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OZET

Yaralar, normal anatomik yapida bir dizi islev kaybiyla birlikte olusan doku bozulmalaridir. Mevcutta bulunan
tedavi yontemleri, yara iyilesme siirecinde yardimci olsa da ¢ogu zaman yetersiz kalmaktadir. Bu durum g6z 6niine
alindiginda, ozellikle kronik yaralar1 hedef alacak yeni ajanlara ve tedaviye yonelik yeni yaklasimlara ihtiyag
duyulmaktadir. Dolayisi ile son donemde, kronik yaralar1 hedefleyen terapotik dogal biyoaktif bilesiklere yonelik
caligmalara ilgi artmistir. Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, probiyotik Lactiplantibacillus plantarum GD2
susundan elde edilen paraprobiyotik ve postbiyotiklerin deri yaralarinin iyilesmesindeki potansiyel rollerinin
bircok mekanizma iizerinden ortaya konulmasi amaglanmaktadir. Paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalarimin
fibroblast migrasyonu tizerine etkisi 1929 fare fibroblast hiicreleri ile olusturulan in vitro yara modelinde
incelenmigtir. Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yarada yaygin olarak bulunan patojenler iizerindeki
antimikrobiyal etkinlikleri broth mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Yapilan uygulamalarin, L929
hiicrelerinde TGF-B1/Smad sinyal yolag: ile iliskili genler (TGF-B1 ve Smad-2/3/4) ile ekstraselliiler matriks (ECM)
proteinlerinden kollajen tip 1 alfa 1 (COL1A1), fibronektin (FN); Raw264.7 hiicrelerinde anti-inflamatuar
sitokinler ve lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenerek olusturulan inflamasyon modeli ile pro-inflamatuar
sitokinlerin mRNA ekspresyon diizeyleri q-RT PCR yontemi ile belirlenmistir. In vitro yara modelinde,
paraprobiyotiklerin yara iyilesmesinde postbiyotiklerden daha etkin oldugu, yarayi 12. saat itibari ile kapatarak
iyilesme siirecini olumlu yonde etkiledigi tespit edilmistir (p<0,05). Her iki probiyotik kaynakli {riiniin de
antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu, patojen gelisimini durdurdugu ve inhibe ettigi belirlenmistir. Postbiyotiklerin
diisiik dozlarda dahi paraprobiyotiklerden daha etkili antimikrobiyal oOzellik gosterdigi tespit edilmistir.
Postbiyotiklerin inhibisyonunun agirlikla asitlige bagh diisen pH ile iliskili oldugu diisliniilmiistiir. Buna bagl
olarak, paraprobiyotik ve postbiyotikler patojenlerin gelisimini inhibe ederek yaranin kroniklesmesini
onleyebilmektedirler. Postbiyotiklere kiyasla paraprobiyotik uygulamalar1 TGF-B1/Smad sinyal yolaginda TGF-B1,
Smad-2/3/4 genlerinin ekspresyon seviyelerini arttirarak yara iyilesmesinde oldukga etkilidir (p<0,05).
Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin COL1A1 ve FN gen ekspresyonu seviyelerini arttirarak ECM olusumunda etkili
olabilecekleri gosterilmistir (p<0,05). Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin pro-inflamatuar sitokinlerin asirt
tretimlerini baskilayarak yaranin kroniklesmesini Onledikleri tespit edilmis olup, anti-inflamatuar sitokinlerin
ekspresyon seviyelerini arttirarak da pro-inflamatuar sitokin iiretimini baskilayabildikleri belirlenmistir (p<0,05).
Ek olarak, bu iki probiyotik kaynakli tiriin, kronik yara olusumunu engellerken ayni zamanda iyilesme siirecinde
etkili pro-inflamatuar sitokinlerin olusumunda da etkilidirler (p<0,05). Sonugta, probiyotik kaynakli paraprobiyotik
ve postbiyotiklerin yara iyilesmesinin farkli mekanizmalarinda her ikisinin de etkili oldugu ancak paraprobiyotigin
daha iyi sonug¢ verdigi belirlenmistir. Sonuglarimiza gore, yara iyilesme siirecinin tiim fazlarinda etkili TGF-
B1/Smad molekiiler sinyal yolagi iizerinde etkili olmasi, ECM olusumu ve yara kapatmada da ayni 6lgiide basari
gostermesi ile 6zellikle paraprobiyotikler yara iyilesmesinde kullanilacak alternatif yeni terapétik bir ajan olarak
Onerilebilir. Ayn1 zamanda, paraprobiyotik ve postbiyotiklerin inflamasyondaki regiilator etkisi, patojen bakterileri
inhibe ederek kronik yaralart Onleyici ve tedavi edici Ozellikleriyle iyilesme siirecinde etkili olduklar
belirlenmistir. Bu durum, probiyotik kaynakli paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yara iyilesmesinde kullanilacak
alternatif yeni ajanlar olabileceklerini gostermektedir.
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ABSTRACT

Wounds are tissue disruptions that occur with a series of loss of functions in the normal anatomical structure. Although
current treatment methods help in the wound healing process, they are often insufficient. Considering this situation, there
is a need for new agents to specifically target chronic wounds and new approaches to treatment. Therefore, recently, there
has been an increased interest in studies on therapeutic natural bioactive compounds targeting chronic wounds. In this
master thesis, it is aimed to reveal the potential roles of paraprobiotics and postbiotics obtained from the probiotic
Lactiplantibacillus plantarum GD2 strain in the healing of skin wounds through many mechanisms. The effects of
paraprobiotic and postbiotic treatments on fibroblast migration were investigated in an in vitro wound model created with
L929 mouse fibroblast cells. The antimicrobial activities of paraprobiotics and postbiotics on pathogens commonly found
in the wound were determined by the broth microdilution method. The applications were made in L929 cells with genes
associated with TGF-B1/Smad signaling pathway (TGF-B1 and Smad-2/3/4) and extracellular matrix (ECM) proteins
collagen type 1 alpha 1 (COL1A1) and fibronectin (FN); the mRNA expression levels of pro-inflammatory cytokines in
the inflammation model induced by lipopolysaccharide (LPS) and anti-inflammatory cytokines in Raw264.7 cells were
determined by g-RT PCR method. In the in vitro wound model, it was determined that paraprobiotics were more effective
than postbiotics in wound healing, and had a positive effect on the healing process by closing the wound as of the 12t
hour (p<0.05). It has been determined that both probiotic-derived products have antimicrobial properties, stop and inhibit
the development of pathogens. It has been determined that postbiotics show more effective antimicrobial properties than
paraprobiotics even at low doses. The inhibition of posthiotics was thought to be predominantly related to the decreasing
pH due to acidity. Accordingly, paraprobiotics and postbiotics can prevent the chronicity of the wound by inhibiting the
development of pathogens. Compared to postbiotics, paraprobiotic treatments are highly effective in wound healing by
increasing the expression levels of TGF-B1, Smad-2/3/4 genes in TGF-B1/Smad signaling pathway (p<0.05). It has been
shown that paraprobiotics and postbiotics can be effective in ECM formation by increasing COL1A1 and FN gene
expression levels (p<0.05). It was determined that paraprobiotics and postbiotics prevented the wound from becoming
chronic by suppressing the excessive production of pro-inflammatory cytokines, and it was determined that they could
suppress pro-inflammatory cytokine production by increasing the expression levels of inflammatory cytokines (p<0.05).
In addition, these two probiotic-derived products are effective in the formation of pro-inflammatory cytokines that are
effective in the healing process, while preventing the formation of chronic wounds (p<0.05). As a result, it was
determined that both probiotic-derived paraprobiotics and postbiotics were effective in different mechanisms of wound
healing, but paraprobiotic gave better results. According to our results, especially paraprobiotics can be recommended as
an alternative new therapeutic agent to be used in wound healing, as they are effective on TGF-B1/Smad molecular
signaling pathway, which is effective in all phases of the wound healing process, and with the same success in ECM
formation and wound closure. At the same time, it has been determined that paraprobiotics and postbiotics are effective in
the healing process with their regulatory effect on inflammation, inhibition of pathogenic bacteria, and preventive and
therapeutic properties of chronic wounds. This shows that probiotic-derived paraprobiotics and postbiotics can be
alternative new agents to be used in wound healing.
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1. GIRIS

Amerika Birlesik Devletleri'nde kronik yaralar 6 milyon iizeri insani etkilemektedir,
yaslanan niifus ve diabetes mellitus prevalansinin yiiksek olmasi nedeniyle bu saymin
artmas1 beklenmektedir. 2004 yilinda yapilan bir analiz, kronik yaralarin tiim insan deri
hastaliklarinin tibbi maliyet merkezi oldugunu ve yalnizca bir yilda Amerika Birlesik
Devletleri'nde 9,7 milyar dolara mal oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Powers, Higham,
Broussard ve Phillips, 2016). Yara iyilesmesi, bir¢ok diizenleyici faktérden etkilenebilen
dogal bir biyolojik siiregtir (Guo ve DiPietro, 2010). Yaralar, bir takim patolojik
siireglerden kaynaklanabilir. Kazalar veya bir hastalik siirecinin sonucu meydana
gelebilirler. Yaralanma, nedeni ve sekli ne olursa olsun dokuya zarar verir (Lazurus ve
digerleri, 1994; Robson, 1997). Yaralar Kklinik olarak akut ve kronik olarak
simiflandirilabilir ve genel olarak siireci dort faz igerir: hemostaz, inflamasyon,
proliferasyon ve yeniden sekillenme-skar olusumu (Alonso ve digerleri, 1996; Reinke ve
Sorg, 2012). Akut yaralar, travmatik bir doku kayb1 veya cerrahi islem sonucu olusabilir ve
tyilesme siiresi 5 ila 30 giin arasinda degisir (Lazurus ve digerleri, 1994; Robson, 1997).
Kronik yaralar ise inflamasyon silirecinin uzamasina bagli olarak iyilesmenin diger
fazlarinin tamamlanamamasi sonucu olusurlar. Diyabet, damar veya arter hastaliklari, ileri
yas ve enfeksiyon gibi bazi faktorler kronik yara olusumuna sebep olmaktadir (Guo and
DiPietro, 2010). Kronik yaralar, 6zellikle tedavi siireclerinin getirdigi maliyetleri nedeniyle
saglik sistemleri i¢in diinya c¢apinda biiyiik bir sorundur (Sen ve digerleri, 2009). Bu
nedenle, ekonomik olarak en az gelismis iilkeler i¢in finansal erisilebilir olan tedaviler
tizerine yapilacak ¢aligsmalara ihtiyac¢ artmaktadir (Greer ve digerleri, 2013). Yara iyilesme
tedavilerinin ve yara bakim malzemelerinin neden olduklar1 ekonomik ytikleri g6z oniine
alindiginda diisiik maliyetli, iiretimi kolay ve insan sagligi iizerinde olumsuz etkileri
bulunmayan terapodtik ajanlarin yara iyilesmesi tedavi ve malzemelerinde kullanilabilir

hale getirilmesi ile ilgili ¢aligmalar yapilmalidir.

Saglik tizerindeki olumlu etkilerine ragmen probiyotikler, kisa 6miirlii olmalari, canlilik ve
stabilitenin korunmasinda zorluklar, tiire 6zgii davranislar, bakteriyel translokasyona sebep
olma ihtimalleri ve bagisikligi baskilanmis bireylerde bakteriyemi antibiyotik direnci
gelistirme, viriilans gen transferi gibi olumsuz etkileri tizerinde durulmaktadir (Belete ve
digerleri, 2017; Evivie ve digerleri, 2017; Suez ve digerleri, 2019). Canli probiyotiklerde

yasanan bu tiir sikintilar sebebiyle paraprobiyotik ve postbiyotik olmak {izere iki yeni



kavram ortaya cikmustir. Paraprobiyotikler, Gida ve Tarmm Orgiitii/Diinya Saglk
Orgiitii'niin (FAO/WHO) tarafindan "yeterli miktarlarda uygulandiginda, insanlara fayda
saglayan inaktive (canli olmayan) mikrobiyal hiicreler" olarak tanimlanmaktadir (Aguilar-
Toala, 2018). Paraprobiyotikler, hiicre zarf bilesenleri, peptidoglikan, teikoik asit, hiicre
duvart polisakkaritleri, hiicre yiizeyi ile iliskili proteinler ve proteinli filamentleri olarak
kategorize edilirler (Singhal ve digerleri, 2018). Postbiyotikler ise konakg¢ida biyolojik
aktiviteye sahip mikroorganizmalardan kaynaklanan canli olmayan bakteriyel {iriinler veya
metabolik iriinler olarak tanimlanmaktadir (Taverniti ve Guglielmetti, 2011).
Postbiyotikler genel olarak hiicre icermeyen siipernatant, vitaminler, organik asitler, kisa
zincirli yag asitleri, salgilanan proteinler, bakteriyosinler, ndrotransmiterler, salgilanan
biyosiirfaktanlar, amino asitleri icermektedir (Cavallari ve digerleri, 2017). Paraprobiyotik
ve postbiyotikler, konakta en az canli bakteriler kadar olumlu etkiler gostermektedirler.
Kolit gibi inflamasyonla iliskili sindirim sistemi doku hasarlari, iilseratif yaralar, intestinal
mukozit, enfekte ve enfekte olmayan yaralar tizerinde de etkilerinin oldugu bildirilmistir
(Varian ve digerleri, 2017; Russo ve digerleri, 2019; Batista ve digerleri, 2020; Franga,
2021; Nam ve digerleri, 2021). Ek olarak postbiyotiklerin anti-inflamatuar, antimikrobiyal,
anti-proliferatif, anti-oksidan aktivitelere sahip olmalari dikkate alindiginda bu o6zellikleri
ile paraprobiyotik ve postbiyotiklerin probiyotiklerden daha etkili ve stabil yara iyilestirici
ajan olarak kullanim potansiyelinin olabilecegi diisiiniilmektedir (Hill ve digerleri, 2014;
Zolkiewicz ve digerleri, 2020; Siciliano ve digerleri, 2021; Yesilyurt ve digerleri, 2021).
Bu etkilerinin 6zellikle yara iyilesme mekanizmasi lizerindeki rolleri tam aydinlatilmamus,

yara iyilestirici ajan olarak kullanilabilme potansiyelleri net olarak ortaya konulmamastir.

Gilinlimiizde, yara iyilesmesinde kabul gormiis tedavi yoOntemleri arasinda biiylime
faktorleri, gen terapisi, kok hiicre terapisi, yara pansuman ve ikameleri yer almaktadir.
Ancak, bu tedavi yontemlerinin etkisinin yetersiz olup, zaman zaman tedavi siirecinde
komplikasyonlar gelisebilmektedir. Bu durum da gz oniine alindiginda, 6zellikle kronik
yaralar1 hedef alacak yeni ajanlara ve tedaviye yonelik yeni yaklasimlara ihtiyag
duyulmaktadir. Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin 6zellikle yara iyilestirici ajanlar olarak
kullanilmas: giincel literatiirlerde yakin zamanda yerini almaya baglamis olup, konu ile
ilgili sinirh sayida ¢alisma bulunmaktadir. Ancak, bu ajanlarin etkilerini yara iyilesmesinin
hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme fazlarindahangi molekiiler
mekanizmalar ile gerceklestirdigini ortaya koyan bir ¢aligma literatiirde mevcut degildir.

Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin immiinomodiilatér/immiinoregiilatér etkileri iizerine



caligmalar bulunmakla birlikte bu etkilerinden dolay1 yara iyilesmesinde ve oOzellikle
kronik yaralarda immiin diizenleyici olarak kullanimlarina yonelik kapsamli caligmalar
olmadig1 dikkat ¢ekmistir. Literatiirdeki bu eksikliklerden yola ¢ikilarak bu tez ¢alismasi

kapsaminda asagidaki amag ve hedefler belirlenmistir.

Bu yiiksek lisans tez ¢caligsmasi kapsaminda;

- Yara iyilesmesinde kullanilabilecek etkili bir ajan olarak probiyotik Lactobacillus
plantarum yeni isimlendirmesi ile Lactiplantibacillus plantarum GD2 susu kaynakli
paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yara iyilesmesi mekanizmalarindan inflamasyon,
migrasyon, ekstraselliiler matriks proteinlerinin ekspresyon diizeyleri iizerindeki
etkilerinin belirlenmesi,

- Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yara iyilesmesinde etkin doz seviye ve siirelerinin
belirlenmesi,

- Kronik bir yara sebebi olan enfeksiyon olusumuna karsi paraprobiyotik ve
postbiyotiklerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi,

- In vitro yara modeli ile paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yara bolgesindeki
fibroblastlarin gocii (migrasyonu) ile iliskili olarak yara kapatma potansiyelinin ortaya
konmasi,

- Probiyotik kaynakli paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yara iyilesmesinin
proliferasyon ve yeniden sekillenme fazlar1 i¢in kritik 6neme sahip ekstraselliiler
matriks proteinlerinden (ECM) kollajen ve fibronektin ekspresyon diizeylerine
etkilerinin belirlenmesi,

- Bu probiyotik kaynakli {irlinlerin, kronik yaralarda yara iyilestirici ajanlar olarak
tanimlanmalar1 hedeflenen, TGF-p1/Smad sinyal yolagi iizerindeki etkisini ortaya
koyarak, bu yolakla iligkili olabilecek migrasyon, inflamasyon, ECM olusumu
aragtirilarak  kronik yaralarda paraprobiyotik ve postbiyotigin kullanilabilme
potansiyelinin ortaya konmasi,

- Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin kronik yara igin kritik olan inflamatuar fazdaki
sitokinlerin ekspresyon diizeyleri iizerindeki etkilerinin incelenerek TGF-B1/Smad
molekiiler sinyal yolagi ile yaradaki inflamatuar yolak arasindaki iligkinin oraya

konmasi amag¢lanmuistir.



Yukarida belirtilen amacglar dogrultusunda, bu tez c¢alismast kapsaminda, yara
iyilesmesinin bir¢ok fazi iizerinde etkili probiyotik kaynakli kronik yara olusumunda
onemli olan inflamasyonu diizenleyici ve beraberinde firsatg1 patojenler iizerinde de
antimikrobiyal etkiye sahip yeni bir dogal bilesenin bulunmasi hedeflenmistir. Ayrica,
probiyotik kaynakli iiriinlerden TGF-f1/Smad sinyal yolag: araciligtyla yara iyilesmesinde
fibroblast migrasyonu ve kollajen sentezini indiikleyici yeni bir yara iyilestirici ajan elde

edilmesi de bu tez calismasinin bir diger hedefidir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Yara ve Yara Olusum Mekanizmasi

Yara, derinin epitel biitiinliigliniin bozulma durumudur ve zamanla alttaki dokunun yap1
veiglevinin bozulmas1 da bu siireci takip edebilir. Yaralar, fiziksel travmalar (s1yrik, kesik,
batma, ezik, yanik gibi) veya hastaliklar gibi bir¢cok farkli nedenle olusur, beraberinde,
damar, sinir ve kas gibi yapilarla birlikte i¢ organ ve dokular1 da etkileyebilir (Velnar,
2009). Yara iyilesmesi, doku yaralanmasina karsi dogal bir fizyolojik tepkidir. Bununla
birlikte, yara iyilesmesi ¢ok sayida hiicre tipi, sitokin, mediatér ve vaskiiler sistem
arasindaki karmasik etkilesimi icerir (Kangal ve Regan, 2022). Yara iyilesmesi, siirekli ve
birbiri ile ortiisen dort fazdan (hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden
sekillenme-skar olusumu) olusan dinamik bir siiregtir. Bu siireg, diizenli bir sekilde
ger¢ceklesmelidir. Yaralar, genellikle 4 ila 6 hafta icinde iyilesir. Ancak, siirecteki
kesintiler, anormallikler veya uzama, yara iyilesmesinin gecikmesine ya da iyilesmeyen
kronik yaraya yol agabilir (Guo ve Dipetrio, 2009). Bu tiir yaralar siklikla ertelenmis,
tamamlanmamis veya koordinasyonsuz bir iyilesme siireci nedeniyle patolojik bir
inflamasyon durumu ile sonuglanmaktadir (Mathieuve digerleri, 2006; Menke ve digerleri,
2007). Cilt yaralari, diinya ¢apinda saglik sistemleri ve ekonomi iizerinde olumsuz bir
etkiye sahiptir. Gelismis iilkelerde, kronik yara tedavisi ile ilgili harcamalarin toplam
saglik harcamalarmin %3'{inii olusturdugu tahmin edilmektedir. Iyilesme oranlarinmn
gilinbegiin diismesi nedeniyle durumun daha da kdtiilesmesi muhtemeldir (Raziyeva ve

digerleri, 2021). Yaralarin olusumunda genel olarak sistemik ve lokal faktorler etkilidir.

2.1.1. Yara iyilesmesinde etkili lokal faktorler

Oksijenasyon

Oksijen ve hiicre metabolizmasi 6zellikle ATP araciligiyla enerji iiretimi i¢cin dnemlidir ve
hemen hemen tiim yara iyilesme siiregleri icin kritiktir. Yaralar1 enfeksiyondan korur,
keratinosit farklilagsmasini, go¢ilinli ve anjiyogenezi indiikler; fibroblast proliferasyonunu,
kollajen sentezini ve yeniden epitelizasyonu arttirir ve yara kontraksiyonunu destekler.
Oksijenlenmenin saglanamadigi yaralarda iyilesme siireci kesintiye ugrar (Bishop, 2008;

Rodriguez ve digerleri, 2008). Ilerleyen yas ve diyabet de dahil olmak iizere birgok



sistemik durum, bozulmus vaskiiler akisa neden olarak zayif doku oksijenasyonuna neden
olabilir. Bu durum, hipoksik bir yara olusumuna neden olabilir (Tandara ve Mustoe, 2004).
Yaralanmadan sonra gegici hipoksi yara iyilesmesini tetiklemektedir. Uzun siireli veya

kronik hipoksi yara iyilegsmesini geciktirir (Bishop, 2008; Rodriguez ve digerleri, 2008).

Enfeksiyon

Inflamasyon, yara iyilesme siirecinin normal bir parcasidir ve kontamine
mikroorganizmalarin uzaklastirilmasi i¢in 6nemlidir. Bakteri ve endotoksinler, interlokin-1
(IL-1) ve tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a)) gibi proinflamatuar sitokinlerin uzun siireli
salinimina yol agabilir ve inflamatuar fazi uzatabilir. Uzun siireli salinima bagh olarak,
yara kronik bir duruma girebilir ve iyilesmeyebilir (Edwards and Harding, 2004). Yine
enfekte yaralarda bulunan bakteriler, biyofilm olusturarak mikro ortamlar gelistirirler. Bu

durum da yaranin kroniklesmesine neden olmaktadir (Davis ve digerleri, 2008).

2.1.2. Yara iyilesmesinde etKkili sistemik faktorler

Yas

Giinlimiiz diinyasinda yash niifus (60 yas iistili insanlar) hizla artmaktadir ve artan yas, yara
iyilesmesinde bozulma icin énemli bir risk faktdriidiir (Diinya Saghk Orgiitii, WHO).
Hiicresel ve molekiiler seviyedeki bir¢ok klinik ve hayvan c¢alismasi, yasa bagh
degisiklikleri ve yara iyilesmesindeki gecikmeleri incelemistir (Gosain and DiPietro,
2004). Geciken yara iyilesmesi, yasllarda, kemokin iiretimindeki degisiklikler ve azalmis
makrofaj fagositik kapasitesi ile yara bolgesine gecikmis T-hiicresi infiltrasyonu gibi bir

inflamatuar yanitla iligkilidir (Swift ve digerleri, 2001).

Stres

Stres, insan saghigi ve sosyal davraniglar {iizerinde bilyiikk bir etkiye sahiptir.
Kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, bozulmus yara iyilesmesi ve diyabet gibi bir¢cok
hastalik stresle iligkilidir (Glaser ve Kiecolt-Glaser, 2005). Cok sayida c¢alisma,
noroendokrin bagisiklik dengesinin stres kaynakli bozulmasinin saglik agisindan 6nemli

oldugunu dogrulamaktadir (Vileikyte, 2007).



Diyabet

Diyabet, bozulmus yara iyilesmesinin onde gelen nedenlerinden biridir. Diyabet
hastaligina sahip kisilerde meydana gelebilecek herhangi bir kiiciik yaralanma genellikle
enfeksiyona yatkin olan kronik, iyilesmeyen {ilserlere yol acgar. Bu kisilerde, enfeksiyon
kangrene ve nihayetinde amputasyon ihtiyacina neden olmaktadir. Diyabetik hastalar,

kronik yaralarda en yiiksek amputasyon oranina sahiptirler (Greenhalgh, 2003).

Tiroid disfonksiyonu

Tiroid hormon eksikligi, kardiyovaskiiler, pulmoner, renal ve merkezi sinir sistemi
fonksiyonlarinda  bozukluklara neden olur ve ilag metabolizmasim1 cerrahi
komplikasyonlara zemin hazirlayabilecek sekilde degistirir. Bir¢ok ¢alisma, tiroid
fonksiyon bozuklugu olan hastalarda kollajen sentezi degisimini bildirmektedir (Chhabra
ve digerleri, 2017).

Obezite

Cesitli calismalar, yag dokusunun dogasinda var olan azalmig vaskiilaritenin yara
komplikasyonlarina yol agtigin1 bildirmektedir. Ayrica obezite, kronik, diisiik dereceli bir

inflamatuar siireci indiikler (Pitanguy ve digerleri, 2000).

Iyilesmeyi bozan lokal ve sistemik faktorlere ek olarak, azalan doku biiyiime faktorleri,
hiicre dis1 matrisi bozan matriks metalloproteinazlar gibi artan proteolitik enzimler, asiri
noétrofil infiltrasyonu (basing iilserlerinde oldugu gibi) gibi artmis inflamatuar aracilar ve
yaslanan hiicrelerin yiizdesi kronik yaralar i¢in potansiyel biyobelirtecler olabilir (Monika

ve digerleri, 2022).

2.2. Yaralarim Siniflandirilmasi

Deri yaralar tipik olarak akut ve kronik olarak ikiye ayrilir.



2.2.1. Akut yaralar

Akut yaralar, genellikle normal yara iyilesme siirecine gore zamanla iyilesen travmatik
veya cerrahi yaralardir. Akut yara iyilesmesi, bircok farkli hiicre tipi (koruyucular,
resolvinler ve maresin gibi pro-¢oziiciiler), biiyiime faktorii, sitokin ve kemokin tarafindan
diizenlenen (Sekil 2.1) karmasik bir fizyolojik siire¢ olup; hayatta kalmak i¢in yaralanmaya
viicudun dogal tepki verme seklidir (Martin, 1997; Gurtner ve digerleri, 2008; Leoni ve
digerleri, 2015).
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Sekil 2.1. Akut yara iyilesmesinde rol oynayan hiicreler (Ozgok ve digerleri, 2022)

2.2.2. Kronik Yaralar

Kronik yaralar ise beklenen bir zaman ¢ercevesi iginde iyilesememelerine bagli olarak
agirlikli olarak inflamasyon siirecinin siirekli devam ettigi bir inflamasyon (kronik
inflamasyon) ortam: olusturan ve buna bagli olarak da tekrarlayan inflamasyon sebebiyle
yliksek sayida inflamatuar hiicrenin (yliksek konsantrasyonlarda reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve aym1 zamanda sirasiyla matriks metalloproteinazlar (MMP'ler) varligi ile

karakterize edilirler. Yaraya eslik eden ¢esitli patojenlerin (Staphylococcus aureus ve



Pseudomonas aeruginosa ve Candida albicans) neden oldugu enfeksiyonlar, yaralarin
iyilesme siirecini bozmakta ve uzamasina, yaranin kroniklesmesine neden olmaktadir
(Sekil 2.2). Yaralarin enfeksiyonu bakteriyemi veya sepsise yol agabilir ve buna yiiksek
mortalite ve morbidite eslik eder (Hirsch ve digerleri, 2009; Serra ve digerleri, 2015).
Ayrica, yaranin kroniklesmesinin énemli bir nedeni olan lokal veya sistemik inflamasyona
yol agmaktadir (Zhu ve digerleri, 2016; Kim ve digerleri, 2014). Kronik bir yaradaki bir
bakteriyel biyofilm (BBF), yara yatagina baglanan ve film tarafindan salgilanan hiicre dis1
matris (ECM) ile kaynasmis bakteriler tarafindan olusturulan membranéz bir dokudur.
Bakteri ve iriinleri, (ECM, nekrotik doku vb.) klinik basing iilseri, diyabetik ayak iilseri,
alt ekstremite arteriyovendz iilseri ve diger kronik yaralarda daha sik goriilmektedir (Wei
ve digerleri, 2019). Ozellikle kronik alt ekstremite iilserleri, iyilesme siirecinde zamaninda
iyilesmeyen ve diinya capinda saglik sistemleri i¢in biiyiilk bir zorluk haline gelen
iilserlerdir. Yalnizca Amerika Birlesik Devletleri'nde, bu yaralar tahmini olarak 2,4-4,5
milyon insani etkilemektedir. Bu tiir lilserler ortalama 12 ila 13 ay siirer, hastalarin %60 ila
%70'inde tekrarlar, fonksiyon kaybina ve yasam kalitesinin diismesine neden olabilir ve

onemli bir morbidite nedenidir (Frykberg ve Banks, 2015).
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Kronik yaralar genellikle yetiskin popiilasyonu etkiler; vendz yetmezlik, diyabet ve
noropatiler, hareket edememe ve/veya omurilik yaralanmasi (basing iilserleri) ve arteriyel
yetmezlik komplikasyonlarinin sonucudur (Leoni ve digerleri, 2015; Falanga ve digerleri,
2022). Kronik yaralar, her yil milyonlarca hastayr etkilemekte ve morbidite ve
mortalitelerine 6nemli dl¢lide katkida bulunmaktadir. Bu tip yaralar, ekonomik yiikleri ve
yasam kalitesindeki azalma iizerindeki 6nemli etkilerinin yani sira hastalarda artan 6liim

riski nedeniyle 6nemli bir etkiye sahiptir (Leaper ve digerleri, 2015).
2.3. Yara lyilesmesinin Ekonomi Uzerine Etkileri

Cok sayida hastalik siireciyle birlikte, yara iyilesmesine dahil olan olaylar zinciri
etkilenebilir; sonu¢ olarak da tibbi sistemler ciddi derecede kaynak tiiketirken, hastalar
giinliik yasantilarinda sikintiya maruz birakan kronik, iyilesmeyen yaralarla sonuglanabilir.
Bir yaranin iyilesmesi, bircok faktdrli bir arada gerektirir ve yara pansumanlari ve
tedavileri, enfeksiyondan hipoksiye kadar yara iyilesmesinin Oniindeki olasi engelleri
ortadan kaldirabilmek i¢in onemli 6l¢lide gelistirilmeye calisilmaktadir. Optimal durumda
bile, yara dokusu hi¢bir zaman yaralanma Oncesi giicline ulasmaz ve birden fazla anormal
iyilesme durumu, iyilesmeyen kronik yaralara neden olabilir. Ozellikle kronik yaralar
olmak iizere yaralanmalarin neden oldugu rahatsizliklar, doku biitiinliigiiniin geri
kazanimindan ziyade esas olarak yara onarimini sinirlayan tedavi ve yoOnetim
prosediirleriyle ilgilidir (Han ve Ceilley, 2017; Monika ve digerleri, 2022). Kronik
yaralarin Avrupa niifusunun yaklasik %1'ini etkiledigi bilinmektedir. Kronik yaralar,
etkilenen bireylerin yasam kalitesi lizerinde olumsuz bir etkiye sahip olmanin yani sira
onemli bir ekonomik yilik de olusturmaktadir: saglik biitcelerinin yaklasik %?2'si kronik
yaralarin tedavisine ayrilmaktadir (Schreml ve digerleri, 2010). 2014 yilinda yapilan bir
aragtirmaya gore kronik yaralarin tedavi maliyeti yillik 28,1 ile 31,7 milyar dolar arasinda
degismektedir (Jarbrink ve digerleri, 2016). Sekil 2.3.’te kronik yaralarin Avustralya,
Avrupa, Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Birlesik Krallik'ta ekonomik etkilerinin

2021 yilma ait verileri verilmistir.
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ABD

AVRUPA
Mali yiik

25 milyar ABD Dolan Mali yiik
6,650 Euro
Yara bakimi (zerine
gelistirilen pazar maliyeti
15,3 milyar ABD Dolan

Yara bakimi (zerine gelistirilen
pazar maliyeti
5,8 milyar Euro

BIRLESIK KRALLIK

Mali yiik
5,3 milyar Sterlin

Yara bakimi Gizerine geligtirilen
pazar maliyeti
Yil bagina 3,4-4,6 milyar ABD Dolan

AVUSTRALYA

Mali yiik
3,5milyar ABD Dolan

Yara bakimi {izerine gelitirilen pazar maliyeti
Yilda 2,85 milyar ABD Dolan

Sekil 2.3. Kronik yaralarin ekonomik yiikiiniin cografi dagilimi (Gupta ve digerleri, 2021)

Yara iyilesmesi iizerine kullanilan giincel tedavi yontemleri ile ilgili gerek 6n caligmalar
gerek mevcutta yapilmakta olan klinik caligmalar devam etmektedir. Devletler iizerine
getirdigi mali yiik ile birlikte hasta refahin1 olumsuz yonde etkileyen hatta oliimle
sonuclanabilen yara iyilesmesi lizerine kullanilabilecek, ozellikle kronik yaralar1 hedef

alacak yeni ajan ve tedavilere yonelik yeni yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir.
2.4. Yara lyilesmesinde Kullanilan Giincel Tedavi Yéntemleri

Diinya ¢apinda, sekilsel olarak bozulmalar ve meydana gelen Oliimlerin en biiyiik
nedenlerinden biri meydana gelen yaralardir. Giinlimiizde, yara iyilesmesi tizerine birgok
tedavi stratejileri gelistirilmesi lizerine ¢aligmalar yapilmaktadir. Genel olarak, yara
lyilesmesi lizerine kullanilan tedavi yontemleri hastalar ve saglik sistemleri agisindan ciddi

oranlarda mali yiikk sebebidir (Singh ve digerleri, 2013). Mevcutta yara iyilesmesinde
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kullanilan tedaviler arasinda biiytime faktorleri, gen terapisi, kok hiicre terapisi, yara
pansuman ve ikameleri yer almaktadir (Singh ve digerleri, 2013; Dreifke ve digerleri,

2015).

2.5. Yara lyilesme Fazlar

Deri, insan viicudundaki en biiyiik organdir; hidrasyon, kimyasallardan ve patojenlerden
korunma, D vitamini sentezi baslatma, atilim ve termal diizenleme gibi farkli siireglerde
¢ok 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle, deride olusabilecek ciddi bir hasar yasami tehdit
edici olabilir (Tottoli ve digerleri, 2020). Yara iyilesmesi, derinin bariyer islevini
siirdiirmede kritik 6neme sahip, karmasik ve olduk¢a diizenli bir siirectir (Han ve Ceilley,
2017). Yara iyilesmesi, hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme-skar

olusumu fazlarini i¢eren karmasik bir siliregtir.
2.5.1. Hemostaz faz

Hemostaz fazi, yaralanmadan hemen sonra baglayarak yaralanmanin 4 veya 6. giiniine
kadar devam eder. Bu faz; doku hasari, mikrovaskiiler hasar ve kanin yaraya
ckstravazasyonu ile karakterizedir, ayn1 zamanda inflamatuar siireci baslatir (Velnar ve
digerleri, 2009). Yaralanmadan hemen sonra trombosit hiicreleri yara bolgesine ilk olarak
go¢ eden hiicrelerdir. Trombosit hiicreleri, iyilesmenin ileriki fazlarinda birden fazla
hormon, kemokin ve sitokin salgiladiklari i¢in yalnizca hemostaz faz1 degil tiim iyilesme
stirecinin agsamalarinda kritik bir 6neme sahiptir. Trombositler, aktive olmak ve ilk pihtiy1
olusturmak i¢in hasarli subendotelyumun kollajeni iizerindeki Gpllb-Illa reseptorii ile
etkilesime girer. Aktive olan trombositler, graniillerini serbest birakarak pihtilasma
stirecini baglatir. (Robson ve digerleri, 2001; Kenneth, 2012). Olusan kan pihtisi, fibrin
molekiilleri, fibronektin, vitronektin ve trombospondinler igerir; plateletlerin, 16kositlerin,
keratinositlerin, fibroblastlarin ve endotel hiicrelerinin gocii i¢in bir iskele yapisi, bliylime
faktorleri ig¢in de bir rezervuar olarak gegici matrisi olusturur (Broughtonve digerleri,

2006).
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2.5.2. inflamasyon faz
Dogustan gelen bagisiklik sisteminin aktivasyonunu igeren inflamasyon fazinda, nétrofiller
ve monositler yara bolgesine hizla gog ederler. Inflamasyon fazi, hemostaz fazi ile

eszamanlidir ve hiicresel yanitin siiresine, ilgili inflamatuar hiicrelere bagli olarak erken ve

gec faz olarak ikiye ayrilir (Hart, 2002).

Erken inflamatuar faz (varalanmanin 1. ve 2. giinii)

Bu siiregte, yaralanmadan sonraki 24-48 saat i¢inde hiicre dis1 matris proteini pargalari,
dontistiiriicii biiylime faktori-p (TGF-PB), tamamlayict bilesenler (C3a, C5a) gibi birgok
kemoatraktan tarafindan yara bolgesine c¢ekilen notrofil graniilositleri (polimorfoniikleer
l16kositler) ile yaranmn infiltrasyonu gergeklesir (Hart, 2002). Kisa bir siire iginde
polimorfoniikleer 16kositler komsu kan damarlardaki endotel hiicrelerine yapismaya
(marjinasyon) ve damar duvarinda aktif olarak hareket etmeye (diapedez) baslar
(Broughton ve digerleri, 2006). Yara bolgesindeki bakterileri ve diger yabanci partikiilleri,
parcalayict enzimleri ve oksijenden tiiretilen serbest radikalleri serbest birakarak fagosite
eder (Sekil 2.4.A). Bu siire boyunca yara kenarindaki bazal hiicreler artmis mitotik aktivite
sergilemeye baglar, yara bolgesinde bazal membran bilesenleri birikir (Richardson ve
digerleri, 2004). Polimorfoniikleer 16kositlerin aktivitesi genellikle yaralanmadan sonraki
birka¢ giin i¢inde durur (yaray1 kontamine eden bakteriler temizlendikten sonra). Kalan
hiicreler, yara yiizeyine kabuk olarak ekstrliizyon veya makrofajlar tarafindan fagositoz
yoluyla yaradan temizlenir. Polimorfoniikleer l6kositlerin ana islevi, yaranin bakteriyel
kontaminasyonunu en aza indirmek, bdylece enfeksiyonu oOnlemektir (Hart, 2002;

Broughton ve digerleri, 2006).

Gec inflamatuar faz (yaralanmanin 2. ve 3. giinil)

Pihtilagsma bilesenleri, immiinoglobulin G (IgG) parcalar1 monositleri yara bdlgesine
cekerler. Monositler yara bdlgesine ulastiklarinda fenotipik degisime wugrayarak
makrofajlara doniisiirler. Makrofajlar, inflamasyon siirecinin sonraki (48-72 saat)
asamalarinda bulunan en 6nemli hiicrelerdir ve onarim i¢in anahtar diizenleyici hiicreler
olarak rol alirlar (Hart, 2002). Patojenlerin ve hiicre artiklarinin fagositozunu

gerceklestirmenin yani sira biiyiime faktorleri, kemokinler ve sitokinler salgilayarak
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iyilesme silirecinin devamini saglarlar (Gonzalez ve digerleri, 2016) (Sekil 2.4.B).
Makrofajlardan salinan sitokinler arasinda IL-1, IL-6 ve TNF-a pro-inflamatuar sitokinler
yer almaktadir. Bu sitokinler; keratinosit stimiilasyonu ve fibroblast proliferasyonu,
ekstraselliiler matriks (ECM) proteinlerinin sentezi ve parcalanmasi, fibroblast kemotaksisi
ve immiinyanitin diizenlenmesi dahil olmak iizere yara bolgesindeki cesitli siiregleri
etkileyebilirler (Nguyen ve digerleri, 2017). Aktive edilmis bir makrofaj, proliferatif faza

gecis i¢in de 6nemlidir; anjiyogeneze aracilik eder (Aritas, 1992).

W Kerma kan hcres) ~ Platelet Fibrin 3 Notrotd J Sttokinter

@ rmawots) @ rorobiast  __— EOM Adipasit

Sekil 2.4. A. Notrofiller ve ardindan makrofajlarin yara bolgesinde fagositozu. B.
Fibroblast proliferasyonunu uyarmak amaciyla biiyiime faktorlerinin salinimi
(desJardins-Park ve digerleri, 2018)

Inflamasyon fazi, yara iyilesme siirecinin bir parcasidir ve yara bolgesinde
kontaminasyona neden olan mikroorganizmalarin uzaklastirilmasi igin hayati 6neme
sahiptir. Yaralanma durumunda derinin zarar gormiis boliimiinden bakteri girisinin olmasi
kaginilmaz bir durumdur. Bu durum, bagisiklik sisteminin baskilanarak o6zellikle kronik
deri lezyonlar1 olan kisilerde komplikasyonlara ve ileri siireclerde 6liimlere yol acar. Her
bakteri, IL-1 ve TNF-a gibi inflamatuar sitokinlerin uzun siireli salinimina neden olabilir
ve bu durum, inflamatuar siireci uzatabilir. inflamasyon siirecinin uzamasi yaranin
kronikleserek iyilesmemesine neden olur. Yara bolgesinde bulunan bakteriler, yara

yatagina yapisan, bakterileri koruyan ve c¢ogalmalarini artiran glikoprotein acisindan
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zengin biyofilm ireterek yaray1 enfekte ederler. Biyofilm matrisi, bakterileri zorlu
kosullara kars1 dayanikli ve antibakteriyel tedavilere direngli hale getirir. Ek olarak,
biyofilmler ¢ok c¢esitli kronik hastaliklara neden olmakta ve bakterilerde ortaya cikan
antibiyotik direnci nedeniyle etkili bir tedavi saglanamamaktadir (Tottoli ve digerleri,
2020; Visha ve Karunagaran, 2022).

2.5.3. Proliferasyon faz

Proliferatif faz, yaralanmanin 3. giinii baglayarak 2 hafta kadar devam eder. Fibroblast
gdctli, hiicre dis1 matrisin birikmesi ve graniilasyon dokusunun olusumu ile karakterize
edilir. Proliferatif fazin ilerleyen donemlerinde hemostazda olusan gegici fibrin/fibronektin
matrisinin yerini yeni olusan graniilasyon dokusu alir. Yara epitelizasyonu ile birlikte

proliferatif faz sonlanir (Sekil 2.5) (Diegelmann ve Evans, 2004).

Fibroblast g6ci

Yaralanmay1 takiben, fibroblastlar, trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF) ve TGF-
dahil olmak tizere bir dizi faktor tarafindan yara bolgesine cekilir. Yaranin igine girdikten
sonra fibroblastlar ¢ogalir ve matriks proteinleri fibronektin, hyaluronan, daha sonra
kollajen ve proteoglikanlar1 iiretir. Bu bilesenler, hiicrelerin biiylimesini destekler ve

onarim siirecinde gerekli olan yeni hiicre disi matrisin olusturulmasma yardimci olur

(Greenhalgh, 1998).

Kollajen sentezi

Yara iyilesmesinin tiim asamalar1 i¢in 6nemli bir bilesen olan kollajenler, fibroblastlar
tarafindan sentezlenirler. Ozellikle, proliferatif ve remodelling asamalarinda dokulara
biitiinliigiinii ve giiciinii geri kazandirmak igin anahtar bir rol oynarlar. Kollajenler ayni
zamanda yara igerisinde hiicre i¢i matriks olusumu i¢in temel rol oynarlar (Robson ve

digerleri, 2001).

Hiicre disi matris olusumu

Hiicre dis1 matris, proteoglikan ve glikozaminoglikan jeli i¢ine gomiild, lifli yapisal

proteinlerden (kollajenler, elastin) ve yapiskan glikoproteinlerden olusan interstisyel bir
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matristen olusur. Interstisyel matriks dizisi; epitel, endotel ve diiz kas hiicreleri etrafinda
yiiksek diizeyde organize olur ve hiicre polaritesini yonlendiren, epitel dokusunun diizenli

yenilenmesi i¢in gerekli olan 6zellesmis ECM’yi olusturur (Xue ve Jackson, 2015).

Granitilasyon dokusu olusumu

Bu faz, anjiyogenez (yaralanma bdlgesinde onceden var olan damarlardan yeni kan
damarlarinin olusumu - neovaskiilarizasyon) ile karakterizedir. Vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii (VEGF), temel fibroblast biiytime faktorii (FGF-B), TGF-3 ve PDGF gibi
bliyime faktorleri anjiyogenezi indiikler (Vaidyanathan, 2020). Anjiyojenik kilcal
damarlar, fibrin/fibronektin acisindan zengin yara pihtisin1 kaplayarak, birka¢ giin i¢inde
graniilasyon dokusu boyunca bir mikrovaskiiler ag halinde organize olur. Kan damarlarinin
yogunlugu azalir ¢iinkii kollajen graniilasyon dokusunda birikerek yara izi (skar) olusturur;
bu dinamik siirecin bozulmasi, kronik yaralarin (bozulmus yara iyilesmesi) gelisimini

etkileyebilir (Wolgemuth, 2005).

Epitelizasyon

Yaralanmadan sonraki birkag saat iginde, tek bir epidermal hiicre tabakasi yara
kenarlarindan bir tabaka halinde go¢ ederek acikta kalan alan ilizerinde hassas bir ortii
olusturur, bu siirec 'epiboli' olarak bilinir (Pastar ve digerleri, 2014). Ozellikle 12 saatten
itibaren, yara kenarlarinin bazal epitel hiicrelerinde mitotik aktivitede belirgin bir artis olur.
Epitel hiicre sayisindaki artig ve farklilagmaya bagli olarak da tabakali epitel yeniden
olusur (Eming ve digerleri, 2007). Epitelizasyon, nemli bir ortam ve bakteriyolojik kontrol
gerektirir, ayrica, keratinosit biiylime faktorii (KGF), epidermal biiyiime faktori (EGF) ve
FGF-B dahil olmak iizere ¢esitli biiyiime faktorleri tarafindan modiile edilir (Rizzo ve
digerleri, 2012).

2.5.4. Yeniden sekillenme (Remodelling) fazi ve skar olusumu

Hiicre dis1 matris sentezi ve yeniden sekillenme, graniilasyon dokusu gelisimi ile es
zamanli olarak baglar ve uzun siire devam eder. Hiicre dis1 matris siirekli olarak yeniden
sekillenir ve ancak, yaralanmadan yaklagik 21 giin sonra dengelenir. Bu yeniden
sekillenme siirecinde, kollajen siirekli olarak sentezlenir ve pargalanir. Yara kapanmasi,

fibroblastlar ve hiicre dis1 matris arasindaki etkilesimler yoluyla meydana gelir ve TGF-f,
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PDGF ve FGF-B dahil olmak {izere bir dizi sitokinden etkilenir (Ramasastry, 2005). Yara
iyilesirken, fibroblast ve makrofajlarin yogunlugu apoptoz ile giderek azalir. Zamanla
kilcal damarlarin biiytimesi durur, yara bolgesinde kan akis1 ve metabolik aktivite azalir.
Kan damarlar1 ve hiicrelerin sayisi azalirken yaranin gerilim direnci artmasina bagli olarak
skar doku olusur (Sekil 2.5). Skar doku olusumu, 6-12 hatta 24 aya kadar devam edebilir
(Baum ve Arpey, 2005; Toy, 2005).

Daralma

Epitelyal hicre
Bayime
faktorlerinin
Fibroblast salinimi

Anjiyogenez

Kollajen tip 11

Miyofibroblast

Grantilasyon doku

Sekil 2.5. Proliferasyon ve yeniden sekillenme faz sonrasi yaranin kapanmasi (Internet 1)
2.6. Yara lyilesmesinde TGF-p1/Smad Yolaginin Rolii

Yara iyilegsmesinin tiim asamalarimi diizenleyen pleiotropik bir sitokindir TGF-f,
embriyonik gelisim, yetigkin kok hiicre farklilasmasi, bagisiklik regililasyonu, yara
iyilesmesi ve yangi dahil olmak iizere bir¢ok biyolojik siireci diizenler (Sekil 2.5)
(Tanigawa ve digerleri, 2005). TGF-B, hem fibriller kollajenler ve fibronektin gibi ECM
aginin bilesenlerinin ekspresyonunu hem de proteaz inhibitorlerinin ekspresyonunu kontrol
ettigi icin ECM birikiminin 6nemli bir diizenleyicisidir. Dolayisiyla TGF ailesi
sinyallesmesinin diizensizligi gelisimsel anomalilere, fibrotik bozukluklara, timor

olusumuna ve bagisiklik hastaliklarina katkida bulunur (Tuncer ve Kozaci, 2022).
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Ug alt tip TGF-B (TGF-B1-3), yara iyilesme siirecinde kritik rol oynar (Penn ve digerleri,
2012). Bu proteinler, yara iyilesmesinin ge¢ safthasinda 6zellikle 6nemlidir. Bu ii¢ izoform
igerisinden TGF-B1, yara iyilesmesinde hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi, immiin
yanit, anjiyogenez ve doku onariminda onemli roller oynar (Sekil 2.6) (Lichtman ve
digerleri, 2016). Fibronektin, kolajen tip I ve III ve vaskiiler endotelyal biiyltime faktori
(VEGF) gibi ECM proteinlerinin temel bilesenlerinin ekspresyonunu indiikler. Ayrica,
yaranin kapanmasii saglamak i¢in fibroblastlarin migrasyonunu uyarir (Pakyari ve

digerleri, 2013).

Hemostaz ve inflamasyon Fazi

TGFB1

l

inflamatuar hiicrelerin
migrasyonu ve aktivasyonu

Proliferasyon Fazi

TGFB1

Ty

Epitelizasyon H Anjiyogenez ‘ ECM birikimi

ve
Graniilasyon dokusu
olusumu

Yeniden sekillenme (Remodelling)

TGFB1

Yﬁksekl | Diisiik

| Fibroblasttan miyofibroblasta gecis |

N

l Skar doku I I Skarsiz iyilesme l

Sekil 2.6. TGF-B1’in yara iyilesmesi fazlarinda rolii (Gilbert ve digerleri, 2016)

Smad proteinleri, yara iyilesmesi igin onemli bir faktor olan fibroblast farklilasmasinin
baslica indiikleyicisi olarak bilinir (Jiang ve digerleri, 2020). Smad ailesinin proteinleri,
TGF-B tip I reseptdr kinazlarinin ilk tanimlanan substratlaridir. Reseptor sinyallerinin
cekirdekteki belirli hedef genlere doniistiiriilmesinde merkezi bir rol oynarlar. Bu nedenle,
TGF-1/Smad yolu yara iyilesmesinde hayati bir rol oynar (Ru ve digerleri, 2021). Simdiye

kadar yapisal ve fonksiyonel farkliliklara dayali olarak ii¢ gruba ayrilan sekiz Smad Ailesi



19

tiyesi tanimlanmistir: reseptorle iligkili Smad'lar (R-Smad'lar; TGF-B ailesi reseptor
kinazlarinin dogrudan substratlaridir), bu reseptor tarafindan diizenlenen Smad'larla
sinyallesme sirasinda iliskilendirilen ortak Smad'lar ve oOnceki gruplarin sinyallesme
islevini antagonize eden inhibitér Smad’lar (Smad 6, 7; Smad2 ve Smad3 TPBRI
substratlaridir ve hem TGF-B hem de aktivin sinyallerine aracilik ederler) (Verrecchia ve
digerleri, 2002; Flanders, 2002; Schiller ve digerleri, 2004).

TGF-B1/Smad sinyal yolu, ¢ok sayida fonksiyona sahip, evrimsel olarak korunmus bir
yoldur. TGF-B1, dokularda skar birakan ve ¢ogunlukla Smad sinyaline karsi uyarinin
oldugu yonde etkinlestirerek anahtar bir araci olarak kabul edilir (Li ve digerleri, 2006).
TGF-B1'in biyolojik etkilerini Smad-2 ve Smad-3 medyatorlerini aktive ederek gosterdigi
kanitlanmistir. TBRII yapisal olarak fosforile edilir ve ligandin baglanmasi tizerine TPRI'yi
fosforile eder. Reseptdr kompleksinin fosforilasyonu ile birlikte fosforile edilmis R-
Smad'lar (Smad-2/-3) Smad-4 ile heteromerik kompleksler olusturur ve ¢ekirdege gecerek
transkripsiyonel faktorler yardimi ile DNA iizerindeki hedef gen boélgesine baglanarak
transkripsiyonel cevabi olustururlar (Zhang ve digerleri, 2020; Ru ve digerleri, 2021)
(Sekil 2.7). Boylelikle reseptor Smadlar (Smad-2 ve Smad-3) ve co-Smad 4 yoluyla TGF-
1/Smad hiicre igi sinyal yolagi aktive edilerek yara iyilesmesinde hiicre proliferasyonu,
migrasyonu ve farklilasmasindan sorumlu genlerin salinimu ile birlikte inflamatuar fazdaki

sitokinlerin tiretimi gergeklesir (Mokoena ve digerleri, 2018).
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Sekil 2.7. TGF-B1/Smad sinyal yolagi mekanizmasiaktivasyonu (Ru ve digerleri, 2021)



20

2.7. Probiyotikler

Diinya Saglk Orgiiti (WHO) tanimina gére probiyotikler, ‘'yeterli miktarlarda
uygulandiklarinda konakgiya bir saglik yarari saglayan canli mikroorganizmalar' olarak
tanimlanmaktadir (Wegh ve digerleri, 2019). Probiyotik mikroorganizmalar, bazi1 laktik
asit bakterileri (LAB), Bifidobacterium tiirleri, mayalar ve bazi spesifik gram-negatif suslar
dahil olmak {iizere farkl tiirleri igerir (Cizelge 2.1). Agirlikli olarak LAB, Streptococcus,
Lactococcus, Lactobacillus ve Leuconostoc olmak tizere farkli cinslerden olusur (Rozada-
Sanchez ve digerleri. 2008).Deri mikrobiyotasinin dogal dengesinin bozulmasi durumunda,
probiyotiklerin bagisiklik hiicrelerinin salinimini uyararak, yara enfeksiyonlarina yol agan
patojenlere kars1 yara bir antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1 kanitlanmistir (Balgadi ve
digerleri, 2015). Bu etkilerini {i¢ farkli sekilde gosterebilirler (Sekil 2.8). Birincisi,
patojenin iremesini engelleyen ve/veya g¢ogunlugu algilama sistemine miidahale eden
biyoaktif molekiilleri serbest birakirlar (Sekil 2.8. A). Ikinci olarak, patojenin
koagregasyonunu ve mukozal yiizeylerden elimine edilmesini saglarlar (Sekil 2.8.B). Son
olarak da epitel hiicre reseptorlerine baglanarak deri ve mukozal yiizeylerde patojenin yer

degistirmesine neden olurlar (Sekil 2.8.C) (Lukic ve digerleri, 2018).

patojen
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Sekil 2.8. Probiyotiklerin yara enfeksiyonlarina yol acan patojen bakterilere karsi
gostermis olduklari antimikrobiyal etkiler. (A) LAB, algilama sistemine
miidahale eden biyoaktif molekiilleri serbest birakir (B) LAB, patojenin elimine
edilmesini saglar (C) LAB, patojenin yer degistirmesine neden olur (Lukic ve
digerleri, 2018)

Probiyotiklerin konakgiya sagladigi faydalar besleyici veya terapotik olabilir. Ancak her
probiyotik susu, ayni cinse ait olmalarina ragmen, konakta kendine 6zgii farkli yanitlara

sahiptir (Saarela ve digerleri, 2000). Gliniimiize kadar yapilan ¢alismalar da osteoporoz,
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kanser, obezite ve tip 2 diyabet, depresyon, otoimmiin hastaliklar, yara iyilesmesi ve atopik
dermatitde probiyotiklerin insan sagligina yonelik faydalarini gostermistir (Suez ve
digerleri, 2019). Ek olarak, probiyotiklerin yara iyilesmesinde, iyilesme siirecinin
bozulmasinda 6nemli bir rol oynayan inflamasyon fazimi etkiledikleri ve patojenler
tizerinde antimikrobiyal etkinlikleri oldugubilinmektedir. Topikal veya sistematik olarak
uygulandiginda, insanlar ve hayvanlar iizerinde yapilan son arastirmalar, oksitosin aracili
bir sekilde inflamatuar yanit1 etkileyerek yara iyilesmesinde olumlu yonde bir etkiye sahip
olduklarin1 gostermektedir (Gonzalez ve digerleri, 2016). Bu nedenle, yara iyilesmesinde
terapotik ajanlar olarak calisiimalar1 6zellikle 6nemlidir. Son yillarda yapilan gesitli in
vitro ¢alismalar degerlendirildiginde, yara enfeksiyonlarina neden olan patojenlere karsi en
¢ok kullanilan probiyotiklerin, laktik asit bakterileri oldugu ve i¢lerinden L. plantarum, L.
acidophilus ve L. reuteri tiirlerinin daha g¢ok arastirildigi bilinmektedir (Ramos ve
digerleri, 2012). Ancak su an ki mevcut ¢aligmalar, probiyotiklerin insan saglig1 iizerine
faydali etkilerinin gdsterilmesine ragmen probiyotik etki i¢in organizmanin canli olmasina
gerek olmadigin1 vurgulamaktadir. Hiicre dliimiinden sonra da iiretilen karbonhidratlar,
proteinler, lipitler, vitaminler, organik asitler, hiicre duvari bilesenleri ve diger karmagik
molekiiller gibi farkli bilesenler etkilerini koruyarak saglik agisindan fayda
saglamaktadirlar (Rao ve digerleri, 2015). Bu baglamda, bu bilesenleri ifade etmek

amaciyla ‘paraprobiyotik’ ve ‘postbiyotik’ terimleri kullanilmaktadir.

2.9. Paraprobiyotikler

Paraprobiyotik terimi, inaktive edilmis mikrobiyal hiicreleri tanimlamak ic¢in kullanilir.
Inaktive edilmis bakteri hiicreleri; 1sitma, asit deaktivasyonu, dondurarak kurutma,
sonikasyon ve ultraviyole muamelesi gibi kimyasal veya fiziksel yontemlerle elde edilir
(de Almada ve digerleri, 2016). Son ¢alismalar, probiyotiklerin inaktive halde dahi saglik
acisindan faydalar1 olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu durum "probiyotik paradoks"
olarak adlandirilmistir ve bakteriyel hiicreler sindirim sisteminde ¢oziildiiglinde salinan
biyoaktif bilesiklerle aciklanmaktadir (Akter ve digerleri, 2020). Bu hiicreler igerisinde
peptidoglikan, teikoik asit, hiicre duvar polisakkaritleri ve hiicre yiizey proteinleri (LPXTG
proteinleri, s katman proteinleri, pili proteinleri, moonlighting proteinleri) yer almaktadir.
Son ¢aligmalar, bu inaktive hiicrelerin, mikrobiyal fraksiyonlarin veya hiicre lizatlarinin
biyojenik ve paraprobiyotik fonksiyonunun konake¢1 sagligin1 koruyabildigini gostermistir

(de Almada ve digerleri, 2016). Paraprobiyotiklerin sagliga faydali etkilerinin
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mekanizmasi heniiz tam olarak anlasilamamistir, ancak bu etkilerini igerdikleri hiicre zari,
hiicre duvar1 ve sitoplazmik komponentleri araciligiyla konagin immiin sistemini
etkileyerek gerceklestirdikleri diisiiniilmektedir. Paraprobiyotiklerin, diisilk enfeksiyon
riski, mikrobiyal translokasyon veya potansiyel inflamatuar yanitlar olusturduklar1 igin
bagisiklik sistemi bozulmus bireyler gibi secilmis hasta gruplarinda canli bakteriyel

tirlinlerden daha giivenli oldugu 6ne siiriilmiistiir (Dubey ve digerleri, 2021).

2.10. Postbiyotikler

2014 yilinda, Uluslararasi Probiyotik ve Prebiyotik Bilim Dernegi, metabolik yan
iriinlerin, 6lii mikroorganizmalarin ve diger mikroorganizma bazli canli olmayan iiriinlerin
gelistirilmesini ~ vurgulamis, fakat bunlarin  probiyotik kapsamina girmedigini
belirtmislerdir. Bununla birlikte, son yillarda yapilan ¢alismalar 6lii bakterilerin ve
bakteriyel molekiiler bilesenlerin de probiyotik 6zellikler gosterebildigini vurgulamaktadir.
Giliniimiizde, “postbiyotik™ terimi biyolojik aktiviteye sahip ¢Oziliniir bilesenleri ifade
etmekte olup, bitiin bakteri kullannmina karst daha gilivenilir bir alternatif olarak
gosterilmektedir. Bu yan iiriinler, ek biyoaktivite saglayarak, konakg¢iya fizyolojik yararlar
sunmaktadirlar. Kisa zincirli yag asitleri, enzimler, organik asitler (laktik asit), peptitler,
teikoik asit, peptidoglikan bazli peptitler, endo-ekzopolisakkaritler, hiicre duvari
proteinleri, bakteriyosinler (asidofilin, bifidin, reuterin) ve vitaminler postbiyotikleri
olusturmaktadir (Tsilingiri ve digerleri, 2012; Aguilar-Toala ve digerleri, 2018; Tang ve
digerleri, 2014). Postbiyotiklerin konakta fizyolojik, immiinolojik, biyolojik ve metabolik
reaksiyonlar baglaminda yararli bir etki gdstermesini saglayan aktif yapt ve etki
mekanizmasi heniiz agikliga kavusturulmamustir. Ancak bu etkiler, anti-inflamatuar,
antiproliferatif, antioksidan, hipokolesterolemik, antihipertansif, anti-obezonejik,
hepatoprotektif ve antimikrobiyal aktiviteleriyle iligskilendirilmistir (de Almada ve
digerleri, 2016).

2.11. Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yara iyilesmesi iizerine etkileri

Cok yakin zamanda, Lactobacillus rhamnosus paraprobiyotik igeriginin, Yyeniden
yapilandirilmig bir insan epidermis modelinde cilt bariyer fonksiyonunu iyilestirdigi ve
topikal olarak uygulanan c¢ok suslu probiyotik formiilasyonunun, enfekte kronik iskemik

yara lezyonunu iyilestirdigi de gosterilmistir (Nole ve digerleri, 2014; Knackstedt ve
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digerleri, 2019). Ayrica Lactobacillus reuteri DSM 17938 paraprobiyotik igerigi, IL-6 ve
IL-8 ekspresyonunu azaltarak mordtesi 1s1mn (UVB) stresli deri epidermal eksplantlarinda
anti-inflamatuar etki gosterir (Khmaladze ve digerleri, 2019). Kamilya, Baruah ve Sangma
(2015), iki probiyotik Bacillus amyoliquefaciens FPTB16 ve Bacillus subtilis FPTB13"in
canli ve inaktive edilmis (yani 1s1 soku, UV 15181 ve formalin ile) bakterilerinin farkli
kosullarda immiinomodiilatér etkisini bildirmistir. Ek olarak, 1sil islem gormiis
probiyotikler ve en diisiik konsantrasyon dozu (10" mI) en iyi uyariy1 gdstermis ve bazi
durumlarda bu inaktive formun uyarici etkisinin canli formdan bile daha iyi oldugu
bildirilmistir. Caligma ayrica, bakteriyel canliligin faydal etkileri saglamak i¢in temel bir
gereklilik olmadigina dair giiglii kanitlar gostermistir (Kamilya ve digerleri, 2015). Yine
yapilan bir ¢alismada, UV ile inaktive edilmis Lactobacillus rhamnosus GG susunun
(LGG), Caco-2 hiicrelerinde IL-8 yanitin1 asag1 regiile etmede canli LGG kadar etkili
oldugu kanitlanmistir (Claes ve digerleri, 2012). Ayni zamanda 1s1 ile inaktive edilen LGG,
bebek sican modelinde lipopolisakkarit (LPS) kaynakli inflamasyon {izerinde test edilmis
olup, hem canli hem de inaktive edilmis suslar enteral olarak uygulanmustir; (108 CFU/KQ)
iki grup da LPS tarafindan indiiklenen pro-inflamatuar medyatdrleri azaltabilmis; anti-
inflamatuar medyatdrleri pozitif bir sekilde diizenleyebilmistir (Li ve digerleri, 2009).
Singh ve ekibi, enteropatojenlere karsi paraprobiyotiklerin (1s1yla inaktive edilmis form)
oldukga etkin bir antagonistik yetenegi oldugunu bildirmislerdir (Singh ve digerleri, 2017).
Yine yapilan bir ¢alismada, Lactobacillus rhamnosus RW-9595M  kaynakl
paraprobiyotikler, yiiksek seviyelerde IL-10 ve diislik seviyelerde TNF-a, IL-6 ve IL-12’yi
indiikleyerek makrofajlar lizerinde immiinmodiilator etki gostermistir (Bleau ve digerlers,
2010). Su anda postbiyotiklerin karmasik etkilerini biitiiniiyle anlamak i¢in yeterli veri
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, postbiyotiklerin insan viicudu iizerinde pleiotropik
etkileri oldugu disiiniilmektedir. Gecikmis anjiyogenez ve yara iyilesmesi olan diyabetik
bir hayvan modelinde eksizyonel bir yara iizerinde postbiyotiklerin yara iyilestirme
aktivitesi arastirilmistir. Calismada, kullanilan Lactococcus chungangensis CAU 1447
kaynakli postbiyotigin profil analizi yapilmis; tespit edilen palmitik asit ve palmitoleik
asitin inflamasyon ve cilt dokusu yenilenmesini diizenleyerek yara iyilesmesiyle iliskili
oldugu bulunmustur (Nam ve digerleri, 2021). Mouritzen ve arkadaslarinin yaptigi
calismada Lactococcus lactis’in irettigi bir bakteriyosin olan Nisin A’nin yara
iyilegsmesindeki immiinomodiilator potansiyeli gosterilmistir. Yapilan analiz sonucu Nisin
A’nin 24 saatlik tedaviden sonra TNF-a, IL-6 ve IL-8 icin 6nemli bir azalma gosterdigi

kaydedilmistir (Mouritzen ve digerleri, 2019). Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yara
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iyilesmesi lizerindeki olumlu etkileri yapilan ¢aligmalar ile kanitlanmis olsa da bu etkilerini
hangi molekiiler yolaklar iizerinden gosterdiklerini iceren detayli bir literatiir ¢caligmasi

bulunmamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec¢
3.1.1. Calismalarda kullanilan mikroorganizma

Bu tez calismasi kapsaminda yapilan calismalarda, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoteknoloji Laboratuvar1 Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan, saglikli bebek gaitasindan
izole edilen Lactobacillus plantarum GD2, yeni adlandirilmasiyla Lactiplantibacillus
plantarum GD2 susu kullanilmistir (Zheng ve digerleri, 2020). Kullanilan GD2 susunun
daha onceki tez ve projeler kapsaminda fizyolojik ve biyokimyasal testlerianalitik profil
indeks 50 CHL (Biomerieux) test kiti ile yapilmis,16S rRNA/rfDNA’ya gore molekiiler

tanimlamalar gergeklestirilmistir (Sirin ve Aslim, 2021).
3.1.2. Cahismalarda kullanilan hiicre hatlarn

Yapilan ¢alismalarda, L929 (ATCC®CCL-1™) saglikli fare fibroblast ve RAW264.7
(ATCC®TIB-71™) fare makrofaj hiicre hatlari kullanilmigtir. Kullanilan hiicre hatlarina
ait bilgiler Cizelge 3.1.’de yer almaktadir.

Cizelge 3.1. L929 (ATCC®CCL-1™) ve RAW264.7 (ATCC®TIB-71™) hiicre hatlarina
ait 6zellikler (Internet 2 ve 3)

L929 (ATCC®CCL-1™) RAW?264.7 (ATCC®TIB-71™)

Organizma Fare Fare

Doku Deri alt1 bag dokusu; Yag; Areolar ~ Abselon  Losemi  Viriisinin ~ (A-MuLV)
intraperitoneal  enjeksiyonu  ile  farede
indiiklenen bir tiimdriin asitinden
olusturulmustur.

Morfoloji Fibroblast Makrofaj

Fenotip Adherent Adherent

Uygulama Hiicre Kiilttirti, Protein Ekspresyonu  Hiicre Kiiltiirti, Protein Ekspresyonu, RNA,

Kararli1 Hiicre  Transfeksiyonu, Stabil Hiicre Transfeksiyonu, Transfeksiyon:
Transfeksiyon Gen Ekspresyonu, Gegici Transfeksiyon
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3.2. Yontem

3.2.1. L. plantarum GD2 susunun Kkiiltiir kosullar ve muhafazasi

L. plantarum GD2 susu; de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth ve agar besi kiiltiir
kosullart ortamlarinda gelistirilmistir. Broth besi ortami hazirlanirken Cizelge 3.2°de yer
alan igerikler tartilip, bir miktar distile su (dH20) igerisinde manyetik karistiricida
(Heidolph) karistirllarak pH 6,2’ye ayarlanmistir. Son hacim, dH20 ile 1000mL’ye
tamamlanmistir. Agar besi ortami ise MRS broth icerisine %1,5g bakteriyolojik agar
eklenerek hazirlanmistir. Hazirlanan MRS broth ve agar besi ortamlar1 otoklav (Sanyo) ile
steril edilmistir (121°C, 15dk). Broth besiyeri icerisine %2 oraninda stok kiiltiirlerinden 1.
aktif bakteri ekimleri yapilmistir. Ekim sonrasi bakteriler 37°C’de inkiibasyona birakilmis,
18-24 saat araliginda 2 ve 3. aktifi yapilan, gram boyama yontemi ile temiz oldugu
saptanan bakteriler ¢alismalarda kullanilmistir. Kullanilan MRS Besiyeri icerikleri Cizelge

3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. MRS broth ve agar besiyeri igerigi

Kullanilan maddeler Miktar (g/L)
Pepton 10,00
Maya 0ziitii 5,00
Sig1r eti ziitl 10,00
Glukoz 20,00
Dipotasyum Fosfat 2,00
Sodyum Asetat 5,00
Magnezyum Siilfat 0,20
Amonyum Sitrat 2,00
Manganez Siilfat 0,05
Bakteriyolojik Agar 15,00
Tween 80 1,00

Kullanilan mikroorganizmanin muhafazasi

Calismalar kapsaminda kullanilan L. plantarum GD2 susu gliserol igerisinde kriyoviyal
tiiplere stok alinarak -30°C’de ve Skim Milk Broth besiyeri igerisinde liyofilize edilerek
(Christ alpha 2-4 LD plus) +4°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.2. McFarland degerinin ayarlanmasi

Paraprobiyotik ve postbiyotik eldesi i¢in kullanilacak bakterilerin optik yogunlugunun
ayarlanmasi i¢in McFarland yontemi kullanilmistir. L. plantarum GD2 susu, MRS broth
besi ortaminda %?2 oraninda 2 kez aktiflestirilmistir. 2. aktif bakterileri 3000 rpm’de 30 dk
santrifiij edilmis, slipernatant kismi atilmistir. Pellet lizerine 5 mL SF (%0,9 NaCI)
eklenerek vorteks ile karistirilmistir. Ardindan 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve
santrifiij sonrasi siipernatant atilmistir. Bu yikama islemi 2 kez tekrarlanmistir. Ardindan
bakteriler 200 puL SF igerisinde siispanse edilmistir. Optik yogunlugun ayarlanmasi igin
cam deney tiipli igerisinde bulunan 5 mL SF c¢o6zeltisi kullanilmistir. McFarland
densitometre cihaz1 ile yogunlugu olgiilen bakteriler, McFarland degeri 10 olarak

ayarlanmistir (Demir, 2022).

3.2.3. McFarland 10 degerine ayarlanan bakteri siispansiyonun koloni hesabi

McFarland densitometresi ile optik yogunlugu 10’a ayarlanan bakterilerin sayiminin
yapilmast igin siispansiyon igerisinden 10® degerine kadar diliisyonlar hazirlanarak seri
diliisyon yapilmistir. Hazirlanan Diliisyonlar, drigalski 38 spatiilii kullanilarak yayma ekim
yontemi ile MRS agar besiyerine ekilmistir. Ekimi yapilan bakteriler 37 °C’de ~ 48 saat
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi agarda olusan kolonilerin sayimi yapilmistir (Demir,
2022). Calisma, her bir diliisyon faktorii i¢in 3 paralel olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Total

bakteri sayimi birimi agagida verilen formiile gére hesaplanmistir:

Total bakteri sayimi birimi (cfu/mL) = (Toplam koloni sayis1) x (3.1)
(Diliisyon faktorii)/Ornek hacmi .

3.2.4. Paraprobiyotik eldesi

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda, probiyotik 6zellik gosteren L. plantarum GD2

susundan elde edilen paraprobiyotik kullanilmistir.

3. aktifi yapilan L. plantarum GD2 susu 3000 rpm’de 30 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasi1 siipernatant kismu steril kosullarda ayri bir steril falkona alinmistir. Siipernatant
kism1 ortamdan ayirildiktan sonra bakteri pelleti 2 kez serum fizyolojik (SF) ile yikanmis

ve 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi iist faz uzaklastirilmistir. Hiicre
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pelleti, steril ortamda SF igerisinde Mc Farland 10 (108 CFU/ml)’a ayarlanmustir. Daha
sonra Mc Farland 10 degerine ayarlanmis olan bakteri pelleti, buz banyosu igerisinde 30 dk
sonike (Vibra-cell) edilmistir. Sonikli preparasyon +4°C’de 14.000 rpm’de 20 dk santrifiij
edildikten sonra bakteri Ozleri dH20 igerisinde ¢Oziilmiis, kullanilana kadar -20°C’de
muhafaza edilmistir. Calismalar 6ncesi 0,22 um’lik filtreden gegirilerek kullanilmistir

(Han ve digerleri, 2019).

3.2.5. Postbiyotik eldesi

Bu tez kapsaminda yapilan c¢alismalarda, probiyotik 6zellik gosteren L. plantarum GD2

susundan elde edilen postbiyotik kullanilmistir.

Santrifiij sonrasi pelletten ayrilan siipernatant, NaOH ile pH 7’ye ayarlandiktan sonra 0,22

pm’lik filtreden gecirilip calismalarda kullanilmistir (Dubey ve digerleri, 2021).

3.2.6. Hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Calismalarda, L929 (ATCC®CCL-1™) fare fibroblast ve RAW264.7 (ATCC®TIB-71™)
fare makrofaj hiicreleri %10 fetal bovin serum (FBS) ve %! penisilin/streptomisin i¢eren
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) igeren flasklarda (T-25 ve T-75), 37°C’de
%5 CO2’li inkiibator ortaminda gelistirilmistir (Elisia ve digerleri, 2018; Zahirnia ve
digerleri, 2019). Calismalarda, stoklardan agilan, 2-3 pasaj sonrasi %90 yogunluga ulasan
hiicreler c¢aligmalarda kullanilmistir. Stok hiicrelere belirli araliklardakit araciligiyla

mikoplazma testi yapilmistir.

Kullanilan hiicre hatlarinin muhafazasi

Bu tez caligmasi kapsaminda kullanilan her iki hiicre hatti da %10 dimetil siilfoksit
(DMSO) igeren kriyoviyal tilipler igerisinde stok alinmis ve -196 °C’de muhafaza
edilmistir. Dondurma islemi kademeli olarak gerceklestirilmistir. Stok icin kriyoviyal
tiipler icerisinde hazirlanan hiicreler; 1 saat -20°C ve 1 gece -80°C’de bekledikten sonra

stv1 azot tankinda (-196°C) muhafaza edilmistir.
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3.2.7. MTT analizi

L. plantarum GD2 susu’ndan elde edilen paraprobiyotik ve postbiyotiklerin 1929 ve
RAW?264.7 hiicre hatlar1 canlilig1 iizerindefarkli konsantrasyon ve uygulama siirelerindeki
etkileri3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi ile
belirlenmistir. %90 hiicre yogunluguna ulasan hiicreler 0.25% Tripsin-EDTA (1X)
yardimiyla flasklardan kaldirilmis, kuyu basina yaklasik 1x10* hiicre yogunlugu olacak
sekilde 96’l1 hiicre plakalarina ekilmislerdir. Hiicre plakalari 24 saat inkiibe edilmistir
(37°C, %5 CO2). Inkiibasyon sonrasi paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalari
yapilmustir. Hazirlanan ana stok paraprobiyotik (108 CFU/mL) ve postbiyotiklerden 20, 50,
100, 150 ve 200 uL/mLuygulanmis, hiicreler 12, 18 ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonlar sonunda her bir kuyuya 20 pL dH20 igerisinde hazirlanan MTT soliisyonu
(5mg/mL) eklenmistir. MTT soliisyonu eklenen plakalar 4 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi kuyular bosaltilmis, kuyular icerisine 200 pL. DMSO eklenmistir.
Plakalar DMSO ile 30 dk inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda 570 nm’de mikroplaka
okuyucuda (Epoch, Biotek) absorbans degerleri belirlenmistir. Yiizde canlilik

hesaplamalar1 agagidaki formiile gore yapilmustir;

Hiicre canlilig1 (%)=(Ortalama 6rnek absorbans1)/ (3.2)
(ortalama kontrol absorbansi) x 100 '

3.2.8. Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin antimikrobiyal etkinliklerinin belirlenmesi

Minimum inhibitor konsantrasyonu (MIK) tayini

Yapilan ¢alismada paraprobiyotik ve postbiyotiklerin Staphylococcus aureus (S. aureus)
ATCC 6538, Pseudomonas aureginosa (P. aeruginosa) ATCC 27853, ve Candida
albicans (C. albicans)ATCC 10231 suslar1 lizerindeki antimikrobiyal etkinligi Amerika
Birlesik Devletleri Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) tarafindan
belirtildigi gibi, broth mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. MIK, mikrodiliisyon
kuyularinda organizmanin gelisimini tamamen engelleyen, en diisiik antimikrobiyal madde
konsantrasyonudur. Calismada, Mueller Hinton Broth (MHB) ve Mueller Hinton Agar
(MHA) besiyeri ortamlar1 kullanilmistir. Etken patojenler Mc Farland standardi 0,5 olarak
ayarlanarak ¢alismada kullanilmustir (2 x 10° CFU/mL ila 8 x 10° CFU/mL). 96 kuyulu
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plakali kuyular; Mc Farland standardi ayarlanan bakteri inokulumu, paraprobiyotik,
postbiyotik ve broth besiyeri ile son hacim 200 uL’ye tamamlanarak 354+2°C'de 16 ila 20
saat boyunca inkiibe edilmistir. 200 uL. MHB igeren negatif kontroller ve 200 pL
bakteriyel inokulum igeren pozitif kontroller kullanilmustir. Inkiibasyon sonunda, her
numunenin optik yogunlugu OD520°de 6l¢iilmesiyle kuyulardaki mikrobiyal gelisime gore
MIK degeri belirlenmis, biiyiime sinir1 0,200 olarak kabul edilmistir (CLSI-M07-A9, 2012;
Rodriguez-Melcon ve digerleri, 2021).

Minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) tayini

MIK sonucunda iireme goriilmeyen kuyulardan 0,1 mL hacimde MHA’lara ekimler
yapilmistir. Ekimi yapilan agarlar, 48 saat 37°C’de inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda,
hicbir koloni olusumunun olmadigi en diisiik konsantrasyon MBK olarak belirlenmistir
(CLSI-MO07-A9, 2012; Rodriguez-Melcon ve digerleri, 2021).

Calismalarda kullanilan uygulama gruplar1 Cizelge 3.3.’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Uygulama gruplarinin ¢alismada kullanilan konsantrasyonlari

Uygulama Gruplari Konsantrasyonlar (uL/mL)
Paraprobiyotik 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250
Postbiyotik (pH 7.0) 25, 50, 75, 100, 150
Postbiyotik (pH 4.5) 25, 50, 75, 100, 150

3.2.9. In vitro yara modeli (Scratch Assay) ve yara kapanma analizi

Paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalarimin yara iyilesmesi iizerine etkilerinin
belirlenmesi amaciyla in vitro yara modeli olusturulmustur. 1.929 fare fibroblast hiicreleri
2x10° yogunlukta olacak sekilde 48 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarina ekilerek 1 gece
inkiibe edilmislerdir (37°C, %5 COz2). Inkiibasyondan sonra kuyulara uygulama &ncesi
hiicreler 6-8 saat serum negatif besiyeri ile muamele edilmistir. 200 pL’lik pipet ucu
yardimiyla hiicreler iizerinde yapay bir yara bdlgesi olusturulmustur. Ardindan tim
kuyular 2-3 defa serum negatif besiyeri ile yikanmustir. Yikama sonrasi kuyulara
paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalar1 (hiicre canlilik testinde belirlenen ideal

uygulama dozlart 50, 100 ve 150 uL/mL) yapilmistir. Uygulamalar sonras1 0, 12, 18 ve 24.
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saatler yara bolgelerinden inverted mikroskop yardimiyla 4x biiyiitmede goriintiiler
alinarak kapanma oranlari belirlenmistir (Guy ve digerleri, 2017). Goriintiiler ImagelJ (1.X)
yazilimi ile analiz edilmistir. Kapanma oranlarin1 belirlemek icin asagidaki formiil

kullanilmistir;

% Kapanma: (baslangi¢ yara alan1 — t aninda 6lg¢tilen yara alani) x 100

baslangi¢ yara alani (3.3)

Baslangic yara alani: 0.’1nc1 saat yara alani

t an1: t saat ¢izik alani

3.2.10. Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yara iyilesmesi iizerine etkilerinin gen
diizeyinde belirlenmesi

Yapilan tez ¢aligmast kapsaminda paraprobiyotik (50, 100,150 pL/mL) ve postbiyotik (50,
100,150 pL/mL) uygulamalarinin ECM proteinlerinden COL-1A1 ve FN; TGF-f1/Smad
sinyal yolag: ile iligkili olarak TGF-B1, Smad2/3/4 ekspresyon seviyelerinde indiikleyici;
LPS ile indiiklenen in vitro inflamasyon modelinde interlokin-1f (IL-1p), interl6kin-6 (IL-
6), timor nekrozis faktor-alpha (TNF-a) pro-inflamatuar sitokinlerin ekspresyon
seviyelerinde inhibe edici ve interlokin-4 (IL-4), interlokin-10 (IL-10) anti- inflamatuar
sitokinler mRNA ekspresyon seviyelerinde indiikleyici etkilerini belirlemek amaciyla
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) yontemi kullanilmistir. L929 ve
RAW264.7 hiicrelerinin, 6 kuyucuklu hiicre plakalara 2,5x10° hiicre/kuyu yogunluk olacak
sekilde ekimleri yapilmistir. Hiicre plakalari 1 gece inkiibe edilmistir (37°C, %5 COy).
Inkiibasyon sonrast COL1A1, FN, TGF-B1, Smad-2/3/4 mRNA ekspresyon seviyelerini
belirlemek i¢in L.929 hiicrelerine paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalar: yapilarak 12-
18 saat inkiibe edilmistir. IL-1p, IL-6, TNF-a, mMRNA ekspresyon seviyelerini belirlemek
amacityla RAW264.7 hiicreleri 18 saat lug/mL LPS ile muamele edildikten sonra
paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalar1 yapilmis, uygulamalar sonrasi hiicreler tekrar
18 saat inkiibe edilmistir (Cizelge 3.7). IL-4 ve IL-10 mRNA ekspresyon seviyelerini
belirlemek amaciyla ise RAW264.7 hiicreleri 18 saat boyunca paraprobiyotik ve
postbiyotikler ile muamele edilmistir. Uygulamalar sonunda ilgili genlerin mRNA
ekspresyon seviyelerinin belirlenebilmesi amaciyla hiicrelerden total RNA izolasyonlari

yapilmistir.
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Total RNA izolasyonu

Her iki hiicre hatt1 i¢inde total RNA izolasyonu GeneJET RNA Izolasyon Kiti (Thermo
Scientific) kullanilarak yapilmustir. Inkiibasyonlar sonunda hiicre igeren plakalarda
bulunan besiyerleri uzaklastirilmistir. Plakalar tizerine 1X soguk PBS eklenerek hiicreler
toplanmis, santrifiij aracihigiyla c¢oktirilmistiir. Hiicre pelletleri, igerisinde 12 pL pB-
merkaptoetanol bulunan 1200 pL lizis soliisyonu ile siispanse edilmis, ardindan
vortekslenmistir. Siispansiyonlar 1200 puL (%96) etil alkol (EtOH) ile karistirilarak
toplama tiiplerine aktarilmistir. Tiipler 12000 g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasi akis kismi atilmig, toplama tiiplerine 2800 pL Yikama Soliisyonu I (Wash Buffer I)
eklenmistir. Ardindan tiipler 12000 g’de 15 saniye (sn) santrifiij edilmis, santrifiij sonrasi
kolonlar yeni bir toplama tiipiine aktarilmistir. Aktarim sonrast1 2000 pl Yikama
Soliisyonu II (Wash Buffer II) toplama tiiplerine eklenmis, tiipler 12000 g’de 15 sn
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 akis kismi atilmistir. Yikama Soliisyonu II ile yikama
islemi iki kez yapilmistir. Son yikamada akis kismi atildiktan sonra kolonlar 12000 g’de 2
dk santrifiyj edilmistir. Santrifiijler sonrasi kolonlar igerisine 30-100 pL dH20 eklenmistir.
Tiipler oda sicakliginda 1 dk’lik inkiibasyona birakilmis, inkiibasyon sonras1 13000 g’de 2
dk santrifiij edilmistir. Tim bu asamalar sonunda elde edilen total RNA tiip igerisinde
toplanmustir, izolasyon sonras1 RNA saflik ve miktar tayini i¢in 6rnekler Epoch (Biyotek)
mikroplaka okuyucu cihazinda 260 ve 280 nm dalga boyunda okutulmus, 260/280 saflik
degerleri ~2 olan ornekler ¢alismalarda kullanilmistir. izole edilen RNAlar, calismalarda

kullanilmak iizere -80 °C’de saklanmuistir.

Elde edilen total RNA orneklerinden cDNA sentezi

CDNA sentezi i¢in High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti (Thermo Fisher
Scientific) kullanilmistir. Steril PCR tiiplerine; 2 pLL 10xRT buffer, 0,8 plL 25xdNTP
karisimi (100 mM), 2 uLL I0XRT Random Primer, 1 puL reverse transkriptaz enzimi, 4,2 uLb
niikleaz igermeyen su ve 10 uL RNA 6rnegi eklenmistir. Bu agamada her bir PCR tiipii
icerisinde 20 pL total hacim bulunmaktadir. Her bir tiip 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk ve
85°C’de 5 dk inkiibe edilerek cDNA sentezi tamamlanmistir. izolasyon sonrasi cDNA
saflik ve miktar tayini i¢in 6rnekler Epoch (Biyotek) mikroplaka okuyucu cihazinda 260 ve
280 nm dalga boyunda okutulmus, 260/280 saflik degerleri ~1,8 olan 6rnekler ¢caligsmalarda
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kullanilmistir.  Sentezlenen c¢DNA’lar ¢alismalarda kullanilana kadar -80°C’de

saklanmustir.

gRT-PCR reaksiyonu

Sentezlenen cDNA’larin mRNA ekspresyon seviyeleri qRT-PCR yoOntemi ile
incelenmistir. Calismada, PCR reaksiyonu i¢in Quant Studio 3 qRT-PCR (Applied
Biosystem, Thermo Fisher Scientific) cihazi kullanmis olup, reaksiyon i¢in SYBR Green
PCR Kit (SensiFAST SYBR® LowROX Kit) (BIO94005-Bioline, ABD)kullanilmistir.
Deneylerde tiim oOrnekler ve genler ile tiger kez calisilarak analizlerde bu dlgiimlerin
ortalamasi kullanilmistir. Caligmada kullanilan qRT-PCR karisimi igerigi Cizelge 3.4'te

verilmistir.

Cizelge 3.4. qRT-PCR mix igerigi

Kullanilan madde Miktar (ul)
SYBER Green 10,00
cDNA 2,00

fleri primer (10 pmol/ul) 1,00

Geri primer (10 pmol/pl) 1,00
ddH:0 6,00

Caligmalarda kullanilan qRT-PCR reaksiyonlar Cizelge 3.5.’te verilmistir.

Cizelge 3.5. qRT-PCR reaksiyonlar1

Caligilan genler gRT-PCR reaksiyonu

COL1A1, FN, TGF-B1, Smad2, Smad3 ve Smad4, IL-4 95 °C'de 2 dk, 60 °C'de 20 sn
ve IL-10

IL-1P 95 °C'de 2 dk, 62 °C'de 20 sn, 72°C’de 20 sn
IL-6 95 °C'de 2 dk, 63 °C'de 20sn
TNF-a 95°C’de 2 dk, 62°C’de 20 sn, 72°C’de 20sn

Gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz (GAPH) geni bu ¢alismada housekeeping gen olarak
kullanilmistir. Calismada kullanilan primer dizileri Cizelge 3.8’de verilmistir (Wang ve
digerleri, 2013; Kim ve digerleri, 2014; Martignago ve digerleri, 2015; Lu ve digerleri,
2017; Quiros ve digerleri, 2017; Smyrek ve digerleri, 2019; Sheng-B, ve digerleri, 2020).
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Cizelge 3.6. In vitro yara modeli ve PCR ¢alismalarindaki uygulama gruplari

l(J}ZL?I;JIIaarTa a(giﬁrﬂt)rasyonlar Uygulama Kosullart
Kontrol L929 hiicreleri 12, 18 ve 24 saat
(DMEM) sadece DMEM ile muamele edilmistir.
Herhangi bir uygulama yapilmamustir.
Paraprobiyotik 50 uL/mL L929 hiicreleri 12, 18 ve 24 25 pl/mL
paraprobiyotik ile muamele edilmistir.
100 pL/mL L.929 hiicreleri 12, 18 ve 24 50 pl/mL
paraprobiyotik ile muamele edilmistir.
150 pL/mL L.929 hiicreleri 12, 18 ve 24 100 pl/mL
paraprobiyotik ile muamele edilmistir.
Postbiyotik 50 uL/mL L.929 hiicreleri 12, 18 ve 24 50 pl/mL
postbiyotik ile muamele edilmistir.
100 pL/mL L.929 hiicreleri 12, 18 ve 24 100 pl/mL
postbiyotik ile muamele edilmistir.
150 uL/mL L929 hiicreleri 12, 18 ve 24 150 pl/mL

postbiyotik ile muamele edilmistir.

Cizelge 3.7. In vitro inflamasyon modeli ¢alismalarindaki uygulama gruplari

Uygulama Gruplar1

Konsantrasyonlar (uL/mL)

Uygulama Kosullar1

Kontrol (LPS)

Kontrol (DMEM)

Paraprobiyotik

Postbiyotik

25 pul/mL

50 pl/mL

75 pl/mL

50 pl/mL

100 pl/mL

150 pl/mL

Raw264.7 hiicreleri 18 saat sadece 1pg/mL LPS
ile muamele edilmistir.

Raw264.7 hiicreleri 18 saat sadece DMEM ile
muamele edilmistir. Herhangi bir uygulama
yapilmamustir.

Raw264.7 hiicreleri 18 saat 1pg/mL LPS ve 25
pl/mL paraprobiyotik ile muamele edilmistir.

Raw264.7 hiicreleri 18 saat 1pg/mL LPS ve 50
pl/mL paraprobiyotik ile muamele edilmistir.

Raw?264.7 hiicreleri 18 saat 1pg/mL LPS ve 75
pl/mL paraprobiyotik ile muamele edilmistir.

Raw264.7 hiicreleri 18 saat 1pg/mL LPS ve 50
pl/mL postyotik ile muamele edilmistir.

Raw?264.7 hiicreleri 18 saat 1pg/mL LPS ve 100
pl/mL postbiyotik ile muamele edilmistir.

Raw264.7 hiicreleri 18 saat 1pg/mL LPS ve 150
pl/mL postbiyotik ile muamele edilmistir.




Cizelge 3.8. Calismada kullanilan primer dizileri (FW: ileri primer, RV

: Geri primer)
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Genler Primerler 5°— 3’ bc
COL1A1 FW: 5°>-ACATGCCGCGACCTCAAGAT-3’ 20
RV: 5-ATGTCTAGTCCGAATTCCTG-3’ 20
FN FW: 5>-ATGTGGACCCCTCCTGATAGT-3’ 21
RV: 5°-GCCCAGTGATTTCAGCAAAGG-3’ 21
TGF-B1 FW: 5-GTGTGGAGCAACATGTGGAACTCTA-3’ 25
RV: 5>-TTGGTTCAGCCACTGCCGTA-3’ 20
Smad?2 FW: 5>-AACCCGAATGTGCACCATAAGAA-3’ 23
RV: 5-GCGAGTCTTTGATGGGTTTACGA-3’ 23
Smad3 FW: 5>-GTCAACAAGTGGTGGCGTGTG-3’ 21
RV: 5°-GCAGCAAAGGCTTCTGGGATAA-3’ 22
Smad4 FW: 5>-TGACGCCCTAACCATTTCCAG-3’ 21
RV: 5-CTGCTAAGAGCAAGGCAGCAAA-3’ 22
GAPDH FW: 5>-GACCCCTTCATTGACCTCAA-3’ 20
RV: 5’-CTTCTCCATGGTGGTGAAGA-3’ 20
TNF-a FW: 5’-CAAGGGACAAGGCTGCCCCG-3’ 20
RV: 5’-CTTCTCCATGGTGGTGAAGA-3’ 20
IL-1B FW: 5>-GCAACTGTTCCTGAACTC-3’ 18
RV: 5>-CTCGGAGCCTGTAGTGCA-3’ 18
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
IL-4 FW:5-ACCACAGAGAGTGAGCTCGT-3’ 20
RV: 5’-AGGCATCGAAAAGCCCGAAA-3’ 20
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e
Sekil 3.1. Kullanilan primerler ile hedef ;n bolgelerinin erime egrileri A. FN, B.

COL1A1, C. TGF-B1, D. Smad-2, E. Smad-3, F. Smad-4, G. IL-6, H. IL-1, I.
TNF-0, J. IL-4, K. IL-10, L. GAPDH
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3.2.11. istatistiksel analiz

Calisma sonuglar1 SPSS 16.0 programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Kontrol grubu ile paraprobiyotik 50, 100, 150 pL/mL ve postbiyotik 50, 100, 150uL/mL
uygulamalarinin grup arasindaki farklar t testi ile belirlenmistir. MTT testinde elde edilen
hiicre canlilig1 ortalama degerleri arasindaki farklar Multivariate Anova Post Hoc Tukey
HSD (p<0,05) ile belirlenmistir. /n vitro yara analizi ¢calismasinda paraprobiyotik 50, 100,
150 uL/mL ve postbiyotik 50, 100, 150 pL/mLuygulamalari ile elde edilen ortalama yara
kapanma degerleri arasindaki farklar Multivariate Anova Dunnett (p<0,05) ile tespit
edilmistir. TGF-B1, Smad-2, Smad-3, Smad-4, FN, COL1A1, IL-6, IL-1B, TNF-a, IL-10
ve IL-4 gRT-PCR analizlerinde elde edilen ekspresyon diizeyleri arasindaki farklar ve
antimikrobiyal etkinlik degerlendirmeleri tek yonlii Anova Post Hoc Tukey HSD (p<0,05)
ile belirlenmistir. Tiim calismalar 3 paralel ve 2 tekrarli yapilmistir. Calismalardan elde

edilen veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak verilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Paraprobiyotik ve Postbiyotik Uygulamalarinin Hiicre Canliig Uzerine Etkileri

Yapilan bu tez calismasinda kullanilacak olan L1929 ve RAW264.7 hiicre hatlarina
uygulanacak paraprobiyotik ve postbiyotiklerin, toksik olmayan ve etkin olabilecek
konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerini belirlemek amaciyla toksisite c¢aligmalari
yapilmistir. Uygulamalarin hiicrelerin canliligi tizerine etkileri, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) yontemi ile belirlenmistir. MTT sonuglarina gore %

canlilik oran1 esas alinarak ideal uygulama dozu ve muamele siiresi belirlenmistir.

4.1.1. Paraprobiyotikve postbiyotik uygulamalarimmin 1.929 hiicre hatti canhhgi
iizerine etkileri

Hazirlanan paraprobiyotik ve postbiyotiklerin 20, 50, 100, 150, 200 pL/mL’lik dozlari
1.929 hiicreleri ile 12, 18 ve 24 saat boyunca muamele edilmistir. inkiibasyonlar sonunda
yapilan uygulamalarin hiicreler iizerindeki etkileri % canlilik olarak hesaplanmistir.
Sonuglar 4.1. ve 4.2.’de verilmistir. Calismada, kontrol grubu yalnizca DMEM (%10 FBS,

%1 Penisilin/Streptomisin) ile muamele edilmistir.

120 -
- i - L
100 :J:_:;;,-
80 - [
é 012 saat
‘S B0 4 [
3 @18 saat
s e B 24 saat
40 A [
20 4 [
0 :
Kontrol 150 200
Paraprobiyotik (pL/mL)

Sekil 4.1. Paraprobiyotik uygulamalarinin L929 hiicreleri iizerindeki %canlilik sonuglari
n:6, OD + SD *(p<0,05)
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Sekil 4.2. Postbiyotik uygulamalarinin L929 hiicreleri tizerindeki % canlilik sonuglari n:6,
OD + SD *(p<0,05)

Paraprobiyotik uygulamalarinda 12 ve 18. saatte 20-150 pL/mL araliginda hiicre canlilig
strasi ile %94-83 ve %93-72 araliginda belirlenirken, postbiyotik uygulamalarinda %97-82
ve %84-72 araliginda tespit edilmistir. Paraprobiyotik uygulamalarinda, 24 saatlik
inlibasyon sonunda doz artisina bagl olarak % canlilik degerinde bir azalma meydana
gelmistir. Ozellikle, 200 pL/mL uygulamalarmin tiim inkiibasyon siireleri sonunda hiicre
canliiginda %50 oraninda azalmalara neden oldugu belirlenmistir. Postbiyotik
uygulamalarinda da paraprobiyotik uygulamalarinda oldugu gibi inkiibasyon siirelerinin
artmasina bagli olarak % canlilik degerinde azalmalar meydana gelmistir. 24.’lincii saatin
sonunda 200 pL/mL uygulamasinin %70’in altina distiigi tespit edilmistir. 20 pL/mL
uygulamalari ise yapilacak digercalismalar icin diisiik bir doz seviyesi kalmistir. Bu hiicre
hatt1 i¢in sonraki ¢alismalarda toksik olmayan ve etkin olabilecegi diistiniilen, L929 hiicre
hatt1 ile yapilacak olan in vitro yara modeli ve PCR ¢aligmalarindaki uygulama gruplari

Cizelge 3.6.’da verilmistir.
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Istatistiksel olarak, kontrole kiyasla paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalarmin azalan

hiicre canlilig1 degerlerinin anlamli olmadigi tespit edilmistir (»>0,05).

4.1.2. Paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalarinin RAW?264.7 hiicre hatti canlihgi
iizerine etkileri

Hazirlanan paraprobiyotik ve postbiyotiklerin 20, 50, 100, 150, 200 pl/mL’lik dozlar
RAW264.7 hiicreleri ile 12, 18 ve 24 saat boyunca muamele edilmistir. Inkiibasyonlar
sonunda yapilan uygulamalarin hiicreler tizerindeki etkileri % canlilik olarak
hesaplanmistir. Sonuglar Sekil 4.3. ve 4.4.°te verilmistir. Calismada, kontrol grubu

yalnmizca DMEM (%10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin) ile muamele edilmistir.

120

T
100 :l_T

g0 4 [

i 012 sazt
80 - |
[ 18 saat

% Canhhk

i B 24 saat
a0 A |: =3

0 4 [

Kortrol

Paraprobiyotik [pL/mL)

Sekil 4.3. Paraprobiyotik uygulamalarinin RAW64.7 hiicreleri {izerindeki % canlilik
sonuglar1 n:6, OD + SD *(p<0,05)
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Sekil 4.4. Postbiyotik uygulamalarinin  RAW264.7 hiicreleri lizerindeki % canlilik
degerleri n:6, OD + SD *(p<0,05)

Paraprobiyotik uygulamalarinda 12 ve 18. saatte 20-200 pL/mL araliginda hiicre canlilig1
strast ile %97-87 ve %96-82 araliginda belirlenirken, postbiyotik uygulamalarinda %95-85
ve %93-81 araliginda tespit edilmistir. Paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalar1 bu
hiicre hattinda canlilig1 %70’in iizerinde korumasina ragmen L929 hiicre hatti ile yapilacak
olan in vitro yara modeli ve PCR ¢alismalarinda ile elde edilen sonuglarin uyumlu ve
karsilastiralabilir olmas1 amaci ile uygulama siiresi ve konsantrasyonlart 50, 100 ve 150

pL/mL; 12 ve 18. saat olarak se¢ilmistir.

Istatistiksel olarak, kontrole kiyasla paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalarinin azalan

hiicre canlilig1 degerlerinin anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
4.2. Paraprobiyotik ve Postbiyotiklerin Antimikrobiyal Etkinliklerinin Belirlenmesi

Agik yara bolgesinin patojen bulaslart sonucu inflamasyon siirecinin uzamasina ve yara
iyilesme siirecinde gecikmelere neden olarak yaranin kroniklesmesi ile sonuglanmaktadir.
Bu nedenle, paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yara patojenlerinden sik¢a rastlanan
Staphylococcus aureus (S. aureus), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ve Candida

albicans (C. albicans) iizerindeki antimikrobiyal etkileri ‘Clinical and Laboratory
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Standards Institute’ (CLSI) mikrodiliisyon yontemini kullanilarak belirlenmistir.

Kullanilan konsantrasyonlar Cizelge 3.3.’te verilmistir.

Calismada, pozitif kontrol olarak MHA, negatif kontrol olarak da etkenlerin kendisi

kullanilmastir.

Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin MiK ve MBK degerleri Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin MiK ve MBK degerleri (uL/mL). a: MIK:
Minimim inhibisyon konsantrasyon, b: MBK: minimum bakterisidal
konsantrasyon

S. aureus P. aeruginosa C. albicans
MiK? MBKP MiK? MBK®P MiK? MBK®P

Uygulama Gruplari
Paraprobiyotik 100 250 100 250 100 250
Postbiyotik (pH 4,5) 25 50 25 50 25 50

Paraprobiyotiklerin ¢alismalarda kullanilan 25, 50, 75, 100 ve 150 pL/mL dozlar ii¢ etken
tizerinde de etkinlik gdsterememesi nedeni ile 200 ve 250 uL/mL dozlar1 da ¢alismaya
eklenmistir. Ug etkende de Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK), paraprobiyotik
uygulamalari i¢in 100 uL/mL olarak belirlenmistir. Minimum Bakterisidal Konsantrasyon

ise (MBK) 250 pL/mL olarak belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.5.”te verilmistir.
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Sekil 4.5. Paraprobiyotik uygulamalarimin MBK sonuglari. 1.A. C. albicans, B. 250
uL/mL paraprobiyotik, 2.A. P. aeruginosa B. 250 uL/mL paraprobiyotik; 3.A.
S. aureus B. 250 pL/mL paraprobiyotik

Paraprobiyotikler, hiicre duvar bilesenleri dahil olmak iizere iceriginde bir¢ok cesit farkli
protein bulundurmasi sebebi ile antimikrobiyal etkinligin ancak doz artisina bagh olarak

arttig1 tespit edilmistir.

Kullanilan postbiyotikler, yapilan diger c¢aligmalarda hiicre canliligini olumsuz yonde
etkilemesi nedeni ile pH 7 ayar1 yapilarak ¢alismalarda kullanilmistir. Bu ¢alismada,
antimikrobiyal etkinligin pH’ya bagl olarak degisip degismediginin belirlenmesi amaci ile
pH 7’ye ayarlanan postbiyotikler ve pH ayar1 yapilmayan postbiyotikler kullanilmistir.
Calismada her iki grup i¢in de 25, 50, 75, 100 ve 150 pL/mL dozlar1 kullanilmistir. pH 7
postbiyotikler patojenik etkenlerin gelisimini inhibe etmedigi kaydedilirken pH ayari
yapilmadan kullanilan postbiyotikler igin ii¢ etkende de MIiK degeri 25 uL/mL olarak
belirlenmistir. MBK degeri ise 50 puL/mL olarak belirlenmistir (Sekil 4.6). Laktik asit

bakterilerinin {rettikleri metabolitler arasinda laktik asit ve diger yag asitleri
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bulunmaktadir. Yapilan c¢alismalarda postbiyotik iceriginde yer alan bu asitlerin
patojenlerin gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir (Gomez-Garcia ve ve digerleri, 2019).
Buna bagli olarak ¢alismamizda pH ayar1 yapilmadan kullanilan postbiyotiklerin ortamda
bulunan laktik asit varligina bagli olarak patojen gelisimini inhibe ederken, pH 7 olarak
kullanilan postbiyotiklerin pH’nin artmasina bagli olarak antimikrobiyal o6zelliginin

diismesine neden oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.6. Postbiyotiklerin uygulamalarinin MBK sonuglar1 1.A.C. albicans, B. 50 uL/mL
1you yg u
postbiyotik, 2. A. P. aeruginosa B. 50 uL/mL postbiyotik; 3. A. S. aureus B. 50
uL/mL postbiyotik

Istatistiksel olarak, kontrol gruplarina kiyasla paraprobiyotik ve pH 7, pH 4,5 postbiyotik
uygulamalarmin MIK ve MBK degerlerinin anlaml1 oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
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4.3. Paraprobiyotik ve Postbiyotik Uygulamalarimin Yara Kapanmasi Uzerine
Etkilerinin Belirlenmesi

Fibroblastlarin yara bdlgesine gogii (migrasyon), proliferasyon fazi i¢in kritik bir asamadir.
Bu nedenle, bu calismada paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yara kapanmasinda
fibroblastlarin migrasyonu iizerine etkisinde ideal doz ve siirenin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amagla, L.929 hiicreleri ile in vitro yara modeli olusturulmustur. In vitro
yara modeli i¢in Scratch Assay (Cizik Deneyi) yontemi kullanilmistir. Kontrol grubu

yalnizca DMEM ile muamele edilmistir.
4.3.1. Paraprobiyotik uygulamalarinin yara kapanmasi iizerine etkileri

Belirlenen dozlarin yara kapanmasi iizerine etkilerinin incelenmesi amaciyla olusturulan in
vitro yara modeli ilizerinde uygulamalar yapilmis, 12, 18 ve 24 saatlik inkiibasyonlar
sonucunda kapatma oranlar1 % kapatma olarak hesaplanmistir. Sonuglar, Sekil 4.7.’de

verilmistir.
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Sekil 4.7. Paraprobiyotik uygulamalarinin yara kapanmasi iizerine etkileri

Paraprobiyotik uygulamalarinda tiim dozlarin in vitro yara modelinde 12. saat itibariyle

yaray1 tamamen kapattig1 gézlenmistir. 12. saati takiben 18 ve 24. saatlerde de ayni sekilde

yara alanmin tamamen kapandi8i, ek olarak, 18 ve 24. saatlerde yara kenarindaki

hiicrelerin prolifere olduklar1 gozlenmistir. Sekil 4.8.’de paraprobiyotik uygulamalar

sonucunda 12,18 ve 24. saatlerde % yara kapanma oranlar1 verilmistir.
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Sekil 4.8. Paraprobiyotik uygulamalar1 sonucunda %yara kapanma oranlar1 n:4, OD + SD

Istatistiksel olarak, kontrol grubuna kiyasla paraprobiyotik uygulamalarinda tiim dozlarda
12, 18 ve 24 saatlerde ylizde kapanma degerleri arasindaki farkin anlamli oldugu tespit

edilmistir (p<0,05).

4.3.2. Postbiyotik uygulamalarinin yara kapanmasi iizerine etkileri

Uygulamalar sonrast 12, 18 ve 24 saatlik inkiibasyonlar sonucunda kapatma etkileri

%kapatma olarak hesaplanmistir. Sonuclar Sekil 4.9.’da verilmistir.
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Sekil 4.9. Postbiyotik uygulamalarinin yara kapanmast tizerine etkileri

Postbiyotik uygulamalarinin in vitro yara modelinde 12. saatte dozlara gore yara kapanma
yiizdeleri 50 pL/mL’de %61, 100 pL/mL’de %56, 150 pL/mL’de ise %59 dur (Sekil 4.9).
18. saate gelindiginde 50 pL/mL’de %57, 100 uL/mL’de %71 e ¢ikarken 150 pL/mL’de
hiicre morfolojisinin bozulmaya baglayarak yara kapanma yiizdesinde %13’liikk bir diisiis
oldugu kaydedilmistir. 24. saatte uygulama yapilan tim dozlarda yara bolgesindeki
hiicrelerin morfolojilerinin bozuldugu buna bagl olarak iyilesmede %?20-40 oraninda

diisiisler meydana geldigi gozlenmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Postbiyotik uygulamalar1 sonucunda %yara kapanma oranlar1 n:4, OD + SD
*(p<0,05)

Istatistiksel olarak, kontrol gruplarina kiyasla postbiyotik uygulamalarinda 12, 18 ve 24.
saatlerde yiizde kapanma degerleri arasindaki farkin anlamli oldugu tespit edilmistir

(p<0,05).

4.4. Paraprobiyotik ve Postbiyotiklerin Uygulamalarimin Yara lyilesmesi Uzerine
Etkilerinin Gen Diizeyinde Belirlenmesi

TGF-B1/Smad yolagi, yara iyilesmesinde biliyiime faktorii reseptorii etkilesimi faktorleri ile
dogrudan baglantili olup, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi gibi hiicresel olaylarda
onemli bir rol oynar. Bu ¢alismada, paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yara kapanmasi
iizerine etkilerinin TGF-B1/Smad yolagi’nda gen diizeyinde belirlenmesi amaglanmustir.
Bu amagla q-RT PCR yontemi kullanilmistir. 1929 hiicrelerinde paraprobiyotik ve
postbiyotik uygulamalar1 12-18. saatlerde 50, 100 ve 150 pL/mL dozlarmin TGF-f1,
Smad-2, Smad-3, Smad-4, kollajen (COL1A1) ve fibronektin (FN) gen seviyelerindeki

etkileri belirlenmistir. Kontrol grubu yalnizca DMEM ile muamele edilmistir.

4.4.1. Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin TGF-g1/Smad yolagi iizerindeki modiilator
etkilerinin belirlenmesi

TGFB-1/Smad sinyal yolagi; TGF-B reseptorlerinin aktivasyonu ile Smad-2/3’{in fosforile

olmasi ve Smad-4 ile kompleks olusturarak niikleusa gbé¢ edip hiicre proliferasyon,
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migrasyonu ve ECM proteinleri sentezini indiiklenerek yara iyilesme siirecinde
fonskiyonel bir rol oynar. Paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalar1 sonucunda TGF-f1,
Smad-2, Smad-3 ve Smad-4 mRNA eckspresyon seviyeleri Sekil 4.11. ve 4.12.°de
verilmistir. Paraprobiyotik uygulamalarinda mRNA seviyelerinde en iyi sonuglar 12. saate
ait iken postbiyotik i¢in en iyi sonuglar 18. saate aittir. Her iki grup igin de elde edilen
MRNA ekspresyon seviyeleri in vitro yara modeli sonuglarini desteklemektedir.
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Sekil 4.11. Paraprobiyotiklerin TGF-f1/Smad sinyal yolag iizerindeki modiilator etkileri.
(A) TGF-p1, (B) Smad-2, (C) Smad-3 ve (D) Smad-4 mRNA ekspresyonu
sonuglarin:4, OD + SD *(p<0,05)

Paraprobiyotik uygulamalarinin doz artisina bagl olarak TGF-B1, Smad-2, Smad-3 ve
Smad-4 mRNA ekspresyon seviyelerini arttirdigi ve TGFB-1/Smad sinyal yolaginda etkili
oldugu belirlenmistir. TGFB-1 mMRNA ekspresyon seviyesi kontrole kiyasla 4,2; Smad-2
9,1; Smad-3 10,6 ve Smad-4’te 5,4 kat artis1 olmustur.
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Sekil 4.12. Postbiyotiklerin TGF-f1/Smad sinyal yolagi iizerindeki modiilator etkileri. (A)
TGF-B1, (B)Smad-2, (C) Smad-3 ve (D) Smad-4 mRNA ekspresyonu sonuglari
n:4, OD + SD *(p<0,05)

Postbiyotik uygulamalarimin doz artisina bagli olarak TGF-f1 ve Smad-4 mRNA
ekspresyon seviyelerini arttirdigi belirlenmistir. TGFB-1 mRNA ekspresyon seviyesi tim
dozlar ig¢in kontrol grubuna kiyasla 1,6 kat; Smad-4’te ise 3,7 kat artisi oldugu
belirlenmistir. Smad-2 ekspresyon seviyesinde kontrol grubuna kiyasla 2 kat artig
olmustur. Ancak 150 pL/mL’de kontrole kiyasla 1,6 kat azalma s6z konusudur. Smad-3
mRNA ekspresyon seviyesine bakildiginda ise durum tam tersidir. Doz artigina bagl
olarak Smad-3’te mRNA ekspresyon seviyesi azalmaktadir. En yliksek ekspresyon seviyesi
kontrole kiyasla 50 pL/mL’de 3,3 kat olarak belirlenmistir.

Istatiksel olarak paraprobiyotik uygulamalarinda kontrol grubuna kiyasla TGF-B1, Smad-2,
Smad-3 ve Smad-4 mRNA ekspresyon seviyeleri ilizerinde etkisi anlamlidir (p<0,05).

Postbiyotik uygulamalarinda ise Smad-4 mRNA ekspresyon seviyeleri tizerinde etKisi



53

anlamli iken (p<0,05) TGF-B1, Smad-3 ve Smad-2 ekspresyon seviyeleri iizerindeki
postbiyotiklerin etkisinin kontrol grubuna kiyasla anlamli olmadigi tespit edilmistir
(p>0,05).

4.4.2. Paraprobiyotikve postbiyotiklerin ekstraselliiler matriks (ECM)
proteinleriiizerindeki modiilator etkilerinin belirlenmesi

Yaralanma sonrasi yara, pihtilasma, graniilasyon dokusu olusumu, yeniden epitelizasyon
ve hiicre dis1 matris (ECM) yeniden sekillenmesi dahil olmak {izere bir dizi dinamik
fizyolojik olay yoluyla iyilesir. Bununla birlikte, son bulgular da ECM'nin biiylime
faktorleri ve sitokinlerin depolanmasi ve iletilmesi, doku onarimi ve g¢esitli fizyolojik
fonksiyonlar dahil olmak iizere birgok islevi oldugunu gostermektedir. Dogal ECM’de
bulunan iki protein kollajen ve fibronektindir. Kollajen, ECM'de bulunan en yaygin
proteindir. Fibroblastlar tarafinda sentezlenir ve derinin yaklasik %50-90'in1 olusturur. Bu
calismada, paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalarinin COL1A1 ve FN mRNA

ekspresyon seviyeleri lizerine etkileri belirlenmistir. Sonuclar Sekil 4.13. ve 4.14.’°te

verilmistir.
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Sekil 4.13. Paraprobiyotiklerin  COL1A1 ve FN {izerindeki modiilatér etkileri.
(A)COL1AL, (B) FNmRNA ekspresyonu sonuglarin:4, OD + SD *(p<0,05)

Paraprobiyotik uygulamalarinin doz artisina baghi olarak COL1A1l ve FN mRNA
ekspresyon seviyelerini arttirdigt ve COL1Al ve FN iiretiminde etkili oldugu
belirlenmistir. COL1AL1 mRNA ekspresyon seviyesi en yiiksek konsantrasyonda kontrole

kiyasla 159,2 kat; FN ise 10,3 kat artmistir. Kollajenin fazla tiretimi skar dokusunun asiri
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birikimine neden olarak hipertrofik yara izi olusur. Hipertrofik skar, yara iyilesmesine
anormal bir skar olusumudur ve yarada istenmeyen bir iyilesme durumudur. Genel olarak,
paraprobiyotik uygulamalarinin gen diizeyindeki etkileri incelediginde in vitro yara modeli

sonuclarini desteklemektedir.
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Sekil 4.14. Postbiyotiklerin COL1A1 ve FN iizerindeki modiilator etkileri. (A) COL1AL,
(B) FNmRNA ekspresyonu sonuglarin:4, OD + SD *(p<0,05)

Postbiyotik uygulamalarinin doz artigina bagli olarak COL1A1 ve FN mRNA ekspresyon
seviyelerinde 150 uL/mL’de diisiis oldugu belirlenmistir. COL1A1 mRNA ekspresyon
kontrole kiyasla seviyesi 1,8 kat oldugu 150 puL/mL uygulamasinda 1,5 kat diistigii
belirlenmistir. FN mRNA ekspresyon seviyesi ise 50 ve 100 pL/mL’de 2 katartarken, 150
pL/mL uygulamasinda 1,6 katazalmistir. Buna bagli olarak, COL1A1 ve FN iiretiminde
postbiyotiklerin etkili oldugu ancak yiiksek konsantrasyonlarda ekspresyon seviyelerinde

kontrole kiyasla 1,5-1,6 kat arasi bir diisiis oldugu kaydedilmistir.

Istatiksel olarak kontrol grubuna kiyasla paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalarinin
COL1A1 ve FN mRNA ekspresyon seviyeleri iizerinde etkisinin anlamli oldugu tespit
edilmistir (p<0,05).
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4.4.3. Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin inflamasyon fazi iizerindeki modiilator
etkileri

Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin pro-inflamatuar sitokinler lizerindeki modiilator etkileri

Inflamasyon fazi, yara iyilesmesinin ikinci fazidir; enfeksiyonu &nler. Inflamasyon fazinin
stiresi yaranin kronikleserek iyilesememesine neden olmaktadir. Bu faz siiresince
makrofajlar tarafindan {dretilen yiiksek miktarda pro-inflamatuar sitokinler ve bu
sitokinlerin uzun siireli salinimi siirecin uzamasina ve yaranin kroniklesmesine sebep
olmaktadir; bu da yara iyilesmesinde istenmeyen bir durumdur. Bu ¢alismada, RAW264.7
makrofaj hiicrelerinde paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalarinin inflamatuar fazda
onemli rol oynayan pro-inflamatuar sitokinlerden TNF-a, IL-6 ve IL-18’nin ekspresyon
seviyelerinde etkisinin incelenmesi amaglanmstir. Inflamasyon asamasini taklit etmek
amactyla RAW264.7 hiicreleri lipopolisakkarit (LPS) ile muamele edilmistir. Bu ¢aligmada
iki farkli kontrol grubu kullanilmistir. Kontrol gruplarindan biri yalnizca DMEM ile diger
grup yalnizca LPS ile muamele edilmistir (Cizelge 3.7). Sonuglar 4.15. ve 4.16’da

verilmistir.
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Sekil 4.15. Paraprobiyotiklerin TNF-a, IL-6 ve IL-1p lizerindeki modiilator etkileri. (A)
TNF-a, (B) IL-6, (C) IL-1p mRNA ekspresyonu sonuglari n:4, OD + SD
*(p<0,05)

Paraprobiyotik uygulamalarinda 12 saatte tiim doz uygulamalarinin gen ekspresyon
seviyelerinde asir1 sitokin liretimine neden oldugu belirlenmistir (veri gosterilmiyor). Bu
nedenle tim doz seviyeleri yariya indirilerek 12 saat uygulamalari yapilmistir (veri
gosterilmiyor). Ancak bu durumda da sitokinlerin agir1 iiretimi kaydedilmistir.
Paraprobiyotikler icerisinde yer alan hiicre duvar1 bilesenleri, Toll benzeri reseptorlere
baglanarak uzun siireli inflamatuar yanit olusumuna neden olabilmektedir. Yapilan saat ve
doz denemeleri sonucunda Cizelge 3.7.’de ugulama gruplari belirlenmistir. Paraprobiyotik
uygulamalarinin LPS ile indiiklenen sitokin iiretimine gore TNF-a, IL-6 ve IL-1f mRNA
ekspresyon seviyelerinde disiisleri neden oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar,
paraprobiyotiklerin pro-inflamatuar sitokinlerin {iretimini diizenleyerek inflamasyon
siirecinin zamaninda tamamlanmasini saglayarak yaranin normal siiresi boyunca iyilesme
gostererek yara bolgesinin kapanmasini, bolgedeki hiicrelerin proliferasyonunu olumlu

yonde etkiledigini gostermektedir. Kontrol grubuna kiyasla (LPS), TNF-a mRNA
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ekspresyon seviyesi tim dozlar i¢in 3,2kat, IL-6 25 ve 50 pL/mL’de 11,3 kat, 75
uL/mL’de 5 kat, IL-1pB i¢in 25 pL/mL’de 24,4 kat, 50 pL/mL’de 16,9 kat 75 pL/mL’de
3,45 Kat diistis belirlenmistir.
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Sekil 4.16. Postbiyotiklerin TNF-a, IL-6 ve IL-1p tizerindeki modiilator etkileri. (A) TNF-
a, (B)IL-6, (C)IL-1B mRNA ekspresyonu sonuglari n:4, OD + SD*(p<0,05)

Postbiyotik uygulamalar1 18 saat inkiibasyon sonucundadoz artisina bagli olarak TNF-a,
IL-6 ve IL-1p mRNA ekspresyon seviyelerinde kontrol gurubuna (LPS) kiyasla 10-200 kat
aras1 disiislerin oldugu belirlenmistir. Postbiyotik uygulamalarinin LPS ile indiiklenen
sitokin iiretimine gore daha diisiik olmasi postbiyotiklerin sitokinlerin {retimini
diizenleyerek inflamasyon siirecinin zamaninda tamamlanmasin1 saglayarak yaranin
normal siiresi boyunca iyilesme gostererek yara bolgesinin kapanmasii olumlu ydnde
etkiledigini gostermektedir. TNF-a’da 50 pL/mL’de 4,5 kat, 100 pL/mL’de 10 kat, 150
pL/mL’de 16 kat, IL-6 50 pL/mL’de 10,6 kat, 100 ve 150 pL/mL’de 42,6 kat, IL-1B’da
icin doz artisina bagl olarak 100 ve 150 pL/mL’de 3,9 katdiisiis belirlenmistir.
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Istatiksel olarak paraprobiyotiklerin TNF-a, IL-6 ve IL-1BmRNA ekspresyon seviyeleri
tizerinde etkisinin anlamli oldugu (p<0,05); postbiyotik uygulamalarinda kontrol grubuna
kiyasla TNF-o ve IL-6 mMRNA ekspresyon seviyeleri iizerinde etkisinin anlamli oldugu
(p<0,05), IL-1BmRNA ekspresyon seviyeleri ilizerinde etkisinin anlamli olmadig1 tespit
edilmistir (p>0,05).

Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin anti-inflamatuar sitokinler {izerindeki modiilator etkileri

Pro-inflamatuar sitokinlerin uzun siireli iretimine bagli olarak inflamasyon siiresinin
uzamasi ile kronik yaralar meydana gelmektedir. Anti-inflamatuar sitokinler, pro-
inflamatuar sitokinlerin {retimini inhibe ederek inflamasyon siiresinin uzamasini
engelleyebilmektedir. Bu c¢alismada, paraprobiyotik uygulamalarmin anti-inflamatuar
sitokin tiretimini etkileyerek inflamatuar siirecin uzamasini engelleyebilmedeki rollerinin
ortaya konmasi amaglanmistir. Buna bagli olarak, RAW264,7 makrofaj hiicreleri igin
Cizelge 3.7.’deki uygulama gruplar1 ile muamele edilerek anti-inflamatuar sitokinlerin gen
ckspresyon seviyeleri lizerindeki etkileri incelenmistir. Kontrol grubu yalnizca DMEM ile

muamele edilmistir. Sonuglar Sekil 4.17. ve 4.18.’deverilmistir.
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Sekil 4.17. ParaprobiyotiklerinlL-10 ve IL-4 tizerindeki modiilator etkileri. (A)IL-10, (B)
IL-4 mRNA ekspresyonu sonuglari n:4, OD =+ SD *(p<0,05)

Paraprobiyotik uygulamalarinin 12 saat inkiibasyon siiresi ve 50, 100 ve 150 uL/mL’lik
dozlar1 sonrasi ekspresyon seviyelerinde anlamli sonuglar kaydedilememistir (veri
gosterilmiyor). Bu nedenle, paraprobiyotik uygulamalarinda inkiibasyon siiresi arttirilmis

(18 saat) ve dozlar azaltilarak 25, 50 ve 75 pL/mL konsantrasyonlarinda uygulamalar
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yapilmistir. mRNA ekspresyonu seviyelerinde IL-10 igin doz artisina bagli olarak artigin
oldugu kaydedilmistir. Kontrol grubuna kiyasla, 25 pL/mL’de 1,9 kat, 50 uL/mL’de 1,9
kat ve 75 uL/mL’de 2,5 katlik artis belirlenmistir. IL-4 i¢in ise 25 pL/mL’de 1,02 kat, 50
uL/mL’de 1,9 kat, 75 pL/mL’de 4,2 kat artis1 belirlenmistir.
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Sekil 4.18. Postbiyotiklerin IL-10 ve IL-4 lizerindeki modiilator etkileri. (A)IL-10, (B)IL-4
mRNA ekspresyonu sonuglari n:4, OD £ SD *(p<0,05)

Postbiyotik uygulamalarinda da paraprobiyotik uygulamalarina benzer sekilde doz artigina
bagl olarak anti-inflamatuar sitokinlerden IL-10 ve IL-4 ekspresyon diizeylerinde artis
gosterdikleri tespit edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla, IL-10’da 50 pL/mL’de 1,7 kat, 100
uL/mL’de 4 kat, 150 uL/mL’de 5,4 kat artig belirlenmistir. [L-4’de50 pL/mL’de 2,3 Kat,
100 pL/mL’de 3,8 kat ve 150 uLL/mL’de 4,4 kat artis kaydedilmistir.

Paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalar1 anti-inflamatuar sitokinlerin ekspresyon
diizeyleri iizerinde olumlu yonde bir etkiye sahiptir. Bu baglamda, probiyotik kaynakli
postbiyotiklerin paraprobiyotikler gibi anti-inflamatuar sitokinlerin iiretiminde etkin rol
oynay1p pro-inflamatuar sitokinlerin asir1 salinimini inhibe ederek yaranin kroniklesmesini

onlemede etkili olabilecekleri diisiiniilmektedir.

Istatiksel olarak paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalarinin kontrol grubuna kiyasla IL-

10 ve IL-4 mRNA ekspresyon seviyeleri lizerinde etkisinin anlamli oldugu tespit edilmistir
(p<0,05).
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5. TARTISMA

Kronik yaralar, artan prevalanslari ve maliyetleri nedeniyle diinya ¢apinda saglik
sistemlerini etkilemektedir. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki toplam niifusun yaklasik
%2,5'inin yagam kalitesini etkileyen kronik yaralarin saglik hizmetleri lizerinde énemli bir
ekonomik etkisi vardir (Guest ve digerleri, 2015). Yaslanan niifus, diinya ¢apinda devam
eden diyabet ve obezite tehdidi 6zellikle enfeksiyon sorunu goz oniine alindiginda, kronik
yaralar 6nemli bir klinik, sosyal ve ekonomik zorluk olmaya devam etmektedir. Kronik,
iyilesmeyen yaralar yaklasik 8,2 milyon kisiyi etkilemektedir (Guest ve digerleri, 2017).
2014-2018 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alisma yara bakim ve tedavi maliyetlerinin 28,1 ile
96,8 milyar dolar arasinda oldugunu gostermistir. Kronik yaralar ¢ogunlukla yash
popiilasyonda goriilmektedir. 2060 yilina gelindiginde, ABD hiikiimeti yash niifusun 77
milyonun lizerinde olacagini1 tahmin ediyor ve bu da kronik yaralarin bu niifusta giderek
artan kalic1 bir sorun olmaya devam edecegini gostermektedir. Kronik yaralarin olumsuz
etkileri diinya ¢apinda hissedilmektedir. Kiiresel gelismis yara bakim1 pazariin 2020-2027
analiz donemi boyunca %6,6 Bilesik Yillik Biiyiime Oran1 (CAGR) ile biiyiiyerek 2027
yilina kadar 18,7 milyar dolara ulasacagi tahmin edilmektedir (Lo ve digerleri, 2020; Sen
ve digerleri 2009).

Yara iyilesmesi, hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme fazlari dahil
olmak tizere ardisik ancak birbiri ile Ortlisen fazlarla karakterize edilen ¢ok yonlii ancak
karmasik bir siiregtir. Yaralar genel olarak akut ve kronik olarak ikiye ayrilmaktadir
(Wilkinson ve Hardman, 2020). Akut yaralar, iyilesme siireci sonunda yapisal biitiinliigiin
yeniden kazanilmasiyla sonuglanan bir dizi molekiiler olaydan geger. Buna karsilik, kronik
yaralar iyilesmez ve siirekli inflamasyon, kalici enfeksiyonlar ve nekroz gibi patolojik
stireglerle karakterize edilir (Raziyeva ve digerleri, 2021). Kronik yaralar, kisilerin giinliikk
yasamini olumsuz etkilemekte ve ekonomik olarak ciddi bir yiik olusturmaktadir. Ilerleyen
siiregte kronik yaralar Oliimle dahi sonuglanabilmektedir. Mevcutta kullanilan yara
tedavileri ve yara bakim malzemeleri zaman zaman hastalar i¢in yetersiz kalmaktadir.
Giinliik yasamda yaralanma kaginilmaz bir durumdur. Kronik yaralarin artmasi ve bunlarla
iliskili morbidite goéz Oniline alindiginda, yara bakimi giderek daha Onemli hale
gelmektedir. Bu durum ciddi ekonomik ve sosyal yiikke neden olmaktadir. Yara
tyilesmesinde uygulanan tedavilerin yetersizligi ve su an yara iyilesmesi {izerine standart

bir tedavi yonteminin uygulanmamasi, bu konu iizerinde daha kapsamli caligmalar
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yapilmasi gerekliligini gdstermektedir. Ozellikle son donemde kronik yaralarin hedefleyen,

terapdtik dogal biyoaktif bilesiklere yonelik caligmalara ilgi artmaktadir.

Probiyotik mikroorganizmalarin susa 6zgii etkileri, kisa Omiirlii olmalar1 ve nise 6zgii
etkisi, gelisen antibiyotik direnci, viriilans gen transferi ve inflamatuar yanit gibi birtakim
etkilerinin olmasi sebebiyle probiyotik kaynakli inaktif {riinlere yonelim artmistir.
Probiyotik kaynakli paraprobiyotik ve postbiyotikler, konak¢ tizerinde immiinomodiilator,
anti-timor ve antimikrobiyal Ozellikler gibi ¢ok g¢esitli pozitif etkilere aracilik ederler
(Danladi ve digerleri, 2022). Bunun yani sira, paraprobiyotik ve postbiyotiklerin, cesitli
yaralarin (deri, kolit, diyabetik ve diyabetik olmayan iilserler, intestinal mukozit, enfekte
ve enfekte olmayan yaralar) iyilesmesi lizerindeki olumlu etkilerinin oldugu {izerinde
duran calismalar bulunmaktadir (Varian ve digerleri, 2017; Russo ve digerleri, 2019;

Batista ve digerleri, 2020; Franca, 2021; Nam ve digerleri, 2021).

Mevcut literatiirde paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yara iyilesmesinde inflamasyon,
migrasyon, ekstraselliiler matriks proteinlerinin tiretimi tizerinde etkili TGF-f1/Smad
sinyal yolagi tizerindeki etkilerinin gosterildigi bir calisma bulunmamaktadir. Yine
literatiirde yara iyilesmesinde paraprobiyotik ve postbiyotigi ¢alisilan probiyotik bakteriler

icerisinde Lactiplantibacillus plantarum GD2 susu bulunmamaktadir.

Bu yiiksek lisans tez c¢alismasinda, L. plantarum GD2 susunun paraprobiyotik ve
postbiyotigi kullanmilmistir. Calismada, paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalarinin
L929 ve RAW264.7 hiicreleri lizerinde toksik olmayan, ¢alismalarda kullanilacak etkin
stire ve dozlar belirlenmistir. Paraprobiyotik uygulamalari, L.929 hiicrelerinde doz artigina
bagl olarak 12. saatte 200 pL/mL’de %50 oraninda diiserek hiicre 6liimiine neden oldugu
bulunmustur. 18. saat i¢in yine aymi sekilde 200 pL/mL uygulamasinda canlilik %50
oraninda diigmiistiir. 24. saate gelindiginde ise hiicre canliliginin 150 pL/mL ve 200
pL/mL uygulamalarinda %45-50 oranlar1 arasinda diistiigii kaydedilmistir. Caligmamizda
uygulamalar sonucunda sitotoksik etki ISO 10993-5 standartlarina gore degerlendirilmistir.
Standartta sitotoksik etki; > %50 ise yliksek derecede sitotoksik etki, %50-21 araliginda ise
orta derecede sitotoksik etki, %20-11 ise diisiik derecede sitotoksik etki ve < %10 ise
sitotoksik olmayan etki olarak degerlendirilir. Calismamizda, 1929 hiicrelerinde 12 ve 18.
saatlerde 20, 50, 100 ve 150 puL/mLparaprobiyotik doz uygulamalarinin %80’in iizerinde

hiicre canliligin1 korudugu gosterilmistir. L929 hiicrelerinde postbiyotik uygulamalarinda



63

ise 12 ve 18. saatlerde tiim uygulama dozlari i¢in hiicre canlilif1 %70’in iizerindedir. 24.
saatte en yiiksek uygulama dozunda (200 pL/mL) hiicre canliliginda %36,68 oraninda bir
diisiis oldugu kaydedilmistir. Ek olarak, uygulanan diger dozlarin 24. saate gelindiginde
dahi %70 iizerinde hiicre canliligmi korudugu gosterilmistir.  Paraprobiyotik
uygulamalarinin RAW264.7 hiicrelerinde tiim saat ve dozlarda hiicre canliliklar1 %70’in
tizerindedir. Ancak 1.929 hiicrelerinde en yiiksek konsantrasyon olan 200 pL/mL nin hiicre
canliliklarin1 %50 oraninda diisiirmesi neden ile yapilan in vitro yara modeli ve PCR
calismalar1 ile uyumlu olmasi adina RAW264.7 hiicre ¢alismalarinda da segilen
konsantrasyonlar 50, 100, 150 pL/mL’dir. RAW264.7 hiicrelerinde postbiyotik
uygulamalarmin hiicre canliliklari iizerinde paraprobiyotik uygulamalarinda oldugu gibi
tim doz ve saatlerde hiicre canliligi %70’in iizerindedir. RAW264.7 hiicrelerinde,
paraprobiyotik uygulamalarinda oldugu gibi postbiyotik uygulamalarinda da uyumlu
olmast i¢in 50, 100 ve 150 pL/mL dozlar1 uygulanmistir. Hiicre canlilifi sonuglaria
bakildiginda, ISO standartlarina gore “etken maddelerin in vitro sitotoksisitesi” kriterlerine
gore paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalarmin 1929 fibroblast ve RAW264.7
makrofaj hiicreleri iizerinde yiiksek derecede toksik etki gdstermemektedir. Bu nedenle,

kullanilan dozlar biyogiivenlik agisindan uygun olup, yara ¢aligmalarinda da kullanilmistir.

Yaraya eslik eden cesitli patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlar, yaralarin iyilesme
siirecini bozmakta ve uzamasina neden olmaktadir (Zhu ve digerleri, 2016).
Staphylococcus aureus (S. aureus) ve Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), ve
Candida albicans (C. albicans) yaralarda en sik goriilen (6zellikle kronik yaralarda)
patojenlerdir. S. aureus genellikle derinin iist tabakasinda yer alirken, P. aeruginosa yara
yataginin en derin bolgesinde tespit edilir. Yapilan ¢aligmalara gore C. albicans tiirlerinin
yaklasik olarak %22’°si kronik yaralardan izole edilmektedir. Yaralarin enfeksiyonu
bakteriyemi veya sepsise yol acabilir ve buna yiiksek mortalite ve morbidite eslik eder
(Hirsch ve digerleri, 2009; Serra ve digerleri, 2015; Gil ve digerleri, 2022). Yapilan
calismalarda, spesifik laktobasil suslarmnin, yara iyilesme siirecinde, deriyi etkileyen
inflamatuar siireclere kars1 savunmada ve patojenlere miidahale ederek enfeksiyonlara
kars1 direngte yararl bir role sahip olduklar1 gosterilmistir (Jung ve digerleri, 2019; Venosi
ve digerleri, 2019). Calismamizda, 6zellikle yaranin kroniklesmesinde énemli rol oynayan
patojenlerden S. aureus, P. aeruginosa ve C. albicans’in gelisiminde paraprobiyotik ve
postbiyotiklerin etkileri incelenmistir. Onceki ¢alismalarimizda hiicre canlihigini ciddi

derecede etkileyen asidik ortama sahip olmasi nedeni ile postbiyotikler pH 7 ayarlanarak
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kullanilmistir. Bu ¢alismada pH etkisinin degerlendirmesi amaciyla pH 7 ve pH 4,5 olan
postbiyotikler kullanilmistir. Paraprobiyotik, pH 7 postbiyotik ve pH 4,5 postbiyotik
gruplarmin 25, 50, 75, 100 ve 150 pL/mL konsantrasyonlar1 kullanilmistir.
Paraprobiyotikler artan doz seviyelerinde patojen gelisimini anlamli derecede inhibe etmis
ancak, bakterisidal etkinligi zayif kalmistir. Bu nedenle, paraprobiyotik grubunda doz
arttirnmina gidilerek 200 ve 250 pL/mL konsantrasyonlari da deneye dahil edilmistir.
Sonugta, paraprobiyotikler icin MiK degeri 100 pL/mL, MBK degeri ise 250 pL/mL
olarak belirlenmistir. pH 7 postbiyotik konsantrasyonlar1 ortamda bulunan patojenlerin
gelisimi tizerinde herhangi bir antimikrobiyal etkinlik gostermemistir. pH 4,5 postbiyotik
grubunda MIK degeri 25 pL/mL olarak belirlenirken, MBK degeri 50 pL/mL olarak
belirlenmistir. Postbiyotikler i¢eriginde yer alan metabolitler arasinda laktik asit ve diger
yag asitleri ortamdaki asiditeyi arttirarak patojen gelisimini baskilamaktadir (Ishikawa ve
digerleri, 2021). Buna baglh olarak pH 4,5 postbiyotikler diisiik konsantrasyonlarda dahi
gliclii bir antimikrobiyal aktivite sergilerken, pH 7°de asiditenin diiserek ortamin
notrlenmesi antimikrobiyal aktiviteyi diisirmektedir. Hasheminya ve Dehghannya (2020),
yaptiklar1 ¢alismada paraprobiyotik ve postbiyotiklerinicerilerinde bulundukdurlar1 hiicre
duvar bilesenleri ve metabolitler sayesinde gram negatif ve gram pozitif patojenlerin hiicre
bolinme mekanizmasint etkileyerek antimikrobiyal etkinliklerini = gosterdiklerini
belirtmislerdir. Buna bagli olarak c¢alismamizdan elde edilen sonuglar dogrultusunda,
paraprobiyotik ve postbiyotiklerin iceriklerindeki hiicre duvar bilesenleri ve metabolitleri
ile yara iyilesmesinde kullanilabilecek antimikrobiyal ajanlar olabilicekleri

diistiniilmekedir (Hasheminya ve Dehghannya, 2020).

Fibroblastlar, bag dokularinda en bol bulunan hiicre tiplerinden biridir. Bu hiicreler, normal
fizyolojik kosullar altinda doku homeostazindan sorumludur. Herhangi bir yaralanma
durumunda, fibroblastlar aktive olur ve yaranin kapanmasini kolaylastirmak igin aktif
olarak hiicre dis1 matris (ECM) proteinleri iireten miyofibroblastlara farklilasirlar (Li ve
Wang, 2011). Yara iyilesmesi ¢aligmalarinda kullanilan in vitro yara modeli ile potansiyel
terapotik ajanlarin hiicre migrasyonunu modiile etme kapasiteleri incelenir (Guy ve
digerleri, 2017). Yapilan bu tez ¢alismasinda, L929 fibroblast hiicreleri ile olusturulan in
vitro yara modelinde paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yara iyilesmesinde etkili doz ve
stireleri belirlenmistir. Paraprobiyotik uygulamalar ile 12. saatte uygulanan tiim dozlarin
yara bolgesini %100 oraninda kapattig1 belirlenmistir. 18 ve 24. saatlerde ise uygulamalar

sonunda yaranin %100 oraninda kapandigi, yara kenarlarinda bulunan hiicrelerin prolifere
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oldugu gozlenmistir. Buna bagl olarak, paraprobiyotik uygulamalarinin yara iyilesmesinde
yara bolgesindeki hiicrelerin proliferasyonunu etkileyerek yaranin kapanmasini tesvik
ettigi sonucuna varilmistir. Postbiyotik uygulamalarinda 12 saatte en iyi yara kapanma
oran1 %61 iken, 18. saatte en iyi yara kapanma oran1 %71 dir. Ancak 18. Saatte en yiiksek
dozda (150 pL/mL) uygulama yapilan hiicrelerin morfolojilerinde bozulmalarin meydana
geldigi kaydedilmistir. 24. saate gelindiginde tiim uygulama dozlarinda hiicrelerin
morfolojilerinin bozularak yara bolgesinde migrasyonun durmasiyla birlikte yara kapanma
oran1 %10-50 arasinda azalmigtir. Tiim bu sonucglar dogrultusunda postbiyotiklerin yara
iyilesmesinde en etkili dozu 18. saatte 100 uL/mL olarak belirlenmistir. Paraprobiyotik ve
postbiyotiklerin yara iyilesmesinde fibroblastlarin yara bolgesine migrasyonunda etkili
olduklar1 belirlenmistir. Paraprobiyotiklerin postbiyotiklere gore yaranin kapanmasinda
giiclii bir etkiye sahip olmasi ve antimikrobiyal 6zellik gostermesi paraprobiyotikleri yara
iyilesmesinde kullanilabilecek potansiyel terapdtikler haline getirmektedir. Calisma
sonuglarimiz ilgili literatiir sonuglar1 ile de dogrulanmistir (Golkar ve digerleri, 2021).
Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yaranin kapanmasinda oldukga etkili olduklar1 tespit
edilmistir. Ozellikle paraprobiyotik uygulamalarinin kullanilan smirli konsantrasyonlara
ragmen 12 saat gibi kisa bir siirede %100 oraninda yarayr kapatmis olmasi, literatiirde
Probiyotikler ve bitkisel ekstrakt/bilesenlerle yapilan yara ¢alismalarmma kiyasla
paraprobiyotiklerin bir¢ok calismadan daha etkili sonu¢ vermesi paraprobiyotiklerin yara
lyilesmesinde yaranin kapanmasinda daha etkili bir ajan olacaginin énemli bir gostergesi

olmustur (Igci ve Aytag, 2020; Bekiaridou ve digerleri, 2021).

Paraprobiyotik ve postbiyotikler ile ilgili yara iyilesmesi lizerine yapilan ¢aligmalarda, bu
probiyotik kaynakli inaktive {irlinlerin yara iyilesmesinde olumlu etkilere sahip olduklari
belirtilmistir. Ancak bu etkinliklerini hangi molekiiler mekanizmalar yolu ile
gerceklestirdikleri heniiz bilinmemektedir. Ancak yapilan bazi ¢alismalarda paraprobiyotik
ve postbiyotiklerin bu etkinliklerini anti-inflamatuar, antimikrobiyal, anti-oksidan,
aktiviteleriyle iliskilendirilmektedir (Hill ve digerleri, 2014; Zolkiewicz ve digerleri,
2020). TGF-B1/Smad sinyal yolagi, yara iyilesme siirecine katilmak igin etkilenen
bolgelerdeki keratinositlerin, dermal fibroblastlarin ve diger deri hiicrelerinin ¢ogalmasini
ve migrasyonunu diizenleyerek yara iyilesmesinde hayati bir rol oynamaktadir (Schiller ve
digerleri, 2004; Jiang ve digerleri, 2020). Yara iyilesmesinde paraprobiyotik ve
postbiyotiklerin kullanimina dair ¢alismalar mevcut olsa da bu iki probiyotik kaynakli

tiriiniin etkisinin yarada TGF-B1/Smad molekiiler sinyal yolag: iizerinden gosterilmesini
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konu alan bir ¢aligma literatiirde mevcut degildir. Bu nedenle, paraprobiyotik ve
postbiyotiklerin yara iyilesmesindeki etkilerinin 6zellikle, yara iyilesmesinde kritik bir role
sahip molekiiler yolaklar ile aydinlatilmasina ihtiyag duyulmaktadir. Calismamizda,
paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalarinin  TGF-B1/Smad sinyal yolaginin
modiilasyonu iizerinde etkinliginin belirlenmesi amaciyla gen diizeyinde etkileri
incelenmistir. Paraprobiyotik uygulamalarinda kullanilan tim dozlarin TGF-B1 ve Smad-2,
Smad-3 ve Smad-4 proteinlerinin ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla 3,2-9,6
kat aras: bir artisitespit edilmistir. En yiiksek konsantrasyonda TGF-B1°de 3,2 kat, Smad-
2’de 9,1 kat, Smad-3’te 9,6 kat ve Smad-4’te 4,4 kat artis1 oldugu belirlenmistir.
Boylelikle, paraprobiyotiklerin TGF-f1/Smad yolag: araciligiyla yara iyilesmesinde etkili
oldugu dogrulanmistir (Salkin ve digerleri, 2022). Postbiyotik uygulamalarinda ise TGF-p1
ve Smad-4 ekspresyon seviyeleri doz artisina bagl olarak artmistir. TGF-B1 kontrole
kiyasla tiim dozlar i¢in 1,6 kat artarken, Smad-4 2,7 kat artmistir. Smad-3 ekspresyon
seviyesi doz artisina bagli olarak en yiiksek konsantrasyonda kontrole kiyasla 0,5 kat
diismistiir. Smad-3 i¢in en yiiksek ekspresyon seviyesi 50 pL./mL 2,3 Kattir Smad-2’de ise
postbiyotik uygulamalar1 sonucunda en yiiksek dozda ekspresyon seviyesi kontrole kiyasla
0,6 kat diigmiistiir. Smad-3 ve homologu Smad-2 proteinleri, niikleer transkripsiyonel
aktivatorler olarak islev goriir ve yara iyilesmesinde hiicresel fonksiyonlar1 diizenleyen
TGF-B'ler ve aktivin tarafindan hiicre i¢i sinyallemeye aracilik ederler (Ashcroft ve
Roberts, 2000). Postbiyotik uygulamalart sonucunda Smad-2 ve Smad-3 ekspresyon
seviyelerindeki azalmalar in vitro yara modeli sonucunda alinan sonuglari
desteklemektedir. 50 ve 100 pL/mL uygulamalarinda gen ekspresyon seviyeleri 2-2,3 kat
artarken yine bu konsantrasyonlarda yara kapanma yiizdesi %50’den fazladir. Ancak
konsantrasyon arttikca gen seviyesindeki azalmaya bagli olarak yaranmn kapanmasi
gliclesmis ve sonugta yara bolgesinde bulunan hiicrelerin morfolojilerinde de bozulmalar
meydana gelmistir. Mevcut literatiirlerde paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yara
tyilesmesindeki etkinliklerinin TGF-f1/Smad molekiiler sinyal yolagi {izerinden
gosterildigi bir calisma bulunmamakta olup, calismamiz bu konuyla ilgili yapilan ilk
caligmadir. Literatliirde, yara iyilesmesinde kullanilan mevcut potansiyel ajanlar ile
karsilastirildiginda, yapilan paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalarinin, yara iyilesme
slirecinin tiim fazlarinda etkili TGF-B1/Smad sinyal yolag: ile iligkili genlerin ekspresyon
diizeylerini 6nemli Slgiide arttirdigi belirlenmistir. Ve elde edilen sonuglar sinirli olan

literatiirdeki sonuglarla mukayese edildiginde bizim sonuglarimiz ve paraprobiyotik
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uygulamalarimizin TGF-B1/Smad sinyal yolag: tizerinde dikkati ¢eker diizeyde daha iyi

oldugu belirlenmistir.

TGF-B1/Smad yolagr yara iyilesmesinin tim fazlar1 ve inflamasyon, migrasyon,
proliferasyon, ECM proteinlerinin tiretiminde etkilidir. Dogal ECM’de bulunan iki protein
kollajen ve fibronektindir. Fibronektin yara iyilesmesinde trombositlerin, nétrofillerin,
monositlerin, fibroblastlarin ve endotel hiicrelerinin yara bodlgesine migrasyonunu ve
epidermal hiicrelerin graniilasyon dokusu boyunca gociinii tesvik eder (Grinnell, 1984).
Hiicre dis1 matrisin 6nemli bir bileseni olan kollajen, ya dogal, fibriler konformasyonunda
ya da yara ortaminda ¢oziiniir bilesenler olarak yara iyilesmesi fazlarinin diizenlenmesinde
kritik roller oynar (Mathew-Steiner ve digerleri, 2021). Caligmamizda paraprobiyotiklerin
ECM proteinlerinden kollajen (COL1A1) ve fibronektin (FN) proteinlerinin {iretimleri
tizerindeki etkileri gen diizeyinde incelenmistir. Kollajen ekspresyon seviyesi en yliksek
dozda kontrole kiyasla 158,2 kat artis gdstermektedir. 100 pL/mL’de ise 59,2 kat artmustir.
Ancak yarada kollajen iiretiminin fazla olmasi hipertrofik skar ile sonuglanmaktadir.
Hipertrofik skarlar, siirekli lokal inflamasyon ve asir1 kollajen birikimi ile karakterizedirler
(Wang ve digerleri, 2020). Bu nedenle kollajen iiretiminde en ideal doz 50 pL/mL
(kontrole kiyasla 6,2 kat) olarak belirlenmistir. Paraprobiyotik uygulamalari sonucunda
fibronektin {iretimi en yiiksek dozda 9,3 kat artmistir. Bu sonuglara dayanarak,
paraprobiyotigin yara iyilesmesinde yara kapanmasini tesvik edici ve antimikrobiyal etkisi
ile birlikte ECM proteinlerinin iretiminde de etkili oldugu soylenebilmektedir.
Postbiyotiler i¢gin Smad-2 ve Smad-3’te oldugu gibi benzer sonuglar kollajen ve fibronektin
ekspresyon sonuclarinda da elde edilmistir. Bu iki ECM proteinin ekspresyon seviyeleri en
yiiksek dozda 1,5-1,6 kat azalmistir. ECM proteinleri ekspresyon seviyelerinde doza bagl
diistislerin olmas1 yine in vitro yara modeli sonuglarinit dogrulamaktadir (Chaitrakoonthong
ve digerleri, 2020). ECM proteinlerinin iiretilememesi yeniden modelleme fazinin eksik ya
da hi¢ tamamlanamamasina neden olarak yaranin iyilesmemesine yani kroniklesmesine

neden olur (Diller ve Tabor, 2022).

Yaralanma siirecinin erken donemlerinde makrofajlardan salinan IL-1, IL-6 ve TNF-a pro-
inflamatuar sitokinler goriiliir. Bu sitokinler; keratinosit stimiilasyonu ve fibroblast
proliferasyonu, ECM proteinlerinin sentezi ve parcalanmasi, fibroblast kemotaksisi ve
immiin yanitin diizenlenmesi dahil olmak iizere yara bdlgesindeki ¢esitli siirecleri

etkileyebilirler (Gezer, 2018). Inflamasyon fazinda yer alan bu sitokinlerin (IL-1, IL-6 ve
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TNF-0) uzun siireli salinimi kronik inflamasyon nedenlerinden biridir ve belli bir siire
sonra asag1 regiilasyonlar1 gereklidir. Caligmamizda, paraprobiyotik ve postbiyotik
uygulamalarinin pro-inflamatuar sitokinler iizerindeki etkileri gen diizeyinde incelenmistir.
In vitro inflamatuar ortamin olusturulabilmesi icin RAW264.7 hiicreleri LPS ile muamele
edilmistir. Paraprobiyotik uygulamalarinda LPS kontrol grubuna kiyasla tiim dozlarda
proinflamatuar sitokinlerin gen ekspresyon seviyeleri 4-32 kat azalmis ve inflamasyon
durumunda uzun stireli salinan pro-inflamatuar sitokinlerin paraprobiyotik uygulamalari ile
baskilandig: tespit edilmistir. Buna bagli olarak da paraprobiyotiklerin yara iyilesmesinde
uzun siireli inflamasyonu baskilayarak da yara iyilesmesi {izerinde olumlu etkilere sahip
oldugu belirlenmistir (Qi ve digerleri, Li ve Shah, 2016). Ek olarak, paraprobiyotik
uygulamalarinda DMEM kontrol grubuna kiyasla tiim dozlarda ekspresyon seviyeleri 1,9-
11,7 kat artmistir. Bu durum, paraprobiyotiklerin uzun siireli inflamasyonu engellerken
yara iyilesme siirecinde 6nemli rol oynayan pro-inflamatuar sitokinlerin tiretimini de tesvik
ettigini gostermektedir. Pro-inflamatuar ~ sitokinlerinin  iiretiminin  artmasi
paraprobiyotiklerin  fibroblast proliferasyonunda etkili oldugunu dogrulamaktadir.
Postbiyotik uygulamalarinda LPS kontrol grubuna kiyasla tiim dozlarda pro-inflamatuar
ekspresyon seviyeleri 10-200 kat azalmistir. Bu durum, postbiyotiklerin de uzun siireli
inflamasyonu baskilayarak yara iyilesmesinde olumlu yonde bir rol oynadigim
gostermektedir. DMEM kontrol grubu ile kiyaslandiginda postbiyotik uygulamalarinin
aynt zamanda pro-inflamatuar sitokinlerin tiretiminde de rol oynadigi belirlenmistir.
Kontrole kiyasla doz artigina bagl olarak ekspresyon seviyelerini azalmasina ragmen en
yiiksek konsantrasyonlarda bile 1,9-53 kat artis oldugu belirlenmistir. Anti-inflamatuar
sitokinler, pro-inflamatuar sitokinlerin yanitin1 kontrol eden bir dizi immiin diizenleyici
molekiildiir. Baslica anti-inflamatuar sitokinler, 1L-4, IL-10, IL-11 ve IL-13i igerir
(Ugeyler ve digerleri, 2006). Calismamizda, paraprobiyotik ve postbiyotiklerin anti-
inflamatuar sitokinler tizerindeki etkileri belirlenmistir. Paraprobiyotiklerin 50, 100 ve 150
uL/mL eksresyon seviyelerinde anlamli sonuglar vermemis olup (veri gosterilmiyor),
paraprobiyotik uygulamalarinda 25, 50 ve 75 pL/mL konsantrasyonlar kullanilmus,
postbiyotik uygulmalart i¢in 50, 100 ve 150 pL/mL konsantrasyonlart kullanilmistir.
Paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalarinin doz artisina bagli olarak anti-inflamatuar
sitokinler iizerinde ekspresyon diizeyinde olumlu yonde bir etkiye sahip olduklar
belirlenmistir (Qi ve digerleri, Li ve Shah, 2016). Bu durum, paraprobiyotik ve
postbiyotiklerin anti-inflamatuar sitokinler tizerinden pro-inflamatuar sitokinlerin asir

salinimi engelleyerek yaranin kroniklesemesini onlediklerini bir kez daha kanitlamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, probiyotik Lactiplantibacillus plantarum GD2
susundan elde edilen paraprobiyotik ve postbiyotikler kullanilmistir. Yapilan c¢alismalar
kapsaminda elde edilen sonuglar degerlendirildiginde asagidaki ¢ikarimlar ve oneriler

yapilmistir:

1. Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin artan doz ve siirelerde 1929 fare fibroblast ve
RAW264.7 fare makrofaj hiicrelerinin canlilig1 {lizerindeki etkileri arastirilmistir.
Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin tiim uygulamalarindaen yiiksek dozun toksisite
acisindan kabul edilebilir oranda oldugu belirlenmistir. Bu uygulamalar sonucunda,
probiyotik kaynakli paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yara iyilesmesinde
kullanilmasinin giivenilir oldugu saptanmistir.

2. Caligmamizda, paraprobiyotik ve postbiyotiklerin antimikrobiyal etkinlikleri
belirlenmistir. Yaralar, bakteriyal kontaminasyonlara agik bir ortamdir. Patojen bulasi,
yara iyilesmesinde inflamasyon fazinin uzamasina bunu takiben diger yara iyilesmesi
fazlarinin gecikmesine ya da slirecte aksamalara neden olmaktadir. Yarada
inflamasyonun uzamasi yaranin iyilesememesi (kroniklesme) ile sonuglanir. Yarada en
stk goriilen patojenler arasinda Staphylococcus aureus (S. aureus), Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) ve Candida albicans (C. albicans) yer almaktadir. Yapilan
paraprobiyotik ve postbiyotik uygulamalart sonucu S. aureus, P. aeruginosa, C.
albicans tizerinde, paraprobiyotik ve postbiyotiklerin firsatgr patojenler iizerinde
antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu tespit edilmistir. Ozellikle, postbiyotik
uygulamalarinin paraprobiyotik uygulamalarina kiyasla daha giiglii antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Paraprobiyotikler, doz artisina bagli olarak 100
uL/mL’de patojen iiremesini inhibe ederken, 250 pL/mL’de patojen gelisiminin
tamamen durdugu saptanmistir. Postbiyotik uygulamalarinda ise kullanilan en diisiik
dozda dahi gelisimin inhibe edilebildigi (25 pL/mL), 50 pL/mL konsantrasyonda
gelisimi tamamen durdurdugu tespit edilmistir. Paraprobiyotik ve postbiyotikler, yara
patojenlerinden S. aureus ve P. aeruginosa iizerinde bakterisidal etkiye sahip olup
ayn1 zamanda, yaranin kroniklesmesinde ciddi bir rol oynayan C. albicans gelisimini
engelleyerek de anti-fungal etki gosterdikleri belirlenmistir. Tim bu sonuglar
dogrultusunda, probiyotik kaynakli paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yarada

patojenlerini gelisimini baskilayarak inflamasyon siirecinin uzamasini engelleyip,
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stirecin normal akiginda ilerlemesini sagladiklar1 ve bu durumda, yaranin
kroniklesmesini engelledikleri soylenebilmektedir.

L.929 fibroblast hiicreleri ile olusturulan in vitro yara modelinde, paraprobiyotik ve
postbiyotik uygulamalarinin yara iyilesmesinde etkili oldugu belirlenmistir. Yapilan
uygulamalarin fibroblast hiicrelerinin yara bdlgesine migrasyonunu tesvik ederek
yaranin kapanmasi sagladiklar1 tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
paraprobiyotik uygulamalarinda kullanilan tiim dozlarin postbiyotik uygulamalaria
kiyasla fibroblast migrasyonunu indiikleyerek yara kapanmasim sagladigi
belirlenmistir. Bu durum antimikrobiyal bir ajan olarak yara kapanmasini tesvik eden
paraprobiyotikleri 6n plana ¢ikarmakta olup, iyilesme siirecinde kullanilabilecek
potansiyel bir terapotik ajan olabilecegini diislindiirmektedir.

TGF-B1/Smad sinyal yolagi, yara iyilesmesinde hiicre migrasyonu, proliferasyonu ve
ECM sentezi dahil olmak iizere tiim iyilesme siirecinde kilit bir rol oynamaktadir.
Paraprobiyotik uygulamalarinin, doz artisina bagli olarak TGF-f1/Smad sinyal
yolaginda TGF-B1, Smad-2/3/4 ekspresyon seviyelerini modiile ederek yara
iyilesmesinde olumlu ydnde etkin bir rol oynadigi yapilan g¢alismalar sonucunda
belirlenmistir. Postbiyotiklerin ise TGF-B1/Smad yolaginda Smad-2 ve Smad-3
proteinlerinin ekspresyon seviyeleri doz artis1 ve siireye bagli olarak azalmigtir. Smad-
3 ve homologu Smad-2 proteinleri, niikleer transkripsiyonel aktivatorler olarak islev
goriir ve yara iyilesmesinde hiicresel fonksiyonlar1 diizenleyen TGF-f'ler ve aktivin
tarafindan hiicre i¢i sinyallemeye aracilik ederler (Ashcroft ve Roberts, 2000). Bu
durum, postbiyotiklerin yara iyilesmesindeki etkinligini desteklemektedir. Smad-2 ve
Smad-3 ekspresyon seviyelerinde doza bagli ve siireye bagli azalmalar, in vitro yara
modelinde postbiyotik uygulamalart sonucu artan doz ve siirelere bagli olarak yara
kapanma oraninin diismesini desteklemektedir. Ancak, yine de postbiyotiklerin de
yara iyilesmesinde belli bir doz ve siirede yara iyilestirici etkisinin oldugu
diistiniilmektedir. Bu diisiincemizi, postbiyotik uygulamalarinda (18 saat, 100 uL/mL)
yara kapanma yiizdesinin %70’in iizerinde olmasi desteklemektedir. Ek olarak yaranin
iyilesmesi ve yeniden sekillenmesinde ECM proteinleri aktif bir rol oynamaktadir.
Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin ECM proteinlerinin  olusumundaki etkileri
ekspresyon seviyeleri incelenerek, gen diizeyinde belirlenmistir. Ayni zamanda,
paraprobiyotik ve postbiyotikler, TGF-B1/Smad molekiiler sinyal yolagini regiile
ederek fibroblast migrasyonu ve fibroblastlar aracilifiyla iiretilen ECM proteinlerinin

olusumunda da etkilidirler. Sahip olduklar1 bu 6zellikler nedeniyle yara iyilesmesi
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iizerinde potansiyel terapotik ajanlar olarak kullanilabilecekleri diisiiniilmektedir.
Yapilan diger c¢alismalardan elde edilen sonuglar, bu diisiincemizi destekler
niteliktedir.

Bakteriyal lipopolisakkaritler (LPS), hiicre duvar bilesenleri arasinda yer alan bir
polisakkarit olup, inflamasyonu indiiklemektedir. Bu nedenle de in vitro inflamasyon
modeli olusturulurken genellikle LPS kullanilmaktadir. Calismamizda, RAW264.7
hiicrelerinde LPS ile indiiklenen inflamasyon modelinde paraprobiyotik ve
postbiyotiklerin inflamasyon fazinda makrofajlar araciligryla salinimi gergeklesen pro-
inflamatuar sitokinler iizerindeki etkileri incelenmistir. Paraprobiyotik ve postbiyotik
uygulamalarmin inflamasyon fazinda pro-inflamatuar sitokinlerinin uzun siireli
salmimmini1  baskiladiklar1 tespit edilmistir. TGF-B1, pro-inflamatuar sitokinlerin
tiretiminde diizenleyici bir role sahiptir. Bu c¢alismamizda, paraprobiyotik ve
postbiyotik uygulamalarinin TGF-B1/Smad molekiiler yolagini regiile etmesi ile
birlikte sitokin salinimini diizenleyerek inflamasyon fazini olumlu yonde etkiledigi
kanitlanmustir. Inflamasyon fazinda pro-inflamatuar sitokinlerin uzun siireli salinimu,
slirecin uzamasina ve yaranin kroniklesmesine neden olmaktadir. Paraprobiyotik ve
postbiyotik uygulamalari, yarada inflamasyon siiresinin uzamasimi engelleyerek
iyilesme siirecinde kesintilerin olmasin1 ve yaranin kroniklesmesini 6nlemektedirler.
Anti-inflamatuar sitokinler, pro-inflamatuar sitokinlerin uzun siireli salinimini
baskilayarak yaranin kroniklesmesini Onlerler. Calismamizda paraprobiyotik ve
postbiyotiklerin anti-inflamatuar sitokinler tizerindeki etkileri gen diizeyinde
incelenmistir. Paraprobiyotik ve postbiyotiklerin anti-inflamatuar sitokinlerin gen
diizeyinde ekspresyon seviyelerinde artis gosterdikleri belirlenmistir. Buna bagl
olarak da paraprobiyotik ve postbiyotiklerin anti-inflamatuar sitokinler iizerinde etkili
olduklar1 boylelikle de pro-inflamatuar sitokinlerin uzun siireli salinimini baskilayarak
yaranin kroniklesmesini 6nledikleri sdylenebilir.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda, probiyotik kaynakli paraprobiyotik ve
postbiyotik uygulamalarinin TGF-B1/Smad sinyal yolagi araciligiyla fibroblast
migrasyonunu tesvik edici ve kollajen ve fibronektin sentezini indiikleyici etkilerinin
yani sira anti-inflamatuar ve antimikrobiyal etkilere sahip olduklar1 ortaya
konulmustur. Yara iyilesme siirecinde en biiyilk problem yaranin kroniklesmesi
oldugu tartisma, sonu¢ ve literatiirde belirtilmistir. Bu c¢alismada, elde ettigimiz
sonuclara gore paraprobiyotiklerin daha iyi olmak lizere hem inflamasyonu baskilayici

hem de yarada onemli olabilecek patojenleri durdurucu ve inhibe edici etkilerinin
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oldugu belirlenmistir. Buradan yola c¢ikarak oOzellikle paraprobiyotiklerin yaranin
kroniklesmesinde veya kroniklesen yaranin tedavisinde etkili bir ajan olabilecegi
sOylenebilir. Literatiirde, probiyotik kaynakli paraprobiyotik ve postbiyotik
uygulamalarinin yara iyilesmesi lizerindeki olumlu etkilerini gosteren g¢aligmalar
bulunsa da bu etkinliklerini birden fazla mekanizma ve molekiiler yolak iizerinden
gosteren bir calisma bulunmamaktadir. Bu durum, ¢alismamizin 6zgiin yanini ortaya
koymakta olup, bu ¢alismanin devami niteliginde yara iyilesme siireclerinin hayvan
denemeleri ile aragtirilmasi, paraprobiyotik ve postbiyotiklerin yara iyilesme siireci
mekanizmasina etkilerinin in vivo ¢aligmalar ile desteklenerek ortaya konmasi bizim

sonuglarimizi gliclendirmesi agisindan 6nemli olacaktir.
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