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OZET

Lysimachia verticillaris ve Lysimachia vulgaris Bitkilerinin Yara Iyilestirme

Potansiyellerinin ve Biyolojik Aktivitelerinin incelenmesi

Lysimachia cinsi (Primulaceae) Tiirkiye bitki Ortiisinde 8 tiir ile temsil
edilmektedir. Zengin fenolik ve flavonoit igerigi ile Lysimachia tiirleri halk arasinda yara
iyi edici, ates disiiriicii, agr1 kesici olarak kullanilmaktadir. Bu tez calismasinda; L.
verticillaris ve L. vulgaris bitkilerinin in vivo ve in vitro olarak yara iyilestirme
potansiyellerinin ~ degerlendirilmesi  ile  terapotik  kullaniminin  arastirilmasi
amaglanmaktadir. Tez kapsaminda, “Dairesel Yara Modeli” ile L. verticillaris ve L.
vulgaris su ekstrelerinin yara iyilestirme potansiyelleri in vivo olarak arastirilmistir.
Biyolojik aktivite calismalar1 ve histopatalojik caligmalar ile yara iyilesmesindeki
degisiklikler gozlenmistir. Gen ekspresyonunun belirlenmesi igin RT-PCR c¢aligsmalari
yapilmistir. Bitkilerin su ekstrelerinin yara iyilestirme potansiyeli mekanizmasinin
aydinlatmasi i¢in hiicre kiiltiirii calismalar1 gerceklestirilmistir. Ayrica, bu tez ¢alismasinda
enzim inhibisyonlari, antimikrobiyal aktivite ve YPSK ¢alismalar1 yapilmistir. Yara alani
kiigiilmeleri incelendiginde, merhemlerin yara kapanma etkisinin pozitif kontrol olarak
kullanilan Madecassol® grubuna gore daha iyi oldugu belirlenmistir. Yara kapanmasi
sonuglari ile histopatolojik, antioksidan ve antiinflamatuvar sonuglar birbiri ile uyumlu
bulunmustur. Bitkilerin TNF-a, IL-1p ve MMP-9 gen seviyelerini azaltarak, IL-10
seviyesini ise artirarak yara iyilesmesine katki sagladigi goriilmistir. Mekanizma
aydinlatma ¢aligmalar1 ile bitkilerin hiicrelerde H,0, konsantrasyonunu artirarak,
siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimini ve nitrik oksiti inhibe ederek yara iyilestirme
potansiyellerini gerceklestirdikleri saptanmustir. Bitkilerin kolajenaz enzim inhibisyon
degerleri birbirine yakin ve katesin kadar etkili bulunmustur. Bitkilerin en belirgin
antimikrobiyal aktiviteyi gram pozitif bakterilerden biri olan S. aureus’a kars1 gosterdigi
belirlenmistir. YPSK c¢alismalari ile bitkilerin fenolik igerigi incelendiginde ana bilesenin
sinapik asit oldugu tespit edilmistir. Bu bilgiler 1s18inda, bu bitkilerin su ekstrelerinin yara
lyilestirme potansiyellerinin olduk¢a etkili oldugu ve dogal ila¢ kaynagi olarak

kullanilabilecegi ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Enzim inhibisyonu, Lysimachia, Primulaceae, RT-PCR, Yara

iyilestirme potansiyeli
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ABSTRACT

Investigation of Wound Healing Potentials and Biological Activities of Lysimachia

verticillaris and Lysimachia vulgaris Plants

The genus Lysimachia (Primulaceae) is represented by 8 species in the flora of
Turkey. Lysimachia species with their rich phenolic and flavonoit content are used among
the public as wound healing, antipyretic and pain reliever. In this thesis study; it is aimed
to evaluate the wound healing potential of L. verticillaris and L. vulgaris plants as in vivo
and in vitro and to investigate their therapeutic use. Within the scope of the thesis, the
wound healing potentials of L. verticillaris and L. vulgaris aqueous extracts were
investigated in vivo with the “Circular Excision Wound Model”. Changes in wound
healing have been observed with biological activity and histopathological studies. RT-PCR
studies were performed to determine gene expression. Cell culture studies were carried out
to elucidate the mechanism of the wound healing potential of aqueous extracts of plants.
Moreover, enzyme inhibitions, antimicrobial activity and HPLC studies were carried out in
this thesis. When the wound area reductions were examined, it was determined that the
wound closure effect of the ointments was better than the Madecassol® group used as a
positive control. Wound closure results and histopathological, antioxidant and anti-
inflammatory results were found to be compatible with each other. It was observed that the
plants contributed to wound healing by decreasing TNF-a, IL-1p and MMP-9 gene levels
and increasing 1L-10 levels. By mechanism elucidation studies, it has been determined that
the plants realize their wound healing potential by increasing HO concentration in cells,
inhibiting cyclooxygenase-2 (COX-2) enzyme and nitric oxide. The collagenase enzyme
inhibition values of the plants were found to be close to each other and as effective as
catechin. It was determined that the plants showed the most pronounced antimicrobial
activity against S. aureus, one of the gram-positive bacteria. When the phenolic content of
the plants was examined by YPSK studies, it was determined that the main component was
sinapic acid. In the light of this information, it is predicted that the wound healing potential
of aqueous extracts of the plants are quite effective and can be used as a natural drug

source.

Key Words: Enzyme inhibition, Lysimachia, Primulaceae, RT-PCR, Wound healing
potential
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1. GIRIS ve AMAC

Tibbi bitkiler, temel birincil metabolitlere (karbohidratlar, lipitler, aminoasitler
gibi) ek olarak, sekonder metabolitler sentezlerler ve bu bilesenler insan sagligi i¢in
olduk¢a Onemli dogal kaynaklardir (1, 2). Alkaloidler, antosiyaninler, flavonoitler,
kinonlar, lignanlar, steroitler ve terpenoitler gibi ¢ok sayida sekonder metabolitler, ilag,
boya, aroma, koku, bocek ilaci gibi farkli sekillerde kullanilmaktadir (2, 3). Bu kimyasal
bilesenler, bitkilerden ekstrakte edilebilir veya saflastirilabilir (3). Potansiyel biyoaktif
bilesik iceren tibbi bitkiler, inflamasyon, oksidatif stres, hipertansiyon, obezite, diyabet,
yaslanma, ndrodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi cesitli hastalik durumlariyla
miicadelede yardimci kaynaklardir. Ayn1 zamanda, tibbi bitkiler gesitli gen ifadelerini

diizenleme potansiyeline sahiptir (4).

Bitkiler, insanlik tarihi boyunca binlerce yildir uygulanan cesitli geleneksel tip
sistemlerinin ve halk ilaglarinin temelini olusturmustur (5). Yapraklar, kokler, govdeler,
tohumlar ve meyveler gibi bitki pargalari, insan i¢in besin kaynagi ve farkli hastaliklarin
tedavisinde giivenli bir ilag kaynagi olarak kullanilmaktadir (6). Giiniimiizde
antimikrobiyal, kardiyovaskiiler, immiinosupresif ve antikanser ilaglarin yaklasik % 80’1
bitkilerden veya bitkilerden izole edilen bilesiklerden tiiretilir. Bitkilerin tibbi degeri,
icerdikleri biyolojik aktif bilesenlerin varligina baghdir. Ayrica, bitkisel ilaglarin glivenli
ve en uygun kullanimi, bitki-sentetik madde/bitki-bitki etkilesim profillerinin tam olarak

anlagilmasin gerektirir (5).

Lysimachia tiirleri Primulaceae familyasina aittir ve halk arasinda “kargaotu” veya
“altin kamis” olarak isimlendirilmektedir (7). Lysimachia tiirleri, flavonoitler, triterpenler,
fenolik asitler gibi ¢esitli ikincil metabolitleri bolca igermektedir. Zengin igerigi sayesinde
onemli biyolojik aktivitelere sahip olan Lysimachia tiirleri, halk arasinda yara iyi edici, ates
diistiriicti, agn kesici, oksiiriik giderici olarak ve bronsit tedavisinde kullanilmaktadir (8-

17).

Yaralanma travma, fiziksel veya kimyasal zedelenme veya belirli patolojik
durumlardan kaynakli gelisebilir. Yara iyilesmesi, hiicresel, fizyolojik ve biyokimyasal
olaylarin i¢ ige gectigi karmasik bir siirectir (18). Yara iyilesme fazlarinda yasanabilecek
sorunlar yara iyilesmesini engelleyebilir, hatta yara iyilesmesinde gecikmelere sebep

olabilir (19). Ilk uygarlik zamanlarindan giiniimiize kadar yara bakimi goriilmekte ve bu



tedaviler cogunlukla bitkisel tedavilere dayanmaktadir. Geleneksel ilaglarin yaklasik iicte

biri, yara ve cilt bozukluklarini gidermek i¢in kullanilmaktadir (20).

Sener’in yapmis oldugu tez c¢alismasi kapsaminda Lysimachia verticillaris’in
toprak tstii kisitmlarindan gallik asit, (+)-katesin, mirsetin 3-O-a-arabinozit, mirsetin 3-O-
a-ramnozit, kersetin 3-O-f-glukozit, kersetin 3-O-a-arabinozit ve kersetin 3-O-a-ramnozit
izole edilmistir. Bu izole edilen bilesiklerden kersetin 3-O-glukozitin yara iyilestirici
etksinin oldugu literatiirlerde belirtilmistir. Ayrica, Baytop’un kitabinda Lysimachia
tiirlerinin Anadolu’da halk arasinda yara iyilestirme amaciyla kullanildigina dair bilgiler
mevcuttur (8, 11). Bu veriler 1s1ginda tez ¢alismasinda; Tirkiye’de yetisen Lysimachia
verticillaris ve Lysimachia vulgaris bitkilerinin yara iyilestirme potansiyellerinin
degerlendirilmesi ve biyolojik aktivitelerinin incelenmesi amaclanmistir. Sicanlarin sirt
bolgelerinde dairesel yaralar olusturulmus ve bu bitkilerin su ekstreleri kullanilarak
hazirlanan merhem yaralara topikal olarak uygulanmistir. Yara iyilesmesindeki
degisiklikler in vivo olarak biyolojik ve histopatolojik agidan degerlendirilmistir. Biyolojik
aktivite caligsmalari ile yeni yara iyilestirici ajanlarin gelistirilmesi olduk¢a onemlidir.
Antioksidan, antiinflamatuvar ve hidroksiprolin aktiviteleri, yara iyilesmesine ve cildin
yenilenmesine katkida bulunmaktadir. Antioksidan aktivite gosteren maddeler, canli bir
dokuyu koruyabilir ve yara iyilesmesini kolaylastirabilir. Bitkilerin antioksidan etki
bakimindan degerlendirilmesi ile yara iyilestirici etkileri hakkinda 6nemli bilgiler elde
edilecegi diisiiniildiigiinden bu tez kapsaminda antioksidan aktivite ¢aligmalart yapilmustir.
Akut inflamatuvar yanit, yaranin erken asamalarinda, doku biiylimesi ve tamiri i¢in gerekli
olan faktorleri iiretir. Yara iyilesmesini kolaylastirmak ve hasta konforunu gelistirmek igin
antiinflamatuvar etkiden faydalanilabilir. Bu yiizden, yara iyilestirici aktivitenin tespit
edilmesinde destekleyici deney olarak tercih edilen antiinflamatuvar aktivite deneyleri
yapilmistir. Ekstraseliller matriks (ECM) elemanlarindan biri olan kolajen hiicrelere
destekleyici bir iskelet olusturan ve yara iyilesmesinde rol oynayan ana yapisal bir
proteindir. Dokulardaki kolajen miktar1 kolajenin yapisinda bulunan hidroksiprolinin
Olgiimii ile belirlenmistir. Yara iyilegsmesinin diizeyinin belirlenmesinde en Onemli
Olgiitlerden birisi de yara dokusu fizerinde yapilan histopatolojik arastirmalardir.
Iyilesmenin belirlenmesi amactyla, histopatolojik incelemelerde bulunulmustur. Real time
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) calismalar1 ile yara iyilesmesindeki etkili genler

incelenmistir.



Bitki ekstrelerinin kolajenaz ve tirozinaz enzim inhibisyonu, antimikrobiyal
aktiviteleri belirlenmistir. Kolajenazlarin yara iyilesmesi, sinir gelisimi, c¢ekirdek
sekillenmesi, anjiyogenez (yeni kan damarlarinin olusumu) gibi bir¢ok fizyolojik siirecte
Oonemi biyliktir. Bu amagla, Kolajenaz inhibisyonu c¢alismalar1 ile ekstrelerin yara
iyilesmesine  katkist  incelenmistir. Tirozinaz enzimi yara iyilesme fazlarinin
pigmentasyonunda rol aldigi diislintildiigiinden, tirozinaz enzim inhibisyonu caligmalari
yapilmistir. Yara bolgesinde mikroorganizmalarin ¢ok bulunmasi, yara iyilesmesinin
gecikmesine neden olabilir. Bu yiizden, yara iyilesmesine katkisini belirlemek igin
ekstrelerin antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Ayni zamanda, yiiksek performansli sivi
kromatografisi (YPSK) calismalar1 ile fenolik madde igerikleri ortaya konulmustur.
Ekstrelerin hem oksijenaz-1 (HO-1) aktivitesini, siklooksijenaz-2 (COX-2) inhibitor
etkisini ve nitrik oksit (NO) igerigini belirlemek igin hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 yapilarak

mekanizmanin aydinlatilmasi amaglanmaistir.

Tim bu calismalar goz Oniine alindiginda, L.verticillaris ve L.vulgaris su
ekstrelerinin yara iyilestirme potansiyelleri ortaya konulmus olacaktir. Bu iki bitkinin halk
arasindaki kullanim amacimin dogrulanmasi ile yara iyilestirici etkiye sahip yeni ilag

molekiillerinin tespit edilmesi ve yapilarinin aydinlatilmasinin yolu da agilmis olacaktir.



2. GENEL BiLBILER
2.1. Bitkiler ile Tlgili Genel Bilgiler
2.1.1. Lysimachia verticillaris ve Lysimachia vulgaris L. ile Ilgili Genel Bilgiler

Primulaceae familyasina ait olan Lysimachia cinsi diinya c¢apinda 193 tiir,
tilkemizde ise 8 tiir ile temsil edilir (21, 22). Cok yillik veya tek yillik otsu bitkilerden
olusan Lysimachia cinsi, Avrasya’da sulak alanlar, nemli ¢ayirliklar ve ormanlarda dogal
olarak yetisir. Bu cinsin yapraklar1 karsilikli, almasli, nadiren dairesel dizilislidir. Saph
veya sapsiz, kirmizi bezeli ¢illi goriiniimde olabilir. Cigcek durumu bilesik salkim, salkim
veya basak dizilisli; bazi tiirlerinde birakteler mevcut olmakla beraber 5 pargali kalikse
bolinmiistiir. Genel olarak sari ¢igeklere sahiptir, ancak pembe veya koyu mor ¢igekli
tiirleri de mevcuttur. Sitamenler tagdan daha kisa ya da nadiren daha uzun olup yumurtalik

tist durumludur (8, 22).

Cins ismi Antik Sicilya Krali “Lysimachus” onuruna verilmistir. Lysimachia
cinsinin {ilkemizde bulunan tiirleri L. atropurpurea (mor kargaotu), L. dubia (ikiz
kargaotu), L. linium-stelletum, L. nummulaira (yer kargaotu), L. punctata (benekli
kargaotu), L. japonica (Japon kargaotu), L. verticillaris (hilal kargaotu) ve L.vulgaris
(kargaotu)’tir (7, 21).

Resim 1. L. verticillaris bitkisinin genel gortiniimi



L. verticillaris, dik govdeli, ¢ok yillik, otsu bir bitki olup orman ve galiliklarda veya
orman ve ¢aliliklarin 1slak yerlerinde goriilmektedir. Halk arasinda “hilal kargaotu™ olarak
isimlendirilmektedir (Resim 1). Diinya’da Kirim, Kafkasya, Kuzey iran’da; Tiirkiye’de ise
Diizce, Istanbul, Kastamonu, Amasya, Artvin, Erzurum, Giresun, Rize ve Tunceli illerinde

(0-2440 m yiikseklikte) dogal olarak yetismektedir (Resim 2) (7, 12).

Resim 3. L. vulgaris L. bitkisinin genel goriiniimii

L. vulgaris, dik govdeli, ¢ok yillik, otsu bir bitki olup dere kenarlarinda veya
bataklik arazilerde goriilmektedir. Halk arasinda “kargaotu” olarak isimlendirilmektedir
(Resim 3). Diinya’da Kuzey Avrupa, Bati Avrupa, Giliney Avrupa, Kuzeybati Afrika,
Kafkasya, Kuzey Irak, Kuzey Iran, Bat1 iran, Cin ve Amerika’da; Tiirkiye’de ise Adana,



Bolu, Istanbul, Kars, Hakkari, Kastamonu, Amasya, Ankara, Balikesir, Denizli, Erzurum,
Glimiishane, Konya, Kaharamanmaras, Sakarya, Tunceli ve Van illerinde (0-2150 m

yiikseklikte) dogal olarak yetismektedir (Resim 4) (7, 12).

Resim 4. L. vulgaris’in Tiirkiye’de yetistigi yerlerin haritasi

2.1.2. Lysimachia Tiirleri ile Yapilmis Calismalar

L. verticillaris’in izolasyonun yapildig1 bir ¢alismada, bitkiden fraksiyonlanma ile
dort farkli ekstre (metanol, su, etil asetat ve kloroform) elde edilmistir. Tiirlin kolinesteraz,
tirozinaz inhibitér etkisi ve antioksidan aktivitesi incelenmistir. Tiriin orta diizeyde
tirozinaz, yiliksek diizeyde kolinesteraz inhibitor etki ve gli¢lii antioksidan aktiviteye sahip
oldugu goriilmiistiir. En yiiksek aktivite gosteren etil asetat fraksiyonunda izolasyon
caligmalar1 yapilmistir. Acik kolon kromatografisi ve yari preparatif YPSK yontemleri ile
etil asetat fraksiyonundan gallik asit; (+)-katesin; mirsetin 3-O-a-arabinozit, mirsetin 3-O-
a-ramnozit, kersetin 3-O-f-glukozit, kersetin 3-O-a-arabinozit ve kersetin 3-O-a-ramnozit

1zole edilmistir (9)

L. vulgaris L.’nin izolasyonu ile ilgili bir ¢alismada elde edilen bilesiklerin in vitro
antifungal ve sitotoksik aktivitesi belirlenmistir. Tiiriin toprak alt1 kisimlarinin kloform ve
metanol ekstreleri hazirlanmistir. Kloroform ekstresinden benzokinon pigmenti ve metanol
ekstresinden ise ig¢ triterpen saponozit (A, B ve C) izole edilmistir. Calismada, bu
bilesiklerin antifungal ve sitotoksik etkileri incelenmistir. Bu test sonuglarmma gore
saponozit B’nin, ozellikle insan melanom hiicrelerine karsi sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir. Benzokinon pigmenti ise bir antifungal ajan olarak aktivite gosterdigi rapor

edilmistir (10).



L. foenum graecum Hance ile ilgili yapilan bu ¢aligmada, tiiriin su, metanol, etil
asetat ve n-biitanol ekstreleri hazirlanarak antioksidan aktiviteleri incelenmistir.
Fosfomolibden metoduyla toplam antioksidan kapasite, 2,2 -Difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) radikal, siiperoksit anyon radikal metodlariyla hidroksil radikal siipiiriicti etkileri
belirlenmistir. Belirlenen antioksidan aktiviteler ile ekstrelerdeki flavonoit ve fenolik
bilesiklerin miktarlar1 arasindaki iligki arastirilmistir. Biitiin ekstrelerin ve fraksiyonlarin
antioksidan ve radikal temizleyici aktiviteler sergiledikleri gozlenmistir. Ayn1 zamanda
antioksidan aktivitenin flavonoit ve fenolik bilesik miktarlar1 ile uyumlu oldugu
belirlenmistir. Sonug olarak, L. foenum-graecum elde edilen ekstrelerin degerli dogal

antioksidan kaynaklar olabilecegi belirtilmistir (13).

L. nummularia L. metanol ekstresinin izolasyonunun yapildig bir ¢alismada, yeni
bir triterpen saponin olan protoprimulagenin A bilesigi elde edilmistir. Tiirden izole edilen
bu bilesigin prostat hiicre hatlarinda (DU-145 ve PC3) sitotoksik aktivitesinin yliksek
oldugu gozlenmistir (16).

L. vulgaris L.’nin biyolojik aktivitesini incelemek igin tarlada ve in vitro sartlarda
yetistirilen bitkiler kullanilmistir. Bu amagla bitkilerin su, etanol ve aseton ekstreleri
hazirlanmistir. 10 farkli patojenik bakteri kullanilarak agar disk difiizyon yontemi ile
antibakteriyel aktivitesi incelenmistir. Bitki ekstrelerinin, gram pozitif bakterilere karsi
antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, tarlada yetistirilen bitkinin in vitro
sartlarda yetistirilen bitkiden daha iyi antibakteriyel etkisinin oldugu gozlenmistir.
Antitliimor aktivitenin belirlenmesinde kullanilan patates disk difiizyon yontemine gore
tarlada yetisen bitkinin su ekstresinin en gii¢lii antitiimor aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢cin DPPH, toplam fenolik madde ve toplam flavonoit
madde tayin yontemleri kullanilmigtir. Sonuglara gore L. vulgaris ekstrelerinin giiglii
antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve fenolikler ve flavonoitler bakimindan zengin oldugu
goriilmistiir. Son olarak, bitki ekstrelerinin YPSK yontemi ile fenolik igerikleri (gallik asit
monohidrat, kafeik asit, kersetin-3-rutinozit, luteolin-7-O-5-D glukozit, kemferol-34-D-
glukozit, mirsetin, kersetin, kumarin ve apigenin) belirlenmistir. YPSK analizlerinin
sonuclarina gore, tarlada yetistirilen bitki ekstrelerindeki fenolik bilesiklerin miktar1 daha
yiksek bulunmustur. L. vulgaris L.’nin, gram pozitif bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisini iyilestirebilecek ilaglar i¢in uygun bir kaynak olabilecegi ve

antioksidan gida katki maddesi kaynagi olabilecegi diistiniilmektedir (17).



L. verticillaris su ekstresinin ve tiirden izole edilmis bilesiklerin antidiyabetik ve
antioksidan etkisinin incelendigi bir ¢alismada, ekstre ve izole bilesikler streptozotosin ile
indiiklenen diyabetik si¢anlara oral olarak verilmistir. Uygulama sonrasinda, yiiksek kan
glukoz seviyelerinin diistiigii, antioksidan parametrelerin ise arttig1 saptanmistir. izole
edilmis bilesikler igerisinde kersetin 3-O-f-glikozit en iyi antidiyabetik etkiyi gosterdigi
belirtilmistir. Bu sonuglar incelendiginde, tiiriin ve izole bilesiklerin diyabet tedavisinde

potansiyel bir dogal kaynak olabilecegi vurgulanmistir (21).

L. clethroides Duby’nin antikanser etkiye sahip olup olmadigini arastirmak igin
yapilan bir ¢alismada, Kkronik miyeloid 16semi (K562) hiicrelerine, farkli zaman
araliklarinda farkli bitki konsantrasyonlart1 uygulanmigtir. Hiicre canlilign 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromit (MTT) yontemi ile belirlenmistir. Flow
sitometri, Hoechst 33258 boyama, COMET yo6ntemi ile hiicre apoptozu saptanmistir. Bu
deneylerin sonuglarina gore, bitkiden elde edilen toplam flavonoitlerin, K562 hiicrelerinde
biiyiimeyi inhibe ettigi ve apoptoz yoluyla potansiyel antikanser aktivite gosterdigi ortaya

konulmustur (23).

L. clethroides’ten elde edilen hidro-alkolik ekstrenin vasorelaksan aktivitesini
belirlemek ve bu etki varsa altta yatan mekanizmay1 aydinlatmak i¢in Lee ve arkadaslar
tarafindan bir ¢alisma yapilmistir. Hiicre kiiltiirii, vaskiiler reaktivite, nikotinamid adenin
dintikleotit fosfat (NADPH) oksidaz aktivitesinin belirlenmesi, protein kinaz B’nin ve
endotelyal nitrik oksit sentaz’in fosforilasyon diizeyinin belirlenmesi ve reaktif oksijen
tiirleri (ROT)’nin belirlenmesi ¢alismalar1 sonuglari umut verici bulunmustur. Calismanin
bulgular1 incelendiginde, tiiriin NO iretimi ve endotel disfonksiyonu ile iliskili

kardiyovaskiiler hastaliklar icin dogal bir bitkisel ilag aday1 olabilecegini gostermistir (24).

Moon ve arkadaslarinin Jeju adast bitkileri ile ilgili yaptig1 bir ¢aligmada, bitkilerin
elastaz inhibisyon aktivitesi ve tirozinaz inhibisyon aktiviteleri incelenmistir. incelenen
bitkilerden biri olan L. mauritian’in etanol ekstresi hazirlanmis ve diisiik diizeyde tirozinaz

ve elastaz inhibisyon aktivite gosterdigi belirlenmistir (25).

L. heterogenea ile yapilan bir ¢alismada, iki yeni triterpenoitin (heterojenosit E and
F) yanisira 8 bilinen bilesik (palmitik asit, p-stigmasterol, kemferol, kersetin, hiperin,
isoramnetin, isoramnetin-3-O-galaktozit ve anagallisin C) izole edilmistir. Anagallisin C,

heterojenosit E ve F’nin diistik diizeyde sitotoksik aktivite gosterdigi rapor edilmistir (26).



Hepatoprotektif etkinin incelendigi bir ¢alismada, L. christinae %75’lik etanol
ekstresinin ve tiirden izole edilen kersetinin, farelerde alkole bagl karaciger hasarina karsi
koruyucu 6zelliginin oldugu gozlenmistir. Altta yatan potansiyel mekanizmanin karaciger
oksidatif stres hasarmi inhibe etmekle iligkili olabilecegini gostermektedir. Ayrica, L.

christinae’nin ana hepatoprotektif bileseninin kersetin oldugu kanitlanmistir (27).

L. foenum-graecum’un antiobezite etkisinin incelendigi bir ¢alismada, tiiriin etanol
ekstresinden izole edilen foenumozit B, preadipositlerin, adipogenez deneyinde doza
bagimli bir sekilde farklilasmay1 bloke ettigi saptanmistir. Ayn1 zamanda, foenumozit B
adipogenezin ana diizenleyicisi olan peroksizom proliferatorle aktiflestirilen reseptdr y’nin
indiiklenmesini baskilamigtir. Foenumozit B, 5’-adenozin monofosfat ile aktive olan
protein kinazin aktivasyonunu uyararak farklilasmis adipositlerde lipit metabolizmasinda
yer alan genlerin ekspresyonunu modiile etmistir. Fare deneyi modelinde, foenumozit
B’nin oral uygulamasi ile yliksek yagl diyetin yol agtig1 viicut agirligi artigini, gida alimin
etkilemeden Onemli Ol¢lide azaltmistir. Foenumozit B’nin tedavisi ile beyaz adipoz
dokularda ve karacigerde lipit birikimi baskilanmis ve yiiksek yagh diyet ile indiiklenen
obez farelerde kandaki glukoz, trigliserit, alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat
aminotransferaz (AST) seviyeleri diismiistiir. Ayrica, foenumozit B’nin adipoz dokuda
yiiksek yaglh diyetin indiikledigi proinflamatuvar sitokin iiretimini bloke ettigi ve insiilin
direncine kars1 koruyucu roliiniin oldugu ortaya konulmustur. Bu bulgular ele alindiginda,
foenumosit B igerigi ile L. foenum-graecum’un obezite ve obezite ile iliskili metabolik

hastaliklarda terapétik potansiyelinin oldugu goriilmiistiir (28).

L. clethroides Duby’nin farkli ekstrelerinin (petrol eteri, etil asetat, n-biitanol)
antioksidan aktivitesi ve karbon tetrakloriir (CCl,) ile indiiklenen akut karaciger hasari
olusturulan fareler iizerinde hepatoprotektif etkisi bir ¢alismada incelenmistir. DPPH ve
2,2-azino-bis(3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) yontemlerine gore antioksidan
aktivite arastirilmistir. Bu yontemlere gore etil asetat ve n-biitanol ekstrelerinin yiliksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. CCly ile indiiklenen akut karaciger hasari
olusturulan farelere, tiiriin petrol eteri, etil asetat ve n-biitanol ekstreleri sekiz giin boyunca
intragastrik olarak verilmistir. Her bir tedavi grubunda glutamik oksaloasetik transaminaz
ve glutamik piruvik transaminaz seviyesi 6nemli Ol¢lide azaldig1 goriilmiistiir. Ayrica, her
tedavi grubu i¢in malondialdehit (MDA) seviyesi anlamli derecede diiserken, siiperoksit

dismutaz (SOD) seviyesi ise n-biitanol grubu haricinde diger tedavi gruplarinda anlamli bir



artis gostermistir. Bu sonuglara dayanarak, L. clethroides’in hepatoprotektif 6zelliklere
sahip Dbilesenler igerdigi belirlenmistir. Hepatoprotektif aktivite mekanizmasinin

antioksidan aktivitesinden kaynakli olabilecegi sonucuna varilmistir (29).

L. parvifolia ile yapilan bir ¢alismada, bes yeni olean tipi triterpenoit olmak iizrere
sekiz olean tipi triterpenoit glikozit izole edilmistir. Bitkinin n-biitanol ekstresinden elde
edilen triterpenoit ve triterpenoit glikozit yapisinda bulunan bilesiklerin farkli kanser hiicre

hatlarinda 6nemli sitotoksik aktivite gosterdigi belirtilmistir (30).

L. nummularia L., L. vulgaris L. ve L. punctata L.’nin polifenol bilesiminin ve
antioksidan Ozelliklerinin arastirildigi  bir c¢alismada, ayni zamanda ekstre ve
fraksiyonlarinin flavonoit igerikleri agisindan fitokimyasal ve antioksidan ozellikleri
arasindaki korelasyon da incelenmistir. Ekstrelerde kafeik asit tiirevleri, klorojenik asit,
serbest flavonoit aglikonlar ve cesitli flavonoit glikozitleri tespit edilmistir. Ozellikle, L.
punctata L.’de giiglii antioksidan aktivite gozlenmis olup, toplam fenolik bilesiklerin

igerigi ile antioksidan kapasite arasinda pozitif bir korelasyon goriilmiistiir (31).

L. christinae’nin aldoz rediiktaz (AR) inhibe edici etkisi ile ilgili bir ¢alismada, L.
christinae bitkisinden yeni AR inhibit6érii bir bilesik izole edilmistir. Spektroskopik
yontemlerden faydalanilarak, bu bilesigin kimyasal yapisinin 1,5-di-hidroksi-1,5-di-[(E)-3-
(4-hidroksifenil)-2 propenoik]-3-pentanonil ester oldugu belirlenmistir. /n vitro ve in silico
sonuglara gore, bu bilesigin AR aktif bolgesine baglandgi, substrat ve {iriin olusumunu
onledigi belirlenmistir. Ex vivo deney sonuglarina gére, bu bilesigin gbz mercegine niifuz
edebilecegi ve hiperglisemik kosullar altinda AR’yi basariyla inhibe edebilecegi, boylece
sorbitol birikmesini Onleyebilecegi ve ardindan ozmotik stresi azaltabilecegi rapor

edilmistir (32).

L. foenum-graecum Hance’nin toprak tstii kisimlart ile ilgili bir fitokimyasal
caligmada, ti¢ yeni oleanan tipi triterpenoit saponin ve bir bilinen saponin izole edilmistir.
Foegraecumozit L (1), foegraecumozit M (2), foegraecumozit N (3) ve 3-O-p-D-
glikopiranosil-(1— 2)-a-L-arabinopiranosil-siklamiretin A (4) bilesiklerinin, dort farkli
insan kanseri hiicre hattina (NCI-H460, MGC-803, HepG2 ve T24) kars1 sitotoksisiteleri
MTT testi ile degerlendirilmistir. Bilesik 4’ilin test edilen tiim hiicre hatlarina karsi orta
diizeyde aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica bilesik 4, ilaca duyarli ve ilaca direngli
akciger kanseri hiicre dizileri (A549 ve A549/DDP) iizerinde test edilmistir ve orta

derecede sitotoksisite gosterdigi belirlenmistir (33).

10



Yapilan bir¢ok fitokimyasal ¢alismada, Lysimachia tiirlerinin triterpenler, steroitler,
triterpenik saponozitler, steroidal saponozitler, flavonoitler, kumarinler, benzodilakton ve
kinon yapisindaki bilesenleri igerdigi belirlenmistir. Zengin fitokimyasal igerigi ile
Lysimachia tiirlerinin yara iyi edici, antibakteriyel, antioksidatif, antitiimor,
antiinflamatuvar, hipoglisemik, hepatoprotektif ve diiiretik etkilere sahip oldugunu

gosteren bir¢ok aragtirma mevcuttur (8-17; 21-33).

L. verticillaris gallik asit, katesin, mirsetin 3-O-a-arabinozit, mirsetin 3-O-a-
ramnozit, kersetin 3-O-B-glukozit, Kkersetin 3-O-a-arabinozit, kersetin 3-O-a-ramnozit
bilesiklerini igcerdigi bilinmektedir (8, 9). L. verticillaris bitkisinin halk arasinda, yara iyi

edici, ates diisiiriicti ve agr1 kesici olarak kullanildigi bilinmektedir (7, 8, 9, 15, 21).

L. vulgaris L. sinapik asit, vanilik asit, gentisik asit, siringik asit, p-kumarik asit,
kafeik asit, ferulik asit, p-hidroksibenzoik asit, protokatesik asit igermektedir (10, 12). L.
vulgaris L.’nin yara, ates, Ulser, ishal tedavilerinde kullanilmasiin yanisira analjezik,

balgam soktiiriicii ve antiinflamatuvar ajan olarak kullanimi1 mevcuttur (11, 12).
2.2. Deri ile ilgili Genel Bilgiler

Deri, viicudun 1s1 ve su dengesini koruyan, bosaltima yardimci olan,
mikroorganizmalarin ve dig antijenlerin penetrasyonunu durduran, viicudu ultraviyole
isinlara ve dis etkilere karsi koruyan immiinolojik olarak aktif bir organdir (34, 35). Deri,
epidermis, dermis ve hipodermis olarak adlandirilan {i¢ ana katmandan olusan bir yapidir

(Sekil 1) (36, 37).

Kil govdesi

Epidermis

Kan damarlan

Dermis

- Hipodermis

Yag tabakas

Sekil 1. Deri katmanlar1 (Fumakia’dan, 37)
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2.2.1. Deri Katmanlari
2.2.1.1. Epidermis

Epidermis, katmanli epitel hiicrelere sahip olan, kilcal damar igermeyen ve siirekli
olarak yenilenen derinin en distaki tabakasidir. Epidermis, her biri kademeli olarak
farklilagan hiicrelerin iist yiizeylerine dogru itildigi, bir sonraki katmana farklilasan toplam
5 katman epitel hiicreden olusur (37). Ayrica, epidermiste tirnaklar, ter bezleri gibi tiirev
yapilar bulunur (36). Epidermis, ana hiicre bileseni olan Kkeratinositler haricinde,

melanositler, Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicrelerini de barindirir (37).

Bazal Tabaka: En derindeki epidermal tabaka olup epidermisi kolajen lifleri yoluyla

dermise baglar. Bazal tabaka hiicreleri kiigiik ve kiibik yapida (¢cap1 10-14 nm) ve biiyiik
cekirdeklere sahiptir. Bazal tabakada keratinosit, merkel ve melanosit hiicreleri bulunur.
Keratinositler, yeni hiicreler liretmek i¢in siirekli olarak mitoz gegirerek mevcut hiicrelerin
en dis tabakadan atilmasini saglarlar. Merkel hiicreleri reseptor olarak iglev goriip beynin

dokunus olarak algiladig1 duyusal sinirlerin uyarilmasindan sorumludur (34, 38).

Spinosum Tabakasi (Dikensi Tabaka): Diger bir epidermal tabaka olup, bazal tabaka ile

granulosum tabakasi arasinda yer alir. Bu tabakada tonofilament ve desmozom filamentleri
goriiliir. Dezmozom filamentleri hiicreler arasindaki bagi giiclendirir. Bu tabakada, keratin
sentezini baglatan keratinosit hiicreleri ve keratinosit hiicreleri arasinda Langerhans
hiicreleri bulunur. Langerhans hiicreleri, bakterileri, yabanci partikiilleri ve bu tabakada
meydana gelen hasar gormiis hiicreleri i¢ine alan makrofaj olarak islev goren bir tiir

dendritik hiicredir (38).

Graniilosum Tabakasi (Graniillii Tabaka): Epidermisin en ince tabakasi olan keratin

proteinini ve histidin ve sisteince zengin keratohiyalin graniillerini igerir, bu yapilar
keratinlesmeden sorumludur (38). Spinosum tabakas1 ve graniilosum tabakasi hiicrelerinin
sitoplazmasinda bulunan sayisiz graniil hiicre katmanina girdikten sonra hiicrelerin
cevresine dogru go¢ ederken lipit bilesenlerini hiicre i¢i bosluga bosaltirlar. Bu graniiller
hem bariyer fonksiyonu i¢in hem de korneum tabakasi i¢indeki hiicreler arasi birlesme icin

onemli rol oynar (34).

Lisudum Tabakas1 (Saydam Tabaka): Graniilosum tabakasinin hemen {stiinde ve

korneum tabakasimnin altinda bulunan, epidermisin diiz, yari saydam tabakasidir. Bu

tabakada bulunan keratinosit hiicreleri yogun bir sekilde, lipidler bakimindan zengin,
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keratohyalinden tiiretilmis olan berrak bir protein olan eleiden bakimindan zengindir.

Eleiden bu hiicrelere seffaf bir goriiniim verir ve suya karsi bir bariyer saglar (38).

Korneum_ Tabakas1 (Boynuzsu Tabaka): Dis ¢evreye maruz kalan epidermisin en

yiizeysel tabakasidir. Bu tabaka, protein bakimindan zengin ve lipit igerigi diisiik olan
korneosit hiicrelerini icerir. Bu tabakada genellikle 15 ila 30 hiicre katmani bulunur. Bu
katman, diger katmanlarin dehidrasyonunu engeller ve mikroplara karst koruma islevini

yerine getirir (38).
2.2.1.2. Dermis

Dermis, epidermis ve hipodermis arasinda kalan cildin bir diger tabakasidir. Dermis
kan damarlari, lenfositler, sinir lifleri, ter bezleri, yag bezleri ve sa¢ koklerinden olusur
(37). Dermis, derinin esnekligini ve gerilme mukavemetini saglar. Dermis, epidermis ile
etkilesime girerek yaralar iyilesirken cildin onarilmasinda ve yeniden sekillenmesinde islev
goriir (36). Dermis, fibroblastlar, mast hiicreleri, makrofajlar ve lenfositler gibi yara
iyilesmesinden sorumlu hiicrelerden olusur (37). Fibroblastlardan ve ECM proteinlerinden
kolajen ve elastin sentezlenir. Kolajen derinin gerginliginden, elastin ise derinin
esnekliginden sorumludur. Ayrica, kolajen deriyi nemli tutmak igin suyu baglarken, elastin
kan akimina yardimecir olur (39). Dermis, ECM bilesenlerinden proteoglikanlar ve
glikozaminoglikanlar1 (GAG) da biinyesinde bulundurur. Negatif yiikli ve hidrofilik
yapilar1 proteoglikanlar (versican, perlecan) ve GAG’lar (dermatan siilfat, keratan siilfat,
heperan siilfat, kondrotin siilfat, heparin) viicudun su dengesini, hiicre ve fibroz
kompenentlerin kararliligin1 saglar. Dermiste, Merkel ve Meissner cisimcikleri gibi

dokunma reseptorleri de bulunur (38).
2.2.1.3. Hipodermis

Dermisin altinda yer alan hipodermis (deri alt1 tabaka), biiyilk oranda yag
dokularindan, bag dokularindan, kan damarlarindan ve kolajen hiicrelerinden olusur.
Viicudun yalitilmasi, i¢indeki enerjinin depolanmasi, cildin altta yatan yapilar iizerinde
hareketliliginin ve korumasinin saglanmasi, bu tabakanin ana islevleridir. Ayn1 zamanda
viicut i¢in bir enerji rezervi olarak yag depolar. Lenf damarlari, kan damarlar1 ve kil

folikiilleri bu tabaka boyunca viicudun geri kalanina boliinir (37).
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2.3. Yara ve Yara Iyilesmesi

Viicutta bulunan dokularin, organlarin normal yapisinin fiziksel, kimyasal
zedelenme veya belirli patolojik durumdan kaynakli bozulmasi sonucu yara olusumu
gozlenir (40). Yara iyilesmesi, yarali dokunun veya organlarin biitiinliigiiniin yeniden
saglanmasidir. Yara iyilesmesi, hiicresel, fizyolojik ve biyokimyasal olaylarin i¢ ice gegtigi

karmasik bir siiregtir.

Deri en sik yaralanan doku olup, deriyi olusturan ¢ok katmanli dokunun yeniden
olusturulmasi i¢in yara bolgesinde ¢esitli hiicre tiplerinin farklilasmasi, hiicre gogiiniin
olmasi, hiicre ¢ogalmasi ve apoptozun gerceklesmesi gerekir (41). Onarim islemi,
yaralanmadan hemen sonra, yarali kan damarlarindan, c¢esitli biiylime faktorlerinin,
sitokinlerin, proteazlarin ve diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerin salinmasiyla baslatilir
(42). Aymi zamanda, yarali kan damarlarindan; fibrin, fibronektin, vitronektin ve
trombospondin gibi hiicre dis1 matris proteinleri araciligiyla kan pihtis1 olusumu goézlenir
(43). Kan pihtis1 istilact mikroorganizmalara karsi bir engel saglamanin yani sira, iyilesme
isleminin sonraki asamalarinda gerekli olan biiylime faktorlerinin bir deposu olarak da
islev goriir. Doku hasarina cevap olarak, inflamatuvar hiicreler birkag saat i¢inde yara
bolgesine akin eder. inflamatuar hiicreler hem savunma fonksiyonu icin hem de yara
onariminin proliferatif fazin1 baglatan 6nemli biliylime faktorii ve sitokin kaynagi olmasi
agisindan onemli hiicrelerdir. Bu hiicreleri takiben, ilk olarak nétrofiller olmak iizere
monositler, lenfositler de yara bolgesine go¢ eder. Notrofiller, monositler, lenfositler
kontamine edici mikroorganizmalara karsi savunma olarak ¢ok ¢esitli proteinazlar ve ROT
tiretirler. Daha sonra yara bolgesinde keratinositlerin go¢ii ve ¢ogalmasi baslar. Bunu,
yaranin ¢evresinde kolajen ve fibrin de dahil olmak iizere ¢esitli doku bilesenlerinin
sentezlenmesinden sorumlu hiicreler olan dermal fibroblastlarin ¢ogalmas: izler. Bu
hiicreler daha sonra gegici matrise geger ve biiyiik miktarlarda hiicre dis1 matris biriktirir.
Ayrica, yara fibroblastlart kasilma fenotipi kazanir ve yara kasilmasinda biiyiik rol
oynayan bir hiicre tipi olan myofibroblastlara doniisiir (43, 44). Hizli hiicresel
proliferasyon meydana gelir, bu da sonugta yeni kan damarlarinin ve epitel olusumuna
neden olur (44). Elde edilen yara bag dokusu, ¢ok sayida kilcal damarin graniiler
goriiniimii nedeniyle graniilasyon dokusu olarak bilinir. Son olarak, stirekli kolajen sentezi
ve kolajen katabolizmasi ile karakterize edilen graniilasyon dokusu yerini olgun skara

(yara izine) birakir (43). Skar olusumunun mekanizmasi inflamasyon, fibroplazi (fibroz
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bag dokunun olusumu), graniilasyon dokusu olusumu ve skar olgunlasmasini igerir (44).

Skar dokusu sa¢ kokleri, yag bezleri ve ter bezleri gibi uzantilar igermez (43).
2.3.1. Yara Iyilesmesi Siirecleri

Yara iyilesmesi; hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme
fazlarindan olusan dinamik bir siirectir. Yara iyilesmesi farkli hiicre tipleri, sitokin ve
kemokin mediyatorleri ve ECM arasindaki etkilesimleri igerir. Bu siiregteki kesintiler,
anormallikler veya uzama, gecikmis yara iyilesmesine veya iyilesmeyen kronik bir yaraya

neden olabilir (19, 45).
2.3.1.1. Hemostaz

Herhangi bir travma ile olusan yaralanma sonucu ilk olarak kanama kontrol altina
alinmalidir.  lyilesme siirecinin  baslangic adimi  ve temeli olan hemostaz,
vazokonstriksiyonun, trombosit agregasyonunun ve kan pihtilagsmasinin siki bir sekilde
diizenlenmis siireclerini kapsar (46, 47). Endotel hiicreleri hem hemostazin
diizenlenmesinde hem de yara bolgesinde biriken fibrin miktarini belirleyerek onarici

stireclerin ilerlemesini etkiler (48).

Hemostaz esas olarak prostaglandin H2 (PGH2)’yi tromboksan A2 (TxA2)’ye
doniistiiren ti¢ enzimin (fosfolipaz A2, COX-1/COX-2 ve TxA2 Sentaz) ardisik etkisiyle
tiretilen aragidonik asidin metabolitleri olan eikosanoidler tarafindan kontrol edilir (49).
TxA2, trombositlerin aktivasyonunu ve trombosit agregasyonunu uyardigl ig¢in
protrombotik O6zelliklere sahiptir. Ayrica TxA2’nin vazokonstriksiyona neden olarak,
trombositlerin birbirine yakin olmasi nedeniyle trombosit agregasyonuna yardimci olarak
fibrin pihtis1 olusumuna yol agar. Kolajen, trombositler, trombin, vitronektin, fibrin ve
fibronektinden olusan bu piht1 inflamatuvar yaniti baglatan sitokinleri ve biiylime
faktorlerini serbest birakir (46, 50). Ayrica, trombositlerin sitoplazmasi, biiyiime faktorleri
ve trombosit tiirevli biiylime faktorii (PDGF), transforme edici biiylime faktorii-p (TGF-),
epidermal biiylime faktorii ve insiilin benzeri biiylime faktorleri gibi sitokinlerle dolu a-
graniilleri igerir. Bu molekiiller, nétrofiller ve makrofajlar; endotel hiicreleri ve

fibroblastlar1 aktive ederek yara iyilesme siireclerine destekleyici olarak islev goriir (48).
2.3.1.2. inflamasyon

Piht1 olustuktan hemen sonra, l16kositlerin yara bolgesine akisi ile inflamasyon

fazinin hiicresel yanit1 baglamis olur. Hiicresel yanit ilk 24 saat i¢cinde olusur ve bu yanit iki

15



giine kadar uzayabilir. Mast hiicreleri, Langerhans hiicreleri aktive olarak bazi kemokin ve
sitokinleri serbest birakirlar. Bu hiicreler, yara iyilesmesinde 6nemli bir rol oynar ve
lizozomal enzimlerin ve ROT’nin salinmasina katkida bulunur, ayrica g¢esitli hiicre

dokiintiilerinin temizlenmesini kolaylastirirlar (51).

IL-1, TNF-a, TGF-p ve trombosit faktorii-4 (PF-4) gibi kemokin ve sitokinler
yaralanan bolgeye notrofil gogiinii uyarir (19, 46). Yaralanmadan sonra 24-48 saat iginde
notrofiller, bakterileri, yabanci partikiilleri ve hasarli dokular1 yok etmek ve uzaklastirmak
i¢cin fagositozun kritik gorevi ile baglar. Ayn1 zamanda, notrofiller proteazlar ve ROT gibi

maddeleri de serbest birakarak yara ortamindaki yabanci partikiilleri yok eder (46, 48).

Yara iyilesmesinde 6nemli rol oynayan makrofajlar, yaralanmadan 48-72 saat sonra
goriliir ve fagositoz siirecine devam ederler. Keratinositleri, fibroblastlar1 ve anjiyogenezi
uyaran interlokinler ve TNF, keratinositleri uyaran TGF gibi sitokinler, yaranin
temizlenmesine yardimci olan kolajenazlar, metaloproteinazlar gibi bazi enzimler
makrofajlar tarafindan salinarak inflamasyon fazinin diizgiin ilerlemesini saglarlar. Ayni
zamanda makrofajlar, apoptotik hiicrelerin indiiklenmesini ve temizlenmesini saglamanin
yanisira anjiyogenez, fibroplazi ve NO sentezine aracilik ederler. Bu sekilde, makrofajlar,

iyilesmenin proliferatif asamasina gegisi diizenler (19, 52).
2.3.1.3. Proliferasyon

Proliferasyon, yaralamadan sonraki tiglincii giinde baslar ve daha sonra yaklasik iKi
hafta kadar siirer. Proliferayon fazinda anjiyogenez, fibroplazi ve yeniden epitelizasyon ile
yaranin kapanmas1 hedeflenir. Bu fazda, endotel ve fibroblast hiicreleri kilcal biiyiimeyi,
kolajen olusumunu ve yaralanma bdlgesinde graniilasyon dokusu olusumunu destekler
(46). Endotel hiicreleri, yeni kilcal damarlar olusturmaya baslamak i¢in vaskiiler endotelyal

biiylime faktorii (VEGF) tarafindan indiiklenir.

Yaralanmanin {i¢ giiniinde, ¢evre dokulardan yara bolgesine go¢ eden fibroblastlar
ve miyofibroblastlar aktive olarak kolajeni sentezlemeye baslar ve ¢ogalir. Fibroblastlarin
ana sinyalleri olan PDGF, epidermal biiyiime faktorii (EGF) ile TGF-f fibroblastlar,
trombositler ve makrofajlar tarafindan iretilir. PDGF’nin salinimi ile fibroblastlar; kolajen
tip I ve III, glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve fibronektinden olusan gegici bir
matriksi sentezlemeye baslar (46). ilk haftanin sonunda, hiicre gociinii daha da destekleyen
ve onarim islemi i¢in gerekli olan bol miktarda ECM birikir. Fibroblastlardan sentezlenen

kolajenler yara iyilesme siireglerinin proliferasyon ve yeniden sekillenme fazlarinda

16



anahtar rol oynar. Kolajenin temel gorevlerinden biri yara igindeki hiicre i¢i matriksi
olusturmaktir. Yaralanmamis dermis % 80 tip I ve % 25 tip III kolajen igerirken, yara
graniilasyon dokusu % 40 tip III kolajeni icerir. Kolajen matriksi, fibrinojen, fibronektin ve
hiyaliironik asit ile birlikte ¢ogalan fibroblast ve vaskiilarize stroma makrofajlar, fibrin
bazli gegici matriksin yerini alan akut graniilasyon dokusunu olusturur. Kolajen birikimi ile
kan damarlarinin yogunlugu azalir ve graniilasyon dokusu yavag yavas bir skar olusturmak

i¢in olgunlagir (48).

Anjiyogenez, yara iyilesmesinde kritik 6neme sahiptir ve iyilesme siirecinin tiim
asamalarinda eszamanl olarak gergeklesir. Anjiyogenez, bazal membranin proteazlar ile
yikilmasini ve yeniden diizenlenmesini, endotel hiicre proliferasyonunu ve olgunlagmasini
iceren koordineli bir siirectir (51, 53). Notrofiller ve makrofajlar, hemostatik faz sirasinda
salgilanan bir¢ok anjiyojenik faktor, anjiyogenezi tesvik eder (48). Kemotaktik ajanlar,
yara iyilesmesi sirasinda anjiyogeneze karigsan hiicre goclinii yonlendirmek igin hiicre
yiizeyi reseptorleri lizerinde etki ederler. Bunlar ayrica hiicre biiyiimesi ve farklilagmasinin
onemli modiilatorleridir ve endotelyal hiicre biiyiime faktérii, TGF-a, VEGEF,
anjiyopoietin-1, fibrin ve lipit biiylime faktorlerini igerir. Hiicresel go¢ kemotaktik

aktivitenin sonucudur ve anjiyogenez i¢in gereklidir (46).

Grantilasyon dokusu yara olusumundan yaklasik dort giin sonra goriilmeye baslar.
Fibroblastik proliferasyonda bir artis, kolajen ile elastin sentezi ve fibroblastlar tarafindan
kemotaktik faktorler ve interferon-f (IFN-B) iiretimi yoluyla graniilasyon dokusu olusur
(54). Fibroplazi graniilasyon dokusunun olusumu ile baglar. Olgun bir bag dokusu skarmin
ana bileseni kolajendir. Tim bu olaylara parelel olarak epitel hiicrelerde spesifik

sitokinlerin etkisi ile yeniden epitelizasyon goriiliir.
2.3.1.4. Yeniden Sekillenme

Olgunlasma ve yeniden sekillenme fazi yara iyilesmesi i¢in olduk¢a Onemlidir.
Yaralanmadan 2-3 hafta sonra basglayan ve 1 yildan daha uzun siirebilen bu fazda yapim ve
yikim olaylar1 goriiliir. Yara iyilesmesinin son asamasinda graniilasyon dokusu yeniden
sekillenir, ECM yeniden diizenlenir, skar dokusu olusur. Yara bolgesi yiizeyi tek bir
keratinosit tabakasi ile kaplanir kaplanmaz, epidermal gé¢ durur ve yeni tabakali epidermis
yaranin sinirlarindan i¢ kismina yeniden kurulur. ECM su, proteinler ve polisakkaritlerden
olusur. Her doku, cesitli hiicresel bilesenler (epitelyal, fibroblast, adiposit, endotelyal

elementler gibi) ve gelisen hiicresel ve protein mikrogevresi arasinda doku gelisimi
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sirasinda tiretilen benzersiz bir bilesime sahip ECM’e sahiptir (55). ECM’e hiicre adezyonu
(yapismasi), integrinler, diskoidin alan reseptorleri gibi ECM reseptorler aracilifiyla
gergeklesir (55-57). Adezyon, ECM’in hiicre iskeleti birlesmesine aracilik eder ve ECM
yoluyla hiicre gogiine yol agar (55). Baslangicta, yara bolgesindeki ECM, esas olarak fibrin
ve fibronektin proteinlerinden olusur (46). Fibronektin, hiicre goclinii ve adezyonu
miimkiin kilarak yara iyilesmesine katki saglar (58). Daha sonra, fibroblastlar tarafindan
sentezlenen proteoglikanlar, GAG ve diger proteinler matriks icerigine katki saglar.
Proteoglikanlar benzersiz tamponlama, hidrasyon, baglama ve kuvvet direnci 6zelliklerine
sahiptir (55). GAG’lar hidrasyon, yapisal iskele, hiicre sinyallesmesinde énemli rol oynar.
Ayni zamanda, GAG’lar hiicre biiylimesinin ve g¢ogalmasinin diizenlenmesine, hiicre

adezyonunun artirilmasina, antikoagiilasyona ve yara onarimina katki saglar (59).

Bu gecici matriksin yerini kolajenden yapilmis daha gii¢lii ve organize bir matriks
alir. Yeniden sekillenme fazinda kolajen birikmesi en dnemli asamadir (46, 51). ECM’in
ana yapisal elemanini olusturan kolajenler, gerilme mukavemeti saglar, hiicre adezyonunu
diizenler, kemotaksis ile gogli destekler ve dogrudan doku gelisimini saglar (55).
Yaralanmamis dokuda % 80-90 tip | kolajen ve % 10-20 tip Il kolajen bulunur.
Graniilasyon dokusunda tip III kolajen orani artarken tip I kolajen oranmi azalir. Yaranin
kapanmasi ile tip III kolajen bozulmaya ugrar ve tip I kolajen sentezi artmaya baslar (46).
Olgunlagsma ve yeniden sekillendirme islemleri sirasinda, kan damarlarinin, fibroblastlarin
ve inflamatuvar hiicrelerin ¢ogu, go¢ siiregleri, apoptoz veya diger bilinmeyen hiicre 6limii

mekanizmalar1 nedeniyle yara alanindan kaybolur (51).
2.3.2. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Derinin anatomisini ve fizyolojisini, iyilesme siirecinin evrelerini, yara tiplerini ve
yara onarimi se¢eneklerini tam olarak anlamak i¢in yara iyilesmesini zorlastirabilecek veya
geciktirebilecek faktorleri tanimak 6nemlidir (18). Yara iyilesmesini etkileyen faktorler,
yaranin kendisini dogrudan etkileyen lokal faktorler ve bireyin iyilesme yetenegini
etkileyen, bireyin genel saglik veya hastalik halini belirten sistemik faktorlerdir (Tablo 1)
(60).
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Tablo 1. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler

Lokal Faktorler Sistemik Faktorler
Oksijenasyon Cinsiyet hormonlari
Enfeksiyon Yas
Yabanci cisimler Stres
Hematom olusumu Diyabet
Obezite
Alkol ve sigara tiiketimi
Beslenme
Ilaglar

2.3.2.1. Lokal Faktorler

Oksijenasyon: Hiicrelere gerekli olan adenozin trifosfat (ATP) i tiretilmesi ve hiicrelerin
enerji gereksiniminin karsilanmasi igin oksijen olduk¢a onemlidir (61). Ayni zamanda
oksijen, yaralarin enfeksiyondan korunmasimi saglamak, anjiyogenezi indiiklemek,
keratinosit farklilagsmasini, gogiinii ve yeniden epitelizasyonunu artirmak, fibroblast
proliferasyonunu, kolajen sentezini artirmak ve yara kasilmasii desteklemek gibi birgok

yara iyilesme siirecinde yer almaktadir (60, 62).

Baslangicta, bir yara bozulmus damar sistemine maruz kalir ve artan oksijen
tilketimi nedeniyle hipoksik bir ortama maruz kalir. Hipoksik bir ortamda, hidrojen
peroksit (H,O;) ve siiperoksit (O,~) gibi ROT diiretilir. Diisiikk konsantrasyonlarda ROT,
yara iyilesmesi i¢cin Onemli sitokinleri indiikleyerek yara iyilesmesi ile ilgili anahtar
stiregleri uyarir. Fakat artan ROT iretimi ek doku hasarna da sebep olabilir (60, 62).
Uygun yara iyilesmesi i¢in oksijen seviyesi oldukca oOnemlidir. Hipoksi, biiyiime
faktorlerinin serbest birakilmasini ve anjiyogenez gibi yara iyilesmesini uyarir, fakat

iyilesme siirecini siirdiirmek igin oksijene ihtiyag duyulur (60).

Doku hipoksisinin  tedavisi i¢in  hiperbarik oksijen tedavisi (HBOT)
kullanilmaktadir. Bu tedavide riskler g6z oniinde alindiginda, faydalarin risklerden daha
fazla oldugu durumlarda tedavi uygulanabilmektedir. Bir baska tedavi yontemi daha az
toksik, ucuz ve evde uygulanabilen, daha az komplikasyona sebep olan topikal oksijen
terapisidir (63). Bu terapinin HBOT i¢in daha iyi bir alternatif olacagini one siiren

calismalar mevcut olsa da ¢alismalar heniiz yetersizdir.
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Enfeksiyon: Yara bolgesinde goriilen enfeksiyonlar, inflamatuvar yaniti baglatan énemli
bir etkendir. Yara enfeksiyonu sonucu, kizariklik, agri, sisme, eksiida, koku, sagliksiz
graniilasyon dokusu gibi belirtiler goriilebilir (64). Bu enfeksiyonlar genel olarak
mikroorganizmalarin (bakteriler, viriisler, parazitler gibi) varligi ile ilskilendirilmekle
beraber sistemik hastaliklar (diyabet, ramatoid artrit gibi) ve lokal faktorler (arteriyel
yetmezlik, ven6z hipertansiyon, travma gibi) de enfeksiyon riskini artirmaktadir (65).
Iyilesmeyen vyaralar biyolojik olarak uzun siireli inflamasyon, kusurlu yeniden
epitelizasyon ve bozulmus matriksin yeniden sekillenmesi ile karakterize edilir. Ayrica,
tiim kronik yaralarda, hasta ile yarada bulunan bakteriler arasinda bir etkilesim vardir. Bu
etkilesim, kontaminasyon, kolonizasyon, Kritik Kkolonizasyon ve enfeksiyon olarak

siralanabilir:

e Kontaminasyon: Yaradaki iremeyen mikroorganizmalarin varligi olarak
tanimlanir ve konak savunmalar1 tarafindan hizla giderilir.

e Kolonizasyon: Hiicreye, hiicresel zarar vermeden yara bolgesinde iireyen
mikroorganizmalarin varligini ifade eder.

e Kiritik kolonizasyon: Yara bolgesinde tireyen mikroorganizmalar sayisal olarak
artmis olup bu mikrooganizmalar yara iyilesmesini geciktirebilir. Kritik
kolonizasyonun klinik belirti ve semptomlari gecikmis iyilesme, agri/hassasiyet,
artan serdz eksiida, yara yataginin rengindeki degisiklik, gevrek graniilasyon
dokusu, eksik veya anormal graniilasyon dokusu ve kétii koku seklindedir.

e Enfeksiyon: Yara bolgesindeki mikroorganizmalarin sayisi artmaya devam
ederse ve enfeksiyon tedavi edilmezse sepsis ile sonuglanan sistemik yayilma

goriilebilir. Bu ilerleme ¢oklu organ yetmezligine ve hatta 6liime neden olabilir

(64).

Etkili dekontaminasyon yapilamazsa, mikrobiyal temizleme tamamlanmadigindan
inflamasyon uzayabilir. Interlokin-1 (IL-1) ve Tiimér nekroz faktor- alfa (TNF-o) gibi pro-
inflamatuvar sitokinler mikroorganizmalarin varligi ile uzun siire yiiksek seviyede kalir.
Bu durum inflamatuvar fazin uzamasina ve yaranin kronik bir hale gelmesine sebep olup
lyilesmeyi geciktirebilir. Uzun siireli inflamasyon, ECM’i bozabilecek bir proteaz ailesi
olan matriks metaloproteazlarin (MMP) artisina yol agabilir. Proteaz dengesindeki bu
degisim, kronik yaralarda ortaya ¢ikan biiylime faktorlerinin hizla bozulmasina neden

olabilir (60, 65). Benzer sekilde, enfekte olmus yaralardaki bakteriler, kendi kendine
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salgilanan bir hiicre dis1 polisakkarit matriksine gomiilii karmasik bakteri topluluklari olan
biyofilmlerin olusumuna neden olabilir. Biyofilmler, korunan mikroortamlar gelistirir ve

geleneksel antibiyotik tedavisine direng gosterebilir (65).

Yabanci cisimler: Yarada bulunan yabanci cisimler inflamatuvar yanitin uzamasina neden

olur. Yabanci cisimler, hem enfeksiyon igin risk olusturur hem de yara iyilesmesini 6nemli

oOl¢iide yavaslatir (66).

Hematom olusumu: Asir1 kanama ve yara i¢inde hematom olusumu, sadece mekanik

olarak yara kapanmasini bozmakla kalmaz, ayn1 zamanda mikroorganizmalarin biiyiimesi
icin uygun bir ortam olusturabilir. Yara iyilesmesinin uzamasmin engellenmesi i¢in

kanamanin kontrol altina alinmasi olduk¢a 6nemlidir (66).
2.3.2.2. Sistemik Faktorler

Cinsiyet Hormonlari: Cinsiyet hormonlari (Ostrojenler, androjenler,

dehidroepiandrosteron gibi) yasa bagli yara iyilesmesinde olduk¢a Onemlidir. Yara
iyilesmesinde esas diizenleyici hormon olan &strojen inflamasyon, epidermal fonksiyon,
matriks {retimi, proteaz inhibisyonu ve rejenerasyon ile ilgili genleri diizenler. Bazi
calismalarda, kadinlarda ve erkeklerde yasa bagli olarak Ostrojenin iyilesmeye katkida

bulundugu, androjenin ise ters etki yaptigi rapor edilmistir (60, 67, 68).

Yas: Yaslanma, iyilesme kalitesinde bir bozulmaya yol agmaz, sadece yara iyilesmesinde
zamansal bir gecikmeye neden olabilir (69, 70). Yara iyilesme fazlarinda yasa bagl olarak

bir¢ok degisim gozlenebilir (Tablo 2).
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Tablo 2. Yasa bagli olarak yara iyilesme fazlarinda goriilen degisimler

Yara fyilesme Fazlar Goriilen Degisiklikler
Artan trombosit agregasyonu

Hemostaz )
Artan a-granullerin salinimi

Gecikmis yeniden epitelizasyon
Proliferasyon Gecikmis anjiyogenez

Gecikmis kolajen birikimi

Azalan vaskiiler gegirgenlik

Artan inflamatuvar medyatorlerin (aracilarin) salgilanmasi
Inflamasyon Gecikmis makrofaj ve lenfosit infiltrasyonu

Bozulmus makrofaj fonksiyonu

Azalan biiylime faktorlerinin salgilanmasi

Azalmis kolajen dongiisii
Yeniden Sekillenme Gecikmis yara mukavemeti

Azalmig yara mukavemeti

Yash kisilerde yara iyilesmesi, kemokin iiretiminde degisiklikler ve azalmis
makrofaj fagositik kapasitede azalmalarla birlikte yara bolgesine gecikmis T hiicresi
infiltrasyonu gibi, degistirilmis bir inflamatuvar yanitla iligkilidir (71). Fibroblastlar, mast
hiicreleri ve makrofajlardan olusan dermisin hiicresel igeriginin yasla azalmasi, Langerhans
ve mast hiicrelerinin sayisinda ve fonksiyonunda azalma, kolajen ve elastin miktarinin
azalmas1 gibi degisiklikler, iyilesme kapasitesinde yasa bagl degisikliklerdendir (70-72).
Dermisin mikrosirkiilasyonu yasla birlikte azalir; bu durum yaralanmaya ve sicaklik

degisikliklerine uyum saglama yetenegini 6nemli 6lciide etkiler.

Stres: Stresin diyabet, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve yara iyilesmesi lizerinde
olumsuz etkileri bilinmektedir (73). Stresin yara iyilesmesinde 6nemli bir gecikmeye
neden oldugu bir¢ok ¢alismada belirtilmistir. (74, 75). Stres, glukokortikoidlerin (GC)
salinimini diizenler ve yara bolgesinde proinflamatuvar sitokinlerin IL-1, 1L-6 ve TNF-a
seviyelerini azaltir. Ayrica, GC’ler, farklilasma ve c¢ogalmay:r baskilayarak, gen
transkripsiyonunu diizenleyerek hiicre adhezyon molekiillerinin ekspresyonunu azaltarak
immiin hiicreleri etkiler (76). GC’lerden biri olan Kortizol, bir antiinflamatuvar madde
olarak islev goriir ve iyilesmenin ilk asamasi i¢in gerekli olan Th-1 aracili immiin tepkileri
modiile eder. Bu nedenle stres, yara bolgesindeki normal hiicre kaynakli bagisikligi
bozmakta ve iyilesme siirecinde 6nemli bir gecikmeye neden olmaktadir (60, 77). Stresin

yara iyilesmesi iizerindeki etkileri Sekil 2°de 6zetlenmistir.
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Seki 2. Stresin yara iyilesmesi tizerindeki etkileri

Diyabet: Diinya ¢apinda yiiz milyonlarca insani etkileyen diyabet, yara iyilesmesinde bazi
sorunlara sebep olabilir. Diyabetli bireylerde hipoksi, ROT, hiperglisemi, yiiksek
metaloproteaz seviyeleri, fibroblastlarda ve epidermal hiicrelerde disfonksiyon, bozulmus
anjiyogenez ve neovaskiilarizasyon gibi sebeplerle yara iyilesmesinde bozulmalar

goriilebilir. Bu bireylerde 6zellikle kronik ayak tilseri goriilme riski fazladir (60, 78).

Obezite: Obez bireylerde, koroner kalp hastaligi, tip 2 diyabet, kanser, hipertansiyon,
dislipidemi, felg, uyku apnesi, solunum problemleri ve bozulmus yara iyilesmesi gibi
birgok hastaligin goriilme riski oldukg¢a fazladir. Bu bireyler, cilt yara enfeksiyonlari,
hematom, basingtan kaynakli iilserler ve venoz iilserler seklinde yara komplikasyonlari ile
kars1 karsiya kalabilirler (79). Cilt kivrimlar1 enfeksiyon ve doku bozulmasina katkida
bulunan mikroorganizmalari barindirabilir, bu durum yara iyilesmesinde sorun ¢ikarabilir.
Ayn1 zamanda obezite, stres, endise, depresyon ve immiin yanitin bozulmasina neden
olabilecek tiim durumlar ile baglantili olarak yara iyilesmesinde gecikmeler gozlenebilir
(60, 79).
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Alkol ve Sigara Tiiketimi: Alkol tiiketimi, enfeksiyon riskini artirmakla beraber yara

iyilesmesinde sorun olusturabilir. Etanol maruziyeti, erken inflamatuvar yaniti bozarak,
yara kapanmasini, anjiyogenez ve kolajen iiretimini engelleyerek ve yara bolgesindeki
proteaz dengesini degistirerek, yara iyilesmeSinin bozulmasma yol agabilir. Sigara
dumanina maruz kalma sonucu, 16kosit go¢iinde bozulmaya bagl olarak yara bolgesinde
enfeksiyon riski oldukga artmaktadir. Ayni zamanda, lenfosit fonksiyonu, IL-1 iretimi
baskilanmakta, fibroblast go¢ii ve c¢ogalmasi bozulmakta, hiicre disi matriks tretimi
azalmaktadir (60, 80, 81).

Beslenme: Yara iyilesmesini etkileyen Onemli faktorlerden biri de beslenmedir.
Karbohidrat, lipid, protein, mineral ve vitamin dengesine sahip iyi bir beslenme, yara
iyilesmesini kolaylagtirir (82, 83). Fibroblast proliferasyonu, kolajen sentezi, yaranin
yeniden sekillenmesi gibi yara iyilesmesini etkileyen faktorler i¢cin beslenme tipinin
ozellikle proteince zengin olmasi dnemlidir. Protein eksikligi, sonugta azalmis lokosit
fagositoz ve enfeksiyona karsi duyarliligin artmasi ile bagisiklik sistemini de etkiler (60).
Kolajen sentezi, lizin ve prolin hidroksilasyonunu, demir ve C vitamini gibi ortak faktorleri
gerektirir. Yara iyilesmesi bozuklugu, bu es faktorlerin herhangi birindeki eksikliklerden
kaynaklanabilir (19). Glutamin, plazmada en bol bulunan amino asittir ve fibroblastlar,
lenfositler, epitel hiicreleri ve makrofajlar gibi hizli ¢ogalan hiicreler i¢in ana metabolik
enerji kaynagidir. Glutamin, yara iyilesmesinde erken déonemde ortaya ¢ikan inflamatuvar

immiin yanitin uyarilmasinda ¢ok 6nemli bir role sahiptir (19, 82).

Beslenme igeriginde lipdlerin bulunmasi yara iyilesmesi ve doku onariminda
olduk¢a Onemlidir. Omega-3 yag asitlerinin yara iyilesmesi tizerindeki etkileri kesin
olmamakla beraber, proinflamatuvar sitokin {retimini, hiicre metabolizmasini, gen
ekspresyonunu ve yara bolgelerindeki anjiyogenezi etkileyerek yara iyilesmesine katki

sagladiklar diisiiniilmektedir (84, 85).

C, A ve E vitaminleri giiglii antioksidan ve antiinflamatuvar etkilere sahiptir. C
vitamini eksikligi, kolajen sentezinin azalmasina, bagisiklik tepkisinin bozulmasina ve yara
enfeksiyonuna duyarliligin artmasina neden olur (19, 82). Benzer sekilde, A vitamini
eksikligi, yara iyilesmesine engel olur. Antioksidan aktivite, artan fibroblast
proliferasyonu, hiicresel farklilasmasi ile proliferasyonun modiilasyonu, artan

kolajen/hiyaliironat sentezi ve azalmig MMP’li ECM degradasyonu; A vitamininin
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biyolojik 6zelliklerindendir (60). Bir antioksidan olan E vitamini, oksidasyon ile tahribata

kars1 koruma saglayarak hiicresel membran biitiinliigiinii korur ve dengeler.

Uygun bir yara iyilesmesi igin 6zellikle magnezyum, bakir, ¢inko ve demir gibi
cesitli mikro besin 6geleri 6nemlidir. Protein ve kolajen sentezinde gorevli ¢ogu enzimin
kofaktorii magnezyumdur. Bakir, SOD ve sitokrom oksidazin kofaktorii olarak gorev
yapar. Riboniikleik asit (RNA) ve deoksiribo niikleik asit (DNA) polimeraz i¢in yardimci
faktor olarak ¢inko islev goriir. Kolajen iiretimi, prolin ve lisinin hidroksilasyonu igin

demir gereklidir (19, 82, 83).

llaclar: Glukokortikoid stereoidler, antiinflamatuvar etkiler yoluyla fibroblast
proliferasyonunu ve kolajen sentezini baskilamaktadir. Ibuprofen gibi steroidal olmayan
antiinflamatuvar ilaglarin yara iyilesmesi {izerinde antiproliferatif etki goOstererek,
fibroblast sayisinin azalmasina, gecikmis epitelizasyona ve bozulmus anjiyogeneze neden
oldugu bilinmektedir. Kemoterapotik ilaglar yaranin igine hiicre goclinii geciktirme,
fibroblastlarin ¢gogalmasini engelleme ve yaralarin biiziismesini 6nleme gibi yollarla yara

iyilesmesini geciktirebilir (60).
2.3.3. Yara lyilesmesinin Ol¢iilmesi
2.3.3.1. In vitro Yontemler

Hiicre kiiltiirti uygulamalari ile yara iyilesmesi siiregleri in vitro olarak olgiilebilir.
Bu siiregte fibroblast, keratinosit ve endotel hiicreleri kilit hiicrelerdir ve uygun kitler ile
yara iyilesmesi degerlendirilebilir. Fibroblast kiiltlir testi ve keratinosit kiiltiir testi yara

iyilesmesinin incelenmesi i¢in en ¢ok uygulanan hiicre kiiltiirii yontemlerindendir (86).

Cildin en 6nemli yap1 taslarindan biri olan kolajen, bag dokusu, sa¢ ve tirnaklarin
ana bilesenidir. Elastaz, cildin elastikiyetinden, kuvvetinden sorumludur. Kolajen ile
elastaz bag dokusunun mekanik ozelliklerini belirler. Hyaluronik asit, cildin nemini,
yapisini ve elastikiyetini korumada rol oynar. Ayni zamanda besinlerin ve atik triinlerin

degisimini kolaylastirir ve hizli doku proliferasyonu, rejenerasyonu ve onarimi ile ilgilidir
(87).

Hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz enzimleri, matriks metaloproteinaz ailesinden
olup dokularin yeniden sekillenmesinde ve onariminda Onemli bir rol oynarlar. Bu
enzimler, yaralarin yeniden epitelizasyonu i¢in gerekli olan ECM’in yikiminin ve

birikiminin diizenlenmesinde goérev alir. Hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz enzimlerinin

25



inhibitor  etkilerinin  incelenmesi, yara iyilegsmesinin Olgiilmesi i¢in  Snemli

parametrelerdendir (88, 89).
2.3.3.2. In vivo Yontemler

Yara iyilesmesinin belirlenmesi amaci ile in vivo yontemlerde fare, sigan, kobay ve
tavsan gibi deney hayvanlari tercih edilir. Cilinkii, bu deney hayvanlarinin yara iyilesmesi
hizlidir ve beslenme ihtiyaglart az, temini ucuz ve kolaydir. Yara iyilesmesi deneylerinde,
hayvanlar tizerinde insizyon, eksizyon, yanik ve Olii alan yara modelleri olusturulabilir.
Olusturulan yaralar tizerine bazi1 bitki ekstrelerinden ve etken maddelerden hazirlanan
merhem uygulamasi yapilarak, bu 6rneklerin yara iyilestirme 6zelligi belirlenebilir. Yara
alanindaki kiigiilme gozlenerek ve yara kontraksiyonu hesaplanarak yara iyilesmesi
degerlendirilir (89, 90).

2.3.3.3. Histopatalojik Yontemler

Deney hayvanlarindan 6rnek alindiktan sonra yara dokulart %10’luk formalin ile
fiksasyon islemine tabi tutulur. Doku takibi islemlerini takiben dokular parafine gomiiliirek
ince kesitler alinir. Bu kesitler, Hematoksilen-eozin boyasi kullanilarak boyama islemi
tamamlanir. Mikroskop altinda inceleme yapilarak yara dokusunun iyilesmesi siiregleri ile

ilgili bilgiler edinilir (89-91).
2.3.3.4. Biyokimyasal Yontemler

Yara iyilesmesinin incelenmesi i¢in deney hayvanlarindan alinmis Ornekler
kullanilarak antioksidan, antiinflamatuvar, kolajen bag dokunun saptanmasi, DNA ve

toplam protein analizleri gibi biyokimyasal yontemler uygulanabilir (90-92).
2.3.4. Antioksidan Aktivite
2.3.4.1. Serbest Radikaller

Bir atomik orbitalde eslesmemis bir elektron iceren, kararsiz yapida ve oldukca
reaktif atom, molekiil ve iyonlar serbest radikal olarak tanimlanmaktadir (90, 93). Hiicresel
faaliyetler sonucu veya UV, X, gama 1sinlari, radyasyon, pestisitler, hava kirliligi gibi dis
etmenlerin araciligiyla olusan serbest radikaller diger molekiilerle c¢esitli sekillerde
reaksiyona girebilirler. Iki radikal bir araya gelerek eslesmemis elektronlarimi paylasarak
kovalent bir bag olusturabilir. Bir radikal, eslesmemis elektronunu baska bir molekiile

aktararak veya elektronunu eslemek igin baska bir molekiilden elektron alarak bir dizi
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zincirleme reaksiyonu baslatabilme 6zelligine sahiptir (94). Canli organizmalar tarafindan
tiretilen ROT, reaktif azot tiirleri (RNT) ve reaktif kiikiirt tiirleri (RST) gibi serbest
radikaller, lipitler, proteinler, karbohidratlar ve DNA gibi hiicre bilesenlerinde oksidatif
hasara neden olurlar (90, 93, 95, 96). Oksidan/antioksidan arasindaki dengenin oksidanlar
lehine degismesi ile “oksidatif stres” olusur. Akut solunum sikintisi sendromu, astim,
ateroskleroz, diyabet, hipertansiyon, iskemi/perfiizyon, kanser, kronik obstriiktif akciger
hastaligt ve norolojik bozukluklar gibi birgok patolojik durum oksidatif stres ile
iliskilendirilebilir (Sekil 3) (95, 97, 98).

Hiicresel Faalivetler: Dis etmenler:
Solunumsal patlama UV, X ve gamma smlan
Otooksidasyon reaksiyonlart — Serbest Radikal Uretimi Radyasyon
Enzim reaksiyonlar: Pestisitler
Mitokondriyal sizmnt1 \[ Cevre kirliligi
O: ° }130:
OH-
Lipid peroksidasyonu Protein, karbohidrat hasari DNA hasan

\ | /

Doku hasan

Sekil 3. Baslica serbest radikal kaynaklar1 ve serbest radikal hasarinin sonuglari

ROT, normal hiicresel metabolizmanin bir sonucu olarak molekiiler oksijenden
tiretilir. H,O,, hidroksil radikali (OHe), singlet oksijen (102) ve sliperoksit radikali (O;")
fizyolojik Oneme sahip ROT’e ornektir (99, 100). Diisik ROT seviyeleri, protein
fosforilasyonu, transkripsiyon faktorii aktivasyonu, hiicre farklilagmasi, apoptoz, hiicre
bagisikligi, kardiyak ve vaskiiler hiicre isleyisinin diizenlenmesinde ikincil haberciler gibi
cesitli fizyolojik siiregler icin gereklidir. Ancak, ROT’nin asir1 miktarda artmasi ¢ogu

hastaligin baglamasinda ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (100,101).

Hiicre sinyallemesinde merkezi bir role sahip olan nitrik oksit radikali (NOe¢) ana
RNT’diir. NO metabolizmasi ve reaktivitesi, peroksinitrit (ONOO"), azot dioksit (NOae),
diazot trioksit (N,O3) ve diazot tetroksit (N,O4) olmak tizere birgok baska RNT olusumuna
yol agar (102). Disiilfid-S-oksitleri, siilfenik asitleri ve tiyil radikallerini iceren RST, hiicre
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icinde kendi 6zel hedefleri ve redoks doniisiim yollari ile oksidatif hasara neden olabilirler

(102, 103).
2.3.4.2. Antioksidanlar

Reaksiyona girme kabiliyetleri ¢ok fazla olan radikaller, neredeyse tiim
hiicrelerdeki bilesenlere hasar verebilir. Hiicresel bilesenleri serbest radikal kaynakli
hasarlardan korumak i¢in hem endojen hem de eksojen kapsamli bir antioksidan savunma
yelpazesi mevcuttur. Bir antioksidan, bir serbest radikale bir elektron vererek, onu
notralize edecek kadar kararli bir molekiildiir. Bu antioksidanlar, temel olarak serbest
radikal temizleme Ozellikleri sayesinde hiicresel hasar1 geciktirebilir veya inhibe edebilir
(93, 96).

Antioksidanlar, endojen (enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar) ve
eksojen antioksidanlar olarak siniflandirilabilirler. Endojen antioksidan hiicresel savunma
sistemi, serbest radikallerin ve metabolitlerinin iiretimini diizenleyerek biyolojik sistemleri
oksidatif hasardan korumada anahtar rol oynar. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan enzimler
serbest radikal hasarini en aza indirger (100, 104, 105, 106).

Siiperoksit dismutazlar (SOD’lar), katalitik olarak siiperoksit radikalini (O;")
oksijene (O,) ve H,0;’e doniistiirmek igin islev goren metal kofaktor temelli enzimlerdir
(100, 107). Tim SOD’lar, aktif bolgelerinde Fe, Mn veya Cu gibi bir gegis serisi metaline
sahiptir. Manganez SOD formu bakterilerde, demir SOD formu bakterilerde ve bazi bitki
tirlerinde, bakir-¢inko SOD formu bitkilerde, hayvanlarda ve mantarlarda bulunmaktadir.
Ayrica, Okaryotlarda mitokondriyal bir enzim olarak mangenez SOD, bazi bakteri

tiirlerinde membrana bagl bir bakir-¢inko SOD enzimi mevcuttur (108).

SOD’lar viicutta oksidatif strese karsi ¢ok Onemli bir antioksidan savunma
olusturur. SOD, ciltte serbest radikal hasarini azaltarak kirisikliklari, ince cizgileri ve
yaglilik lekelerini 6nleme 6zelliginden dolayr yaslanmay1 geciktirici bir bilesendir. SOD,
kozmetik ve kisisel bakim triinlerinde antioksidan olarak kullanilir. SOD’lar, kanser,
iskemi, inflamatuvar hastaliklar ve norodejeneratif hastaliklar gibi birgok saglik sorununda
terapotik bir ajan gorevi gorebilir. Ayrica SOD, yara dokusunu yumusatarak yara

iyilesmesine yardimci olur (109).
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Katalaz (CAT), O, ve H,0 olusturacak sekilde H,O,’nin bozulmasini katalize eden
hem igeren peroksizomal bir enzimdir (100, 110). Tipik katalazlar veya tek islevli memeli
tipi katalazlar, iki islevli katalaz-peroksidazlar ve yalanci (psod6) katalazlar olmak iizere
ii¢ tiir katalaz mevcuttur. Memeli tipi katalazlar genellikle hayvanlarda, bitkilerde,
mantarlarda ve bakterilerde bulunur ve bu tiir katalazlar, az miktarda peroksidaz etkinligi
gosterir. ki islevli katalaz-peroksidazlar, bakteri ve mantarlardan izole edilmistir. Hem
iceren bu katalazlar ¢ift islevlidir, hem katalaz hem de peroksidaz goérevi goriir ve hidrojen
vericisi olarak ¢esitli organik maddeler kullanabilir. Ugiincii grup olan Hem olmayan
katalazlar, bazi bakteri tiirlerinde bulunur. Bu tiir katalazlarda aktivite bir Hem grubundan
ziyade manganezce zengin bir reaksiyon merkezinden tiiretilir, bu nedenle yalanci
katalazlar olarak adlandirilirlar. (100, 111).

CAT, inflamasyon, mutagenez, apoptozun onlenmesinde onemli bir faktordiir.
CAT, onemli oksijen konsantrasyonlarina maruz kalan insan eritrositlerinde H,0, nin

zararli etkilerine kars1 hemoglobini korumada oldukg¢a 6nemlidir (112).

Glutatyon peroksidaz (GPx), H,O, veya organik hidroperoksitlerin suya veya
karsilik gelen alkollere indirgenmesini, bir elektron vericisi olarak indirgenmis glutatyon
(GSH) kullanarak katalize eden c¢oklu izozimler ailesindendir (113, 114). Memeli
dokularinda selenyuma bagimli doért GPX izozimi bulunmaktadir ve enzim aktif bolgesi
dort protein alt biriminden olusur. GPx1 sitozolde, ¢ekirdekte ve mitokondride, GPx2
sitozolde ve ¢ekirdekte, GPx3 sitozolde (bir protein) ve membrana bagli GPx4 cekirdekte,
sitozolde, mitokondride konumlanmistir (100, 113, 114). Memelilerde tanimlanan diger iki
izozim, GPx5 ve GPx6, GPx3 ile yakindan iliskilidir. Bununla birlikte, GPx5 aktif bolgede
selenosistein igermez ve epididimden salgilanir. GPx6 insanlarda ve domuzlarda
tanimlanmistir ve koku alma epitelinde bulunan selenyum bagimlh bir GPx’tir (113, 114).
GPx-1, kanser ve kardiyovaskiiler hastalik dahil olmak {izere bir¢cok hastalifin

onlenmesinde rol oynamaktadir (115).

Metabolik ve besleyici antioksidanlar olmak iizere enzimatik olmayan
antioksidanlar iki sinifta toplanabilir. Metabolik antioksidanlar, viicutta metabolizma
yoluyla tiretilen, bilirubin, glutatyon, koenzim Q10, L-ariginin, melatonin, metal selatlayici
proteinler, transferrin, tirik asit ve a-lipoik asit gibi bilesiklerdir. Besleyici antioksidanlar
ise viicutta iretilemeyen ve C vitamini, E vitamini, eser metaller (¢inko, manganez,

selenyum gibi), flavonoitler, karotenoidler, omega-3 ve omega-6 yag asitleri gibi
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besinlerden veya takviyelerden saglanmasi gereken bilesiklerdir (104, 105). Besleyici
antioksidanlar, ROT’nin detoksifikasyonunda (116) ve oksidatif stresin notralizasyonunda

onemli bir rol oynar (117).
2.3.5. Antiinflamatuvar Aktivite

Hem normal hem de patolojik yara iyilesmesinde inflamasyon 6nemli bir role
sahiptir. Yaralanmanin erken asamalarindaki akut inflamatuvar yanit, doku biiylimesi ve
onarimi i¢in gerekli olan faktorleri olusturur (118, 119). Ancak uzun siireli kronik
inflamasyon, yaranin yeniden sekillenmesini ve matriks sentezini Onleyerek, yara

kapanmasinda gecikmeye ve yara agrisinda artisa yol agarak zararli olabilir (118, 120).

Hasarli dokunun iyilegsmesinde ve zararli uyaranlarin uzaklastirilmasinda dogustan
gelen bagisiklik sistemi aktive olur. Bu zararli kosullara yanit olarak akut inflamasyon
koruyucu bir savunma hatti olusturur (119, 121). Akut inflamasyon, viicudun
enfeksiyonlardan korunmasina yardimci olur, kisa siirer ve genellikle terapotik
inflamasyon olarak kabul edilir (122). Yaralanma bolgesine tombositler ve mast
hiicrelerinin degraniilasyonu ile inflamasyon baglar. Bagisiklik hiicreleri doku hasarina
yanit olarak salinan proinflamatuvar aracilar tarafindan aktive edilir. inflamatuar yanitin
temel hiicresel bilesenleri olan 16kositlerin; hiicre gogii, proliferasyon, farklilasma ve
iyilesme yanitinin kalitesi {izerinde Onemli etkileri bulunmaktadir (119, 123). Yara
dokusundaki en belirgin 16kosit tiirleri mast hiicreleri, notrofiller, makrofajlar ve T
hiicreleridir. Erken inflamatuvar fazda, yara bolgesine notrofiller ile dolagimdaki
monositler es zamanli olarak girer ve monositler olgun makrofajlara doniisiirler.
Yaralanma sonrasi mast hiicre sayilar1 artar ve inflamasyon boyunca baskin hiicrelerdir.
Hatta, uzun yeniden sekillenme fazi sirasinda yara bolgesinde diisiik sayida yerlesik mast
hiicreleri ve makrofajlar mevcuttur (119, 124). Mast hiicreleri, ayn1 zamanda doku
homeostazinda, yeniden sekillenmesinde ve onariminda temel bir rol oynar (124). Geg
inflamatuvar fazda ise, T hiicreleri yara yataginda goriliir ve yaranin ¢oziilmesini ve
yeniden sekillenmesini etkileyebilir. Inflamasyon diizeldikge ve 16kosit sayis1 azaldikca,

yara uzun bir yeniden sekillenme ve ¢6ziilme donemine maruz kalabilir (Sekil 4).
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Sekil 4. Yara dokusunda 16kosit infiltrasyon modeli (Koh ve DiPetro’dan, 119)

Eger inflamasyon uzun bir siire devam ederse, diyabet, kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, norolojik hastaliklar, obezite ve pulmoner hastaliklar dahil olmak {izere ¢ogu
kronik hastalikla iligkili kronik inflamasyon ortaya ¢ikar (122). Kronik inflamasyonda,
akut inflamasyondan farkli olarak makrofajlar ve plazma hiicreleri agisindan zengin hiicre

infiltrasyonu gozlenir (42).
2.3.5.1. inflamasyonda Kimyasal Aracilar

Doku hasarin1 takiben olusan inflamatuvar yanit sirasinda kimyasal aracilar
salinim1 gergeklesir. Bu kimyasal aracilar, yaralanma veya enfeksiyon bolgesinde sistemik
ve lokal olarak hareket eden ¢oziinebilir, yayilabilir molekiillerdir. Eikosanoidler,
sitokinler, biiyiime faktorleri, proteazlar ve nitrik oksit inflamasyondaki kimyasal aracilar
arasinda yer alir (Tablo 3) (46, 125).
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Tablo 3. inflamasyondaki kimyasal aracilar

Hiicre tiirevli kimyasal aracilar Fonksiyonlari

Histamin Arteriyol genislemesi ve artmis vendz gegirgenlik

Serotonin Denerve dokuda  vazokonstriksiyon, saglam  dokuda
vazodilatasyon

Prostaglandinler Vazodilatasyon, ac1 algisi

Lokotrienler Lokosit adezyonu, giiglii kemoatraktan, lizozomal enzimlerin
saliimi

Sitokinler Vazodilatasyon, artmis vazopermeabilite ve fagositoz

Interlokinler Notrofillerin aktivasyonu ve kemoatraksiyonu

Plazma tiirevli kimyasal aracilar Fonksiyonlari

Bradikinin Vazodilatasyon, vaskiiler gegirgenligi artirma, diiz kas

kasilmasi ve agriya neden olma

Komplemen sistem Mast hiicreleri tarafindan histamin salinimini uyarma

Eikosanoidler: Lokotrienler (LT’ler), lipoksinler (LX’ler), prostaglandinler (PG’ler) ve
tromboksanlar (TX’lar) dahil olmak iizere eikosanoidler, esas olarak arasidonik asitten
oksidatif bir yolla iiretilen biyolojik olarak aktif molekiillerdir (46, 126). Eikosanoidler,
antikor olusumu, sitokin iiretimi, inflamasyon, hiicre proliferasyonu ve gocii gibi 6nemli
olaylarin diizenlenmesinde rol oynar. Ayni zamanda eikosanoidler, vazokonstriksiyon,
vazodilatasyon, trombosit agregasyonu, bobrek filtrasyonu, renal kan akisi gibi cesitli

fizyolojik siireglerde gorev alir (126).

Serbest arasidonik asit ve fosfolipaz A2 (PLA2) enziminin etkisiyle eikosanoidler
sentezlenebilir ve daha sonra farkli eikosanoidlere doniistiiriilebilir. Arasidonik asit,
siklooksijenaz, lipoksijenaz veya sitokrom P-450 epoksijenaz yolu ile biyolojik olarak aktif
bilesiklere doniistiiriilebilir (Sekil 5).
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Sekil 5. Eikosanoidlerin biyosentezi (Harizi ve ark., 126)

PG’ler, prostosiklinler ve TX’lar, COX-1 ve COX-2 enzimleri araciligiyla
siklooksijenaz yolu ile olusur. Prostoglandin D2 (PGD2), prostoglandin E2 (PGE2),
prostoglandin F2a (PGF2a), prostosiklin 12 (PGI2) ve TXA2 inflamasyonda 6nemli olan
eikosonaidlerdir. COX-1 renal, vaskiiler hemostazi diizenleyen ve mide mukozasini
koruma gibi reaksiyonlarda gorev alan bir enzimdir. inflamasyondaki kimyasal aracilara
yanit vermedigi diisiiniilse de, yiiksek arasidonik asit konsantrasyonlarinda PG iiretimine
katki saglayarak inflamatuvar yaniti tetikleyebilir. COX-2, 6zellikle inflamasyon esnasinda
cesitli biiylime faktorlerine, sitokinlere ve hormonlara yanit olarak hizla sentezlenen bir
enzimdir. COX-2, diisiik aragidonik asit konsantrasyonlarinda bile PG sentezler. PG’ler,
inflamasyonda agr1 ve atesin patogenezinde rol oynarlar (46, 125, 126, 127). PGD2,
vazodilatasyonda, trombosit agregasyonunun inhibisyonunda, gastrointestinal kaslarinin
gevsemesinde ve hipofiz hormonlarinin salinmasinda goérev alir. PGEZ2, intestinal,
bronsiyal ve gastroinstestinal diiz kaslarin kasilmasina, PGF2a, insanlarda miyometriyal
kasilmaya, bazi tiirlerde luteoliz ve bronkokonstriksiyona neden olur. PGI2, vasodilator ve

gliclii bir trombosit agregasyon inhibitorii olarak rol oynar. TxA2 vazokonstriksiyona,
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trombosit agregasyonuna neden olur ve TxA2 kararsiz yapida olup hizla inaktif formu olan
TxB2’ye doniisiir (46, 125).

Lipoksijenaz yolu ile 5-lipoksijenaz (5-LO), 12-lipoksijenaz (12-LO) ve 15-
lipoksijenaz  (15-LO)  dretilir.  Notrofillerde  baskin  olan  5-LO  enzimi,
hidroksieikosatetraenoik asitlere (HETE) dondstiiriildiikten sonra LT’ler iretilir. Sistein
amino asiti igeren LT’ler C4, D4 ve E4 (LTC4, LTD4 ve LTE4) yogun
vazokonstriksiyonda ve artmis vaskiiler gecirgenlikte rol oynar. Kararsiz bir bilesik olan
LTA4, LTB4’e doniisiir. LTB4, 16kositlerin topaklagsmasina ve endotelyuma yapigsmasina
sebep olur. Proinflamatuvar ve antiinflamatuvar etkisi olan LX’ler, notrofil kemotaksisini
ve adezyonunu inhibe ederken, monosit yapismasini uyarirlar. LXxA4 vazodilatasyonu

uyarirken, ayni zamanda LTC4 ile uyarilan vazokonstriksiyonun etkilerini azaltir (46,

125).
P-450 epoksijenaz yolu ile HETE’ler ve epoksitler olusur (46, 126).

Sitokinler: Sitokinler, hiicresel biiylimeyi, farklilasmayi, metabolizmay1r ve protein
sentezini kontrol ederek bagisiklik veya onarim siireglerini diizenleyen kiiclik peptitler
veya glikoproteinlerdir. TNF’ler, IL’ler, IFN’ler, kemokinler, koloni uyarici faktorler,
lenfokinler ve monokinler seklinde siniflandirlabilirler (46, 125).

TNF-a, inflamasyon, bagisiklik yanit ve apoptoza aracilik eden Onemli bir
sitokindir (128). TNF-a, 6zellikle aktive edilmis makrofajlardan olmak {izere, T hiicreleri,
keratinositler gibi diger hiicre tiplerinden iretilir (128, 129). TNF-a, inflamasyonun
baslamasindan, onarim ve rejeneratif siireglerden sorumludur. Saglikli epidermisin {ist
tabakasinda diisik diizeyde TNF-o mevcuttur. Yaralanma, enfeksiyon, UV radyasyonu
gibi durumlarda keratinositlerden TNF-a salinimi 6nemli Olgiide artar. TNF-o, sedef
hastalig1, kontakt dermatit, kutan6z T hiicreli lenfoma gibi inflamatuvar hastaliklarda ana
sitokin diizenleyici olarak gorev alir. TNF-a bagisiklik tepkilerini aktive etmek i¢in, IL-1,
IL-8, TGF-B ve hiicreler aras1 yapisma molekiilii-1 gibi ek sinyallerin {iretimini indiikler
(128).

IL’ler; lenfositler, keratinositler veya nétrofiller tarafindan iiretilen sitokinlerin bir
alt grubudur. IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8 ve IL-10 yara iyilesmesi lizerinde etkili olan
interlokinlerdendir. Bu interlokinlerin yara iyilesmesi tizeindeki rollleri Tablo 4’te
verilmistir (46). IL-1, akut ve kronik inflamasyona, onarima ve ¢6ziilmeye katilan birincil

inflamatuvar sitokindir (125). IL-1B, agri, inflamasyon ve otoimmiin durumlarla
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iliskilendirilen pro-inflamatuvar bir sitokindir. IL-1pB, hiicre yaralanmasi, enfeksiyon ve

inflamasyon esnasinda monositler, makrofajlar, fibroblastlar ve endotel hiicrelerinden

salinir (130, 131).

Tablo 4. Yara iyilesmesi boyunca 6nemli olan interlokinlerin rolleri

Yara iyilesmesi boyunca rolleri Kaynak

Atesi, adrenokortikotropik hormon salinimini uyarmak,
IL-1  TNF-a ve IFN-y’y1 artirmak, graniilositleri ve endotel
hiicrelerini aktive etmek ve hematopoezi uyarmak.

Makrofajlar, mast hiicreleri,
keratinositler, lenfositler

Makrofajlari, T hiicrelerini, dogal 6ldiirticii hiicreleri ve
lenfokinle aktive olan 6ldiiriicii hiicreleri aktive etmek,

IL-2  aktive B hiicrelerinin farklilagmasin1 uyarmak, aktive
edilmis B ve T hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarmak ve
atesi tetiklemek.

Makrofajlar, mast hiicreleri,
keratinositler, lenfositler

Erken safhada fibroblast proliferasyonunu uyarmak, geg
IL-4 safhada (72 saat sonra) sitokin ekspresyonunu Mast hiicreleri
azaltmak.

IL-1’e yanit olarak salinmak ve atesi tetiklemek, akut
faz reaktanlarinin karaciger tarafindan salinmasini Makrofajlar, mast hiicreleri,

IL-6 artrmak  ve  proliferasyon sirasinda ECM’nin  keratinositler, lenfositler
parcalanmasini engellemek.

IL-8 Notrofil yapigsmasini, kemotaksisi ile graniil salinimint  Makrofajlar, mast hiicreleri,
artirmak ve epitelizasyonu artirmak. keratinositler, lenfositler

IL-10 Erken sahfada etkisi bilinmiyor. Ge¢ sahfada (72 saat Bilinmiyor

sonra) ise sitokin ekspresyonunu azaltmak.

Interferonlarin o, P ve y olmak iizere ii¢ iiyesi bulunmaktadir. IFN-y yara
tyilesmesindeki onemli sitokinlerdendir. IFN-y, monositler tarafindan sitokin iiretimini
uyarmanin yanisira yapisma, fagositoz, sekresyon, solunum patlamasi ve nitrik oksit

tiretimi dahil olmak {izere monosit efektor fonksiyonlarda gérev alir (46).

Kemokinler; 16kositleri ¢eken, immun ve inflamatuvar reaksiyonlarda islev géren
sitokinlerdendir. Kemokinler, hem G proteinine bagli reseptorler hem de gen
ekspresyonunu etkileyen fosforilasyon kaskadlarini diizenleyen kinaza bagli reseptorler
tizerinde islev gorir (72, 125). Lenfokinler, aktive T lenfositleri; monokinler ise
mononiikleer fagositler tarafindan iiretilen sitokin siifindandirlar. Koloni uyarici faktorler

makrofajlardan salgilanan, uyarici bir yara iyilestirici etkiye sahip sitokindir (46).
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Biiyiime Faktorleri: Biiyiime faktorleri; protein iiretimini, ECM sentezini ve apoptozu

uyararak yara iyilesmesini diizenler. Protein yapisinda olan biiylime faktorleri gesitli

hiicresel siireglerin diizenlenmesinden sorumludurlar (46).

PDGF trombositler, keratinositler, makrofajlar, endotel hiicrelerden ve
fibroblastlardan {iretilir. PDGF inflamasyon, graniilasyon dokusu olusumu, yeniden
epitelizasyon, matriks olusumu ve yeniden modelleme fonksiyonlarina sahip olup, yara

iyilesmesinin her asamasinda rol oynayan énemli bir biiylime faktoridiir (43, 46, 132).

Aktif makrofajlar, trombositler, keratinositler tarafindan {retilen TGF-q,
mezenkimal, epitel ve endotelyal hiicre biiyiimesi ile endotelyal hiicre kemotaksisini
uyarir. TGF-p trombositler, makrofajlar ve lenfositler tarafindan iiretilir. TGF- fibroblast
kemotaksisini, proliferasyonunu ve monositlerin bazi biiyiime faktorlerini (PDGF, TNF-a
ve IL-1) salgilamasi i¢in uyarir. Ayni zamanda, TGF-p ECM’i diizenleme kabiliyetine

sahiptir ve yara izinin yeniden sekillenmesine katki saglar (46).

EGF’ler tikirik, idrar, sit bezlerinde, plazma ve trombositlerde bulunur. EGF
epitelyal, endotelyal ve fibroblast hiicreleri i¢in mitojenik uyarici olmanin yanisira
anjiyogenez ve kolajenaz aktivitesini uyarir. EGF, heparin bagimli-EGF ve TGF-a yara

iyilesme siireclerinde olumlu bir etki gosterir (43, 72).

Vazoaktif Aminler: Vazoaktif aminler (serotonin ve histamin) mast hiicreleri,

trombositler ve bazofiller tarafindan iretilir (125).

Histamin mast hiicreleri ve bazofillerde depolanmig L-histidin dekarboksilaz enzimi
ile olustrulan vazoaktif bir amindir. Histamin vazodilatasyon, endotel bosluk olusumunu
artiric1, anafilakside aract olma gibi islevlere sahiptir. Histamin IL-1, TNF-a gibi

sitokinlerin ve biyojenik aminlerin salinimini tetikler (125).

Triptofanin dekarboksilasyonu ile olusan ve salgt graniillerinde depolanan
serotonin, vazokonstriksiyona neden olur. Ayni1 zamanda, diiz kaz kasilmasina, trombosit

agregasyonuna, merkezi sinir sisteminin uyarilmasina ve inhibisyonuna yol agar (125).

Trombosit Aktive Eden Faktor (TAF): Hem akut hem de kronik inflamasyonda dnemli

bir araci olan TAF, oldukca diisiik konsantrasyonlarda etki olusturabilen biyolojik olarak
aktif bir lipiddir. TAF, mast hiicreleri, alveolar makrofajlar, akcigerde bulunan bazi
inflamatuvar hiicreler tarafindan firetilir. TAF vazodilatasyona, artmis vaskiiler

gecirgenlige sebep olabilir (125).
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Diger Aracilar:

Nitrik Oksit (NO): L argininin amino asitinden nitrik osit sentaz (NOS) enzimi tarafindan

olusan NO kiiclik bir radikaldir. NOS’lar iki yapisal (endotelyal ve noronal) ve bir
indiiklenebilir olmak {izere ii¢ farkli izoformda bulunur. Noronal NOS (nNOS) noéronlarda,
iskelet kasinda, pankreasta ve bobreklerde; endotelyal NOS (eNOS) ¢ogunlukla membrana
bagl endotel hiicrelerinde olmak tizere diger hiicre tiplerinde de bulunur (46, 133).
Indiiklenebilir NOS (iNOS) cesitli sitokinler, biiyiime faktdrleri ve inflamatuvar uyaranlar
tarafindan indiiklenir. INOS yapisal izoformlar tarafindan tiretilen miktarlarin tizerinde ve
yiiksek seviyelerde NO salinimina yol acar (133). Yara iyilesmesi sirasinda salgilanan ve
saliman ¢ok sayida kimyasal araci arasinda IL-1, TNF-a ve IFN-y, ve iNOS en olasi
indiikleyicileridir. NO’in birincil etkilerinin ¢ogu vazodilatasyon, antimikrobiyal aktivite,
antitrombosit etkiler, neovaskiilarizasyon ve vaskiiler gecirgenligin indiiksiyonu gibi yara

iyilesmesi ile ilgilidir (133, 134).

Hem oksijenaz (HO): Hem oksijenazlar, prooksidan Hem molekiiliinii karbon monoksit,

serbest demir ve biliverdine indirger, daha sonra bilirubine doniistiiriir (135, 136). HO-1
indiiklenebilir form, HO-2 ve HO-3 yapisal formlar1 olmak iizere {li¢ izoformu mevcuttur
(135). Proanjiyojenik, antioksidan, antiinflamatuvar, sitoprotektif &zellikleri, hiicre
proliferasyonu ve gocii tizerindeki etkisi ile HO-1, yara iyilesmesi siirecinde rol oynayan
bir enzimdir (136, 137). HO-1 adezyon molekiillerinin ekspresyonunu azaltip sitokinlerin
ve kemokinlerin indiiksiyonunu baskilayarak veya COX-2 ile sitokrom P450 gibi
proinflamatuvar hemoproteinleri inhibe edip 16kosit toplanmasini engelleyerek
inflamatuvar yanit1 diizenleyebilir (137). Ayrica, HO-1 sinyal iletim mekanizmalarinda rol
oynar ve hiicresel hemostazin siirdiiriilmesine diger enzimatik sistemlerle es zamanl

hareket eder (138).
2.3.6. Antimikrobiyal aktivite

Mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar ve bulasici hastaliklar diinya
capinda 6nde gelen 6liim nedenlerindendir. Antimikrobiyal maddelerin kesfi ile bakteriyel
enfeksiyonlardan kaynaklanan morbidite ve mortalite 6nemli Slglide azalmigtir. Fakat,
antibiyotiklerin yaygin ve yanls kullanimi ¢esitli patojenik bakterilerin direng
kazanmasina neden olmustur. Mevcut bir¢cok antibiyotigin, direngli patojenlere karsi
yetersiz kalmasi yeni antibiyotiklere olan ihtiyaci artirmistir. Bu yiizden, tibbi bitkilerden

elde edilebilecek dogal alternatif ilaglara ilgi giderek ¢ogalmaktadir (139).

37



Tibbi bitkiler, fenolik bilesikler, terpenoitler, ugucu yaglar, alkaloitler, glikozitler,
saponinler ve polipeptitler gibi antimikrobiyal 6zelliklere sahip maddeleri sentezlerler ve
bu maddeler mikroorganizmalara kars1 savunma gorevi goriir (140-142). Antimikrobiyal
maddeler, membran bozulmasi, enzim inhibisyonu, enzim inaktivasyonu, protein baglama,
distilfid koprii olusumu, DNA etkilesimi ve hiicre duvarina veya DNA’ya interkalasyon
aracilifiyla mikroorganizmalar iizerinde etki mekanizmalarin1 gosterirler. Eski ¢aglardan
beri bitkiler, bir¢cok hastaligin tedavisinde kullanilmakta ve yeni ilag iiretimi i¢in potansiyel
bir kaynak olusturmaktadir. Bitki kokenli antimikrobiyallerin, mikroorganizmalari
geleneksel antibiyotiklere gore farkli mekanizmalar yolu ile inhibe edebilmesi ve bu
nedenle direngli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanim1 a¢isindan olduk¢a dnem kazanmistir

(140, 142).
Bazi mikroorganizmalarin sebep oldugu hastaliklar asagidaki gibi 6zetlenmistir:

e Escherichia coli (Ec) septisemilere, menenjite, yara enfeksiyonlarina, ishale ve
idrar yolu iltihabina neden olan gram negatif bir bakteridir (139, 143).

o Yersinia psodotiiberkiiloz (Yp), fekal-oral yolla bulasan, tipik olarak bagirsakla
iligkili enfeksiyonlara ve nadiren Sliimciil septisemiye neden olan gram negatif
bir bakteridir (144).

e Staphylococcus aureus (Sa), septisemi, endokardit, pnémoni, yara, kemik ve
eklem enfeksiyonlar1 da dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hastaliklardan sorumlu
gram pozitif bir patojendir (145, 146).

e Enterococcus faecalis (Ef), idrar yolu enfeksiyonu, kan enfeksiyonlari,
nozokomiyal enfeksiyonlara neden olan, diyabetik ayak iilserleri ve yaniklar
dahil olmak tlizere tlim yara tiirlerinde goriilen gram pozitif bakteri tiiriidiir (147,
148).

e Bacillus cereus (Bc), gram-pozitif aerobik veya fakiiltatif anaerobik, hareketli,
spor olusturan, cubuk seklinde bir bakteridir. Bu bakteri, gastrointestinal
enfeksiyonlar, gida zehirlenmesi ve ciddi géz enfeksiyonlar ile iligkilendirilir
(149).

e Candida albicans (Ca), insanlarda deri, agiz boslugu ve yemek borusu,
gastrointestinal sistem, vajina ve damar sisteminde yaygin goriilen

kandidiyazise neden olan bir mantardir (150).
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e Kilebsiella pneumoniae, gram negatif bakteriler arasinda yer alan, idrar yolu
enfeksiyonlarina, nozokomiyal pndémoniye ve intraabdominal enfeksiyonlara
neden olan bir patojendir (139, 151).

e Proteus mirabilis, yara enfeksiyonlarina, idrar yolu enfeksiyonlarina, iilserlere,
agrili yaralara neden olan Enterobacteriaceae ailesine ait gram negatif bir
bakteridir (139, 152).

Yara bolgesinde mikroorganizmalarin varligi yara iyilesme siirecinde gecikmeye,
enfeksiyonlara ve uygun olmayan kolajen birikimine neden olabilir (145). Bir yaranin
bakteri yiikiinii azaltmak, yara iyilesmesini kolaylastirmanin yanisira lokal iltihaplanmay1
ve doku tahribatin1 azaltmak icin gereklidir. Yara enfeksiyonunun dnlenmesi ve kontrolii
icin ideal bir ajan, patojenleri dogrudan yok etmeli ve ayn1 zamanda immiin aktiviteyi de
uyarmalidir (118). Mikroorganizmalar viicuda yaralardan girdiklerinde viicudun
derinlerine girerek koloni olusturabilirler ve bu durum dogal iyilesme siiresini uzatabilir.
Ayni1 zamanda, yara iyilesmesinin inflamatuvar asamasii uzatir. Olusan enfeksiyonlar,
yara bolgesindeki pihtilasma mekanizmasinin bozulmasina neden olarak anjiyogenez
stirecini geciktirebilir. Saglikli bir yara iyilesmesi i¢in bu enfeksiyonlarin tedavi edilmesi

oldukga 6nemlidir (145, 153).
2.3.7. Enzim Aktivitesi

Enzimler, yasamin tiim siireglerinde hayati dneme sahip, kimyasal doniigiim i¢in
gerekli olan biyomolekiillerdir (154, 155). Tiim metabolik siire¢leri hizlandiran ve belirli
bir gorevi yerine getiren enzimler, kimyasal reaksiyonlarin hizlarimi artirmada oldukca
etkili katalizorlerdir. Teknolojik gelismeler ile enzimlerin farkli endiistriyel ve terapotik
amaglarla kullanimin1 giderek yaygilagsmaktadir (155). Hiicrelerin biyokimyasal
fonksiyonlarmi yerine getirebilmeleri i¢in enzimlere ihtiya¢ vardir, bu nedenle enzim
yoniinden zengin yiyecek tiiketimi de hastaliklarin 6nlenmesinde olduk¢a Onemlidir.
Viicudun tek bir hiicreden olgun bir organizmaya biiylimesini diizenlemek, viicudun
ihtiyaclarmi karsilamak i¢in yiyecekleri enerjiye doniistiirmek ve hiicrenin igindeki belirli

maddeleri parcalamak veya olusturmak enzimlerin 6nemli islevlerinden bazilaridir (156).

Enzim aktivitesini azaltan molekiillere inhibitér denir ve enzim inhibitorleri, saglik
alaninda, herbisitler ve bocek ilaci gibi farmasotik ajanlar olarak kullanilabilir. Tersinir ve
tersinmez inhibitorler olarak iki grubta incelenirler. Tersinir inhibitorler, enzim yiizeyinin

cesitli parcalariyla kovalent olmayan etkilesimler olustururken; tersinmez inhibitorler,
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giicliit kovalent baglar olusturarak enzim yiizeyindeki farkli fonksiyonel gruplarla
etkilesime girer (157).

2.3.7.1. Kolajenaz Enzim Aktivitesi

Insan derisindeki en énemli yapisal proteinlerden biri olan kolajen, derinin gerilme
mukavemetinden sorumludur (158, 159). Kolajen deride, tendonlarda, kikirdakta,
kemiklerde, dislerde ve korneada baskin bilesendir (160, 161). Kolajen ii¢ paralel
polipeptit zinciri iceren ii¢lii sarmal yapida ¢ubuk benzeri bir molekiildiir. Uglii sarmal,
zincirler aras1 hidrojen bag1 ve molekiiller arasi ¢apraz baglantilar ile kararli bir yapidadir
(160). Kolajen lifleri, fibroblastlar tarafindan {iretilir ve hiicre seklinin farklilagsmasinin
kontroliinde, gogiinde, bir dizi proteinin sentezinde, pigmentasyon, ciltteki kirigiklik
degisikliklerinde rol oynar (158, 161). Ayrica kolajen cerrahi dikisler, kozmetikler, yara

iyilesmesi ve deri yapimi gibi alanlarda tercih edilen 6nemli bir biyomateryaldir (161).

Kolajenazlar, MMP ailesinden, transmembran ¢inko endopeptitaz enzimlerindendir
(158, 159). MMP-1, MMP-8, MMP-13 ve MMP-18 olmak {izere 4 tip kolajenaz bulunur
ve fizyolojik pH, sicaklik ve iyonik gii¢ kosullar1 altinda fibriller formdaki kolajen
molekiillerinin sarmal bdolgelerini hidroliz ederler (160-162). Kolajenazlar, kolajen ve
elastin liflerini sindirebilir ve gelisim sirasinda doku yeniden sekillenmesi, doku
homeostazi, yara iyilesmesi ve timor hiicrelerinin yayilmasi gibi birgok siiregte gérev
alirlar (159, 160, 163). MMP-1 iki tip kolajenin (11 ve Ill), MMP-13 ve MMP-18, ¢esitli
fizyolojik kosullar altinda dort tip kolajeninin (I, II, IIT ve IV) tgli sarmal bolgeleri
hidrolizleme yetenegine sahiptirler. MMP-8, tip | kolajeni MMP-1 veya MMP-13’ten ii¢
kat daha giiclii bir sekilde parcalayabilir. Kolajen kii¢iik parcalar haline getirildikten sonra,
sarmal olmayan bolgeleri pepsin, tripsin, kimotripsin gibi enzimler araciliiyla bozunabilir

(162).

Bakterilerden elde edilen kolajenazlar, memeli kolajenazlarma gore daha genis
substrat ozgiilligii sergiler. Clostridium histolyticum bakteriyel kolajenazdir ve hiicre
izolasyonunda, yara iyilesmesinde ve yara debrimaninda yaygin olarak kullanilmaktadir
(162, 164). C. histolyticum olmak ftizere gesitli mikrobiyal kolajenazlar, her bir kolajen
polipeptit zincirini birden ¢ok bolgeye ayrabilir. Ayrica, rekombinant bakteriyel
kolajenazlar, hem suda ¢6ziinmeyen dogal kolajenleri hem de suda ¢oziintir denatiire
kolajenleri hidrolize edebilir (162).
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Yaniklarin, yara iyilesmesinin ve diger bazi hastaliklarin tedavisinde kolajenazlar
tercih edilmektedir. Yara iyilesme siirecinde, kolajenazlar dermal hiicrelerin
proliferasyonuna, anjiyogenezine ve gogiine neden olarak iyilesme siirecine katki saglar.
Ustelik kolajenazlar, yara bolgesindeki nekrotik dokular1 yok ederken saglikli dokulara
zarar vermez. Kolajenazlar kismi tabakali yanik yaralarinda oldukga etkilidir (162, 165,
166).

Bitkilerden elde edilen sekonder metabolitlerin (fenolik asitler, flavonoitler,
terponoidler gibi) antikolajenaz aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (158, 161, 167).
Genistein, kersetin, nobiletin, baicalein gibi bazi flavonoitler MMP-1 ekspresyonunu
regiile eder (167-169). Ayrica bazi topikal olarak kullanilan flavonoitler, kolajen
bozulmasina karsi koruma gorevi goriir. Flavonoitler, dermal dokunun tahribatinin
azalmasina ve iltihapli veya fotoyaslanmis deri hasarmmin azalmasina katki saglayabilir
(167, 170). Aloe jelin bileseni olan aloin flavonoiti, katesin ve epigallokatesin gallatin
(EGCG) gibi yesil ¢ay polifenollerinin ve Trabzon hurmasi yapragindan izole edilen
polifenollerin kolajenaz inhibe edici etkileri vardir (158, 161, 171, 172).

2.3.7.2. Tirozianaz Enzim Aktivitesi

Melanin, dermisin bazal tabakasinda yer alan melanosit hiicreleri tarafindan
salgilanan pigmetin ana bilesenidir. Melanosit hiicreleri endokrin, immiin, inflamatuvar ve
merkezi sinir sistemleri ile etkilesim halindedir. Melanin, ROT ni ortadan kaldirarak deriyi
ultraviyole hasardan korumakla beraber, toksik ila¢ ve kimyasallar1 temizleme gibi deri

homeostazinda gorev yapar (173, 174).

Tirozinaz melanin sentezi igin anahtar enzim olup, L-tirozinin L-3,4-
dihidroksifenilalanine (L-DOPA) ortohidroksilasyonu ile reaksiyon baglar ve L-DOPA’nin
dopakinona oksidasyonu ile melanin sentezlenir (174-176). Bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar gibi pek ¢ok organizmada yaygin olarak bulunan tirozinaz, bakir iceren
polifenol oksidaz enzimidir (173, 175, 176, 177). Tirozinaz, monofenollerin o-difenollere
hidroksilasyonunu (monofenolaz aktivitesi) ve o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonunu
(difenolaz  aktivitesi) Kkatalize eder (175, 177, 178). Tirozinaz hayvanlarda
melanizasyondan, bitkilerde kahverengilesmeden sorumludur (175). Yashlik lekeleri,
kirigiklik olusumu, kotli huylu melanom gibi cilt hasar1 melaninin asir1 bir sekilde
birikiminden kaynaklanabilir. Ayrica, fenolik asitlerin oksidasyonu sonucu meyve ve

sebzelerde olan kahverengilesme, gida pazar degeri agisindan da istenmeyen bir durumdur
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(176, 178, 179). Bitkisel iriinlerde meydana gelen kararmalarin esas nedeni, fenollerin
tirozinazlar tarafindan enzimatik oksidasyona ugratilmalaridir. Bu durum, esansiyel amino
asitlerin yok olmasi, beslenme kalitesinin bozulmasi ve toksik bilesiklerin olusumu ile
sonuglanabilir (180). Bu tiir istenmeyen kararmalar, dermatolojik bozukluklar endise

olusturmakta ve giiclii tirozinaz inhibitorlerine ihtiyaci artirmaktadir.

Tirozinaz inhibitorleri kozmetik, tibbi iiriinler ve gida endiistrilerinde biiylik 6neme
sahiptirler. Tirozinaz inhibitorlerinin, pigmentasyon ile baglantili bazi dermatolojik
bozukluklar1 tedavi etmek igin, glines yanig1 sonrasinda pigment gidermek i¢in ve gida
endiistrisinde koruyucu olarak kullanimi mevcuttur. Ayrica, yara iyilesmesinde ve bocek
zararlilarinin kontroliinde tirozinaz inhibitorlerinin 6nemli etkileri goriilmiistiir (173, 176,

177, 178).

Dogal kaynaklardan elde edilen tirozinaz ihibitorleri, monofenolaz, difenolaz veya
her iki aktiviteyi birden inhibe edebilirler. Zengin biyoaktif kimyasal iceriklere sahip
bitkiler ve mantarlardan ¢esitli tirozinaz inhibitorleri tiretilmistir. Bu tirozinaz inhibitorleri,
bircok cilt rahatsizliklarinin giderilmesinde, pigmentasyon bozuluklarinin 6nlenmesinde ve
gida Kkalitesinin iyilestirilmesinde etkili olmustur (176, 180). Bitki ekstrelerinden,
mantarlardan elde edilen bilesiklerin tirozinaz inhibitorii olarak arastirilmasi olduk¢a 6nem

arz etmektedir (179).

Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler, flavonoitler, aldehitler ve tiirevleri tirozinaz
inhibitori olarak kullanilmaktadir (173, 180). Anisik asit, benzoik asit, p-benzoik asit, p-
kumarik asit, sinnamik asit, p-metoksisinnamik asit gibi fenolik bilesikler tirozinaz
inhibitori olarak hareket eder ve hem monofenolaz hem de o-difenolaz aktivitesini inhibe
ederler (181). Luteolin 4’-O-glukozit, luteolin 7-O-glukozit, kersetin, kemferol ve galangin
gibi giiglii tirozinaz inhibitorleri olan flavonoitler ¢esitli bitkilerden izole edilmistir (178,
180, 182, 183). Gida endiistrisinde katki maddesi olarak kullanilan gallik asit ve tiirevleri
de giiglii tirozinaz inhibitdrleri olarak tanimlanmistir (180, 183). Anisaldehit, kiiminaldehit,
trans sinnamaldehit ve benzaldehit tiirevleri bitkilerden elde edilen tirozinaz

inhibitorlerindendir (180, 184, 185).

En bilinen tirozinaz inhibitorii olan kojik asit mantar kokenli olup, cilt beyazlatma
ve tilylenme Onleyici ajan olarak kullanilmaktadir (178, 183, 185). Mantar kaynakli

tirozinaz inhitorlerinden azelaik asit, anormal melanosit hiicreleri tizerinde de sitotoksik
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etki gosterir (183, 186, 187). Bir baska mantar kokenli tirozinaz inhibitori
metallotiyonindir (180, 183).

2.3.8. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), DNA’nin in vitro replikasyonu igin hizli ve
giiclii bir tekniktir (188, 189). PCR ile az miktarda DNA molekiilii iistel olarak birgok kez
cogaltilabilir. PCR tibbi, molekiiler biyoloji arastirma laboratuvarlarinda, kalitsal ve
bulasic1 hastaliklarin teshisinde, genlerin klonlanmasinda, adli vakalarda yaygin olarak
tercih edilen 6nemli bir yontemdir (190, 191). PCR yonteminin ger¢eklesebilmesi i¢in bazi
temel bilesenlere ihtiyag vardir (191, 192):

e Kalip DNA: Ana kalip gorevi gorecek DNA, cogaltilacak bolgeyi iizerinde
tagityan genomik, plazmid DNA’dir.

e Primerler: DNA dizilerinin baglangicina ve sonuna eklenebilen yaklasik 15-50
niikleotidden olusan kisa, yapay DNA zincirleridir.

e Taq DNA polimeraz: DNA polimerazlardan PCR yonteminde en yaygin
olarak kullanilan1 Thermus aquaticus’tan elde edilen Taq DNA polimeraz’dir.

e Niikleotitler: Son reaksiyon karigimindaki her bir dNTP’nin konsantrasyonu
genellikle 200 uM civarinda olmalidir ve her bir ANTP’nin (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) konsantrasyonlar: esit olmalidir.

e Tampon ¢ozelti: PCR i¢in uygun pH, iyonik siddeti igeren karigimdir.

. Mgz+ iyonu: Enzim aktivitesine, primerin baglanabilmesine, DNA erime 1sisina

etki eden kofaktordiir (189, 191, 192, 193).

PCR siireci, yirmi ila otuz bes dongiiden olusan bir diziden olusur. Her bir dizi ise
iic adimdan olusur (Sekil 6). Ilk adimda, yaklasik 92-95 °C sicaklikta, cogaltilacak DNA
denatiirasyona ugrar, yani ¢ift zincirli DNA tek zincirli hale getirilir. ikinci adimda,
sicaklik dustirtilerek (37-65 °C) primerlerin tek zincirli DNA’ya baglanmasi saglanir.
Ugiincii adimda, DNA Taq polimeraz enzimi sicaklik ile niikleotitleri 5' ucundan 3' ucuna
dogru ekler ve primerlerin uzamasi saglanir. Boylece, hedef DNA’nin iki zincirli kopyast

elde edilmis olur (190, 193, 194).
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Sekil 6. PCR basamaklari (Garibyan ve Avashia’dan, 194)

RT PCR ile ¢ok kiiciik miktardaki bir 6rnekteki belirli niikleik asit dizilerini kesin
olarak ayirt etmeyi ve miktarini Olgcmeyi saglayan hizli, spesifik ve c¢ok hassas bir
yontemdir (Sekil 7). RT PCR’1n klasik PCR’dan en 6nemli farki, her dongiide amplifiye
PCR iirliniiniin 6l¢iimiidiir. RT PCR yonteminde, PCR 6rnegi bir floresan sinyali olusturur
ve bir video kamera ile DNA birikimi gorsellestirilip kaydedilir (195, 196). Ayrica bu
yontem ile mRNA seviyeleri biiylik hassasiyet ve kesinlik ile degerlendirilebilir. DNA
polimerazlar DNA’y1 kalip olarak kullanirken, RNA’y1 ayn1 sekilde ¢ogaltma yetenegine
sahip degillerdir. Bu yiizden mRNA seviyelerini belirlemek i¢in, RNA’y1 tamamlayict
DNA (cDNA)’ya doniistiirmek gerekir. Ters transkriptaz enzimleri, retroviriisler tarafindan

viral RNA’dan ¢cDNA iiretmek i¢in kullanilir (196, 197).

RT PCR’1n tespiti i¢in, etidyum bromiir veya SYBR Green I gibi DNA baglayici
boyalar ve hidroliz problar1 (5-niikleaz problari), hibridizasyon problari, peptid niikleik asit
151kl1 problar gibi 6zel floresan problar kullanilabilir. Reaksiyon ortaminda ¢ift sarmalli
DNA miktar1 ne kadar fazla ise, boyalar veya problar DNA’ya baglanir ve yayilan floresan
sinyali miktar1 o kadar fazla olur. Bdylece, reaksiyon ortamindaki DNA amplifikasyonu

o6l¢tilmiis olur (195-197).
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RNA izolasyonu

Ters transkriptaz
Tampon
Nakleotitler
Primerler

Tag DNA polimeraz

cDNA sentezi

Tampo
RTPCRile cDNA | (2 POn
. il Nukleotitier
miktan olgimu .
Primerler

Mg
arunu

Sekil 7. RT PCR basamaklari

2.3.3.6. Yiiksek Performansh Sivi Kromataografisi (YPSK)

Kromatografi, molekiillerin yapilar1 veya bilesimlerindeki farkliliklarma gore
ayrimin gerceklestigi bir yontem olup, ¢esitli maddelerin sabit bir fazda sistem icinde,
hareketli bir faz yardimi ile hareket ettirilmesi esasina dayanir. Bir numunedeki molekiiller,
farkli afinitelere ve etkilesimlere sahip olmalar1 nedeniyle kolon iginde hareket ederken
farkli bilesikler birbirinden ayrilabilirler (198-200). Kromatografik yontemler uygulanma

bicimine gore diizlemsel ve kolon kromatografisi olarak ikiye ayrilabilir:

Kagit kromatografisi

\ h’lce tabaka kromatograﬁsi

Yiiksek performansli siv1 kromatografisi

Diizlemsel kromatografi

Kolon kromatografisi

Gaz koromatografisi
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YPSK, ¢ozelti i¢inde ¢oziilmiis bilesikleri ayirmak ve miktarini belirlemek igin
kullanilan bir tiir sivi kromatografi tiirtidiir. Bir YPSK cihazi, esas olarak detektor,

enjektor, kaydedici, kolon ve pompadan olusur (Sekil 8).

Kanstma Pompa Emektor Dedektor

P

Kolon f . _—

1 n +H
paltag ‘ TH
fh‘! Kavdedici
= N

LN\
. —_————
\»]

Cozict hazmelen

Sekil 8. Bir YPSK cihazinin gosterimi (H61’den, 199)

Genel olarak, YPSK ayrimlari, C18 ters fazli kolonlara ve ikili bir ¢6ziicii gradiyent
sistemine dayanir. Hareketli faz olarak, asetik asit, asetonitril veya metanol gibi organik
¢oziicliler yaygin bir sekilde tercih edilir (201). Normal fazli YPSK i¢in ¢oziicii genellikle
apolar iken, ters fazli YPSK’de ise ¢oziicli su ve polar bir organik ¢oziicii karigimidir.
Bilesenlerin ayrilmasini hareketli fazin tipi, bilesimi ve kullanilan ¢6ziicii etkiler. Mobil
faz1 dolgulu sabit fazdan gegirmek i¢in yliksek basingli pompalara ihtiyag vardir. Ayrica,
pompa basincinin tekrarlanabilirlik ve dogruluk ic¢in sabit tutulmasi gerekir. Kolonlar,
farkli uzunluklarda, parcacik boyutlarinda ve dolgu malzemelerini igerecek sekilde tiretilir.
Farkl1 ayirma tiirleri i¢in farkli kolon boyutlar1 ve farkli dolgu malzemeleri ve akis hizlar
kullanilabilir. YPSK ayrimlar1 i¢in en yaygin kullanilan dolgu malzemesi silika bazlidir.
Yiiksek basingla kolondan hareketli faz sayesinde ayrilan bilesenler, kolondan farkli
siirelerde ayrilirlar ve dedektor tarafindan elektronik sinyal olarak ol¢iiliirler. Dedektoriin
yanit1 bir bilgisayar yardimi ile okunur ve yorumlanmasi i¢in bir kromatograma

doniistiiriiliir (183, 198).

Bitkisel kokenli gidalarda fenolik ve flavonoit bilesikler bolca bulunur ve bu
bilesikler etkili antioksidanlardandir. Fenolik bilesikler antibakteriyel, antiviral,

antikarsinojenik, antiinflamatuvar ve vazodilator aktivitelere sahiptirler. Flavonoitler,
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antioksidan 6zelliklerinden otiirli hiicrelerin yaglanmasinin geciktirilmesi, koroner hastalik
ve kanser gibi belirli hastaliklara karsi koruma saglarlar. Insan saghigmi olumlu ydnde
etkileyen bu bilesiklerin gesitli 6rneklerde analiz edilmeleri olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla

en yaygin kullanilan ayirma tekniklerinden biri YPSK’dir (202-205).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan biitiin cihazlar bir tablo halinde verilmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Calismalarda kullanilan cihazlar

Kullanmilan Cihazlar Marka
Biyogiivenlik kabini BILSER
Buzdolabi1 Arcelik
Evaporator Heidolph
Hassas terazi Ohaus Pioneer
Homojenizator Heidolph
Inkiibator Memmert

Kamera atagmani
Karistiricili su banyosu
Manyetik karistirict
Mikroskop

pH metre

Real Time PCR cihazi
Santrifiij cihaz1
Spektrofotometre cihazi (ELISA Cihazi)
Thermal Cycler Cihazi
Vorteks

YPSK

Olympus DP71; Olympus, Tokyo, Japan
NUVEST402

Heidolph

Olympus BX51; Olympus, Tokyo, Japan
Ohaus

Applied Biosystems® StepOnePlus™
Sigma

UV-1800 Shimadzu

Proflex

ISOLAB

Shimadzu

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tiim ¢aligmalarda kullanilan kimyasallar asagida verilen Tablo 6’da listelendigi

gibidir. Bu tez calismasinda Madecassol® (Bayer Consumer Care AG, Isvigre), ketamin

(Pfizer, New York, ABD), ampisilin (Mustafa Nevzat) ve flukonazol (Phizer) ilaglari

kullanilmastr.
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Tablo 6. Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan Kimyasallar/Marka

Kullanilan Kimyasallar/Marka

Formaldehit / Sigma-Aldrich

Glikol stearat /Tekkim

Sivi parafin / Sigma-Aldrich

1,2 Propilen glikol / Tekkim

Sigir serum albiimini (BSA) / Sigma-Aldrich
Fosforik asit (HsPO,) / Sigma-Aldrich
Hidroklorik asit (HCI) / Sigma-Aldrich
Metil kirmizisi / Sigma-Aldrich

Sodyum hidroksit (NaOH) / Merck
Kloramin T / Sigma-Aldrich

3,4-Dihidroksi-L-fenilalanin (L-DOPA) / Sigma-
Aldrich

Kolajenaz / Sigma-Aldrich

Sivi Besiyerleri (MHB) / Merck

Potato Dextrose agar (PDA) / Merck
L-glutamin / Thermo Fisher

Benzoik asit / Sigma-Aldrich

Kersetin / Sigma-Aldrich

p-Kumarik asit / Sigma-Aldrich

Sinapik asit / Sigma-Aldrich

Metanol / Sigma-Aldrich

Fetal bovine serum (FBS) / Sigma-Aldrich
Streptomisin / Wisent

CAT kiti / YLBiont

SOD kiti / CAYMAN

N-[3- (2-Furil) akriloil] -Leu-Gly-Pro-Ala
(FALGPA) / Sigma-Aldrich

MRNA izolasyonu Kiti / GeneAll RiboEX ve
Hybrid-R

Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PQ,) / Sigma-
Aldrich

Etil alkol / Sigma-Aldrich
Hematoksilen-Eozin boyas1 / Sigma-Aldrich
Katesin / Sigma-Aldrich

o-Fosforik asit / Sigma-Aldrich
Tiyobarbitiiriik asit (TBA) / Merck
1,1,3,3-Tetraetoksi propan / Sigma-Aldrich
p-Dimetilaminobenzaldehit / Sigma-Aldrich
Hidroksiprolin / Sigma-Aldrich

Kojik asit / Sigma-Aldrich

Tirozinaz / Sigma-Aldrich

Coomassie Blue G-250 boyasi / Sigma-Aldrich

DMSO / Sigma-Aldrich

Mueller Hinton agar (MHA) / Merck
Maya ekstreli sivi besiyeri (YEG) / Merck
Yeast Nitrogen Base s1vi / Merck
p-hidroksi benzoik asit / Sigma-Aldrich
Siringaldehit / Sigma-Aldrich

Vanilik asit / Sigma-Aldrich

Asetik asit / Merck

Hidrojen peroksit (H,O,) / Merck
Indometasin / Sigma-Aldrich

Penisilin / Wisent

IL-1 kiti / YLBiont

TNF-a kiti / YLBiont

RT gPCR kiti / GeneAll RealAmpTM SYBR gPCR

Master mix

cDNA kiti / GeneAll HyperScriptTM First strand
synthesis kit

Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPQO,) / Sigma-
Aldrich

3.2. Yontem

3.2.1. Bitkilerin Temini, Kurutulmasi ve Ekstraksiyonu

L. verticillaris Artvin’in Kafkasor Yaylasi’ndan (1300 m) ve L. vulgaris L.
Erzurum, Askale, Kop Dagi’ndan (2000 m) toplanmustir. L. verticillaris Karadeniz Teknik

Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali égretim iiyesi Prof. Dr.
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Ufuk OZGEN tarafindan; L.vulgaris L. Karadeniz Teknik Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali gretim iiyesi Prof. Dr. Ufuk OZGEN ve Atatiirk
Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmakognozi Anabilim Dali 6gretim iiyesi Dr. Ogr.
Uyesi Handan Gokben SEVINDIK tarafindan teshis edilmistir. Herbaryum &rnekleri (L.
verticillaris: AEF 26311 ve L. vulgaris L.: AEF 28876) Ankara Universitesi, Eczacilik

Fakiiltesi Herbaryumu’nda saklanmaktadir.

Bu calismada kullanilan bitkilerin toprakiistii kisimlar1 gdlgede ve hava akimi olan
bir alanda kurutulmustur. Bu kisimlar degirmen yardimu ile toz edildikten sonra, 100 ¢
alinarak 500 mL ultra saf su ile ekstrakte edilmistir ve 8 saat siire ile ¢alkalayici1 yardimi ile
ekstreler hazirlanmigtir. Ardindan, ekstreler siizge¢ kagidindan siiziilmistiir ve stiziintiiler
40 °C’de, evaporatorde yogunlastirilmigtir. Bu ekstraksiyon islemi iki bitki i¢in {i¢ kez

tekrarlanarak elde edilen ekstreler birlestirilmistir.
3.2.2. Hayvan Deneyi Protokolii
3.2.2.1. Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi

Bu tez kapsaminda, in vivo yara iyi edici aktivitenin belirlenebilmesi i¢in deney
hayvani olarak siganlar tercih edilmistir. KTU Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezinde
gorevli veteriner kontrolii ile 200-250 gram, yetigkin 48 adet disi Spraque Dawley sigan
secilmistir. Bu sicanlar, sabit oda sicakliginda (22 + 2 °C) ve 12 saat aydinlik-12 saat
karanlik ortamda, standart yem ve igme suyu ile bireysel kafeslerde beslenmistir (Resim 5).
Igme sularma yara yapilmasini takiben agri kesici eklenmistir. Ayrica, bireysel kafeslere ve
deney sartlarina adaptasyon i¢in si¢anlar deneye baslanmadan ii¢ giin Once temin

edilmistir.

Siganlar kontrol, pozitif kontrol (Madecassol®™), % 1°lik L. verticillaris su ekstresi
(LVESE-1), % 5°lik L. verticillaris su ekstresi (LVESE-2), % 1’lik L. vulgaris su ekstresi
(LVUSE-1) ve % 5’lik L. vulgaris su ekstresi (LVUSE-2) seklinde alt1 gruba ayrilmistir
(n=8) (Tablo 7). Deneyin birinci giiniinde tim gruplara dairesel iki tane yara
olusturulmustur. Kontrol grubunun kendi kendine iyilesmesini gbzlemek icin birinci giin
yara yapildiktan sonra higbir uygulama yapilmamistir. Yara yapilmasini takiben deney
sonlanana kadar pozitif gruba her giin giinde bir kez 0.5 g Madecassol® pomad, ekstre
gruplarina ise her giin giinde bir kez 0.5 g ekstreyi iceren merhem uygulamasi yapilmistir.

Deney 14. giinde sonlandirilarak deri dokusu ve kan 6rnekleri almmmustir. Bu ¢alisma KTU
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Deney Hayvanlart Yerel Etik Kurul Bagkanligi 53488718-662 sayili karariyla
onaylanmistir (Ek-1).

Resim 5. Siganlarin barindirildig: kafesler

Tablo 7. In vivo dairesel eksizyon yara modeli sican gruplar

Gruplar Hayvan Sayisi (Adet)
K: Kontrol 8
P: Pozitif Kontrol (Madecassol”™) 8
LVESE-1: % 1’lik L. verticillaris Su Ekstresi 8
LVESE-2: % 5’lik L. verticillaris Su Ekstresi 8
LVUSE-1: % 1’lik L. vulgaris Su Ekstresi 8
LVUSE-2: % 5’lik L. vulgaris Su Ekstresi 8

3.2.2.2. Test Numunelerinin Hazirlanmasi

Bitkilerin su ekstrelerinin yara iyilestirme potansiyellerinin doza bagli etkisinin
incelenmesi icin %1 ve %5 oranlarinda merhemler hazirlanmistir (Resim 6). Doz
ayarlamas1 Siintar’in yapmis oldugu calisma 6rnek alinarak belirlenmistir (89). Merhem
hazirlanmasinda glikol stearat:sivi parafin:1,2 propilen glikol ve 3:1:6 oranlarinda olacak
sekilde kullanilmistir. Son olarak, bu karistma %1 ve %5 oranlarinda bitki ekstreleri

eklenerek doz ayarlamasi yapilmistir (89).
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Resim 6. Bitki ekstrelerinden hazirlanan merhemler

Referans madde olarak, yara iyi edici ozelligi bilinen Madecassol® pomat
kullanilmistir (Resim 7). Madecassol® merhemin pozitif kontrol amac ile se¢ilmesinin bir
diger nedeni Centella asiatica bitki ekstresini igermesidir. Bu amagla pozitif kontrol

grubuna haricen %1°lik Madecassol® merhem uygulamasi yapilmustir.

assol’

Resim 7. Referans madde, Madecassol® merhem

3.3. In vivo Aktivite Deneyleri
3.3.1. Dairesel Eksizyon Yara Modeli Deneyi

Dairesel eksizyon yara modeli deneyi Sadaf ve arkadaslarinin yonteminde bazi
degisiklikler yapilarak kullamlmustir (206). ilk olarak, 90 mg/kg dozunda ketamin olacak
sekilde sicanlara anestezi uygulanmistir ve siganlarin sirt bolgesi tras edilmistir. Tiim yara
modeli deney gruplarinin sirt dorsal bolgesinin vertebral kolonunda birbirinden en az 1 cm
uzaklikta, 2 adet 5 mm capinda biyopsi punch yardimi ile dairesel alan seklinde yara

olusturulmustur ve yaralar agik birakilmistir (Resim 8). 14 giin boyunca kontrol grubuna
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hicbir uygulama yapilmazken, Madecassol® ve ekstre iceren merhem gruplarina her giin
ginde bir kez olacak sekilde merhem uygulamasi yapilmistir. Yara alanlarindaki
kiigiilmenin gdzlenebilmesi i¢in ilk giin ve giin asir1 dijital fotograf makinesi ile siganlarin
fotograflar1 ¢ekilmistir. 14. giin sonunda, biyolojik aktivite deneylerinde kullanilmak iizere
sicanlarin abdominal aortundan kan alinmigtir. Daha sonra kansizlagtirma yoluyla Gtanazi
saglanmistir ve olusturulan 2 yaradan deri doku 6rnekleri alinmistir. Bu deri dokusundan
biri biyolojik aktivite ¢aligmalar1 ve RT-PCR calismalar1 i¢in; diger deri dokusu ise

histopatalojik degerlendirmeler i¢in alinip saklanmaistir.

Bu calismada yara alanindaki kiigiilme AutoCAD programi kullanilarak

hesaplanmistir ve yiizde yara kontraksiyonu da asadgidaki formiil ile hesaplanmustir.

) (Birinci gindeki yara alant — n. glindeki yara alant)
% Yara Kontraksiyonu = ————— - x 100
(Birinci guindeki yara alant)

Swanlarnn yaralanna

Siganlarm truy merhem uygulanims
vapilmig hal hali

Siganlarm derisinde
Bivopst Punch ile
olugurulan vaga

Resim 8. Siganlarin tras yapilmis hali, derilerinde biyopsi punch ile olusturulmus yara ve
yaralarina merhemin uygulanmis hali
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3.2.3. Histopatalojik incelemeler

Sakrifikasyon sonrasi elde edilen deri dokularinda histopatolojik incelemeler igin
ilk olarak tiim dokular 48 saat boyunca formaldehit (%10) ile muamele edilmistir.
Ardindan, 24 saat boyunca yikama islemine tabi tutulan dokular %80, %96, %96 ve
%100’lik etil alkolden gegirilmistir. Dokular ksilende seffaflastirildiktan sonra parafin
bloklara gomilmiistiir. Parafin bloklar 5 pm boyutlarda olacak sekilde mikrotom bigaklar
ile kesilmistir ve lam iizerine alinmistir. Lam {izerinde Hematoksilen-E0zin boyasi ile
boyanmistir  (207) ve bu preparatlar Olympus BX51 mikroskop kullanilarak
degerlendirilmistir. Ayrica 151tk mikroskobuna adapte kamera atagmani ile preparatlar
fotograflanmis ve bu goriintiller dijital ortama aktarilmigtir. Degerlendirme yapilirken
kullanilan skorlama teknigi, Kim ve arkadaslarinin calismalarinda kullandigi teknikten

uyarlanarak olusturulmustur ve Tablo 8’de gosterilen skorlamaya gore gergeklestirilmistir

(208).

Tablo 8. Yara iyilesmesi degerlendirme skorlamasi

Skor Epitelizasyon Anjiogenez inflamasyon Hemoraji
0 Yok Yok Yok Yok
1 Kismi gelismis Az Az Kiigiik bir alanda
2 Tam fakat ince/immatur Orta Orta Genis bir alanda
3 Tam/matiir Cok Cok Yaygin/yara boyunca

3.4. Biyolojik Aktivite Deneyleri

Doku érnekleri icin uygulanan on iglem: Doku 6rnekleri 1 gram olarak tartilip cam levha
tizerinde jilet yardimu ile kesildikten sonra tampon ¢ozelti ile yikanarak temizlenmistir ve
siizge¢ kagidi ile kurutulmustur. Onceden numaralandirilmis tiiplerin icine alinan
par¢alanmis dokularin tizerine 9 kat1 kadar 0.5 mM, pH’1 7.4 olan fosfat tampon ilave
edilmistir. Tipler sirasiyla homojenizatérde 16000 devir/dakika hizda 30 sn boyunca
karnigtirllmistir. Her doku 6rnegi icin homojenize islemi bittikten sonra tampon ile yikama
islemi yapilmistir. Elde edilen homojenatlar sogutmali santrifiij yardimi ile yaklasik 30
dakika boyunca 1000 g’de santrifiije tabi tutulduktan sonra, ependorf tiiplere slipernatantlar

aktarilmis ve bu o6rnekler -80°C’de saklanmustir.
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Serum i¢in uygulanan on islem: Antikoagiilan igermeyen tiipe kan 6rnekleri alinmistir.
Oda sicakliginda pihtilasma olduktan sonra, kan serumlarini elde etmek icin yaklasik 10

dakika kadar 1000 g’de santrifiije tabi tutulmustur ve -80°C’de saklanmustir.

Protein Miktar1 Tayini: Biitiin deri dokularinin ve serum Orneklerinin protein miktarini
belirlemek {izere Bradford yontemi uygulanmistir. Bu yontem, proteinlerin Coomassie

Blue G-250 boyasini baglayarak 595 nm’de absorbans vermesi esasina dayanir (209).

Bradford ayracinin hazirlanmasi igin 20 mg Coomassie Blue G- 250 tartilmistir ve
10 mL %96’lik etanol ile ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltinin {izerine, 20 mL %85 o-fosforik asit
eklenmistir ve son hacim 200 mL’ye saf su ile tamamlanmistir. Hazirlanan ¢o6zleti
Whatman (No:1) siizge¢ kagidindan siiziilmiistiir ve koyu renkli cam sisede muhafaza

edilmistir.

Tiim ornekler i¢in ependorf tiipler hazirlandiktan sonra ependorf tiiplerin hepsine 2
mL Bradford ayraci ve lizerine 20 pL deri dokularindan veya serum Orneklerinden
konulmustur. Kor icin ise 2 mL Bradford ayiraci lizerine 20 puL saf su eklenmistir. Tim
ependorf tiipler karistirllmistir ve olusan mavi renkli ¢ozeltinin absorbansi 595 nm’de
okunmustur. Standart olarak kullanilan sigir serum albiimini (BSA) i¢in ayni islemler
uygulanmistir. Farkli konsantrasyonlarda (0.2, 0.4, 0.6, 0.8 ve 1 mg/mL) hazirlanan BSA
ile standart calisma grafigi olusturulmustur. Olusturulan grafigin denkleminden
faydalanarak deri dokularmin ve serum Orneklerinin protein miktar1 (mg/mL)

hesaplanmuistir.
3.4.1. Antioksidan Aktivite

Hazir hale getirilen doku ve serum Orneklerinde, antioksidan aktivitenin
belirlenebilmesi i¢in CAT, MDA ve SOD diizeyleri calisilmistir. Bu amagla, katalog
numarast YLAO123RA olan CAT (YLBiont), katalog numaras1 706002 SOD (Cayman)
ticari kitleri kullanilmistir. Deneyler kitlerin  kullanim kilavuzuna uygun olarak

caligilmistir.

Deri dokusu ve serum 6rneklerinde MDA diizeyleri belirlenmesi i¢in Ohkawa ve
arkadaglarimin yonteminde degisiklikler yapilmistir (210). Homojenizasyon islemi sonrasi
elde edilen siipernatanlardan 500 pL alinarak bagka tiiplere konulmustur. Bu tiiplerin
tizerine 3 mL, %]1°lik H3PO4 ve %0.8’lik, 1 mL tiyobarbitiiriikk asit (TBA) eklendikten
sonra tiim tiipler 101 °C’de 45 dakika inkiibasyona tabi tutulmustur. Yaklagik 10 dakika
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kadar, 4000 rpm’de santrifiij islemi sonrasit 300 pL olacak sekilde tim Ornekler elisa
pleytlerine pipetlenmistir ve 532 nm’de absorbanslar okunmustur. Ayni1 islemler, standart
olarak kullanilan 1,1,3,3-tetractoksi propan’a uygulanmistir. 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5.0
ve 10 nmol/L konsantrasyonlarinda hazirlanan 1,1,3,3-tetraetoksi propan ile standart
caligma grafigi elde edilmis ve bu grafigin denkleminden faydalanarak deri dokularinin ve
serum Orneklerinin MDA diizeyleri (nmol/L) hesaplandiktan sonra her numunenin kendi

protein miktarina boliinmesi ile sonuglar “nmol/mg protein” olarak verilmistir.
3.4.2. Antiinflamatuvar Aktivite

Antiinflamatuvar aktivitenin belirlenebilmesi i¢in 6n isleme tabi tutulmus doku ve
serum Orneklerinde, TNF- o ve IL-1 calismalar1 yapilmistir. Bu g¢aligmalarda, katalog
numarast YLAO118RA olan TNF-a (YLBiont) ve katalog numaras1 YLAO153RA olan IL-
1 (YLBiont) ticari kitleri kullamilmistir. Siganlara uygun olan bu kitlerin kullanim

kilavuzuna gore deneyler yapilmistir.
3.4.3. Kolajen Bag Dokunun Saptanmasi Deneyi
3.4.3.1. Hidroksiprolin Deneyi

Hidroksiprolinin kolajenin yapsinda bulunan proteinlerden bir tanesi olmasi
sebebiyle kolajen bag dokusunun saptanmasi ig¢in hidroksiprolin deneyi yapilmistir.
Hidroksiprolinin oksidasyonu ile pirol bilesigi olusur ve olusan bu bilesik p-

dimetilaminobenzaldehit ile renkli bir kompleks olusturur.

Woessner yonteminde bazi degisiklikler uygulanarak deney asamalar1 verildigi gibi
calistlmigtir (211). Deri doku oOrnekleri tartildiktan sonra agzi kapakli pyrex tiiplere
konulmustur. Pyrex tiiplere 5 mL, 6 N hidroklorik asit (HCI) ilave edilip 130°C’de 3 saat
boyunca bekletilmistir. Tiipler soguduktan sonra 3-4 damla, %0.02’lik metil kirmizis1 tim
tiiplere eklenmigtir. Tiiplerde bulunan g¢ozeltilerin rengi sar1 olana kadar 2.5 N sodyum
hidroksit (NaOH) c¢ozeltisi konularak test c¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan test
¢ozeltilerinden 2 mL bagka tiiplere alinarak 1 mL, 0.05 M kloramin T ¢ozeltisi ilave
edilmis ve 20 dakika oda sicakhiginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi 1 mL,
%10’luk p-dimetilaminobenzaldehit ¢ozeltisi tiim tiiplere eklenerek vortekslenmis ve tim
tiipler 60°C su banyosunda 20 dakika bekletilmistir. Son olarak, tiim tiipler sogutulduktan
sonra, 557 nm’de absorbanslar okunmustur. Hidroksiprolin (standart) i¢in tiim islemler

ayn1 sekilde gerceklestirilmistir. Standart i¢in uygulama yapilmadan oOnce, 5 mg
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hidroksiprolin, 50 mL, 0.001 N HCIl’de ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlanmis ve bu stok
¢ozeltiden 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 ve 5.0 pg/mL konsantrasyonlarinda test ¢ozeltileri

hazirlanmustir.
3.4.4. Antimikrobiyal Aktivite

Bitkilerin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek igin ilk olarak agar kuyucuk
diflizyon metodu uygulanmistir. Aktivitenin gozlendigi o6rneklerde antimikrobiyal
aktivitenin kantitatif olarak degerlendirilebilmesi i¢in minimal inhibisyon deneyi
yapilmistir. Bu deneylerde kullanilan test mikrooganizmalar1 Tablo 9’da belirtildigi

gibidir.

Tablo 9. Antimikrobiyal aktivite deneylerinde kullanilan test mikroorganizmalari

Test Mikroorganizmalari

Gram pozitif kok Enterococcus faecalis ATCC 29212
Gram pozitif kok Staphylococcus aureus ATCC 25923
Gram pozitif sporlu basil Bacillus cereus 702 Roma

Gram negatif enterik basil Escherichia coli ATCC 25922

Gram negatif non fermentatif bakteri Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911
Maya mantari Candida albicans ATCC 60193

3.4.4.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Deneyi

Bitkilerin su ekstrelerinde agar kuyucuk difiizyon deneyi i¢in ilk olarak agar ve
besiyerleri hazirlanmistir. Mueller Hinton agar (MHA) ve s1vi besiyerleri bakteriler igin
tercih edilirken maya ekstreli siv1 besiyeri (YEG) ve Potato Dextrose agar (PDA) mantarlar
icin kullanilmistir. Bu deneyde kullanilacak bakteriler bir gece boyunca kiiltiire edilmistir.
Bu kiiltlirlerden yaklagik 10° kob/mL olacak sekilde sivi besiyerine uygun seyreltmeler
yaptlmigtir. Bu esnada kati besiyerleri uygun sekilde hazirlanmistir ve yaygin ekimi
yapilmistir. Daha sonra 2 cm aralik olacak sekilde 5 mm capinda kuyucuklar steril cam
boru yardimi ile besiyeri {izerinde agilmistir. Agilan bu kuyucuklara bitkilerin su
ekstrelerinin stok c¢ozeltilerinden 50 pL ilave edilmistir. Bakteri iceren petriler 24 saat ve
maya iceren petriler 48 saat 36 °C’de inkiibe edilmistir. Bu islem sonunda bir cetvel ile
inhibsyon zonlar1 6l¢iilmiistiir. Bu deneyde ampisilin (10 pg) bakteriler i¢in, flukonazol (5

ug) maya mantari i¢in standart ilag olarak kullanilmistir (212).

57



3.4.4.2. Minimal Inhibisyon Deneyi

Minimal inhibisyon deneyi, “National Committee for Clinical Laboratory Standard
(NCCLS)” standartlarinin belirledigi kritere gore yapilmistir. MHA ve sivi besiyerleri
bakterilerde (pH.7.3), Yeast nitrogen base sivi (YNBB, pH 7.0) ve PDA besiyerleri ise

mantarlarda uygun besiyeri olarak hazirlanmistir.

Bu deneyde, mikroorganizmalarin kiiltiire olmas1 i¢in 3-5 giin boyunca 35°C’de
acrobik kosullarda inkiibasyon uygulanmistir (90). Minimal inhibisyon deneyi ELISA
pleytlerinde yapilmistir. Bitkilerin su ekstrelerinin 0.1 mL’si sivi besiyeri ile seri
sulandirmaya tabi tutulmustur. Inokiile edilecek mikroorganizmalar bir gece boyunca
kiiltiire edilmistir. McFarland 0.5 bulaniklihiginda (1x10°® kob/mL) sulandirim hazirlanmis
ve 1:10 oranminda sulandilmistir. Son test konsantrasyonu 5x10* kob/kuyucuk olacak
sekilde tiim kuyucuklara 0.005 mL mikroorganizma eklenmis ve pleytler 16-72 saat siire
boyunca aerobik kosullarda 35°C’de etiivde inkiibe edilmistir. Minimum inhibitor
konsantrasyon (MiK) degeri pg/mL olarak belirlenmistir (213). Bu deneyde ampisilin (10
pg) bakteriler i¢in, flukonazol (5 pg) maya mantar1 igin standart ilag olarak tercih

edilmistir (212).
3.4.5. Enzim Aktiviteleri
3.4.5.1. Kolajenaz Enzim Inhibisyonu

Bitki ekstelerinin kolajenaz enzimi iizerine inhibitdr etkisi modifiye edilmis van
Wart ve Steinbrink yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (214).
Test ¢ozeltisi olarak bitkilerin toz edilmis toprakiistii kisimlar1 ve standart ¢ozelti olarak
kullanilan katesin farkli konsantrasyonlarda (6.25, 12.5, 25, 50 ve 100 pg/mL) dimetil
stilfoksit (DMSO) ile hazirlanmistir. Her 6rnek i¢in 5 kuyucuk (3’1 test ¢ozeltisi (T), 171
kontrol (K), 1’i test ¢ozeltisi korii (TK)) olacak sekilde plate hazirlanmistir ve her bir
kuyucuga 50 mM, 25 pL (pH 7.5) Tris-HCI tamponu pipetlenmistir. T kuyucuklarina, TK
kuyucuguna 25 pL test 6rnegi, K kuyucuguna 25 pL DMSO konulmustur. T kuyucuklarina
ve K kuyucuguna 25 pL kolajenaz ¢ozeltisi (0.8 U/mL), TK kuyucuguna ise 50 mM, 25 uLb
(pH 7.5) Tris-HCI tamponu eklenmistir ve 37°C, 15 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Daha sonra tiim kuyucuklara 50 uL. N-[3- (2-Furil) akriloil] -Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA)
cozeltisi (2 mM) pipetlenmis ve 15 dakika daha inkiibe edilmistir. UV

spektrofotometresinde 340 nm’de absorbans degerleri okunmustur. Yapilan ¢alismada
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hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki drnek ¢ozeltilerin kolajenaz enzimi iizerine inhibitor

etkisi agagidaki formiile gore hesaplanmustir.

. . (T'nin absorbanst — TK'in absorbanst)
% Inhibisyon = K'in absorbanst — — x 100
(K'nii absorbanst)

3.4.5.2. Tirozinaz Enzim inhibisyonu

Orneklerin  tirozinaz  enzim  inhibisyonunu  belirlmek icin  L-DOPA
substrati/dopakrom metoduna tercih edilmistir. Test ¢ozeltisi olarak bitkilerin toz edilmis
toprakiistii kisimlar1 25, 50, 100 ve 500 pg/mL konsantrasyonda olacak sekilde 0.2 M, pH’1
6.8 olan fosfat tamponu ile hazirlanmistir. Ayn1 sekilde standart olarak kullanilan kojik asit
(25, 50, 100 ve 500 pg/mL) hazirlanmistir. Her 6rnek i¢in 3 numune (N) kuyucugu, 3 kor
(K) kuyucugu, 3 negatif kontrol (NK) kuyucugu ve 3 negatif kontrol korii (NKB)
kuyucugu belirlenmistir. N ve K kuyucuklarma 40 pL test ¢ozeltisi, NK ve NKB
kuyucuklarma 40 pL tampon pipetlenmistir. N ve NK kuyucuklarina 40 pL tirozinaz
cozeltisi (46 U/mL), K ve NKB kuyucuklarina 40 uL tampon pipetlemesi yapilmistir. Daha
sonra tiim kuyucuklara 80 puL tampon eklenmistir. 25°C’de 10 dakika bekletildikten sonra
tim kuyucuklara 40 uL L-DOPA (2.5 mM) pipetlenmistir. 25°C’de 10 dakikalik ikinci bir
inkiibasyonun ardindan 490 nm’de absorbanslar okunmustur ve % inhibisyon asagidaki

formiil ile hesaplanmistir (215).

% Inhibi (NK'tiin absorbanst — NKB'niin absorbanst) 100
nhibisyonu = x
° y (N'nin absorbanst — NK'tin absorbanst)

3.5. Real Time PCR

RT PCR calismalar i¢in, sicanlardan alinan deri dokular1 RNA later soliisyonu
icerisinde -80 °C’de muhafaza edilmistir. Ilk olarak, hiicrelerden RNA izolasyonu GeneAll
RiboEx ve Hybrid-R kiti kullanilarak yapilmustir. Izole edilen RNA’dan ¢cDNA GeneAll
HyperScriptTM First strand synthesis kiti ile elde edilmistir. Bu cDNA 6rnekleri ile TNF-
a, IL-1B, IL-10 ve MMP-9’un genlerinin ekspresyon diizeyleri RT PCR yontemi ve
GeneAll RealAmpTM SYBR gPCR Master mix kiti ile belirlenmistir.
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3.5.1. RT PCR Protokolii

Ik olarak, hiicrelerden dokularm RNA’s1 izole edildikten sonra bu érneklerden ilk
dizi cDNA elde edilmistir. cDNA elde etmek icin revers transkripsiyon yontemine uygun
olacak sekilde HyperScript First-Strand Synthesis kit uygulamasi yapilmistir. RT PCR
analizi i¢in Applied Biosystems® StepOnePlus™ RT-PCR cihazi kullanilmistir. Ayrica, bir
internal house keeping geni (B-aktin) ekspresyonun degismedigini gostermek ve siirekli
olan bu kontrol genlerine gore kiyaslama yapabilmek i¢in kullanilmistir. Analiz sonuglari,
PCR sistemi icerisindeki software ile (comparative CT (AACT)) metoduna gore
yapilmistir. Genlerin primer dizileri Tablo 10 gibidir.

Tablo 10. Real Time PCR genlerin primer dizileri

Primer Ad1 Primer Dizisi

ACTB-F: GCAGGAGTACGATGAGTCCG
ACTB-R: ACGCAGCTCAGTAACAGTCC
IL-1B-F: GACTTCACCATGGAACCCGT

IL-1B-R: GGAGACTGCCCATTCTCGAC

IL10-F: TTGAACCACCCGGCATCTAC

IL10-R: CCAAGGAGTTGCTCCCGTTA
MMP9-F: GATCCCCAGAGCGTTACTCG

MMP9-R: GTTGTGGAAACTCACACGCC
TNF-a- F: ACTGAACTTCGGGGTGATCG
TNF-a-R: GCTTGGTGGTTTGCTACGAC

3.6. YPSK ile Bitki Fenolik Iceriginin Belirlenmesi

Bitkilerin kuru ekstrelerinden 10 mg/mL kadar alinip YPSK saflikta metanol ile
yeniden ¢oziilmiistiir. Bu ¢6zelti membran filtreden (0.45 pm) gecirilmistir. Bu ¢alismada
benzoik asit, kersetin, siringaldehit, p-hidroksi benzoik asit, p-kumarik asit, sinapik asit ve
vanilik asit standart fenolik bilesik olarak kullanilmistir. 100 mg/L standart bilesik YPSK
safligindaki metanol ile ¢oziillmiistir ve membran filtreden (0.45 pm) gegirilmistir.
Calismada kullanilacak tiim standart bilesikleri karisim halinde igeren stok ¢ozelti (100
mg/L) hazirlanmigtir. Tablo 11°de gosterildigi gibi YPSK sartlarina uygun olarak yontem

uygulanmistir. Bu ¢alismada, C18 kolonu, 1.5 mL/dk akis hiz1 ile ikili ¢oziicii sistemi
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kullanilarak gradient eliisyon uygulanmistir. Yontem 16 dakika stirmiistiir ve siire sonunda

kromatogramlar elde edilmistir (216).

Tablo 11. Bitkilerin fenolik igeriginin belirlenmesi i¢in uygulanan YPSK sartlar1

YPSK Sartlari
Kolon C18 kolonu (RP-C18, 150 mm X 4.6 mm, 5 pm)
Akis hizi 1.5 mL/dk
Enjeksiyon hacmi 20 uL
Dalga boyu 232, 246, 260, 270, 280, 290, 308, 328 nm
Dedektor Diode Array Detector (DAD)
Yontem Gradient eliisyon
Hareketli faz A: %100 metanol

B: %2 sulu asetik asit ¢ozeltisi (pH 2.8)

3.7. Mekanizma Aydinlatma Cahsmalari
3.7.1. Hem Oksijenaz Aktivite

Hem oksijenaz aktivitenin in vitro olarak belirlenmesi i¢in fibroblast hiicre hatti
(LON29) tercih edilmistir. Fetal bovine serum (FBS) (%10), penisilin (100 U/mL), L-
glutamin (2 mM) ve streptomisin (100 pg/mL) igeren besiyeri hazirlanmistir. Bu
calismada, fibroblast hiicreleri bu besiyerinde 37 °C ve %5 CO2’li ortamda inkiibe edilerek
hiicreler %70-85 doygunluga ulasana kadar beklenmistir. %85 doygunlugu ulagan bu
hiicreler ELISA pleytine alinmistir.

Deney, birinci grup kontrol grubu, ikinci grup H2O, grubu, igilincii grup L.
verticillaris su ekstresi grubu ve dordiincii grup L. vulgaris su ekstresi grubu olarak
planlanmistir. Bu amagla, kontrol grubuna higbir islem uygulanmazken ikinci grup olan
H,0, grubu 4 saat boyunca 150 uM H,0,’e maruz birakilmustir. Ugiincii ve dordiincii
gruplar ise, ilk olarak 6 saat boyunca 150 uM H,0;’e maruz birakilmistir ve ardindan 4
saat boyunca bitkilerin 12.5, 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarindaki su ekstreleri ile
muamele edilmistir. Bu 6n islemlerden sonra, Human Heme Oxygenase 1 ELISA ticari

kitinin kullanim kilavuzuna gore ¢aligma tamamlanmastir.
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3.7.2. COX-2 inhibitor Etki

COX-2 Inhibisyonunun in vitro olarak belirlenmesi igin fibroblast hiicre hatt1
(LON29) tercih edilmistir. Fetal bovine serum (FBS) (%10), penisilin (100 U/mL), L-
glutamin (2 mM) ve streptomisin (100 pg/mL) iceren besiyeri hazirlanmistir. Bu
calismada, fibroblast hiicreleri bu besiyerinde 37°C ve %5 karbon dioksit (CO,)’li ortamda
inkiibe edilerek hiicreler %70-85 doygunluga ulasana kadar beklenmistir. %85 doygunlugu
ulasan bu hiicreler ELISA pleytine alind1 ve 4 saat siire ile bitkilerin su ekstrelerine (12.5,
25, 50 ve 100 pg/mL) maruz birakilmistir. Bu On islemlerden sonra, Human

Cyclooxygenase ELISA ticari kitinin kullanim kilavuzuna gore ¢alisma tamamlanmustir.
3.7.3. Nitrik Oksit Icerigi

Nitrik oksit igeriginin in vitro olarak belirlenmesi icin RAW 264.7 makrofaj
hiicrelerinin hiicre kiiltiir flasklarinda %85 doygunluga ulagsmas1 beklenmistir. Doygunlugu
ulasan bu hiicreler ELISA pleytlerine alinmis ve 4 saat siire ile bitkilerin su ekstrelerine
(12.5, 25, 50 ve 100 pg/mL) maruz birakilmistir. Bu 6n islemlerden sonra, Nitrit Oksit
Assay ticari kitinin kullanim kilavuzuna gore ¢alisma tamamlanmistir. Pozitif kontrol

olarak kullanilan indometasin ayni islemlere tabi tutulmustur.

Ayrica bu calismada toplam protein tayini ile protein igerik de belirlenmistir. Bu
amacla, Total Protein Assay ticari kiti kullanilmis ve kullanim kilavuzuna gore deney

tamamlanmaistir.
3.8. Istatistiksel Analiz

Tiim verilerin istatistiksel analizi Statistics Program for Social and Science (SPSS)
programi ile degerlendirilmistir. Biyokimyasal aktivite calismalarinda sonuglar, ortalama +
standart sapma seklinde verilmistir. Ayrica, Mann Whitney U testi ikili gruplan
karsilastirirken, Kruskal-Wallis testi ¢oklu gruplari karsilastirirken kullanilmigtir.
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4. BULGULAR
4. 1. In vivo Cahsmalar
4.1.1. Dairesel Eksizyon Yara Modeli Deney Bulgulari

Kontrol, pozitif kontrol (Madecassol®), % 1 oraminda L. verticillaris, % 5 oraninda
L. verticillaris, % 1 oraninda L. vulgaris ve % 5 oraninda L. vulgaris igeren su ekstreleri
seklinde 6 gruba ayrilan siganlara dairesel eksizyon yara modeli uygulamasi yapilmstir.
Gilin asin1 yaralar gozlenmistir ve yara alami Ol¢limleri yapilarak yara alaninin yiizde
azalmasi hesaplanmustir. Yara alani1 6l¢iim sonuglari ve yilizdeleri Tablo 12 ve Tablo 13°te

verilmistir. 1., 4., 7. ve 14. glinlerdeki yara goriintiileri tablo i¢inde verilmistir (Tablo 14).

Tablo 12. Dairesel eksizyon yara modelinde yara alani 6lgiim sonuglar: (mm)

Gruplar 1.Giin 4. Giin 7.Giin 14. Giin

K 5 4.346+0.047° 3.755 + 0.060 2 0.478 + 0.047
PK 5 4.024 + 0.049 *P 3.144 +0.073 2P 0.334 +0.030°
LVESE-1 5 3.835+0.1223P 2.281+0.212%P 0
LVESE-2 5 3.578 + 0.094 2P 0.526 + 0.042 2P 0
LVUSE-1 5 4414+0.119° 2.485 + 0.047 P 0
LVUSE-2 5 4.155+0.114%° 0.739 + 0.036 *° 0

“p <0.01 Kruskal Wallis testi, °p <0.05 Mann Whitney U testi ile degerlendirilmistir.

Tablo 13. Dairesel eksizyon yara modelinde yaranin kapanma yiizdesi sonuglari (%)

Gruplar 1.Giin 4. Giin 7.Giin 14. Giin

K % 0 % 13.075 + 0.948° % 24.900 + 1.200° % 90.450 = 0.931
PK %0 % 19.525 + 0.990 *° % 37.125 + 1.459%P % 93.325 +0.591°
LVESE-1 %0 % 23.300 + 2.4372" % 54.375 +4.230 %" % 100
LVESE-2 %0 % 28.450 + 1.889 *° % 89.475 + 0.848 *° % 100
LVUSE-1 %0 % 11.725 +2.383 2 % 50.300 + 0.938 *° % 100
LVUSE-2 %0 % 16.900 +2.278 *° % 85.225+0.717%° % 100

“p <0.01 Kruskal Wallis testi, °p <0.05 Mann Whitney U testi ile degerlendirilmistir.
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Tablo 14. 1., 4., 7. ve 14. giinlerde iyilesmis eksizyon yaralar1 goriintiileri

Gruplar 1. Giin : 4. Gun 7. Giin 14. Giin

4.1.2. Yara Dokularimin Histopatalojik Olarak Degerlendirilmesi

Siganlarda olusturulan yara dokularindan uygun Ornekler alinarak histopatalojik
olarak incelenmistir. Sonuglarin degerlendirmesi yapilarak yara iyilesme skorlar1 Tablo 15

ve resimlerle verilmistir.
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Tablo 15. Yara dokularinin yara iyilesme skorlari

Gruplar Epitelizasyon Anjiyogenez Inflamasyon Hemoraji
K 3 3 2 0
PK 3 1 0 0
LVESE-1 3 1 1 0
LVESE-2 3 2 0 0
LVUSE-1 3 1 0 0
LVUSE-2 3 2 0 0

Skorlar: 0 - yok, 1 - hafif, 2- orta ve 3- siddetli

Resim 9. K: Kontrol grubu hematoksilen-eozin boyama. A) ok; olgun epitel tabakasi,
centikli ok baslari; anjiogenez (x10). B) ok; olgun epitel tabakasi, ¢entikli ok
baslari; anjiyogenez, ok basi; fibroblast (x40)

A

Resim 10. PK: Pozitif grubu hematoksilen-eozin boyama. A) ok; olgun epitel tabakasi,
centikli ok basi; kil kokii folikiilii (x10). B) centikli ok basi; kil koki folikiili,
ok basi; anjiogenez, ¢entikli ok; fibroblast (x40)
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A B

Resim 11. LVESE-1 hematoksilen-eozin boyama. A) ok olgun epitel tabakasi, ¢entikli ok
basi; anjiogenez (x10). B) ok; olgun epitel tabaksi, ¢entkli ok basi; anjiogenez,
ok bast; fibroblast (x40)

B

Resim 12. LVESE-2 hematoksilen-eozin boyama. A) ok; olgun epitel tabakasi, ok basi; kil
kokii folikiilii, centikli ok bast; anjiogenez (x10). B) ok; olgun epitel tabaksi, ok
bast; fibroblast (x40)
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A B

Resim 13. LVUSE-1 hematoksilen-eozin boyama. A) ok; olgun epitel tabakasi, ¢entikli ok
bast; kil kokii folikiilii (x10). B) ok; olgun epitel tabaksi, ¢entikli ok; fibroblast
(x40)

A | B

Resim 14. LVUSE-2 hematoksilen-eozin boyama. A) ok; olgun epitel tabakasi, ¢entikli ok;
kil kokii folikiilii, ¢entikli ok basi; anjiogenez (x10). B) centikli ok; fibroblast
(x40)

4.2. Biyolojik Aktivite Deney Bulgulari
4.2.1. Antioksidan Aktivite Deney Bulgular:

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in sicanlardan alinan serum ve deri dokular1
orneklerinde SOD, CAT ve MDA deneyleri yapilmistir. Elde edilen bulgular grafikler
halinde verilmistir (Sekil 9-15).
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Doku SOD Degerleri (U/mg protein)

0,160 0.150 £ 0.0032b
0140 0.136  0.00320

0,120

0,100 0.093 + 00062 b
0.084 + 0.004%

0.080 0.076 +0.0052P

0,060

0 040 0.036 + 0.0022

0,020 i

0,000

LVESE-1 LVESE-2 LVUSE-1 LVUSE-2

Sekil 9. Deri dokusunda SOD degerleri. p <0.01 Kruskal Wallis testi, °p <0.05 Mann
Whitney U testi ile degerlendirilmistir.

Serum SOD Degerleri (U/mg protein)

0,120

0.102 +0.0062°

0,100 0.096 + 0.00220
0,080 0.073 +0.0032b
0.068 + 0.0022b
0.062 4 0.01320
0,060
0,040
0.028 +0.0012
0,020
0,000

LVESE-1 LVESE-2 LVUSE-1 LVUSE-2

Sekil 10. Serumda SOD degerleri. °p <0.01 Kruskal Wallis testi, °p <0.05 Mann Whitney
U testi ile degerlendirilmistir.
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900,000
800,000
700,000
600,000
500,000

682.528 + 0.7702P

324.889 + 1.56420
296.608 + 0,810
300,000

Doku CAT Degerleri (ng/mg protein)

400,000 341.313 + 0.2482b

837.979 + 0.3852P

' 228.951 + 1,619
200,000
100,000
0,000
K

LVESE-1 LVESE-2 LVUSE-1 LVUSE-2

Sekil 11. Deri dokusunda CAT degerleri. °p <0.01 Kruskal Wallis testi, bp <0.05 Mann

Whitney U testi ile degerlendirilmistir.

800,000 734.229 + 1.08420

700,000
600,000
500,000
400,000

300,000 280.004 + 1.884%° 250 571 + 07342
1

Serum CAT Degerleri (ng/mg protein)

612.285 + 1.0842b

226.417 +1.7012b
200,000
123.604 + 1.0842
100,000
0,000

LVESE-1 LVESE-2 LVUSE-1 LVUSE-2

Sekil 12. Serumda CAT degerleri. °p <0.01 Kruskal Wallis testi,

testi ile degerlendirilmistir.
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y =-0,0497x + 0,8687
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Absorbans (532 nm)
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1,1,3,3-Tetraetoksi Propan Konsantrasyonu (nmol/mL)

Sekil 13. 1,1,3,3-tetractoksi propan konsantrasyonuna kars1 absorbans grafigi

Doku MDA Degerleri (nmol/mg protein)

4,500
4.071 +0.0242

4,000
3,500
a,b
3,000 28344 0.04120 3.005 +0.028
2.453 0,033
2,500
2.074 40,0342

o 1502 40,0392

1,500

1,000

0,500

0,000

K PK

LVESE-1 LVESE-2 LVUSE-1 LVUSE-2

Sekil 14. Deri dokusunda MDA degerleri. °p <0.01 Kruskal Wallis testi, bp <0.05 Mann
Whitney U testi ile degerlendirilmistir.
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7,000
6,000
5,000
4,000
3,000
2,000
1,000

0,000

6.572 +0.0362

Serum MDA Degerleri (nmol/mg protein)

4.015 +0.045%0

3.701 +0.0802P
2.974 +0.16820

3.517 +0.093%2
I I 2.361+0.0372P I

LVESE-1 LVESE-2 LVUSE-1 LVUSE-2

Sekil 15. Serumda MDA degerleri. p <0.01 Kruskal Wallis testi,

Pp <0.05 Mann Whitney

U testi ile degerlendirilmistir.

4.2.2. Antiinflamatuvar Aktivite Deney Bulgular:

Siganlardan alinan serum ve yarali deri doku 6rneklerine TNF-a ve IL-1 deneyleri

calisilarak elde edilen bulgular Sekil 16-19°da verilmistir.

400,000 (379.922 + 2.698*

350,000
300,000
250,000

200,000 170.295 + 0.62020

158.793 & 2.28620
150,000
100,000 72.205 + 1.83530

50,000

0,000

Doku TNF-a Degerleri (ng/mg protein)

218.472 £ 1.3452b

120.122 +0.7522b

LVESE-1 LVESE-2 LVUSE-1 LVUSE-2

Sekil 16. Deri dokusunda TNF-a degerleri. °p <0.01 Kruskal Wallis testi,

Whitney U testi ile degerlendirilmistir.
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Serum TNF-a Degerleri (ng/mg protein)

300,000
250,000 |[238.339+0.821°

200,000

144.818 + 0.94220

150,000 128.325 + 1.2152b

100.308 + 1.4822b

100,000 82.960 + 0.5422b
65.605 + 1.5042b
50,000 I i
0,000
K PK

LVESE-1 LVESE-2 LVUSE-1 LVUSE-2

Sekil 17. Serumda TNF-o degerleri. °p <0.01 Kruskal Wallis testi, °p <0.05 Mann Whitney
U testi ile degerlendirilmistir.

Doku IL -1 Degerleri (pg/mg protein)

350,000
312,411 £0.719°

300,000
250,000
209.162 + 2.2922b
200,000 174.982 4 11235 187.885 + 0.5152b
150,000
100,000 70,609  1.030% 80.374 + 1.025%0
50,000 i i
0,000
K PK

LVESE-1 LVESE-2 LVUSE-1 LVUSE-2

Sekil 18. Deri dokusunda IL-1 degerleri. °p <0.01 Kruskal Wallis testi, °p <0.05 Mann
Whitney U testi ile degerlendirilmistir.
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Serum IL-1 Degerleri (pg/mg protein)

400,000
360.785 + 0.6187

350,000
300,000
244.685 + 0.82620
250,000 216.947 £ 2.677ab
200,000 173.692 + 1.7508b
150,000 142.797 £ 0.47330
111.754 + 1.251ab

100,000

50,000

0,000
K PK

LVESE-1 LVESE-2 LVUSE-1 LVUSE-2

Sekil 19. Serumda IL-1 degerleri. ®p <0.01 Kruskal Wallis testi, °p <0.05 Mann Whitney U
testi ile degerlendirilmistir.

4.2.3. Kolajen Bag Dokunun Saptanmasi Deney Bulgulari
4.2.3.1. Hidroksiprolin Deney Bulgular:

Kolajen bag dokunun saptanmasi i¢in yara dokularma hidroksiprolin deneyi
uygulanmigtir. Yara dokularindaki hidroksiprolin miktarlart Sekil 20’de gosterilmistir.
Hidroksiprolin deneyi icin hidroksiprolin (standart) konsantrasyonuna karsi absorbans

grafigi Sekil 21°de verilmistir.
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Sekil 20. Hidroksiprolin konsantrasyonuna karsi absorbans grafigi

Hidroksiprolin Miktar1 (ng.mL-1/mg doku)
30,000

25.379 + 054180
25,000 22.926 + 0.3010

20,000
15,000 14,357 + 0.03820
11.935 + 0.23530
10.933 + 0.5412b

10,000 | 8.9570.054°

5,000 j

0,000

K PK

LVESE-1 LVESE-2 LVUSE-1 LVUSE-2

Sekil 21. Deri dokusunda hidroksiprolin degerleri. ®p <0.01 Kruskal Wallis testi, °p <0.05
Mann Whitney U testi ile degerlendirilmistir.
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4.2.4. Antimikrobiyal Aktivite Deney Bulgular:
4.2.4.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Deneyi Bulgular:

E. coli, Y. pseudotuberculosis, S. aureus, E. faecalis ve B. cereus bakterileri, C.
albicans mantar1 test mikroorganizmalari olarak kullanilmistir. Kontrol olarak ampisilin ve
flukonazol antibiyotikleri tercih edilmistir. Bitkilerin S. aureus, E. faecalis ve B. cereus
bakterilerine ve C. albicans mantarina karsi aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Tablo 16’da verilmistir.

Tablo 16. Mikroorganizma inhibisyon zon ¢aplar1 bulgulari

Mikroorganizma ve inhibisyon zonlar1 (mm)

('::Igl/krfi’) Gram- Negatif Gram-Pozitif Mantar
Yp Sa Ef Bc Ca
L. verticillaris Su Ekstresi 10 000 - - 12 10 12 12
L.vulgaris Su Ekstresi 10 000 - - 12 10 12 12
Ampisilin 10 10 18 10 10 15
Flukonazol 5 25

Ec: Escherichia coli ATCC 25922, Yp: Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Sa: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Ef: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bc: Bacillus cereus 702 Roma, Ca: Candida albicans
ATCC 60193, (-): aktivite yok

4.2.4.2. Minimal Inhibisyon Deneyinin Bulgular

Agar kuyucuk difiizyon deneyi bulgularinda aktivite gdzlenen bakteri gruplarinda
minimal inhibisyon deneyi yapilmistir. L. verticillaris ve L. vulgaris su ekstrelerinin

minimal inhibisyon konsantrasyonu gozlenmemistir (Tablo 17).

Tablo 17. Minimal inhibisyon konsantrasyonu bulgulari

Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) (ug/mL)

Miktar Gram-Pozitif Mantar
(ng/mL) Sa Ef Bc Ca
L. verticillaris Su Ekstresi 10 000 430 1200 700 380
L.vulgaris Su Ekstresi 10 000 500 2700 425 800
Ampisilin 10 35 10 15
Flukonazol 5 <8

Sa: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Ef: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bc: Bacillus cereus 702
Roma, Ca: Candida albicans ATCC 60193
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4.2.5. Enzim Aktivitesi Deney Bulgular:
4.2.5.1. Kolajenaz Enzim Inhibisyonu Deney Bulgular

Tiirlerin su ekstrelerinin kolajenaz enzim inhibisyonu tez kapsaminda ¢alisilmustir.
L. verticillaris ve L.vulgaris’in kolajenaz enzim inhibisyonlari sirasiyla 34.674 +2.055 ve
43.652 + 2.494 pg/mL olarak bulunmustur (Sekil 22-23). Standart olarak kullanilan
katesin’in kolajenaz enzim inhibisyonu ise 22.909 + 1.633 pg/mL’dir (Sekil 24). Elde
edilen sonuglar ICso degeri olarak hesaplanmustir (Sekil 25).

80,00 -

70,00 -

S y = 47,098 - 22,314

-t 60,00 - R?=0,9937

£ 50,00 -

>

122}

'S 40,00 -

IE

£ 30,00 -

N

S 20,00 -

2,

S 10,00 -

=]

M 0,00 T T T T 1

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Log[C]

Sekil 22. L. verticillaris su ekstresi kolajenaz inhibitor aktivite grafigi
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Kolajenaz inhibisyonu (%)

50,00 - y = 30,643x - 0,3036
Rz=0,9917

N

o

o

o
1

30,00 -
20,00 -

10,00 -

0,00 . . . . .
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Log[C]

Sekil 23. L. vulgaris su ekstresi kolajenaz inhibitor aktivite grafigi

Kolajenaz inhibisyonu (%)

100,00
90,00

80,00 y = 54,113x - 23,581
70.00 R*=0,9904

60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Log [C]

Sekil 24. Katesin’in kolajenaz inhibitor aktivite grafigi
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50,00 -
45,00 -
40,00 -
35,00 -
30,00 -

25,00 - 22.909 + 1.633

43.652 + 2.494

34.674 + 2.055

20,00 -
15,00 -
10,00 -
5,00 -
0,00 -

I1C5, Degerleri (ng/mL)

Katesin L. verticillaris L. vulgaris
Su Ekstresi Su Ekstresi

Sekil 25. Kolajenaz enzim inhibisyonu I1Cs degerleri

4.2.5.2. Tirozinaz Enzim Inhibisyonu Deney Bulgular

Bu tez calismasinda, L. verticillaris ve L. vulgaris su ekstrelerinin tirozinaz
inhibisyonu Masuda ve arkadaslarinin yontemine gore belirlenmistir. L. verticillaris ve
L.vulgaris’in tirozinaz enzim inhibisyonlar1 sirasiyla 68.013 + 4.111 ve 122.440 + 3.682
pug/mL olarak bulunmustur ve grafikler ile belirtilmistir (Sekil 26-27). Bu ¢alismada kojik
asit standart olarak kullanilmistir. Kojik asitin tirozinaz enzim inhibisyonu 8.544 + 0.493

pg/mL’dir (Sekil 28). Elde edilen sonuglar ICsy degeri olarak hesaplanmistir (Sekil 29).
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Sekil 26. L. verticillaris su ekstresi tirozinaz inhibitdr aktivite grafigi
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Sekil 27. L. vulgaris su ekstresi tirozinaz inhibitor aktivite grafigi
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Sekil 28. Kojik asit’in tirozinaz inhibitor aktivite grafigi

140,00 -
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Su Ekstresi Su Ekstresi

Sekil 29. Tirozinaz enzim inhibisyonu ICsg degerleri

4.3. Real Time PCR Deney Bulgular

Real Time PCR igin TNF-a, IL-1B, IL-10 ve MMP-9 genleri ile ¢alisgilmistir. Bu
genlerin ekspresyon diizeyleri f-aktine gore saptanmistir. Gruplardaki gen ekspresyon artig

azalig oranlar1 kontrol ile karsilastirma yapilarak belirlenmistir (Sekil 30).
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Sekil 30. nRNA gen ekspresyon oranlart. p <0.05 Mann Whitney U testi ile
degerlendirilmistir.

4.4, YPSK ile Tiirlerin Fenolik iceriginin Belirlenmesi Deney Bulgulari

Bu tez calismasinda, tiirlerin fenolik iceriginin belirlenmesi i¢in 16 dakikalik YPSK
yontemi uygulanmistir. Standart olarak p-OH benzoik asit, vanilik asit, siringaldehit, p-
kumarik asit, sinapik asit, benzoik asit ve kersetin kullanilmistir. L. verticillaris’in
igeriginde siringaldehit, sinapik asit ve benzoik asit tespit edilirken (Tablo 18), L.
vulgaris’in igeriginde sinapik asit, benzoik asit tespit edilmistir (Tablo 18). Standart olarak
kullanilan fenolik bilesiklerin kromatogrami Sekil 31’de, L. verticillaris’in kromatogrami

Sekil 32°de ve L. vulgaris’in kromatogrami Sekil 33’te gosterilmistir.
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ELLIE

00 15 50 15 10.0 125 150

Sekil 31. Standartlarin (25 uM) YPSK kromatogrami (270 nm, DAD, RP-C18 column
(4.6x150 mm, 5 um), 1.5 mL/dk. Pik tanimlamasi: (1) p-OH benzoik asit, (2)
vanilik asit, (3) siringaldehit, (4) p-kumarik asit, (5) sinapik asit, (6) benzoik
asit, (7) kersetin

Sekil 32. L. verticillaris su ekstresinde bulunan fenolik bilesiklerin YPSK kromatogrami
g
(270 nm, DAD). Pik tanimlamasi: (3) siringaldehit, (5) sinapik asit, (6) benzoik
asit
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a0 - |

Sekil 33. L. vulgariss su ekstresinde bulunan fenolik bilesiklerin YPSK kromatogrami
(270 nm, DAD). Pik tanimlamasi: (5) sinapik asit, (6) benzoik asit

Tablo 18. L. verticillaris ve L. vulgaris’in igerdigi fenolik bilesikler

L. verticillaris L. vulgaris

Standart Bilesikler = Alilkonma zamani Konsantrasyon (mg/g) ~ Konsantrasyon (mg/g)

1 p-OH Benzoik asit 4.4 - -
2 Vanilik Asit 5.1 - -
3 Siringaldehit 6.3 7.49 -
4 p-Kumarik asit 7.4 - -
5 Sinapik Asit 7.9 49.78 38.31
6 Benzoik Asit 9.5 3.89 3.03
7 Kersetin 14.7 - -

4.5. Mekanizma Aydinlatma Calismalar1 Deney Bulgular
4.5.1. Hem Oksijenaz Aktivite Deney Bulgular:

[k olarak, Hem oksijenaz deneyleri igin, tiirlerin farkli konsantrasyonda (12.5, 25,
50 ve 100 pg/mL) hazirlanan su ekstreleri LON29 hiicreleri ile 4 saat boyunca muamele
edilmistir. Olgiimler kit calismasindaki prosediire uygun sekilde yapilarak 6l¢iim sonuglart

Sekil 34 ile gosterilmistir.
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T 2000 -

0,00 ‘ ‘ ‘

Kontrol  H,0, L. verticillaris L.vulgaris_
Su Ekstresi  Su Ekstresi

Sekil 34. L.verticillaris ve L. vulgaris su ekstreleri uygulanan hiicrelerde HO-1 igerigi

4.5.2. COX-2 Yiizde inhibisyonu Deney Bulgular

COX-2 inhibisyonunu belirlemek iizere, 12.5, 25, 50 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarinda hazirlanan su ekstreleri LON29 hiicreleri ile 4 saat boyunca muamele
edilmistir. Olgiimler kit ¢alismasindaki prosediire uygun sekilde yapilmistir ve elde edilen

sonuglar Sekil 35’te verilmistir.

80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00 -
0,00 -

12.5 pg/mL

25 pg/mL
= 50 pg/mL
m 100 pg/mL

COX-2 Inhibisyonu (%)

L. verticillaris L. vulgaris
Su Ektresi Su Ektresi

Sekil 35. L. verticillaris ve L. vulgaris su ekstreleri uygulanan hiicrelerde COX-2 %
inhibisyonu
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4.5.3. Nitrik Oksit Icerigi Deney Bulgular

Tiirlerin farkli konsantrasyonda (12.5, 25, 50 ve 100 pg/mL) hazirlanan su
ekstreleri ve indometasin (pozitif kontrol) RAW 264.7 hiicreleri ile 4 saat boyunca
muamele edilmistir. Nitrik oksit igeriginin belirlenmesi ic¢in kit ¢alismasindaki prosediir

uygulanmistir ve 6l¢iim sonuglart Sekil 36 ile gosterilmistir.

30,000
'E
D
S 25,000 -
o
=3
éﬁ 20,000 -
=
g 15,000 -
3> 12.5 pg/mL
>80 25 pg/mL
.'S 10,000 1 = 50 png/mL
= = 100 pg/mL
o 5,000 -
g .
0,000 T y
indometasin L. verticillaris L. vulgaris
Su Ekstresi Su Ekstresi

Sekil 36. Indometasin, L. verticillaris ve L.vulgaris su ekstreleri uygulanan hiicrelerde NO
icerigi

85



5. TARTISMA ve SONUC

Bitkiler, antiviral, antibakteriyel, antidepresif, antioksidan ve yara iyilestirme gibi
birgok Ozelliklerinden otiirti geleneksel tipta ¢ok uzun yillardir kullanilmaktadir. Bitkiler
farkli yapilara sahip polifenoller, terpenler, karotenoitler, saponinler, alkoloitler gibi ¢esitli
biyoaktif bilesenleri icermelerinden dolayr bu aktiviteleri gostermektedir. Tibbi bitkilerin
ozelliklerini, verimliliklerini ve giivenilirliklerini anlayabilmek i¢in bilimsel arastirmalara
ihtiyag vardir (217, 218). Tibbi bitkiler giivenilir, etkili ve potansiyel ilag¢ kaynaklar1 olarak
dikkat cekmeye devam etmektedir. Bitkisel ilaclar tentiirler, ¢aylar, tozlar ve diger bitkisel
formiilasyonlar seklinde elde edilmistir. Bitkisel iiriinler ve ilaglar, cok sayida arastirma
alanin1 ve ¢esitli analiz yontemlerini igerecek sekilde gelismistir ve gelismeye devam

etmektedir (219).

Cildin normal anatomisinde ve islevinde bozulmaya neden olan yaralar, diinya
capinda hastalar ve saglik uzmanlari tizerinde 6nemli bir yiik olusturmaktadir. Ciinkdi,
iyilesmemis yaralar siirekli olarak yara bolgesinde agr1 ve sislik olusturan inflamasyon
aracilarini iretir, enfeksiyonlara neden olur ve hastalarin iyilesme siirecini uzatir. Hatta,
kronik yaralar birden fazla organ yetmezligine veya hastanin oliimiine bile yol agabilir

(220, 221)

Yara iyilesmesi, travma ile baslayan ve skar olusumu ile biten ve bu siiregte bir dizi
olay1 harekete geciren yaralanmaya verilen normal biyolojik bir tepkidir. Yara iyilesmesini
geciktiren veya engelleyen risk faktorlerinin ortadan kaldirilmasi yara bakimi i¢in oldukga
onemlidir. Bitkilerde bulunan fitokimyasallarin bir¢ogunun yara iyilestirme potansiyeline
sahip oldugu bilinmektedir (218, 221, 222). Bu bitkisel biyoaktif maddeler, genellikle
tyilesme silirecinin bir veya daha fazla asamasini etkilemektedir (222). Bu sebeplerden
dolay1, tibbi bitkilerin izolasyonu, karakterizasyonu, biyolojik akitviteleri ve yap1 ile
aktivite arasindaki iligkilerin aydinlatilmasi biiyilk 6nem arz etmektedir. Geleneksel ve
modern yontemlerin birlikte kullanilmasi ile daha az yan etkiye sahip ve yara iyilesmesi

icin potansiyel ilaclar gelistirilebilir.

Lysimachia tiirlerinin, zengin ikincil metabolitleri ile oksiiriik, bronsit, iilser, sarilik,
tiiberkiiloz, soguk alginligi, yaralarin ve gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde
kullanildig1 bilinmektedir. Bu tiirlerin sitotoksik, analjezik, hepatoprotektif, vazoprotektif,
antioksidan, antitimor, antibakteriyel, antiinflamatuvar, antiobezite gibi sayisiz aktiviteye

sahip oldugunu gosteren aragtirmalar mevcuttur (8-17; 23-33).
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Lysimachia tiirlerinin yara iyilestirme (9, 11, 12, 14, 15, 17, 21) ve cilt
hastaliklarinin tedavisinde (16, 31, 223) kullanildigina dair kanitlarin varligi sebebiyle, bu
tez calismasinda L. verticillaris ve L. vulgaris tiirlerinin yara iyilestirme potansiyelleri
incelenmistir. Bu tiirlerin yara iyilestirme potansiyellerini incelemek igin in vivo olarak
“Dairesel Eksizyon Yara Modeli” deneyi uygulanmistir. Sicanlara dairesel yara
uygulamasi yapildiktan sonra, giin asir1 kontrol grubu hari¢ diger gruplara merhem
stiriilmiistiir ve 4., 7., ve 14. giinlerde yara iyilesmesi degerlendirilmesi yapilmistir. Yara
alan1 kii¢iilmeleri fotograflanmis ve gruplar kendi aralarinda karsilastirilmistir. 4. giinde
doza bagiml olarak yara kapanmalari arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. 7. giinde ise
gruplar arasinda doza bagimli olarak yara kapanmalarmin kontrol ve pozitif kontrol
grublarina kiyasla daha iyi oldugu saptanmustir. % 5 oraninda ekstre iceren LVESE-2
grubunda yara kapanma yiizdesi %89.475 + 0.848 iken, LVUSE-2 grubunda bu oran
%85.225 + 0.717 olarak bulunmustur. %5 oraninda ekstre igeren gruplarin, %1 oraninda
ekstre igeren grublara gore yara iyilesmesi potansiyelinin anlamli derecede etkili oldugu
goriilmistiir. 14. ginde ise, ekstre gruplarinda yaralarin tamamen kapandigi, kontrol ve
pozitif kontrol gruplarinda yaralarin tamamen kapanmadigi gozlenmistir. Bu sonuglara
gore, hazirlanan merhemlerin yara kapanmasi iizerine etkisinin pozitif kontrol olarak
kullanilan Madecassol® grubuna gére daha iyi oldugu belirlenmistir. Yapilan literatiir
taramalarinda Lysimachia tiirlerinin triterpenik bilesikler, streoitler, flavonoitler,
flavanoller, fenolik asitler gibi bilesiklere sahip oldugu bilgilerine ulagilmigtir (8-17; 23-
33). Ayrica, tez kapsaminda yapilan YPSK calismalarinda bitkilerin sinapik asit, benzoik
asit ve siringaldehit igerdigi tespit edilmistir. Lysimachia tiirlerinin zengin fitokimyasal

igerigi ile yara iyilesmesine katki sagladig diisiintilmektedir.

Histopatolojik olarak yapilan degerlendirmelerde, yara iyilesmesinin 14. giiniinde
alt1 ayr1 grup incelenmis ve bulgular goz Oniine alinarak gruplar arasi kiyaslamalar
gerceklestirilmistir. Epitelizasyon agisindan gruplar arasinda bir fark goriillmemis ve biitiin
gruplardaki epitel yapisinin matiir ve tam gelismis oldugu gozlenmistir. Kontrol grubunda
gozlemlenen anjiyogenez, diger gruplara oranla daha fazla olup diger gruplar arasinda ise
bu patoloji agisindan belirgin bir fark gézlemlenmemistir. Gruplarin inflamasyon diizeyleri
arasinda degerlendirme yapildiginda kontrol grubunda anlamsiz derecede fazla iken, diger
gruplar arasinda belirgin bir fark tespit edilememistir. Bu durum, inflamasyonun cok
biiylik oranda geriledigini ve inflamatuvar hiicrelerin yerini fibroblastlarin aldigini

gostermektedir. Gruplar arasinda hemaroji agisindan yapilan degerlendirmede ise bir fark
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goriilmemistir ve bu patolojik bulgunun hemen hemen hi¢ goriilmedigi sdylenebilir. Buna
ek olarak, baz1 gruplarda iyilesmenin kismen daha ileri diizeyde oldugu, deri eklerinin de
(kil koki, yag bezi, erektor pili kasi) olusmaya basladiglr gozlemlenmistir. Kil kokleri
pozitif kontrol, LVESE-2, LVUSE-1 ve LVUSE-2 gruplarinda olustugu belirlenmistir.
Genel olarak biitlin gruplarda agir patolojik bulgularin bulunmadigi tespit edilmistir.
Histopatolojik bulgular ile dairesel eksizyon yara modeli deneylerinden elde edilen
bulgularin paralellik gosterdigi belirlenmistir. Su ekstrelerinden hazirlanan merhemlerin
yaralar1 hizla iyilestirdigi gozle ve mikroskobik olarak gozlemlenmistir. Tiim bu veriler,
ekstrelerden hazirlanan merhemlerin yara iyilesmesine katki sagladiginin baska bir
kanitidir. Literatlir caligmalarinda bitkilerle ilgili yapilmis bir “Dairesel Eksizyon Yara
Modeli” ve histopatolojik ¢alismalara rastlanmamis olup, bu bitkilerin ilk kez yara

iyilestirme potansiyelleri incelenmistir.

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi ic¢in siganlardan alinan doku ve serum
orneklerinde SOD, CAT ve MDA diizeylerindeki fark incelenmistir. Sonuglara genel
olarak bakildiginda, ekstre gruplarinda kontrole gore doku ve serum SOD ve CAT

diizeylerinde bir artis gbzlenirken, MDA diizeylerinde anlamli bir diisiis gozlenmistir.

Kontrol, pozitif kontrol ve ekstre gruplarinin SOD bulgulart sekil 9-10’da
verilmistir. Bu bulgular incelendiginde, doku ve serum 6rneklerinde kontrol grubuna gore
pozitif kontrol ve ekstre gruplarinin antioksidan etkilerinin daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. % 1 oraninda ekstre igeren gruplar ile kiyaslandiginda, % 5 oraninda ekstre
iceren gruplarin antioksidan etkilerinin daha iyi oldugu goriilmiistiir. % 5 oraninda ekstre
iceren gruplar arasinda belirgin bir fark gozlenmemesine ragmen, doku ve serum
orneklerinde en iyi etkinin LVESE-2 grubunda (0.150 + 0.003 U/mg protein, 0.102 + 0.006

U/mg protein ) oldugu belirlenmistir.

Antioksidan etkinin belirlenmesi i¢in yapilan diger bir yontem katalaz diizeylerinin
tespit edilmesidir (Sekil 11-12). CAT bulgular incelendiginde doku ve serum 6rneklerinin
sonuglarinin birbiri ile uyumlu oldugu goriilmistiir. Tiim gruplar iginde, doku (228.951 +
1.619 ng/mg protein) ve serum (123.604 + 1.084 ng/mg protein) drneklerindeki en diisiik
degerlerin Kontrol grubunda oldugu belirlenmistir. En yiiksek CAT degerleri doku
orneklerinde LVUSE-2 grubunda (837.979 + 0.385 ng/mg protein), serum 6rneklerinde ise
LVESE-2 gurubunda (734.229 + 1.084 ng/mg protein) oldugu goriilmiistiir.
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MDA diizeyleri incelendiginde en yiiksek degerlerin kontrol grubunda oldugu
belirlenmistir. Ekstrelerden elde edilen bulgular kendi i¢inde degerlendirildiginde, LVESE-
2 grubunda doku (1.592 + 0.039 nmol/mg) ve serum (2.361 + 0.037 nmol/mg)
orneklerinde en diisik MDA seviyeleri gozlenmistir. Aym1 zamanda, pozitif kontrol

grubuna gore % 5 ekstre igeren gruplarinin daha iyi etki gosterdigi belirlenmistir.

Serbest radikaller doku hasarina yol acarak yara iyilesmesinin gecikmesine neden
olabilmektedir. Doku hasarma engellemek ve serbest radikallerin olumsuz etkilerini
gidermek icin antioksidan Ozellige sahip bilesikler kullanilmaktadir. Yara iyilesmesinin
sorunsuz ilerlemesi igin antioksidanlar olduk¢a Onemlidir (90). L. verticillaris L.’nin
izolasyonu ile elde edilen bilesiklerin enzim ve antioksidan aktivitesinin belirlendigi bir
arastirmada, izole edilen bilesiklerin giiglii antioksidan etki gosterdigi ve bu etkinin
ekstrede bulunan flavonoitlerin sinerjistik etkisinden kaynaklanabilecegi rapor edilmistir
(9). Li ve arkadaslarmin yaptig1 bir ¢alismada, L. foenum-graecum Hance’den elde edilen
ekstrelerin ve fraksiyonlarin farkli diizeylerde giiclii antioksidan ve radikal siipiiriicii
aktiviteler gosterdigi saptanmistir. Ayn1 ¢alismada, antioksidan igerikler ile toplam fenolik
ve toplam flavonoit igerigin paralellik gosterdigi belirlenmistir (13). L. clethroides
Duby’nin hepatoprotektif ve antioksidan etkilerinin degerlendirildigi bir calismada,
ekstrelerinin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve bu sayede hepatoprotektif
etkisini gosterdigi rapor edilmistir (29). Ug farkli Lysimachia tiiriiniin (L. vulgaris, L.
nummularia ve L. punctata) polifenol bilesiminin ve antioksidan 6zelliklerinin arastirildigi
bagka bir ¢alismada, daha yiiksek mirsetin aglikon ve klorojenik asit iceren ekstrelerin,
DPPH" ve ABTS™ radikallerini temizleme yeteneginin diger ekstrelerden daha etkili
oldugu kanitlanmigtir (31). L. nummularia L. ve L. vulgaris L. ekstrelerinin polifenolik
kompozisyonu ve antioksidan kapasitesini belirlemek iizere yapilan bir calismada, L.
vulgaris ekstresinin daha giiclii bir antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ayrica,
antioksidan aktivitenin toplam polifenolik ve flavonoit igerik ile uyum iginde oldugu
belirlenmistir (223). L. christinae Hance’nin ham etanolik ekstresinin farkli polaritelere
sahip dort fraksiyonun antioksidan ve endotel koruyucu etkilerinin incelendigi ¢alismada,
n-biitanol fraksiyonunun yiiksek fenolik ve flavonoit igerigi ile en giiglii antioksidan ve
endotel koruyucu etkiyi gosterdigi bulunmustur (224). Literatiirdeki bu ¢alismalar
incelendiginde, zengin fenolik ve flavonoit icerik ile antioksidan aktivite arasinda pozitif
bir korelasyonun oldugu gézlenmistir. Tez kapsaminda elde edilen antioksidan bulgular ile

yara kapanmasi arasindaki uyumluluk bitkilerin zengin fenolik igerigine baglanabilir.
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Sonug olarak, fenolik asitlerce zengin ve yliksek antioksidan aktiviteye sahip ekstrelerin

yara iyilesmesine, hiicre biiylimesine ve cilt yenilenmesine yardimci oldugu sdylenebilir.

Inflamasyon asamasinda makrofajlar gibi hiicresel elemanlar TNF-o ve IL-1 gibi
cesitli sitokinlerin salinmasinda rol oynarlar. Bu sitokinler yeniden damarlanma, fibroblast
gocli ve ¢ogalmasi, kolajen iiretimi ve yara kontraksiyonu ile iligkilidir. Yara iyilesmesinin
ilk asamasinda bu sitokinlerin seviyesinde goriilen artis yara iyilesmesine destek
olmaktadir. Ancak, ilerleyen asamalarda bu seviyelerde goriilen artis ile yara iyilesmesinde
gecikmelere neden olabilmektedir (90, 225). Bu amagla, antiinflamatuvar ¢alismalar ile
tirlerin TNF-o ve IL-1 diizeyleri belirlenmistir. 14. giinde belirlenen TNF-a ve IL-1
degerlerinin ekstre ve pozitif kontrol grubunda azaldigi gozlemlenirken, kontrol grubunda
ise bu diizeyler oldukca yiiksek bulunmustur. Tiim gruplar arasinda TNF-a degerleri
incelendiginde, doku (72.205 + 1.835 ng/mg protein) ve serum (65.695 + 1.504 ng/mg
protein) orneklerindeki en diisiik degerlerin LVESE-2 grubunda oldugu belirlenmistir. % 5
oraninda ekstre i¢ceren gruplarin, pozitif kontrol grubuna gére TNF-a diizeylerini oldukca
diistirdiigii gorilmiistiir. Doku (70.609 + 1.030 ng/mg protein) ve serum (111.754 + 1.251
ng/mg protein) orneklerindeki en diisiik IL-1 degerlerinin LVESE-2 grubunda oldugu
saptanmistir. Antiinflamatuvar etkiye sahip ekstrelerin, yara iyilesmesini kolaylastirdigina

ve hasta konforunu artirdigina yonelik birgok ¢alisma mevcuttur (89, 118, 226).

L. clethroides ekstresinin antiinflamatuvar etkisinin ve altinda yatan
mekanizmalarin arastirildigi bir ¢alismada, ekstrenin temel inflamatuvar mekanizmalart
diizenleyerek makrofajlarda LPS ile uyarilan inflamatuvar yanitlari azalttigi belirtilmistir
(227). L. foenum-graecum ile ilgili bir ¢alismada, bitki ekstresinden izole edilen biyoaktif
bir bilesen olan Foenumosit B (FSB)’nin antiinflamatuvar etkilere sahip oldugu
bulunmustur ve aymi c¢aligmada antiinflamatuvar molekiiler mekanizmalar da
aydinlatilmigtir. FSB’nin STAT3, AKT ve p38 MAPK’y1 etkisiz hale getirerek LPS’nin
neden oldugu inflamatuvar siiregleri inhibe ettigi ve ardindan murin makrofajlarinda NF-
KB ve AP-1’in transkripsiyonel aktivitelerini baskiladigi rapor edilmistir. Elde edilen
sonuglar, FSB’nin inflamatuvar ve metabolik hastaliklarin tedavisi i¢in potansiyel bir
terapoOtik  olarak kullanilabilecegini  gostermektedir (228). L. capillipes Hemsl.
capilliposide’nin analjezik ve antiinflamatuvar aktivitelerinin arastirildigi bir hayvan
modelindeki mekanistik ¢alismalar, antiinflamatuvar etkinin MDA, PGE2, TNF-a, COX-1
ve COX-2 iiretiminin inhibisyonu ile iligkili oldugunu ortaya koymustur (229). Diyetle
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indiiklenerek yagli karaciger iltihabi olusturulan fareler ile ilgili bir ¢alismada, L. vulgaris
ekstresinin  hepatik lipid birikimini iyilestirmesinin  yanisira antioksidatif ve
antiinflamatuvar etkiler gosterdigi bidirilmistir (230). Flavonoitlerin ve fenolik asitlerin
(sinapik asit, kersetin, luteolin gibi) anlamli derecede antiinflamatuvar etki gosterdigi ve
boylece yara iyilesmesini destekledigi bilinmektedir (89, 90, 226, 231, 232, 233, 234, 235,
236). Tez kapsaminda elde edilen biyolojik aktivite sonuglari ile antiinflamatuvar sonuglar
paralellik gostermektedir ve bu sonuglar bitkilerin yara iyilestirme potansiyleinin yiiksek

oldugu sonucunu desteklemektedir.

Hidroksiprolin  miktar1  kolajen molekiiliiniin  saptanmasinda Onemli bir
parametredir. Hidroksiprolin diizeylerinin yiliksek olmasi, yara alaninda kolajen miktarini
artirarak yara iyilesmesine katki saglar (89, 90). Bu durum yara iyilesmesinin
gerceklestiginin onemli bir kanitidir. Bu tez kapsaminda, hidroksiprolin miktar1 en diisiik
seviyede kontrol grubunda gdzlenmistir (8.896 + 0.150 pg.mL*/mg doku). Ekstre gruplari
kendi aralarinda kiyaslandiginda, LVESE-2 ve LVUSE-2 gruplarinda hidroksiprolin
miktarmin en yiiksek seviyede oldugu saptanmustir. Pozitif kontrol grubu (14.336 + 1.431
ng.mL™?/mg doku), kontrol grubuna gore daha iyi aktivite sergilerken, LVESE-2 ve
LVUSE-2 gruplarindan daha diisiik aktivite gostermistir. Ekstre gruplarinda ve pozitif
grupta hidroksiprolin diizeylerinin yiiksek olmas1 yaralarin erken kapanmasinin

nedenlerinden biri oldugu soylenebilir.

Yara bolgesinde mikroorganizmalarin ¢ogalmasi sonucu deri ve yumusak doku
enfeksiyonlar1 ortaya ¢ikabilmektedir. Ayni zamanda bu mikroorganizmalar,
anjiyogenezde gecikmelere ve inflamasyon fazi olmak iizere yara iyilesme siire¢lerinde
gecikmelerin yasanmasina neden olabilmektedir. Ozellikle gram pozitif bakteriler deri ve
yumusak doku enfeksiyonlarinin baslica etkenleridir. Bu bakterilerin tedavi edilmesi ile
yara bolgesinin daha diizenli ve saglikli bir sekilde iyilesmesi saglanabilir (145, 146, 147,
148, 153). Bu amagla, antimikrobiyal aktivite ¢aligmalar1 ile tiirlerin yara iyilesmesine
katk1 saglayip saglamadiklari incelenmistir. Bitkilerin su ekstrelerinin gram pozitif
bakterilerden S. aureus, E. faecalis ve B. cereus bakterilerine karsit antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir. S. aureus, E. faecalis ve B. cereus inhibisyon ¢aplari sirasiyla 12,
10 ve 12 mm olarak bulunmustur. Tiirler, C. albicans mantarina kars1 aktivite sergilemistir

ve inhibisyon ¢ap1 12 mm olarak bulunmustur.

91



L. vulgaris L.’nin antibakteriyel, antitiimor, antioksidan aktiviteleri ve fenolik
bilesenlerinin degerlendirildigi bir ¢alismada, tiiriin gram pozitif bakterilerin (S. aureus, S.
epidermidis ve Streptococcus pyogenes) neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi igin
potansiyel bir kaynak olabilecegi rapor edilmistir (17). L. clethroides Duby kok
ekstrelerinin metisiline direngli S. aureus (MRSA) karsi antimikrobiyal aktivitesi iizerine
yapilan bir arastirmanin sonucunda ekstrelerin ve n-heksan fraksiyonunun MRSA {izerinde
antibakteriyel etkiye sahip oldugu ve sinerjistik etkiyi artirdigi belirlenmistir (237). L.
foenum-graecum Hance ekstresinden sentezlenen giimiis nanopartikiillerin S. aureus’a
kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulunmustur (238). Csepregi ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir ¢alismada, L. nummularia’nin etanolik ekstreleri, B. subtilis ve S.
pyogenes iizerinde orta diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir (239).
Literatlir taramalar1 ve tez g¢alismalari sonucunda edilen bilgiler 1s1ginda, Lysimachia
tiirlerinin potansiyel antimikrobiyal etkinliginin oldugu sonucuna varilmstir (17, 237, 238,
239). L. verticillaris ve L. vulgaris su ekstrelerinin orta diizeyde antimikrobiyal aktivite

sergileyerek yara iyilesmesine destek oldugu sdylenebilir.

Yara bolgesinden salinan sitokinler araciligi ile ekstraseliiler matriks sentezi ve
kolajen birikimi goriilmektedir. Yara bolgesinde kolajen yapiminin ve yikiminin bir denge
icinde olmas1 yara iyilesmesine katki saglamaktadir. Yara debridmani i¢in kullanilan
eksojen enzimlerden biri olan C. hystolyticum’dan fermantasyon yoluyla ekstrakte edilen
kolajenaz clostridipeptidase A’dir. Bakteriyel kolajenaz, tiim ana kolajen tipleri igin
yiiksek afiniteye sahiptir ve enzimatik yontemle yara bolgesindeki nekrotik dokunun
temizlenmesinde, graniilasyon dokusu olusumunun artirilmasinda, yaranin yeniden
epitelizasyonunu kolaylastirmasinda ve patolojik skar olusumunun 6nlenmesinde faydali
bir matriks metaloproteinazdir (240, 241). Dokuda ileri derecede tahrip edici giicii olan
kolajenazlar hasar gormiis dokularin uzaklastirilmasini saglamaktadir, ancak ayn1 zamanda
yeni olusturulan bag dokusunun da yikimina neden olabilecegi i¢in kontrol altina alinmasi
gereklidir. Bu amacla, yaralarin diizgiin ve hizli bir sekilde iyilesebilmesi i¢in kolajenaz
enzim inhibisyonu etkisine sahip dogal kaynakli ekstrelerden veya bilesiklerden
faydalanilabilir (89). Bu amagla, tiirlerin iyilesme siirecine olan katkisini belirleyebilmek
icin kolajenaz enzim inhibisyonu ¢aligsmalari yapilmistir. L. verticillaris ve L.vulgaris’in
kolajenaz enzim inhibisyonlar: sirasiyla 34.674 + 2.055 ve 43.652 + 2.494 pg/mL olarak
bulunmustur. Standart olarak kullanilan katesin ile bitkiler karsilastirildiginda, katesine

yakin degerler elde edilmistir. Tagyilldiz ve arkadaslarimin yaptigi bir calismada,
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kolajenazin yara iyilesme siireclerine olan etkisi incelenmis ve acik yara tedavisinde
kolajenazin yara iyilesmesini hizlandirdigi, temiz graniilasyon dokusunun olusumunu
sagladigi, fibroblastik ve miyofibroblastik aktivasyon ile diizenli bir kolajen artisina neden
oldugu tespit edilmistir (242). Ratlarda yanik yaralarinin iyilesmesi {izerine kolajenaz ve
silver sulfadiazine’in etkilerinin karsilastirilmasi ile ilgili bir ¢alismada, kolajenaz merhem
uygulamasinin rat modelinde deri yaniklarinin iyilesmesi lizerinde anlamli derecede etkili
oldugu belirlenmistir (243). Fenolik ve flavonoit bilesenlerin kolajenaz enzimi tizerinde
etkili oldugu literatiir taramalarinda gortlmustiir (89, 244, 245). Yara alanindaki kolajen

miktarindaki artig, bitki ekstrelerinin yara iyilesmesine yardimei oldugunu gostermistir.

Yara  bolgesindeki  sitokinler ~aym1 zamanda  melanositleri  uyararak
hiperpigmentasyon sorunlarina neden olabilir. Yara olusumunu takiben iyilesme
stireclerinde goriilen pigmentasyon sorunlarinin giderilmesinde tirozinaz enzimi aktif rol
oynamaktadir (90). Bu durumu incelemek icin tirozinaz enzim inhibisyon calismalari
gerceklestirilmistir. L. verticillaris ve L.vulgaris’in tirozinaz enzim inhibisyonlari sirasiyla
68.013 = 4.111 ve 122.440 + 3.682 pg/mL olarak bulunmustur. Kojik asitle karsilastirma
yapilinca, tiirlerin orta diizeyde aktivite gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara
bakildiginda, tiirlerin yara iyilesme siireclerinin diizgiin olarak devam etmesine katki

sagladigi sdylenebilir.

TNF-a ve IL-1B akut inflammatuar yanit1 baglatan en 6nemli sitokinler arasinda yer
almaktadir. Bu sitokinlerde yara olusumun siirecinin ilk giinlerinde olusabilecek bir
azalma, yara iyilesmesinin baglamasi ic¢in gerekli hiicre toplanmasini ve fonksiyon
gormesini engelleyebilir, hatta iyilesme siirecini uzatabilir (90, 225). Aksine, proliferatif
evrede azalan TNF-o diizeyi yara iyilesmesi siirecine olumlu katki saglar. Hiicre disi
matriks proteinlerini par¢alayan MMP’lar yara iyilesmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
TNF-o diizeylerinin yara iyilesme siireci boyunca artmast MMP’lar1 aktive eder ve bu
durum hiicre digi matriksin sentezini engelleyerek yara onarimina zarar verebilir (225,
246). Ayn1 zamanda IL-1, yeniden sekillenme asamasinda da etki gostererek yara
iyilesmesine katki saglar. Antiinflamatuvar sitokin olan IL-10 ise, TNF-a aktivitesinin
azalmasma neden olarak onarim siirecindeki olumsuzluklarin kontrol altina alinmasini
saglar. IL-1, T lenfositlerin aktivasyonunu ve yara yerine lokosit migrasyonunu arttirken,
IL-10 tam tersi bir etki gosterir (90, 225). Normal yara iyilesmesi boyunca sitokinlerin

salinimi ile MMP-9 ekspresyonunda artis gozlenir ve zaman iginde MMP-9 seviyesi
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kademeli olarak azalir. Kroniklesmis bir yarada ise siirekli yilksek MMP-9 seviyesi,
iyilesmenin gecikmesine neden olabilir. Kronik bir yarada iyilesmenin gerceklesebilmesi
icin MMP seviyelerinde azalma olmasi gerekir. Fakat MMP-9 seviyesinin ¢ok diisiik
olmasi, kolajen tiretimini artirarak gereksiz doku onarimina da sebep olabilir (247, 248).
Yara iyilesmesi siiresince bir¢ok sitokin gorev alir ve bu sitokinler bir denge i¢inde yara
iyilesmesini diizenleyebilir. Bu bilgiler 1s18inda, ¢alismada, RT-PCR aracilig1 ile yara
dokusundaki TNF-a, IL-1B, IL-10 ve MMP-9 genlerinin diizeyleri belirlenerek yara

tyilesmesine katkis1 aragtirilmistir.

TNF reseptorii p55 eksikligi olan farelerde yapilan bir ¢alismada, kolajen ve
anjiyogenez birikimini artirdig1 ve bdylece yara iyilesmesini hizlandirdig1 6ne siiriilmiistiir
(249). Elaeagnus angustifolia (EA) su ekstresinin yara iyilesmesi iizerine etkisinin
incelendigi bir RT-PCR c¢aligmasinda, EA ile muamele edilen grupta hem mesajci
riboniikleik asit (MRNA) ekspresyonunu hem de TNF-o’nin protein seviyesini azalttigi
ortaya konulmustur. TNF-a diizeyinin azalmasi ile yara iyilesmesinin hizlandigini ve bu
durumun ekstrenin flavonoit ve terpenoit igeriginden kaynaklanabilecegini rapor
etmislerdir. Ayrica, ekstrenin giiclii antioksidan aktiviteye sahip olmasinin TNF-a
ekspresyonunu azaltabilecegi sonucuna varmislardir. Bu g¢alismada TNF-o’nin kolajen
geninin transkripsiyonunu azalttigt ve iyilesme siirecine olumsuz katki sagladigi da
belirtilmistir. (246). Bu c¢alismalar incelendiginde, azalan TNF-a diizeyinin, yara
lyilestirme potansiyeline Onemli bir katki sagladigr fikri desteklenmistir. Yan ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada, diyabetik kornealarda IL-1p seviyesinin yiikselerek
IL-1 reseptor antagonistinin (IL-1Ra) baskilandigini ve bu durumun IL-1f ile IL-1Ra
seviyelerindeki bir dengesizlige neden olarak kornea epitelyal yara iyilesmesini

geciktirdigini bildirmislerdir (250).

Calismamizda, ekstrelerin TNF-a, IL-18 ve MMP-9 seviyelerini azalltigi 1L-10
seviyesini artirdig1 gozlenmistir, fakat pozitif kontrol olarak kullanilan Madecassol® grubu
kadar etkili olmadigi1 da belirlenmistir. Gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmamakla
beraber, TNF-o diizeyinin LVUSE-2 grubunda oldukca azalmis oldugu ve Madecassol®
grubuna yakin bir deger gosterdigi bulunmustur. IL-1 f ve MMP-9 seviyelerinin en diisiik
oldugu ekstre grubu LVESE-2’dir. IL-10 seviyesi en yiiksek LVUSE-2 grubunda

gorilmistiir. Veriler incelendiginde, sitokinlerin bir denge i¢inde yara iyilesmesine katki
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sagladig1 soylenebilir. Ayn1 zamanda, elde edilen bu sonuglar ile antiinflamatuvar Kit

calismalari ile elde edilen sonug¢lar uyumlu bulunmustur.

Bitkilerin fenolik igeriginin belirlenmesi i¢cin YPSK c¢alismalar1 yapilmustir. L.
verticillaris’in iceriginde siringaldehit, sinapik asit ve benzoik asit tespit edilirken, L.
vulgaris’in igeriginde sinapik asit, benzoik asit tespit edilmistir. Bircok c¢aligmada
Lysimachia tiirlerinin zengin fenolik ve flavonoit igerige sahip oldugu belirtilmistir (8, 9,
10, 13, 17, 31). Baz1 arastirmalara gore Lysimachia tiirlerinin baslica flavonoit aglikonlar1
kemferol, kersetin ve mirsetin olarak tanimlanmustir (223, 251, 252). L. verticillaris’in
izolasyonu iizerine yapilan bir ¢alisma sonucunda etil asetat fraksiyonundan gallik asit,
katesin, mirsetin ve kersetin tiirevleri izole edilmistir (8). Baz1 tibbi bitkilerin antikanser ve
fenolik igeriklerinin incelendigi bir ¢alismada, L. vulgaris bitkisinin gallik asit monohidrat,
kafeik asit, kersetin-3-rutinozit, luteolin 7-O-B-D glukozit, kemferol, mirsetin, kersetin,
apigenin gibi fenolik maddeler igerdigi tespit edilmistir (12). L. nummularia ve L. vulgaris
polifenolik igeriginin incelendigi bir ¢alismada, p-kumarik asit, izokersitrin, kersitrin,
kersetin, luteolin iki bitkide de goriiliirken, Kersetin-3-rutinozit sadece L. nummularia’da
ve klorojenik asiit, hiperozit, rutozit, kemferol, apigenin ise sadece L. vulgaris’te
bulunmustur. L. vulgaris’in, zengin polifenol igerigi ile daha yiiksek bir antioksidan
aktivite sergiledigi belirtilmistir (223). Fenolik igerikleri ile antioksidan kapasiteleri
arasinda bir uyum oldugu ve antioksidan etkinin de yara iyilesmesi siireglerine olumlu
katki sagladigi soylenebilir (90). YPSK sonuglart incelendiginde sinapik asit seviyesinin
olduk¢a yiiksek oldugu goriilmistir. Sinapik asitin antioksidan, antiinflamatuvar,
antibakteriyel gibi bilinen etkileri ile yara iyilesmesinin hizli ve diizgiin bir sekilde
ilerlemesinin miimkiin oldugu disiinilmektedir (230, 231, 232, 253, 254, 255). Bitkilerin
iceriginde bulunan fenolik bilesiklerin biyolojik aktivite ¢alismalari ile uyum gosterdigi ve

bu sayede yara iyilesmesi lizerine olumlu etki gosterdigi fikri desteklenmistir.

Mekanizma aydinlatma ¢alismalarinda HO-1 igerigini belirlemek igin su ekstreleri
ve kontrol grubu karsilastirilmistir. L. verticillaris ve L. vulgaris arasinda anlamli bir
farklilik olmamakla beraber, bitki ekstreleri muamele edilen hiicrelerde HO-1 igerigi
konsantrasyon arttik¢a artis gostermistir. Sicanlarda bleomisin kaynakli akciger hasarina
kars1 sinapik asitin etkisinin incelendigi bir calismada, sinapik asitin, apoptozun
inhibisyonu ve niikleer faktorii kappa B (NF-xB) inhibisyonu yoluyla (niikleer faktor

eritroid 2) Nrf2 ve HO-1 aracili antioksidan enzimin indiiklenmesi yoluyla bleomisinin
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neden oldugu akciger yaralanmalarini iyilestirdigi rapor edilmistir (256). Sinapik asit ile
yapilan baska bir calisma, sinapik asitin SOD, GPx ve CAT’in gen ekspresyonunu
diizenleyerek, Nrf2/HO-1’1 regiile ettigini ve bdylece oksidatif stres ile streptozotosin
kaynakli diyabetik noropatinin ilerlemesini hafiflettigini gostermektedir (257). Liu ve
arkadaslarinin yapmis oldugu bir c¢aligmada, kersetinin hem mRNA hem de protein
seviyelerinde HO-1 ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide uyardigi belirtilmistir (258). Luteolin
kaynaklt HO-1 ekspresyonu ile oksidatif stres baskilanmasi ile ilgili bir calismada,
luteolinin apoptozu onledigi, HO-1’in ekspresyonunu arttirdigir ve H,O, kaynakli oksidatif
sitotoksisiteye karsi koruyucu etksinin oldugu vurgulanmistir (259). Bu bilgiler goz 6niine
alindiginda, bitkilerin igeriginde bulunan bilesiklerin etkisi ile HO-1 mekanizmasi

lizerinden yara iyilesmesine yardimei oldugu sdylenebilir.

COX-2 yiizde inhibisyonu ¢alismalarinda bitki ekstrelerinin konsantrasyonu arttik¢a
hiicrelerde COX-2 yiizde inhibisyonunun arttigi gozlemlenmistir. Bu durum, bitki
ekstrelerinin COX-2 enzimi inhibe edici etkisi ile yara iyilesmesine katki sagladigina bir
kanittir. Yun ve arkadaslari, sinapik asitin COX-2 seviyelerini doza bagli bir sekilde
azalttigim ortaya koymuslardir (260). Huang ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, sinapik
asitin IL-1p kaynakli NO ve PGE2 iiretimini engelleyebilecegi, ayni zamanda iNOS ve
COX-2’nin artan protein seviyelerini de inhibe edebilecegi belirtilmistir (261). YPSK
calismalarinda bitkilerin igeriklerinde sinapik asit’in bol miktarda bulunmasi COX-2

seviyelerine etki ederek yara iyilesmesinin inflamatuvar fazina katki sagladig1 sdylenebilir.

NO igerigini belirlemek icin bitki ekstreleri ve pozitif kontrol (indometasin) grubu
ile karsilastirilmistir. Bu ¢alismada, indometasin konsantrasyonu arttikga NO igerigi
azalmistir. Bitki ekstrelerinin  konsantrasyonu artttkca NO igeriginin de azaldig
goriilmiistiir. L. vulgaris’e gore L. verticilaris’teki azalis indometasin kadar etkili olmustur.
Kersetin ile ilgili yapilmis bir calismada, lipopolisakkarit tarafindan aktive edilen
RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde INOS kaynakli NO f{iretiminin énemli 6lgiide inhibe
edildigi saptanmistir (234). Lin ve arkadaslarinin yaptigt bir c¢alismada luteolinin,
makrofajlarda lipopolisakkarit kaynakli NO iiretiminin baskilandigi belirtilmistir (235).
Sinapik asitin antiinflamatuvar potansiyelinin ve altta yatan mekanizmanin arastirtldigi bir
calismada, sinapik asitin lipopolisakkarit ile indiiklenen NO, COX-2, TNF-a ve IL-1§
seviyelerini doza bagl bir sekilde inhibe ettigi belirtilmistir (260). Li ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada, sinapik asitin, kolajen II, MMP-9 ve MMP-13, iNOS, COX-2 asir1

tiretimini tersine ¢evirdigi rapor edilmistir (262). Baska bir ¢alismada, sinapik asitin
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koruyucu mekanizmasinin, antioksidan ve inflamatuvar aktivitesinden kaynaklandig
belirtilmistir. Ayrica sinapik asitin, proinflamatuvar sitokinlerin ve inflamatuvar
belirteglerin (TNF- a gibi) salinimimi 6nledigi, antioksidan savunma enzimlerini regiile
ettigini ve lipid peroksidasyonu ve NO firetimini de azalttigi rapor edilmistir (257).
Yapilan literatiir taramalarinda ve YPSK ¢alismalarinda bitkilerin kersetin, luteolin ve
sinapik asit gibi bilesenleri icermesi sebebiyle NO iiretimini dnemli dl¢lide baskiladigl ve

bu sekilde yara iyilesmesine katki sagladigi diistiniilmektedir.

Bu tez kapsaminda, L. verticillaris ve L. vulgaris su ekstreleri ile yapilan in vivo ve
in vitro calismalar ile tiirlerin yara iyilestirme potansiyellerinin oldukga etkili oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, yara iyilestirme potansiyellerin altinda yatan olast mekanizmalar da
aydilatilmistir. Ayn1 zamanda, bu tez galismasi ile bitkilerinin in vivo yara iyilestirme
potansiyeli, olasi altta yatan mekanizmalarinin aydinlatilmasi, etkili olan genlerin RT-PCR
ile belirlenmesi ve kolajenaz enzim inhibisyonu adina yapilan ilk ¢alisma olarak
Ozglnliigiinii ortaya koymaktadir. Bitkilerin yan etkisi az, dogal kaynakli ve yerli ilag
gelistirilmesi amaci ile kullaniminda 6niiniin a¢ik oldugu diistintilmektedir. Yapilacak
preklinik ve toksikolojik ¢alismalar ile yara iyilesmesi i¢in alternatif dogal kaynakli ilag

olarak kullanilabilecegi dngoriilmektedir.
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