan biyoaktif maddeler Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Biyopolimer olarak kullanilan biyoaktif maddeler (Sahana ve Rekha, 2018)

Biyopolimerler | Monomer ve Baglantilari Kaynaklar Biyolojik Rol
Fibroblast proliferasyonunu
P - g indiikler, fibroblastlar
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Disiplinler aras1 yaklagimlardaki ilerlemeler nedeniyle, biyoaktif maddeler akilli yara bakim
malzemesi olarak kullanilabilecek umut verici sonuglar géstermistir (Dickinson ve Gerecht,
2016; Hamdan ve digerleri, 2017). Biyoaktif maddeler, hiicrelerle dogrudan etkilesim
yoluyla veya ECM'nin aracilik ettigi iyilesmenin inflamatuar, proliferatif veya yeniden
modelleme agamalarini hedefleyebilir (Sahana ve digerleri, 2018). Hiicresel sinyal yollarini
modiile ederek fibroblastlar, keratinositler, makrofajlar ve endotel hiicreleri gibi iyilesme
stirecinin kilit hiicrelerinin biiyiimesini, farklilasmasini ve isleyisini indiiklerler (Eming,

Krieg ve Davidson, 2007; Stramer ve digerleri, 2007).

Bitki kaynakli dogal 6zler, terpenler ve fenoller iceren sekonder metabolitler biyoaktif
molekiillerin zengin bir kaynagidir. Bu molekiiller antioksidan, anti-inflamatuar ve
antibakteriyel aktiviteleri sayesinde yara iyilesmesini kolaylastirabilir (Romo-Rico, Krishna,
Bazaka, Golledge ve Jacob, 2022). Bitkiler alemi, keratinosit biyolojisini degistirme
potansiyeli de dahil olmak iizere ¢ok sayida 6zellige sahip zengin bir ikincil metabolit
kaynagidir. Keratinositler, ¢esitli kimyasal, fiziksel ve biyolojik uyaranlara kars1 koruyucu
rol oynayan, reaktif oksijen temizleme, iltthaplanma ve yara iyilesme siireclerine katilan

onemli epitel hiicreleridir (Merecz-Sitarek Sadowska ve digerleri, 2021).
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Bagka bir biyoaktif madde kaynag1 ise mikrobiyal organizmalardir. Mikrobiyal kaynakli
EPS’ler ve B-glukanlar yaranin c¢esitli agamalarinda etkili olabilecegi diisiliniilen giincel
caligmalarda faydasi gosterilmeye baslanmis dogal polimerlerdir (Laubach ve digerleri,
2021; Li, Tian, Fan, Tong, Ao ve Wang, 2019; Chaichian ve digerleri, 2020). Bugiine kadar
kollajen, yara iyilesmesi icin en ¢ok kullanilan biyopolimer biyomalzemelerdir, ¢ilinki
piyasada bulunan ¢ok sayida yapi iskelesi bu malzemeye dayanmaktadir. Bununla birlikte,
son arastirmalar diger cesitli biyomalzemelere de odaklanmaya baglamistir. Bunlardan biri
olan bakteriyel seliilloz (BC), yenilik¢i yap1 iskeleleri gelistirme konusunda bilimsel ilgiyi
cekmistir. Cherng ve arkadaglar1 bakteriyel seliiloz tabanli yap: iskelelerinin epitelyal
rejenerasyon ve yara iyilesmesi potansiyelini in-vitro ve in-vivo degerlendirmis ve oldukca

etkili sonuglar almistir. (Cherng ve digerleri, 2021).

2.6.2. Yara iyilesmesinde ekzopolisakkaritler (EPS)

Mikrobiyal EPS’ler, bakteri, maya, alg ve mantarlar tarafindan sentezlenen, katma degeri
olan ve ¢esitli amaclarla kullanilabilen, hiicre dis1 polimerik maddelerdir (Majee ve digerleri,
2017). Mikrobiyal EPS’ler yiiksek oranda yap1 farklilig1 gosteren ve farkli kriterlere gore
siiflandirilan dogal polimerlerdir. Bilesimlerine ve biyosentez mekanizmalarina gore EPS
homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler olarak iki sinifa ayrilir. Heteropolisakkaritler,
birden fazla seker tiirlinden olusur ve farkli tipteki glikoziltransferaz enzimlerinin
aktivitesiyle sentezlenir (De Vuyst ve Degeest, 1999). Homopolisakkaritler genellikle sukraz
enziminin etkisiyle tek seker (sakaroz) substratindan sentezlenir (Van Hijum, Kralj, Ozimek,
Dijkhuizen ve van Geel-Schutten, 2006). Homoekzopolisakkaritler (Homo-EPS) monomer
ve bag yapilarina gore a-D glukanlar, B-D glukanlar, Fruktanlar, Poligalaktanlar olmak iizere
dort ana grupta smiflandirihir (Prasad ve Purohit, 2023). Buna karsilik,
heteroekzopolisakkaritler (Hetero-EPS) d-Glukoz, L-ramnoz, galaktoz ve c¢esitli
ekzopolisakkarit tlirevlerini igerebilen farkli monomerlerden olusur ve ayni zamanda yiikli
ve notr seker karisimi olarak da adlandirilir. Bu hetero-EPS ayni zamanda fosfatlar,
glukoziller asetiller, proteinler, glikolipitler gibi seker olmayan birimlerde dahil olmak tizere
organik ve inorganik bilesenleri de igerebilir. (Prasad ve Purohit, 2023). EPS’lerin genel

simiflandirilmasi sekil 2.7°de verilmistir



28

MIiKROBh'(AL :
EKZOPOLISAKKARITLER

N

Homo-ekzopolisakkaritler Hetero-ekzopolisakkaritler

Tek tip monosakkarit Farkh tipte monosakkarit

I " § — !
o-D-glukan  §.D-glukan Fruktanlar ~ Poligalaktanlar D _glukez D-galaktoz  L-ramnoz Tiirevleri

Sekil 2.7. EPS ¢esitleri

EPS'nin benzersiz oOzellikleri, onu ¢esitli gida uygulamalarinin merkezine koymustur.
Dahasi, polisakkaritler genellikle giivenli ve toksik olmayan biyopolimerler olarak kabul
edilir. Bu sebepten dolay1 son yillarda ilag salinim 6zelligine sahip ilag tastyici sistemlerde
(drug-delivery) ve li¢ boyutlu doku/organ ¢aligmalarinda yogun bir sekilde ¢alisiimaktadir
(Laubach ve digerleri, 2021; Li ve digerleri, 2019). Polisakkaritleri igeren ila¢ dagitimiyla
ilgili arastirmalar, siirekli olarak minimum ila sifir sitotoksisiteyi ve test edildiginde yeterli
ilag salinimin1 ve yetkin bir salinim profilini gostermistir. Sentetik muadillerine kiyasla
biyopolimerler, kullanimlar1 agisindan pek ¢ok avantaj sunar. Ila¢ dagitiminda artan
popiilerlikleri g6z oniine alindiginda, muhtemelen en 6nemli avantajlar1 biyopolimerlerin
toksik olmadigi ve biyouyumlu oldugudur (Laubach ve digerleri, 2021). Bununla birlikte
EPS’ler immiin modiile edici ajanlar olarak kullanilabilmesiyle beraber ¢ok cesitli patojenik
mikroorganizmalara kars1t antibakteriyel oOzellikler sergiledigi ¢ok sayida ¢alismada
gosterilmistir (He ve digerleri, 2019). Cesitli mikrobiyal EPS'lerin, fagositoz yoluyla
patojenleri dogrudan oldiirebilen ve sitotoksik kimyasallar salarak bagisiklik sistemini
dolayli olarak koruyabilen makrofajlari uyardigi gosterilmistir (He ve digerleri, 2019;
Hamidi ve digerleri, 2023). Polisakkaritlerdeki mannoz, glikoz, galaktoz ve/veya arabinoz
kalintilarinin  immiin modiilator etkiye katkida bulundugunu gdosteren c¢alismalar
bulunmaktadir (Tian ve digerleri, 2021; Figueiredo, Bittencourt, Lopes, Sassaki, ve Barreto-
Bergter, 2012). Hiicrelerde bulunan mannoz reseptorleri, agirlikli olarak makrofajlar,
olgunlagsmamis dendritik hiicreler ve endotelyal hiicreler {izerinde eksprese edilen bir
reseptordiir (van der Zande, Nitsche. Schlautmann, Guigas ve Burgdorf, 2021). Bu
reseptorler glikosile edilmis ligandlar1 ve patojenleri segici olarak baglayan ve hiicre igine

almimini saglayan bir model tanima reseptorii olarak gorev yapar ve bu nedenle cesitli
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terapotik etkiler i¢in bir hedef olarak dnemli bir role sahiptir. IL-4, IL 10 ve IL-13 kaynakli
sinyallemeye bagli olarak mannoz reseptorlerinin ekspresyon seviyeleri artis gostermistir

(Paurevié, Srajer Gajdosik ve Ribi¢, 2024).

Mikrobiyal EPS'ler, immiin modiilator ajanlar olarak gorev yapsalar da dogustan gelen ve
sonradan kazanilan bagisikligin eylemlerini diizenleyebilirler (Salimi ve Farrokh, 2023).
Immiin modiile edici etki kapsaminda EPS’ler dentritik hiicreler ve makrofajlarla etkilesime
girerler ayriyeten T/B lenfositlerin ve dogal katil hiicrelerin proliferasyonunu tetiklerler.
Tiim bunlarin yani sira antikor tiretimini, hiicre timor 6ldiirticti aktivitesini ve mononiikleer
hiicre fagositik kapasitesini arttirir ve pro-inflamatuar (IL-6, IL-12, TNF-a ve NO) ve anti-
inflamatuar (IL-4 ve IL-10) sitokinlerin iiretimini etkiler (Li ve Shah, 2016; Salimi ve
Farrokh, 2023). Verilen bilgilen 1s181nda, 6zellikle son yillarda yara iyilesmesindeki etken
madde arayisinda EPS’ler kayda deger bir secenek olarak degerlendirilip calisiimaya
baglanmistir. Yine de EPS’lerin bu baglamda yara iyilesmesi iizerindeki etkisine ve
biyomalzeme potansiyeline deginen sinirl sayida calisma vardir. Bu ¢alismalardan birinde
aragtirmacilar Nostoc sp’nin 2 susunun (PCC7936 ve PCC7413) EPS’lerinin biyokimyasal
karakterizasyonunu yapmislar ve yara iyilesmesindeki potansiyelini degerlendirmislerdir.
Yazarlar Nostoc'un belirtilen 2 susununda tretilen EPS’lerin hidrojelleriyle, fibroblast
gbclinilin ve rejenerasyon siirecinin ilerlemesinin kolaylagsmasini saglamakta 6nemli bir rolii
oldugunu gostermislerdir (Alvarez ve digerleri, 2021). Yine bagka bir arastirmada denizden
izole edilen Pantoea sp. YU16-S3 susunun EPS’lerinin yara iyilesmesi iizerindeki etkisi
arastirllmistir. Yazarlar EPS-S3’{in, fibroblastlarin ¢ogalmasini ve gogiinii destekledigini,
Wistar sicanlarinda eksizyon yarasinin yeniden epitelizasyonunu indiikledigini ve EGF,
Wnt/B-katenin yolunu tesvik ederek iyilesmeyi kolaylastirdigini gostermislerdir (Sahana ve
Rekha, 2020). Literatiirde yapilmis baska bir ¢alismada bir aragtirma grubu cilt yaralarinin
iyilesmesi icin Papiliotrema terrestris PT22AV mayasindan elde edilen EPS’yi calismistir
(Hamidi ve digerleri, 2023). Alinan sonuglar dogrultusunda bu EPS antioksidan ve
antibakteriyel aktivitelere sahip oldugu, biyouyumlu ve hemouyumlu (kana uyumlu) oldugu
gosterilmistir. Ayriyeten yapilan in vivo yara modeli ¢alismalarinda doza bagh olarak yara
iyilestirme etkisi sergilemistir (Hamidi ve digerleri, 2023). Probiyotik potansiyeli olan,
faydal1 bakteriler olarak nitelendirilen ve ayn1 zamanda EPS iireticileri olan Lactobacillus
cinsi bakteriler gida sanayisinde biiylik 6neme sahip oldugunu gosteren bir¢ok calisma
bulunmaktadir. Genelde bu bakteri ile yapilan ¢aligmalarin ana odak noktasi probiyotikler,

prebiyotikler, para-probiyotikler ve post-biyotikler, fonksiyonel ve nutrasdtik gida
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iriinleridir. Lactobacillus EPS’lerinin gida ve saglik agisindan faydali yonlerini gosteren
bir¢ok caligma olmasina ragmen, yara iyilesmesi lizerine yapilmis ¢ok sinirli sayida ¢aligma
vardir. Bu calismalardan birinde Lactobacillus sp. Ca6 susu tarafindan iiretilen EPS’nin
dermal yara iyilestirme aktivitesi, in-vitro antibakteriyel ve antioksidan aktiviteleri
gosterilmistir (Trabelsi ve digerleri, 2017). Yazarlar EPS'nin, kontrol grubuna kiyasla yara
iyilesme aktivitesini dnemli dl¢iide hizlandirdigini ve 14 giinliik yara indiiksiyonundan sonra
tam bir kapanmanin saglandigini bildirmislerdir. Bulgular, EPS-Ca6'nin 6nemli antioksidan
ve antibakteriyel Ozellikler sergiledigini gostermistir. Bu c¢alismada EPS-Ca6'nin, yarali
dokunun yeniden sekillenmesi, yara kapanmasinin hizlandirilmasi ve hiicre dis1 matrisin
tesvik edilmesi yoluyla yara iyilesme stirecine etki ettigi bildirilmistir (Trabelsi ve digerleri,

2017).

Immiin modiile edici etki kapsaminda yapilmis calismalar kapsaminda, RAW 264.7
hiicrelerinde Wang ve arkadaslar1 Trichoderma pseudokoningii'den elde edilen EPS'nin NO,
TNF-a ve IL-1 iretiminin yani1 sira fagositik aktiviteyi de Onemli Olglide artirdigini
kesfetmistir. Bu bulgular, 7. pseudokoningii EPS'sinin, TLR4 ve Dectin-1'in aracilik ettigi
NF-B ve MAPK sinyal yollar1 yoluyla RAW 264.7 hiicrelerini aktive ettigini gostermektedir
(Wang ve digerleri, 2016). Baska bir arastirma grubu Lactiplantibacillus plantarum-12
bakterisinden tirettikleri EPS ile yaptiklari1 kolon kanseri ¢alismalarinda, in-vitro insan kolon
kanseri hiicre hatt1 olan HT-29 hiicreleri {izerinde ¢ogalmay1 Onleyici etki gozlemledi.
Dahasi, bu EPS'in oral uygulanmasi, AOM/DSS ile tedavi edilen farelerin serumunda pro-
inflamatuar faktorler TNF-a, IL-8 ve IL-1B seviyelerini 6nemli dl¢lide azaltti ve anti-
inflamatuar faktor IL-10 seviyesini arttirdigi gozlemlenmistir. (Ma ve digerleri, 2021).
EPS’lerin anti-inflamatuar etkilerinin gézlemlendigi bir bagka calismada arastirmacilar
Lactiplantibacillus plantarum 1L-14 bakterisinden elde edilen EPS’yi ¢calismiglardir. Bu EPS
tarafindan indiiklenen RAW264.7 hiicreleri Toll-benzeri reseptdr-4 aracilifiyla anti-
inflamatuar etkiler sergilemistir. Alinan sonuglar 15181inda bu EPS ayriyeten TNF-a, IL-6 ve
IL-1PB gibi pro-inflamatuar aracilari baskiladigi gozlemlenmistir. Bununla birlikte oksidatif
strese yol agtig1 bilinen indiiklenebilir bir nitrik oksit sentazinin ifadesini asag1 yonce regiile
etmistir (Kwon ve digerleri, 2020). Her ne kadar bir¢ok ¢alisma EPS'nin anti-inflamatuar
ve anti-oksidan etkileri gibi faydali etkilerini tanimlamis olsa da altta yatan mekanizmalar1
tam olarak anlagilamamistir. EPS’lerin inflamasyon iizerine etkisi cesitli hastalik ve
mekanizmalarda calisilmis olmasina ragmen literatiirde cilt yaralanmalarinda inflamasyona

yonelik etkisine deginen az sayida ¢aligma vardir. Yara iyilesmesinde yeni ve dogal etken
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madde arayisinda yapilan ¢alisma bu sebeple Lactiplantibacillus plantarum GD2 susundan
iiretilen EPS’nin inflamasyon {izerindeki etkisine odaklanmistir. Calisilan EPS’nin ana

yapisi sekil 2.8’ de verilmistir.

o-D-Glucose

o-D-Mannose

B-D-Mannose

Sekil 2.8. Calisilan EPS’nin ana yapisi
2.6.3. Yara iyilesmesinde B-glukanlar

B-glukan, hiicre duvarlarinin 6nemli bir bileseni olan - D -glikoz polisakkaritleri i¢in genel
bir terimdir ve bakteri, mantar, maya, tahil gibi kaynaklara bagli olarak mikrobiyal veya bitki
kaynakli glukanlar olarak siniflandirilir (Lattimer ve Haub, 2010; Yun, Estrada, Van Kessel,
Park ve Laarveld, 2003). Genel olarak beta-glukanlar, -1,3 baglantili D -glikoz birimlerine
sahiptir, ancak tahil beta-glukani hem B-1,3 hem de B-1,4 omurga baglarimi igerir. Maya ve
mantar B-glukani sirastyla uzun B-1,6 ve kisa B-1,6 dallanmasini icerirken bakteriyel beta-
glukanda dallanma yoktur (Volman, Ramakers ve Plat, 2008). Dallanma ve yap1 bakimindan

bu dort tip B-glukan Sekil 2.7 de gosterilmistir.

B-glukan cgesidi Yapi Tanimlama
Bakteriyal Diiz bagh B 1,3-glukan
Fungal I I I I I I Kisa B 1,6 dallanmah B 1,3-glukan
Maya 1 1 1 Uzun B 1,6 dallanmal B 1,3-glukan
Arpa —_ —_= = - Diiz B 1,3/1,4-glukan

Sekil 2.9. B-glukan gesitlerinde yapisal baglanmalar (Seo, Hyun, Choi, Kim ve Cho, 2019)
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B-glukanlar, kaynaga bagli olarak onemli 6l¢iide farkli fizikokimyasal 6zelliklere sahip
tahillarda, bakterilerde, mayalarda ve mantarlarda dogal olarak bulunan B-1,3 d-glukoz
polimerleridir. Bu polimerler 6zellikle mantarlarin, hiicre duvarinda bulunan heterojen
(nisasta-olmayan) polisakkaritlerdir (Wani, Gani, Mir, Masoodi ve Khanday, 2021). Ayrica
beta-glukanlarin farkl tiirleri, farkli molekiiler agirlik ¢ozilintirliik ve viskozite sergileyerek
cesitli fizyolojik fonksiyonlara neden olur (Lee ve digerleri, 2015). Yalnizca glikoz
kalintilarini iceren B-glukanlarin bagisiklik sistemindeki immiin sistemi uyarici ve immiin
modiilator potansiyelleri yogun bir sekilde incelenmistir (Hamidi ve digerleri, 2023). Genel
baglamda B-glukanlar, kemokinlerin, pro-inflamatuar sitokinlerin ve oksidatif reaktiflerinin
(ROS) tiretimini arttirmanin yani sira; makrofajlar, nétrofiller ve antijen sunan hiicreler gibi
bagisiklik hiicrelerini aktive eder. B-glukanlarin fagositoz gibi bagisiklik fonksiyonlarini
modiile ettigi, anti-kanser ve anti-biyotik ozelliklere sahip oldugu ve kan basincim1 veya
kolesterol seviyelerini diisiirdigli iyi bilinmektedir (Rahar, Swami, Nagpal, Nagpal ve
Singh, 2011). B-1,3 ve B-1,6 glukanlar1 baglayan dektin-1, dogustan gelen bagisiklik
tepkisini baglatabilmektedir (Sun ve Zhao, 2007). Dektin-1 aktivasyonunda birka¢ sinyal
molekiiliiniin dahil oldugu rapor edilmistir. Bunlar niikleer faktoér kappa B (NF-kB), sinyal
veren adaptor protein kaspaz-alimi domaini 9 (CARDY) ve aktive edilmis T hiicrelerinin
niikleer faktoriidiir (NFATC). Bu durum IL-12, IL-6, TNF-a ve IL-10 dahil olmak {izere
cesitli sitokinlerin salinmasina yol acar (Rahar ve digerleri, 2011). Makrofajlar iizerinde f-
glukanlarin opsonik olmayan taninmasinda Dectin-1 ile is birligi yapan 6nemli mannoz
reseptorleri vardir (Taylor ve digerleri, 2004). B-glukanlarin immiin modiilator etkisi, hiicre
hatlar1, hayvan modelleri ve insan denemeleri lizerinde yapilan ¢esitli calismalardan agik¢a
goriilmektedir (Chaichian ve digerleri, 2020; Li ve digerleri, 2023). Son yillarda B-
glukanlarin immiin modiilator etkileri sayesinde yara iyilesmesini gelistirici potansiyeli ilgi
odagi haline gelmistir. Yara iyilesmesinde B-glukanlarin immiin stimiilator aktivitesi
acisindan, iki etki modu miimkiindiir: Birincisi dolayli aktivasyonla makrofajlarin cesitli
sitokinleri yoluyla kendini gosterirken; digeri ise keratinositler ve fibroblastlar iizerindeki

dogrudan etkiyle kendini gosterir (Majtan ve Jesenak, 2018).

B-glukanin yara iyilesmesindeki 6nemini vurgulayan bir ¢alismada arastiricilar glimiis yayin
baliklarinin  yasadiklari ortama [-glukan ilave ederek, baliklara agilan yaralar
gozlemlemislerdir (Dos Santos Voloski ve digerleri, 2019). Alinan genel sonuglarda kontrol
grubuna goére yara iyilesmesinin ve kapanmasimin hizlandigi ve kandaki kortizol

seviyelerinin diistiigli gozlemlenmistir. Calismadaki en son sonuglar 28.giinde B-glukan
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ilave edilen gruplarda yara kapanmasi ve cilt katlanmalar1 tamamlanmisken; kontrol
grubunda hala inflamasyon, fibrozis ve kas lifi rejenerasyonu vardir (Dos Santos Voloski ve
digerleri, 2019). Bir baska calismada B-glukanlar, hidrojel formunda yara iyilesmesini
hizlandirma yetenekleri agisindan arastirilmistir (Muthuramalingam ve digerleri, 2019).
Sonuglara bakildiginda B-Glukan bazli hidrojel, yara iyilesme siiresini dnemli olgiide
hizlandirmigtir. Aragtirmacilarin iyilesmis yara bolgesinden izole ettigi cilt dokusunda
yaptig1 caligmalar doniistiiriicii biiylime faktorii-B3’iin artan ekspresyonunu goézler oniine
sermektedir. Bu durum cilt onarimindan ziyade cilt yenilenmesinin gergeklestigini ve skar
olusumunun en aza indirildigini gostermektedir (Muthuramalingam ve digerleri, 2019). Bir
baska arastirma grubu yaptig1 ¢calismada Avena sativa’dan tiretilen B-Glukanin doza bagl
yara iyilestirme mekanizmalarint arastirmistir. Sonuclar incelendiginde [B-Glukan,
kontrollere kiyasla fibrozisin gostergesi olan daha fazla anjiyogenez sergilemistir (Kussie ve
digerleri, 2024). Bagka bir arastirma grubu bir B-Glukan siingeri gelistirip yara ortiisii olarak
test etmistir. Alinan sonuglar kapsaminda gelistirilen siinger antioksidan, anti-enfeksiyon,
anti-inflamatuar ve hiicre proliferasyonu {lizerinde olaganiistii bir etki géstermistir (Zhou ve

digerleri, 2023).

B-Glukanin yara iyilesmesinde inflamatuar etkilerini gosteren ¢esitli calismalar
bulunmaktadir. Bu ¢alismalardin birince arastiricilar RAW 264.7 makrofajlarinin B-glukan
ile muamele edilmesi sonucunda, TNF-a, IL-6 ve PGE2 gibi bir¢ok inflamatuar iliskili
aracinin dretimini indiikledigini goézlemledi. Ayriyeten bu calismada makrofajlarin
morfolojik yapisinda ve fagositik aktivitesinde belirgin degisiklikler sergiledigi
gosterilmistir (Xin ve digerleri, 2022). Saccharomyces cerevisiae'den elde edilen -
Glukanin, bir ¢alismada p38 MAPK (mitojenle aktiflesen protein kinazlar) fosforilasyonunu
diizenleyerek insan monositik 16semi (THP-1) hiicrelerindeki inflamatuar yanit1 azalttig
belirtilmistir. THP-1 hiicreleri, in vitro anti-inflamatuar ¢alismalar i¢in model olarak yaygin
sekilde kullanildig1 bilinmektedir. (Qin, 2012). Visseral yag dokularindaki inflamasyon,
diyabet patolojisine katkida bulunur. Bu dogrultuda yapilmis bir ¢alismada arastiricilar obez
fareler lizerinde bir maya B-Glukanmin visseral yag dokusundaki inflamasyona etkisi
calistimistir (Cao ve digerleri, 2018). Maya B-Glukan1 bu hiicrelerde protein ve mRNA
diizeylerinde TNF-a, IL-6, IL-1B, CCL2 ve SAA3'lin proinflamatuar sitokinlerini asagi
yonde regiile ettigi rapor edildi. Anti-inflamatuar etki bakimindan ise Azgp1'in ekspresyon
seviyelerini arttirdi. Tiim bunlar disinda ayriyeten alinan sonuglar yag dokuya makrofaj

gociinii  azalttigin1  gostermistir. Bu bulgular, p-glukaninin diyabetik farelerde anti-
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inflamatuar etkiye sahip oldugunu ve diyabet i¢in bir gida bileseni veya terapotik ajan olarak
kullanilabilecegini gostermektedir (Cao ve digerleri, 2018). Baska bir ¢alisma grubu -
glukanin ateroskleroz iizerindeki ve bunun gec¢isinin molekiiler mekanizmalar1 iizerindeki
immiin modilator etkilerini arastirmistir (Wang ve digerleri, 2014). Bu calismada insan
monosit 16semi hiicreleri, B-glukanin yoklugunda ya da varliginda oxLLDL ile farklilagtirildu.
Alman sonuglarda B-glukan, CD86 ve CD80 ekspresyonunu zayiflatti ve ayn1 zamanda
inflamatuar sitokinler IL-2, IL-8, IL-12, TNF-a ve IFN-y'nin salintmin1 azaltmistir. Saglikli
donorlerden elde edilen monositlerle yapilan deneylerde B-glukan, IL-8, IL-12 ve TNF-a
sitokinlerinin tiretilmesini inhibe etmistir. Bu ¢aligma kapsaminda ayriyeten p-glukanin anti-
inflamatuar etkileri aterosklerotik plak hiicrelerinde de gozlemlendigi bildirilmistir (Wang
ve digerleri, 2014). Yukarida belirtilen calismalar incelendiginde B-glukanin immiin
modiilasyonu iizerine etkisi bazi ¢alismalarda farkli hiicre hatlar1 {izerinden anti-inflamatuar
mekanizmay1 giiclendirdigini; bazi ¢calismalarda ise yine ¢alisilan hiicre hattina bagli olarak
pro-inflamatuar mekanizmayi giiclendirdigi gozlemlenmistir. B-glukanin yara iyilesmesi ve
biyoaktif etken madde olarak c¢alisilmas1 {lizerine yogunlasan calismalar yayginlasmakla
birlikte; immiin modiilator etki iizerine yogunlasan genetik mekanizmalar1 agiklayan sinirh
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmada immiin modiilator etki pro-inflamatuar ve

anti-inflamatuar yolaklar iizerinden hem gen hem protein diizeyinde yapilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bakteri Kiiltiirii Calismalari

3.1.1. Calismada kullanilan mikroorganizma

Calisma kapsaminda kullanilan mikroorganizma bebek gaitasindan izole edilmis bir bakteri
olan Lactoplantibacillus plantarum’un GD2 susudur. Kullanilan sus Gazi Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvar1 Kiiltiir Koleksiyonuna aittir. Tez
caligmasinda kullanilan bakteri susunun biyokimyasal ve fizyolojik analizleri Prof. Dr.
Belma ASLIM damismanliginda yapilan tez ve projelerde yapilmistir. Yapilan bu
caligmalarda kullanilan susun RNA alt birimi olan 16S rRNA gen bdlgesi baz alinarak
molekiiler analizler yapilmis ve probiyotik ozellikleri ortaya konmustur (Tukenmez ve
Aslim, 2018; Tukenmez ve digerleri, 2019; Sirin ve Aslim, 2020; Sirin ve Aslim, 2021). Tez
calismasinda kullanilan Lactobacillus plantarum GD2 bakteri susu taksonomi ¢alismalarina
gore yeni tiir ad1 olan Lactoplantibacillus plantarum GD2 olarak degistirilmistir (Zheng ve

digerleri, 2020).

3.1.2. Cahismada kullanilan mikroorganizmanin gelistirilmesi ve muhafaza edilmesi

Lactoplantibacillus plantarum GD2 susu De Man, Rogosa and Sharpe broth (MRS) s1vi

besiyerinde gelistirilmistir besiyerinin icerigi Cizelge 3.1°de verilmektedir.

Cizelge 3.1. MRS broth besiyeri ortami igerikleri

Kullanilan Maddeler Miktar

(g. L)

Beef Exstract 10,00
Yeast Exstract 5,00
Pepton 10,00
Glukoz 20,00
Tri Amonyum Sitrat 2,00
Magnezyum Siilfat (MgS04.7H20) 0,20
Manganez Siilfat (MnSO4.4H20) 0,05
Di sodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) 2,00
Sodyum Asetat 5,00
Tween 80 1,00
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Besiyeri iceriginde verilen maddeler belirtilen miktarda tartilarak hazirlanip distile suda
¢ozdiiriilmek lizere manyetik karistiricida karistirilmistir. Ardindan ¢ézdiiriilmiis maddelerin
bulundugu c¢ozeltinin pH’s1 6,2’ ye ayarlanip lzerine distile su eklenerek 1 litreye

tamamlanmistir. Hazirlanan besiyerleri otoklavda (Sanyo) steril (121°C, 15 dk) edilmistir.

Mikroorganizma %?2’lik inokiilasyonlarla MRS broth besiyerinde (37°C 18 saat inkiibe
edilerek) iki kere aktiflestirilmistir. Calismalarin 6ncesinde, bakterilerin gram boyamasi ve
agar besiyerine (%1,5 MRS brotha agaroz ilavesi) tek koloni ekimi yapilip temiz oldugu
gozlemlenen bakteriler ile ¢calismalar yiiriitiilmiistiir. Bu asamalardan sonra mikroorganizma
kiiltiirii deneyler i¢in hazir hale gelir. Calismada kullanilan bakteri susu %10 gliserol %90
aktif bakteri kiiltliirii olacak sekilde -30°C derecede cryoviallerde muhafaza edilir.
(Tukenmez ve digerleri, 2019).

3.1.3. GD2 susundan EPS iiretimi, saflastirilmasi ve liyofilize EPS (L-EPS) eldesi

Aktif bakteri kiiltiirii %2 oraninda 800mL MRS broth besiyerine ekilerek 37 °C derecede 48
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda sicak su banyosunda 95 °C’de 10 dk
birakilmig ve oda sicakliginda %4 oraninda trikloroasetikasit (Merk) eklenerek manyetik
karistiricida (Heidolph) 2 saat karistirllmistir. Bu islemin ardindan karisim 25 dk 4000
rpm’de santrifiijii (Niive) yapildiktan sonra, mevcut besiyeri miktarin en az iki kat1 kadar
%96’lik soguk alkol (Teksol) ile muamele edilerek, +4°C’de bir gece bekletilmistir. Gece
boyu inkiibasyonun ardindan 4000 rpm’de 25 dk santrifiij yapilarak EPS eldesi saglanmistir.
Elde edilen EPS 1 mL steril distile suda ¢ozdiiriilerek viallere 500ul olarak dagitilmis ve en
az 1 gece -80 °C derecede bekletilmistir. Bu asamadan sonra EPS’ler liyofilizatérde (Christ
alpha 2-4 LD plus) dondurup kurutma islemiyle liyofilize edilmistir. Liyofilize EPS’lerin
(L-EPS) miktar tayini laboratuvarimizda daha onceki bir c¢alismada fenol siilfiirik asit
yontemiyle yapilmistir. Bu Calismaya gore Lactoplantibacillus plantarum GD2 susundan
elde edilen L-EPS miktar1 398+4,4 mg/L olarak belirlenmistir (Demir, 2022; Tsuda ve
digerleri., 2008; Yi, Huang ve Ge, 2008; Kanmani ve digerleri, 2011; Bunkoed ve
Thaniyavarn, 2014).
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3.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
3.2.1. Cahismada kullanilan hiicre hatlan

Yapilan in-vitro hiicre ¢aligmalari i¢cin L.929 fare fibroblast hiicre hattt (ATCC®, CCL-1™)
ve RAW264.7 fare makrofaj hiicre hatti (ATCC®TIB-71™) kullanilmistir. Hiicreler Gazi
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji Laboratuvarindan temin

edilmistir. Hiicre hatlari ile ilgili bilgiler Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan hiicrelerin 6zellikleri (Internet.1)

L.929 Fibroblast hiicre hatt RAW264.7 Makrofaj benzeri hiicre hatt1
(ATCC®, CCL-1™) (ATCC®TIB-71™)

Organizma Fare Fare
Morfoloji Fibroblast Monosit/ Makrofaj
Doku Subkutandz bag doku; Adipoz, Ariolar Ascites

-Hiicre Kiiltiirii -3D hiicre kiiltiirii

-Biiyliime Kosullari, -Immiin sistem hastaliklar1 arastirmalart
Uygulamalar -Protein Ekspresyonu, -Immiinooji

-Stabil Hiicre Transfeksiyonu,

-Gegici Transfeksiyon

3.2.2. Hiicrelerin gelistirilmesi ve muhafazasi

Calisma kapsaminda yapilan in-vitro hiicre deneylerinde, L929 ATCC®CCL-1™ fare
fibroblast hiicre hatti ve ATCC®TIB-71™ RAW264.7 fare makrofaj hiicre hatti
kullanmilmigtir. Calisilan hiicre hatlar1 stoktan agilirken mikoplazma test kitiyle temizlik
kontrolleri yapilmistir. Hiicreler icin besi yeri hazirlanirken 50ml DMEM (Gibco) i¢in 5 ml
fetal bovin serum (FBS) ve 500 pl penisilin-streptomisin antibiyotik karigimi hazirlanip
0.22nm filtrelerden gecirilerek steril besi ortami saglanmistir. Yalnizca in-vitro yara
modelinin serum aglig1 agamasinda kullanilacak besiyerleri FBS igermemektedir (Liang,
Park ve Guan, 2007; Santhini ve digerleri, 2018). Kiiltiire edilen hiicreler T-75 flasklar
icerisinde %5’lik karbondioksitli etiivde (Panasonic) 37 °C’de gelistirilmistir.

Hiicrelerin muhafazasi i¢in Tripsin-EDTA (Carpricorn Scientific) ile flasklardan toplanan
hiicreler, 2400 rpm de 4 dk santrifiij edilerek tripsinden uzaklastirilmistir. Hiicre pelleti
%10’luk dimetil siillfoksit (DMSO, Sigma-Aldrich) igeren besiyerinde ¢ozdiiriilerek

cryoviallere aktarilmistir. Ardindan cryovialler 6nce 1 saat -20 °C’de sonra 1 gece -80 °C’de
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ve en son olarak azot tankina alinip -196 °C’de kademeli olarak dondurularak bir sonraki

caligmaya kadar muhafaza edilmistir. (Lima-Neto, Fernandes, Alvarenga ve digerleri, 2010).

3.2.3. Ticari p-glukanin ¢ozdiiriilmesi

Ticari olarak temin edilebilen B-glukandan stok ¢dzelti hazirlanmistir. Bunun i¢in, 1000ug
B-glukan 100ul NaOH ¢ozeltisi icinde bir gece ¢ozdiiriilmeye birakilip daha sonra pH’1
notralize etmek i¢in 900ul distile su ile seyreltilmistir. Boylece 1000pg/ml ana stok B-glukan

¢Ozeltimiz hazirlanmistir. Ana stok, besiyeri ile tekrar seyreltilerek hiicrelere uygulanmistir

(Kataoka, Muta, Yamazaki ve Takeshige, 2002).

3.2.4. Hiicre calismalarinda kullanilan uygulama gruplari

Hiicre ¢alismalarinda kullanilan uygulama gruplar1 Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Hiicre calismalarinda kullanilan uygulama gruplari. (a) Makrofajlarda pro-
inflamatuar gen ekspresyon ¢aligmalarinda LPS kontrolii olmasinin yani sira
kontrol uygulamasi digindaki tiim gruplar bu uygulama ile 12 saat inkiibe
edilerek uyarilmistir

Uygulama gruplari

Uygulama kosullari

Uygulamalarin kullanildig1 ¢alismalar

Kontrol uygulamast

Higbir uygulama yapilmamis DMEM
besi ortaminda gelistirilen hiicreler.

Tiim deneylerin kontrol grubu bu sekilde
tasarlanmigtir.

Serum aclig1
uygulamasi

FBS i¢cermeyen DMEM besi
ortaminda gelistirilen hiicreler

Yalnizca in-vitro yara modelinin (scratch
assay) serum aglig1 asamasi i¢in
kullanilmigtir.

LPS kontrol
uygulamasi (a)

1pg/ml LPS konsantrasyonu igeren
DMEM besi ortaminda gelistirilen
hiicreler

Pro-inflamatuar sitokinlerin salinimint
tesvik etmek i¢in makrofaj hiicrelerinde
kullanilmigtir.

B-glukan uygulamasi

Farkli konsantrasyonlarda p-glukan
iceren DMEM besi ortaminda
gelistirilen hiicreler

Tiim deneylerin -glukan uygulamasi
grubunda kullanilmistir.

GD2 EPS uygulamasi

Farkli konsantrasyonlarda EPS igeren
DMEM besi ortaminda gelistirilen
hiicreler

Tiim deneylerin EPS uygulamasi
grubunda kullanilmistir.

B-glukan/L-EPS
kombinasyon
uygulamasi

Farkli konsantrasyonlarda -
glukan/EPS kombinasyonu igeren
DMEM besi ortaminda gelistirilen
hiicreler.

Tiim deneylerin B-glukan/EPS
kombinasyonu grubunda kullanilmistir.

MTT calismalarinda L-EPS grubu uygulamasi tiim hiicrelerde 500 ve 1000pg/mL
konsantrasyonlarinda yapilmistir. Laboratuvarimizda yapilan bir ¢alismada 1000pg/mL
konsantrasyondaki L-EPS’nin, L929 fibroblast hiicreleri {izerinde hiicre canlilig1 ve hiicre

gbcli yoniinden etkili sonuglart verdigi bildirildigi icin fibroblast calismalarinda bu
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konsantrasyon kullanilmistir (Demir, 2022). 264.7 RAW makrofaj hiicrelerinde yapilan 6n
caligmalarda ise 1000pg/mL L-EPS konsantrasyonu hiicre canliligin1 olumsuz etkilemistir.
Ayni hiicrelerde yapilan gen ifadesi caligmalar1 pro-inflamatuar genlerin inhibe edilmesi
noktasinda yetersiz kaldigi i¢cin L-EPS gurubu 500ug/mL konsantrasyona diigtiriilmiistiir.
EPS grubunun 18 saatlik inkiibasyonu RAW264.7 makrofaj hiicrelerindeki gen ekspresyonu
caligmalarinda Ozellikle pro-inflamatuar gen ifadelerinde anlamsiz sonuglar vermistir.

Alinan anlamsiz sonuglardan dolay1 uygulama siiresi 18 saatten 6 saate distiriilmiistiir.

MTT analizlerinde kullanilan B-glukan uygulamasi tiim hiicrelerde 10 ve 15pg/mL
konsantrasyonlarda uygulanmistir. Bu dogrultuda alinan en etkili sonug¢ 10pg/mL B-glukan
konsantrasyonu oldugu i¢in gen ekspresyon g¢aligmalarinda tiim hiicrelerde bu uygulama
iizerinden devam edilmistir. B-glukan grubunun uygulama siireleri L929 fibroblast
hiicrelerindeki MTT, in-vitro yara modeli ve gen ekspresyonu calismalar1 i¢in 18 ve 24
saattir. RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde B-glukan grubunun MTT analizi 18 ve 24 saat
yapilmigtir. Gen ekspresyonu ¢alismalarina gectigimizde basta B-glukan uygulamasinin 18
saatlik inkiibasyonu yapilmis ve sonradan alinan daha etkili sonuglardan dolay1 inkiibasyon

siiresi 6 saate diistirilmustiir.

3.2.5. MTT analizi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

MTT analizi, suda ¢oziinebilen sar1t renkli MTT nin [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] mitokondriyal bir rediiktaz etkisiyle ¢oziinemeyen mor renkli
formazan kristallerine doniismesini icerir. Yogun formazan kristali ve yogun mor renk yogun
mitokondriyal aktiviteye isaret eder. Bu renkteki yogunluk, optik yogunluk 6lgen cihazlarla
okunur ve deneyin kontrol grubuna gore yiizde canlilik hesaplamalar1 yapilir (Kumar,

Nagarajan ve Uchil, 2018).

L929 ve RAW264.7 hiicre hatlarinda uygulamalarin (Bkz. Cizelge 3.3) farkli zaman ve
konsantrasyonlarinin hiicre canlilifi iizerine etkisti MTT analizi ile belirlenmistir. MTT
analizi 96’lik well platelerde kuyu basina yaklasik 1x10* hiicre diisecek sekilde
hazirlanmistir.  Prof. Dr. Belma ASLIM’in danismanliginda tamamlanan Abdullah
DEMIR’in yiiksek lisans tez calismasinda 1929 hiicreleri icin en etkin L-EPS
konsantrasyonu 1000pg/mL olarak bildirilmistir (Demir, 2022). Bundan dolay1 bu ¢alismada

da bu L-EPS konsantrasyonu iizerinden devam edilmesine karar verilmistir. Test edilen
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mikrobiyal B-glukanin se¢ilen dozlar1 Seo, G ve ¢aligma arkadaslar1 (2019) tarafindan hem
yara kapatma da hem de hiicre gogiinde etkili oldugu bildirilmistir. Deneyde B-glukan
konsantrasyonu olarak 10ug/mL ve 15ug/mL uygulamalar secilmistir. (Seo ve digerleri,
2019). 264.7 RAW makrofaj hiicrelerinde yapilan 6n ¢alismalar sonucu 1000pg/mL L-EPS
konsantrasyonu hiicreleri olumsuz etkiledigi i¢in L-EPS konsantrasyonu 500pg/mL ye

distrilmistiir.

Bu analizlerde 18 ve 24 saat olmak iizere iki farkli zaman aralig1 test edilmistir. RAW?264.7
hiicre hattinda pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinler ¢alisilacagi i¢in iki farkli deney
uygulama modeli kullamlmgtir. ik modelde makrofajlarda proinflamatuar fenotipin
gozlemlenmesi icin hiicreler 12 saatlik 1pg/ml konsantrasyonda LPS uygulama grubuyla
uyarilmistir. Uygulama gruplarinin pro-inflamatuar sitokinler ile bagisiklik cevabi etkisi
belirlenmesi i¢in LPS indiiklenmesi kullanmilmistir. LPS’nin yapisinda bulunan ve bir
endotoksin olan lipitA organizmadaki bagisiklik tepkilerini ve inflamasyonu harekete
gecirmektedir. Bu durum bagisiklik cevabini  olusturan pro-inflamatuar etkinin
gozlemlenmesi i¢in olduk¢a kullanighdir. (Gram ve Kowalewski, 2022). Ardindan uygulama
gruplar1 belirlenen konsantrasyon ve siirelerde uygulanmigtir. Olusturulan ikinci modelde
anti-inflamatuar etki LPS uygulamasi olmadan c¢alisilmistir. Elde edilecek sonuglara bagh
olarak, hiicreler i¢in toksik olmayan etkili konsantrasyon ve siireler belirlenmistir (Seo ve

digerleri, 2019).

3.2.6. in-vitro yara modeli

In-vitro yara modeli (scratch assay), hiicre kiiltiiriinde yaray1 taklit emek amaciyla ¢izik
atilarak hiicrelerin gé¢ etmedeki dolayisiyla yara kapatmadaki etkinliklerinin 6l¢iildiigii bir
analizdir. Bu protokol 4 ana unsurdan olusur: hiicrelerin kiiltiire edilmesi, ¢izik yara modeli
olusturulmasi, hiicre gociinlin goriintiilenmesi ve verilerin analizi (Martinotti ve Ranzato,
2020) Bu calismada kiiltiire edilen 1.929 hiicreleri, 24 kuyucuklu plate’lere kuyucuk basina
5x10* hiicre olacak sekilde transfer edilmistir. Hiicreler karbondioksitli (%5) etiivde 37
°C’de gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ardindan hiicrelerin besiyeri FBS icermeyen
besiyeri ile degistirilip 8 saatlik serum agligina birakilmigtir. Serum ac¢ligi sonunda

kuyucuklarda p200 pipet ucu kullanilarak yapay bir yara alani olusturulmustur.
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Mikroskop yardimiyla yapay yaranin olusturuldugu uygun kuyular secilip, ilgili kuyulara
belirtilen uygulamalar (Bkz. Cizelge 3.3) yapilmistir. Uygulamalardan sonra 0.saat, 18.saat
ve 24.saat gorlntiileri alinmistir. Goriintiiler, image-J programi ile analiz edilip, sonuglar

yara kapanma yiizdesi (%) ve yiizde (%) verimlilik olarak verilmistir.

% Yara Kapanma= (AOh-Ath) / AOh x100 (AOh: 0. Saat yara alani

3.1)
/ Ath: t. Saat yara alani)

% Verimlilik= [(uygulama % kapatma*100) / kontrol % kapatma]-100 3.2)

Goriintiiler yukarida belirtilen formiilleri kullanarak hesaplanmistir (Liang ve digerleri,

2007; Santhini ve digerleri, 2018).

3.3. Gen Ekspresyon Calismalari

3.3.1. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Bu calisma kapsaminda belirlenen uygulama gruplarinin ilk asamada 1929 hiicre hatti
iizerindeki yara iyilestirmesinde gorev alan kilit genlere etkisi incelenmistir. Bu genler
kollajen (COL1A1), fibronektin (FN), fibroblast biiyiime faktorii (FGF-2) ve delta benzeri
homolog (DLK1) genleridir. Kiiltiire edilen hiicreler, 6 kuyucuklu well-platelere, kuyucuk
basima 5x10° hiicre diisecek sekilde transfer edilmistir. Ardindan kuyucuklara deney gruplari
(bkz. Cizelge 3.3) uygulanmistir. Burada kullanilan etken madde konsantrasyonlarinin yara
iyilesmesinde 6nemli rol oynayan genler iizerinde ekspresyon artirict 6zelliginin olup

olmadig1 arastirilmistir.

Etken maddelerin uygulamalarinda RAW264.7 hiicre hatt1 i¢in 2 farkli model uygulanmaistir.
Pro-inflamatuar sitokinlerin gen ekspresyon analizleri 12 saatlik LPS indiiklemesinin
ardindan deney gruplar1 (Bkz. Cizelge 3.3) uygulanmisti. RAW 264.7 hiicre hatt1 i¢in
kurulan ilk deney modelinde ¢alisilan proinflamatuar sitokinler IL-13, TNF-a ve IL-6
genleridir. LPS indiiklemesinin yapildigi deney modelinde uygulama gruplarinin
inflamatuar yanit1 inhibe edip etmedigi arastirilmistir. LPS indiiklemesi olmayan ikinci
deney modelinde amacimiz uygulama gruplarinin iyilesme siirecini baslatan anti-
inflamatuar gen ifadelerini arttirip arttirmadigini belirlemektir. Bu modelde ¢alisilan anti-

inflamatuar sitokinler IL-10, TGF-  ve IL-4 genleridir. 264.7 RAW hiicresiyle yapilan 6n
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caligmalarda 1000pg/ml L-EPS konsantrasyonlariyla deneyler yapilmis ve istenilen sonucun
alimamamasi iizerine, EPS konsantrasyonu 500ug/ml’ye inkiibasyon siiresi de 18 saatten 6

saate diistirtilmiistir.

Hiicrelerden Total RNA izolasyonu icin, GeneAll® Hybrid-R™ RNA izolasyon Kkiti
kullanilmigtir. RNA izolasyonu boyunca liretici firmanin talimatlar1 uygulanarak yapilmastir.
Hiicre peletinin iizerine 500ul RiboEx™ soliisyonu ve 100ul kloroform eklenmistir.
Hiicreler soliisyonda ¢o6ziildiikten sonra 4°C’de 12000 g’de 15 dk santriflij edilmis ve
ependorflarda 3 faz meydana gelmistir. Bu fazlardan renksiz sulu iist faz steril bir ependorfa
aktarilir. Ependorfdaki numuneye kitin i¢inde bulunan Buffer RB1 500ul eklenerek
karigtirllmistir ve meydana gelen bu karisim izolasyon kolonlarina aktarilmistir. Oda
sicakliginda >10000 g’de 30 sn santrifiijledikten sonra kolonun altinda biriken gegis atilarak
temiz bir ependorfa tekrar takilmistir. Izolasyon kolonuna 500 pl BufferSW1 eklenip tekrar
oda sicakliginda >10000 g’de 30 sn santrifiijledikten sonra kolonun altinda biriken akis
tekrar atilir ve kolon aym1 ependorfa tekrar takilir. Izolasyon kolonuna 500 pl Buffer RNW
eklenip tekrardan oda sicakliginda >10000 g’de 30 sn santrifiijleyip ge¢is sivisini atilmig ve
kolon ayn1 ependorfa tekrar yerlestirilmistir. Kalan yikama tamponunun ¢ikmasi i¢in kolon
bos bir sekilde oda sicakliginda >10000 g’de 1dk daha santrifiijledikten sonra kolon ortasina
50ul niikleaz igermeyen su eklenerek yikama yapilmis ve oda sicakliginda >10000 g’de 1dk
santrifiij yapilmistir. izole edilen RNA’nin kantitatif analizi, Take3 Micro-Volume Plate
kullanilarak, mikroplaka okuyucuda (Epoch, Biotek) gergeklestirilmistir. izole edilen total
RNA’larin mikroplaka okuyucu (Epoch Biyotek) cihazinda 260 ve 280 nm dalga boyunda
okumalar1 yapilmis ve 260/280 saflik degerleri ~2,0 olan Ornekler ¢alismalarda
kullanilmustir. izole edilmis total RNA bir sonraki calismaya kadar -80°C’de muhafaza

edilmistir.

Total RNA (1 pg), cDNA sentez kiti ile cDNA’ya doniistiiriilmesi i¢in High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kiti (Thermo Fisher Scientific) kullanilmistir. Steril PCR tiiplerinde
2uL10xRT buffer, 0,8 pL 25xdNTP karigimi (100 mM), 2 uL. 10XRT Random Primerleri, 1
uL reverse transkriptaz enzimi, 4,2 pL niikleaz-free water ve 10 pL total RNA’dan
eklenmistir ve nihai olarak PCR tiipii i¢erisinde 20 pL hacim bulunmaktadir. Her bir tiip 25
°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk ve 85 °C’de 5 dk polimeraz zincir reaksiyonuna tabi tutularak
cDNA sentezi tamamlanmistir. Sentez sonrast cDNA’nin kantitatif analizi Epoch (Biyotek)

mikroplaka okuyucu cihazinda 260 ve 280 nm dalga boyunda okutulmus, 260/280 saflik
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degerleri ~1,8 olan 6rnekler ¢alismalarda kullanilmistir. Sentezlenen cDNA’lar ¢alismalarda

kullanilana kadar -30°C’de saklanmstir. (Behera Das Kumar Bissoyi ve Singh., 2018).

3.3.2. Genlerin transkripsiyonel analizi

Tez projesi kapsaminda yapilmis tiim qRT-PCR c¢aligmalar1 i¢in Quant Studio 3 qRT-PCR
(Applied Biosystem, Thermo Fisher Scientific) cihazi ve reaksiyon i¢cin SYBR Green PCR
Kiti (SensiFAST SYBR® LowROX Kit) (BIO94005- Bioline, ABD) kullanilmistir.
Calismada qRT-PCR i¢in PCR wellplate kuyucugu basina kullanilan igerikler miktarlariyla

Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4. qRT PCR da well plate kuyucuk basina kullanilan bilegsen miktarlar

Maddeler Miktar (pl)
SYBER green 10,0
cDNA 2,0
Hedef genin Forward primeri 0,8
Hedef genin Reverse primeri 0,8
Distile su 6,4

Tez ¢alismasi boyunca L.929 hiicre hattinda, sirasiyla kolajen (COLA1A), fibronektin (FN),
dontistiiriicti biiyiime faktorii (TGF-B1), fibroblast biiyiime faktorii (FGF-2) ve delta benzeri
homolog (DLKT1) genleri qRT-PCR araciligiyla ¢alisilmis ve mRNA ekspresyon seviyelerine
bakilmigtir. Calismalarda GAPDH geni referans gen olarak kullanilmistir. Yapilmis olan
qRT-PCR dongiileri 95°C’de 2 dakika polimeraz aktivasyonu ardindan 95°C’de 5 saniye, 50-
65°C’de 20 sn primerlerin baglanmasi ve uzama asamasi i¢in 72 °C’de 20 sn olacak sekilde
40 dongii olarak tamamlanmistir. Sonradan FGF-2, DLK1 primer baglanma siirelerindeki
degisiklik deney kiti degisikliginden kaynaklanmaktadir. Reaksiyon, SYBR Green boyasi
kullanilarak yapilmis daha sonra, COL1A1, FN, TGF-B1, FGF-2 ve DLK1 genlerinin nicel
olarak analizi 2-AACT metodu kullanilarak hesaplanmistir. Caligmada kullanilmis primerler

Cizelge 3.5’te gosterilmistir (Behera ve digerleri, 2018; Demir, 2022).
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Cizelge 3.5. 1929 hiicre hattinda calisilan genlerin primerleri

Genler Primerler b¢
FW: 5-ACATGCCGCGACCTCAAGAT-3" 20
COL1AL RV: 5-ATGTCTAGTCCGAATTCCTG-3 20
N FW: 5-ATGTGGACCCCTCCTGATAGT-3’ 21
RV: 5’-GCCCAGTGATTTCAGCAAAGG-3’ 21
—_ FW: 5-GTGTGGAGCAACATGTGGAACTCTA-3’ 25
RV: 5-TTGGTTCAGCCACTGCCGTA-3’ 20
DLKL FW: 5-CTAACCCATGCGAGAACGATG-3' 21
RV: 5-TCTTGTCGACGAATCCAGCTG-3' 21
FGF-2 FW: 5-ATCACCTCGCTTCCCGCA-3' 18
RV: 5-TCAGCTCTTAGCAGACATTGG-3’ 21
GAPDH FW: 5-GACCCCTTCATTGACCTCAA-3’ 20
RV: 5-CTTCTCCATGGTGGTGAAGA-3’ 20

Calisma kapsaminda kullanilan genlerin primer erime egrileri laboratuvarimizda yapilan

daha onceki bir ¢alismada (bkz. Sekil 3.1) verilmistir (Demir, 2022).

ol Care Pt et Curve Plot

Calismada kullanilan
primerler:
a:COL1Al1
o , b:FN
“|c| [d] c:TGF-R1
= 523 d:GAPDH

Sekil 3.1. Fibroblast ¢aligmalarinda kullanilacak genlerin erime egrisi (Demir, 2022)

Laboratuvarimizda ilk kez calisilan FGF-2 ve DLK1 primerlerinin erime egrileri Sekil

3.2°de verilmistir.



45

LGLAM T =
Mek Curve
T0000.0 5
|
H A
\ B
H
HO0DO.C b wewe R
l
i
|
500000 ( l' 110000 0
|
I
-~
e i ] T
& 400000 i § om0
T it T
T
! 5|
H i H ?
<
a o | X i
] \ % oo )
2 il = {
3 ’ I = i
H / £ I
2 200000 pi it & i
| 300000 /
1 {l b/
A il /I
7] /
4 I\ +/
10000.0 =3 7 | .,
T \ S | N I
7 il B e s = L B
o I\ L S
\ A
w000 \ !
W\ ;
\Y WO o
\.Z}_ N
e ~
60 70 ™o 0o 0 mo o0 840 355 T %0 it &%s 845
Temperature ( *C) Temperature { “L)

Sekil 3.2. DLK1 (A) ve FGF-2 (B) geninin primerine ait erime egrisi

Tez c¢alismas1 boyunca RAW 264.7 makrofaj hiicre hattinda, sirastyla timor nekroz faktorii
(TNF-a), interlokin (IL)-1p8, IL-6, IL-4, IL-10 ve doniistiiriicii biiyiime faktorii (TGF-B)
genlerinin qRT-PCR araciligiyla transkripsiyonel analizi yapilmistir. Burada amag bu genler
araciliiyla uygulama gruplarimizin immiin regiilator etkisini belirlemektir. Proinflamatuar
sitokinlerin baskilanmasi yoluyla bir regiilasyon gerceklesip gerceklesmedigini anlamak igin
TNF-a, IL-1B ve IL-6 sitokinlerinin gen ifadeleri c¢alisilmistir. Anti-inflamatuar etkiyi
incelemek iginse uygulama gruplarimin TGF-B, IL-4 ve IL-10 sitokinlerinin gen ifadesi
calisilmistir. Bu sayede uygulama gruplarinda immiin diizenleyici ve iyilesme baslatici
etkisinin olup olmadigini anlamak hedeflenmistir. Calisilan genlerin primer dizileri ¢izelge
3.6’da verilmistir (Ji ve digerleri, 2007; I¢in, 2023). Calisma kapsaminda kullanilan genlerin

primer erime egrileri laboratuvarimizda yapilan daha onceki bir ¢aligmada (Sekil 3.3)

verilmistir (Igin, 2023).
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B Caligmada kullanilan
N d primerler

a:lL-6

b:IL-1R

c:TNF-a

d:IL-4

e:IL-10

f:-TGF-R1

Sekil 3.3. Makrofaj calismalarinda kullanilacak genlerin erime egrisi (igin, 2023)

Cizelge 3.6. RAW264.7 hiicre hattinda ¢aligilan genlerin primer dizileri

Genler Primerler bg
TNF-a FW: 5>-CAAGGGACAAGGCTGCCCCG-3’ 20
RV: 5’-GCAGGGGCTCTTGACGGCAG-3’ 20
TGF-BI FW: 5’-GTGTGGAGCAACATGTGGAACTCTA-3’ 25
RV: 5’-TTGGTTCAGCCACTGCCGTA-3’ 20
IL-1p FW: 5>-GCAACTGTTCCTGAACTC-3’ 18
RV: 5’-CTCGGAGCCTGTAGTGCA-3’ 18
-4 FW:5’-ACCACAGAGAGTGAGCTCGT-3’ 20
RV: 5’-AGGCATCGAAAAGCCCGAAA-3 20
IL-6 FW: 5>-GTACTCCAGAAGACCAGAGG-3’ 18
RV:5-TGCTGGTG ACAACCACGGCC-3 18
IL-10 FW: 5’-CCCTGGGTGAGAAGCTGAAG -3’ 20
RV:5-CACTGCCTTGCTCTTATTTTCACA -3’ 24
GAPDH FW: 5>-GACCCCTTCATTGACCTCAA-3’ 20
RV: 5’-CTTCTCCATGGTGGTGAAGA-3’ 20

Calisma boyunca kullanilan genlerin qPCR kosullari ¢izelge 3.7’ de gosterilmistir.
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Cizelge 3.7. Calisilan genlerin qRT PCR kosullart

Caligilan tiim genlerin ortak PCR safhalari ve déngiileri

1 dongii

95 °C’de 2 dk

40 dongii

5°C’de 5sn

72 °C’de 20 sn uzama
Caligmalarda kullanilan genler Baglanma §I1calfhklan
T = 40 déngii

L929 RAW264.7
COL1A1l
TGF-Bl 60 °C’de 20sn primer baglanmas: -
FN
IL-4 , .
- 60 *C’de 20sn primer baglanmasi

IL-10
INE-o, = 62 °C’de 20sn primer baglanmasi
IL-1p
IL-6 - 63 °C’de 20sn primer baglanmasi
DLK1 53 °C’de 30sn primer baglanmas1 -
FGF-2 64 °C’de 30sn primer baglanmasi -

3.3.3. Protein izolasyonu ve protein miktarinin belirlenmesi

Laboratuvarimizda protein izolasyonu i¢in Jiang ve meslektaglarinin (2016) caligmalar1 baz
alinarak bazi modifikasyonlarla gelistirilmis bir metot kullanilmistir. Burada hem anti-
inflamatuar hem pro-inflamatuar sitokinler protein diizeyinde incelenmistir. Hiicre kiiltiirii 6
kuyucuklu platelerde uygulama gruplariyla anti-inflamatuar proteinler i¢in 6 ve 18 saat pro-
inflamatuar sitokinler igin 6 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyona tabi tutulduktan
sonra kuyucuklar steril ependorflara toplanmistir. Ependorflar soguk santrifiijde 4 °C’de
2500 g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Hiicre peletine 250 pL soguk radyo-immiino
presipitasyon (Ripa) lizis buffer (89900-Thermo Fisher Scientific, ABD) ve proteaz
inhibitori kokteyl tableti (11 836 153 001-Roche, Almanya veya A32963- Thermo Fisher
Scientific, ABD) eklenmistir. Ependorflar 5’er dakika aralilarla soguk santrifiijde 4 °C ve
2500g ‘de santrifiijlenerek 30 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan ependorflar 4 °C ve
16000g ‘de 30 dk santrifiij edilmistir. Bu asamadan sonra silipernatantta bulunan berrak bolge
steril bir tiipe alinip protein saflig1 i¢in kantitatif analizler yapilmistir. Bu analizler Pierce
Bikionik asit (BCA) Protein Assay Kit (23228- Thermo Fisher Scientific, ABD) araciligiyla
tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda yapilmistir. Bu dogrultuda laboratuvarimizda daha

once bir protein standart egrisi olusturulmustur (Nigdelioglu Dolanbay. 2023). Izole edilen
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protein Epoch (Biyotek) mikroplaka okuyucu araciligiyla 562 nm optik yogunluk (OD)

degerleri alinarak standart ile kiyaslanarak saflik analizi yapilmistir.

3.3.4. Western blotlama

Calismada kullanilan western blot hibridizasyonu laboratuvarimizda kullanilan Trans-Blot
Turbo Transfer System (Bio-Rad, ABD) ile yapilmistir. Protein drneklerinin denatiirasyonu
icin protein 6rnekleri kuyu basina 10-30 pg olacak bi¢imde 1:1 hacim oraninda %5 f-
merkaptoetanol ile 2x yiikleme tamponu Laemmli Sample Bufferla (1610737-Bio-Rad,
ABD) muamele edilmis ve 90 °C’de 10 dk denatiire edilmistir (Jiang ve digerleri, 2016;
Linan-Rico ve digerleri, 2017; Maharjan, Serova ve Sabban, 2010; Tifoun ve digerleri,
2022).

Bu asamadan sonra proteinler 3 boyutlu yapilarini kaybedecegi icin poliakrilamit jel
tizerinde biiytikliiklerine gore yiiriime egilimindedir. Transfer-Blot System i¢in kullanilan
hazir bis-tris jel (MiniPROTEAN® TGX™ Precast Protein Gels, 10-well, 50 ul) (4561094-
Bio-Rad, ABD) sodyum-dodesil-siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) i¢in
dikey elektroforez tankina yerlestirilmistir. Dikey yiiriitme tanki 1 x Tris/Glycine/SDS
(1610732- Bio-Rad, ABD) yiiriitme tamponu ile doldurulmus ve protein 6rnekleri ile protein
marker’t jel kuyucuklarma yiiklenmistir. Calismalarda kullanilan marker olarak
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa (26619-Thermo Fisher
Scientific, ABD) kullanilmistir. Proteinlerin yiiriitme islemi 120 voltta 60 dk olarak (Mini
Trans-Blot®Cell-Bio-Rad, ABD) yapilmistir (Fedorenko ve digerleri, 2020; Mohammad ve
digerleri, 2021; Tifoun ve digerleri, 2022). Proteinler bu asamadan sonra ytriitiildiikleri
jelden polivinilidin floriir (PVDF) membrana transferi i¢in Trans-Blot Turbo RTA Mini 0,20
um PVDF Transfer kit (1704272-Bio-Rad, ABD) kullanilmistir. Ardindan Trans-Blot Turbo
Transfer System (1704150-81 Bio-Rad, ABD) kullanilarak proteinlerin jelden PVDF
membrana gecisi saglanmistir (Jiang ve digerleri, 2016; Liu ve digerleri, 2015; Wang ve
digerleri, 2017).

Transfer isleminden sonra bloklama asamasi gelmektedir. Polivinil flortir (PVVDF) membran
%S35’lik siit tozu ve %0,1’°lik tween-20 iceren 1x Tris-buffer tuzlu su (TBS) (1706435-Bio-
Rad, ABD) c¢ozeltisinden olusan bloklama c¢ozeltisinde 1 saat galkalayicida inkiibe
edilmistir. Ardindan, membran 5 mL %0,1’lik tween-20 iceren 1 x TBS ile 3 kez 5’er dk
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yikanmigtir (Mohammad ve digerleri, 2021). Hiicrede protein diizeyinde ifade edilmis
proteinlerin gdsterilmesi i¢in primer antikorlar 10 mL bloklama ¢dzeltisinde diliisyona tabi
tutulmustur. Bloklama ve yikama islemlerinden gecen PVDF membran hedef proteinin
primer antikoruna oda sicakligi kosullarinda 2 saat tabi tutulmustur. Ardindan, PVDF
membran 5 mL %0,1’lik tween-20 igeren 1x TBS yikama tamponuyla 3 kez 5’er dk
yikanmistir. Primer antikorda oldugu gibi sekonder antikorda 10 mL bloklama ¢6zeltisinde
tiretici talimatlarina gore seyreltilerek kullanilmistir. PVDF membran sekonder antikorla oda
sicaklig1 kosullarinda 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra tekrardan 5 mL %0,1’lik tween-
20 igeren 1x TBS yikama tamponuyla 3 kez 5’er dakika araliklarla yikanmistir (Coleman,
Kulp ve Venditti, 2015; Gaude ve digerleri, 2018; Mohammad ve digerleri, 2021).

Yikama siire¢lerinin ardindan PVDF membran 10 mL alkaline phosphatase (AP) Conjugate
Substrate kit (1706432-Bio-Rad, ABD) boyamasi kullanilarak 1 saat ¢alkalayicida muamele
edilmistir (Amanat ve digerleri, 2018). Boyamanin ardindan fazlaca boyanmis protein
goriintlistinlin giderilmesi i¢in10 mL steril distile su (dH20) i¢inde 10 dakikada 2 kez
yikanmistir. PVDF membran {izerindeki protein bantlar1 goriintiileme sisteminde (Gel
DocTM XR+Imaging System-Bio-Rad, ABD) goriintiilenmis ve protein bantlarinin analizi
image j programi aracihigiyla yapilmistir (Takalo ve digerleri, 2020). Incelenecek
proteinlerin primer ve sekonder antikorlar1 Cizelge 3.8’de verilmistir. Elde edilen sonuglarin

normalizasyonu i¢in GAPDH kullanilacaktir (Tian ve digerleri, 2021).

Cizelge 3.8. Calismada kullanilacak primer ve sekonder antikorlar. Antikorlarin tamami
tavsan orijinli olup Insan, Mouse ve Rat ¢alismalar1 igin uygun poliklonal

antikorlardir

Antikor ad1 Katalog numarasi Molei(liilljggglrhgl Uretici firma
GAPDH poliklonal primer antikor 10494-1-AP 36 Proteintech
IL-4 poliklonal primer antikor AF5142 30 Affinity
TGF- B1 poliklonal antikor E-AB-33090 44 Elabscience
IL-10 poliklonal primer antikor FNab04211 21 Finetest
IL-6 poliklonal primer antikor NB600-1131 24 Novusbio
Goat antl-rab_blt IgG (H+L) poliklonal $0003 i Affinity
sekonder antikor

3.4. istatistiksel Analiz

Calisma sonuglart SPSS 27.0 programu araciligiyla istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Uygulama gruplar ile referans grup arasindaki farklar ve verilerin anlamlilik diizeyleri
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(p<0,05) t testi ile belirlenmistir. MTT testinde elde edilen hiicre canlilig1 ortalamalar
arasindaki farklar Multivariate Anova Post Hoc Tukey HSD (p<0,05) ile belirlenmistir.
In-vitro yara analizi ¢alismasinda uygulama gruplari kontrol grubuna kiyasla yara kapanmasi
arasindaki farklar Multivariate Anova Dunnett (p<0,05) ile tespit edilmistir. gRT-PCR ve
western blotlama analizlerinde elde edilen ortalama ekspresyon diizeyleri arasindaki farklar
tek yonlii Anova Post Hoc Tukey HSD (p<0,05) ile belirlenmistir. Ayriyeten ¢aligsmalarda
uygulam gruplarinin korelasyon degerleri (r degeri) bivariate korelasyon hesabiyla

yapilmistir. Tlim analizler 3 kere tekrarlanmis ve ¢alisma 6rneklemleri (n=x) verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Lactoplantibacillus plantarum GD2 Susunun L-EPS Mikar1

Calismada kullanilan L.plantarum GD2 susundan {iretilen ardindan liyofilize hale
getirilmistir. Prof. Dr Belma ASLIM’1n danismanliginda yapilan bir tez ¢alismasinda bu L-
EPS’nin dl¢timleri fenol siilfiirik asit metoduyla yapilmig olup L-EPS miktarinin 398+4,4
mg/L oldugu tespit edilmistir (Demir, 2022).

4.2. Uygulama Gruplarinin Sitotoksisite Sonugclari

Calisma kapsaminda baglangic olarak etken maddelerin L929 ve RAW264.7 hiicre
hatlarindaki canliliga etkisi yiizde (%) olarak belirlenmistir. Kontrol grubu olarak her iki
hiicre hattinda da yalnizca DMEM uygulanmis gruplar secilmistir. Bu ¢alismada uygulama
gruplarinin sitotoksik olmayan konsantrasyon ve siirelerinin belirlenmesi amaglanmistir.
Degerlendirilen sonuglarin sitotoksisite degerleri ISO 10993-5 standartlarina gore
belirlenmistir. Bu durumda hiicre canliliginin %70’in altina diismesi uygulamanin sitotoksik

potansiyeli oldugunun gostergesidir (ISO, 2009).

Fibroblast hiicreleriyle yapilan ¢alismalarda uygulama gruplarindan alinan sonuglar Sekil
4.1°de verilmistir. Alinan sonuglar 15181inda B-glukan (10-15 pg/ml), L-EPS (1000 pg/ml) ve
iki biyopolimerin kombinasyonlar1 herhangi bir sitotoksisite sergilememistir. Uygulama
gruplarinin neredeyse tamamindan alinan sonuglar %70’in iizerinde oldugu i¢in ve alinan
sonuglar bu minvalde anlamli oldugu i¢in *(p<0,05) kullanilan biyopolimerler giivenli kabul
edilir (ISO, 2009). Buna gore uygulanan doz ve siirelerin L929 fibroblast hiicreleri igin
toksik olmadigi ve bu hiicrelerde kullanilan biyopolimerlerin giivenli kullaniminin miimkiin
olacag1 soylenebilir. En etkili sonuglar 10pg/ml B-glukan uygulamasinin 18 ve 24 saatlik
uygulamalarinda alinmigtir. Uygulama gruplar1 herhangi bir sitotoksisite gostermediginden
ve sonuglar birbirine yakin oldugundan in-vitro yara analizlerinde en etkili uygulamanin

belirlenmesi i¢in tiim uygulamalar tekrardan test edilmistir.
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L929 Hiicre Hattinda Canhhk
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Kontrol a b C d e
Uygulama gruplan a-10pg/mi B-giukan
b:15pg/ml B-glukan
c:1000pg/ml L-EPS
d:10pg/ml B-glukan+1000pg/ml L-EPS
DO18.saat W 24.saat e:15pg/ml B-glukan+1000pg/ml L-EPS

Sekil 4.1. 1.929 hiicre hattinda yilizde canlilik. Yapilan analizde n=5’tir ve Yiizde (%)
Canlilik = standart sapma (SS) hata ¢ubuklartyla verilmistir *(p<0,05)

Uygulama gruplarinin RAW264.7 hiicre hattinda sitotoksisitesinin belirlenmesi i¢in iki
farkli deney modeli kurgulanmustir. ilk modelde uygulama gruplari direkt hiicrelere
uygulanmis herhangi bir inflamasyon aktivasyonu yapilmanmustir. Ikinci modelde ise

hiicreler uygulama gruplariyla muamele edilmeden 6nce LPS (1pg/ml) ile aktive edilmistir.

RAW264.7 hiicre hattinda yapilan ilk deney modelinde, LPS indiiklemesi olmadan
uygulama gruplart ¢alisilmistir ve alinan sonuglar Sekil 4.2°de verilmistir. Bu deney
modelindeki sonuglar goz Oniine alindifinda uygulama gruplarinda artan EPS
konsantrasyonlar1 (r=-0,86) hiicre canliligini olumsuz etkilemektedir. Hiicre canliliginin
korundugu en etkili sonuglar sadece B-glukan (10-15pg/ml) uygulamalariin oldugu
sonuclardir ve sonuglar istatistiksel olarak (p<0,05) anlamlidir. L-EPS uygulamasinin dahil
oldugu deney gruplar1 herhangi bir sitotoksisite gostermese de sitotoksik olma potansiyeli

smirma yakindir (ISO, 2009).
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RAW 264.7 Hiicre Hattinda Canlilik
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ave b:10-15 pg/ml R-glukan
c ve d:500-1000 pg/ml L-EPS
e ve f:10pg/ml R-glukan+500-1000 pg/ml L-EPS
g ve h:15pug/ml B-glukan+500-1000 pg/ml L-EPS

Uygulama Gruplan

O18.Saat W 24.Saat

Sekil 4.2. RAW264.7 hiicre hattinda LPS etkisi olmadan yiizde canlilik. Yapilan analizde
n=5"tir ve Yiizde (%) Canlilik + standart sapma (SS) hata ¢ubuklariyla verilmistir
*(p<0,05)

Ikinci deney modeli pro-inflamatuar etkinin ¢alisilacagi model oldugu icin uygulama
gruplarmin LPS (1pg/ml) indiiklemesi ile inflamatuar fenotip aktif hale getirilmistir.
Hiicreler aktiflestirildikten sonra uygulama gruplarimin cesitli doz ve siireleri hiicre
canliligia etkisine bakilmistir. Yapilan ¢alismanin sonuglart Sekil 4.3’te verilmistir. En
etkili sonuglar 18.saatte 10pg/ml ve 15ug/ml B-glukan uygulamalarindan;24.saatte ise tek
basina 10pg/ml B-glukan uygulamasi ve onun 500 pg/ml L-EPS kombinasyonundan
almmustir. Yapilan ¢aligmalar B-glukan uygulamasinin LPS’nin toksik etkisini giderdigini ve
hiicre canliligini arttirdigin1 ortaya koymaktadir ve bu baglamda alinan sonug (p<0,05)
anlamlidir. Buna ragmen 24.saatte B-glukan uygulamalari hiicre canlilif1 tizerinde toksik
potansiyele sahiptir ama bu LPS indiiklenmesinden kaynaklanmaktadir. Uygulamalara
belirtilen konsantrasyonlarda (500-1000pg/ml) L-EPS’nin dahil olmasiyla hiicre
canliliklarinin ciddi anlamda diistiigli ve sitotoksik etkinin ¢ok yiiksek seviyelere kadar
vardig1 goriilmektedir. Uygulamalarda bulunan L-EPS’nin artan konsantrasyonu (r=-0,66)
ve muamele siireleri (r=-0,45) hiicre canliligin1 olumsuz etkilemektedir. Tiim sitotoksisite

analizleri g6z Oniine alindiginda ozellikle calistigimiz konsantrasyonlardaki L-EPS
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konsantrasyonlarinin RAW-264.7 makrofaj hiicreleri i¢in giivenli olmadig1 ve sitotoksik

potansiyelinin oldugunu gostermektedir.

Aktiflestirilmis RAW 264.7 Hiicre Hattinda Canlilik

Yiizde [%4) Canhilik

Kontrol LPS a b C d = f E h

a ve b:10-15pg/ml B-glukan
Uygulama gruplan ¢ ve d:500-1000pg/ml L-EPS
e ve f:10pg/ml B-glukan+500-1000pg/ml L-EPS
g ve h:15pg/ml B-glukan+500-1000pg/ml L-EPS

O18.5aat W 24 . 5a3at

Sekil 4.3. RAW264.7 hiicre hattinda LPS etkisinde ylizde canlilik. Yapilan analizde n=5tir
ve Yiizde (%) Canlilik + standart sapma (SS) hata cubuklariyla verilmistir
*(p<0,05)

4.3. Uygulama Gruplarmm L929 Hiicre Hattinda in-Vitro Yara Modeli Kapatma
Sonuclan

Yara iyilesmesi siireclerinde, inflamasyon ve doku yenilenmesinde gorev alacak hedef
hiicrelerin gorev yerine zamaninda gelmesi saglikli bir yara iyilesmesi i¢in 6nemli bir
faktordiir. Hedef hiicrelere bu dogrultuda sinyal gonderen kemokinler hiicre gogiini
uyarmaktadir. Kurgulanan deney modelinde amag, kullanilan biyopolimerlerin kemokinlere
yardimci olabilme potansiyelini hiicre gocili araciligtyla dlgmektir. MTT sonuglarina gore
secilen B-glukan uygulamasi iki farkli deneyle uygulanmistir. Birinci deneyde 10pg/ml B-
glukan+1000ug/ml EPS kombinasyonu; ikinci deneyde ise 15ug/ml B-glukan+1000pg/ml
EPS kombinasyonu ¢alisilmistir. Alinan sonuglarin yara kapatma goriintiileri Resim 4.1

(10png/ml B-glukan) ve Resim 4.2°de (15png/ml B-glukan), deneylerin istatistik analizleri ise
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sirastyla Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te verilmistir. Birinci deneyde tiim uygulama gruplar1 yara

kapatmada olumlu etki (r=0,86) saglamistir.

0.Saat 18.Saat 24.Saat

Kontrol

b)

c)

Resim 4.1. In-vitro yara modeli kapatma gériintiileri. Kontrol: DMEM igeren kontrol grubu,
a) 10pg/ml B-glukan konsantrasyonu b) 1000ug/ml EPS konsantrasyonu ve c)
10pg/ml B-glukan+1000ug/ml EPS konsantrasyonu
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L929 Hiicre Hattinda Yara Yara Kapatma Verimliligi
Kapatma 30
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b:1000pg/ml L-EPS
018.5aat W24 Saat c:10pg/ml B-glukan+1000pg/ ml L-EPS

Sekil 4.4. L929 hiicre hattinda yara kapatmasinin analizleri. Kapatmalar yiizde (%) kapatma
+SS hata gubuklartyla verilmistir ve n=8’dir *(p<0,05)

Birinci deney modeli kapsaminda aldigimiz sonuglara gore 10pg/ml B-glukan, 1000pg/ml
L-EPS ve 10pg/ml B-glukan+1000pg/ml L-EPS kombinasyonlari olumlu sonuglar vermistir
ve alinan tim sonuglar bu dogrultuda (p<0,05) anlamlidir. Tiim uygulama gruplarinin
kontrole kiyasla yara kapma oranlar1 % 68-79 ve yara kapatma verimliligi % 11-25 arasinda
degismektedir. Aldigimiz en etkili sonu¢ hem 18.saatler hem de 24. saatler i¢in 10pg/ml B-

glukan+1000pg/ml EPS kombinasyonu uygulamasinda gézlemlenmistir
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0. Saat 18.Saat 24.Saat

Kontrol

b)

Resim 4.2. In-vitro yara modelinde yara kapatma goriintiileri. Kontrol: DMEM igeren
kontrol grubu, a) 15pg/ml B-glukan konsantrasyonu b) 1000ug/ml EPS
konsantrasyonu ve c) 15ug/ml B-glukan+1000ug/ml EPS konsantrasyonu

Yapilan ikinci deneyde alinan sonuglar degerlendirildiginde benzer sonuglar bu deney icinde
gegerlidir. Yapilan calismada kullanilan tiim uygulama gruplar1 yara kapatmada ilk
deneydeki kadar olmasa da olumlu etki (r=0,47) saglamistir. ikinci deney modeli
kapsaminda aldigimiz sonuglara gore 15ug/ml B-glukan, 1000pg/ml L-EPS ve 15pg/ml B-
glukan+1000pg/ml L-EPS kombinasyonlart olumlu sonuglar vermistir ve alinan tiim
sonuclar bu dogrultuda (p<0,05) anlamlidir. En etkili sonuglar yine kombinasyon grubu
uygulamasinda 15ug/ml B-glukan+1000pg/ml EPS uygulama grubuyla alinmistir. Alinan
sonuclar kapsaminda kontrole kiyasla uygulama gruplarinin yara kapatmalar1 % 68-74 ve

verimlilikleri % 4-15 araligindadir.
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L929 Hiicre Hattinda Yiizde Yara Yara Kapatma Verimliligi
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Sekil 4.5. L929 hiicre hattinda yara kapatmasinin analizleri. Kapatmalar yiizde (%) kapatma
+SS hata ¢ubuklariyla verilmistir ve n=8’dir *(p<0,05)

Her iki calisma kiyaslandiginda 10pg/ml B-glukan grubu ve kombinasyonlari hem 18 hem
24 saatlerde etkinligini korumaktadir. 15pg/ml B-glukan grubu ve kombinasyonlari 24.saatte
yine iyi sonuglar alinsa da 18. Saate gore azalan hiicre gocii sergilemistir. 10pg/ml B-glukan
grubu ve kombinasyonlari hem 18 hem 24.saatte hiicre gogii etkinligini arttirarak korudugu

icin sonraki ekspresyon ¢alismalari i¢in secilmistir.
4.4, Uygulama Gruplarmin L929 Hiicre Hattinda Genlerin Gen ifadesi Sonuclar:

Calisilan uygulama gruplarinin 1929 hiicre hattindaki gen ifadesine etkisi belirlenmistir.
Uygulama gruplarmin gen ifadesine etkisi L929 hiicrelerinde doniistiiriicii biiytime faktorii
(TGF- B1), kollajen (COL1A1), fibronektin (FN), fibroblast biiyiime faktorii (FGF-2) ve
Delta benzeri homolog-1 (DLK1) genleri araciligiyla belirlenmistir. COL1A1, FN ve TGF-
31 genleri araciligiyla uygulama gruplarinin ECM olusumu tizerindeki etkisini gézlemlemek
amaclanmistir. DLK1 ve FGF-2 genleri araciligiyla uygulama gruplarinin proliferasyonun
uyartlmast ve doku tabakalagmasinin tetiklenmesindeki etkisinin  belirlenmesi

amaclanmistir. Alinan sonuglar Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. 1.929 hiicre hattinda uygulamalarin etkisinde gen ifadeleri. Gen ifadesinin katlart
+SS hata gubuklartyla verilmistir ve n=3’tiir *(p<0,05)

B-glukan, L-EPS ve iki biyopolimerin kombinasyonlarinin TGF-B1, COL1A1, FN, FGF-2
ve DLK1 gen ifadelerinde etkili oldugu ancak bu etkinin uygulama gruplar1 ve inkiibasyon
suirelerine gore farklilik gosterdigi gozlemlenmistir. Calisilan tiim genlerde tek basina B-
glukan ve B-glukan/L-EPS kombinasyonu 6ne ¢ikmistir. Alinan en etkili sonuglar 18.saate
10pg/ml B-glukan grubunda TGF-81 (3,2 kat), COL1AT1 (3,2 kat), FN (1,9 kat) ve DLK1
(2,7 kat) genlerinde gézlemlenmistir. 24 saatlik inkiibasyonlarda ise alinan en etkili sonuglar
B-glukan/L-EPS kombinasyonu grubunda TGF-81 (2,2 kat), COL1A1 (2,9 kat), FN (2,1 kat)
ve DLK1 (3,3 kat) genlerinde gézlemlenmistir. Ozellikle 18 saatlik inkiibasyonlardan alian
sonuglar incelendiginde FGF-2 ve DLKI1 genlerinde kombinasyon grubunun etkinligi
yiksek oranda B-glukandan kaynaklanmaktadir. Bu sonuclar baglaminda B-glukan/L-EPS
kombinasyonu yarada TGF yolagi ve notch sinyal yolagi araciligiyla ECM olusumu,

proliferasyon ve doku farklilagmasi siireclerine olumlu etki edebilecegi diisiiniilmektedir.
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4.5. Uygulama Gruplarmmm RAW264.7 Hiicre Hattinda Gen Ifadesi Sonuclar

Calismanin amaci uygulama gruplarinin pro-inflamatuar sitokinlere ve anti-inflamatuar
sitokinlere gen diizeyinde etkisini ortaya g¢ikarmaktir. Yapilan ilk deneylerde uygulama
gruplarinin pro-inflamatuar sitokinler tizerindeki etkisine bakilmistir. Bu sitokinler yarada
inflamatuar cevabu {iretip bagisiklik hiicrelerini harekete gegiren sitokinlerdir. {lkin deneyler
icin secilen EPS uygulamasi1 1929 hiicre hattinda olumlu sonug gozlemlense bile RAW264.7
hiicre hattinda olumsuz sonuglar vermistir. Ayriyeten pro-inflamatuar genlerle yapilan
caligmalarda uygulama gruplarinin 18 saatlik inkiibasyonlar1 anlamsiz sonuglar verdiginden
inkiibasyon siiresi 6 saate diisiiriilmiistiir. On denemelerde alian sonuglarda 1000pg/ml EPS
grubu pro-inflamatuar fenotipte bir inhibisyon gostermedigi i¢in L-EPS miktar1 500pg/ml’
ye diistiriilmiistiir. 500pug/ml EPS grubu pro-inflamatuar sitokinler kapsaminda istenilen

inhibisyonu yine de saglamamastir.

En etkili sonuglar 6.saate 10pg/ml B-glukan grubunda TNF-a (2,2 kat diistis), IL-18 (1,4 kat
diisiis) ve IL-6 (1,3 kat diisiis) gen ifadelerinde gozlemlenmistir. Bu minvalde pro-
inflamatuar fenotipte alinan sonuglar B-glukanin inflamasyonu baskilayarak hiicre canliligini
arttirdigin1  (bkz. Sekil 4.3) mtt analizlerinde gostermektedir. Calisilan L-EPS ve
kombinasyonda anlamli sonuglar alinamadigr gibi uygulamalar inflamatuar etkiyi
arttirmigtir. Bu durum uygulama grubundaki L-EPS varligindan kaynaklanmaktadir.
Ayriyeten alinan sonuglar anlamli olmadig: i¢in asagida verilmemistir. Deney kapsaminda
alman sonuglar Sekil 4.7°de verilmistir. L-EPS uygulamasinin dahil oldugu deney
gruplarindan elde edilen pro-inflamatuar gen ifadesi sonucglari, MTT analizlerinde

sitotoksisitenin (bkz. Sekil 4.3) asirt inflamasyon kaynakli olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.7. RAW264.7 hiicre hattinda uygulamalarin etkisinde pro-inflamatuar (TNF-a, IL-
1B ve IL-6) gen ifadeleri. Gen ifadesinin katlar1 = SS hata ¢ubuklariyla verilmistir
n=3

Pro-inflamatuar fenotipin baskilanmasi hem inflamatuar fazin acisinin hafiflemesi hem de
yaranin inflamasyon fazindan ¢ikmasi i¢in Onemlidir. Almman gen ifadesi sonuglari
kapsaminda 10pg/ml B-glukan uygulama grubu pro-inflamatuar fenotipi baskilama

anlaminda etkili olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.8. RAW264.7 hiicre hattinda uygulamalarin etkisinde anti-inflamatuar gen ifadeleri.
Gen ifadesi katlarinin ortalamasi = SS hata ¢ubuklartyla verilmistir. n=3’tiir

Yarada {iretilen anti-inflamatuar sitokinler inflamatuar fazin sontimlenmesine yol agarak
iyilesme siirelerini baslatir. ikinci deney modelinde LPS indiiklemesi olmadan, uygulama
gruplarinin anti-inflamatuar fenotipe etkisini gozlemlemek i¢in anti-inflamatuar gen
ifadeleri incelenmistir. Bu deney kapsaminda istenilen olumlu sonug, yara iyilesmesinin
rejeneratif siireglerini tetikleyici ve inflamatuar fazi baskilayici1 genlerin gen ifadelerinde
artis olmasidir. Uygulama gruplar1 6nce 18 saatlik uygulamalarla yapilmis ve istenilen

sonular TGF-B (tiim uygulamalar) ve IL-4’in (B-glukan grubu) gen ifadeleri disinda
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alinamamuistir. Yapilan sonraki ¢alismalarda deney gruplar pro-inflamatuar ¢aligmalarda iyi
sonuclar veren 6 saatlik inkiibasyon stiresiyle yapilmistir. Deney sonuclar1 Sekil 4.8’de

verilmistir.

Bu sonuglar kapsaminda anti-inflamatuar tiim genlerde uygulama gruplar1 oldukca etkili
sonuclar vermistir ve sonuglar bu dogrultuda (p<0,05) anlamlidir. En etkili sonuglar IL-4 ve
IL10 genlerinde tiim uygulama gruplarindan alinirken; TGF-B1 geninde EPS ve
kombinasyon gruplarinda etkili sonuglar alinmistir. Alinan sonuglar géz 6niine alindiginda
6.saatte TGF- B1 geni i¢in uygulamalar ile gen ifadesi artis1 arasinda dogrudan (r=0,77) iliski
vardir. Uygulama gruplarinin artan inkiibasyon siireleri gen ifadesindeki artis1 az da olsa (r=-
0,34) olumsuz etkilemektedir. Uygulama gruplar1 IL-4 ve IL10 genlerinde 6.saatteki gen
ifadesi artislartyla dogrudan iligkiliyken (r ortama 0,7) artan inkiibasyon siireleri gen

ifadesindeki artis1 olumsuz (r ortalama -0,75) etkilemektedir.

Bu sonuglar dogrultusunda uygulama gruplarinin yara iyilesmesinde inflamatuar fazi
bitirmede -6zellikle TGF- 81 ve IL-10 genlerindeki yukar1 yondeki regiilasyon sayesinde-
etkili olacag: diislinilmektedir. Ayrica hem fibroblastlarda hem de makrofajlarda TGF- 31
rejeneratif siliregleri baslatmada 6nemli sitokinlerdir. Ancak uygulamalarin inkiibasyon

stiresi arttikca etkinligi de azalmaktadir.

4.6. Uygulama Gruplarmin RAW264.7 Hiicre Hattinda Protein ifadesinin Sonuclari

Gen analizlerinde alinan pozitif sonuglarin sinanmasi i¢in ayrica inflamatuar genler protein
diizeyinde calisilmistir. Alinan gen ifadesindeki artislarin protein diizeyine ne kadar
yansidiginin  gozlemlenmesi amaglanmistir. Yapilan c¢alismalar kapsaminda sonug

aliamayan proteinlerin analizi yapilamamaistir.

Pro-inflamatuar sitokinlerin ¢alisildigi uygulamada yalnizca 10pg/ml B-glukan grubu 6
saatlik inkiibasyonla calisilmistir. Deneyde alinan sonuglarin membran goriintiisii ve sonug
grafikleri sekil 4.9°da beraberce verilmistir. Bu sonuglar kapsaminda IL-6 herhangi bir sonug
vermemistir. Bu durumun antikordan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Zaman ve kaynak
sinirliliklarindan dolayr IL-6 antikoru igin tekrar ¢aligmasi yapilamamistir. Ayrica deney
genelinde LPS grubu kontrol grubuyla ayni ifade diizeyinde i¢in bir inflamasyon modelinin

protein ifadesi diizeyinde olusturulabildiginden s6z edilemeyebilir. Yine de TNF-a
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sitokininde gen ifadesinde gdzlemlenen inhibisyon protein ifadesinde de gézlemlenmistir.
Bu durum 10pg/ml B-glukan uygulama grubunun asirt inflamatuar etkiyi baskilayabilecegini

diistindiirmektedir.
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Sekil 4.9. Pro-inflamatuar sitokinlerde western blot sonuglari

Yapilan sonraki deneylerde anti-inflamatuar sitokinlerde 6 saatlik ve 18 saatlik
inkiibasyonlarda uygulama gruplarinin protein ifadesine etkisi bakilmistir. Burada amag gen
ifadesinde aldigimiz olumlu sonuglarin protein diizeyinde gozlemlenip gézlemlenmedigini
tayin etmektir. Uygulama gruplarinin 6 saatlik inkiibasyonu sonucunda alinan sonuglar
membran goriintiileriyle beraber Sekil 4.10°da verilmistir. Bu sonuclar kapsaminda
uygulama gruplarinin 6 saatlik inkiibasyonlar1 1L-4 (6zellikle EPS) ve IL-10 (6zellikle
kombinasyon) sitokinlerinde olduk¢a olumlu sonuglar vermistir. IL-10 inflamatuar fazin
bitmesi ve rejeneratif siireglerin baslamas1 hususunda oldukg¢a 6nemli bir sitokindir. Bundan
dolay1 uygulama gruplarinin en etkili sonucu IL-10 sitokininde vermesi bu gruplarin

inflamatuar fazi1 sonlandirmada etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.10. Anti-Inflamatuar sitokinlerde 6 saatlik inkiibasyonun western blot sonuglari

Sonraki bagka bir ¢alismada uygulama gruplar1 aym sitokinlerle 18 saatlik inkiibasyonla
caligilmistir. Alinan sonuglar membran goriintiisii ve grafik sonuclar1 olarak Sekil 4.11°de
verilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda TGF-B1 geninin ifade diizeyinde saglanan artis
protein diizeyinde gozlemlenmezken IL-4 geninde saglanan gen ifadesi artis1 protein
diizeyine yansimistir. En etkili sonug ise 18.saatte IL-4 proteininde EPS uygulama grubunda
alimmustir. IL-10 i¢in 6.saatte alinan olumlu sonuglara ragmen 18.saatte sonug alinamamaistir.
Tip-2 immiin yanitin 6nemli parcalarindan olan IL-4 rejeneratif siireclerin baslamasi i¢in
onemli bir sitokindir. Bundan dolay1 uygulama gruplarinin yaraya inflamasyon siirecinden

cikartip rejeneratif siireglere baglamasinda yardimci olabilecegi diisiilmektedir.
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5. TARTISMA

Mikrobiyal kaynakli olan EPS ve B-glukanlar literatiirde farkli biyolojik aktivitelere sahip
ozellikle immiin diizenleyici mekanizmalar tiizerinde etkisi olabilecegi gosterilen
biyopolimerdir (He ve digerleri, 2019; Chaichian ve digerleri, 2020; Li ve digerleri, 2023).
Polisakkaritlerdeki mannoz, glukoz, galaktoz ve arabinoz kalintilarinin immiin modiilator
etkiye katkida bulundugunu gosteren caligsmalar bulunmaktadir (Tian ve digerleri, 2021;
Figueiredo ve digerleri, 2012). Mannozun Th1 hiicrelerini ve Th2 hiicrelerini baskilamanin
yani sira inflamatuar makrofajlar1 da baskiladig1 bildirilmistir (Torretta ve digerleri, 2020).
Torretta ve arastirma grubu mannozun IL-1B {iretimini sinirlayabildigini ve in vitro
caligmalarda LPS kaynakli makrofajlarin aktivasyonunu baskilayabildigini gostermislerdir
(Torretta ve digerleri, 2020). Yiiksek lisans galigmasinda kullanilan GD2 susundan elde
edilen L-EPS’nin karakterizasyonu Prof. Dr Belma ASLIM 1n yiiriitliciiliigiinde tamamlanan
TUBITAK projesi ve damsmanhiginda tamamlanan doktora tezi calismasinda
gerceklestirilmistir. GD2 susundan elde edilen L-EPS’nin igerik olarak mannoz (%71,03),
glukoz (%25,97), arabinoz (%2,73) ve n-asetil glukozamin (%0,27) iceren bir
heteropolisakkarit oldugu bilinmektedir (Tukenmez ve digerleri, 2019). Hiicrelerde bulunan
mannoz reseptorleri, agirlikli olarak makrofajlar, olgunlagmamis dendritik hiicreler ve
endotelyal hiicreler lizerinde eksprese edilen reseptorlerdir. Bu reseptorler patojenleri segici
olarak baglayan ve hiicre i¢ine alinimini saglayan bir model tanima reseptorii olarak gorev
yapar. IL-4 ve IL 10 sitokinlerinden kaynakli sinyallere bagli olarak mannoz reseptorlerinin
ekspresyon seviyeleri artis gosterdigi bildirilmistir (Paurevi¢ ve digerleri, 2024). Anti-
inflamatuar fenotipte alinan gen ifadesi sonuglari tiim uygulama gruplarinda IL-4 ve IL-10
genlerinin ifadesini oldukca arttirmistir. Bu durum IL-4 ve IL-10 sinyallemesi araciligiyla
hiicrelerdeki mannoz reseptdrlerinin ifadesinin artmasina sebep olabilir. Bu baglamda EPS
biyopolimeri hem IL-4 ve IL-10 sitokinlerinin ekspresyonlarini arttirarak hem de bu
ekspresyonlarla tetiklenBoylece EPS igerisinde bulunan yogun mannoz miktarinin mannoz

reseptorlerini aktive ederek immiin modiilator etkiye katkida bulunacagi diistiniilmektedir.

Yalnizca glikoz kalintilarini igeren B-glukanlar, mayalarda ve filamentli mantarlarda bulunan
EPS'lerden biridir ve bunlarin bagisiklik sistemindeki immiin sistemi uyarict ve immiin
modiilatér potansiyelleri yogun bir sekilde incelenmistir (Hamidi ve digerleri, 2023; Rahar
ve digerleri, 2011; Chaichian ve digerleri, 2020; Li ve digerleri, 2023). Kanseri 6nlemek ve

tedavi etmek, kolesterolii diisiirmek, diyabeti 6nlemek ve bagisiklik sistemi fonksiyonunu
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arttirmak i¢in bitkisel ila¢ olarak alinirlar (Rahar ve digerleri, 2011). B-glukanlar hem dogal
hem de kazanilmis bagisiklik iizerinde etkili olan immiin modiilatérlerdir. Dogustan gelen
bagisiklik sisteminin istilaci bir patojeni hizli bir sekilde tanima ve ona yanit verme yetenegi,
enfeksiyonu kontrol etmek i¢in gereklidir. $-1,3 ve B-1,6 glukanlar1 baglayan tip II
transmembran protein reseptdrii olan dektin-1, dogustan gelen bagisiklik tepkisini
baslatabilir ve diizenleyebilir (Sun ve Zhao, 2007). Dektin-1 aktivasyonu, niikleer faktor
kappa B (NF-kB), kaspaz-alimi1 domaini 9 (CARD?9) ve aktive edilmis T hiicrelerinin niikleer
faktorii (NFATC) araciligiyla IL-12, IL-6, TNF-a ve IL-10 dahil olmak fizere cesitli
sitokinlerin salinmasina yol agar. Makrofajlar iizerinde B-glukanlarin opsonik olmayan
taninmasinda Dektin-1 ile is birli§i yapan 6nemli mannoz reseptorleri vardir (Taylor ve
digerleri, 2004). Bu durumda B-glukanlarin, mannoz reseptorlerinin ve dektin 1
reseptorlerinin aktivasyonu yoluyla immiin modiilator siireclere katkida bulunacagi
diisiiniilmektedir. Anti-inflamatuar ve pro-inflamatuar gen ifadelerinden alinan sonuglar géz
oniline alindiginda, B-glukanlarin asir1 inflamasyonu baskiladig1 ve iyilestirme siireclerini

anti-inflamatuar aracilifiyla baslattig1 diisiiniilmektedir.

MTT analiziyle belirlenen uygulama gruplarinin sitotoksisitesi ISO 10993-5 standartlarina
gore: hiicre canlilig1 70’in altindaysa ise sitotoksisite potansiyeli gosteriyor demektir (ISO,
2009). Belirlenen uygulama gruplarmin sitotoksisite analiz sonuglarina bakildiginda (bkz.
Sekil 4.1, sekil 4.2, ve Sekil 4.3) her iki biyopolimerde fibroblast hiicrelerinde (bkz. Sekil
4.1) herhangi bir sitotoksisite gostermemektedir. Dahas1 264.7 RAW makrofaj
hiicrelerindeki canliliklar incelendiginde (bkz. Sekil 4.2) L-EPS uygulamasinin dahil oldugu
gruplar B-glukana gore daha diisiik canlilik oranlar1 vermektedir. Kombinasyonlar da dahil
olmak iizere L-EPS uygulamasinin dahil oldugu deney gruplar1 ISO 10993-5 standartlarina
gore sitotoksik etki potansiyeli gostermistir. L-EPS’nin bu hiicreler iizerindeki sitotoksik
potansiyelinin LPS ile aktiflestirilmis makrofaj hiicrelerinde daha fazla (bkz. Sekil 4.3) hiicre
Oliimiine sebep oldugu gozlemlenmistir. Aktiflestirilmis makrofaj hiicreleriyle yapilan
caligmalar ayriyeten B-glukanin tek basina uygulamalarinin sitotoksisiteyi giderdigini ve

hiicre canliligin arttirdigini géstermektedir.

Hiicrelerin gbciiniin aktiflestirilip hizli bir sekilde yara bolgesine gelmesi saglikli ve hizli bir
yara iyilesmesi i¢in cok onemlidir. L929 fibroblast hiicre hattiyla yapilan yara izi modelinde
uygulama gruplarinin tamami yara kapatmaya katkida bulunmustur. Uygulamalar

kapsaminda her iki biyopolimerin kombinasyonlarimin daha etkili sonu¢lar verdigi (bkz.
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Sekil 4.4 ve Sekil 4.5) gozlemlenmistir. Bu durum EPS’lerin ve B-glukanlarin yara
kapanmasini indiikklemede ve hiicre gociinli arttirmada sinerjistik etkisinin olabilecegini
gostermektedir. Ayriyeten literatiirde calisilan ¢esitli EPS’lerin ve B-glukanlarin in-vitro ve
in-vivo yara kapanmasinda oldukea etkili oldugu farkli calismalarca gosterilmistir (Alvarez
ve digerleri, 2021; Sahana ve Rekha, 2020; Hamidi ve digerleri, 2023; Trabelsi ve digerleri,
2017; Dos Santos Voloski ve digerleri, 2019). Bu durum L-EPS ve p-glukan
kombinasyonundan gelistirilebilecek bir yara bakimi stratejisinin yara kapatma ve hiicre

gbelinii hizlandirma konusunda etkili olabilecegini diistindlirmektedir.

Kollajen, insan ve memelilerin ECM’sinde oldukg¢a bol bulunan bir proteindir ve viicudun
yapisal biitiinliigiiniin korunmasinda kritik bir rol oynar. Tip I kollajen en yaygin kollajen
tirtidiir ve cesitli dokularin yapisal biitiinliigli icin gereklidir (Selvaraj, Sekaran,
Dhanasekaran ve Warrier, 2024). TGF-f3 ve PDGF gibi biiyiime faktorleri, fibroblastlari, yara
kapanmasint kolaylagtiran kasilma kuvvetleri iireten miyofibroblastlara doniistiiren
fenotipik degisiklikleri baglatmaktadir (Davison-Kotler, Marshall ve Garcia-Gareta, 2019).
Miyofibroblastlar, yara dokusunda kollajen/ECM firetip organize ederek yara iyilesmesinin
ve hasarli dokularin onarilmasini saglar. Ayriyeten miyofibroblastlarin sentezledigi matriks
metaloproteinaz inhibitorleri ECM’nin korunumunda rol alir. Fibronektin, diger bircok ECM
proteininin yani sira kiiciik molekiiller, biiytime faktorleri, glikozaminoglikanlar, hiicre
ylzeyi reseptorleri ve diger fibronektin molekiilleri ile etkilesime girerek ECM’nin
kohezyonunu saglamaktadir (Dalton ve Lemmon, 2021). FGF’ler giiclii anjiyogenez
faktorlerdir, fibroblastlarin anjiyogenezini ve ¢ogalmasini uyararak graniilasyon dokusunu
olusturur. FGF'ler temel olarak hiicre yiizeyindeki tirozin kinaz reseptorlerini/fibroblast
bliyiime faktorii reseptorlerini (FGFR'ler) baglayarak -aktive ederek- cesitli hiicre ici
tepkileri diizenler. Bu proteinler TGF-3 ve niikleer antijen ¢ogalan proteinin (PCNA)
ekspresyonunu  giiclendirebilir, bdylece yara iyilesmesinin rejeneratif profilini
giiclendirebilir (Xie ve digerleri, 2011). DLK1 ¢oklu farklilagsma siireclerini diizenler, yapisal
olarak noth ligandlaria benzer ve kanonik olmayan bir ligand olarak kabul edilir. DLK1'in
adipogenez, kas ve noronal farklilasma, kemik farklilasmas1 ve hematopoez dahil cesitli
farklilagsma siireclerini etkiledigi agiklanmistir. Notch sinyal yolu, dogum 6ncesi ve sonrast
anjiyogenezi kontrol ettigi i¢in vaskiiler gelisim icin gereklidir (Rodriguez ve digerleri,
2012). L929 fibroblast hiicre hattiyla yapilan gen ifadesi (bkz. Sekil 4.6) calismalarinda
TGF-B1, FN, COL1A1, FGF-2 ve DLK-1 genleri ¢alisilmistir. Bu c¢alismalardan alinan
sonuclara bakildiginda tek basina B-glukan ve kombinasyon uygulamalar1 ECM birikimiyle
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ilgili siiregleri kontrol eden genlerde (TGF-B1, COL1Al ve FN) gen ifadesi artis
gostermektedir. Fibroblastlarda TGF-B/Smad sinyal yolagi skar olusumu ve fibrozisle
iligkilidir. Bu yolak fibroblastlarin miyofibroblastlara donlismesine, hiicre dis1 matriks
birikimine, yara kontraksiyonuna ve skar olusumuna aracilik eder (Penn, Grobbelaar ve
Rolfe, 2021). TGFB1 geninin diisiik ekspresyonlar1 hipertrofik skarlagma ve keloid olusumu
gibi fibroproliferatif bozukluklarla iligkilendirilmistir (Penn ve digerleri, 2021). Bu agidan
B-glukan uygulamasi TGF-B1 gen ekspresyonunda sagladigi artis nedeniyle bu tip

bozukluklar i¢in etkili bir strateji olabilir.

DLK ve FGF-2 genlerinden alinan ekspresyon sonuglarina gére kombinasyon uygulamasi
gen ekspresyonunun artisinda olduk¢a etkili olmustur. Bu durum [-glukan/L-EPS
kombinasyonunun, notch sinyallemesi ve FGF/FGFR yolagi lizerinden anjiyogenezi olumlu
etkileyebilecegini diislindiirmektedir. FGF-2 geninin ekspresyonunda alinan sonuglar
kombinasyon uygulamasinin fibroblastlarin cogalmasini, kollajen birikimini ve graniilasyon
dokusunun olugsumunu olumlu etkileyebilecegini gostermektedir (Enoch ve digerleri, 2006).
Ayrica cesitli calismalarda, FGF'nin hipertrofik skar tedavisinde olumlu etki yaparak skar
olusumunu azalttig1 6ne siirtilmiistiir. (Shi ve digerleri, 2013). Bu gende B-glukan/L-EPS
kombinasyonunda gozlemlenen gen ifadesi artisi, bu uygulamanin bu tip bozukluklarda ve
skars1z 1yilesme i¢in yara bakim stratejisi gelistirmede kullanilabilecegi diisiindiirmektedir.
DLK-1 proteini notch sinyal yolaginin kanonik olmayan major bir proteinidir. Cilt gelisimi
sirasinda, notch sinyali, epidermisin dogru tabakalagmasini saglamak i¢in epidermal
farklilagmay1 diizenlemektedir. Bu yolak yara iyilesmesinde, kollajen birikimi, makrofajlar
araciligiyla inflamasyonun diizenlenmesi ve anjiyogenez asamalarinda rol almaktadir
(Bielefeld ve digerleri 2013). DLK-1 gen ifadesinde gozlemlenen gen ifadesi artis1 -
glukan/L-EPS  kombinasyonunun, doku tabakalasmasi ve farklilagmasina katki
saglayabilecegini, buna yonelik yara bakim stratejilerinde kullanish olabilecegini ve yaray1

cesitli iyilesme asamalarda destekleyebilecegini diistindiirmektedir.

TNF-o/TNFR sinyal yolagi akut inflamasyon sirasinda hiicreler i¢cinde nekroz veya apoptoza
yol acan cesitli sinyal olaylarindan sorumludur. Dogustan gelen bagisiklik sistemi, istilact
mikroorganizmalardan gelen molekiiler kaliplar1 algilar. Aktive edildikten sonra, IL-1 tipi
sitokinler -0zellikle IL-18 gibi proinflamatuar sitokinler- salgilayarak inflamatuar yaniti
diizenler (Rodrigues ve digerleri, 2019). IL-1, ikincil inflamasyonda yer alan ¢ok sayida

genin ekspresyonuna aracilik eder. IL-1B/IL-1R sinyal yolagi IL-1'e duyarli genleri ve lokal
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inflamasyonun tiim ydnlerini koordine eder ve ayni zamanda enfeksiyon bdolgelerindeki
kazanilmig bagisiklik sisteminin hiicrelerini ¢eker ve aktive eder (Weber, Wasiliew ve
Kracht. 2010). IL-6 bagisiklik yanitlarinda, hematopoezde, kemik metabolizmasinda ve
embriyonik gelisimde rol oynar. Bagisiklik hiicreleri, IL-1p, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinler,
NF-«B ve sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon 3 aktivatorii (STAT3) inflamasyonda 6nemli
rol oynar. IL-6/IL-6R sinyal yolagi bir NF-kB hedefi oldugundan, immiin olmayan
hiicrelerde NF-xB ve STAT3'lin eszamanl aktivasyonu, IL-6/STAT3 ekseni tarafindan NF-
kB aktivasyonunun pozitif geri besleme dongiisiinii tetikler (Raziyeva ve digerleri, 2021).
RAW264.7 Makrofaj hiicre hattinda pro-inflamatuar fenotipin ¢alisildigi deney modelinde
(bkz. Sekil 4.7) TNF-a, IL-18 ve IL-6 genleri ¢alisilmistir. Yapilan 6n ¢aligmalarda EPS
yiikksek inflamasyon ve anlamsiz sonuglar verdigi i¢in L-EPS miktar1 diisiiriiliip
uygulamalarin inkiibasyon siiresi 6 saate indirilmistir. Buna ragmen L-EPS uygulamasini
barindiran herhangi bir uygulama grubu pro-inflamatuar fenotipi baskilamamistir. Bu
minvalde tek olumlu sonug B-glukanm tek basina uygulanmasindan alinmistir. Ozellikle
TNF-a geninin ifadesinde saglanan baskilama B-glukan uygulamasinin inflamasyonu
giderici etkisini ortaya koymaktadir. Bu dogrultuda yapilan diyabetik iilser calismalari TNF-
a gibi inflamatuar sitokinlerin asir1 ekspresyonunun, IL-10 ve TGF-B dahil olmak {iizere
iyilestirici aracilarin {iretiminin azalmasina neden oldugunu gostermektedir. Bu durum, M1
fenotipine dogru makrofaj polarizasyonuna sebebiyet vererek, T hiicrelerinin aktivasyonu ve
degraniilasyonuna yol agarak doku nekrozu ile sonuglanir (Seraphim ve digerleri, 2020). Bu
tarz durumlarda TNF-o geninin baskilanmas1 uygun bir yara bakim stratejisi olabilir. -
glukan biyopolimerinin TNF-a gen ifadesinde sagladigi baskilama bu tarz bir kullanim igin
etkili bir yara bakim stratejisi olabilecegini gostermektedir. I1-1p ve IL-6 gen ifadelerinde
gozlemlenen inhibisyon B-glukan biyopolimerinin pro-inflamatuar fenotipi baskiladigini
gostermektedir. Bu genler, yara makrofajlarindaki inflamatuar aktivitenin yukar1 yonde
diizenleyicisidir. Bu durum makrofajlarin anti-inflamatuar fenotipe dogru polarizasyonunu

engeller (Raziyeva ve digerleri, 2021).

Inflamasyon fazinda TGF-P1 salgilanmas1 makrofaj fenotipinin M2 ydniine kaydigimin
gostergesidir. Bu durum inflamatuar siireclerin sonlandigini ve rejeneratif siireglerin
basladigin1 gosterir. IL-10 sitokini, yarada kollajen birikimini onleyen pro-inflamatuar
fenotipden anti-inflamatuar fenotipe gecisin Onemli bir aracisi olarak bilinmektedir
(Seraphim ve digerleri, 2020). IL-10’un yarali yumusak dokulardaki pro-rejeneratif

stireclere, tip 2 immiin yanitin sitokinleriyle beraber -6zellikle IL-4 tarafindan- onemli
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Olciide aracilik ettigi goriilmektedir. (Daines, Schellhardt ve Wood, 2021). RAW264.7
Makrofaj hiicre hattinda anti-inflamatuar fenotipin ¢alisildig1 deney modelinde (bkz. Sekil
4.8) TGF-PB1, IL-4 ve IL-10 genleri ¢calisilmigtir. TGF-B1/TGFR sinyallemesi makrofajlarda
hiicrenin M2 fenotipe geg¢isi i¢in Onemlidir. Bu fenotip yaranin inflamasyon siirecini
bitirmekte ve iyilestirici siireglerini baslatmaktadir (Gong ve digerleri, 2012). Istenilen gen
ifadesi artiglar1 6.saatte tiim uygulama gruplarinda alinirken 18.saatte gen ifadeleri azalmis
ve kontrol grubuna yaklagmistir. Alinan sonuglar goz 6niinde bulunduruldugunda uygulama
gruplar1 anti-inflamatuar fenotipin gen ifadesini uygulamanin erken sathalarinda arttirmistir.
TGF-B1 geninin ifadesinden alinan sonuglar uygulama gruplarinin anti-inflamatuar fenotipi
yaranin erken safhalarinda tetikleyebilecegini ve ilerleyen siirelerde de bu etkisini
korundugunu gdstermektedir. IL-10 geninin ifadesinden alinan sonuglar incelendiginde tim
uygulama gruplar1 erken sathalarda anti-inflamatuar fenotipi tetiklerken; ilerleyen uygulama
stirelerinde gen ifadesi kontrole esitlenmistir. I1-10/IL-10R sinyal yolagi yara da artik
inflamasyonun bitmesi gerektigine yonelik bir sinyaldir. Bu sinyalleme yogunlukla
makrofajlar ve T hiicreleri tarafindan yapilmaktadir. Uygulama gruplarinin yaranin erken
sathalarinda bu genleri yukar1 yonde regiile etmesi, inflamasyon bolgesine erkenden
inflamatuar baskilayicilarin salinimina sebep olabilir. IL-4 geninden alinan sonuglar
uygulamanin erken sathalarinda anti-inflamatuar fenotipi tetiklerken ilerleyen sathalarda az
da olsa sadece B-glukan grubunun etkisini korudugunu géstermektedir. Tip-2 immiin yanitin
onemli parcalarindan olan IL-4/IL-4R sinyal yolag:i rejeneratif siire¢lerin baslamasi i¢in
elzem bir sitokindir (Daines, Schellhardt ve Wood, 2021). Calisilan biyopolimerlerin erken
inkiibasyonlarda sagladig1 gen ifadesi artislari, inflamatuar fenotipi baskilayarak iyilesme

stirecini baglatabilecegini diislindiirmektedir.

Yapilan western blotlama calismalarinda hem anti-inflamatuar proteinler hem de pro-
inflamatuar proteinler calisilmistir. Anti-inflamatuar proteinlerin oldugu calismada (bkz.
Sekil 4.10 ve Sekil 4.11) 2 biyopolimerde test edilmistir. Pro-inflamatuar proteinlerin
calisildigr deneyde (bkz. Sekil 4.9) yalmizca B-glukan grubu test edilmistir. IL-6 proteini
antikor kaynakli bir sorundan dolayr hi¢ sonu¢ vermemistir. Zaman ve kaynak
sinirliliklarindan 6tiirii bu ¢alismadaki sorunlar ¢oziilememistir. Yapilan c¢alismada LPS
indiiklemesi olan grup kontrole yakin ¢iktig1 i¢in inflamasyon modeli grubunda sorun
olmustur. Buna ragmen TNF-a protein ifadesinde bakildiginda gen ifadesinde alinan etkili
sonug protein ifadesine az da olsa yansimaktadir. Anti-inflamatuar proteinlerin ¢alisildigi

western blotlama ¢aligmasinda hem 18 saatlik hem 6 saatlik uygulama inkiibasyonlar
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yapilmistir. TGF- B1 proteininde aldigimiz sonuglara bakildiginda uygulama gruplarinin gen
ifadesinde aldigimiz sonuclar 6.saatte ve 18.saatte protein ifadesine yansimamistir. 1L-4
proteininden alinan sonuglara bakildiginda 6. saatteki gen ifadeleri yalnizca EPS grubu
uygulamasinda protein ifadesine anlamli miktarda yansimistir. 18.saatteki uygulamalarda ise
gen ifadelerinin aksine sadece protein ifadelerinde artis gdzlemlenmistir. Bu durum bizim
gozlemlemedigimiz bir siirede bu genin aktive olup yukar1 yonde regiile olmus olabilecegini
ve sonra tekrar ifadesinin diistiiglini o sirada da bizim gozlemini yaptigimizi
diisindiirmektedir. IL-10 proteininden alinan sonuglara baktigimizda 6.saatte uygulama
gruplarinin gen ifadesine etkisi tiim uygulamalarda oldukga fazlaca goriilmektedir. Hatta 2
farkli biyopolimerin birlesen etkisi kombinasyonda daha fazla protein ifadesiyle
sonuclanmistir. Ancak 18 saatlik uygulama siirelerine geldiginde IL-10 proteini ifade

olmamigtir. Bu durum uygulamalarin gen ifadeleriyle de ortiismektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda kullanilan biyopolimerlerle ya da ¢esitli versiyonlariyla ilgili ¢aligmalar
literatiirde yapilmis olup yara iyilesmesindeki ve immiin diizenleyici mekanizmalardaki
etkileri ortaya konulmustur. Caligmamizda kullanilan biyopolimerler Saccharomyces
cerevisiae kaynakl ticari B-glukan ve Lactiplantibacillus plantarum bakterisinin GD2
susundan iiretilen L-EPS’lerdir. Bu yiiksek lisans tez calismasinda asagidaki ¢ikarimlar ve

oOneriler yapilmistir.

1. Calismada kullanilan Beta glukan ve EPS biyopolimerleri yapilan MTT analizleri
sonucu sitotoksik olmayip biyouyumlu oldugu sdylenebilir (ISO, 2009). Bu sonuglara
gore, her iki biyopolimerin ve kombinasyonlarinin gerek ila¢ gerekse biyomalzemede
kullanim1 miimkiin olabilecektir

2. Calisilan biyopolimerlerinin yara kapatma ve hiicre gocli tlizerindeki etkisi L1929
fibroblast hiicrelerinde in-vitro yara modeli (scratch assay) deneyiyle belirlenmistir.
Yara iyilesmesindeki proliferasyonun dnemini etkenlerinden biri fibroblast gocii ve gog
eden fibroblastlardan ECM iiretmesidir. Calismadan elde ettigimiz sonuglar her iki
biyopolimerinde L1929 fibroblast hiicrelerinde hiicre gdociinii indiikleyerek yara
kapatmaya katki sagladigin1 gostermistir. Kombinasyondan alinan yara kapanma
sonuglariin tek baslarina verdigi sonugtan fazla olmasi, yara bakim stratejilerinde etkili
biyoaktif maddelerin gelistirilirken cesitli biyopolimerlerin kombinasyon halinde
kullanmanin 6nemini ortaya koymustur.

3. Calisilan uygulama gruplarinin ECM bilesenlerine (COL1A1, TGF- B1ve FN), doku
farklilasmasi ve anjiyogeneze (FGF-2 ve DLK1) etkisi L929 fibroblast hiicrelerinde
yapilan gen ifadesi analizleri belirlenmistir. Uygulama gruplarinin bu genlerin
ifadesinde artisa neden oldugu tespit edilmistir. Kullanilan uygulama gruplar1 ve
inkiibasyon siireleri ekspresyon diizeyindeki artis1 farkli oranlarda etkilemistir. B-glukan
biyopolimeri ve B-glukan/L-EPS kombinasyonu, 5 genin ifadesinde de en etkili
sonuclart vermistir. Alinan sonuglar baglaminda calisilan iki biyopolimerinde, yara
iyilesme siirecinde ECM olusumu, doku farklilasmasi1 ve anjiyogenez araciligiyla yara
iyilesmesinde rol alabilecegi sOylenebilir. ECM firetimiyle ilgili gen ekspresyon
sonuclart in-vitro yara modeli (scratch assay) sonuglarini desteklemistir. Bu sonuglar
her iki biyopolimerlerin kombinasyon halinde ECM olusumuna da katki saglayarak,

yara kapanmasini indiikleyebilecek biyoaktif maddeler olabilecegini gdstermistir.
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Pro-inflamatuar fenotipte alinan gen ifadeleri baskilanmasi B-glukan uygulamasinin
inflamasyonu baskilayarak alarm yanit1 hafiflettigini gdstermektedir. TNF-a genin
gozlemlenen yliksek baskilama TNF-o/TNF reseptorii sinyal yolagi araciligiyla -
glukanin yaray1 inflamasyondan ¢ikarmasinda 6nemli bir role sahip oldugu gostermistir.
Ayrica diger bir pro-inflamatuar sitokinler olan IL-1B ve IL-6’da go6zlemlenen
baskilanma B-glukan uygulamasinin IL-1B/IL-1 reseptorii ve Il-6 reseptorii sinyal
yolaklar1 araciligiyla inflamasyonu modiile ettigini gostermektedir. Pro-inflamatuar
fenotipte L-EPS grubunda istenen baskilanma olmadigi gibi inflamatuar fenotipte
fazlasiyla artis gozlemlenmistir. Bu durum MTT analizleriyle ortaya koyulan
inflamasyon modelinde p-glukanin inflamasyonu hafifletici etkisi oldugunu
desteklerken, L-EPS’nin daha fazla inflamasyona -dolayisiyla daha fazla hiicre
Oliimiine- sebebiyet verdigini géstermektedir.

Anti-inflamatuar fenotipte (TGF-B1, IL-4 ve IL-10) alinan sonuglara gore yara
iyilesmesinin erken saatlerinde L-EPS, B-glukan ve L-EPS/B-glukan kombinasyonlari
anti-inflamatuar genlerin ifadesini arttirmistir. Bu durum yara bakim stratejilerinde tim
uygulama gruplarinin TGF-B1/TGF reseptorti, 1L-4/IL-4 reseptorii ve IL-10/IL-10
reseptoril sinyal yolaklar: tizerindeki etkileri araciligiyla inflamasyonu azaltict ajanlar
olarak kullanilabilme potansiyelini gostermektedir. Ancak L-EPS’nin sebebiyet verdigi
yogun inflamatuar etki anti-inflamatuar etkiden daha fazladir. Bu durumu gidermek i¢in
ileriki ¢aligmalarda yeni dozaj denemeleri yapilabilir.

Yapilan ¢aligmalarda alinan sonuglar L-EPS ve B-glukan biyopolimerlerinin anti-
inflamatuar yolaklar {izerinde sinerjistik etkisi oldugunu gostermektedir.

L-EPS ve p-glukan biyopolimerleri hem mannoz ve dectin-1 reseptorlerinin
aktivasyonu ile hiicrelerin dogrudan aktivasyonu hem de anti-inflamatuar sitokinler
araciligiyla hiicrelerin dolayli aktivasyonu araciligiyla sinerjistik etki gostermistir.
Anti-inflamatuar (TGF-B1, IL-4 ve IL-10) fenotipte alinan olumlu sonuglarin protein
ifadesine etkisi western blotlama araciligiyla belirlenmistir. Anti-inflamatuar proteinin
ifadelerine bakildiginda ise tiim uygulama gruplarinin erken inkiibasyon siirelerinde
ozellikle IL-10 proteinin ifade diizeyini arttirmistir. En fazla artis iki biyopolimerin
birlesen etkileriyle beraber L-EPS/B-glukan kombinasyonu uygulamasinda
goriilmistiir. Bu durum yara stratejilerinde iki farkli biyopolimerin kombinasyon olarak
kullanilan biyoaktif maddelerin birlesip daha gii¢lii bir iyilestirici etki sergileyebilecegi
fikrini desteklemektedir.
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9. L-EPS’nin igeriginde bulunan yogun mannoz miktarinin literatiirde anti-inflamatuar
fenotip lizerine etkisi gosterildigi halde ¢alismalarda meydana gelen yogun inflamatuar
etki arastirilabilir. Bu durum mannozun ya da EPS igeriginde bulunan herhangi bir
sekerin inflamatuar fenotipe yonelik etkisine dair farkli bir pencere agilabilir.

10. Bu c¢alisma kapsaminda elde edilen veriler, calisilan iki biyopolimer ve
kombinasyonlarinin yara kapatma kapasitesi yiiksek deri grefti, yara ortiisli ya da yara

iskeleleri gibi terapotik yaklagimlarda etken madde olabilecegini gostermistir.

Oneriler;

1. Calisma sonuglari, denenen iki biyopolimer ve bu polimerlerinin kombinasyonlarinin
yara iyilesmesinde umut vadedici ilag ve malzeme etken maddeleri olabilecegini
gostermistir.

2. Ancak, hayvan denemeleri ile biyopolimerler ve kombinasyonlarin kapsamli ¢aligilarak
yara iyilesme mekanizmasindaki etkinlikleri gosterilmelidir. Ayni zamanda gen ve
protein diizeyinde genomik ve proteomik yolaklarla iliskili daha kapsamli gen ve
transkriptomun analiz edilebildigi biitiinciil biyoinformatik yaklasimlarla ¢oklu etki
mekanizmalarinin ortaya konulmasi bu biyopolimerlerin ilag ve malzeme alaninda
kullaniminin Oniinii agacaktur.

3. Probiyotik kaynaklt EPS’nin olumlu etkilerinin yani sira yiiksek konsantrasyonlarda
inflamasyonu artirmasina bagli olusabilecek olumsuzluklarin asilmasit i¢in,
gelistirilecek kontrollii salim yapabilen malzeme ile EPS uygulama konsantrasyonun
kontrollii olarak diizenlenecegi yara iyilestirmede basarili sonug alinacak calismalarin

yapilmasi 6nerilmekte ve planlanmaktadir.
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