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OZET

TGF- B3 PROTEININ REKOMBINANT URETIMI VE LAZER TABANLI
TERAPOTIK UYGULAMALARININ INCELENMESI

Serkan Yelli
Doktora Tezi
Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyomiihendislik
Tez Danismani: Prof. Dr. Isa Gokge
Agustos 2023, 98 Sayfa

Canli organizmalarda istenilmeyen durumlarin en basinda yaralar gelmektedir. Eger bu
yara iyilesme siireci normalin disinda gelisir ya da devam ederse skar doku, hipertrofik
dokuya daha sonra keloid dokuya doniismektedir. Bu durum hig istenilmeyen bir siirectir.
Yara iyilesmesini hizlandirmak ve hastanin yasam kalitesini artirmak amaci ile gesitli
kimyasal ilaglar, protein igerikli topikal kremler, spreyler, tabletler, biyofilmler, elektrik
akimlari, radyo dalgalari, lazer 1ginlar1 ve ultrason uygulamalari kullanilmaktadir.

Bu tez kapsamindaki ¢alismada, yara iyilesmesi i¢in TGF-B3 + sfGFP fiizyonu ve diyod
lazer uygulamasi karsilastirmali olarak arastirilmistir. Rekombinant TGF-B3 proteini
sfGFP flizyon proteini ile E. Coli bakterisinde iiretilmis ve iiretilen protein, diyod lazer
esliginde hiicre kiiltiiriinde insan deri hiicrelerinde test edilmistir. Toksik etkilerinin
olmadig1 anlasilan protein, benzer sekilde in vivo analiz edilmistir. Siganlarda olusturulan
yaralar rekombinant protein ve diyod lazer ile muamele edilmis ve iyilesme siirecleri
histolojik olarak degerlendirilmistir. Rekombinant TGF-B3 + sfGFP fiizyonu ve bu
fiizyon ile beraber yara {izerine uygulanan diyod lazer tedavisinin, iyilesme siirecini
kontrol gruplarina gore daha iyi sekilde tamamladig: histolojik olarak ortaya konulmus
ve lyilesme kantitatif olarak gosterilmistir.

TGF-B3 + sfGFP flizyonunun, diyod lazer esliginde yara iyilesmesi i¢in tedavi
segenekleri arasinda olabilecegi yapilan bu tez caligsmasi ile ortaya konulmustur

Anahtar Kelimeler: TGF- 33, Rekombinant Protein, Diyod Lazer, Yara iyilesmesi



ABSTRACT

RECOMBINANT PRODUCTION OF TGF- 3 PROTEIN AND INVESTIGATION
OF LASER-BASED THERAPEUTIC APPLICATIONS

Serkan Yell1
Doctoral Thesis
Tokatgaziosmanpagsa University Graduate Education Institute
Department Of Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Isa Gokge
August 2023, 98 Pages

Wounds are one of the most undesirable conditions in living organisms. If the wound
healing process develops or continues abnormally, scar tissue turns into hypertrophic
tissue and then into keloid tissue. This situation is an undesirable process. Various
chemical drugs, topical creams with protein content, sprays, tablets, biofilms, electric
currents, radio waves, laser beams and ultrasound applications are used in order to
accelerate wound healing and improve the patient's quality of life

In this study, TGF-B3 + sfGFP fusion and diode laser application were investigated
comparatively for wound healing. Recombinant TGF-B3 protein was produced with
sfGFP as a fusion protein in E.coli then tested in human skin cells in cell culture with
diode laser application. The protein, which was found to have no toxic effects, was also
analysed in vivo. Wounds created in rats were treated with recombinant protein and diode
laser application and then their healing processes were evaluated histologically.
Histologically, It has been demonstrated histologically that recombinant TGF-f3 + sfGFP
fusion and diode laser treatment applied to the wound together with this fusion complete
the healing process better than the control groups and the improvement was indicated
quantitatively.

It has been revealed in this thesis that TGF-B3 + sfGFP fusion may be among the
treatment options for diode laser-guided wound healing.

Keywords: TGF-f3, Recombinant Protein, Diod Laser, Wound healing
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1. GIRIS

Canli organizmalarda istenilmeyen durumlarin en basinda yaralar gelmektedir. Yaralar
fiziksel olarak organizmada ezilme, siyrik, sert cisim ¢arpmasi vb etkenlerle ortaya
cikabilecegi gibi kimyasal bilesiklerin organizmaya zarar vermesi ya da mikro
organizmalarla enfeksiyon olusumu durumunda dokiintii kasinti sislik gibi semptomlarla
birlikte kendini gosterebilmektedir. Tiim bu durumlarda organizmanin cilt mukoza ve
hiicre biitlinliigiiniin bozulmast organizma tarafindan istenilmeyen durumlardir
(Mercandetti ve ark., 2013). Yaralar kesik, ezilme gibi cilt {izerinde gériiniiyorsa agik
yara; ¢ikik burkulma perferasyon gibi goriinmeyen kisimlarda ise kapali yara olarak
adlandirilmaktadir. EK olarak yatalak hastalarda oldugu gibi bazen kapali yaralar agik
yaralara da doniisebilmektedir. Yaralar cilt, kas, sinir ve hatta kemik dokuda bile
goriilebilmektedir. Her hangi bir bagka sebep bu yaranin olusmasina sebebiyet veriyorsa
oncelikli olarak o sebebin ortadan kaldirllmasi gerekmektedir. Canli organizma
istenmeyen bu durumlar i¢in kendisini savunmak zorundadir. Bu savunma siirecinde,
bozulan yapilarin tekrardan tamir etmek karmasik reaksiyonlarin ger¢eklesmesini
gerektirmektedir. Bu karmasik reaksiyonlarin tiimiine yara iyilesmesi denilmektedir. T1p
dilinde rekontriiksiyon yani tamir etme ya da yeniden sekillendirme anlamini da
tasimaktadir. Eger ki bu yaralar yeniden sekillendirilemez ise sonuglar daha tehlikeli
boyutlara ulasabilmektedir. Canli organizma, yara kaynakli enfeksiyondan daha fazla
zarar gorebilir hatta 6liime kadar giden durumlar ortaya ¢gikabilmektedir. Canli organizma
yeniden sekillendirme iglemini yaparken cesitli izler, emareler, kotii goriintiiler
kalabilmektedir. Ozellikle cilt iizerinde kalan bu kétii goriintiiler cok dikkat cekmektedir
(Macdonald ve ark. 2010).

Doku kaybinin olmadigi, bozulan doku biitiinliigiiniin kendiliginden yapisarak iyilestigi
ve herhangi bir mikrobiyal kontaminasyonun olmadigi iyilesme ¢esidine primer iyilesme
denilmektedir. Yara iyilesmesinde doku kayb1 varsa ve cerrahi igslemler yapiliyorsa, bu
tarz iyilesmelere de sekonder iyilesme adi verilmektedir. Bazi sekonder iyilesmeler
primer iyilesmeye donebilmekte ancak sonra cerrahi miidahale gereksinimi ortaya
cikabilmekte ve tam yara iyilesme gergeklesebilmektedir. Bu sekilde bir iyilesmeye de
tersiyer iyilesme denilmektedir (Aksoy ve ark. 2017).
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Yara iyilesmesi tamir mekanizmalar1 bir birini takip eden basamaklar seklinde
ilerlemektedir. Bu basamaklar, homeostaz-inflamasyon, proliferasyon ve matiirasyon
olarak tarif edilmektedir (Aksoy ve ark. 2017).

Homeostaz, iyilesme siirecinin ilk basamagidir ve bu basamakta trombositlerin
degraniilasyonu, agregasyonu, fibrin birikimi, damarlarin daralmasi, pihtinin olugmasi,
trombositlerden bir ¢ok farkli biiyiime faktorlerininve inflamatuvar sitokinlerin
(trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), doniistiiriicii biiylime faktorii TGF-J,
epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve fibroblast biiyime faktorii (FGF)) salgilanmasi
olaylar1 goriilmektedir ( Aydin ve ark.2015).

Proliferasyon, ikinci basamak olarak gelir ve bu evre yaralanma sonrasinda 2.giinde
baslar ve li¢ hafta kadar siirer. Bu evrede gecirgen bir bariyer olusturulur, reepitelizasyon
ve kontraksiyon gelisir, mikro dolagim diizenlenir, fibroblastlarin yerini kollejenler alir.
Yara kenarlarinda yer alan bazal tabakadan koken alan epitelyum hiicreler yaranin tizerini
kaplarlar ve pihtinin da yardimi ile kabuklanma denilen olay meydana gelir (Nandi ve
ark,2017).

Sonraki faz olan matiirasyonun diger bir ismi remodelizasyondur. Kollejen liflerinin
yeniden sekillenmesi anlamina da gelmektedir. Bu evrede kollejen tip 111, lifleri daha siki
olan tip I’ e dondsiirler. Yara iyilesme siirecinin son basamagi olsada en uzun siiren

evresidir. Yara alaninin renginin degistigi skar dokunun olustugu bu evrenin 6-12 ay hatta
24 aya kadar devam ettigi bilinmektedir (Nandi ve ark. 2017).

Eger ki bu yara iyilesme siireci normalin diginda gelisir ya da devam ederse skar doku,
hipertrofik dokuya daha sonra keloid dokuya doniisiir. Bu durum hig istenilmeyen bir
stirectir. Hatta skar doku daha sonra igerisinde metabolik artiklar biriktirebilir ya da baska
bir dokuya baski yapabilir. Bu yilizden yara iyilesmesi siirecinde kullanilan birkag strateji
vardir. Yara iyilesmesini hizlandirmak ve hastanin yasam kalitesini artirmak amaci ile
cesitli kimyasal ilaglar, protein igerikli topikal kremler, spreyler, tabletler, biyofilmler,
elektrik akimlari, radyo dalgalari, lazer 1sinlari, ultrason uygulamalari tercih

edilebilmektedir. Yara iyilesmesinde yer alan bir¢ok proteinde benzer sekilde istenmeyen



skar dokularinin olugmamasi i¢in kullanilmaktadir. Bu proteinlerden bir tanesi de
transforme edici/doniistiirticii biiylime faktor beta (TGF-p) iist ailesidir  (Viloria-Petit ve
ark.,2013). TGF-p ailesinin ¢ogu dimerik yapiya sahiptir ve otuz {i¢ tiyeden olusmaktadir.
Ayrica li¢ tane prototip izoformu vardir. Bunlar TGF-f1, TGF-f2 ve TGF-B3’diir
(Richard ve ark.,2016). TGF-B ailesinin bir alt tipi olan TGF-B3, endoderm gelisimi,
organogenez, epitel hiperplazisi, hiicre dis1 matriks sentezi ve bagisiklik i¢in gerekli bir
sitokindir. TGF-B3, mezenkimal kokenli hiicreleri 6rnegin fibroblastlari, osteoblastlar
uyararak yeniden sekillenmeyi ve potansiyel skar olusumunu diizenlemektedir (Valluru
ve ark.,2011). Ayrica diiz kas alfa aktini ve keratinositleri toplayip epiteli inhibe ederek
skar dokunun olusumunu engelledigi bildirilmistir (Valluru ve ark.,2011). Bu nedenle
TGF-B3, farmakolojik agidan aktif bir ilag hedefi haline gelmistir. Biyoaktif olarak TGF-
B3 proteinini insanda itiretimi zor oldugu igin arastiricilar rekombinat teknolojisi ile

tiretmeye baslamislardir ( Laverty ve ark.,2009).

Yara iyilesmede son zamanlarda siklikla kullanilan tedavilerden bir digeri de
fototerapidir. Fotobiyomodiilasyon, fotobiyostimiilasyon ya da diisiik seviyeli lazer
tedavisi gibi isimlendirmeleri de mevcuttur. Isik enerjisi yardimiyla yara iyilesmesine
yardimcr Olmakadir. Lazer isini,sagilim gostermeyen, tek dalga boyunda, yapisina
disaridan elektron eklenen bir atomun yaydigi ve birbirine paralel olarak ayni fazda
hareket eden foton pargaciklarindan olusan bir 151n demetidir. Tek dalga boyunda 1s1ma
gosterdikleri icin belli frekanstaki yogun enerji ve sinirli bir alanda etki gostermektedir

(Passanezi ve ark.,2015).

Cikis giiciine bagh olarak, yiiksek (¢ikis gligleri 10-100 watt) ve diisiik seviyeli (¢ikis
giicleri miliwatt diizeyde ) lazerler olarak iki tip lazer vardir. Yiksek enerjili lazerler
dokular1 kesmek, yakmak veya ablasyon i¢in cerrahide siklikla kullanilmaktadir.
Uygulama sonucunda yiiksek 1s1 aciga ¢ikmasi nedeniyle sicak lazerler olarak da
isimlendirilebilmektedir. Rejeneratif uygulamalar i¢in tercih edilmedikleri gibi, yliksek
1s1 agi1ga c¢ikmasi nedeniyle yara iyilestirmesinde olumsuz etkileri de olabilmektedir.

(Aimbire ve ark.,2006).



Diisiik enerjili lazerler ise dokulardaki sicakligi degistirmezler bu nedenle
fotobiyomodiilasyonda kullanilabilmektedir (Aimbire ve ark.,2006). Yapilan
calismalarda belli dalga boyundaki diisiik enerjili lazerlerin epitelizasyonu hizlandirdigi,
fibroblastlarin {iretimini artirdii ve hiicre i¢i dolasimin daha etkin olarak yapildigin

ortaya koymustur (Mester ve ark.,1971).

Hedef dokuda foton partikiilleri ile etkilesime girebilecek bir molekiiler kromofor veya
fotoakseptor bulunmasi, 151k enerjisine bagli yolaklarin harekete gecebilmesi iginde
dokularin 151k enerjisini sogurabilecek optik 6zellikleri barindirmast, 151k enerjisinin doku

tizerine fototerapi etkisinin olmasi i¢in gerekli kriterlerdir (Smith ve ark., 1992).

Canlilarda meydana gelen floresan 1s1ma olayina biyoliiminesans denilir ve floresan
proteinleri biyoliiminesans 06zelligi gosteren yani fotoakseptor bulunan proteinlerdir
dolayist ile 151k enerjisini sogurabilirler. Floresan proteinlerin ilk {iretileni yesil floresan
proteinidir (GFP). Aequorea victoria deniz canlisindan iretilen GFP, 1970’li yillarda
ortaya ¢ikmistir (Tsien, 1998).

GFP, sitoloji ¢alismalarinda, gen isaretlemede, renklerinin yesil olmasindan dolay1
rekombinant c¢alismalarda hiicre isaretleyicisi olarak kullanilmaktadir. Bu protein
biyoliiminesans o6zelliginden dolayr biyosensdr yapiminda da kullanilmakta olup,
biyokimya, biyofizik, molekiiler biyoloji ve sitoloji ¢alismalarinda en ¢ok tercih edilen
bir vasita haline gelmistir. GFP ilizerinde yapilan caligmalar sonucunda bir¢ok farkl
floresan proteini de elde edilmistir. Ornegin; mavi floresan protein (BFP), cyan floresan
protein (CFP), sar1 floresan protein (YFP), GFP varyantlaridir (Tsien, 1998).

Floresan proteinleri , protein isaretleyicisi olarak rekombinant ¢alismalarda yaygin bir
sekilde kullanilirlar. Bu kullanimlarin sagladiklar1 kolayliklar kadar getirdikleri
zorluklarda mevcuttur. GFP ve mevcut varyantlar1 diger proteinler ile kaynastiginda
genellikle yanlis katlanmaya sebep olurlar. Siiper folder yesil floresan proteinleri
(sfGFP ) yiiksek termodinamik stabilitesi, saglam katlanma kinetigi ve ¢oziiniirliigiine

sahip oldugu i¢in E.coli bakterisinde flizyon partnerinin katlanma durumu veya



¢ozliniirliigiinden bagimsiz olarak iyi katlanabilen bir protein olarak nitelendirilirler. Bu

Ozelliklerinden dolay1 rekombinant ¢alismalarda yaygindirlar (Pedelacq ve ark.,2006).

Goriinsiin ya da gdriinmesin cilt {izerinde bulunan izler, yanlis iyilesme sonucu olusan
skar dokulari ¢ok dikkat ¢ekmekte ve kisinin yasam Kkalitesini bozmaktadir. Bu
istenmeyen durumlar igin ¢esitli tedavi yontemleri vardir. Yapilan literatiir ¢alismasi
sonucunda son zamanlarda terapdtik proteinlerin kullaniminin arttigir gorilmektedir.
Hatta yiiksek maliyet ve canli organizmada iiretmek ¢ok zaman aldigindan rekombinant
DNA teknolojisi ile diisiik maliyetli ve yiiksek miktarda tiretilmesi ile de arastirmalarin
yoniinii terapotik proteinlere ¢evirmistir. Terapotik proteinlere arti olarak g¢esitli lazer,
radyasyon ve 151k tedavileri de kotli goriiniim saglayan skar dokulari ile miicadelede yer

almaktadir.

Bu tez kapsaminda E.coli bakterisinde TGF-B3 + sfGFP fiizyon proteini rekombinant
olarak tretilip , liretilen proteini saflastirdiktan sonra hiicre kiiltiiri caligmalarinda ve
canli hayvan ¢alismalarinda yara iyilesmesinde ki tedavi edici etkilerine diyod lazer ile

beraber karsilastirmali olarak bakilmustir.



2. KAYNAK OZETLERIi / KURAMSAL TEMELLER / GENEL BILGILER

2.1.Yara ve Yara lyilesmesi

Viicudumuzun en biiyiik organlarindan biri olan deri, yaklasik 2 m? yiizey alanina sahiptir
ve dis gevreye karst viicudumuzu korurken g¢evre ile de homeostaziyi saglamaktadir.
Organizmay1 saran, koruyan ve cevre ile alig verisini diizenleyen bu organin, kesilmesi,
delinmesi, ezilmesi, kimyasal maddelere maruz kalip biitiinliigiiniin bozulmasina yara
denilmektedir (Robson ve Ark,.2001). Bu etkenler dis etkenler olabilecegi gibi baz1 mikro
organizmalar ya da baz1 igsel hastaliklar da olabilmektedir. Bu yaralar meydana geldikten
sonra acilen viicut tarafindan kapatilmasi gerekmektedir. Viicudun baska dokularinin
enfeksiyon kapmamasi ve s1vi kayb1 olmamasi i¢in en kisa siirede onarima gitmesi gerekir
Bu onarim mekanizmasi birden fazla birbiri ile koordineli hareket eden mekanizmalarin

etkin oldugu kompleks bir siirectir (Alonso ve Ark,1996).

Yaralar, akut ve kronik yaralar olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Akut yaralar, 5- 30 giin
stire ile iyilesebilen yaralardir. Bu yaralar dokunun travma sonrasi kaybedilmesi ya da
cerrahi islemler sonucu olusan yaralardir. Iyilesme siirecinde bir sikinti gériilmeyen
yaralardir. Kronik yaralar ise kendiliginden iyilesemeyen, iyilesme siirecinde sikintilar
olan, zamaninda tamir edilemeyen yaralardir. Arteriyel ve vendz yetmezlik, yanik,
enfeksiyonun devami ve diyabet gibi ¢esitli nedenlerden kaynaklana bilmektedir
(Komercevis,2000).

Doku yaralanmasi sonrasinda baglayan siirecin amact dokunun biitliinliiglinlin tekrar
saglanmasidir. Ancak kemik ve karaciger dokusu disinda, doku biitiinliigiiniin tam olarak
saglanmasi miimkiin olamamaktadir. Doku iyilesmesi skar-nedbe-iz ve fibrozis,
hipertrofik ve keloid olusumuyla sonlana bilmektedir. Yara iyilesirken ortaya ¢ikan
dokuya da skar dokusu denilmektedir (Eming ve ark.,2007).



Yara iyilesmesi, sadece yara alani ile sinirli degil tiim sistemleri ilgilendiren hiicresel,
fizyolojik ve biyokimyasal olaylarin biitiiniidiir. Yara iyilesmesi aslinda biitlin dokularda

ayn1 temel prensiplerde gergeklesmektedir (Aksoy ve ark,2017).

Yara iyilesmesi temel olarak {i¢ basamakta gerceklesmektedir
1. Inflamasyon ( Homeostazi)-Yang: Basamagi (1-5 giin siirmektedir)
2. Proliferasyon ( Kollejen Sentez fazi1) - Hiicresel Cogalma Basamagi (5-14
glin siirer )

3. 3.Maturasyon (Remodelizasyon) - Doku Olgunlagsmasi Basamagi

(14.giinden sonrasi-6 ay,24 ay)

Hemostaz ve Granulasyon Kontraksiyon Remodeling Skar olusumu Anormal skar olusumu
inflamatuvar faz

Normal yara iyilesmesi

Sekil 2-1: Normal ve anormal yara iyilesmesi ( Aksoy ve ark,2017)

2.1.1. Inflamasyon ( Homeostaz ) -Yang1 Basamag;

Inflamasyon, kompleks bir siireg olan yara iyilesme siirecinin ilk basamagidir. Travma
sonrast dokuda meydana gelen hasar ile baglar ve bu hasar sonucunda dokuda bir ¢ok
kimyasal mediatorler ve hiicreler arasi iletisimi saglayan sitokinlerin salinimina neden
olmaktadir. Bu proteinler bir ¢ok kompleks olay1 baslatmaktadir (Viloria-Petit ve
ark,.2013). Dokuda kanamanin durmasi ve hemostaz saglanir. Yara alaninda yikima
ugramis damarlar hemen daralirlar, damar duvarlart zedelendiginde trombositler
kollajenle temas ederek aktifleserek o bolgede birikip pihtiy1 olusturmaktadirlar. Endotel
hiicreler tarafindan {iiretilmekte ve trombositlerin toplanmasini saglayan diizenleyici
Tromboksan A2 aktivasyonu ile pihti /kanama varsa kanamay1 azaltmaktadir (Broughton

ve ark.,2006). Damarlarda ki vazokonstriktor ajanlarla vazokonstriksiyon geliserek
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kanama azalir. Kanamanin azalmasi ve damarlardaki daralma sonucunda prostoglandin
ve kompleman sisteminin aktivasyonu ile yaygin damar olusumu ve genisleme yani
vazodilatasyonu baslatmaktadir. Bu genisleme ile yara alanina hiicrelerin gegisi artarak
inflamatuvar eksuda toplanmasi baslamaktadir. Bu olusumlarda bir birgok kemotaktik
faktorde rol oynamaktadir. PDGF, TGF-beta, fibronektin, seratonin gibi uyarici
maddelerin salintmi trombositler tarafindan yapilmaktadir. Homeostazi yavas yavas
notrofil ve monosit hiicreleri tarafindan yapilmaktadir (Richardson,2004). Bu fazda
makrofajlarin da etkinligi cok biiyiiktiir. Makrofaj sayisindaki azalmanin yara iyilesmesi

ile ters orantili oldugu bildirilmistir (Eming ve ark,2017).

2.1.2. Proliferasyon ( Kollejen Sentez fazi) - Hiicresel Cogalma Basamagi

Homeostaz evresinden sonraki evredir. Ortalama iyilesmenin 5. giinii baglayan fazdir. Bu
fazi da kendi iginde ayiracak olursak ii¢ baslik 6n plana c¢ikmaktadir. Bunlar,
epitelizasyon, anjiyogenez ve graniilasyon dokusu olusumudur. Epitelizasyon epitelyum
hiicrelerininin cogalmasidir ve yara alaninda yani iyilesmede bazal membran bozulmadan
kalirsa olusan epitelyum hiicreler yaraya dogru go¢ etmektedirler (Sekil 2-1). Bu go¢ eden
onciil hiicreler yara alaninda bozulmadan kalmakta ve yaklasik 2-3 giin igerisinde
epidermisin tamiratini tamamlamaktadirlar. Bu evrede en Onemli isi yapan hiicreler
fibroblast hiicreleridir. Ayrica kollejen iiretiminden de sorumludurlar. Yani iyilesmede
fibroblastlar mekanik olarak da gorev alirlar (Aksoy ve ark.,2017). Eger bazal membran
bozulmus tahrip olmus ise bu sefer deri kenarlarinda bulunan epitelyum hiicreleri
¢ogalmaya basglar ve yara alaninda koruyucu bir tabaka olusturmaktadirlar. Bu tabaka
kontaminasyonu, s1v1 kaybini engeller (Broughton ve ark,2006). Bir 6nceki fazda énemli
rol oynayan makrofajlar ve trombositler bu fazda da kemotaksik olarak etkinligini
siirdiirmektedirler. Epidermal biiylime faktorii (EGF) ve tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-
a) epitelyum proliferasyonda uyarici rol oynamaktadirlar (Aksoy ve ark, 2017). Bu
evrede dikkat ¢eken diger bir olusum anjiyogenezistir ve TNF-a tarafindan uyarilan
endotel hiicre gogli ve kilcal olusumu ile meydana gelmektedir. Kilcal damarlarin
olusmasi ve yara bolgesine gocii, yara iyilesmesi i¢in ¢ok énemli bir olaydir. Bu alanda
calisan hiicrelerin beslenmesi bu damarlar yolu ile saglanmaktadir. Beslenme saglanmaz

ve iyilesme olmazsa kronik bir tablo ortaya ¢ikabilmektedir (Goldman,2004).



Yara alam1 eger ¢ok genis ise epitellesme kenarlardan degil graniilasyon dokusunun
tizerinden ilerlemektedir. Graniilasyon olusumunu saglayan fibroblastlar, yara alam
icerisinde ki sert tikac seklindeki yapilardir. Migrasyon, yara alanindaki iki ug epitellerin
birlesmesine  kadar devam etmektedir. Daha sonraki asama ise biiziisme yani
kontraksiyondur. Yara kontraksiyonu ile yara alaninin biiyiikligii azalmaktadir. Bu olay
cogunlukla miyofibroblastlarca ger¢eklesmektedir. Graniilasyon dokusunun olusmasi ve
epitelizasyonun bitmesi proliferasyon asamasinin sona erdiginin gdstergesidir (Oztopalan

ve ark., 2017).

2.1.3. Maturasyon (Remodelizasyon) - Doku Olgunlasmasi Basamagi

Olgunlagma ya da yeniden sekillenme anlamina gelen remodelizasyon evresi iyilesmenin
son basamagidir. Bu evrede kollajenleronemli bir iletisim ag1 kurmaktadirlar. Hiicre dist
matriksin diizenlenmesi, yeniden sentezlenmesi ve yara alaninin gerilme kuvvetini elde
etmesi, bu evrenin karakteristik 6zellikleridir (Broughton ve ark,2006). Ayrica bu evrede
az hiicresel ve vaskiiler yapida olan skar doku da olusmaktadir (Li ve ark. 2013). lyilesme
sirasinda bu evre iginde ekstraselliiler matriks bilesenleri belirli bir sekilsel degisiklige
ugramaktadirlar. Proliferatif asamada iiretilen kollajen tip Ill, yerini daha gii¢lii olan
kollajen tip I’e birakmktadir. Kollajen tip I lifleri, uygulanan strese gore dizilip organize
olmaktadirlar (Greenhalgh,1998).

Kollajen tipI olustuktan sonra hiicre i¢i matriks olgunlagmakta ve kollajen demetlerinin
caplar1 artmakta, hyaluronikasit ile fibronektin bozulmaktadir. Yaranin gerilme kuvveti,
kollajenin toplanmasi ile dogru orantili oldugu i¢in giderek artmaktadir (Guo ve
Dipietro,2012). Olusan kollajen lifleri saglikli dokuya kiyasla orijinal giiciin yaklasik
%80’ini geri kazana bilmekte; ancak orijinal giicii asla geri kazanamadig1 goriilmektedir
(Robson ve ark. 2001). Kollejen iiretimi ve bozulmasi ile olusan hiicre matriksinin
sekillenmesi siirekli olarak gergeklesmektedir. Yaradaki notrofiller, makrofajlar ve
fibroblastlar tarafindan iiretilen matriks metallaproteinaz enzimleri (MMP), kollajenin
bozulmasindan sorumludur. MMP enzimlerinin aktiviteleri inhibitor faktorleri tarafindan

diizenlenmektedir. MMP aktivitesindeki diislis matriksin birikmesi ile sonuglanmaktadir.



Kollajen demetlerin ilk birikimleri diizensiz oldugu i¢in iyilesme bolgesi zayif ve gerilme
kuvveti diistiktiir. Ama sonrasinda kollajen matriksin daha koordineli ve ¢apraz bag
seklini almasi yara alanina saglamlik katmaktadir (Baum ve ark,2006). Bu siiregte PDGF,
TGF-B ve FGF gibi stokinlerde rol almaktadir. Yara iyilesirken fibroblastlar ve
makrofajlarin  yogunlugu kontrollii hiicre oliimii ile azalmaktadir. Zamanla kan
damarlarinin ve hiicrelerin sayis1 azalmis, iyilesme bolgesinin gerilme kuvveti artmis ve

skar doku olusmus olmaktadir (Baum ve ark,2006).

Yara iyilesmesinde meydana gelen olaylar (homeostaz ve koagiilasyon, inflamatuvar,
cogalma ve yeniden sekillenme fazlari ) birbiri ile cok yakindan baglantili olan hiicreler,
hiicre yiizey reseptorleri, hiicre dis1 matriks proteinleri ve biyolojik olarak aktif
molekiillerin etkilesimini igeren aktif bir siirecle yonetilmektedir. Bu siire¢te PDGF,
TGF-B ve FGF gibi stokinler de rol almaktadir (Eming ve ark,2014).

2.2.Doniistiiriicii Biiyiime Faktorii Beta (TGF- )

Normal doku yapismin kalici olarak degismesiyle olusan yara izi skar doku hipertrofik
yap1 ya da keloid olusumu hem yara iyilesmesinde hem de fibrozlanma bozukluklarin da
istenmeyen sonuglardir. Bu istenmeyen izlerin dnlenmesi ve tedavi edilmesi i¢in ¢esitli
stratejiler vardir. Doniistiirticii biiylime faktor beta (TGF-P) {ist ailesi doku onariminda
onemli stratejilerin i¢inde yer almaktadir (Coskun ve ark;2016). TGF-f siiper ailesinin
tiyelerinin cogu dimerik yapidadir ve yaklasik otuz ii¢ iiyeden olustugu bilinmektedir. Ug
prototip TGF-B izoformuna (TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3) ek olarak, iist aile ayrica
aktivinler, kemik morfojenik biiyiime proteinleri (BMP'ler), bitylime ve farklilasma
faktorleri (GDF'ler), miyostatin, ve Mullerian Inhibitér Substans1 (MIS) inhibinler
icermektedir (Antsiferova,2012). TGF-B ailesinin iiyeleri, ¢ok hiicreli canlilar arasinda
yaygin olarak anahtar sinyal déniistiiriiciileri olarak kabul edilmektedir. Ug prototip TGF-
B izoformu, TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3, otokrin ve parakrinde hareket eden ayr1 genler
tarafindan kodlanan yapisal olarak benzer sitokinlerdir (Massague,2012 ). Biiyiime
faktorlerinden TGF-B hemen hemen biitiin hiicrelerde sentez edilen 6nemli bir sitokindir.
Trombositlerin alfa graniilleri i¢inde yogun miktarda oldugu bilinmektedir. Bu sebepledir

ki hasarli bolgeye degraniilasyonla salinmaktadir (Sprugel ve ark;1987). TGF-f
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proteinleri yetiskin dokularin bakim, yenilenme ve diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar.
Yara iyilesmesinde en 6nemli etkisi inflamatuvar hiicre kemotaksisini uyarmasi ve
ekstraselliller matriks sentezini arttirmalaridir.  Kollajen sentezinin  en  giiglii
uyaricilarindan biri olan bu aile yara kontraksiyonu ve matriksi organize edebilme
0zelligi nedeni ile yeniden sekillendirme sathasinda da rol oynamaktadirlar (Sprugel ve
ark;1987). TGF- B’nin en 6nemli ozelligi fibroblastlarin yara bélgesine iletilmesini,
cogalmasini ve kollajen iiretimini stimiile etmektir. Yine 6nemli 6zellikleri arasinda
inflamasyonu baskilamasi, anjiogenezis, reepitelizasyon ve bag doku rejenerasyonu gibi

unsurlar sayilabilmektedir (Oztopalan ve ark. 2017).

TGF-B ailesinin bir alt tipi olan TGF-B3, endoderm gelisimi, organogenez, epitel
hiperplazisi, hiicre dis1 matris sentezi ve bagisiklik i¢in gerekli bir sitokindir. Esasen,
kutanoz yaralanmadan sonra, TGF-B3 mezenkimal soyunu uyarmakicin TGF-f 1/
Smad sinyal yoluna baglanmakta ve TGF-f 1 proteininin etkisini azaltmaktadir. TGF-
B1 yetiskinlerde fibroz bozukluklara neden olan bir sitokindir. Bu sitokinin engellenmesi
ile hiicreler, onarimi, yeniden sekillenmeyi ve potansiyel skar olusumunu diizenler. Yani
hasarli bolge yeniden eski halini almasa bile, daha diizenli ve koordineli dizilim i¢in
zaman kazanilir. TGF-B3 makrofajlar i¢in uyaricidir ve kollajen sentezinin artirtlmasinda
rol oynamaktadir. Fibroblastlar, osteoblastlar ve Schwann hiicreleri gibi mezenkimal

kokenli hiicreleri stimiile etmektedirler (Valluru,2011).

Ayrica yapilan c¢aligmalarda, TGF-B 3 proteininin, yara iyilesmesini 6nemli Olciide
destekledigi ve 6nceden kullanilirsa a-diiz kas aktini ve keratinositleri toplayip epitelyali
inhibe ederek skar dokunun olugumunu engelledigi belirlenmistir yani TGF-3 anti-
fibrotik bir role sahiptir (Valluru,2011).

TGF-B3, bir sitokin ilac1 olarak aktif bir gelistirme hedefi haline gelmistir. Biyoaktif
insanda {retimi zor oldugu icin arastiricilar rekombinat teknolojisi ile liretmeye

baslamislardir (Laverty ve ark,2009).
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2.3.Rekombinant Protein Uretimi

Canli organizmalarin hayatsal faaliyetlerini siirdiirebilmeleri i¢in ¢esitli kimyasal
reaksiyonlara ihtiyaclar1 vardir. Bu reaksiyonlar hiicre sinyal mekanizmasi, bagisiklik
sistem ve hiicre yasam dongiisii gibi siireglerdir ve enzimleri de igeren protein yapisindaki
molekiiller bu siireclerde 6nemli rollere sahiptirler (Gokce,2006). Bu protein yapidaki
molekiiller sadece canli organizmalarin hayatsal faaliyetleri i¢in degil ayn1 zamanda
normal yasamda da 6nemli tan1 ve tedavinin de parcalaridir. Bu tani ve tedavi yapilirken
saf proteinler miligram miktarlarda gerekmektedir (Gokge,2006). Bu proteinik
molekiillerin dogal kaynaklardan eksrakte edilmesi hem yiiksek maliyetve diisiik
verimliliklere dayanmakta hem de kontaminasyonlara neden olmaktadir (Porro,2005). Bu
engellerin asilmasi biyoteknolojinin gelismesi ile rekombinant protein terimini ortaya
cikarmustir. ik rekombinant protein olan insan insiilini E. Coli’de iiretilmis ve 1992
yilinda klinik kullanim i¢in onaylanmustir. Ug yiiz iizerinde farmasétik protein ve antikor,
100 milyar dolardan fazla satis ve yillik %15-18 biiylime ile pazarda yerini almaktadir
(Langer,2012). Diinya ila¢ pazarina 2020 yilinda bakildiginda yaklasik %28’ini
biyoteknolojik ilaglarin olusturdugu ve bu payin ilerleyen siirecte artmaya devam ederek
2024 yilinda %31'e ulasacagi dislniilmektedir. Rakamsal olarak ise 2020 yilinda
yaklasik 273 milyar dolar iken, 2024 yilinda bu rakamin 383 milyar dolar seviyelerine
gelmesi beklenilmektedir (TITCK, 2020). Rekombinant DNA teknolojisinin gelismesi ile
birlikte rekombinant protein kavraminin iyice benimsenmesini saglamistir. Rekombinant
protein iiretimi E.coli bakterisinde yaygin olarak gerceklestirilmektedir. Bunun nedeni ise
E.coli bakterisinde protein iiretimi ve DNA manipulasyonlari oldukg¢a basit ve en
onemlisi ekonomik olmasidir. E. coli hiicrelerinde protein ekspresyonunda karsilasilan
asil sorun inkliizyon cisimcigi olusumudur. Bu sorunu ¢o6zmek i¢in ¢esitli yaklasimlar
gelistirilmistir. Bir fiizyon etiketinin kullanilmasi, E. coli ekspresyon sisteminde ¢6ziiniir
aktif formda protein elde etmek i¢in kullanilan en gii¢lii stratejilerden biridir. Superfolder
GFP (sfGFP), E. coli'de fiizyon ortaginin ¢dzlniirliigiini artirmak i¢in kullanilan fiizyon
etiketlerinden biridir (Bilgin,2023).
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2.4.Yesil Floresan Proteinler (GFP)

Osamu Shimomura isimli bilim adami 1960 yilinda Kuzey Amerikanin sahillerinden
topladig1 deniz analarida ( Aequorea Victoria ) yapmis oldugu calisma ile floresan
molekiilii igin bir baglangi¢ sayilmaktadir. Saflagtirmak i¢in denizbanalarinin kenarlarini
keserek cikan sivi kismi kagitlara emdirilerek oOziitlemislerdir. Boylece saflastirma
yapabilmislerdir ve saflastirilan proteine aequorin adi verilmistir (Tsien,1998). Aequorea
victoria deniz canlisindan 1970’li yillarda izole edilen GFP’nin Kristal yapisi ortaya
cikartilmistir (Yang ve ark.,1996). Floresan proteinleri biyolojik belirteclerarasinda
onemli bir yer edinmistir. GFP gilinlimiizde sitolojik caligsmalarda, gen isaretleme
tekniklerinde siklikla kullanilmaktadir. Uretilmesi istenilen proteine fiizyon olarak
eklenebilmektedir. (Acikgéz  ve ark,.2014).  Bu proteinlerin fiizyon olarak
eklenmelerinin baslica sebepleri,proteinlere afinite tag ilavesi ile proteinin saflastirilmasi
isleminin kolaylagmasi, proteinlerin ¢oziiniirliigiiniin arttirilmasi veya distilfit baglarinin
olusumunun kolaylastirilmasi, GFP proteinleri ilavesi ile proteinin nerede iiretildiginin
gozlemlenmesini saglamak olarak siralanabilir (Gokge,2006). GFP proteinleri flizyon
olarak kullanildiginda yanlis katlanma yani inkliizyon cisimcikleri olusturabilirler.
Bunlar aktif olmayan protein formlaridir. Rekombinant proteinlerin liretiminde inkliizyon
cisimsigi olusumunu engellemek icin molekiiler saperonlar, diisiik sicaklik, uygun
promotdr, proteinin merdiven etkileri gibi stratejiler kullanilmalidir. Istenmeyen bu
durumun oniine gegilebilinmesi i¢in GF proteinlerinden olan siiper folder yesil floresan
proteini (sfGFP) flizyon i¢in en uygun stratejilerden bir tanesidir (Fukuda ve ark,.2000).
Yiiksek ¢oziiniirliige ve stabiliteye sahip bir floresan proteinidir. sfGFP, kiimelenme
egilimi ve denatiirasyon gibi diger floresan proteinlerin dezavantajlarina sahip degildirler.
sfGFP proteini zayif katlanmis bir es peptit ile kaynamis olsa bile katlanabildiginden
yiiksek verimlilik ile karakterize edilir. Flizyon yapisindaki ortaginin katlanma etkinligini

de artitir (Pedelacq ve ark, 2006).

2.5.Fototerapi ve Diyot lazer

Lazer 1511, dogal 151k kaynaklarindan farkli olarak, normal kosullarda evrende yer

almazlar. Tek dalga boyunda, monokromatik (tek renk) yapisina disaridan elektron
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eklenen bir atomun yaydig1 ve birbirine paralel olarak ayni fazda hareket eden (koherent)
foton parcgaciklarindan olusan ve sa¢ilim gostermeyen bir 151n demeti olarak giines
1sinlarindan  ayrilmaktadirlar. Lazer 1s1ik kaynaklarn tek dalga boyunda 1s1ma
gostermektedir. Bu nedenle belli frekanstaki yogun enerji, smirli bir alanda etki
gostermektedir. Lazer sistemleri, foton partikiillerinin olugmasmi saglayan aktif
elementine gore isimlendirilebilmekte ve belirli dalga boylariyla tanimlanmaktadirlar

(Gumusderelioglu, 2014).

Cikis giiclerine bagli olarak giintimiizde iki tip lazer kullanilmaktadir. Bunlar;
* Yiiksek seviyeli lazerler (¢ikis giigleri 10-100 watt araliginda)

* Diisiik seviyeli lazerler (¢ikis giicleri milliwatt diizeyinde) olarak bilinmektedirler.

Yiiksek enerjili lazerler dokular1 kesmek, yakmak veya ablasyon i¢in cerrahide siklikla
kullaniimaktadir. Ozellikle estetik dis eti goriiniimiinde yada diger doku estetiklerinde
kullanilmaktadirlar. Yiiksek 1s1 a¢iga c¢ikmasi nedeniyle sicak lazerler olarak da
isimlendirilebilmektedir. Rejeneratif uygulamalar i¢in tercih edilmedikleri gibi, yiiksek
1s1 ac1ga ¢ikmasi nedeniyle yara iyilestirmesinde olumsuz etkileri de olabilmektedir.
Diisiik enerjili lazerler ise dokularda sicaklik degisimine neden olmamalar1 nedeniyle,
fotobiyomodiilasyonda kullanilabilmektedir. Bu amagcla kullanilan lazerlerin basinda
kullanilan lazer modaliteleri ve etkin dalga boylar1 su sekildedir:

» Helyum-neon lazer (He-Ne: 632,8 nm)

* Galyum-aliiminyum lazer (Ga-Al: 630-685 nm)

* Helyum-neon-arsenit lazer (He-Ne-As: 780-870 nm)

* Galyum-arsenit lazer (Ga-As: 904 nm)

* Yakut / Ruby lazerdir (694 nm)

Lazer 15181 ile biyolojik dokularin etkilesimi dort tipte gergeklesir. Absorbsiyon (emilim),
transmisyon (derin dokulara gecis), refleksiyon (yansima) ve scattering (sagilma)
seklinde goriilen etkilesimlerin hangi sekilde goriilecegi lazerin dalga boyuna baghdir
(Cohen, 2002).
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Sekil 2-2: Deri ile lazer etkilegimleri ( Lister ve ark,.2012)
(A) Farkli dalga boylarinda 15181 cilde niifuz etmesi. (B) Deri ile lazer 1511 etkilesimi

LED 151k kaynaklar1 ise 1990’11 yillarda gelistirilmis ve 151k yayan diyotlar olarak bilinir.
LED’lerde lazerlerden farkli olarak elektron gecisini saglayan iki ayri yar iletken
bulunmasindan dolay1 LED 151k kaynaklarindan farkli dalga boylarinda foton partikiilleri
yayilir. LED’ler monokromatik (tek renk) ancak koherent olmayan (dalgalar paralel

degil) 151k kaynaklaridir (Mester ve ark,.1971).

VAV A vy Y,

Gunes 15191 (cok sayida farkh renk)

Lazer: monokmatik (tek renk); koherent (dalgalar ayn fazda)

N P ST o

LED: monokmatik (tek renk); koherent degil

(dalgalar paralel degil)

Sekil 2-3: Giines 15181, lazer ve LED 1gmlarmin 6zellikleri(Gumusderelioglu 2014)
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Isik enerjisi yardimiyla travmalar sonrasinda (kaza, hastalik vb) meydana gelen hiicresel
bozukluklarin iyilestirilmesi ve biyolojik yanitin  diizenlenmesine fototerapi
denilmektedir. ‘Fototerapi’ genel bir kavram olarak 151k enerjisinin iyilestirme ve onarim
amaciyla kullanimini tanimlasa da ‘fotobiyomodiilasyon’ (Hosseinpour ve ark.,2019),
‘fotobiyostimiilasyon’ (Lubart ve ark.,2006), ‘diisiik seviyeli lazer tedavisi’ (Aimbire ve

ark.,2006) gibi farkli bicimlerde de isimlerin verildigi bilinmektedir.

Isik enerjisinin doku {izerinde fotobiyomodiilasyon etkisinin olabilmesi igin
fotobiyolojinin iki temel kriterini karsiliyor olmasi1 gerekmektedir:
* Hedef dokuda foton partikiiller ile interaksiyona girebilecek bir molekiiler
kromofor veya fotoakseptor bulunmasi gerekmektedir. (hemoglobin)
* Isik enerjisine bagl yolaklarin harekete gegebilmesi i¢in dokularin 1s1k enerjisini

sogurabilecek optik 6zellikleri barindirmas: gerekmektedir.(GFP)

Fotostimiilasyon uygulamalarinda, dokularin zarar gérmemesi i¢in, kirmizi ve kirmiziya
yakin dalga boylarinda 1sik kullanilmaktadir ( 600-1100nm ). Isik dalga boylar ile
hiicresel diizeyde proliferasyonu ve hiicre farklilasmasimin gibi bir¢cok biyolojik siire¢
uyarilmaktadir. Halen bu etkiye yol agan molekiiler yolaklar tam olarak aydinlatilamamais
olsa da ozellikle etkinin mitokondri diizeyinde gergeklestigi bilinmektedir (Smith ve
ark.,1992).

Fotobiyomodiilasyon 1ile aktarilan 151k enerjisi hiicrelerin redoks potansiyelini
degistirilerek hiicre i¢i serbest oksijen radikallerinin (ROS) de seviyesinde artisa neden
olmaktadir (Smith ve ark.,1992). ROS, serbest radikaller (hidroksil radikalleri, hidrojen
peroksitler), siiperoksit ve hidroksil radikalleri iceren oksijen iyonlaridir. Bu radikaller
hiicre iginde oksidatif solunum reaksiyonlari sonucunda meydana gelmektedirler ve
hiicresel bir¢ok aktivitenin diizenlenmesinde aktif rol oynamaktadirlar. Bu aktivitelerin
basinda, sinyal iletimi, niikleik asit ve protein sentezi, enzim indiiksiyonu ve hiicre
proliferasyonu gelmektedir. ROS/Akt yolu araciligi ile hiicre proliferasyonu
indiiklenmektedir. Ayni zamanda, sitoplazmik cevaplar aracili ile transkripsiyonel
degisiklikler de meydana gelmektedir. NF-«xB gibi bir¢ok transkripsiyon faktorii hiicresel

redoks seviyesindeki degisimler ile diizenlenmektedir (Szymanska ve ark.,2013).
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Fotobiyomodiilasyon hiicre i¢i sinyal iletimini etkiledigi gibi hiicrenin membran
gecirgenliginide olumlu olarak degistirmektedir (Smith ve ark.,1992). Hiicre iginde
meydana gelen bu etkilesimlerle beraber dokuda proliferasyon ve rejenerasyon
kapasitesinde artis goriilmektedir. Yara iyilesmesinde artis, epitelizasyon, anjiyogenez ve
mikro dolasimda iyilesme ile goriilmektedir. (Szymanska ve ark.,2013).

Kirmiz: ya da kizilotesi isin

|\

Mitokondri

Hiicre cogalmast
(DNA ve RNA sentezinde artis)

Jun/Fos \
\ Gen transkripsiyonu

AP-1
\
Ll
NF-kB
1kB

(a™ / Na* Antiporter

* Na* /H* Antiporter NF-kB
Na®, K* - ATPase
@™ Pump

1 * A K

* A awe, A pi

Sekil 2-4: Fotobiyomodiilasyon sonrasi hiicrede meydana gelen degisiklikler (Gumusderelioglu 2014)

Fotobiyomodiilasyon temelde hiicre proliferasyonunda artis ile etkisini gostermektedir..
Her ne kadar fotobiyomodiilasyonun hiicre proliferasyonunu arttirdig: genel kani olarak
yer alsa da hiicre proliferasyonunu arttirmadigi yoniinde ¢alismalar da mevcuttur. 830 nm
dalga boyunda Ga-Al-As lazer ile yapilan bir ¢alismada, fibroblast ve keratinosit
hiicrelerinin in vitro ortamda proliferasyonlarini arttirmadigini gosterilmistir (Lagan ve
ark,.2001). Bir baska carpici galismada ise fotobiyomodiilasyonun her hiicre tipine ayni
oranda etki etmedigi ve fibroblastlarin endotel hiicrelerine kiyasla daha fazla cevap
verdigi gosterilmistir. Bu noktadan hareketle, fotobiyomodiilasyon ¢alismalarinda hiicre

tipinin ve dalga boyunun 6nemi goriilmiistiir (Tuby ve ark.,2017).
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Sekil 2-5: Diisiik Doz Lazerin tedavi mekanizmasi (Aoki ve ark.,2007°den uyarlanmustir.)

2.5.1. Diyod Lazer

Diyod lazerler kolay kullanimi, bakiminin basit olmasi, kararl gii¢ aktarimlarina sahip
olmalar1 ve tasinabilir olmalarindan dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Arroyo,
Neri, Fussuma, &Imamura, 2016; Schena, Saccomandi, &Fong, 2017). Tip alaninda
kullanilan cerrahi diyod lazerler 810-980 nm dalga boyundadir. Giigleri 10-60 W’a kadar
¢ikmaktadir. Diyod lazerler, fotonlar halinde enerjisini yayarak yari iletken madde
araciligiyla lazer enerjisini tretmektedirler. Aktif ortam olarak yar1 iletkenler
kullanilmaktadir. Bu yari iletkenler ¢ogunlukla aliiminyum, galyum, arsenid ya da

GaAIAs’dir. Diyod lazer enerjisi sert kuartz ¢ekirdek 6zelligine sahip fiber optik kablo
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araciligryla cerrahi alana non-kontakt ya da kontakt modda yayilmaktadir (Berger, &Eeg,
2006). Dalga boylar1 hemoglobin, oksihemoglobin, melanin ve hiicre i¢i su tarafindan
farkli derecede absorbe edilmektedir (Arroyo ve ark., 2016; Berger, &Eeg, 2006). Hedef
dokunun icerdigi kromofor miktarinin yogunluguna gore 1sin absorpsiyonu fazla,
penetrasyon derinligi ise az olmaktadir. Dokudaki optik termal {iretim hizi, absorpsiyon
katsayisi ile orantili oldugundan dolay1 980 nm diyod lazer, dokuda hizl1 ve bolgesel
1sinma lireterek sinirlart belli ablasyon bolgeleri olusturabilmektedir. Ablasyon bolgeleri
olusturdugu i¢in tiimor rezeksiyonlarinda etkili kullanilabileceginin gostergesidir (Ahrar
ve ark., 2010). Solgun ve avaskiiler dokularda, penetrasyon derinligi ve ¢cevre hasari fazla
olmaktadir (Ding, &Or, 2014). Diyod lazerler, 0,3-0,6 mm derinlikte doku penetrasyonu
yaparak 2 mm ¢apa kadar olan damarlarda iyi bir hemostaz saglamaktadir. Bu nedenle de

yara iyilesmesinde kullanilabilmektedir (Berger, &Eeg, 2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1: Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar

Cihaz Markasi
Laminar Akisli Kabin ESCO
COgli Inkiibator ESCO
Sogutmali Masaiistii Santrifiij Niive NF80OOR

Sogutmali Mikrosantrifiij

Hettich UNIVERSAL 320 R

Sogutmali Inkiibator Niive
Etiiv Memmert
-80 °C Dondurucu VWR

Otoklav HMC-Hirayama
Calkalayic1 Inkiibator Biosan-ES20
Sirkiilatorlii su banyosu Niive

Ters-faz mikroskop Olympus CKX41

UV/VIS Spektrofotometresi

Denovix DS-11 FX+

Hassas Terazi

Radwag

Pipet tabancasi

Greiner

Spin vortex Biosan-Combi Spin FVL 2400N
Mikroplaka Elisa Okuyucu Tecan

Buz makinasi Vision

Otomatik Pipet Eppendorf

Nanodrop DeNovix

Mikrotom Leica SM 2000R

Diyod Lazer LZ/SMS-SOLASE

Fotograf makinasi

TecnoPova




3.1.2. Kullanilan cozeltiler

Amfisilin Antibiyotigi: 1 gram ampfisilin alinarak 10 ml saf suda ¢oziilmiistiir.
Antibiyotik steril 0.2 pm’lik filtreden gegirilerek mikrotiiplere boliindi ve (-20°C) derin
dondurucuda saklanmastir.

FSB c¢ozeltisi:100 g gliserol, 7.5 g CaCl2.2H20, 7.4 g KCI, 10 mL 1 M (pH:7.5)
KCH3COO alinarak pH:6.5’e ayarlanmistir ve hacim 1000 mL’ye tamamlanmistir ve
otoklavlanmustir.

LB ¢ozeltisi: 20 g LB (Luria-Bertani) Broth Base 1000 ml suda ¢6ziildii. Hazirlanan 1000
mL’lik ¢ozelti 250’er mL olacak sekilde iki tane stok sisesine alinmistir ve lizerine 3.75
g agar ilave edilip karstirilmistir, otoklavlanmastir.

MTT ¢bzeltisi (Smg/ml): 5 mg MTT, 1 ml divalent katyonlar1 icermeyen (Ca*? ve Mg*?)
icermeyen fosfat tamponu (pH 7.0) igerisinde ¢oOzilmistir. -20°C’de karanlikta

saklanmistir.

SDS Elektroforez Jeli:

Alt Tampon: 182 g Tris (1.5 M), 4 g SDS (%0,4) 1000 mL saf suda ¢oziilerek pH:8.8
olarak ayarlanmistir.

Ust Tampon: 60.5 g Tris (1.5 M), 4 g SDS (%0,4) 1000 mL saf suda ¢oziilerek pH:6.6
olarak ayarlanmustir.

Yiiriitme jeli:2.7 mL %40 akrilamid, 2.25 ml alt tampon, 4 ml su, 50 uL. %10 APS ve
20 uL. TEMED.

Yiikleme jeli: 0.35 mL %40 akrilamid, 1 mL {ist tampon, 2.55 ml su, 50 uL %10 APS ve
10 uL TEMED. Tiim maddeler katilmistir ve en son TEMED eklenip kasete dokiildii.
Yiirlitme jeli polimerlestikten sonra {izerine yiikleme jeli dokiildii ve polimerlesmesi
beklenmistir.

Elektroforez Tamponu (1X): 3 g Tris, 14.4 g Glisin, 1 g SDS bilesikleri son hacim 1000
mL olacak sekilde saf su eklenerek hazirlanmistir.

SDS Ornek Yiikleme Tamponu (5X):0.6 mL 1 M Tris-HCI (pH 6.8), 5 mLgliserol
(%50), 2 mL %10’luk SDS, 0,5 mL B-ME (B- Merkaptoetanol), 1000 puL %]1’lik

Bromfenol mavisi ve 0,9 mL saf su karisimindan hazirlanmistir.
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SDS Jel boyama (Staining) Cozeltisi: 0,5 g CoomassieBrillant Blue R-250, 450 mi
metanol igerisinde ¢oziiliip filtre kagidindan siiziildiikten sonra, karisimin tizerine 100 ml
asetik asit ve 450 mL saf su eklenerek hazirlanmistir

Destaining Cozeltisi: 100 mLmetanol, 100 mL asetik asit ve 800 ml saf su karigimindan
hazirlanmistir

Amonyum Persiilfat (APS-%010): 0,1 g APS 1 mL saf su igerisinde ¢oziilerek
hazirlanmustir.

Parcalama Tamponu : 20nM tris-HCI, 10 nM Imidazol, 300nM NaCl pH 8,0 250 mL
hazirlanmustir.

Yikama Tamponu: 20 nM Tris-HCI, 10 nM imidazol, 300 nM NaCl pH 8,0 250 mL
hazirlanmstir.

Elisyon Tamponu: 20 nM Tris-HC1,300 nM imidazol, 300nM NaCl pH 8,0 250 mL

hazirlanmstir.

3.1.3. Kullamlan kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar ve Tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2:Kulanilan kimyasallar

KullanilanSarf Kullanilan Sarf Kullanilan Sarf
Agar LB Broth Base I(?)Mulilil::/lcco’sModiﬁedEagleMedium)
Agaroz EDTA Fetal BovineSerum(FBS)
Tripton DNA Ladder MTT
Tris DMEM L-Glutamin
Potasyum Kloriir FBS TRIzol
Sodyum Kloriir Tripsin-EDTA Tripsin-EDTAg6zeltisi
Gliserol L-glutamin 15 ve 50 mI’likEppendorftiipleri
Maya ekstrakt Ampisilin Kloroform
BSA Monomerl %10 Formaldehit ¢6zeltisi
DMSO Monomer2 Isolab lam ve lamel
DTT Potasyum Asetat Parafin
Metanol Kalsiyum Kloriir Ksilen
Etanol Potasyum Kloriir Distile Su
Eﬁztgii{;ﬁ:ﬁf:;zi:“d Mangan Kloriir Kan Alma Tiipleri
Asetik Asit Gliserol 50ml Idrar kaplart
HCI MTT Ameliyat Eldivenleri
Puromisin Brom Fenol Blue Ketamin
Sodyum Dodesil Siilfat 96 kuyucuklu mikroplakalar | Ksilazin
6 kuyucuklu plakalar il‘;csr:mkii)ltﬁrﬁ flasklan (25 Mikrotom Bigaklari

3.2. Yontem

3.2.1. Yapilan ¢calismanin 6zeti

Tez ¢alismalarina baglamadan Once yara iyilesmesinde 6nemli bir etkisi olan TGF-p3
proteini ve diyod lazer kullanacagimiz i¢in kromotofor 6zelligi olan SFGFP proteini iceren
PET-22b (+) plazmid 6xHis-sfGFP-TEV-TGF- B3 olacak sekilde ticari olarak temin
edilmistir (Novagen). Gelen plazmid 1s1 sok yontemi ile E.coli BI21 suslarina
aktarilmigtir. E.coli bakterilerinde proteinler rekombinant olarak iretilmis ve
saflastirilarak alinmigtir. Etkinligini 6l¢mek ve karsilastirmak i¢in ticari olarak TGF—33
proteini (Sigma) satin alinmustir. Hiicre kiiltiirii ¢alisilacagindan ve yara iyilesmesi
tizerinde denemeler yapilacagi igin insan deri fibroblast hiicreleri (ATCC CRL2522; BJ

Skin Fibroblast Human Lot: 70027151) ticari olarak temin edilmistir. Uretilen
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rekombinant ve ticari protein sitotoksik agidan incelenmis ve yara iyilesme
calismalarinda olasi etkin dozlar1 belirlenmistir. Ardindan in vivo ¢alismalara gegilmis ve
Olusturulan sican gruplarinda sirt bolgelerinde agilan yaralar, {iretilen rekombinant
protein ve ticari protein ile ayn1 zamanda da diyod lazer kullanilarak tedavi edilmeye
calisilmistir. 14 giinliikk deney asamasindan sonra 50 hayvan sakrifiye edilerek kesi yarasi
yapilan dokular histolojik inceleme i¢in saglam doku etrafinda olacak sekilde % 10’luk
formaldehit ¢ozeltisinin igine alinarak fiske edilmistir. Histolojik basamaklar takip
edilereck mikrotom yardimi ile yara bolgelerinin parafin Kesitleri alinip boyamalar
yapilmis ve fotograflanmistir. Elde edilen veriler Kalitatif ve kantitatif olarak

degerlendirilmistir.

3.2.2.Biyoinformatik c¢ahsmalar ve 6xHis-sSfGFP-TEV-TGF- B3 plazmidinin

tasarimi

sfGFP(GenBank: ASL68970.1) ve insan TGF-f3 (UniProtKB - P10600) proteinlerinin
DNA dizileri, JCat codon optimization programi (http://www.jcat.de/) kullanilarak E. coli
K12 organizmasi i¢in optimize edilmistir. Histidin kuyrugu (6x-His) ve sfGFP proteini
TGF-B3 DNA dizisinin 5’ ucuna ilave edilmistir. Ayrica ihtiya¢ duyuldugunda fiizyon
etiketini hedef proteinden uzaklastirabilmek i¢in 6xHis-sfGFP fiizyonu ile TGF-B3
arasina TEV proteaz tanima bolgesi konulmustur. 6xHis Tag, sftGFP, TEV proteaz tanima
bolgesi ve TGF-B3 arasmna esnekligi saglayabilmek ig¢in 2 amino asitlik linker
konulmusgtur. Tasarlanan DNA dizisi pET-22b(+) vektoriine klonlanmis olarak Biomatik

firmasindan satin alinmistir.
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Awva l[158)
Xho 155)
Mot 165}
Eaq lj1s8)
Himd H173)
Sal ljiTe)
Sac l[130)
EcoR Ij152)
BamH l[136)
Moo lj220)

Bpu1102 I(sm

Ora Illjz251)

Sgr& 233)
Sph lis8@
~ PN I[5ES)
Apad lraE)
Sca |[4588) =,
&P
Pu I[2475) &
a3 Miu 1{1114)
Pt 12353 o = Ecl {1125
= =
.% = BsiE llj1285)
Bsa l{4163 $ EmDI |1IZ£§3]
Eam1105 lssoa pET-22b(+) ) pa l=zs)
(S483bp) a
- SssH llj1s525)
Hpa Ii162m)
AlwM I3831)
q:—;,& PshaA 1{1953)
1.5,2’;:.
EspLU11 Ifazis) . F=pS lljz2a1)
Sap If300g) Bpuld 2321}
Bst1107 12836 )
Tthi11 liz9eq; BspiS 12741)
T7 promoter primer #59345-3
Byl I T7 promoter > lac operator Xpal rbs
AGATCTCGATCCCGCGARAT TARTACGACTCACTATAGGGGART TG TGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGARRTARTTTTGTTTAACTI TAAGAAGGAGE
N Lo pelB leader R BamH | FcoR | Sac |

TATACATATGARRTACCTGCTGCCGACCECTBCTGCTGGT T GCT GCTCCTCECTGCCCAGCCGECGATGGCCATGGATATCGLARTTAATTCGGATCCGARTTCGAGCTCC
I{etLysTereuLeuProanAlaAlaAlaG'_;rI.euLeuLeuLEu_Ed.aAlaGln?:oAlal{ethi_aHetAspIleGl;’IleAsnSe:AspPrDAsnSerSerSer
Eaql Aval* ) signal peptidase
Sall Hind Il Notl Xhol HisTag
GTCGACAAGCTIGCEECCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGAT CCGGCTGCTARCARAGCCCGARAGGAAGCTGAGT TGGCTGCTGCCACCGCTGAGCARTARLD
ValAapLysleuRhlallaAlaLeuGluHizHisHisHisHisHisEnd
T7 terminator
TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTRARACGGGICTTGAGGGRTITITITTIG

Bpui102 1

T7 terminator primer#69337-3

PET-22b(+) cloning/expression region

Sekil 3-1: Kullanilan pET-22b(+) vektoriiniin ve klonlama bolgelerinin gosterimi

S6z konusu DNA dizisi Ndel ve Xhol restriksiyon enzimleri Ndel tanima bdlgeleri

arasina klonlanmustir.
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CATATGCACCACCACCACCACCACGGTGGTTCTARAAGGTGAAGAACTGTTCACCGGTGTTGTT
CCGATCCTGGTTGAACTGGACGGTGACGTTAACGGTCACAAATTCTCTGTTCGTGGTGAAGGT
GAAGGTGACGCTACCAACGGTARACTGACCCTGARATTCATCTGCACCACCGGTAAACTGCCS
GTTCCGTGGCCGACCCTGGTTACCACCCTGACCTACGGTGTTCAGTGCTTCTCTCGTTACCCS
GACCACATGAAACGTCACGACTTCTTCAAATCTGCTATGCCGGARGGTTACGTTCAGGAACGT
ACCATCTCTTTCAAAGACGACGGTACCTACAAAACCCGTGCTGAAGTTARATTCGAAGGTGAC
ACCCTGGTTAACCGTATCGAACTGAAAGGTATCGACTTCARAGAAGACGGTAACATCCTGGGT
CACAAACTGGAATACAACTTCAACTCTCACAACGTTTACATCACCGCTGACAAACAGARARAC
GGTATCAAAGCTAACTTCAAAATCCGTCACAACGTTGAAGACGGTTCTGTTCAGCTGGCTGAC
CACTACCAGCAGAACACCCCGATCGGTGACGGTCCGGTTCTGCTGCCGGACAACCACTACCTG
TCTACCCAGTCTGTTCTGTCTARAGACCCCAACGAARARACGTGACCACATGGTTCTGCTGGAR
TTTGTTACCGCTGCTGGTATCACCCACGGTATGGACGAACTGTACAANEBENEEHGAAANCCTG

TACT T CCAGGGT GG TG T ATGEC I ICEACACCARCTACTECTTCCETARCOTGEARCERRAT

CTCGAG

Sekil 3-2: Olustulan Proteine ait DNA dizisi

Kodon ve restriksiyon enzimi optimizasyonu sonrasit elde edilen sfGFP-TGF-B3
proteinine ait DNA dizisi sekil 3-2°de verilmistir. Sart renkli kisimlar restriksiyon
enzimlerine (5 ucunda Ndel ve 3’ ucunda Xhol), gri kisim sfGFP proteinine, kirmizi
renkli kistm TGF-B3 proteinine ait DNA dizisini gostermektedir. Orta kisimda yer alan
pembe ve giri yerler ise Tev Proteaz enzim tanima bolgesidir. Optimize edilmis DNA
dizi, biyoinformatik kaynak portali Expasy kullanilarak (https://web.expasy.org/translate/
framel) ifade ettigi amino asit dizisine ¢evrilmis (Sekil 3-3), kodon ve restriksiyon enzim

optimizasyonu agisindan degerlendirilmistir .

HMHHEHHEHGGSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVRGEGEGDAINGKLILKFICTTGKLPVPWPTLVTT
LTYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTISFKDDGTYKTRAEVKFEGDTLVNRIELK GIDFKEDGN
ILGHKLEYNENSHNVYITADKQKNGIKANFKIRHNVEDGSVQLADHYQONTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSVL
SKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITHGMDELYKGGENLYFOGGGMALDTNYCFRNLEENCCVRPLYIDFRQDL
GWKWVHEPKGYYANFCSGPCPYLRSADTTHSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILY YVGRTPKVEQ
LSNMVVKSCKCSLE-

Sekil 3-3: Olusturulan amino asit dizisi



*Aval
372 aa %

1 TR FPTT PP aabicialiis M P [ aaliiii alis PP PETTE TP RTPTT TP A, 1128
(11 [ [T [ 11 | I [ Il

‘Msll TapR1 ficul ficcl PFINI FBFuAI *Aval
Koml ¥BstBI Bmr1 BspMI BsoBI
Nele'] Kpnl ¥Rsrll Bepl2as] *PaeR71

*Hpy991 ¥Pyul Baebl Smll
¥Banl ¥BeiEl #PshRl #¥hol
¥hccsS1 CacslI Mnel FHRFI
Bael Mly
BtsIMutl Ple
BstEII
Haelll
¥Eael
Bsgl
#HpulasI
#Alul
*5gral
Alel

Sekil 3-4:Restriksiyon enzimler arasindaki diizenlenmis dizi

Restriksiyon enzim optimizasyonu agisindan gerceklestirilen diizenlemeler, restriksiyon
enzim analiz aract olan NEBcutter (https://nc2.neb.com/NEBcutter2/) kullanilarak
kontrol edilmistir (Sekil 3-4).

3.2.3.FSB’li kompetant hiicre hazirlanmasi

» 50 mL steril LB (LuriaBertani-LabM) besi yeri bulunan iki tane erlene gece
inkiibasyona birakilan kiiltiirden birer mL alinarak eklenmis ve hiicreler 37 °C ve 250
rpm’de inkiibasyona birakilmistir.

» Optik yogunluk, 600 nm’deabsorbans yaklasik olarak 0,7 oldugunda erlenler
inkiibatdrden alinmis ve +4°C 5 000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilmistir.

» Siipernatant atilmigtir. Pelet lizerine 50 mL soguk FSB (dondurulmus saklama
tamponu) ¢dzeltisi eklenmistir.lyi bir sekilde vortekslenmis ve sonrasinda 1 saat buz
banyosunda saklanmastir.

» 1 saatin sonrasinda; +4 °C, 4 000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilmistir. Tekrardan
siipernatant kisim atilmistir. Pelet {izerine 8 mL soguk FSB ¢d6zeltisi eklenmis ve tiipe

vurarak ¢oziinme saglanmistir. Bu asamada vorteks yapilmamastir.
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» Peletin tamami ¢oziinilince {izerine 560 uL. DMSO (Sigma) eklenerek, 3 saat buza

gomiilmiis. 3 saatin sonrasinda kompotent hiicre hazir hale getirilmistir.(Sambrook ve

Russell, 2006).

3.2.4.6xHis-sfGFP-TEV-TGFf3 Fiizyon Proteininin Transformasyonu

6xHis-sfGFP-TEV-TGF-B3 tasiyan plazmid E.coli BL21 kompotent hiicrelerine
transformasyonu i¢in asagidaki asamalar uygulanmistir

» -80 0C’de muhafaza edilen mikrosantrifiij tiiplerinin i¢inde bulunan kompotent
hiicreler almmustir. Alt st ¢evire ¢evire ¢Oziinmeleri ve homojenize olmalari
saglanmistir. Bu asamada vorteks yapilmamustir.

» Steril mikrosantrifiij tiiplerinin igerisine 200’er pLkompotent hiicre konulmustur.Her
birinin lizerine de 0.5 pL plazmid DNA ilave edilmistir Sonrasinda 1 saat siire buz
banyosunda tutulmustur.

» 1 saat sonra buzdan ¢ikarilarak ve 2 dk 42 0C’de su banyosunda inkiibe edilmistir
Sonrasinda buza gomiilerek 5 dk bekletilmistir.

> Buzdan alman ependorflara 300’er L. LB (antibiyotiksiz) eklenmistir 37 °C’de 210
rpm de 30 dk inkiibe edilmistir.

» Yarim saatlik inkiibasyonun ardindan her bir tiip igerigi pipet ile segici (antibiyotikli)
LB-agara dokiilerek sprader ile yayilmistir. 1 gece boyunca 37 °C’de inkiibe edilmistir.

3.2.5.1nokiilasyon ve Saflastirma

LB Besiyeri hazirlama: 600 ml’lik dort erlen igin LB hazirlanmistir

Tripton 10g x24=24¢
Y eastekstrakt 5gx24=12¢g
NaCl 10gx24=24¢g 2400 ml’de ¢ozeltideki miktarlardir.

> 1 gece boyunca 37°C’de secici LB-agarda inkiibe edilen tek bir kolonisi almarak 4 mL
ampisilinli LB’ye (100 pg/mL ampisilin igeren) inokiile edilmistir. Besiyerinde
ampisilin olmasinin sebebi bakterimizin ampisiline direngli olmasidir. 37 °C’de

calkalayici inkiibatdrde 240 rpm’de bir gece bekletilmistir.
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» Yapilan iglemlerin hepsi steril ortamda ve bek alevi yaninda yapilmuistir.

> Inkiibatérde bulunan 4mL’lik igerisine koloni bakterisi ekilmis, LB besiyerinden stok
icin 6rnekler alimis ve -80°C’ye kaldirilmustir.

» Hazirlanan ve steril halde bulunn LB besiyerinden 50 mL hazirlanmis, igerisine daha
onceden 50pL ampisilin eklenmis ve stok attigimiz -80°C’de muhafaza ettigimiz
hiicrelerden 8 mL igerisine aktarilmistir.

> 240 rpm 37°C “de inkiibatore birakilmistir

» 30 dk’da bir OD (optik dansite) degerine spektrometrede bakilmistir (absorbans
600nm’de). istenilen OD degeri 0.6’dur.

» Protein {iretimi i¢in 1:100 oraninda 600 nm'de kiiltiir absorbans1 0.6'ya ulastiginda
hiicreler, 1 mM'lik bir konsantrasyonda izopropil-1-tiyo-p-galaktopiranosid (IPTG)
eklenerek indiklenmistir.

> Indiikleme islemi yapilmadan énce 1000pL &rnek alinmis ve 15.000rpm de 2 dk
santrifiijlenmistir. Daha sonra 900 pl’si uzaklastirilmis ve tizerine 100ul 6rnek tamponu
konulmus, vortekslenip 5 dk kaynatilmistir. SDS-PAGE analizi igin indiikleme oncesi
ve sonrasi 6rnekler ayni sekilde hazirlanmistir.

» Kiiltiir, 37 °C'de ve 240 rpm'de 3 saat inkiibe edilmistir.

» Hiicrelerin toplamasi yapilacagindan santrifiij tiiplerinin kuru agirhigr 6lgiilerek not
edilmistir.

» Hiicreler daha sonra 10 dakika 8 000 rpm'de santrifiij edilerek toplanmustir.

» Siipernatant uzaklastirilmis ve pelet agirligi hesaplanmistir. Sonraki saflastirma
adiminda kullanilana kadar -20°C'de saklanmustir.

» Islak pelet agirligi bagma SmL ( 20 nM Tris-HCI,10 nM imidazol, 300 nM NaCl pH
8.0 ) parcalama tampon ¢ozeltisi ile resiispanse edilmistir.

» Calisma konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde 100 mM’lik PMSF ve Benzamidin ilave
edilmistir. 32,8 mg lizozim enzimide karisima eklenmistir.

» Cam beherin iginde buzlu su banyosunda sonikator kullanilarak (BondelinSonoplus
HD2070) 9 x 100 cycle’da 45 dk parcalama islemi yapilmistir.

» Parcgalama sonras1 200uL 6rnek alinmis ve 6rnek tampon eklenerek 5dk kaynatilmistir.

» Daha sonra 6000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir.
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» Bu igslemin ardindan 30000 rpm’de 45 dk tekrar santrifiijlenmis ve SDS igin tekrar
ornek alinmigtir.Santrifiijden ¢ikan pelet ve siipernatant kismi ayrilarak kolon asamasina
gecilmistir.

> Once kiigiik bir kolon igerisine Ni-NTagaroz (Qiagen) 500 uL eklendikten sonra,
kolon (20 mMTris/HCI,10 mM imidazol, 300 mM NaCl pH = 8) yikama tamponuyla
yikanmistir. Santrifiij sonrasinda alinan protein karigimi (siipernatant) kolona tatbik
edilmis ve kolondan gelen biitiin fraksiyonlar toplanmistir. Protein yiiklenmis kolon 10
ml 100 mMTris/HCI 10mM imidazol (pH = 7,5) tamponuyla yikanarak kolonda
tutunmus diger proteinlerin ayrilmasi saglanmistir. 400 pul 300 mM imidazol igeren, 100
mMTris/HCI (pH = 7,5) tamponuyla kolona tutunmus olan protein elde edilmistir
(10000 rpm de 2 dk santrifiij yapilarak eliisyonun verimliligi artirilmistir)

» Saflagtinnlmis sfGFP-TGF-B3 fiizyon proteini, 4°C'de 100 mM NaCl iceren 20
MmMTris-HCI tamponuna (pH 7.8) karsi gece boyunca diyaliz edilmistir. Protein
konsantrasyonu, 280 nm'de UV absorpsiyonu ile belirlenmistir. Toplamda 1.5 mL 4.04
mg/mL protein elde edilmistir.

» 20 mM pH 7.8 Tris-HCL 100 mM NaCl tampon Cozeltisinde 6 mL protein ¢ozeltisi
iizerine 2mL Gliserol ilave edilmis ve bdylece %25°lik gliserol stoklar1 (0.77mg/ml)
150’ser uL’lik hacimler halinde -20 °C’de saklanmustir.

3.2.6.SDS-PAGE ile Proteininin Saflastirilmasinin Analizi

Toplanan her fraksiyondan alinan 100 uL’lik numuneler 100 pL jel yiikleme tamponuyla
Karistirilip, (Elisyon igin 50 pL’lik numuneler 50 pL jel yiikleme tamponuyla
karistirilmistir) 100 °C’°de 2 dakika denatiire edilerek 6nceden hazirlanan SDS PAGE
(sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi) jelinin kuyucuklarina 25’er pL
yiiklenmistir.. SDS-PAGE tamamlandiktan sonra distile su ile yikanan jel sonrasinda
stain ¢ozeltisi ile boyanmistir. Boyanan jel destain ile iyice temizlendikten sonra bir

tarayici ile (ChemiDoc Imaging Systems, Bio-Rad) taranarak dijital ortama almmustur.
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3.2.7. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Hiicrelerin Pasajlanmast
» Tez calismasinda kullanilmig olan BJ insan deri hiicresi ATCC’den siparis
edilmistir (CRL-2522)
» BJ hiicrelerinin kiiltivasyonu DMEM HG (Dulbecco'smodifiedEagle’smedium,
4,5 g/L glikoz), besi ortaminda %10 (v/v) inaktiffetal sigir serumu (FBS) ve %1
(v/v) L-glutamin destegi ile gerceklestirlmistir.
» Swvi azot (-196 °C) igerisinde saklanan kriyotiipler ¢ikartilir ¢ikartilmaz, vakit
kaybetmeden 37 °C’deki su banyosu icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. icerigi ¢oziinen
kryotiipbiyo giivenlik kabinine alindiktan sonra iizerine hazirlanan besi ortami
damla damla eklenmis ve tiip icerigi dikkatlice toplanarak santrifiij tiipiine
aktartlmistir.
» Santrifiij tiipiine aktarilan hiicreler 800 rpm (devir/dakika)’de 4 °C'de 5 dk.
santrifijjlenmistir. Sonra siipernatant atilarak, pellet {izerine taze besi ortami
eklenerek homojenize edilmistir.
» Homojenize edilen hiicreler 37 °C'de, %5 CO2 igeren %95 nemli ortamda inkiibe
edilmistir. Hiicrelerin morfolojileri ters-faz 151k mikroskobu ile incelenmistir ve
hiicrelerin besi ortami iki giinde bir degistirilmistir.%80-90 konfluensiye ulasan
hiicreler pasajlanarak ¢ogaltilmistir.
» Yapilan kontrollerde kiiltlir yiizeyini %80-90 oraninda kaplamis hiicrelerin
tizerinde bulunan kullanilmig besi ortami1 uzaklastirilmis ve 37°C’de 1sitilmis olan,
steril Ca'* ve Mg™ igcermeyen fosfat tamponu (PBS) ile hiicrelerin ylizeyi
yikanmustir.
» Daha sonra hiicrelerin yilizeyden ayrilmasi i¢in , hiicrelerin iizerine 37°C’de
tripsin —-EDTA ¢6zeltisi eklenmistir. Hiicreler 3-4 dk 37 0C’de %5 COz igeren %95
nemli ortamda inkiibe edilmistir. Daha sonra iizerlerin besi ortami eklenerek
hiicreler homojenize hale getirilmis ve santrifiij tiipline alinmstir.
» 800 rpm (devir/dakika)’de +4°C’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Tekrardan

siipernatant kisim uzaklastirilmis vepellet lizerine taze besi ortami eklenmistir.
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» Siispanse hale getirilen hiicreler kiiltiir kabina aktarilmigtir. Hiicrelerin
bulundugu kiiltiir kab1 37°C'de, %5 CO: igeren %95 nemli ortamda inkiibasyona
brrakilmastir.

» Hiicrelerin stoklanmasi i¢in hiicreler tripsinize edildikten sonra santrifiij edilen
hiicre pelleti lizerine hazirlanan dondurma ortami (%90 (v/v) FBS, %10 (v/v)
dimetilsiilfoksit, DMSO) eklenmistir ve hiicreler kriyotiiplere 1 mL hacimde olacak
sekilde paylastirilmistir.

» Uygun etiketleme yapildiktan sonra tiipler, gece boyu kopiik kutu igerisinde -86
°C’de bekletildikten sonra ertesi giin hiicreler, teorik olarak sonsuza kadar

stoklanabilecekleri, -196 °C sicakliga sahip siv1 azot tankina kaldirilmistir.

Hiicre Canlilik/Proliferasyon testleri

» Kiiltiir ylizeyini %80-90 oraninda kaplamis hiicrelerin {iizerinde bulunan
kullanilmis besi ortami1 uzaklastirildiktan sonra 37 °C’de 1sitilmis olan, steril Ca*?
ve Mg*? icermeyen fosfat tamponu (PBS) ile hiicrelerin ylizeyi yikanmistir.

» Daha sonra hiicrelerin tlizerine 37 °C’de tripsin —EDTA ¢ozeltisi eklenerek
hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi saglanmistir.

» Bu asamada hiicre sayisini hesaplamak icin hiicre siispansiyonundan 100uL
mikrosantriflij tiipiine alinmugtir.

» +4 °C’ 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda silipernatant
uzaklastirilmistir. Hiicre pelletinin  besi ortam1 iginde homojenizasyonu

saglanmistir.Neubauer Lami araciligiyla hiicre sayimi gergeklestirilmistir.

Hucre sayist (h/ml)

_ canlu hiicre sayist X diliisyon faktorii X 10*
- sayilan kare sayist

» Daha 6nceki boliimlerde belirtilen laboratuvar stoklarindan ¢ozdiiriilerek kiiltiire
edilmis olan BJ hiicre hatlar1 5x10* hiicre/mL konsantrasyonda olacak sekilde dort
tekrarli (n=4), olarak 96 gozlii kiiltiir kaplarina alinmistir.

» Hiicreler %5 COs: igeren 37°C’deki nemli inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibe

edilmistir.
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» 24 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicreler {izerine Saflastirilmis rekombinant
sfGFP-TGF3 flizyon proteini ve pozitif kontrol olarak ticari TGF-B3 (SRP3171-
10UG) proteini 2ng/mL ve 10 ng/mLolarak eklenmistir.

» Hiicreler proteinler ile 24 ve 48 saat inkiibe edilmistir.

> Iki farkli pleyt plan1 olusturulmustur. Lazer tedavisi uygulanan ve
uygulanmayan hiicreler olarak ikiye ayrilmistir. 96 kuyucuklu pleytte bulunan
hiicrelere 24. ve 48. saatlerde lazer tedavisi uygulanmistir. Diger grupta bulunan
pleytlerdeki hiicrelere lazer tedavisi uygulanmamaistir.

» Bu strelerin ~ sonunda ~ MTT (3-(4,5- dimetilthiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyumbromid, sari1 tetrazolyum tuzu) ile canlilik testi uygulanmistir.

» MTT'nin mitokondriyal suksinat dehidrogenaz enzimi ile indirgenerek MTT-
formazan kristallerine doniismesi temeline dayanan MTT testi, aslen mitokondriyal
aktiviteyi 6lgcmesine ragmen dolayli yoldan hiicre canliliginin belirlenmesinde sik¢a
kullanilan bir yontemdir (Ispir ve ark.,2019).

» MTT testi i¢in, pleytteki kullanilmis besi ortami ¢ekilmis ve hiicrelerin lizerine
%10 MTT (5 mg/mL konsantrasyonda, PBS igerisinde hazirlanmis) iceren besi
ortami1 eklenmistir.

» Hiicreler karanlikta 37°C’de %5 CO:’li inkiibatorde 3 saat siire ile inkiibe
edilmistir. 3 saat inkiibasyonun sonunda MTT igeren ortamdan c¢ekilmis ve
hiicrelerin ilizerine DMSO eklenerek olusan formazan kristallerinin ¢éziinmesi
saglanmigtir.Formazan kristalleri ¢6ziindiikten sonra pleyt, 570 nm dalga boyunda
absorbans degerleri bir mikroplaka okuyucu kullanilarak kaydedilmistir. Hiicre

canlilif1, islenmemis hiicrelerin yiizdesi olarak hesaplanmistir.
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Lazer verilen siyah 96 gozlii pleyt kabi ve plani

NK 2ng/ml T 10ng/mI T 2ng/ml R 10ng/mI R
NK 2ng/ml T 10ng/mI T 2ng/ml R 10ng/mI R
NK 2ng/ml T 10ng/mI T 2ng/ml R 10ng/mI R
NK 2ng/ml T 10ng/mI T 2ng/ml R 10ng/mI R

Sekil 3-5: Hiicre kiiltiirii caligmalarinda kullanilan lazer uygulanan pleyt semasi

Siyah pleytlere lazer uygulamasi yapildigi ve kuyucuklarin birbirine yakin olmasindan

dolay1 hassas davranilmig ve yan kuyucuklar bos birakilmaistir.

Lazer uygulanmayan seffaf pleytler

2ng/ml T | 10ng/mI T | 2ng/mIR | 10ng/ml R NK
2ng/ml T | 10ng/mI T | 2ng/mIR | 10ng/mIR | NK
2ng/ml T | 10ng/mI T | 2ng/mIR | 10ng/mIR | NK
2ng/ml T | 10ng/mI T | 2ng/mIR | 10ng/mIR | NK

Sekil 3-6: Hiicre kiiltiirii caligmalarinda kullanilan lazer uygulanmayan pleyt semasi

Lazer uygulanmayan seffaf pleytlerde 4 tekrar ¢alisilmistir ama pleytlerin kuyucuklari

arasinda bosluk birakilmamaistir.

Hiicre Goc¢ii (Rejenerasyon)
» Hiicre gocii analizinde genel olarak in vitro gizik testi kullanilmaktadir. Bu test
genel olarak gecerlilik kazanmis ve zaman maliyet acgisindan da oldukca

avantajhidir (Tayhan ve ark.,2021).
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» BJ hiicreleri 6 gozli kiltir plakalarma ekilmis ve hiicrelerin %80-90
konfluensiye gelmesi beklenmistir. Her pleytten ikiser tane hazirlanmistir ve
canlilik testinde oldugu gibi iki grup olusturulmustur. Gruplardan birine lazer
tedavisi uygulanmistir ve digerine lazer tedavisi uygulanmadan takibi yapilmistir.
» Belirtilen konfluensideki hiicrelerin iizerine steril P200 pipet ucu ile bir ¢izik
olusturulmustur ve in vitro ¢izik tahlili i¢cin BJ hiicreleri saflastirilmis rekombinant
SfGFP-TGF-B3 fiizyon proteini ve pozitif kontrol olarak ticari TGF-p3 (SRP3171-
10UG) proteini 2ng/mL ve 10 ng/mL konsantrasyonlarinda besi ortami ile
inkiibasyona birakilmistir.

» Hiicreler proteinlerle 48 saat kiiltiire edilmis ve her 24 saatte bir inverted
mikroskop altinda fotograflanmistir. 48 saat sonunda goriintiiler, Image J yazilimi
aracigiyla analiz edilmisve % migrasyon oranlari alansal olarak hesaplanmuistir.
Elde edilen kantitatif degerler negatif kontrolle oranlanarak ve % migrasyon

oranlari, GraphPadPrism 9.0.0 programiyla grafiklendirilmistir (Tayhan ve

ark.,2018).
Pleyt planlar
2ng/ml T 10ng/ml T NK
2ng/ml T 10ng/mI' T NK
2ng/ml R 10ng/ml R NK
2ng/ml R 10ng/ml R NK

Sekil 3-7: Cizik testi ¢caligmalarinda kullanilan pleyt semalart

Lazer verilen ve verilmeyen toplam 4 pleyt olusturulmustur. 24. saat ve 48 saat
periyotlarinda lazer uygulama yapilmistir. Kullanilan lazer Solase lazer cihazi olup
uygulamasi mobil iletisim aracina yiiklenip cihaz yaziliminda yiiklii “wound healing”
protokoliinde 60 s her kuyucuga karanlik bir ortamda uygulanmigtir. Her uygulama

sonrasi biitiin pleytlerin fotograflar1 ¢ekilmistir.
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Sekil 3-8:Diyod lazer ve uygulanma sekli

3.2.8. Hayvan Deneyleri ve Histolojik calismalar

Bu calismada yer alan in vivo arastirmalar Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali ve Gaziosmanpasa Universitesi Hayvan
Deneyleri Arastirma Biriminde (DETAB) yapilmistir. Calismanin etik onayi,
Gaziosmanpasa Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan almmustir (2022
HADYEK-33). Calismada kullanilan 50 adet Wistar albino cinsi siganlarda, DETAB’dan
saglanmistir. Deney calismasi 5 grup olarak olusturulmustur. 50 adet Wistar albino cinsi
siganlar karigik cinsiyette ¢alismada kullanilmistir. Toplam hayvan sayisinin siirli
olmasi sebebi ile hayvan sayilar1 gruplara minimum sayida ve yapilacak istatistiksel
analizlerin anlamli olmasina yetecek kadar dagitilmigtir.

1. Kontrol Grubu: Hig bir islem yapilmamistir. Rast gele 5 hayvan konulmustur.

2. Kesi grubu: Deney hayvanlart uyutulmus 0,3x 3 cm oraninda sirt kismindan kesi

olusturulmus ve iki giinde bir fotograf ¢cekilmistir. 7 adet hayvan bu gruba konulmus

ve iki giinde bir yara kismina bir iki damla serum fizyolojik s1vi damlatilmistir.

3. Tedavi 1 grubu; lazer grubu olarak da isimlendirdigimiz bu grupta 10 adet

hayvan konulmustur. Sadece dental diyod lazer tedavisi 0,3x3 cm olusturulan

yaraya 2 giinde 1 uygulanmistir

4. Tedavi 2 grubu; 14 adet hayvandan olusan gruptur. Sadece SfGFP-TGF-B3

flizyon proteini olusturulan 0,3x3 cm kesiye 2 giinde bir topikal olarak

uygulanmigtir. Bu grupta kullanilan protein rekombinant olarak {iretilmis
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proteindir. Karsilastirmak amagh ticari aldigimiz TGF-B3 proteinini de 3 adet
hayvanda uygulanmustir.

5. Tedavi 3 grubu: Olusturulan 0,3x3 cm kesiye hem sfGFP-TGF-B3 fiizyon
proteini hem de dental diyod lazer iki giinde bir uygulanmistir. Hayvan sayis1 14
olan bu grupta da rekombinant olarak {iretilen proteinin etkisi ticari olarak alinan
protein ile karsilastirllmak amaci ile 3 adet hayvanda ticari TGF-B3 proteini

uygulanmustir.

Yapilan literatiir ¢alismalarinda TGF-B3 proteini 500ng/100 ml, 200ng/100 ml,
50ng/100mL, 6000ng/100 mL olarak uygulandigi, Young ve arkadaslarinin 200ng/100
mL olarak insan skar dokusu ¢alismalarinda olumlu sonuglar aldigi ve bu uygulamalardan
en iyi sonucun 200 ng/100 mL oldugu anlasildigindan (Young ve ark,.2009) yapilan in
vivo deneyde iiretilen TGF Beta-3’1i 200 ng/100 mL oraninda uygulanmistir. S6z konusu
doz bu ¢aligmada gergeklestilen in vitro analizlerinde belirtilen etkin doz ile de uyumluluk

gostermektedir.

Gruplar olusturulup deneye baslanildiginda 1.kontrol grup hari¢ biitiin hayvanlar i.p
olarak verilen 30 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg ksilazin ile derin anestezi yapilarak sirt
kisimlarinda o6nce tras edilmis ve 0,3x3 cm’lik  kesi yarasi1 metal makas ile
olugturulmustur. Olusturulan gruplara gére her hayvan farkli kafeslere konulmustur.
Olusturulan yaralar1 ayni kafeslere konulan gruptaki siganlarin yeme yalama yada
kopartma olasiligin1 ortadan kaldirmak icin her hayvan farkli kafese konulmustur.
Kafeslerde hayvanlarin yemesinde yada igmesinde herhangi bir kisitlama yapilmamuistir.
Biitiin uygulamalar Tokat Gaziosmanpasa Universitesi DETAB laboratuvarlarinda
yapilmistir. Kesi olusturma islemleri ve kafesleme bittikten sonra 1. ve 2. Gruba hig bir
islem yapilmazken 3.Tedavi grubuna diyod lazer, 4.tedavi grubuna ve 5. Tedavi grubuna
Hem diyod lazer hemde sfGFP-TGF-B3 fiizyon proteini uygulanmistir. Tedavi gruplarina
protein ayarli pipet ile 200ng/100 ml oraninda verilmistir. Biyomiihendislik Anabilim
Dalinda mevcut olan  Diyod lazer (LZ/SMS-SOLASE ver 1.0) c¢esitli klinik
uygulamalarda rutinde kullanilmakta olan bir cihazdir. Bu uygulamalar 2 giinde bir
yapilmis ve olusturulan yaralar fotograf ¢cekimi ile izlenmistir. 7. giin tim grupta bulunan

hayvanlarin yaris1 sakrifiye edilip yara kisimlar siitur edilmistir. Siitur edilen kisimlar
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%10 ‘liik formoliin i¢inde muhafaza edilmistir. Canli hayvanlara tekrardan ayni iglemler
iki giinde bir yapilmis ve fotograflar1 ¢ekilmistir. 14. Giinlin sonunda biitiin hayvanlar

sakrifiye edilerek yara kisimlar1 % 10’luk formolde muhafaza altina alinmistir.

Deney hayvanlarina uygulanan her tiirlii islem Oncesi fotograf ¢ekme de dahil aci
¢ekmemeleri i¢in anestetik madde (30 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg ksilazin) uygulanmustir.

Alinan o6rnekler %10’luk formoliin i¢inde grup grup toplanip tespit edilmistir.

Sekil 3-9:Ratlarin sirtlarinda yara olusturma ve diyod lazer uygulama

Parafin Bloklama

Tespit edilen dokular bir gece yikama islemine tabi tutulmustur. Gerekli diizenek
kullanilarak dokular karanlik bir ortamda bir gece akarsu altinda yikamaya birakilmistir.
Caligilan dokular deri oldugu i¢in yapilan islemler diger dokulardaki protokollerle
kiyaslandiginda biraz daha uzundur. Yikamadan sonra sirast ile %70, %80, %90,
%99’luk alkollerde birer gece bekletilmis ve dokulardaki suyun giderilmesi saglanmistir.
Daha sonra alkolden ¢ikartilan dokular trimleme yapilarak seffaflastirma islemine tabi
tutulmustur. Birer saat ksilol igerinde bekletilen dokular etiiv i¢erinde sivi parafin igine
birakilmigtir. Parafin igerisinde 2 gece bekleyen dokular 2 gecede disarida bekletilmistir.
Bu islem birka¢ defa yapilmistir. Boylelikle parafinin deri dokusunda her yere niifus
etmesini ve bosluklar1 tamamiyla doldurmasi beklenmistir. Bu islemlerin ardindan

hazirlanan havuzcuklara her bir grup parafin bloklar halinde gomiilmiistiir.
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Sekil 3-10:Havuzcuklar ve Parafin Bloklar

Kesitlerin Elde Edilmesi ve Uglii Boyama
Calismaya dahil edilen doku ornekleri tespit edilip yukarida belirtilen rutin histolojik
doku takibinden gegirildikten sonra bloklanip mikrotom (Leica SM 2000R) ile 4-5 um

kalindiginda seri kesitler alinarak lamlara alinmistir.

Sekil 3-11:Mikrotom ve su ocagi

Parafin bloklardan 4-5 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara almmistir. Uglii

boyama protokolu oldugu gibi kesitlere uygulanmistir.
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Tablo 3: Uglii boyama protokolii

1. Ksilen 5dk ( 3 degisim )
2. %100 Alkol 4dk (2 degisim )
3. %96 Alkol 3-5dk

4. %80 Alkol 3-5dk

5. %70 Alkol 3-5dk

6. Distile suda beklet 1dk

7. Weigert hematoksilen 8-10dk

8. Akan suda yika 5dk

9. Distile suya daldir-¢ikar 2 kez

10. Asit fuksin 1dk

11. Distile suya daldir-¢ikar 2 kez

12. Fosfotungstik asit 10 dk (bag doku beyazlasana kadar
13. Distile suya daldir-gikar 2 kez

14. Toludin mavisi Daldir Cikart

15. Distile suya daldir-¢ikar 2 kez

16. %80 Alkol daldir-gikar

17. %96 Alkol daldir-¢ikar

18. %100 Alkol 5dk

19. %100 Alkol 10dk ( ksilene girmeden biraz beklet )
20. Ksilen 5dk

21. Ksilen 5-10dk

22. Ksilen 1 saat

23. Entallan ile kaplama
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Asit fuksin-Oranj G solusyonu

Asit fuksin 0,79
Oranj G 0,39
Distile su 200 cc
Timol 0,13¢g
Asetik asit 2cc

Asit fuksin ve orange G gibi siilfonlanmig boyalar, proteinlerin bazik gruplarina kuvvetli
affinitesi vardir. Kuvvetli differansiyasyon isteyen giiclii baglar olusturarak proteinlerle

baglanirlar.

Weigert’in Hematoksilen solusyonu

Solusyon A

Hematoksilen kristal 19

% 95 Alkol 100 cc
Solusyon B

Demir III kloriir 1lg
Hidroklorik Asit lcc
Distile su 99 cc

Weigert' in demirli hematoksileni kullanildiginda, demiyelinizasyon alanlart ayirt
edilebilir.

Fosfotungstik Asit solusyonu

Fosfotungstik Asit 30
Distile su 100 cc
Asetik Asit solusyonu

Asetik Asit 2cc
Distile su 100 cc

Hemaotoksilen-Eozin Boyama
Mikrotomdan alinan kesitler bir gece etiivde bekletilmistir. Dokuda bulunan parafin

uzaklastirilmigtir. Daha sonra asagidaki protokol uygulanmustir.
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Tablo 4:Hemaotoksilen-Eozin boyama protokolii

1. Ksilen 30 dakika (4 x 7,5 dKk)
2. % 99,5’1ik Alkol 5 dakika
3. % 96’lik Alkol 5 dakika
4. % 80’lik Alkol 5 dakika
5. % 70’1ik Alkol 5 dakika
6. Distile Su 5 dakika
7. Hematoksilen 10 dakika
8. Distile Su 5 dakika
9. Akar Su Renk eflatuna donene kadar
10. Eozin 1-2 saniye
11. Distile Su 5 dakika
12. Akar Su Lamdan boya ¢ikana kadar
13. Distile Su 5 dakika
14. % 70’lik Alkol 5 dakika
15. % 80’lik Alkol 5 dakika
16. % 96’lik Alkol 5 dakika
17. % 99,5’lik Alkol 5 dakika
18. Ksilen 5 dakika
19. Ksilen 5 dakika
20. Ksilen 5 dakika
21. Ksilen uzun siire kalabilir
22. Entellan ile kapama
Fotograflama

Uclii boyama ve Hematoksilen-Eozin boyama sonucunda hazir hale gelen preparatlar
Leica ve Nikon markali mikroskop altinda incelendi ve yara alanlarinin fotograflamasi

yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.SDS-PAGE ile Proteininin Saflagtirilmasinin Analizi

SfGFP -TGF-B3 flizyon proteininin ekspresyonu SDS-PAGE ile analiz edilmstir. Calisma
sonunda sfGFP -TGF-B3 fiizyon proteininin ¢oziiniir formda tiretildigi ve yiiksek saflikta

elde edildigi goriilmiistiir.
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Sekil 4-1:Rekombinant sSfGFP-TGF-B3'iin jel goriiniimii (1. Isaretleyici (GoldBioBLUEstain™ Protein
merdiveni) 2. IPTG ilavesinden dnce bakteriyel hiicre lizatlari, 3. IPTG ilavesinden sonra bakteri hiicre
lizatlar1 4. Lizatin santrifiijlenmesinden sonra toplanan pelet 5. Lizatin santrifiijlenmesinden sonra toplanan

stipernatant, 5. Akis- aracihigiyla (Ni-NTA Agaroz siitunundan sonra), 7-8. Eliisyonlar.)

SfGFP -TGF-B3 flizyon proteininin molekiiler agirligi ve molar absorbsiyon katsayisi
“ExPASyProtParam arac1” kullanilarak sirastyla 41876.26Da ve 43945 Mcm™ olarak
hesaplanmistir. Daha sonra UV spektrofotometrede 280 nm’de absorbans oOlgiilerek
saflastirilmis rekombinant proteinin toplam verimi 4.04 mg/ml olarak belirlenmistir.
SDS-PAGE analizi ile rekombinant proteinin deneysel olarak belirlenen molekiiler
agirligl, hesaplanan molekiiler agirhiga ¢ok yakin oldugu jel goriintiisiinden de

anlagilmistir.
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4.2 Hiicre Canhhik Testi

Rekombinant olarak iiretilen sfGFP - TGF-33 proteininin toksik olup olmadigini anlamak
ve ileriki basamaklarda gergeklestirileck in vivo analize dayanak olacak sonuglari elde
edebilmek i¢in BJ hiicreleri tizerinde MTT testi bir dnceki bolimde anlatildigr gibi
yapilmis ve ortaya ¢ikan grafikler sekil 4-2 ve 4-3’de gosterilmistir. Calismada 2 ve 10
ng/mL olmak {izere iki farkli doz test edilmistir. Rekombinant olarak iiretilen proteinin
yaninda ticari olarak temin edilen iiriin de denenmis ve elde edilen veriler birlikte
degerlendirilmis, karsilastirmalar yapilmistir. Pozitif kontrol olarak olarak ticari TGF-p3

proteini kullanilmastir.

24 saat
*
* *
1004 — ] T .
_ 2 w1 B - B Ticari TGF
)
% = Lazer + Ticari TGF
1]
o Rekombinant
g B9 StGFP-TGF
2 504 - Lazer + Rekombinant
2 sfGFP-TGF
0' T T T T T T
L L8 LS LS
R R G AR I N A S T AN

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 4-2: 24 saat sonrasi hiicre canlilik orani [Sonuglar Two-way ANOVA testi kullanilarak analiz
edilmigtir. (¥***P<0.0005, **P<0.01, *P<0.05 vs Kontrol)]

43



48 saat
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3 Lazer + Ticari TGF
B Rekombinant sfGFP-TGF
Lazer +
0- T T T T T T 1 Rekombinant
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Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 4-3: 48 saat sonrasi hiicre canlilik oran1 [Sonuglar Two-way ANOVA testi kullanilarak analiz
edilmigtir. (***P<0.0005, **P<0.01, *P<0.05 vs Kontrol)]

Caligmalar sonucunda rekombinant olarak iiretilen proteinin proliferasyona etkisinin ¢ok
fazla olmadigr ama toksik etkisinin olmadig: tespit edilmistir. 48. saat sonrasindaki
grafige bakildiginda en iyi sonucu 2ng/mL dozaj uygulanan ve ayn1 zamanda lazer islemi
yapilan hiicrelerin vermis oldugu goriilmiistiir. Uygulanan diger dozajlarda hiicre canlilik
testinde olumlu sonug vermis ve toksik etki olusturmadigi kamsina varilmistir. Ilgili

sonuglar grafiklerde istatistiki degerlendirmeleri ile birlikte gosterilmistir.

4.3 Hiicre Gocii (Rejenerasyon / Yara lyilesme Testi)

Daha 6nce canlilik testinde acgiklanan MTT analizinde hesaplanan 24. ve 48. saat EC50
degerleri dikkate alinarak hiicre gocii (rejenerasyon) analizi gerceklestirilmistir. Bu
analizde genel gecerlilik goren, zaman ve maliyet agisindan oldukga avantajli bir yontem
olan in vitro ¢izik testi kullanilmistir. Hiicreler ilgili bilesenlerle 48 saat kiiltiire edilmis
ve her 24 saatte bir inverted mikroskop altinda fotograflanmistir. 48 saat sonunda
goriintiiler, Image J yazilimi aracigiyla analiz edilmistir ve % migrasyon oranlar1 alansal
olarak hesaplanmistir. Lazer verilen ve verilmeyen toplam 4 pleyt olusturulmustur. 24.
Saat ve 48. saat periyotlarinda lazer uygulama yapilmistir. Kullanilan lazer solase lazer
cihazi olup uygulamasi mobil iletisim aracina yiiklenmis ve WoundHealing protokoliinde
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60 s her kuyucuga uygulanmistir. Her uygulama sonrasi biitiin pleytlerin fotograflari
cekilmistir.

10 ng/mL R-TGF-B3 2 ng/mL R-TGF-B3

=
@
@
w
)
<

24. saat

48. saat

Sekil 4-5:Lazer terapi uygulanan BJ hiicreleri ( NK negatif kontrol 4x biiyiitme)
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Lazerterapiuygulammayan Bl hiicrelen kapanma oranlan

106 ~

KAPANMA YUZDELERI

NK Ing\mLR-TGF-B3 10ng\ml R-TGF-B3 2ngyml T-TGF-B3 10 ng\mL T-TGF-B3

B24saat W48 saat

Sekil 4-6: 24 ve 48. Saat lazer uygulanmayan hiicrelerin yara iyilesme grafigi

Larzerterapiuygulanan BI hiicrelennin kapanma oranlarn

105

100 ¢

25

KAPANMA YUZDELERI
=

NK g\l B-TGF-B3 10ng\mL RTGRP3 Inghml T-TGR-A3 10 ng\eml T-T65-B3

B24saat w48 saat

Sekil 4-7: 24 ve 48.Saat lazer uygulanan hiicrelerin yara iyilesme grafigi
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24. saat sonunda elde edilen veriler incelendiginde lazer terapi uygulanmayan BJ
hiicrelerinin ¢izik olarak olusturulan yilizeyde yara bolgesine gog¢ ettigi; ancak, agik
bolgeyi tamamen kapatmadigi, lazer terapi uygulanan gruplarda olusturulan yara

alaninin ise tamamen kapandig1 gorilmiistiir (Sekil 4-4, 4-5).

48. saat sonunda elde edilen verilere bakildiginda ¢izik yara alani olusturulan BJ
hiicrelerinde lazer terapi uygulanan ve uygulanmayan pleytlerde yara alanlarinin
tamamen kapandig1 goriilmektedir. Yapilan incelemelerde lazer terapi uygulanan yara
alanlarinin hiicre yogunlugunun lazer terapi uygulanmayan kapanan yara alanlarindan
daha fazla oldugu goriilmektedir. Yapilan ¢alisma sonucunda lazer terapi uygulanan BJ
hiicrelerinin daha ¢abuk rejenere oldugu ve verilen lazerin toksik etki olusturmadigi
belirlenmistir. Rekombinant olarak iiretilen SFGFP-TGF-f3'lin uygulandigi hiicrelerde

yara kapanma oraninin negatif kontrole gore de daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

4.4, In vivo Calismalar

Rekombinant protein {iretimi ardindan yapilan hiicre kiiltiiri ¢alismalar1 ile
gerceklestirilen yaraiyilesme analizleri sonucundaelde edilen verilerin 1s1ginda in-vivo
deneylere gecilmis ve ¢aligsma 5 hayvan grubu ile tasarlanmistir. Toplam hayvan sayisinin
sinirl1 olmas1 sebebi ile hayvan sayilar1 gruplara minimum sayida ve yapilacak
istatistiksel analizlerin anlamli olmasina yetecek kadar dagitilmistir. Materyal metod
boliimiinde anlatilan sekilde islemler sicanlara uygulanmistir. Biitiin uygulanan

islemlerin 6ncesinde hayvanlarin ac1 gekmemesi igin anestezik madde uygulanmistir.

Yapilan islemler sonrasinda yani 1,3,5,7,9, 11 ve 14. giin sonlarinda biitiin hayvanlarin
sirtlarinda olusturulan yaralar fotograflanmis ve iyilesmeleri incelenmistir. Fotograflanan
yara alanlar1 Image J yazilimi aracigiyla dl¢tilmiistiir. Her bir fotograf 3 tekrardan ol¢iiliip

gruplar olarak kayit edilmis ve iyilesme egrileri grafiklere dokiilmiistiir.
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Lgln 7.0in

Kontrol

grubu

Kesi grubu .
Lazer grubu .
S6FP-TGFf3 L%
S{GFP-TGF-B3

+Laz

T-TGF 3+ Laz

- .

14.9in

Sekil 4-8: Farkli zamanlarda yara alani iyilesme fotograflar
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In vivo yara ¢aligsmalarinda standart kesi olusturmak olduk¢a zordur. Bunun sebebi ise
sigan derisinin esnek olmasindan dolay1 kesilmeye karsi direngli olmasidir. Bu nedenle
olusturulan yara alanlarmin gruplar arast1 aymi olup olmadigini ANOVA testi ile
incelenmistir. Yapilan testin sonucunda kesik alanlarinin gruplar arasinda ayni olmadigi
azda olsa farkliliklarin oldugu tespit edilmistir. (F: 5,691; P <0.05; Bayes Faktorii: 31,34,
(Sekil 4-9)). Olusturulan yara alanlarinin ayn1 olmamasindan 6tiirii sonrasinda yapilacak

olan karsilastirmalarda gruplar olarak yiizdesel iyilesme orani iizerinden verilecektir.

i

=

1593
1970

¢d-4D1-Y
Z1+ed
-ADLY
¢d-ADLL
Z1+ed
-AD.L-L

Sekil 4-9: Kesi alanlarinin kargilastirilmasini gosteren grafik

1 ve 3. Giin dl¢limlerinin iyilesme oranlar1 gruplar arsinda yapilan karsilastirmaya gore

tyilesme oranlar1 birbirinden farklilik géstermektedir ( F:8,28 ; P<0.05 ; BF : 274,5)
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Sekil 4-10: 3-1 giin iyilesme oranlar1

Sekil 4-10’da 3-1. Giin iyilesme oranlarina bakildiginda kiigiikten biiyiige dogru sirasi ile
Lazer < Kesi < T-TGF-B3+LZ < R-TGF-B3 < R-TGF-f3+LZ < T- TGF-B3 olarak
siralanmugtir. Lazer grubu en az iyilesme yiizdesini gosterirken, T- TGF-3 grubu en fazla

lyilesme ylizdeligine sahiptir.
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Sekil 4-11: 3-1 giin iyilesme oranlar1
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Ve 3. Giin iyilesme yiizdeliklerine bakildiginda iyilesme oranlarinda ki farkliliklar
devam etmektedir ( F:14,47; P < 1,402E-06 ; BF: 1,684E04). Sekil 4-11°de elde edilen
grafikte yiizey alani iyilesme gruplar kiigiikten biiyiige dogru sirasi ile Lazer < T- TGF-
B3 < R-TGF-B3 < R-TGF-B3 +LZ < Kesi < T- TGF-3 +LZ ‘dir. Lazer grubu en az
iyilesme yiizdesini gosterirken, T- TGF-B3+ LZ grubu en fazla iyilesme yiizdeligine
sahiptir.
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Sekil 4-12: 7.ve 5. giin aralig1 iyilesme yiizdeleri

7.ve 5.glin arasindaki gruplar arasinda goriilen iyilesme yiizdeleri sekil 4-12°de
verilmistir. (F:42,27; P< 3,952E11; BF: 3,097E08). Sekil 4-12°de elde edilen grafikte
ylizey alani iyilesme gruplari kiigiikten biiylige dogru sirast ile Kesi < Lazer < R-TGF-
B3 < R-TGF-B3+LZ < T-TGF-B3 < T- TGF-B3 +LZ ‘dir. Kesi grubu en az iyilesme
yiizdesini gosterirken, T- TGF-B3+ LZ grubu en fazla iyilesme yiizdeligine sahip oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4-13: 9.ve 7. giin arasi iyilesme oranlari

9.ve 7.glin arasindaki gruplar arasinda goriilen iyilesme ylizdeleri sekil 4-13’de
verilmistir. (F: 9,931 ;P< 3,04E05 ; BF: 989,5). Sekil 4-13’de elde edilen grafikte yilizey
alan1 iyilesme gruplar kiigiikten biiytige dogru sirasi ile Kesi < T- TGF-3 < R-TGF-3
<T-TGF-B3+LZ <Lazer< R-TGF-B3 +LZ ‘dir. Kesi grubu en az iyilesme ylizdesini
gosterirken, R-TGF-B3 + LZ grubu en fazla iyilesme yiizdeligine sahip oldugu
goriilmektedir. 7.glinden sonra Lazer verilen gruplarin hepsinde goézle goriiliir bir

tyilesme orani oldugu goriilmektedir.

- 111

AR
"
i—o-i

D
(LY
1
THEDLY
(0L
WL

Sekil 4-14: 11.ve 9. giin iyilesme oranlar1
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11.ve 9.glin arasindaki gruplar arasinda goriilen iyilesme yiizdeleri sekil 4-14’de
verilmistir. (F: 7,383; P < 0,0002577; BF: 140,4). Sekil 4-14’de elde edilen grafikte
ylizey alani iyilesme gruplar kiigiikten biiylige dogru siras1 ile R-TGF-B3 +LZ < T- TGF-
B3+LZ < T-TGF-B3 <Lazer <Kesi < R-TGF-B3 “dir. TGF-B3 +LZ grubu en az iyilesme
ylizdesini gosteritken, R-TGF-B3 grubu en fazla iyilesme yiizdeligine sahip oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4-15: 14.ve 11.giin arasi1 iyilesme oranlari

14.ve 11.glin arasindaki gruplar arasinda goriilen iyilesme ylizdeleri sekil 4-15°de
verilmistir. (F: 9,39; P <4,643E05; BF: 671,2). Sekil 4-15°de elde edilen grafikte ylizey
alan1 iyilesme gruplari kiiclikten biiyiige dogru sirasi ile Kesi < R-TGF-f3 < Lazer <T-
TGF-B3+LZ < T-TGF-B3 < R-TGF-B3+LZ’ dir. Kesi grubu en az iyilesme yiizdesini
gosterirken, R-TGF-B3+LZ grubu enfazlai yilesme yiizdeligine sahip oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4-16: 14.ve 1.giin aras1 genel iyilesme oranlari

14. giin sonunda Ol¢iilen yara alanlarinin gruplara goére iyilesme oranlar1 sekil 4-16’da
verilmistir. Bu ylizdeliklere gore gruplar arasinda anlamli farklar vardir. (F: 19,24 ; P<
1,073E07 ; BF: 1,83E05). Sekil 4-16’da elde edilen grafikte ylizey alan1 iyilesme gruplari
kiiclikten biiyiige dogru siras1 ile Kesi < Lazer < R-TGF-f3 < T- TGF-3 < T-TGF-
B3+LZ< R-TGF-B3+LZ ‘dir. Kesi grubu en az iyilesme ylizdesini gosterirken, R-TGF-
B3+LZ grubu en fazla iyilesme yiizdeligine sahip oldugu goriilmektedir. Hiicre
kiltiriinde oldugu gibi gruplar arasindaki kiyaslanan iyilesme yiizdeliklerinde de
beklenilen sonug ¢ikmistir. R- TGF-B3+LZ grubu yiizdesel olarak yara alani en ¢ok

lyilesen gruptur.
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Sekil 4-17: Genel iyilesme Oranlari

Sekil 4-17’e bakildiginda olusturulan gruplarin yara iyilesme alan1 6l¢iim giinlerine gore
olusturulan grafikte en az iyilesme egrisi Kesi grubunda goriiliirken en fazla iyilesme
orani SfGFP-TGF-B3 +LAZER grubunda goriilmektedir. Bu sonug beklenilen bir sonug
olup, uygulanan diyod lazerin ve rekombinant olarak iiretilen SFGFP-TGF-fB3’iin yara
tylesmesinde aktif rol oynadiklar literatiir 6zetlerinde oldugu gibi bu grafikte ve Sekil 4-

8’de olusturulan yara alani iyilesme fotograflarinda da gosterilmektedir.
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4.4.1. Histolojik Incelemeler

Hemotoksilen Eozin ve Uglii Boyama Ornekleri

Epidermis

Fibroblaslar A

Yag hucreleri

Kil kokt

Sekil 4-18: Kontrol Grubu Hematoksilen-Eozin Boyama

Kil kokleri

Yag hiicreleri Saglam doku

Saglam doku

Sekil 4-19: Kontrol Grubu Uglii Boyama
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] Yara alani
Saglam doku Saglam doku

4 Fibroblast gogii

Sekil 4-20: Kesi grubu 1.hafta Hemotoksilen-Eozin Boyama

Yeni olusan hiicreler Saglam doku

1 Iyilesme bélgesi
Yara alani

Saglam doku

Kil kokleri

Sekil 4-21: Kesi grubu 2.hafta Hemotoksilen-Eozin Boyama
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Saglam doku Yara alani
Fibroblast Gogii Saglam doku

t

Sekil 4-22: Lazer grubu 1.hafta Hemotoksilen-Eozin Boyama

Hlcre gogli ve iyilesme

Yara alani

Saglam doku

Saglam doku

Sekil 4-23: Lazer grubu 2.hafta Hemotoksilen-Eozin Boyama
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Saglam doku

Yara alani ve hiicre gocu

Saglam doku
\

4

Sekil 4-24:SFGFP-TGF-B3grubu 1.hafta Hemotoksilen-Eozin Boyama

Saglam doku

Yeni olusan doku

lyilesme bolgesi

Saglam doku

Sekil 4-25:sfGFP-TGF-B3grubu 2.hafta Hemotoksilen-Eozin Boyama
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Saglam doku
Yara alani ve Hiicre Gocgl

Saglam doku

{

Sekil 4-26: T-TGF-B3 grubu 1.hafta Hemotoksilen-Eozin Boyama

Saglam doku lyilesme alani
Saglam doku

Sekil 4-27: T-TGF-B3 grubu 2.hafta Hemotoksilen-Eozin Boyama
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Yara uglari ve yara alani

Saglam doku
A

Saglam doku
A

Sekil 4-28:sfGFP-TGF-B3 +Lazer grubu 1.hafta Hemotoksilen-Eozin Boyama

Saglam doku

Yeni olusan kil kokii Saglam doku
)

[yilesme alani A

Sekil 4-29:sfGFP-TGF-B3+Lazer grubu 2.hafta Hemotoksilen-Eozin Boyama
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Yara uglar1 ve yara alan
Saglam doku

Saglam doku

Sekil 4-30: T-TGF-fB3+Lazer grubu 1.hafta Hemotoksilen-Eozin Boyama

Saglam doku

. ) o Saglam doku
lyilesme alani ve hiicre gocii

Sekil 4-31: T-TGF-B3+Lazer grubu 2.hafta Hemotoksilen-Eozin Boyama
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Yara alani

Saglam doku
Saglam doku

Sekil 4-32: Kesi Grubu 1.hafta Uglii Boyama

Iyilesme alani ve hiicre gogii Saglam doku

Yeni olusan Hiicre

Saglam doku

Sekil 4-33: Kesi Grubu 2.hafta Uglii Boyama
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Yara alani ve hiicre gogii

Saglam doku

Sekil 4-34:Lazer Grubu 1.hafta Uglii Boyama

Saglam doku Saglam doku

Iyilesme alan1 ve yeni olusan doku

Sekil 4-35:Lazer Grubu 2.hafta Uglii Boyama
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Saglam doku

Yara uglari ve yara alani

Saglam doku

Sekil 4-36:sfGFP-TGF-p3grubu 1.hafta Uglii Boyama

Saglam doku

Saglam doku Iyilesme alani ve yeni
olusan hiicreler

Sekil 4-37:sfGFP-TGF-B3grubu 2.hafta Uglii Boyama
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Saglam doku Yara uglar1 ve yara alani

Saglam doku

Sekil 4-38: T-TGF-B3 grubu 1.hafta Uglii Boyama

Iyilesme alan ve fibroblast gdgii Saglam doku

Saglam doku

Sekil 4-39: T-TGF-B3 grubu 2.hafta Uglii Boyama
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Yara alani ve fibroblast gocii

? Saglam doku
Saglam doku

Sekil 4-40: T-TGF-B3+Lazer grubu 1.hafta Uglii Boyama

Saglam doku

Yeni olusan hiicre Iyilesme alani

Saglam doku

Sekil 4-41: T-TGF-p3+Lazer grubu 2.hafta Uclii Boyama
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Saglam doku

Yara uclar1 ve yara alani

Saglam doku

Sekil 4-42:sfGFP-TGF-p3+Lazer grubu 1.hafta Uclii Boyama

Saglam doku

Iyilesme alani ve
yeni olusan hiicreler

Saglam doku

Sekil 4-43:sfGFP-TGF-B3+Lazer grubu 2.hafta Uclii Boyama
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Derinin ana katmanlart olan dermis,epidermis ve hipodermis ayrica epidermisin
katmanlar1 olan bazal katman, spinozum katmani,graniilozum katmani, lusidum katmani1
ve korneum katmani, dermisin retikiiler ile papiller dermisin , bu tabakalarda bulunan kil
folikiilleri, yag bezleri de her iki boyamada da saglam dokularda belirgin olarak
goriilmektedir. Ancak olusturulan yara alaninda bu yapilar ilk haftaya kadar ¢ok belirgin
bir sekilde goriilmemektedir. Olusturulan biitiin preparatlarin ilk haftasinda yara alani
bolgesinde yara eksudasi sonras1 olusan kabuk tabaka dikkat cekmistir. Tyilesme bolgeleri
olusmustur. Dermis kisimlarinda yer alan fibroblastlarin olusturdugu kollejenler dikkat
¢ekmektedir. Yara alanina oldukg¢a yogun hiicre gégleri yapilan boyamalarda mor ve mavi
renk olarak gosterilmektedir. Tedavi gruplarindaki iyilesme hizlar1 kontrol grubundan
daha hizli oldugu yapilan her iki boyamada da dikkat ¢cekmektedir. Yara alanlar1 yani
iyilesme bolgeleri mavi ve mor olarak daha koyu boyanmislar ve olusan kollejenler
belirginlesmistir. ilk haftalarda epidermis dokusu biitiin preparatlarda tam olarak
olugmamis yani yara uglar1 karsilikli olarak birlesmemistir. Ancak yara alaninda olusan
piht1 agik olan epidermis tabakasinin yerini almistir. Bunun yani sira reepitelizasyon ve
kollejen doniisiimiiniin basladig1 yapilan boyamalardan anlasilmaktadir ( Sekil 4-20, 4-
22, 4-24,4-26 , 4-28, 4-30, 4-32, 4-34, 4-36, 4-38, 4-40, 4-42).

Hazirlanan ikinci hafta (14.gilin) preperatlarindan kontrol grubu olarak olusturulan kesi
grubunda, epidermisin tamamen kapandifi ama tabakalarinin tam olarak
belirginlesmedigi, hipodermisin ve dermisin olustugu, kollejen doniistimlerinin basladigi
ve iyilesme alaninin kollajence zengin oldugu her iki boyamada da goriilmektedir (Sekil
4-21, 4-33). Tedavi gruplarindan olan lazer grubunda da epidermis kapanmis yani yara
uclar1 tamamen birlesmis olup dermis ve hipodermis belirgin olarak goriilmektedir. Yara
alanina hiicre gocii devam etmekte ve kontrol grubuna gore daha koyu boyanmakta ve
tabakalar daha belirgin haldedir (Sekil 4-23, 4-35). sfGFP-TGF-B3 fiizyon proteini
uygulanan grup ikinci hafta 6rnekleri incelendiginde epidermis tabakasinin tamamen
kapandigi, dermis ve hipodermisin ayrigtig1 ve belirgin bir hat seklinde durdugu, yara
alaninda kollajen birikiminin oldugu, yeni kil koklerinin olusmaya basladigi her iki
boyamada da gortilmektedir (Sekil 4-25, 4-37). Ticari olarak temin edilen ve pozitif
kontrol olarak kullanilan TGF-B3 tedavi grubu 6rnekleride , rekombinant olarak {iretilip

uygulanan tedavi grubu ile aymi Olglide iyilesme sagladigi her iki boyamada da
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goriilmektedir. Rekombinant olarak iiretilen sfGFP-TGF-B3 protein tedavi grubunun
yara alaniin daha ¢abuk iyilestigi ve daha ¢ok kollajene sahip oldugu dermisin ve
hipodermisin daha diizenli oldugu 6rneklerde goriilmektedir (sekil 4-27, 4-39) sfGFP-
TGF-B3 + lazer tedavi gruplarinin da hemen hemen ayni sekilde iyilesme gosterdigi, yara
alanlarmin kapandigi, epidermisin olustugu hatta diger gruplara kiyasla epidermisin tist
iki tabakasmin lusidum ve korneumun olustugu, dermiste ve hipodermisteki yapilarin
folikiil hiicrelerin retikiiller aglarin, yag hiicrelerinin de olustugu her iki boyamada da
goriilmektedir. Pozitif kontrol i¢in kullandigimiz ticari olarak temin ettigimiz TGF-f3 +
lazer tedavi grubunda da hemen hemen ayni gelismeler goriilmektedir. Ancak sekiller
incelendiginde sSfGFP-TGF-B3 + lazer tedavi gruplarinin iyilesmeleri daha diizenli ve
daha baskin oldugu goriilmektedir. ( Sekil 4-29, 4-41, 4-31, 4-43). Olusturulan gruplarin
her iki gilinde bir ¢ekilen fotograflar1 Sekil 4-8’de verilmistir. Kiyas amagh olusturulan
fotograflarin dizilmesi ile izlenen yara alami iyilesmeleri, yapilan boyamalar ile de

gosterilmistir. Tedavi gruplarinin kontrol grubuna gore daha hizli iyilestigi gosterilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Goriinsiin ya da goriinmesin cilt lizerinde bulunan izler, yanlis iyilesme sonucu olusan
skar dokular1 ¢ok dikkat cekmekte ve kisinin yasam kalitesini bozmaktadir. Istenmeyen
bu durumlar i¢in ¢esitli tedavi yontemleri vardir. Yapilan literatiir ¢alismast sonucunda
son zamanlarda terapotik proteinlerin kullaniminin arttigi goriilmektedir. Hatta yiiksek
maliyet ve canli organizmada iiretmek ¢ok zaman aldigindan rekombinant DNA
teknolojisi ile diisiik maliyetli ve yiiksek miktarda tiretilmesi ile de arastirmalarin yoniinii
terapotik proteinlere gevirmistir. Terapdtik proteinlere art1 olarak cesitli lazer, radyasyon
ve 151k tedavileri de kotii gériiniim saglayan skar dokulari ile miicadelede yer almaktadir(

Pham, 2018).

Etkili bir terapdtik protein olan TGF-B3, akut ve kronik yaralar ve fibrozan bozukluklar
igin yara izi azaltici bir antifibrotik ajan olarak kullanilmaktadir ve farkli ekspresyon
sistemlerinde rekombinant olarak {iretilmektedir. Rekombinant tretimdeki c¢esitli
avantajlar1 nedeniyle yaygin olarak kullanilan Escherichiacoli (E. coli) ekspresyon
sisteminde iretilen TGF-B3 ticari olarak temin edilebilmektedir. Ancak E. coli
hiicrelerinde protein ekspresyonunda karsilasilan asil sorun inkliizyon cisimcigi
olusumudur. Bu sorunu ¢ozmek i¢in ¢esitli yaklagimlar gelistirilmistir. Fiizyon olarak
iretim bu stratejilerden birisidir. Superfolder GFP (sfGFP), E. coli'de flizyon ortaginin
¢Oziinlirliglinii artirmak i¢in kullanilan flizyon etiketlerinden biridir. Yapilan ¢alismada;
sfGFP fiizyon etiketli TGF-B3 (sftGFP-TGF-B3), E. coli BL21'de (DE3) ¢6ziiniir formda
ilk kez yiiksek verim ve saflikta basariyla iiretilmistir (Bilgin,2023). Yapilan bu
caligmalar, tez ¢alismalarimizin rekombinant basamagi olan E.coli hiicrelerinde
rekombinant sSfGFP-TGF-f3proteini iiretimi ile ortiismekte ve iretilen sftGFP-TGF-3
fiizyon proteini literatiirde gosterilen ¢alisma (Bilgin,2023) gibi inkliizyon cisimcigi
olusturmamaktadir (Sekil 4-1). Ayrica SfGFP proteinleri renginden dolayr nerede
tiretildigini gérmek ve saflagtirma kisminda belirginliginden dolay: ayrica istenmeyen
durum olan inkliizyon olusumunun oniine gecilebilinmesi i¢in en uygun stratejilerden bir
tanesidir (Fukuda ve ark,.2000). Yiksek ¢oziiniirliige ve stabiliteye sahip bir floresan

proteinidir. stGFP, kiimelenme egilimi ve denatiirasyon gibi diger floresan proteinlerin
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dezavantajlarima sahip degildirler. sfGFP proteini zayif katlanmig bir es peptit ile
kaynamis olsa bile katlanabildiginden yiiksek verimlilik ile karakterize edilir. Fiizyon

yapisindaki ortaginin katlanma etkinligini de artitir (Pedelacq ve ark,.2006).

Fibroblast hiicreleri, bag dokusunda en ¢ok bulunan hiicrelerdir. Yara iyilesmesinde ve
bag dokusunun doniisiimiinde aktif rol oynarlar. Hiicre dis1 iirettikleri matriksler hem
diger hiicreleri baglar hemde yikacak enzim olustururlar. Inflamatuar bir cevap verirler
(Chiquet ve ark,.2015). Karoussis ve arkadaglar1 810 nm diyot lazer ile
fotobiyomodiilasyonun ¢esitli enerji yogunluklarinin insan diseti fibroblastlar1 tizerine
etkisini invitro olarak ¢alismislardir. HGF hiicrelerini plastik doku kiiltiirii izerine ekildi
ve 2, 4,6 ve 12 j/ cm? ile 810 nm diyot lazer uyglamasi yaparak biiyiime faktorii
ekspresyonu lizerindeki etkilerini 72 saat incelemislerdir. Hiicre proliferasyonu, MTT
analizini kullanilarak 24, 48 ve 72 saat sonra degerlendirmislerdir. Yapilan calisma
sonucunda 810 nm’lik diyod lazerin insan dis eti fibrablast hiicrelerinde proliferasyon,
kollejen flretimi ve biiyime faktorii ekspresyonu iizerinde faydali oldugunu
belirtmislerdir. Tez ¢alismasinda rekombinant olarak tiretilen SFGFP-TGF-B3 proteini BJ
hiicreleri tizerinde MTT canlilik testi yapilmis ve ortaya ¢ikan grafikler Sekil 4-2, 4-3°de
gosterilmistir. Calisilan konsantrasyonlar 2ng/mL ve 10ng/mL olmak iizere iki farkl
konsantrasyonda caligilmistir. Ayrica diyod lazer uygulanan ve uygulanmayan olmak
tizere iki pleytolusturulmus ve diyod lazer bir pleyte 60 saniye boyunca yara iyilesmesi
protokolii programi kapsaminda uygulanmistir. Elde edilen veriler Sekil 4-2, 4-3°de
grafik olarak gosterilmis ve sonuglar gayet olumlu ¢ikmistir. 48. Saat sonrasindaki sekil
4-3’de yer alan grafige bakildiginda en iyi sonucu 2ng/mL dozaj uygulanan ve aym
zamanda lazer islemi yapilan hiicrelerin vermis oldugu goriilmiistiir. Cikan sonucun
literatlir 6zetleri ile Ortiismesi uygulanan diyod lazerin fibroblastlar iizerine etkisinin

oldugu diistiniilmektedir.

Zhu ve arkadaglarinin sigcan submandibuler bez hiicrelerinin amilaz salgilanmasinda
TGF- B3 proteininin etkisinin arastirildigi ¢alismada, submandibuler bez hiicrelerini
kullanarak 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 ve 25.0 ng/mL dozajlarda 24, 48, 72 ve 96. saatler aralig1 ile
MTT kolorimetrik yontemini uygulamislar ve 0.5-10 ng/mL konsantrasyonlarinda amilaz

salgilanmasinda Onemli Ol¢lide uyarildigim1 ama yiliksek dozajlarda bu uyarmin
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olmadigini bulmuslardir( Zhu ve ark,.2004). Yu ve arkadaslarinin renal fibrogenezde
TGF-beta izoformlarinin etkilerine baktiklar1 ¢alismada, MTT testi kullanilmis ve ii¢
TGF-Beta izoformuda 0.001 ila 10 ng/mL konsantrasyonlarinda kullanilmis ve TGF-Beta
3 proteinin en etkili oldugu konsantrasyon 10 ng/mL olarak bildirilmis ve bdbrek
fibroblastlarda fibronetik etkilerinin oldugu gosterilmistir (Yu ve ark,.2003). Yapilan
baska bir calismada rekombinant olarak iiretilen insan sfGFP-TGF-B3 proteini, BJ
hiicrelerinde MTT tahlili ile test edilmis ve test edilen konsantrasyon araliklari 150
ng/mL-2.34 ng/mL olarak belirlenmistir. Kullanilan dozajlarda BJ hiicrelerinde sitotoksik
olmadig1 gosterilmistir (Bilgin,2023).Rekombinant olarak {iretilen sfGFP-TGF-B3
proteininin toksik olup olmadigini anlamak i¢in BJ hiicreleri iizerinde MTT testi
yapilmistir. 2ng/mL ve 10ng/mL olmak {izere iki ayr1 konsantrasyonda calisilmistir.
Rekombinant olarak iiretilen protein ticari olarak da temin edilmis ve hiicre kiiltiir
calismalarinda pozitif kontrololarak kullanilmistir. Calismalar sonucunda rekombinant
olarak iiretilen sfGFP-TGF-B3 fiizyon proteininin proliferasyona etkisinin ¢ok fazla
olmadig1 ama toksik etkisinin olmadigi tespit edilmistir (Sekil 4-2). 48. saat sonrasindaki
grafige bakildiginda en iyi sonucu 2ng/mL dozaj uygulanan ve ayn1 zamanda lazer islemi
yapilan hiicrelerin vermis oldugu goriilmiistir (Sekil 4-3). Bunun sebebinin ise
rekombinant protein flizyonunda bulunan sfGFP proteininden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Uygulanan diger dozajlarinda hiicre canlilik testinde toksik etki
olusturmadigi kanisina varilmistir. Bu caligmada; sfGFP-TGF-B3 fiizyon protein
dozajinin literatiir ¢alismalari( Bilgin,2023, Zhu ve ark,.2004, Yu ve ark,.2003) ile
uyumlu oldugunu ve sitotoksik etkiye sahip olmadigini gostermektedir (Sekil 4-2, 4-3).

Embriyonik donemde damak gelisimine palatogenez denir. Palatogenezde en yaygin
goriilen deformite de yarik damaktir. Damak mezenkimal hiicrelerinin birlesmesi i¢in
gerekli olan damak orta hat epitelyum dikisi (MES) hiicrelerinin apopitoz ile
parcalanmas1 gerekir. TGF- B3 bu parcalanmada ve parcalanma sonucunda hiicre
gdclerinden de sorumludur. Ahmed ve arkadaslari tarafindan TGF- B3 ile epitelyum dikis
parcalanma mekanizmalari1 konulu yapilan ¢alismada; CF1 fare embriyolarindan toplanan
tek damak raflar1 karsit damak rafi ile birlikte yerlestirilmis ve 72 saate kadar 5 ng/mL
TGF- B3 proteini ile inkiibe edilmistir (Ahmed ve ark,.2007). MES hiicreleri her 24 saatte

bir faz kontrast mikroskobu ile kontrol edilmistir. Caligmanin sonucunda MES
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hiicrelerinin kontrol gruplarina kiyasla hareketli oldugu ve bosluklar1 kapattig
gbzlemlenmistir. Benzer bir ¢alisma da Jalali ve arkadaslari tarafindan yapilmis ve ayni
miktarda yani 5 ng/mL TGF- B3 proteini kullanilmistir(Jalali ve ark,.2012). Bu ¢alismada
da damak gelisimi i¢in Ozellikle MES par¢alanmasi ve mezenkimal birlesmenin
olmasinda TGF- B3 proteininin biiyiik bir rol oynadigini ispatlamislardir. Nawshad ve
arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada ise damak yara iyilesmesinde 2, 5 ve 10 ng/mL
TGF- B3 proteini ¢izik yara modelinde uygulamislardir. MES hiicreleri 12 saat sonra go¢
etmeye baglamiglardir. Yapilan calismada protein konsantrasyonunun artmasi, hiicre
gociinii artirmistir (Nawshad ve ark,.2004). Bilgin tarafindan iiretilen rekombinant
SfGFP-TGF-3 proteinini yara iyilesmesi tizerindeki etkilerini incelemek igin 2 ng/mL ve
10 ng/mL proteinin BJ hiicrelerinin gocii iizerindeki etkilerini aragtirmak icin in vitro
cizik yara iyilesme testi yapmistir. Deney sonucunda 24. Saatte biitiin ¢izik yara alani
kapanmis ve iiretilen proteinin hiicre gogiinde etkili oldugu kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda anlagilmistir (Bilgin,2023). Yapilan ¢alismamizda lazer verilen ve
verilmeyen toplam 4 pleyt olusturulmustur. 24. Saat ve 48. saat periyotlarinda
WoundHealing protokoliinde 60 s her kuyucuga lazer uygulama yapilmistir. Her
uygulama sonrasi biitiin pleytlerin fotograflar1 ¢ekilmistir. 24. Saat sonunda lazer terapi
uygulanmayan BJ hiicrelerinin hepsi tamamen kapanmazken lazer terapi uygulanan
gruplarda olusturulan yara alaninin hepsinin tamamen kapandig1 goriilmistiir (Sekil 4-4,
4-5, 4-6, 4-7). Yapilan ¢aligma sonucunda lazer terapi uygulanan BJ hiicrelerinin daha
cabuk kapandigr ve verilen lazerin toksik etki olusturmadigi yada BJ hiicrelerini
yakmadigi, rekombinant olarak iiretilen proteinin SFGFP-TGF-B3’iin hiicrelerde negatif
kontrole gore de daha fazla kapanma oranina sahip oldugu tespit edilmistir. Cikan bu
sonugclar; literatiir 6zetleri (Bigin,2023, Nawshad,.2004, Ahmed ve ark,.2004, Jalali ve
ark,.2003) ile ortiismekte olup iiretilen rekombinant proteinin SFGFP-TGF-B3’{in yara
tyilesmesinde etkili oldugu ve ikinci bir etken olarak lazer terapi bu iyilesme hizin1 daha

da artirdigin1 gostermistir.

Povidon-iyot (PVI) esas olarak bir antimikrobiyal ajan olarak bilinmektedir. Basing
yaralarinin neden oldugu tikaniklik 6dem ve agriy1 azaltabildigi kabul edilmektedir.
Wang ve arkadaslar1 PVI ve TGF-B proteininin cilt yaralar iizerine yapmis oldugu

kiyaslamada, sicanlarin sirt kisimlarint 10 mm steril zimba ile delerek dort adet yara
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olusturmuglardir. Olusturulan yaralarin ikisine higbir islem yapmayip diger ikisine PVI
ve TGF-B iceren gazli bez ile 5 giin boyunca birer saat pansuman yapmislardir. Deneyin
sonucunda TGF-B proteininin akut cilt yaralarinda etken rol oynadigimi saptamiglardir
(Wang ve ark.,2017). Mori ve arkadaslar1 lavanta yaginin yara iyilesmesindeki etkilerini
arastirirken, sicanlarda olusturduklart deri yaralarina 14 giin boyunca topikal olarak
lavanta yag1 uygulamislar ve yara iyilesmesinde olumlu sonuglar almiglardir. Lavanta
yagi ile islem yapilan yaralarda TGF-B3 proteininin daha fazla oldugunu ve daha hizl
tyilestigini belirlemislerdir (Mori ve ark.,2016). Yapilan tez calismasi ile literatiir
sonuglar1 (Wang ve ark,.2017, Mori ve ark.,2016) kullanilan dozaj miktar ile
ortigmektedir. Sicanlarin dorsal kisminda agilan yaralara iki giinde bir uyulanan 200 ng\
mL sfGFP-TGF-B3 proteininin 14 giin sonunda kontrol gruplarindan daha hizli ve daha

fazla ylizey alani iyilesme orani gosterdigi sekil 4-5 ve 4-7°de goriilmektedir.

Vidinski ve arkadaslar1 tarafindan diyod lazerin cilt yara iyilesmesine etkisinin olup
olmadig ile ilgili yapilan ¢alismada; 24, 48, 120, 168 saat araliklar1 ile 21 Sprague-
Dawley siganlar1 kullanilarak genel anestezi altinda siganlarin omurgalarinin sol ve sag
taraflarina 3,5 cm uzunlugunda paralel iki cilt insizyonu yapilmis ve hemen dikilmis. Sol
yaralar giinliik olarak diyot lazer (670 nm) ile uygulamasi1 yapilmis. Sag yaralar kontrol
olarak kullanilmistir. Ameliyattan 72, 96 ve 144 saat sonra deri yaralarinin 6rnekleri
histolojik degerlendirme i¢in ¢ikarilmis. Biyolojik 6rnekler hematoksilen ve eozin ile
boyanmis ve histopatolojik olarak degerlendirilmis. Lazer uygulama sonrasi 72, 96, 144
saat degerlendirmelerde sol tarafta bulunan yaralarin daha hizli iyilestigi ve sag taraftaki
yaralarin daha yavas iyilestigi saptanmigtir.  Histolojik degerlendirmelerde ise,
enflamatuar fazin daha erken geriledigini, yeniden epitelizasyonun daha hizl
tamamlandigini ve olgunlagma fazinda hizlanma oldugu kanisina
varilmistir. Biyostimiilasyonun in vivo cilt yara iyilesmesinin tiim asamalar1 tizerindeki
olumlu etkilerinin oldugu kanisina varilmistir. Tez caligmasinda 5 farkli gruplar
olusturulmus ve ikiser giin ara ile toplamda 14 giin protein ve diyod lazer uygulamasi
yapilmistir. 5 gruptan bir tanesi olan sadece lazer uygulamasi yapilan tedavi grubumuz 1.
giin lazer uygulamasindan baslayarak 14. Giin lazer uygulamasina kadar kontrol gruplari
ile kiyaslandiginda literatiir ile uyumlu sonuglar vermistir. Sekil 4-17 genel iyilesme

oranlan grafiginde 14 giin aralikli iyilesme verileri verilmistir. Bu iyilesme verilerine
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bakildiginda 14.glin sonunda kontrol grubu olarak ayarlanan sadece kesi olusturulup
higbir islem yapilmayan kontrol grubundan daha hizli ve daha fazla iyilesme yiizey
alanina sahip oldugu goriilmektedir. Bu sonuglarda literatiir ile uyumlu olup diyod lazer

uygulamasinin yara iyelesmesinde etkin oldugu gosterilmistir.

Tez calismasinda olusturulan 5 gruptan birisi olan tedavi grubuna hem tiretilen SfGFP-
TGF-B3 proteini hem de diyod lazer iki giinde bir uygulanmistir. Bu grup tliyelerinde yer
alan yaralar hem alan hem de iyilesme hiz1 olarak kiyaslandiginda kontrol gruplarindan
ve sadece lazer uygulanan gruptan da yiiksektir. Bu sonugta bize yara iyilesme siirecinde
TGF-B3 proteininin aktif rol oynadigini1 géstermektedir. Safavi ve arkadaslari tarafindan
yapilan ¢alismada da diisiik doz lazerin TGF-Beta gen ekspresyonunu uyarici etkisini
ortaya koymustur ( Safavi ve ark,.2008). Sekil 4-17 genel iyilesme grafiginde de bu
sonuglar dogrulanmaktadir. 1- 14 giin arasindaki iyilesme yiizdelerine bakildiginda
SfGFP-TGF-B3 proteini ve lazer uygulanan grubun degerleri literatiir 6zetleri ile uyumlu

sonuclar vermektedir.

Sonug olarak gercgeklestirilen tez ¢alismasi kapsaminda TGF-B3 proteini rekombinant
olarak sfGFP proteini ile birlikte inkliizyon cisimcigi olusturmamasi i¢in fiizyon seklinde
E.coli hiicrelerinde iretilmistir. sfGFP-TGF-B3 fiizyon proteini ve diyod lazer in vitro
caligmalarinda literatiir Ozetleri ile Ortlisen sonuglar vermistir ve toksik bir etki
olusturmadig1 ve yara iyilesmesinde etkin rol aldig1 BJ hiicreelrinde uygulanan kapanma
oranlarindan ve hazirlanan grafiklerden anlasilmistir. Tez calismasinin diger bir asamasi
olan in vivo canli hayvan deneylerinde 5 grup olusturulmus ve 50 adet sigan bu gruplara
dagitilmistir. Biitiin gruplarin dorsal kismina yaralar olusturulup 2 giinde bir tedavi igin
hem sfGFP-TGF-B3 fiizyon proteini hem de diyod lazer gruplarina gére uygulanmustir.
7. Giinde hayvanlarin yarisi, 14.giinde de diger kalan denekler sakrifiye edilerek
histolojik incelemeler icin Ornekler almmistir. Alman Ornekler histolojik olarak
incelenmis ve Uglii boyama, hematoksilen-eozin boyama uygulanmustir. Yapilan islemler
sonrasinda, SfGFP-TGF-B3 proteini, diyod lazer uygulamasi ayri ayri yara iyilesme
siirecinde kullanilabilecek stratejilerden olabilecegi diisiiniilmektedir. Fakat hem sfGFP -
TGF-B3 hem de diyod lazer uygulanan grup biitiin asamalarda elde edilen verilerde dikkat

cekmistir ki; Diyod lazerin biiytime faktorii ekspresyonu proteinleri artirict etkiye sahip
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oldugu, yara iyilesmesinde artis, epitelizasyon, anjiyogenez ve mikro dolagimda etkin
oldugu, sfGFP-TGF-B3 proteininin fotobiyomodiilasyon 6zelliginin oldugu, TGF-B3
proteininin yara iyilesmesinde de aktif bir ajan oldugundan kaynaklandig:

distiniilmektedir.

Calisma sonucuna gore E. coli ekspresyon sisteminde ¢6ziiniir formda tiretilen SFGFP -
TGF-B3 fiizyon proteini, Diyod lazer uyglamasinin ve sfGFP - TGF-B3 + Diyod lazer
uygulamasinin yara iyilesme siirecini destekleme potansiyeline sahip ajanlar olabilecegi

distiniilmektedir.
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