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OZET

Sicanlarda Olusturulan Yara Modelinde Pilosella hoppeana subsp. testimonialis Bitki
Ekstresinin Biyolojik Aktivitesi

Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’de Balikesir bolgesinde halk tarafindan yaralari iyi
etmek amaciyla yillardir yaygin bir sekilde kullanilan ve halk arasinda “tirnak otu, tiiyli
ot” olarak bilinen Pilosella hoppeana subsp. testimonialis bitkisinin yara tizerindeki
etkisinin in vivo ve in vitro ¢alismalarla incelenmesi amaglanmistir. Calismamizda bitkinin
metanol ekstresi siganlarda deneysel olarak olusturulan yaralara dairesel eksizyon yontemi
ile topikal olarak uygulanarak in vivo ¢alismalar gerceklestirilmistir. Siganlardan alinan
yara deri dokusu iizerinde biyolojik aktivite ¢aligmalar1 (antioksidan, anti-inflamatuar,
hidroksiprolin tayini), histolojik ¢alismalar ve gen ekspresyon c¢alismalari (RT-PCR)
gerceklestirilmistir. Bitkinin yara iyilesmesi iizerine mekanizmasini aydinlatmak amaciyla
hiicre kiiltiirii calismalar1 yapilmistir. Ayrica bitki ekstresi ilizerinde antimikrobiyal,
tirozinaz enzim inhibisyon ve yiiksek basingli sivi kromatografisi (YBSK) c¢alismalari
gerceklestirilmistir. Gen ekspresyon caligmalarinda bitkinin inflamasyonda etkili olan
timor nekroz faktor alfa (TNF-a), matriks metallopeptidaz-9 (MMP-9), interlokin 1-beta
(IL-1B) ve interlokin-10 (IL-10) genlerinin ekspresyonlarini artirarak iyilesmeye katki
sagladig1 goriilmektedir. Mekanizma aydinlatma ¢aligmalarinda bitkinin yara iyilesmesi
tizerine etkisini hiicrelerde HO konsantrasyonunu artirma ve Siklooksijenaz-2 (COX-2)
enzimini inhibe etme yoluyla gergeklestirdigi goriilmiistiir. Antimikrobiyal ¢aligmalarinda
da inflamasyona sebep olan mikroorganizmalar {izerinde bitkinin etkili oldugu
goriilmiistiir. YBSK ¢aligmalarinda bitkinin toprak {iistii ekstresinin igeriginde siringaldehit,
sinapik asit, benzoik asit ve kersetin bulunmustur. Calisma sonucunda bitkinin halk
arasinda kullanisin1 destekler nitelikte yara iyilesmesi iizerine etkili oldugu agikca

goriilmektedir.

Bu tez galismasi bitkinin yara iyilestirme etkisi tizerine yapilan ilk ¢aligma olup,
bitki tizerinde ilk defa in vivo galigmalar, antimikrobiyal, RT-PCR, mekanizma aydinlatma
ve tirozinaz enzim inhibisyon ¢alismalar1 gerceklestirilmesi bakimindan 6zgiin bir ¢alisma
niteligindedir.

Anahtar Kelimeler: In vitro, PCR, Pilosella hoppeana, yara iyi edici, YBSK
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ABSTRACT

Biological Activity of Pilosella hoppeana subsp. testimonialis Extract in Wound Model

Created in Rats

In this study we aimed to investigate wound healing activity with in vitro and in
vivo studies of Pilosellla hoppeana subsp testimonialis which is growed in region of
Balikesir, has widely used for healing the wounds for many years and known as “tirnak
otu, tiiylii ot” in public. In the study, the methanol extract of the plant was applied topically
by circular excision method in experimentally generated wounds in rats and in vivo studies
were performed. Biological activity studies (antioxidant, anti-inflammatory,
hydroxyproline assay), histological studies and gene expression studies (RT-PCR) were
performed on the wound skin tissue obtained from rats. Cell culture studies were carried
out to clarify the mechanism on wound healing of the plant. In addition, antimicrobial,
tyrosinase enzyme inhibition and HPLC studies were performed on the plant extract. In
gene expression studies, it is observed that the plant contributes to healing by increasing
the expression of tumor necrosis factor alpha (TNF-a), matrix metallopeptidase-9 (MMP-
9), interleukin lbeta (IL-1B) and interleukin-10 (IL-10) genes which are effective in
inflammation. It was seen on mechanism studies that the effect of the plant on wound
healing was achieved by increasing the HO concentration and inhibiting of the
cyclooxygenase-2 (COX-2) enzyme in the cells. In the antimicrobial studies, the plant has
been seen to be effective on microorganisms which cause inflammation. Syringaldehyde,
sinapic acid, benzoic acid and quercetin were found in the aerial parts of the plant in the
HPLC studies. As a result of the study, it is clearly seen that the plant is effective on
wound healing in the manner supporting using the plant by the people.

This thesis study is the first study on the wound healing effect of the plant, and it is
original study with regard to investigating the first time in the plant to perform in vivo
studies, antimicrobial, RT-PCR, mechanism studies and tyrosinase enzyme inhibition

studies.

Key Words: HPLC, in vitro, PCR, Pilosella hoppeana, wound healing

Xvii



1. GIRIS ve AMAC

Insanoglu yaratilmasindan bu yana bitkileri, besin kaynagi olarak kullanmasinin
yaninda, tekstilde, ilag, kozmetik, boya, ahsap ve kagit endiistrisi ile insaat sektoriinde
siklikla kullanmiglardir. Bitkilerin kok, govde, ¢icek, yaprak gibi ¢esitli kisimlari tek
basina ya da karisim halinde kullanilarak lapa, surup, krem gibi gesitli formiilasyonlar
hazirlanmis ve geleneksel tipta hastaliklarin tedavi ve Onlenmesinde yiizyillardir

kullanilmustir (1).

Zengin iklim ve cografi kosullara sahip olmasi nedeniyle bitkisel flora agisindan
oldukca cesitli bir o6zellige sahip olan iilkemiz, bitkileri yiizyillar boyunca geleneksel
olarak kullanarak giiniimiize kadar ulasan zengin bir halk ilaci kiiltlirline sahip olmustur.
Bitkilerin geleneksel tipta etki gdstermesini takiben etkinin bitkinin hangi kisim ve hangi
bileseninden kaynaklandigini incelemek arastirmacilarin arastirma konusu olmustur. Dogal
kaynakli ilaglarin yapiminin yaninda, bitkilerden izole edilen etkili bilesiklerden yola
cikilarak sentetik ilaglar da tiretilmistir. Sentetik ilaglarin kullanimindan kaynakli yan etki
ve toksik etkilerinin ortaya ¢ikmasi, mikroorganizmalarin bu ilaglara karsi bagisiklik
kazanmasi, ya da ilaclarin ¢esitli organlara zarar vermesi agisindan dogal kaynakli ilaglara
yonelim artmistir. Bitkisel ilaglarin ¢cok eski ¢aglardan beri kullaniliyor olmasi, onlarin yan

etkilerinin daha iyi bilinmesi ve buna kars1 dnlem alinmasina kolaylik saglamistir (2, 3).

Asteraceae cins ve tiir bakimindan oldukga ¢esitlilige sahip olan bir familyadir (4).
Familyada yer alan bir tiir olan Pilosella hoppeana subsp. testimonialis Tirkiye’de yaygin
bir yayilis gostermekte olup, halk arasinda “tiiylii ot, sapl tirnak otu” olarak bilinmektedir
(4, 5). Bitki fenolik bilesikler bakimindan zengin igerige sahip olup, antioksidan 6zellik
gostermektedir (6, 7). Ayrica insanlar, yillar boyunca bitkinin toprak {iistii kisimlarindan
inflizyon yoOntemiyle bir preparat hazirlayip yaranin istline siirerek yaralar etkili bir

sekilde iyi etmislerdir (8).

Yara, dokularin yanik, kesik, delici alet ya da viicutta meydana gelen biyokimyasal,
fizyolojik sebeplerden o&tiirii dokunun anatomik ve fonksiyonel olarak yapisinin
bozulmasidir. Bozulmus doku biitiinliigliniin yerini canli dokularin alma siireci ise yara
iyilesmesi olarak tanmimlanmaktadir (9). Yara iyilesmesi siireci birbirini takip eden
karmasik i¢ ice ge¢mis hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme
stireglerini kapsamaktadir. Bu siireglerin diizgiin islemesi yaranin iyilesmesi bakimindan

oldukca oOnemlidir. Siireglerde ¢esitli sebeplerden meydana gelen aksakliklar yaranin



iyilesmemesine, iyilesmenin gecikmesine ya da daha ciddi farkli komplikasyonlarin
olusmasina neden olabilmektedir (10-12). Yara iyilesmesinde bitkiler siklikla
kullanilmakta olup, Diinya saglik orgiitii (WHO) hastalarin yaklasik yiizde sekseninin bitki
kaynakli ila¢ kullandigimi diistinmektedir. Bitkilerin bazilar1 yeni olusmus yaralarin

tedavisinde kullanilirken bazilar1 kronik hale gelmis yaralarin tedavisinde kullanilmaktadir
(13).

Hazirladigimiz bu tezde amacimiz Tirkiye’de yaygin olarak bulunan ve halk
tarafindan yaralar1 iyi etmek amaciyla yillardir kullanilan Pilosella hoppeana subsp.
testimonialis bitkisinin yara iyi edici etkisini arastirmaktir. Bunun igin oncelikle bitkinin
metanol ile elde edilen ekstresinden hazirlanan merhem, siganlarda deneysel olarak
olusturulan yaralara topikal olarak uygulanmstir. Yara iyilesmesindeki degisiklikler ilk
olarak in vivo yontem “dairesel eksizyon yontemi” ile degerlendirilmistir. Alinan doku ve
serum Ornekleri lizerinde bitkinin yara iyilesme fazlarinin diizenli ve sorunsuz ilerlemesine
katki saglayan antioksidanlarin tayini amaciyla antioksidan aktivite c¢alismalari
gerceklestirilmistir. Bitkinin yara iyilesme fazlarindan inflamasyon fazina etkisini
incelemek amaciyla anti-inflamatuar ¢alismalar gergeklestirilmistir. Bitkinin yara
iyilesmesinde Onemli bir parametre olan kollajen sentezine etkisini dlgmek amaciyla
hidroksiprolin miktar analiz ¢aligmalart yapilmistir. Yara iyilesmesinde aktif gorevleri olan
genler iizerinde bitkinin etkisini incelemek amaciyla gen ekspresyon ¢aligmalari (real time-
polimeraz zincir reaksiyonu) gerceklestirilmistir. Alinan yara dokulari iizerinde yara
lyilesmesinin Olciilmesinde onemli bir parametre olan histolojik ¢aligmalar yapilmistir.
Bitkinin antimikrobiyal aktivitesini Olcerek, bu etkisinin iyilesmeye katki saglayip
saglamadigin1 belirlemek amaciyla antimikrobiyal calismalar gerceklestirilmistir. Ayrica
bitkinin yara iyilesmesi iizerine mekanizmasini aydinlatmak amaciyla hiicre kiiltiirii
caligmalart yapilmigtir. Yara iyilesme fazlarmin diizgiin ilerlemesi igin aktif gérevi olan
HO ve NO’in hiicrelerdeki icerigi Ol¢iilerek bitkinin iyilesmeye bu yollarla katki saglayip
saglamadiginin belirlenmesi amaglanmistir.  Ayrica bitkinin COX-2 enzimine karsi
inhibitor etkisini 6lgmek amaciyla COX-2 inhibitor aktivite caligmalari gerceklestirilmis ve
bitkinin uzamis inflamasyonda anti-inflamatuar ajan olarak kullanilabilirligi aragtirilmistir.
Yara iyilesme fazlarinda meydana gelen pigmentasyon siirecinde tirozinaz enzimi aktif rol
almaktadir. Pigmentasyon siirecinde bitkinin tirozinaz enzimine etkisi yOniinden
arastirilmasi amaciyla tirozinaz enzim inhibisyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Ayrica

bitkide, yara iyilesmesine katki saglayan fenolik madde igerigin belirlenmesi amaciyla



Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (YBSK) calismasi yapilmistir. Giiniimiize kadar

yapilan literatiir taramalarinda bitkiyle ilgili bir in vivo ¢alismaya rastlanmamustir.

Bu tez ¢alismasinda yara iyi edici etkinin bulunmasi halinde dogal kaynakli, yeni
yerli ilag gelisiminin saglanmasina yonelik preklinik ¢alismalara onciiliik edilip, bitkiden
ilag gelistirilmesinin yolu agilabilecektir. Boylece ila¢ elde edilmesinin yaninda bitkinin

yetistigi yerde liretiminin arttirilmasi ile de iilke ekonomisine katki saglanmis olacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Botanik Kisim
2.1.1. Asteraceae Familyasi

Tiirkiye florasinda Asteraceae familyas1 134 cins ve 1209 tiir ile temsil edilmekte
olup tiirlerin 447’si endemiktir. Familya tek yillik ya da ¢ok yillik, otsu ya da agagsi tipleri
barindirmaktadir. Antartika hari¢ diinyanin her yerinde yayilis gostermektedirler (4, 14).

Familyadaki bitkiler, salgi ve siit kanallar1 bakimindan zengin olup, epidermiste
papillalarin olmasi, daha ¢ok anomositik ve anizositik stomalarin varligi, homojen veya
heterojen mezofilin bulunmasi ve hipodermin varligi bakimindan karakteristiktir (4, 15).
Asteraceae familyasinda bulunan bitkilerin yapraklari almaslh, ¢ok azi karsilikli, nadiren
dairesel, basit ayali, genellikle loblu ya da disli, bazen bilesiktir. Familyanin karakteristik
ozelliklerinden bir digeri de ¢icek durumunun kapitulum olmasidir. Kapitulumlar gévdede
basak, panikula gibi farkl dizilislerde olup, her kapitulum genislemis reseptakuluma bagh
sapsiz, ¢ok sayida kiiciik cicekten olugmaktadir. Bu ¢igekleri distan saran involukrum
bulunmaktadir. Cigekler; ovaryumu alt durumludur, hem erkek hem disi organ tagimakta,
erkek organlar disi organda daha 6nce olgunlagmaktadir. Meyve genellikle yaprak doken
pappus tastyan bir akendir (4).

Bu familyada yer alan Achillea L., Ageratina Spach, Ageratum L., Achyrocline
(Less.) D.C., Matricaria L., Arnica L., Calendula L., Centaurea L., Chromolaena DC.,
Cichorium L., Echinacea Moench, Helichrysum Mill, Inula L., Scorzonera L., Senecio L.,
Sphaeranthus L., Stevia Cav, Tridax L., Vernonia Schreb, Wedelia Jacq. gibi cinsler yara

iyilesmesinde kullanilmaktadir (16).
2.1.2. Pilosella Cinsinin Ozellikleri

Pilosella Hill P.D. Sell and C. West Avrupa Florasi’nda Hierecium cinsi i¢inde
bulunurken, Tiirkiye Florasi’nda ise ayr1 bir cins olarak belirtilmistir. Bu cins Diinya’da 15

tiir ile temsil edilmektedir (4, 17).

Pilosella cinsi, Hieracium cinsi ile hibritler bakimindan yogun interspesifik
hibridizasyonun neden oldugu taksonomik c¢esitliligi ve karmagikligi bakimindan
cogunlukla karigtirllmaktadir (18). Her iki grupta bol miktarda hibridizasyona ragmen,

Pilosella ve Hieracium tirleri arasinda melezler bilinmemektedir. Niikleer Deoksiribo



Niikleik asit (DNA) igerigi Pilosella'da oldugu gibi Hieracium'da yaklasik iki kat yiiksektir
(19).

Pilosella'min gesitliligini  temsil eden c¢esitli melez siiriiler, ¢esitli enlem
bolgelerinde bulunabilmektedir; kuzeyde bulunanlar orman/gayir, bozkir ve daglara
Ozgudiir. Hieracium gesitliliginin ana alanlar1 ise en basta Alpler, Karpatlar ve Pireneler
olmak {iizere 1liman floray1 barindiran baglica Avrupa daglaridir. Kuzey enlemlerinde, bu

cinsin belirgin bir gesitliligi, Iskandinavya’da ve komsu bdlgelerde bulunmaktadir (18).

Bu cinste yer alan tiirler ¢ogunlukla eseyli ¢ogalmaktadirlar. Yapilarinda stolon
bulundurmakta; aken boyu 2,5 mm ve istiinde olup; meyve sirt ¢izgileri hafif bir ¢ikint1 ile

sonlanmakta, pappus tiiyleri tek sira seklinde bulunmaktadir (17).

2.1.3. Pilosella hoppeana (Schult.) F.W.Schultz & Sch.Bip

Pilosella hoppeana kiimeler halinde ya da tek tek isik alan kumlu veya kuru
alanlarda, fundalik, kayalik, bataklik yerlerde ve yol kenarlarinda yayilmistir. Halk
arasinda “tiiylii ot, sapli tirnak otu” olarak bilinen Pilosella hoppeana subsp. testimonialis
(Naegli Ex Peter) Sell Et West, Diinya’da O. Avrupa, Kirim, Balkan Yarimadasi,
Kafkasya, Suriye, iran’da; Tiirkiye’de ise Resim 1’de gosterildigi gibi Balikesir, Bolu,
Giresun, Kayseri, Ordu, Rize, Sivas bolgelerinde (700-2300 m) dogal olarak yetismektedir.
Mayis-Agustos aylarinda ¢igek acan ¢ok yillik bir bitkidir (4, 5).

Resim 1. Bitkinin Tiirkiye’de yetistigi yerler

Pilosella hoppeana tiirii; Pilosella hoppeana subsp. lydia, Pilosella hoppeana

subsp. testimonialis, Pilosella hoppeana subsp. troica, Pilosella hoppeana subsp. cilicica,



Pilosella hoppeana subsp. isaurica, Pilosella hoppeana subsp. pilisquama olmak iizere 6

alt tiir icermektedir (4).

Bitkinin yapraklar1 6-14 x 1-3.5 cm capindadir. Stolonlar1 kisa ve kalin olan
bitkinin yapraklarimin cogu ters mizrakimsi veya dikdortgenimsi olup cok sayidadir.
Yapraklarinin ¢ogu basit ve salgi bezi bulunmayan tiiylere sahip olup alt yiizeyleri koyu
renkli yildizs1 tiiylerle doludur Cigek saplari ise ortalama 40 c¢cm uzunlugunda olup

yumurtamst, seritsi-mizraksi veya dar, kiit/sivri uglu goriintimiindedir (Resim 2, 3) (4).

Resim 2. Pilosella hoppeana subsp. testimonialis ¢igek ve yapraklari

Anatomik incelemelerde ise; kokte yer alan radyal iletim demetlerindeki
ksilemlerin floemlere gore daha genis yer aldigi goriilmiistir. Govdede yogun tiiyleri
bulunmakta olup, epidermis hiicreleri kalin kutikula tabakasi ile ortiilmiistiir. iletim
demetleri sirasiyla biiyiik ve kiigiik demetler halinde dizilmislerdir. Yapraklarin tipi
bifasiyal yaprak olup, palizat ve siinger parankimasi ayrimi agik¢a goriilmektedir.
Yapragin her iki yiiziinde de stoma hiicreleri {ist durumlu olup, oOrtii ve salgi tiiyleri ile

cesitli araliklarla dizilmislerdir (17).

Resim 3. Pilosella hoppeana subsp. testimonialis genel goriiniis



2.1.4. Pilosella hoppeana Sinonimleri
Sinonimleri;

Hieracium testimoniale (Peter) Prain,

Hieracium hoppeanum subsp. testimoniale (Peter),

Hieracium macranthum subsp. testimoniale (Peter) Gottschl,

Pilosella hoppeana subsp. pilisquama (Peter),

Pilosella hoppeana subsp. lydia (Bornm & Zahn),

Hieracium hoppeanum subsp. lydium (Bornm & Zahn) olarak belirtilmistir (4, 5).

2.1.5. Pilosella Tiirleri Uzerinde Yapilan Calismalar
2.1.5.1. Pilosella Tiirleri Uzerinde Yapilan Fitokimyasal Calismalar

Pilosella hoppeana subsp. testimonialis iizerinde bitkinin fenolik igeriginin
belirlenmesi amaciyla ¢esitli standartlarin (klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit,
rozmarinik asit, p-kumarik asit, apigenin, luteolin, kersetol, hiperozit, rutin, hesperidin)
kullanildigr YBSK yontemi gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda klorojenik asit, apigenin
ve luteolin bitkiden analiz edilmistir (7). YBSK yontemi ile yapilan baska bir ¢alismada
bitkinin igeriginde apigenin 4’-O-f-D-glukuronit, izotin 4’-O-4-D- glukuronit, luteolin 7-
O-f-D-glukopiranozit, luteolin 7-O-4-D- glukuronit, luteolin 4’-O-f-D-glukopiranozit,
Klorojenik asit, sinarin, 3,5-dikafeoilkuinik asit ile 4,5- dikafeoilkuinik asit bulunmustur

(6).

Becker ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada Pilosella officinarum (Hieracium
pilosella) bitkisinin igerigi “Sivi kromatografi-fotodiyot dizi-elektrosprey iyonizasyon/
kiitle spektrometresi” (LC-PDA-ESI/MS) ile aydmlatilmaya c¢alisilmistir. Bitkinin
iceriginde luteolin-7-glukopiranozit, umbelliferon ve klorojenik asit bulunmustur (20).
Bitki {izerinde yapilan baska bir ¢alismada yeni bir flavonoid olan izotin 4’-O-f-D-

glukopiranozit izole edilmistir (21).

2.1.5.2. Pilosella Tirlerinin Halk Arasinda ve Geleneksel Tedavi Sistemlerinde

Kullanilisi

Nath ve arkadaglarimin yapmis oldugu etnobotanik bir c¢aligmada Pilosella
hoppeana subsp. testimonialis bitkisinin toprak tstii kismindan inflizyon ile hazirlanan
sulu ¢ozeltinin halk tarafindan uzun yillardir yaralari iyi etmek amacgli kullanildig: rapor

edilmistir (8).



P. officinarum (Hieracium pilosella, Mouse-ear hawkweed) bitkisinin Ingiltere’de,
Washington’da, Kolombiya’da halk arasinda tonik amacli ayrica, diyare, diyabet ve yara

tedavisinde siklikla kullanildig1 rapor edilmistir (22, 23).

P. officinarum idrar yolu enfeksiyonlar1 ve deri hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmakta olup ayni1 zamanda, diiiretik, astrenjan, antiseptik ve iltihap azaltic1 etkileri
nedeniyle Avrupa’da halk tarafindan kullanilmaktadir (21). Bu bitki ayn1 zamanda Polonya
halk tibbinda sistit, nefrit, iirolityazis, Oksiiriikk, solunum yolu iltihaplar1 ve kanamalari

tedavi etmek i¢in amaciyla yiizyillardir kullanilmistir (21, 24).
2.1.5.3. Pilosella Tiirleri Uzerinde Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalar

Antioksidan EtkKi

P. hoppeana subsp. testimonialis iizerinde yapilan bir calismada bitkinin
antioksidan kapasitesinin belirlenmesi amaciyla bitkinin kdk ve toprak iistii kismindan
metanol/su (80:20) ekstresi hazirlanmis, in vitro testler ile 2,2'-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) radikal siipiiriicii aktivite yontemi ve malondialdehit (MDA) diizeyleri
Olclilmiistiir. Testler sonucunda bitkinin DPPH analizinde kok ve toprak iistii kismi1 igin
maksimum inhibisyonun %50'sini olusturan konsantrasyon (I1Csp) degerleri sirastyla 0.231
ve 0.864 mg/mL olarak bulunmustur. MDA diizeyleri ise sirasiyla 3.91 ve 53.16
(nmol/mL) olarak hesaplanmistir. Yapilan in vitro deneyde antioksidan analiz sonucunda

bitkinin gii¢lii antioksidan kapasiteye sahip oldugu goriilmiistiir (7).

Becker ve arkadaglar1 P. officinarum (H. pilosella) bitkisinin antioksidan
aktivitesini 6lgmek amaciyla DPPH analizleri gerceklestirmislerdir. Bunun i¢in bitkinin
farkli  konsantrasyonda  hidrometanolik  ekstreleri  hazirlanmis  ve  analizleri
gerceklestirilmistir. Ekstrelerin troloks esdegerleri 12-22.5 mg arasinda degismektedir.
Arastirmacilar bitkinin antioksidan aktivitesinin igerdigi fenolik bilesiklerle yiiksek oranda

baglantili oldugunu beyan etmislerdir (20).

Sitotoksisite Calismalari

Gawronska ve arkadagslarinin yaptigi bir ¢alismada insan akciger karsinomu (A549)
ve insan kolon adenokarsinomu (HT 29) iizerinde “3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT)” yontemi ile P. officinarum bitkinin igeriginde bulunan
izotin 4’-O-B-D-glukopiranozit maddesinin etkisi incelenmistir. Bitkinin kanser hiicreleri

tizerinde sitotoksik etkili oldugu goriilmiistiir (21).



Antimikrobiyal Etki

P. officinarum bitkinin igeriginde bulunan izotin 4’-O-f-D-glukopiranozit
bilesiginin antimikrobiyal etkisi agar difiizyon yontemi kullanilarak incelenmistir. Bitkinin
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) bakterisine kars1 etkili oldugu (MIK 125 pg/mL)
bulunmustur (21).

Farmakolojik EtKi

P. officinarum bitkisinin ditiretik aktivitesi in vivo olarak degerlendirilmistir.
Yapilan ¢alismada ditiretik etki i¢in bitkinin 200 mg/kg dozunun vyeterli oldugu
bulunmustur (25).

Toksisite

Bitkiyle ilgili herhangi bir toksisite calismasina rastlanmamastir.
2.2. Yara lyilesmesi ile Tlgili Genel Bilgiler
2.2.1. Deri

Deri renk, doku yapisi, kalinlik, esneklik agisindan kisiden kisiye farklilik gosteren,
viicut agirhigiin yaklasik %16’smi olusturan viicudun en dis katmanidir. Derinin gorevleri
arasinda viicut 1s1 kaybini engellemek, viicutta su dengesini saglamak, solunum ve viicudu

dis etmenlerden korumak sayilmaktadir (26, 27).

Deri; epidermis, dermis ve hipodermis (subkutan tabaka) olmak iizere {i¢ farkli

doku tabakasindan olusmaktadir.
2.2.1.1. Epidermis

Viicudun en dis tabakasini olusturmaktadir (Sekil 1). Keratinositler basta olmak
iizere langerhans hiicreleri, melanositler ve Merkel hiicrelerinden meydana gelmektedir.
Doku yaralanmasi olustugunda keratinosit hiicrelerinin sayisi artmaktadir (28). Epidermis

germinal, spinoz, graniiler, lusid ve korneum olmak iizere 5 tabakadan olusmaktadir.



Borneum Tabaka

Lusid Tabaka

Ciraniiler Tabaka

Spinoz Tabaka

Cerminal Tabaka

Sekil 1. Epidermis katmanlari

Germinal tabakada bulunan keratinositlerin biinyesinde holoklon, merokrin ve
paraklon hiicreleri bulunmaktadir. Spinoz tabaka, deriye saglamlik veren 5-10 sira yassi
hiicreden olusan tabakadir. Nukleus dahil baska hiicre organellerinin ¢oziilmeye
hazirlandigi tabaka ise graniiler tabakadir. Korneum tabakasinin altinda ise lusid tabaka
bulunmaktadir. Bu tabaka ayak tabani ve avug ici derisinin epidermisinde yer almaktadir.
Korneum tabakada hiicreler cansiz ancak biyokimyasal olarak aktif hiicrelerdir. Bu
hiicreler “korneosit” olarak adlandirilmistir. Deriyi hem dis ortamda tehlikelere karsi

korumakta hem de deriden su gegisini kontrol etmektedir (27, 29).

2.2.1.2. Dermis

Ciltte kan akiminin oldugu, deriye elastikiyet ve dayaniklilik saglayan epidermisin
altinda yer alan tabakadir. Bu tabakada kil folikiilleri, apokrin ve erkin bezler
bulunmaktadir. Ayrica yiiksek oranda fibroblast bulunmakla birlikte histiyosit, lenfosit,
plazma ve mast hiicreleri, kollajen, elastin ve retikulum lifleri, hyaluronik asit, kondroitin

stilfat, dermatan siilfat, fibronektin ve glikozaminoglikan da bulunmaktadir (27, 30, 31).
2.2.1.3. Hipodermis (Subkutan)

Deri alti yag dokusunun yaninda fibréz yapilarinin da bulundugu tabaka
hipodermistir. “Pannikiilus adipozus” adi verilen yag hiicre topluluklarmin bulundugu bu

tabakada bag dokusu lifleri, deri yiizeyine doksan derecelik agiyla yerlesmistir.

Yapisinda ¢ok miktarda damar ve sinir bulunan hipodermisin 1s1 kaybini dnleme,

darbelere kars1 direng gosterme ve besin deposu gibi gorevleri bulunmaktadir (27, 30).
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2.2.2. Deri Ekleri

Deri ekleri epitelizasyonda dnemli gorev almaktadir. Keratinize ve salgt yapan deri
ekleri olmak tizere deri ekleri ikiye ayrilmaktadir. Keratinize deri eklerine killar ve

tirnaklar; salgi yapan deri eklerine ise sebase ve ter bezleri 6rnek verilebilmektedir.
2.2.3. Deri Sinirleri

Duyusal sinirler, dokunma duyusunu alan Merkel hiicreleri ve Meisssner
korpiikiilleri, basing ve vibrasyonla ilgili Pacinian korpiiskiilleri ile kan damarlar1 ve deri

eklerini uyaran afferent sinirler derinin sinirlerini olusturmaktadir.
2.2.4. Derinin Damarlar:

Subkutan doku ve dermis arasinda yerlesen derin pleksus ile dermiste yer alan

yiizeyel pleksus papiller derinin damarlarini olusturmaktadir (30, 32).
2.2.5. Derinin Lenf Damarlar

Deride spinoz tabakadaki hiicrelerin arasinda yer alan boslukta lenf damarlari
baslamaktadir. Lenf kapilleri ilk olarak papiller bolgede baslamakta ve zamanla daha
biiyiik damarlara doniiserek, subkutan tabakanin altindaki genel lenf sistemine
ulagsmaktadir (30).

2.2.6. Yara lyilesmesi

Yara, epitel dokunun normal anatomik yapisinin ve fonksiyonunun hasar1 veya
bozulmasi olarak ifade edilmektedir. Cildin epitel yapisinda meydana gelen hafif bir
bozulma tendon, kas, damar, sinir, parenkimal organ ve hatta kemik gibi diger yapilara
zarar veren subkutandz dokuya kadar uzayabilmektedir. Yaralar, ilgili organin i¢inden
veya disindan baslayan patolojik siiregclerden kaynaklanabildigi gibi kendiliginden veya bir
hastalik siirecinin sonucu olarak da olusabilmektedir. Yaralanma, sebebi ne olursa olsun

dokuya zarar vermekte ve fizyolojik yapiy1 etkilemektedir (33).

Yara iyilesmesi, ¢esitli sebeplerle meydana gelen yarali dokunun yerini yeni doku
olusumunun almasidir. lyilesme siirecinde problem olan yaralar genellikle iyilesmenin
normal agamalar1 boyunca ilerleme kaydetmekte basarisiz olmus yaralardir. Bu gibi yaralar
siklikla ertelenmis, tamamlanmamis veya koordinasyonsuz iyilesme siirecinden dolay1
patolojik bir iltihap durumuna girmektedirler. Iyilesmeyen yaralar Birlesik Devletler'de

yaklasik 3-6 milyon insani etkilemekte ve 65 yas ve istl kisiler bu olaylarin % 85'ini
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olusturmaktadir. Iyilesmeyen yaralar, toplam maliyetin yilda 3 milyar dolardan fazla

oldugu tahmin edilen 6nemli saglik harcamalari ile sonug¢lanmaktadir (11, 12, 34).

Yaralar gesitli kriterlere gore siiflandirilabilmektedir. Zaman, yaralanma siirecinde

ve yara onariminda 6nemli bir faktordiir (33, 35).
2.2.7. Yara lyilesmesi Tipleri

2.2.7.1. Tyilesme Donemlerine Gore Yara Tipleri
Akut Yaralar

Kendi kendine iyilesen, zamaninda ve diizgiin bir iyilesme siireci izleyerek normal
sekilde ilerleyen yaralar akut yaralar olarak smiflandiriimaktadir. Iyilesme genelde 5-30
giin arasinda gergeklesmektedir. Akut yaralar, travmatik olarak veya cerrahi bir iglem
sonucunda doku kaybi ile olusabilmektedir. Ornegin cilt iistinde ve altinda bulunan
parankimadaki yumusak doku tiimoriinii ¢ikarmak i¢in yapilan bir islem, dokudaki biiyiik
hasardan Otiirli yaranin olusmasina neden olabilmektedir. Travmatik yaralara da sikca

rastlanmaktadir (33, 36).
Acik Yaralar

Acik yaralar; yaralanmaya neden olan objelere gore insizyon, laserasyon, abrazyon,
delici yara, penetrasyon yaralar1 (kesici yaralar), atesli silah yaralari ve yaniklar olarak

smiflandirilmaktadir (37, 38).
Kapali Yaralar

Kapal1 yaralar; a¢ik yaralardan daha tehlikeli olup Kontlizyon, Hematom ve Ezilme

olmak tizere ii¢ temel baglikta siniflandirilmaktadirlar (37, 38).

Kronik Yaralar

Kronik yaralar, iyilesmenin normal asamalar1 boyunca ilerleyemeyen, zamaninda
onartlamayan yaralanmalardir. Hemostaz, inflamasyon, proliferasyon veya yeniden
sekillendirme asamalarinin bir veya birkaginda meydana gelen sorun sonucunda yara
lyilesme siireci tamamlanamamaktadir. Bu asamalar enfeksiyon, doku hipoksisi, nekroz,
eksiidat ve inflamatuar sitokin seviyelerinin artmasi faktorlerini icermektedir. Yarada
inflamasyon siirecinin uzamasi iyilesmeyen doku hasari siirecini baglatmaktadir. lyilesme

diizeni bozuldugu i¢in islevsel ve anatomik sonuglar meydana gelmekte ve yaralar siklikla
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tekrarlanmaktadir. Kronik yaralar natliropatik, basing, arteriyel ve vendz yetmezlik,

yaniklar ve vaskiilit gibi ¢esitli nedenlerden kaynaklanabilmektedir (33, 39).

Komplike Yaralanmalar

Enfeksiyon ve doku defektinin birlikte gergeklestigi 6zel yara tipidir. Enfeksiyon
yarayi siirekli canli tutmaktadir. Doku hasari; travmatik veya enfeksiyon etiyolojisinden
veya genis bir doku parcasindan (6rn., Timor yonetiminde) gelismektedir. Yara
biiyiikligi, yeri ve islevi ne olursa olsun devamli kontamine haldedir. Acik bir enfeksiyon
olusup olusmamasi, mikroorganizma sayisina ve tiiriine, kan akisina ve hastanin kendine
has direncine baglidir. Enfeksiyonun tipik bes 6zelligi kizariklik, 1s1, agri, 6dem ve doku

fonksiyon kaybidir (40, 41).
2.2.7.2. Mekanizmasina Gore Yara Tipleri

Primer lyilesme

Doku kayb1 olmaksizin yaranin kenarlarinin siitiir, stapler veya yapiskan bantlar ile
bir araya getirilerek kapatilmasi esasina dayanan iyilesme “primer iyilesme” olarak
adlandirilmaktadir. Primer iyilesmede epidermis, zaman i¢inde kalinlasarak yara birlesme
yerinde ince bir tabaka olusturmaktadir. Doku olusumunu saglayan kollajen ve diger
matriks proteinlerinin sentezi dengeli bir sekilde gerceklesmekte ve bakteriyel

kontaminasyon i¢in bariyer olusmaktadir (42-44).

Sekonder iyilesme

Asirt oranda hiicre doku kaybi varliginda, iyilesme siireci daha karmagik bir hal
almaktadir. Sekonder iyilesme kontraksiyon ve kenar epitelizasyonu ile karakterize olup
primer 1iyilesmeden farki, inflamatuar yanitin daha siddetli geg¢mesi, graniilasyon

dokusunun daha fazla oranda meydana gelmesi ve yara kontraksiyonudur (42, 45).

Tersiver lyilesme

Ik giinlerde ileri derecede kontamine olmus, kapatilamayan ancak bir hafta agik
birakildiktan sonra iyi kanlanabilen dokularda gerceklesmektedir. Bu yontem, yaradaki
inflamatuar siiresince bakteri kontaminasyonunu en aza indirmek icin siire tanimaktadir.

Daha sonra genellikle primer kapama uygulanmaktadir.
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2.2.8. Yara lyilesmesinin Olciilmesi
2.2.8.1. In vitro Calismalar

Yara iyilesme fazlarindan proliferasyon evresinde miktarlar1 artan fibroblast,
keratinosit ve endotel hiicrelerin proliferasyonu in vitro olarak uygun Kitler kullanilarak
hiicre kiiltiirii ¢aligmalariyla degerlendirilmektedir (46). Ayrica hyaluronik asit, kolajen
ve elastin gibi bag dokularmin yikimina neden olan hyaluronidaz, kolajenaz ve elastaz

enzimlerinin inhibisyonu lizerine de ¢alismalar yapilmaktadir (11, 47, 48).
2.2.8.2. In vivo Calismalar

Yara iyilesmesi tizerine yapilan in vivo ¢alismalarda fare, sican, kobay gibi kii¢iik
memeli hayvanlar kullanilmaktadir. Denekler iizerinde mekanik ya da termal travma
yollartyla belirli yaralar olusturularak belirlenen maddelerin yara {iizerine etkileri

incelenmektedir (49).

Denekler belirli gruplara ayrilmaktadir. Cilt tizerinde belirlenen protokol dahilinde
insizyon, eksizyon veya yanik yara modelleri uygulanmaktadir. Belirlenen siire boyunca
test edilecek numuneler yaralara uygulanmakta, yara alanlar1 fotograflanmakta ve
Olglilmektedir. Yara alaninda meydana gelen kiigiilme yara iyilesmesinin gorsel ifadesi

olarak degerlendirilmektedir (16, 49, 50).
2.2.8.3. Histopatolojik Incelemeler

Deneklerden alinan yara dokular1 histopatolojik olarak degerlendirilmektedir.
Kollajen  degerlendirilirken  histokimyasal =~ olarak  Trikrom  reaksiyonundan
yararlanilmaktadir. Lezyonlara ait kesitler Hematoksilen-eozin ile boyanarak inflamasyon,
fibroblast proliferasyonu, iltihabi graniilasyon dokusu olusumu ve siddeti 0-3 arasinda
skorlanarak degerlendirilmektedir. Dokular 151tk mikroskobik inceleme icin %10’luk
formaldehit iginde 48 saat fikse edilmektedir. Dokulara ait preparatlarin
degerlendirilmesinde 151k mikroskopu kullanilmaktadir. Biitiin dijital goriintiiler bilgisayar
ortamma  aktarilmaktadir.  Degerlendirme  40x ve  400x’lik  biiylitmede

gerceklestirilmektedir (16, 51).

Korioallantoik zar {izerinde olusturulan yara alaninin iyilesme siirecinin
incelenmesi bagka bir deney modelidir. Bu deney modelinde epitelizasyon, fibroblast artis

ve damar olusumu mikroskopla incelenmektedir (48, 52).
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2.2.8.4. Biyokimyasal Analizler

Deney modelinde deneklerden belirli gilinlerde aliman doku ve serum ornekleri
lizerine  antioksidan, antiinflamatuar, = DNA, protein  igerigi,  heksozamin,
glikozaminoglikan, kollajen ve hidroksiprolin miktar tayin analizleri yapilmaktadir (48,

53-55).
2.2.9. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Birden fazla faktor yara iyilesmesinde bozulmaya neden olabilmektedir. Genel
anlamda onarimi etkileyen faktorler lokal ve sistemik olarak kategorize edilebilmektedir.
Lokal faktorler yaranin kendisinin 6zelliklerini dogrudan etkileyen faktorlerdir. Sistem
faktorleri ise iyilesme kabiliyetini etkileyen bireyin genel saglik durumu veya hastaligi

halidir. Bu faktorlerin birgogu birbiriyle iliskilidir.
2.2.9.1. Lokal Faktorler

Enfeksiyon Etkisi: Inflamasyon yara iyilesme siirecinin normal bir parcasidir.
Bununla birlikte yara yerinde ve ¢evresinde kontamine mikroorganizmalarin bulunmasi
yara iyilesmesinde inflamatuar fazin uzamasina ve inflamasyon siddetinin artmasina sebep
olmaktadir. Inflamasyonun uzamasi, yarani kronik bir duruma gegmesine yol agabilmekte
ve yara iyilesmesinin basarisizlikla sonuglanmasina sebep olabilmektedir. Bu uzun siiren
iltihap, ayn1 zamanda ekstraseliiler matriks (ECM)'1 bozabilen bir proteaz ailesi olan matris

metalloproteazlarin (MMP'ler) artmasina neden olmaktadir (12, 56-58).

Doku Hipoksisi: Uygun oksijen seviyesi optimum yara iyilesmesi igin ¢ok
onemlidir. Kan akimmin yetersiz oldugu yarada yara iyilesmesi i¢in gerekli olan besin,
oksijen ve inflamasyon mediyatorlerinin yara yerine gelisi gecikmektedir. Bu durumda
dokuda fagositik savunma sistemi yavaslayarak bakteri olusumu hizlanabilmekte ve hiicre
oliimleri gerceklesebilmektedir. Doku hipoksisinin etkisini telafi edebilen bir tedavi
secenegi olarak hiperbarik oksijen tedavisi (HBOT) giliniimiizde kullanilmaktadir. HBOT,
hipoksik yaralar i¢in etkili bir tedavi olabilirken, bulunabilirligi sinirlidir (58-60).

Yabanci Maddeler: Yabanci maddeler inflamatuar fazin uzamasia sebep olarak

yara iyilesmesinde gecikmeye neden olmaktadir (58, 61).

Odem: Odem graniilasyon dokusunun yapismni etkileyerek yara iyilesmesinde

gecikmeye sebep olmaktadir (58, 62).
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Yara Bolgesinin Konumu: Dolagimin daha yogun oldugu dokularda olusan yaralar,

dolagimin daha az oldugu bdlgelerdeki yaralardan daha hizli iyilesmektedir (58, 63).

Radyasyon: Radyasyon, yara iyilesme fazlarinin hepsini etkileyerek yara

iyilesmesini durdurabilmektedir (58, 64).
2.2.9.2. Sistemik Faktorler

Yas: Yash bireylerde olusan yaralar geng bireylerde olusan yaralara oranla daha
ge¢ iyilesmektedir. Iyilesme kapasitesinde yasla iliskili degisiklikler incelendiginde,
tyilesme fazlarinin, artan trombosit agregasyonu, inflamatuar mediatorlerin salgisinin
artmasi, makrofajlarin ve lenfositlerin gecikmis infiltrasyonu, makrofaj fonksiyonunun
bozulmasi, biiylime saliniminin azalmasi, gecikmis anjiyojenez, kollajen seviyesi ve
dongiisliniin azalmasi, yeniden sekillenme ve azalmis yara direnci gibi karakteristik yasla

ilgili degisikliklere ugradigi ortaya konulmaktadir (58, 65, 66).

Malniitrisyon: ileri diizeyde beslenme eksikliklerinde hiicrelerin metabolizmasi ve

proliferasyonu yavaglamakta buna bagl olarak iyilesme hiz1 azalmaktadir.

Protein Eksikligi: Protein eksikligi, immiin sistemin zayiflamasina, kollajen ve
diger proteinlerin sentezi i¢in gerekli olan metiyonin, sistein ve arjinin gibi aminoasitlerin

yetersizligine sebep olarak yara iyilesmesini geciktirmektedir (58, 67).

Karbonhidratlar ve Yaglar: Hiicrelerin proliferasyonu, hiicre metabolizmasi ve
hiicrelerin enerji saglayabilmeleri i¢in karbonhidratlar ve yaglar siklikla kullanilmaktadir.

Eksikliklerinde yara iyilesmesi olumsuz etkilenmektedir (58, 68).

Elementlerin Eksikligi: Demir eksikligi hidroksiprolin sentezini azaltarak kollajen
yapimin1 Onlemektedir. Cinko eksikliginde ise epitelizasyon hizi ve yara gerilme kuvveti

azalmaktadir (58, 69, 70).

Vitaminler: Vitaminlerin viicutta birgok fonksiyonu bulunmaktadir. En 6nemli
gorevlerinden biri kofaktdr olarak kullanilmalaridir. A vitamini, epitelizasyon, hiicresel
differansiyasyon ve immiin sistem fonksiyonlari i¢in siklikla kullanilmaktadir (71).
Kollajen sentezinde ve inflamasyon siirecinde C vitamini kullanilmakta, eksikliginde yara
iyilesmesi olumsuz etkilenmektedir (58, 68). Antioksidan olarak hiicrede gorev alan E

vitamini lizozomal membran stabilizasyonunu saglamaktadir (58, 72).
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Diyabet: Diyabetik hastalarda savunma sisteminde meydana gelen defekt ve bakteri
miktarindaki artis ile enfeksiyon riski artmakta ve yara iyilesmesinin bazi fazlarinda

aksakliklar olugsmaktadir (58, 73).

Ilaglar: Steroidler, antineoplastik ve antikoagiilan ilaclar yara iyilesme fazlarini

olumsuz yonde etkilemektedir (74).

Stres: Strese sebep olan ajanlar anksiyete ve depresyon gibi olumsuz duygusal
durumlara, dolayisiyla saglik sonuglarini etkileyen fizyolojik stiregler iizerinde olumsuz
etkilere sebep olabilmektedir. Endokrin ve bagisiklik fonksiyonu tiizerine anksiyete ve
depresyonun direkt etkilerine ek olarak, diizensiz uyku, yetersiz beslenme, daha az egzersiz
ve alkol, sigara kullanimi kotiiye kullanma egilimleri gibi daha sagliksiz alisgkanliklar:
olmasi daha muhtemeldir. Bu faktorlerin hepsi, iyilesme siirecini olumsuz sekilde

etkilemektedir (12).

Cinsiyet Hormonlari: Kadin 06strojenlerin (0strojen ve 17B-0stradiol), erkek
androjenlerin (testosteron ve Sa-dihidrotestosteron) ve bunlarin steroid prekiirsori
dehidroepiandrosteronun (DHEA) yara iyilesmesi siirecinde oOnemli etkileri oldugu
goriilmektedir. Ozellikle Ostrojen, rejenerasyon, matriks iiretimi, proteaz inhibisyonu,
epidermal fonksiyon ve inflamasyon ile baslica iliskili genler ile iliskili ¢esitli genleri
diizenleyerek yara iyilesmesini etkilemektedir Arastirmalar, Ostrojenin hem kadinlarda
hem de erkeklerde yasla iliskili iyilesme bozuklugunu iyilestirebildigini gostermektedir
(12, 75, 76).

Obezite: Obezite viicudun fizyolojik siirecini 6nemli Slgiide etkilemektedir. Ciltte
siirtinmenin artmasi, yara gerginliginde artisin olmasi, doku basincinin artmasi, vendz
hipertansiyon olugmasi ve sitokinlerin saliniminin artmasi gibi faktérlerden dolay1 yara

iyilesmesinde gecikmeye sebep olmaktadir (12).

Alkol: Alkol kullanimi infeksiyon insidansini arttirmakta ve yara iyilesmesini
engellemektedir. Yaralanma anindaki etanol zehirlenmesi yara enfeksiyonuna duyarliligin

artmasinda risk olusturmaktadir (77, 78).

Sigara: Dumana maruz kalma fibroblast migrasyonunu ve ¢ogalmasini
azaltabilmekte, yaranin kasilmasim1 engellemekte, epitel yenilenmesini etkilemekte,
ekstraseliiler matriks iiretimini azaltabilmekte ve proteaz dengesinde bozulmaya sebep

olabilmektedir. Bu faktorler yara iyilesmesinde gecikmeye neden olmaktadir (12).
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2.2.10. Yara Iyilesmesi Evreleri

Herhangi bir olayla yaralanma meydana geldikten sonra dokunun morfolojik ve
fonksiyonel 6zelliklerini yeniden kazanmasini saglayacak olduk¢a karmasik olaylar dizisi
baslamaktadir. Bunlara “yara iyilesmesi evreleri’’ adi verilmekte olup Tablo 1’de

gosterilmektedir (79).

Tablo 1. Yara iyilesme evreleri

Yara lyilesme Evreleri Hiicrede Meydana Gelen Olaylar

Vaskiiler kontraksiyon
Hemostaz . .
Trombosit agregasyonu, degrantiilasyon, fibrin olusumu (trombus)

Notrofil infiltrasyonu
inflamasyon Monosit infiltrasyonu ve makrofaj gogii
Lenfosit infiltrasyonu

Reepitalizasyon

. Angiogenezis
Proliferasyon d .
Kollajen sentezi

ECM

Kollajen sekillenmesi

Yeniden sekillenme o )
Vaskiiler gelisim ve diizenlenmesi

Yara iyilestirme siireci birbiri ile Ortlisen ve olduk¢a karmasik olan hemostaz,
inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme olmak iizere dort evreden olugmaktadir
(12). Bu evreler ve onlarin biyofizyolojik islevleri yaranin tamamen iyilesmesi icin belirli

bir zamanda ve uygun sirada gerceklesmelidir.
2.2.10.1. Hemostaz

Hemostazin ilk evresi yaradan hemen sonra, vaskiiler daralma (vazokontriksiyon)
ve fibrin pihtt olusumu ile bagslamaktadir. Pihti ve c¢evresindeki yara dokusu,
transformasyon biiyiime faktorii (TGF-B), trombosit tiirevli biliyiime faktorii (PDGF),
fibroblast biiylime faktorii (FGF) ve epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi pro-inflamatuar
sitokinler ve biiyiime faktorlerini serbest birakmaktadir (12). Faktorler dort ana
biyokimyasal sistemi harekete gecirmektedir. Bunlar; pihtilasma, kompleman, kinin

sistemi ve plazmin yapimi seklinde siralanabilmektedir (80).
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Trombositler, doku onariminin baglamasi i¢in mekanizmay1 baslatmaktadir (80).
Agiga cikan tromboksan A2 (TXAZ2), vazokonstriksiyon ve trombosit agregasyonunu
saglayarak trombosit tikacini olusturmaktadir. Ortaya ¢ikan fibrin ise bariyer olusturmakta

ve inflamatuar hiicre ve fibroblast gé¢ii i¢in uygun bir yer hazirlamaktadir (38).

Kanama pihtt ile engellenmesini takiben endotel hiicrelerinden histamin,
prostoglandin E2, prostosiklin ve endotelyal biiylime faktorii salgilanmakta ve
vazodilatasyon gelismektedir. Boylece damar gecirgenligi artmaktadir (80, 81). Lokositler
ve plazma, kan damarindan sizarak yaraya ulagsmaktadir. Yara bolgesine gelen 16kositler

inflamasyon faktorlerini serbest birakmaktadirlar (38).
2.2.10.2. inflamasyon

Kanama kontrol edildiginde inflamatuar hiicreler yaraya go¢ etmekte (kemotaksis);
notrofillerin, makrofajlarin ve lenfositlerin ardisik infiltrasyonu ile karakterize olan
inflamatuar fazi baslamaktadir (38, 66, 71). Notrofiller hiicrelerde proteazlar ve reaktif
oksijen tiirleri (ROS) gibi maddeler iiretmesine ragmen, asil fonksiyonu yara bolgesindeki

mikroplarin ve hiicrenin temizlenmesini saglamaktir.

Inflamasyon ve doku yenilenmesi, bedenin i¢ ice gegmis savunma
mekanizmalaridir. Yara olusumu ile baslayan inflamasyon hasara sebep olan etkeni
ortadan kaldirmaya veya bulundugu yerden uzaklastirmaya calismaktadir. Baz1 durumlarda
meydana gelen asir1 duyarlilik reaksiyonlarinin olugmasi ile reaktif inflamatuar yanit
artabilmekte ve inflamasyonun bir yan etkisi olarak organlarda hasara sebep olabilmektedir
(82). Yara iyilesmesinde gorevi bulunan hiicrelerin yara olusmasini takiben zamana bagh

olarak degisen miktarlar1 Sekil 2°de gosterilmektedir (42).

Hiicre sayi1s1

| |
il I
2 4 6 8 10 12 14 16 18

A\

Yaralanmay1 takiben giinler
1:Trombosit 2:Notrofil 3:Makrofa) 4:Fibroblast 5-Lenfosit

Sekil 2. Yara iyilesmesinde gorevi bulunan hiicrelerin zamana bagli olarak miktarlar
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Vaskiiler ve hiicresel olaylar olarak inflamasyon ikiye ayrilmaktadir
a. Vaskiiler Olaylar:

1. Damar c¢apinda meydana gelen degisiklikler ve vaskiiler akim ile olusan
vazodilatasyon sonucunda dokuda kisa siireligine 1s1 ve kizariklik artmaktadir.
Kan dolasimindan ekstravaskiiler siviya proteinlerin kagmasi ile eritrosit
birikmesi olugsmaktadir.

2. Vaskiiler permeabilite artisi: Vazodilatasyon ve artan kan akimi ile
intravaskiiler hidrostatik basing olusmakta bunun sonucunda da kapillerden sivi
filtrasyonunu ger¢eklesmektedir. Sivi ile birlikte zamanla protein kagisi da
olusmaktadir. Sonugta ozmotik basing, intravaskiilerde azalirken dokuda

artmaktadir. Béylece dokuda 6dem olugmaktadir.

b. Hiicresel Olaylar: Bu asamada lokositlerin yara alanina gogii (kemotaksis)
gerceklesmektedir. Lokositler, damar endoteline yapismakta, fagositoz ve salgiladiklar

enzimlerle sindirimi gergeklestirmektedir.

Trombositler damar endoteline yapisarak fosfolipaz A2' yi aktive etmektedirler.
Fosfolipaz A2 aktive olduktan sonra ekstraselliiler araliga arasidonik asit salinmaktadir. Bu
evrede prostoglandin E1 ve prostoglandin E2 miktar1 artmaktadir. Kan akiminin artmasi ve
trombositlerden salinan kemotaktik faktorler araciligi ile yara bolgesine inflamatuar hiicre
gocli gerceklesmektedir. Artan damar gecirgenligi ile IL-1, TNF-a, tiimor nekroz faktor-
beta (TNF-f), trombosit faktor 4 (P-4) gibi sitokinler, nétrofil goglinii uyarmaktadir (38).

Inflamasyonun erken fazinda etkili olan nétrofiller yara olusumunu takiben 6 saat
sonra ortaya ¢ikan ve iki giin boyunca etkili olan hiicrelerdir. Notrofiller yara bolgesinde
bakterilerin fagositozunu saglayarak ve proteaz salinimiyla zarar géren hiicre kalintilarinin

yara bolgesinden temizleyerek yara iyilesmesine katkida bulunmaktadirlar (38, 42, 45).

Yara olusumunu takiben 2. ve 3. giinlerde nétrofil sayis1 azalmakta monositlerin

sayist ise artmaktadir. 3. giinden sonra yarada makrofajlar etkili olmaktadir (38, 42, 45).

Makrofajlarin yara iyilesmesinde rolleri biiyiiktiir. Erken yarada makrofajlar
iltihaplanma evresinde rol oynayan sitokinleri ve nitrik oksiti (NO) serbest birakmaktadir.
Makrofajlar ayn1 zamanda apoptotik hiicrelerin (notrofiller dahil) indiiklenmesinden ve
temizlenmesinden sorumludur, boylece iltihaplanmanin ¢6ziilmesine yol a¢maktadir.

Makrofajlar bu apoptotik hiicreleri temizlediginde doku rejenerasyonunu tesvik etmek igin
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keratinositler, fibroblastlar1 ve anjiyojenezi uyaran bir onaricit duruma gegcis yapilmaktadir
(83, 84). Bu sayede, makrofajlar iyilesmenin proliferatif evresine gegisi tesvik

etmektedirler.

T-lenfositleri inflamatuar hiicreleri ve makrofajlari takiben yaralara go¢ etmekte ve
gec¢ proliferatif/erken yeniden sekillenme asamasinda sayilari olduk¢a artmaktadir. T-
lenfositlerin rolii tam olarak anlasilamamistir ve yogun bir arastirma alanidir. Bazi
caligmalar, gecikmis T hiicre infiltrasyonunun, yara alanindaki azalmis T hiicre
konsantrasyonuyla iliskili oldugunu, bazilar1 ise CD4" hiicrelerinin (T yardimec: hiicreleri)
yaranin iyilesmesinde pozitif bir role sahip oldugunu ve CDS8" hiicrelerinin (T-bastirici-
sitotoksik hiicreler) ise yara iyilesmesinde inhibe edici bir rol oynadigini ifade etmislerdir
(12, 85, 86).

Ayrica, cilt gama-delta T-hiicreleri, doku biitiinliigiiniin korunmasi, patojenlere
kars1 savunma ve inflamasyonun diizenlenmesi de dahil olmak {izere yara iyilesmesinin
birgok yoOniinii diizenlemektedir. Bu hiicrelere, essiz dendritik morfolojileri nedeniyle
dendritik epidermal T hiicreleri (DETC) denmektedir. DETC, stresli, hasar goren veya
dontstiirilmiis  keratinositler tarafindan aktive edilmektedir. DETC, keratinosit
¢ogalmasini ve hiicre yasamini desteklemek icin FGF-7, keratinosit biiylime faktorleri ve
instilin benzeri biiyiime faktorii-1 liretmektedir. DETC ayrica, yara iyilesmesi sirasinda
inflamatuar yanitin baslatilmasina ve diizenlenmesine katkida bulunan kemokinler ve
sitokinleri de iiretmektedir. DETC ile keratinositler arasindaki baglanti, normal cildin ve
yaranin iyilestirilmesine katkida bulunurken, cilt gama-delta T hiicrelerinden yoksun veya
eksik olan dokular yara kapanmasinda gecikme ve keratinositlerin proliferasyonda bir

azalma gostermektedir (12, 87, 88).
2.2.10.3. Proliferasyon

Inflamasyonu takiben proliferasyon baslamaktadir. Epitelyal hiicrelerin ¢ogalmasi
ve yara ic¢indeki gecici matris iizerinde gog ile karakterizedir. Dermiste, fibroblastlar ve
endotel hiicreleri mevcut en belirgin hiicre tipidir ve kilcal biiyiime, kollajen olusumu ve
hasar bolgesinde graniilasyon dokusunun olusumunu desteklemektedir. Yara dokusunda
onarim yapan fibroblastlar hiicre digi matrisin ana bilesenleri olan kollajenin yani sira
glikozaminoglikanlar ile tenaskin, fibronektin, hyaluronik asit gibi proteoglikanlari da

tiretmektedirler (66, 71). Bu proteinler kollajen fibrillerinin olusumu esnasinda bunlarin
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capinit ve biiyiikliiglinli etkileyerek bag dokusunun fiziksel 6zelliklerinin belirlenmesinde

gorev almaktadirlar (37, 45).

Fibroblastlarin aktif oldugu, bag dokunun sentezlendigi donem fibroplazi evresi
olarak adlandirilmaktadir. Bu evrede fibroblastlarin yaninda epitel ve endotel hiicreleri de
aktiftir. Fibroblastlar kollajenin sentezi ve birikiminin yaninda bag dokusunun yapisal ve
fonksiyonel olarak uygun sekil almasinda da gorev almaktadirlar. Fibroblastlarin
cogalmasindan sorumlu baslica biiyiime faktorleri PDGF ve EGF’dir. Ekstraselliiler
matriks sentezi 2-3. giinlerde baslayip, 15-20. giine kadar devam etmektedir (42).

Yaralarda epitelyal hiicre artisi, sivi kaybmin ve enfeksiyon olusumunun
engellenmesi bakimindan Onemlidir. Epitelizasyon yaralanmadan 24 saat sonra
baslamaktadir. Yaranin temiz olmasi ve ortam neminin uygun olmasi durumunda

epitelizasyon hizi artmaktadir.

Ekstraselliiler matriks, biliylime faktorleri ve yara bolgesindeki degisiklikler
epitelyal hiicrelerin gocli ig¢in uyarict etki gostermektedirler. Epitelizasyonun

diizenlenmesinde gorev alan en giiglii bityiime faktori EGF’dir (38, 45).

Yaranin iyilesme alaninda damarlarin tomurcuklanmasiyla yeni damarlarin
olusumu olaymma anjiogenezis veya neovaskiilarizasyon adi verilmektedir (89).
Anjiogenezis yara olusumunun dordiincii giiniinde belirginlesip yara iyilesmesinin sonuna
kadar devam etmektedir. Anjionegenezi primer uyaran, vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii (VEGF) diir. 1lk donemlerde trombositler tarafindan salgilanan transforme edici
biiylime faktorii beta (TGF-B) ve PDGF dolayli olarak anjiogenezi uyarmaktadir.
Makrofajlar ise salgiladiklar1 TNF-a ve fibroblast biiyiime faktorii gibi biiylime
faktorleriyle NO sentezini saglamaktadirlar (38, 89).

Anjiyogenez sirasinda trombosit kokenli maddeler, heparin ve fibronektin gibi
kemotaktik faktorler oldukg¢a Onemli rol oynamaktadir. Bu faktorler endotel hiicre

hareketini artirmaktadir (89, 90).

Yaralanmanin yaklasik besinci giliniinde graniilasyon dokusu yeni damar olusumu
ile baglamaktadir (32). Graniilasyon dokusunda makrofajlar, notrofiller, eozinofiller, mast

hiicreleri, lenfositler ve yap1 molekiilleri ile bag dokusu elemanlarini eritebilen proteazlar

bulunmaktadir (43).
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Graniilasyon doku gelisimi ile birlikte aktin filamentlerinden zengin

miyofibroblastlarca baslatilan yara kontraksiyonu da gergeklesmektedir (91).

Kontraksiyonun artmasiyla yara alam1 daralmakta ve zamanla graniilasyon
dokusunun istiinii kapatmaktadir. Yara alaninin ortiilmesiyle epidermis keratinize olmaya

baslamaktadir. Yara iyilesmesindeki elementler Tablo 2’de gosterilmistir (38, 42).

Tablo 2. Yara iyilesmesinde ekstraselliiler elementler

Yara Olusumunu

Yara .
Takiben Goriilme Yara lyilesmesindeki Ana Etkileri
Elemanlar: 7
amanlari
Trombositler Hemen Hemostaz{ l?uyurqe faktorler1n1n (PDGF, TGF-B, EGF ve TGF-a)
ve proteolitik enzimlerin salinimi

. ile 2. . A . . .
Notrofiller 6 sa"’f,t re .ve Yara debribmani, bakteri ve yabanci cisimlerin temizlenmesi

3. giinde pik
Makrofajlar 3-5 giinlerde en fazla Yara debridmani, biiylime faktorlerinin salinimi (PDGF, TGF-B,

EGF, TGF-q, FGF, IL-1)

Kollajen, proteoglikan ve elastin sentezi, bliyiime faktorlerinin
Fibroblastlar 2. ve 3. giinler salinimi (PDGF, TGF-B, KGF, FGF, IGF-1 ve IFN), yara
kontraksiyonu, yaranin yeniden yapilanmasi

Keratinositler Epidermal gog Mitoz ve goge sekonder epidermal iyilesme, fibronektin sentezi,
baslayinca biiyiime faktorlerinin salimimi (TGF-B, EGF ve TGF-a)
Endotel .. Fibronektin sentezi, biiyiime faktorlerinin salinimi (TGF-B, PDGF,
. . 2. ve 3. giinler
Hiicreleri IGF-1)
Fibronektin Erken donemde Hiicre gogii i¢in yapisal destek, kollajenin diizenlenmesi
. Tip II: 2 gii .
Kollajen Tip 1Ip birkaqgkl;:fts:lsl(r)ira Yapisal destek ve giig, hiicreler arasi etkilesimi diizenleme
Ptoteoglikanlar 2. haftada pik Kolajen sentezinin diizenlenmesi, hiicreler arasi etkilesimler,

matriks komponenti

Ilk giin baslayip

.. . Hiicre motilitesinin artirilmasi
4. giinde pik

Hyaluronik asit

EGF; Epidermal biiylime faktorii, FGF; Fibroblast biiyiime faktorii, IFN; Interferonlar, IGF-1; Insiilin
biiyiime faktorii, IL-1; Interlokin-1, KGF; Keratinosit biiyiime faktorii, PDFG; Trombosit tiirevli biiyiime
faktorii, TGF; Transforming bitylime faktorii, TNF-a; Tiimor nekroz faktor-alfa

Matriks yara gevresi matriks metalloproteinazlar ve plazminojen aktivatorleri gibi
cesitli enzim sistemleri ile diizenlenmektedir. Bu enzimler asir1 matriks degradasyonunu
Onleyerek doku biitiinliigiiniin saglanmasinda gorev almaktadirlar. Yara kenarinda
keratinositlerin bir kismi prolifere olurken bir kismi transformasyona ugramaktadirlar.
Keratinositler bagkalagim sonrasinda debrisleri fagosite ederek yara yatagi boyunca goc
edebilir hale gelmektedirler. Keratinosit migrasyonu sonucunda yara kontraksiyonu ve

reepitelizasyon ile yara kapanmasi ger¢eklesmektedir (92-94).
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2.2.10.4. Yeniden Sekillenme

Hiicre proliferasyonu ve ECM sentezini takiben, yara iyilesmesi yillarca siirebilen
yeniden yapilanma asamasina girmektedir. Bu fazda, yeni olusan kilcal damarlarin

bircogunun kiiclilmesi meydana gelmekte; boylece yaranin vaskiiler yogunlugu normale

donmektedir (12).

Graniilasyon dokusunun yerini skar dokusu almaktadir. Skar dokusu daha az hiicre
ve damardan olusmaktadir. Gelisen skar dokusu baslangigta pembe renkte olup, damarsal
yapilarin azalmasi ile rengi acilmaktadir. Yaranin iyilesmesiyle metabolik ihtiyag
azalmakta ve buna bagl olarak kapiller ag1 gerilemektedir. Kollajen matriks molekiiler
capraz baglarla skar dokusunun icine sabitleserek biriken Tip III kollajen’in yerini Tip I
kollajen almaktadir (95). Bu evrede yapim olay1 ile birlikte bir yandan yikim da
gercekleserek yeniden sekillenme gerceklesmektedir. Bu yikim olaylarinin bir¢ogunu
MMP’ler tistlenmektedir (96). MMP aktivitesi doku inhibitdrii metalloproteinazlar (TIMP)
tarafindan diizenlenmektedir. TIMP’lar, MMP’lere karst dogal bir direng olusturarak
yeniden doku olusumunun dengesini saglamaktadir. Bu dengenin herhangi bir sebepten
bozulmasi, matriks olusumunda meydana gelen olumsuzluklar yaranin kapanmamasi1 veya

kapanmanin gecikmesi ile sonuglanabilmektedir (95, 97).

Matriksinler olarak da adlandirilan matriks metalloproteinazlar homolog bir enzim
ailesidir. Aktif bolgelerinde ¢inko bulunmaktadir. Ekstraselliiler matriks ile bazal membran

komponentlerini yok etme kabiliyetleri vardir.

MMP’lar, metalloproteinaz enzim ailesine aittir. Biiyiikk bir kismi1 bag dokusu
matriks metalloproteinaz hiicreleri ve inflamatuar fagositleri tarafindan ortama
birakilmaktadir. MMP’lar doku yenilenmesi, morfogenezis, yaralarin iyilesmesi gibi
olaylarda gorev almaktadirlar. Ayrica; tiimor hiicrelerin dokuya yayilimi ve metastaz gibi
durumlarda da gérevleri bulunmaktadir. MMP enzim ailesi, kollajenazlar (MMP-1, -8, -13,
-18), stromelizinler (MMP-3, -7, -10, -11, - 12), jelatinazlar (MMP-2, -9) ve membran tip
MMP’lar (MT-MMP-14, -15, -16, -17) olmak tizere dort farkli gruptan olusmaktadir. Yara
iyilesmesinde MMP’lar oOncelikle hasarli bolgeye Keratinosit goclinii  saglarlar.
Anjiogenezde gorevi olan MMP elemanlari; MMP-1, MMP-2, MMP-9, MT-MMP ve
MMP-19’dir. MMP-9’un etki ettigi substratlar “Pro IL-1pB, IL2Ra, pro IL-8, pro-TNF-a,
pro-TGFB, IFN-B, fibroblast biiyiime faktorii reseptorii-1 (FGFR-1), stromal kokenli
faktor-1 (SDF-1), endostatin, plazminojen, kKisspeptin- 1/metastin”dir.
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Viicutta meydana gelen normal fizyolojik olaylarin yaninda akciger hastaliklari,
kanser, deri hastaliklar1 gibi patolojik durumlarda da MMP’larin istlendigi gorevler

bakimindan MMP enzimleri ve inhibitorlerin 6nemi biiytiktiir (98).

Yarada olusan yeni kollajen lifler oncelikle kendi aralarinda, daha sonra eski
kollajen liflerine kovalent baglarla baglanarak dokunun biitiinliigiinii saglamaktadirlar.
Kollajen miktar1 ve gerginligi, olusan yeni dokunun saglamliginda ve dokunun mekanik
etkilere verdigi tepkide dogrudan etkilidir. Bu evrenin siiresi hastanin yasina, genetik
yapisina, yaranin tipine, viicuttaki pozisyonuna ve inflamasyon periyodunun siiresine

baglidir (99).

Kollajen ve Hidroksiprolin

Kollajen, deri, kikirdak, kemik ve tiim canli dokularin baslica yap1 proteini olup
yara iyilesmesini goOsteren parametrelerden en Onemlisidir. Viicudumuzda en yiiksek
oranda bulunan protein kollajen olup total viicut proteininin %30'unu olusturmaktadir.
Viicut 1sisinda proteolitik enzimlerin etkisine karsi oldukg¢a dayaniklidir. Kollajen ii¢ tane
polipeptit alt biriminden meydana gelen sarmal yapida bir proteindir. Polipeptit alt
birimlerden a-zincirler, ortak bir eksen etrafinda donerek fibrilleri olusturmakta ve fibriller
de kiimelenerek fiberleri olusturmaktadirlar. Kollajen birinci aminoasit glisin, ikincisi
genelde prolin ve tglinciisii ise hidroksiprolin olan tekrarlayan amino asit dizilerinden
olusmaktadir. Prolin ve lizin, prolin hidroksilaz ve protokollajen lizil hidroksilaz
enzimlerinin katalizledigi bir reaksiyon ile protokollajenin peptit zincirlerine baglanarak
hidroksiprolin ve hidroksilizin molekiillerini olusturmaktadir. Bu reaksiyonda, a-

ketoglutarat, oksijen, demir ve askorbik asit kofaktor olarak kullanilmaktadir (100).

Kollajenler fibroblast, kondroblast, osteoblastin yaninda odontoblast, diiz kas,

Schwan hiicreleri, hepatositler, retikiiler hiicreleri tarafindan sentezlenmektedirler.
Kollajen Tipleri

Kollajen tip I: En ¢ok bulunan tiptir. Kemik, dis dokusu, dermis, fibréz kikirdakta

bulunmaktadir. Demetlesme gostermektedir.
Kollajen tip Il: Kikirdak dokuya 6zgii olan tiptir.

Kollajen tip Ill: Dokuda g¢ogunlukla kollajen tip I’le birlikte bulunmaktadir.
Retikiiler fibrillerin yapisinda yer almaktadir. Diger kollajen tipleri ile birarada
bulunabilmektedir.
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Kollajen tip IV: Bazal lamina yapisi olarak bulunmaktadir.
Kollajen tip V: Embriyonik membranlarda, kan damarlarinda bulunmaktadir.

Hidroksiprolin kollajen molekiiliiniin yaklasik %11'ini olusturmaktadir. a zincirler
tclii helezon meydana getirerek tropokollajen molekiillerini olusturmaktadirlar. Bu
molekiiller hiicre disina transferaz enzimleri ile g¢ikartilmakta ve daha sonra biraraya
gelerek kollajen fibrillerini olusturmaktadirlar. Kollajen molekiiliinde ¢apraz baglarin

sayis1 arttikga ¢oziiciilerdeki ¢oziintirliigii azalmaktadir (100).

Kollajen sentezi C vitamini, TGF-p, insiilin biiyiime faktori- 1 (IGF-1) ve insiilin
biiyiime faktorii-2 (IGF-2) tarafindan etkilenmektedir. Interferon gamma (IFN-y) ve
glukokortikoidler tip [ prokollajenin gen yazilimin1 bozarak kollajen sentezini
azaltmaktadirlar. Kollajen yapiminda meydana gelen ¢esitli genetik bozukluklar sonucunda
osteogenesis imperfekta ve Ehler-Danlos sendromu gibi konjenital hastaliklar
goriilmektedir (101).

2.3. Antioksidan Aktivite

Serbest radikaller, diger molekiiller ile kimyasal reaksiyonlara karsi oldukca
dengesiz ve aktif olan, eslesmemis elektronlara sahip atom, molekiil veya iyonlardir.
Radikaller oksijen, azot ve kiikiirt olmak iizere ii¢ elementten tiiretilmektedir. Sonugcta
ROS, reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve reaktif siilfiir tiirleri (RSS)’nden olugmaktadir. ROS,
stiperoksit anyonu (O; "), hidroperoksil radikali (HOy), hidroksil radikali (OH), nitrik oksit
(NO), hidrojen peroksit (H,0,), singlet oksijen (*O,), hipoklorik asit (HOCI) ve
peroksinitrit (ONOQ") gibi serbest radikalleri igermektedir. RNS, NO’dan tiiretilmekte;
stiperoksit anyonu ile reaksiyona girerek peroksinitrit olusmaktadir. RSS, ise ROS'un

tiyollerle reaksiyonu sonucu kolaylikla olugsmaktadir (102, 103).

ROS ile ilgili olarak, reaktif tiirlerin iiretimine yol agan reaksiyonlar Sekil 3'te

gosterilmektedir.
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Sekil 3. Reaktif tiirlerin tiretimine yol acan reaksiyonlar

Viicutta serbest radikallerin iiretilmesi hiicrelerde oksidatif hasar meydana getirerek
kanser, ateroskleroz ve inme, norolojik bozukluklar, bobrek bozukluklari, karaciger
bozukluklari, hipertansiyon, romatoid artrit, solunum sikintis1 sendromu, kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi birgok ciddi hastaliklarin  yaninda immun eksikligi hastaliklar,
inflamasyon, yaslanma ile iligkili dejeneratif hastaliklar, diyabetik komplikasyonlar,
katarakt, obezite, otizm, Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastaliklari, vaskiilit,
glomerulonefrit, lupus eritematdz, gastrik llserler, hemokromatoz ve preeklampsi gibi

bir¢ok hastaliga sebep olmaktadir (102-106).

Antioksidanlar diisiik konsantrasyonda serbest radikallerle dogrudan ya da dolayli
olarak etkilesime girerek proteinlerin, karbohidratlarin, lipidlerin ve DNA'nin

oksidasyonunu 6nemli 6l¢iide Onleyen ya da geciktiren maddelere denmektedir (102, 107).
2.3.1. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

2.3.1.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olmak tizere 2

gruba ayrilmaktadir.
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Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD): Siiperoksit dismutaz enzimi hiicrede siiperoksit
anyonu ile etkilesime girerek hidrojen peroksit ve oksijen olusturmaktadir. Boylece

hiicrede hasar meydana getirebilecek siiperoksit anyonunu etkisiz hale getirmektedir.

Insanlarda siiperoksit dismutaz enziminin 3 sekli bulunmaktadir. Sitozolde bulunan
SOD, 32 kDa molekiil agirligina sahip olup (Cu/Zn SOD) yapisinda bakir (Cu) ve ¢inko
(Zn) bulundurmaktadir. Mitokondride bulunan 80 kDa molekiil agirligina sahip olan SOD
(Mn SOD) yapisinda manganez (Mn) bulundurmaktadir. Hiicre dis1 sivilarda ise 135,000
kDa molekiiler agirliga sahip SOD’un ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC SOD) hali
bulunmaktadir. EC SOD yapisinda enzimatik aktivite i¢in gerekli olan Cu ve Zn iyonlarint
icermektedir. Ekstraselliiler diizeyde enzimatik olarak siiperoksit anyonunu etkisiz hale
getirebilen tek antioksidan EC SOD’dir. Bu yiizden bir¢ok akciger hastaliklarindan
korunmada 6nemi ¢ok biiyiiktiir (108).

Katalaz: Karaciger, kalp, beyin, iskelet kasi gibi organlar Katalaz enzimini
icermektedir. Hiicre i¢inde daha c¢ok peroksizomlarda, az oranda ise mitokondri ve
endoplazmik retikulumda bulunan Katalaz, hidrojen peroksiti, su ve oksijene katalizleyen
enzimdir. Boylece hidrojen peroksitten hidroksil serbest radikali olusmasini engelleyerek
antioksidan etkisini gostermektedir. Katalaz enziminin yapisinda her bir birimde hem
grubu ve nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) bulunan 4 alt birim
bulunmaktadir (108, 109).

2H,0, —4= _,H 0+0,

H202+Cu+/Fe+2 Fenton Reaksiyonu )OH- +OH +Cu+2/Fe+3

Glutatyon Peroksidaz (GPx): Dort alt birimden olusan Glutatyon Peroksidaz
hiicrelerin sitoplazmasinda bulunmaktadir. GPx glutatyonu kullanarak hidrojen peroksiti,
lipit hidroperoksitleri ve DNA hidroperoksitleri metabolize etmektedir. GPx, Selenyuma
bagimli glutatyon peroksidaz (Se-GPx) ile selenyuma bagimli olmayan glutatyon
peroksidaz (GST) olmak {izere iki formda olmaktadir. Bunlardan Se-GPx daha ¢ok
hidrojen peroksite, GST ise organik hidroperoksitlerin metabolize edilmesinden
sorumludur. Reaksiyonlar sirasinda glutatyon (GSH) okside olmakta ve glutatyon distilfit
(GSSG) olugmaktadir (108).
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H,0, +2GSH —*GSSG +2H,0

Glutatyon Rediiktaz (GR): Yapisinda flavin adenin diniikleotid (FAD) bulunduran
Glutatyon rediiktaz (GR), okside glutatyonun disiilfit baglarina elektron transferinden
sorumludur. Olusan tiriin glutatyon’dur. Hiicre i¢i glutatyon seviyesinin korunmasindan bu
enzim dolayli da olsa sorumludur. Elektronu B-nikotinamid diniikleotid fosfat’tan
saglamaktadir. Bu ylizden serbest radikallerin ortadan kaldirilmasi icin NADPH ¢ok
onemlidir (108).

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon, koenzim ql0, tioktik asit, siderofilin ve albiimin bu antioksidanlardan
sayilabilmektedir (108).

2.3.1.2. Eksojen Antioksidanlar
Eksojen antioksidanlar iki alt grupta incelenmektedir.

Vitamin Kaynakh Eksojen Antioksidanlar

Bu grupta Vitamin E, Vitamin A, Vitamin C ve Vitamin B9 sayilabilmektedir
(108).

ila¢ Olarak Kullamilan Eksojen Antioksidanlar

Oksidaz inhibitorlerinden ksantin ve NADPH bu antioksidanlardan
sayilabilmektedir. Ayrica sitokinler, siiperoksit dismutaz ve barbitiiratlar bu kategorideki

antioksidanlardir (108).
2.4. Antiinflamatuar Aktivite

Inflamasyon mikrobiyal kaynakli enfeksiyon, doku zedelenmesi gibi tehdit

olusturan kosullarda organizmada olusan koruyucu bir yanittir (110).

Inflamasyonun baslangicinda, diizenlenmesinde ve ¢oziimlenmesinde farkli
stiregler gerceklesmektedir. Giiniimiizde ¢ok sayida uyarici tarafindan baglatilan ve cesitli
diizenleyici mekanizmalarla yonetilen pek c¢ok farkli formda inflamasyon yollar
tanimlanmigtir. inflamasyonun normal insan fizyolojisi ve patolojisinin her yonii iizerinde

bir etkisi olduguna inanilmaktadir (110).

Akut iltihap dogustan gelen bagisikligin bir parcasi olarak kabul edilmektedir.

Yabanci1 maddelere ve tehlikeli molekiillerine kars1 savunmanin ilk basamagidir. Hasara

29



karst ani ve erken yanit olugsmaktadir. Bu fazda plazmada bulunan proteinlerin, sivinin ve
16kositlerin  gocii  gerceklesmektedir. Inflamasyonun bilinen semptomlar1 arasinda

kizariklik, agri, sislik, fonksiyon kaybi ve 1s1 sayilmaktadir (111).

Kronik inflamasyonda ise inflamasyon yanit tamir stireci ile i¢ i¢e olup siire¢ uzun
stirmektedir. Tamir siireci inflamasyonun ilk evrelerinde baslamakta ve zararli madde
tamamen ortadan kaldirilinca sonlanmaktadir. inflamasyon aslinda koruyucu bir siirectir

fakat bazi durumlarda Konakgiya zarar verebilmektedir (110).

Antiinflamatuar etki inflamasyonu 6nleyici etki anlamina gelmektedir. Inflamasyon
viicudumuzda savunma mekanizmasi i¢in fizyolojik bir siire¢ olmakla birlikte bu siirenin
uzamasi ve semptomlarinin yasam kalitesini olumsuz ydnde etkilemeye baglamasi
durumunda énemli bir problem haline gelmektedir. inflamasyonun viicut igin zararli hale
geldigi durumlarda antiinflamatuar ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ilaglar sentetik

kaynakli olabilecegi gibi dogal kaynakli da olmaktadir.

Inflamasyonun kimyasal maddeleri Tablo 3’te gosterildigi gibi yarali dokudan,
hiicrelerden, plazmadan salgilanan g¢esitli kimyasal maddelerdir (82). Plazmadan
salgilananlar kimyasal maddeler (6rnegin: komplemanlar) bir dizi proteolitik degisiklikler
sonucunda biyolojik aktivitelerini kazanan maddelerdir. Hiicreden salgilanan maddeler
histamin mast hiicreleri gibi intraselliiler graniillerde bulunmaktadir. Gerekli durumda
sentez edilmekte ve salgilanmaktadir. Aktive edilen ve hiicreden salgilanan bu kimyasal
maddelerin bir kismi1 kimyasal farklilagmaya ugramakta (6rnegin: arasidonik asit
metabolitleri), bir kismi ise enzimler tarafindan aktive ya da inaktive edilmektedir
(6rnegin: kininaz bradikinini inaktive eder). Salgilandiktan sonra spesifik hedef

reseptorlere baglanarak kimyasal yanit1 baglatmaktadirlar (82, 112).
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Tablo 3. inflamasyonun kimyasal maddeleri

Kimyasal Madde Gruplar: Salgilanan Maddeler

Vazoaktif aminler Histamin, serotonin
Bradikinin, kallikrein

Plazma proteazlari C3a, C5a, C5b-9

Fibrinopeptidler ve fibrin yikim iirtinleri

Prostaglandinler, tromboksanlar, endoperoksitler

Arasidonik asit metabolitleri Lokotrienler, hidroperoksieikozatetraenoik asit (HPETE),
hidroksieikozatetraenoik asit (HETE)

Lokosit tirtinleri Lizozomal proteazlar, serbest oksijen radikalleri

Trombosit Aktive Eden Faktor TAF

(TAF)

IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-14, IL-15, IL-
18, Monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1), IFN-a, IFN-B,

SitoRuger IFN-y, TNF-a, TNF-B, TGF-B, G-CSF, GM-CSF, M-CSF,
IL-3, IL-7
- . VEGF, FGF-2, PDGF, KGF, EGF, TGF- B, TNF- o, IFNs,
Biiyiime faktorleri IL-1
Diger medyatorler NO, P maddesi, Kalpainler, HO-1, Yiiksek goclii grup 1

2.4.1. Vazoaktif Aminler

Akut inflamasyonun ilk dakikalarinda artan ve permeabiliteden sorumlu olan
medyatorlerdir (82, 112).

Histamin: Kan damarlarinda bulunan mast hucrelerinden sentezlenmekte, kan
bazofilleri ve trombositlerde saklanmaktadir. Yaralanma, sicaklik, darbe gibi uyaranlar,
otoimmun olaylar, kompleman elemanlar1 (anafilatoksin), nétrofillerden salgilanan
lizozomal proteinler ile néropeptidler mast hiicrelerinden histamin salgilanmasina neden
olmaktadir. Salinan histamin damarlarda dilatasyon ile vaskiiler gegirgenliginin artmasina

sebep olmaktadir.

Serotonin: Trombositlerde ve mast hiicrelerindeki graniillerde bulunmaktadir. Mast
hiicrelerinden salgilanan Trombosit Aktive Eden Faktor (TAF), trombositlerden serotonin

salgilanmasina ve trombosit kiimelenmesine yol agmaktadir.
2.4.2. Plazma Proteazlan

Inflamasyonun olusumunu takiben plazmada bulunan medyator cesitleridir (82,
113).
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Kininler: Bradikinin, kallikrein

Kallikrein, Hageman faktoriin (Faktor 12) aktif olmasi ile prekallikreinden
meydana gelmektedir. Notrofil agregasyonunda gorevli olan Kallikrein ayrica
kininojenden (HMWAK) vazoaktif etkili bradikinin sentezlenmesinden sorumludur.
Bradikinin arteriollerde dilatasyona, vaskiiler permeabilite artigina ve ciltte agriya sebep

olmaktadir.

Kompleman Sistem: Immiinitede ve inflamasyonda rol oynayan kompleman

sistemin etkileri agagida belirtilmistir.

e Vaskiiler etki: Anafilatoksinler (C3a ve C5a) mast hiicrelerinden histamin
salinmasini saglarlar. Vaskiiler gecirgenligi arttirmaktadirlar.

e Kemotaksis: C5a noétrofillerin endotele adezyonunu neden olmaktadir.

e Fagositoz: Bakteriyel hiicre duvarina yapisan C3b, fagositozu saglar.

e Lizis: Lipid ¢ift tabakaya yapisarak membran iyon kanallarinin gegirgenligini

arttiran C5b-9 pargalanmasini saglamaktadir (82, 113).

Koagiilasyon-Fibrinolitik Sistem: Koagiilasyon asamasinda Hageman faktor ile
aktif olan plazma proteinleri gorev almaktadir. Fibrinojen trombin aktivasyonu ile fibrine
donmekte ve fibrinopeptidler meydana gelmektedir. Plazmin ile olusan fibrin par¢alanma

tirtinleri ise vaskiiler gecirgenlikte artisa sebep olmaktadirlar.
2.4.3. Arasidonik Asit (AA) Metabolitleri

Membran fosfolipidlerinden fosfolipaz ile meydana gelen poliansatiire yag
asitleridir. Ortaya ¢ikan arasidonik asit metabolitleri iki yoldan birini izlemektedir (82,
114).

Siklooksigenaz ~ Yolu (Prostaglandinler, Tromboksanlar, Endoperoksitler):
Aragidonik asitten siklooksigenaz enzimi (COX) ile oncelikle prostaglandin G2 (PGG2)
olusmakta ardindan PGG2, peroksidaz ile PGH2’ye donmektedir. PGH2 daha sonra PGI2
(prostasiklin), TXAZ2, prostaglandin E2 (PGE2), prostaglandin D2 (PGD2), prostaglandin
F2a (PGF2a)’ya doniismektedir. TXA2 kuvvetli damar daraltici ve trombosit agregani
olmakla birlikte PGE2, PGD2, PGF2a ise vazodilatasyonu artirict olarak gorev

almaktadirlar.
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Siklooksijenaz enziminin COX-1 ve COX-2 olarak 2 izoformu vardir. COX-1 ve
COX-2 izoformlariin yapisal benzerligi % 60'dir. Bunlardan COX-1 yapisal bir enzim
olup, birgok normal fizyolojik olayda diizenleyici olarak rol oynamaktadir. COX-1
tarafindan iiretilen prostanoidler, prostaglandin ve tromboksanin fizyolojik etkilerinden
sorumludur. COX-2 ise inflamasyonla iligkili olan prostaglandinlerin sentezinden
sorumludur ve COX-2'nin inhibisyonu ile inflamasyon engellenmektedir. Non-Steroid
Anti-inflamatuar ilaglar (NSAII)'m bu iki enzim iizerine olan selektiviteleri farklidir.
Selektif olmayan inhibisyonda COX-1 enzim inhibisyonuna bagli olarak ¢esitli yan etkiler
ortaya cikabilmekteyken, selektif inhibisyonda yan etkiler olmadan inflamasyon yok
edilebilmektedir. Klasik NSAIl her iki enzim iizerine etkili iken, COX-2 selektif
inhibitorleri sadece COX-2'yi inhibe etmekte ve yapisal yan etki olusmaksizin,

inflamasyonu baskilamaktadir (115).

Lipoksigenaz Yolu [Lokotrienler (LT), 5-HPETE, 5-HETE]: Arasidonik asitten 5-
lipoksigenaz ile Arasidonik asit 5-hidroperoksit (5-HPETE) ve HPETE’den de kemotaktik
ajan olan Hidroksieikozatetraenoik asit (HETE) ve vazoaktif 16kotrien (LT)’ler meydana
gelmektedir. Lokotrien A4 (LTA4)’ten Lokotrien B4 (LTB4), Lokotrien C4 (LTC4),
Lokotrien D4 (LTD4) ve Lokotrien E4 (LTE4) olusmaktadir. LTB4, 16kositlerin endotele

yapismasini ve agregasyonunu saglamaktadir (82, 116).
2.4.4. Lokosit Uriinleri

Lizozomal enzimler ile serbest oksijen radikalleri 16kosit iriinlerini
olusturmaktadir. Cesitli sebeplerden aktive edilen notrofil ve makrofajlar 16kosit tiriinlerini
birakarak inflamatuar yanita eslik etmektedirler. Serbest oksijen radikalleri antioksidan
savunma ajanlart ile ortadan kaldirilmaktadir. Lizozomal proteolitik enzimlerden elastaz,
kollajenaz ve katepsin nétrofillerin pargalanmast ile serbest hale gegmektedir. Agiga ¢ikan
bu enzimler doku proteinlerini yok ederek doku hasarina neden olabilmektedir (82, 114,
116).

2.4.5. Trombosit Aktive Eden Faktor (TAF)

TAF; Notrofil, bazofil, monosit ile bazi endotel hiicrelerinden salinmaktadir.
Trombositlerin ve 16kositlerin toplanmasina, vaskiiler permeabiliteye, PG ve LT gibi diger

medyatdrlerin liretilmesine yol agmaktadir (82, 117).
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2.4.6. Sitokinler

Sitokinler monositler, makrofajlar ve lenfositler tarafindan salgilanan inflamatuar
ve immiin yanitin olusmasinda ve diizenlenmesinde hematopoietik hiicrelere eslik eden,
peptid veya glikoproteinlerdir. Sitokinler, etkilerini hiicrelerin ihtiyaglarina ve gevresel
kosullarina gore gerceklestirmektedir. Farkli tip hiicreler tarafindan yapilan bir sitokin
farkli tip hiicrelere etki gosterebilmekte, diger sitokinlerin yapimini diizenleyebilmektedir.

Hatta bir sitokinin ayni hiicre tizerinde farkli etkileri olabilmektedir (118).

Sitokinler hiicre ylizeyinde spesifik reseptorlere baglanarak etki gostermektedir.

Sitokinlerin siniflandirilmasi Tablo 4’te verilmistir (119).

Tablo 4. Sitokinlerin smiflandirilmast

Elgert’in Aile Gruplarima Gére Sitokinler Fonksiyonlarina Gore Sitokinler
interlokinler IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, Dogal immiiniteye Tip I interferonlar, TNF, IL-1, IL-
eriokinie IL-5, IL-14, IL-15 aracilik edenler 6, kemokinler
Lenfosit
IL-18, Monosit Kemotaktik aktivasyonu,
Kemokinler Protein-1 cogalma ve IL-2, IL-4, TGF-B
(MCP-1) farkhilagsmasini
diizenleyenler

inflamatuar yamiti IFN-y, lenfotoksin, IL-5, IL-10,

interferonlar IFN-a, IFN-B, IFN-y diizenlevenl IL-12, Makrofaj Migrasyon
uzenieyenier inhibitor Faktor (MIF)
Sitotoksik/immiin
diizenleyici/biiyiime TNF-a, TNF-B, TGF-B
faktorleri
Koloni

uyarici faktorler G-CSF, GM-CSF, M-CSF,

(Hematopoietik IL-3, IL-7
bilyiime faktorleri)

Kasektin olarak da bilinen Timor nekroz faktor (TNF), tiimorlerde hemorajik
nekroza sebep oldugu i¢in bu sekilde adlandirilmigtir. TNF, TNF-a ve TNF-B olarak ikiye
ayrilmis olup bu ikisi arasinda yaklasik %30 oraninda benzerlik bulunmaktadir. 6.
kromozom tizerinde yer alan 2 ayr1 gen tarafindan sentezlenmektedir. Ayni hiicre yiizey
reseptoriine ilgileri bulunmaktadir. TNF-a baslica aktif makrofajlar tarafindan
yapilmaktadir. Endotelin nétrofiller ve mononiikleer 16kositler i¢in yapiskan olmasimi

saglayan adezyon molekiillerinin ortaya ¢ikmasini saglayan molekiil TNF-a molekiiliidiir.
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Boylece inflamatuar fazda gorevli hiicreler yara alaninda toplanmaktadir. TNF-a; notrofil
gibi fagositleri aktive ederek bakterilerin ortadan kaldirilmasini saglamaktadir. Ayrica
interlokinlerin {iretimini uyarmaktadir. TNF-a, endojen bir pirojendir. Ayrica damarda
antikoagiilan faaliyetlerini aktive ederek pihtilasmayr uyarmaktadir. TNF-o’nin uzun
zamanlt kullanimi kok hiicre bolinmesini baskilamakta; lenfosit disiikliigii ve immiin

yetmezlik gelismesine sebep olmaktadir (120).

Mononiikleer fagositler, B lenfositler, dogal 6ldiiriicti (natural Kkiller-NK) hiicreler,
T lenfositler, keratinositler, nétrofiller, endotel ve diiz kas hiicrelerinden sentez edilen
Interlokin (IL-1) ailesi; IL-1a, IL-1B, IL-1 reseptor antagonist (IL-1ra) ve IL-1y olmak
tizere 4 alt gruptan olusmaktadir (121, 122). Diisiik konsantrasyonda lokal inflamasyon
mediyatorii olarak etki gosteren IL-1 endotel hiicrelerin prokoagiilan &zelliklerini ve
16kosit adezyonunu miimkiin kilan yiizey molekiillerinin ekspresyonunu artirmaktadir.
Mononiikleer fagosit ve endotel hiicrelerde ise kemokin sentezini uyarmaktadir. TNF-a,
IFN-y, IL-8, IL-1ra, IL-6, IL-4, IL-10 sentezinde gorev alan IL-1 pirojen etkisinden dolay1
hipertermiye neden olabilmektedir. Inflamasyon sirasinda, 16kosit ve ndtrofiller iskemi
bolgesine hizla gelmektedir. Notrofil birikmesi ve adezyon molekiillerinin iiretiminde
artisa sebep olan IL-1p, ayrica inflamatuar metabolit ve enzimlerden, prostoglandinlerin,
kollajenaz ve fosfolipaz A2’nin salimmimi saglamaktadir (123). IL-1f’nin, iskemi
esnasinda, intraselliiler kalsiyum diizeyinin artmasinda, serbest oksijen radikallerinin
olusumunda, NO sentezi stimiilasyonu sonucu NO artiginda, aragidonik asit saliniminda,
C-reaktif protein (CRP), kompleman, B-amiloid diizeylerinin yiikselmesinde, mikroglia

aktivasyonunda da 6nemli rolii bulunmaktadir (124).
2.4.7. Biiyiime Faktorleri

Makrofajlardan salgilanan biiyiime faktorleri hiicre membranindaki reseptorlere
baglanarak etkilerini gostermektedirler. Fibrozisi olusturan ¢esitli biyolojik aktif {irtinleri
salgilanmaktadir. Proinflamatuar enzimlerin, koagiilasyon ve kompleman sistemi
medyatorlerinin, ROS’larin, AA metabolitlerinn ve sitokinlerin salgilanmasinda rol

almaktadirlar. Yara iyilesmesinde gorev alan maddeler Tablo 5’te detayli olarak verilmistir
(82, 86).
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Tablo 5. Yara iyilesmesinde biiyiime faktorleri, sitokinler ve diger molekiiller

Biiyiime
Biiyiime faktorii faktorii Salgilandi@1 yer Islevi
kisaltmasi
Vaskiller endotelyal bityime VEGF Endotelyal Hiicreler Anjiyogenezisi arttirir.

faktorii

Makrofaj, Mast

Anjiyogenezisi arttirir. Endotelyal

Fibroblast biiyiime faktorii 2 FGF-2 Hiicreleri, Endotelyal hilcre odcii ve biiviimesini uvari
Hiicreler, T Lenfositler £0¢ yu yarir:

. - . . Proteoglikan ve Kkollajen sentezini
Trorfltiosn kaynakl bitylime PDGF Trombosit, M.?kmfaj' arttirir, makrofaj ve fibroblastlar
faktorii Endotelyal Hiicreler

toplar.
Keratinosit biliyiime ve
Keratinosit biiyiime faktorii KGF  Fibroblast olgunlasmasint kontrol eder. Diger
biiylime faktorlerinin
salgilanmasini artirir.
Epidermal biiyiime faktorii EGF  Trombosit, Makrofaj | roblastlarn kollajenez
salgilamasini uyarir.
Anjiyogenezisi arttirtr, Adezyon
molekiilii ekspresyonunu uyarir.
Lokosit ve fibroblast gociinii
Transforme edici bilyiime TGF-p Trombosit, Makrofaj, T uyaran proinflamatuar molekiilleri
faktorii B ve B Lenfositler arttirir. Proteaz aktivitesini inhibe
eder. Kollajen ve proteoglikan
sentezini artirarak ECM sentezini
indiikler.
Makrofaj, T ve B Kollajen sentezini arttirir. PMN
Tumor nekroz faktor o TNF- o Lenfositler, Natural 1okosit marjinasyon ve
Killer Hiicreler sitotoksitesini diizenler.
Makrofaj, T ve B Makrofajlari aktive eder.
Interferonlar IFNs Lenfositler, Fibroblast, Fibroblast proliferasyonunu inhibe
Epitelyal Hiicreler eder.
Proinflamatuar  peptittir. PMN
Makrofaj, Keratinositler, 16kositlerin, fibroblastlarin,
Interlokin-1 IL-1 Endotelyal Hiicreler, keratinositlerin, kemotaksisisi
Lenfositler indiikler. PMN 16kositleri aktive

eder

2.4.8. Diger Medyatorler

Nitrik oksit (NO): NO kisa yar1 émiirlii, lipofilik L- arginin’den NADPH-bagimli
enzim olan NO sentetaz (NOS) tarafindan sentezlenen bir molekiildiir. NOS endotel
hiicrelerinde eNOS, néronlarda ¢cNOS ve indiiklenebilir form olarak iNOS olmak iizere, ii¢
tip izoform halde bulunmaktadir (82, 125). NO yara iyilesmesinde anjiogenezisin
uyarilmasinin yaninda vazodilatasyon, trombosit agregasyonunun baskilanmasi, bagisiklik

sisteminin uyarilmasi, ndérotransmisyon ve hiicre i¢i sinyallesmede onemli rollere sahiptir
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(90, 126, 127). Hipoksik durumunun artmasi, endotelyal hiicreler, fibroblast, monosit ve
lenfositler NO sentezini arttirmaktadir (42). NO sentezinde meydana gelen olumsuzluk
yara iyilesmesini geciktirmektedir. NO’in mast hiicre aktivasyonunu engelleyici etkisi
bulunmaktadir. Nitrik oksitin fazla bulunmasi serbest oksijen radikallerinin olugmasina
neden olmakta ayrica kaspazlarin aktivasyonlarmni engelleyerek apoptozisi inhibe
etmektedir. Fazla NO ayrica ornitin dekarboksilaz enzimini inhibe ederek ve bir¢ok hiicre

tipinde sitotoksik etkiye neden olarak hiicre proliferasyonunu azaltmaktadir (82, 128).

P maddesi agri iletiminde goérevli néropeptid sinifi bir kimyasal maddedir (129).
Kalpainler ise kalsiyum bagimli sistein proteazlar olarak ifade edilen kalpainlerin hiicre
sinyal ileti yolaklarinda rol aldiklar1 belirtilmektedir. En 6nemlileri, m kalpainler ve p
kalpainlerdir. Kalpainler sinyal iletiminde, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde,

apoptoziste, inflamasyonda ve diger fizolojik olaylarda gorev almaktadirlar (82, 130).

Hem oksijenaz 1 (HO-1) hemin yikiminda karbonmonoksitin (CO) hiz sinirlayici
enzimidir. CO ftretimi guanilat siklaz tarafindan diizenlenmektedir. HO-1 aktivitesi ile
meydana gelen CO miktar1 bu proteinin antiinflamatuar, antioksidan ve antiapoptotik
gorevlerine eslik etmektedir. Enzimin 6demi azaltici etkisinin yaninda, 16kosit yapismasini
engelleyici etkisi de bulunmaktadir. Ayrica diger inflamatuar sitokinlerin iiretimini de
inhibe etmektedir. HO-1 hiicre i¢ci ATP diizeylerini artirarak hiicre biitiinliigliniin

korunmasinda gorev almaktadir (131-133).

Yiiksek goclii grup 1-protein olarak bilinen protein “High mobility group box-1
protein” olarak da adlandirlmaktadir. Inflamatuar ve nekrotik hiicrelerden
salgilanmaktadir. Doku hasarim1 meydana geldiginde uyar1 olusturan bu protein
proinflamatuar sitokinlerin verilmesini saglamakta ve stem hiicrelerinin islevini
diizenlemektedir. Bu protein ayrica belirli DNA bolgelerine baglanabilen bir DNA-
baglayici proteindir. DNA’nin yapisinda meydana gelmis yapi degisimlerini tanimaktadir
(82, 134-136).

2.5. Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

DNA ipliginin kalip olarak kullanilip ¢ogaltilmasina DNA replikasyonu adi
verilmektedir. Prokaryot hiicrelerde replikasyon, replikasyon orjini adi verilen halkasal
bakteri kromozomunda belirli bir noktadan baslamaktadir. DNA iki yonde ve es hizda
sentezlenerek kendini eslemektedir. Okaryotlarda ise DNA eslemesi birgok bolgede ayni

anda baslamakta ve her iki tarafa dogru komsu bdolgeler bir araya gelene kadar devam
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etmektedir. Replikasyon catalinda, DNA ipliginin her ikisi de, yeni DNA sentezi i¢in kalip
olarak gorev yapmaktadir. Replikasyon, ipligin birinde kesintisiz ilerlerken kesintili iplikte
yeni kisa DNA parcalar1 (1000-2000 bazlik) seklinde sentezlenmektedir. Bu parcalara
“Okazaki fragmenti” adi1 verilmektedir. Eslesmenin baslamasi i¢in primer olarak kisa bir
RNA pargast kullanilmaktadir. RNA primeri daha sonra uzaklastirilmakta, bos olan yer
“Polimeraz 1” ile niikleotitler tarafindan doldurulmaktadir. Doldurulan boélgeler “DNA
ligaz” enzimi ile birlestirilmektedir. Eslesme sirasinda meydana gelen hatalar karisik bir

diizeltme mekanizmasiyla diizeltilmektedir (137, 138).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), DNA eslesmesinin bir kap igerisinde hizli bir
sekilde ard arda tekrarlanmasiyla milyonlarca DNA parc¢asinin elde edildigi islemdir. PCR
islemlerinde replikasyonu yapilacak kalip DNA parcasi, kisa tek zincirli oligoniikleotid
primerler, 1siya dayanikli Taqg DNA polimeraz enzimi ve Taq DNA polimerazin
substratlar1 kullanilmaktadir. Replikasyonun baslamasi i¢in kisa DNA dizilerinin
sentezinde primerler kullanilirken DNA polimeraz, substratlari olan dNTP’leri (ATP, GTP,
TTP, CTP) kullanarak DNA zincirini uzatmaktadir. Islemde Mg+2 iyonu kofaktor olarak
kullanilmaktadir (138, 139).

RT-PCR; gen ekspresyonu tayinlerinin gerceklestirildigi daha hizli ve oldukca
hassas bir yontemdir. Hiicrelerden elde edilen RNA’nin, retroviriislerden elde edilen
Revers transkriptaz enzimi yardimiyla komplementer DNA (CDNA)’ya doniistiiriilme
esasina dayanmaktadir. Bu yontemle az miktarda RNA ile diretilen mesajlar
saptanabilmekte ve ekspresyon miktar1 tespit edilebilmektedir. Ayrica, RT-PCR
tirlinlerinden ¢cDNA kiitiiphaneleri olusturulmaktadir. RNA hibridizasyonu, RNaz koruma
yontemleri ve in situ hibridizasyon yontemleri gibi RNA analiz yontemleri ile
karsilastirildiginda oldukga hassas, hizli, giivenilir ve basit bir yontem oldugu

goriilmektedir (138).

RT-PCR analizlerinde ¢ogalan pargalarin goriinmesini saglayan floresan isaretli
prob ve boyalar kullanilmaktadir. Prob ve boyalarin olusan ¢ift zincirli DNA parcalarina
baglanarak olusturdugu floresan, yeni olusan DNA ile dogru orantili olarak artmaktadir.
RT-PCR, numunelerden alinan DNA’nin kopya sayisini sayisal verilere doniistiirmede ve
mRNA’nin diizeyini sayisal olarak belirlemede siklikla bagvurulan yontemler arasinda yer

almaktadir. Ayrica, tek nokta mutasyonlarinin belirlemesi, patojenlerin belirlenmesi, DNA
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hasarinin belirlenmesi, metilasyon tespitinin analizi, Tek Niikleotit Polimorfizmi (SNP)

analizi, kromozom bozukluklarinin tayini gibi arastirmalarda kullanilmaktadir (138).
PCR’ in Uygulama Alanlar (138).

1. Kalitsal hastaliklarin teshis edilmesinde kullanilmaktadir. Cogaltilan DNA
dizileri iizerinde hasarli gen analizleri yapilmaktadir.

2. Kanser calismalarinda tiimor genlerdeki mutasyonlar PCR yontemi kullanilarak
belirlenmektedir.

3. Babalik testi ya da suclu kisilerin bulunmasi i¢in test edilecek numuneler
icindeki DNA dizileri PCR ¢alismalar1 ile ¢ogaltilarak kisi tespit analizleri
yapilmaktadir.

4. Rekombinant proteinlerin ve asilarin  gelistirilmesi amaciyla yapilan
biyoteknolojik ¢aligmalarda PCR siklikla kullaniimaktadir.

5. Hastaliklarin teshisi ¢alismalarinda bakteri ve viriislerin tespitinde PCR yontemi

kullanilmaktadir.
2.6. Antimikrobiyal Aktivite

Mikroorganizmalar viicutta, havada, cansiz yapilarda uygun kosullar (1s1, nem,

sicaklik) saglandigi zaman kolaylikla tireyip ¢ogalabilen canlilardir (140).

Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizmalar1 6ldiiren, tiremesini engelleyen ve
hiicresel 1islevlerini bozan maddeler olarak ifade edilmektedir. Mikroorganizmalari
Oldiiriici  etkiye bakteriyosid; oOldiiren maddelere ise bakteriyosidal madde adi
verilmektedir. Organizmanin bilylimesini ve iiremesini durduran etkiye bakteriostatik etki,
bunu yapan maddeye ise bakteriyostatik madde denilmektedir (141). Antimikrobiyal
maddeler sadece bakteri ya da mantara etki gosterebilecegi gibi her iki canliya da etkili
olabilmektedirler (142).

Bitkilerin antimikrobiyal etki amaciyla kullanimi 2000 yillhik ge¢mise
dayanmaktadir. Eski Yunan ve Misir uygarliklarinda kiif mantarlar1 ve bitki 6ziitlerinin
cesitli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanimi belirtilmistir (143). Gegmisten giliniimiize
bilgiler aktarilarak bitkilerin antimikrobiyal etkileri yapilan c¢alismalarla yillardir
arastirilmaktadir. Gliniimiiz ilaglarinin dortte biri bitkilerden elde edilmekte olup, WHO
raporlarina gore; gelismekte olan lilkelerde yasayan insanlarin 4/5°1 saglik problemlerinde

bitkisel kaynakli ilaclara yonlenmektedirler. Ayrica, giiniimiizde sentetik olarak tretilen
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birgok ilacin etken maddeleri, dogal kaynakli ilag hammaddelerinden hazirlanmis ya da bu

maddelerin yap1 benzerleri olarak tiretilmistir (141).

Artan enfeksiyon hastaliklariyla birlikte sentetik ilaglarin kullaniminin artmasi,
hedefe yoOnelik yerine genis spektrumlu ilaglarin kullanilmasi, ila¢ dozlariin
ayarlanmasinda meydana gelen sikintilar, hastanin ilaca uyumu problemleri gibi
sikintilardan dolayr mikroorganizmalarin ilaca direng gelistirmesi sorunu giliniimiiziin

problemleri arasindadir. Bu sikintidan yola ¢ikilarak tedavide bitkiye yonelim artmaktadir
(143).

2.6.1. Antimikrobiyal Duyarhlik Testleri

Bir maddenin belli bir bakteri ¢esitine karsi antimikrobiyal aktivitesini in vitro

olarak 6l¢mek icin basvurulan testlerdir.
Bu testlerde “difiizyon” ve “diliisyon” olarak iki yontem uygulanmaktadir.
2.6.1.1. Difiizyon Testleri

Disk Difiizvon Testi

Sik¢a kullanilan bir yontem olan disk difiizyon testleri, pahali olmayan ve
uygulamasi kolay olan bir tesstir. Bu testte, etkisine bakilacak ajan oncelikle kagit disklere
emdirilmektedir. Besiyerinde c¢ogaltilmis  mikroorganizma {izerine bu  diskler
yerlestirilmekte ve mikroorganizmanin ajana duyarliligi belirlenmektedir. Emdirilen
disklerden ajanlar agara zamanla salinmakta ve mikroorganizmanin {remesine
bakilmaktadir. Belirlenen inkiibasyon siiresini takiben diske emdirilen ajanin inhibitor
konsantrasyonlarinin  etkisine gore diskin ¢evresinde mikroorganizma {iremesi
goriilmemektedir. Diskin c¢evresinde meydana gelen inhibisyon zonunun genisligi
mikroorganizmanin ilaca duyarliliginin 6l¢iisiidiir. Zon ne kadar genis ise mikroorganizma
ilaca o kadar duyarli olmaktadir. Inhibisyon zonunun ¢apt mm olarak hesaplanmaktadir.
Belirli standart zon tablolar1 bulunmakta ve tablolara bakilarak ajanin duyarlilig

hesaplanmaktadir (144).
E-test

MIK (Minimum inhibitér konsantrasyon) degeri; bir mikroorganizmanin iiremesini
engelleyen en diisilk madde konsantrasyonudur. Bu test kat1 besiyerinde difiizyon yoluyla

MIK degerlerinin saptanmasini saglayan bir testtir. Bu testte Oncelikle test edilecek
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mikroorganizmanin yogunlugu 0.5 McFarland yogunluguna ayarlanmaktadir. Daha sonra
Mueller-Hinton agar yiizeyine bir ekiivyonla mikroorganizma yayilmaktadir. Test edilecek
ilac1 barindiran E-test seritleri agar yiizeyine yerlestirilmektedir. Plaklar 35°C'de 18-24 saat
stireyle inkiibe edilmektedir. MIK degeri serit etrafinda meydana gelen inhibisyon elipsinin

serit tizerindeki 6lgekle kesistigi nokta olarak belirlenmektedir (145).
2.6.1.2. Diliisyon Testleri

Bu testler, ilacin mikroorganizmanin iiremesini inhibe etmesi ya da oldiirmesi
amaciyla lazim olan minimum konsantrasyonunu olgmek amaciyla uygulanmaktadir.
Diliisyon testleri “tiip diliisyon” ve “agar diliisyon” olmak {izere iki farkli yolla

uygulanmaktadir (146).

Tiip Diliisyon

Tiip diliisyon testleri prensipleri ayni olan “makro” ve “mikro” olarak belirtilen 2
farkli yontemle uygulanmaktadir. Aralarindaki fark; makrodiliisyon testlerinde test tiipleri
kullanilirken, mikrodiliisyon testlerinde ise “U” ya da “V” tabanli mikropleytler
kullanilmaktadir. Testte besiyeri olarak kalsiyum ve magnezyum gibi katyon eklenmis
Mueller-Hinton agar1 kullanilmaktadir. Test edilecek olan ilacin 6ncelikle 6zel ¢oziiciiler
ile c¢oziilerek sivi besiyerinde iki kat azalan sekilde diliisyonlar1 hazirlanmaktadir.
Mikroorganizmanin standart bir ¢ozeltisi (1x106 CFU/mL) hazirlanmaktadir. ilacin gesitli
konsantrasyonlarini bulunduran her bir tiipe ayn1 oranda eklenmektedir. Antibiyotik
bulunmayan ve tiremenin bir 6lgiitii olan kontrol tiipiine de mikroorganizma eklenerek
karsilagtirma yapilmaktadir. Bakteri eklenmemis sadece besiyeri konulmus bir tiip de
besiyeri kontrolii olarak hazirlanmaktadir. Tiipler 35°C'de bir gece inkiibasyona
birakildiktan sonra  bakteri iiremesini ifade eden bulanikligin  incelenmesi
gergeklestirilmektedir. Bakterinin ¢ogalimini engelleyen ve gozle tesbit edilebilir bir
bulanikligin olusmadig1 en diisiik ilag konsantrasyonu, MIK olarak degerlendirilmektedir

(144-146).

Aqgar Diliisyon

Bu yontemde ilag diliisyonlarinin agar i¢ine verilmesi ve petri plaklara dokiilmesi
disinda yontemin prensibi tiip dillisyon testlerinin prensibiyle aynidir. Boylece her plakta
ilacin farkli konsantrasyonlar1 bulunmaktadir. Bu yontemde genellikle besiyeri olarak

Mueller-Hinton agar kullanilmaktadir. Deneyde 6ncelikle test edilecek mikroorganizmanin
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yogunlugu 0.5 McFarland bulanikligina ayarlanmaktadir. Sonrasinda 1:10 oraninda diliie
edilerek 107 CFU/mL konsantrasyon elde edilmektedir. Bu stok bakteri soliisyonundan
elle veya 6zel inokiilatorler kullanilarak 1-2 mL inokiile edilerek agardaki bakteri miktar
ortalama 104 CFU/mL olarak ayarlanmaktadir. Bakteri ekilen plaklar 18-24 saat siire
boyunca 35°C'de inkiibe edilmektedir. MIK degeri hesaplanmaktadir (144-146).

2.6.2. Antimikrobiyal Aktivitede Kullamlan Mikroorganizmalar

Staphylococcus aureus: Staphylococcaceae ailesine ait olan Staphylococcus aureus, kok
formunda olan hareketi olmayan Gram (+) bir bakteridir. Cilt, kemik, yumusak doku gibi

birgok dokuda enfeksiyona sebep olmaktadir (146).

Escherichia coli: Enterobacteriaceae ailesine ait olan Escherichia coli ¢ubuk formunda
olan fakiiltatif anaerop gram (-) bir bakteridir. Uriner sistem, kan dolasimi ve cilt ve

yumusak doku enfeksiyonlarina, menenjit, peritonit ve septisemiye sebep olan bakteri

tiriidiir (146).

Yersinia pseudotuberculosis: Yersinia pseudotuberculosis Enterobacteriaceae familyasina
ait nadir goriilen bir Yersinia tiirtidiir. Y. pseudotuberculosis, insanlarda gida kaynakli
enfeksiyon ile iliskilidir. Yersinia psodotiiberkiilozu, apandisiti taklit eden kendini
smirlayan mezenterik lenfadenit ile karakterizedir. Y. pseudotuberculosis hiicre iginde
hayatta kalmaktadir. Primer viriilans faktorii, artan invaziviteye neden olan plazmid ile
kodlanmis bir proteindir. Postenfeksiydz komplikasyonlar arasinda reaktif artrit ve eritema
nodozum bulunmaktadir. Y. pseudotuberculosis karin agrisi, ates ve dokiintiiye sebep

olmaktadir. Nadiren sepsis olusabilmektedir (147).

Pseudomonas aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa sporsuz, kapsiilsiiz, olduk¢a hareketli,
cubuk seklinde olan aerob bakterilerdir. Kolay boyanan bu bakteriler Gram negatiftirler.
Bu bakteriler idrar yolu, goz ve kulakta enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Ayrica yanik ve
yara enfeksiyonlari, menenjit, bronsit gibi hastaliklara da sebebiyet vermektedir. Ayrica bu
bakteriyle enfekte olan yeni doganlarda ve immun sistemi zayiflamis kisilerde Oliime

sebebiyet verebilen ishale neden olmaktadir (148).

Enterococcus faecalis: Enterococcus cinsine ait olan Enterococcus faecalis Gram-pozitif,
anaerob, coccus bir bakteridir (149). Bu bakteriler nozokomiyal bakteriyemi, cerrahi yara

enfeksiyonu ve idrar yolu enfeksiyonu gibi hastaliklara sebep olmaktadir (150).
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Bacillus cereus: Bacillus cereus sporlu, gram pozitif, hareketli, aerob bir bakteri olup suda,
toprakta, ciirliyen bitkilerde bulunmakta ve sporlar1 gidalara kontamine olabilmektedir. Bu

bakteri ile enfekte olan kisilerde sulu ishal, kramp tarzinda karin agrisi, bulanti meydana

gelmektedir (151).

Listeria monocytogenes: Listeria monocytogenes anaerop, sporsuz, katalaz pozitif, oksidaz
negatif, gram pozitif basil olan bir bakteri olup kanli agar besiyerinde kolayca tiremektedir.
Bakteri et, ¢ig sebze, siit ve iirlinleri ile bulasabilmektedir. Bakterinin kisiye enfekte olmasi
halinde ates, bulanti, kusmayla birlikte merkezi sinir sistemi (MSS) infeksiyonuna sebep

olmaktadir. Hamile kisilerde infekte veya olii bebek dogumuna neden olabilmektedir
(152).

Mycobacterium smegmatis: Mycobacterium smegmatis gram (+) bir bakteri olup toprakta,
tozda ve suda bulunabilmektedir. M. smegmatis'in neden oldugu yayilmis enfeksiyonlar

siklikla immiinosupresyon ile iligkilidir (153).

Saccharomyces cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae, gida endiistrisinde bira, sarap ve
ekmek yapimminda kullanilan iyi bilinen bir mayadir. S. cerevisiase, insanlarda ve
hayvanlarda inflamatuar bagirsak hastaligt ve c¢esitli ishal tiplerinin tedavisi gibi
gastrointestinal sistem rahatsizliklarina kars1 diisiik maliyetli ve etkili bir adjuvan olarak

yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (154).

Candida albicans: Maya tipi bir mantar olan Candida albicans eseyli ¢ogalan, beyaz renkli
kolonileri olan bir bakteridir. Insanlarda oral ve vajinal firsatc1 enfeksiyonlar1 olusturarak

kandidiyazis enfeksiyonuna neden olmaktadir (146).
Antimikrobiyal Etki Mekanizmalar1 su sekilde gruplandirilabilmektedir (146).

1. Bakteri hiicre duvarinin sentezini bozarak

2. Hiicre zarinin yapisini1 bozarak

3. Bakteri ribozomlarina etki edip protein sentezini engelleyerek
4. Niikleik asit (DNA ve RNA yapilarini) sentezini bozarak

5. Hiicrelerin metabolik yolaklarina etki ederek islevleri bozarak
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2.7. Tirozinaz Enzim Inhibisyonu

Deride, sagta, goz zarlarinda, beynin bazi boélgelerinde bulunan melanin
inflamasyon, giinese maruz kalma ve diger birgok faktoriin etkisi ile olusan derinin yapisal
bir pigmentidir. Deride bulunan melanin genis spektrumlu ultraviyole 1$181 absorbe
etmekte ve yansitmaktadir. Melanin miktart arttikca deri rengi koyulasmakta ve bu
mekanizmaya bronzlasma denmektedir. Yapisal melanin keratinositlerin ¢ekirdeklerinin
lizerine birikerek genetik materyalin korunmasini saglamaktadir. Fakat giinese ya da UV
isinlara fazla maruz kalinmasinda melanin solgunlasarak koruyuculugunu yitirmektedir.
Deri dokusunun yapisinda ve genetik materyalde hasarlar meydana gelmektedir. Deri rengi
deri kanseri iizerinde etkilidir. Derinin ¢ok acik renkte olmasi ya da asir1 bronzlasma deri

kanseri tiirlerinden biri olan melanoma yatkinligi artirmaktadir (155).

Melanogenez, melanositler i¢inde karanlikta melanin adi verilen makromolekiiler
pigmentlerin olusumunu kapsayan reaksiyonlar dizisidir. Melanin, enzimatik katalizli ve

kimyasal reaksiyonlarin bir kombinasyonu ile olugsmaktadir (156).

Melanogenezis (melanin olusumu), tirozinaz enzimi ile tirozinin oksitlenerek
dopakinona dontisiimiinii ile baslamaktadir. Bu ilk basamak melanin sentezinde hiz
siirlayict basamaktir. Sentezin geri kalan reaksiyonlar1 fizyolojik pH’ta kendiliginden
ilerlemektedir (156, 157). Olusan dopakinon, oto-oksidasyon yoluyla dopa ve dopakroma
dontstiirilmektedir. Dopa ayrica tirozinazin substratidir ve yine enzim tarafindan
dopakinona oksitlenmektedir. Dopakinondan bir dizi reaksiyon sonrasinda melanin
olugsmaktadir. Meyve ve mantarlardaki esmerlesme fenomeni genellikle kavramsal olarak
melanogenezise benzeyen oksidatif polimerizasyonla iligkilidir. Melanin tiirevi
allomelanin, yapisinda ana monomerler olarak dopakinonlanmis yapilar igermemekte,

bunun yerine diger kuinoid yapilarini icermektedir (156, 158).

Melanogenezis, tirozinaz basta olmak iizere tirozinaz-bagli protein 1 (TRP1 ) ve
tirozin-bagl protein 2 (TRP2) enzimleri ile diizenlenmektedir Melanin sentezinde genetik
faktorler, giinese maruz kalma gibi fiziksel faktorler, hormon, endotelin-1, prostaglandinler

ve katekolaminler gibi biyolojik faktorler rol oynamaktadir (159).

Melanin, esas olarak insan derisinde bir foto-koruyucu fonksiyona sahip olmasina
ragmen, melaninin derinin farkli kisimlarinda anormal miktarda birikmesi estetik bir
problem haline gelebilmektedir (156, 158). Melanin fazla sentezlenmesine

hiperpigmentasyon denmektedir ve bir¢cok dermatolojik bozukluga sebep olmaktadir.
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Tirozinaz enziminin inhibisyonu ile melaninin proliferasyonu engellenebilmektedir.
Tirozinaz enzimini inhibe eden ajanlar beyazlatici veya anti-hiperpigmentasyon maddeleri
olarak kullanilmaktadir (160, 161).

Tirozinaz yapisinda bakir bulunduran, mantarlarda, yiiksek bitkilerde ve
hayvanlarda bulunan, L-tirozinin monofenolaz ile hidroksilasyonu ve 3,4-dihidroksi-L-
fenilalaninin (L-Dopa), difenolaz ile o-dopakinona oksidasyonunu katalizleyen bir

enzimdir.
Tirozinaz inhibitorlerinin mekanizmasi farkli olabilmektedir: (156)

1. Askorbik asit gibi dopakinonun kimyasal olarak indirgenmesine neden olan
maddelerin azaltilmasi ile dopanin dopakinona doniigiimiiniin engellenerek
dopakrom ve melanin olusumlarinin 6nlenmesi.

2. Dopakinon ile tepkimeye giren tiyo igeren bilesikler sayesinde dopakinon
seviyesinin azaltilmasi.

3. Dopa ile yarisan tirozinaz enzim substratlar1 sayesinde dopakron olusumunun
engellenmesi.

4. Enzimi spesifik olarak bozan ve bdylece aktivitesini inhibe eden asitler veya
bazlar gibi spesifik olmayan enzim inaktivatdrlerinin kullanilmasi.

5. Intihar substratlar1 olarak da adlandirilan mekanizmaya dayali inhibitorler gibi
geri doniisiimsiiz spesifik tirozinaz inaktivatdrleri kullanilmasi.

6. Spesifik tirozinaz inhibitorleri olarak kullanilan bilesiklerin, tirozinaza tersine

baglanip, enzimin Kkatalitik kapasitesini azaltmasi.

Vitiligo ise melaninin sentezlenememesi veya az sentezlenmesi ile gelisen
pigmentasyon bozuklugudur. Etiyolojisi heniiz tam olarak agiklanamamakla birlikte
prevalanst %0.1-2 arasinda degismektedir (162-165). Oksidatif stres, genetik yatkinlik,
otoimmunite gibi nedenler vitiligoya sebep olabilmektedir (162). Vitiligo yasami tehdit
eden bir hastalik olmamakla birlikte kozmetik agidan kisinin yasam kalitesini etkileyen
onemli bir hastaliktir. Vitiligo tedavisinde repigmentasyon amaglanmis olup c¢esitli
tedaviler uygulanmaktadir. Hastaligin siddetine, yayilimina, hastanin yasina, psikolojik
durumuna bagl olarak steroidler, vitamin D analoglari, kalsinérin inhibitorleri, fototerapi

(UV kullanilarak yapilan tedavi) ve cerrahi tedaviler uygulanmaktadir (166-169).
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2.8. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YBSK)

YBSK, 6zel bir kolon kromatografisi olup; bu yontemden biyokimyada aktif
bilesikleri saptamak ve tanimlamak amaciyla siklikla yararlanilmaktadir (170, 171).
YBSK, sabit fazi i¢eren bir kolon ve bu kolondan pompa yardimiyla gecen hareketli faz
(fazlar1) ile molekiillerin kolonda tutulma siirelerini gosteren bir dedektor yardimiyla
maddelerin analizi esasina dayanan bir yontemdir. Molekiillerin tutulma siireleri, sabit faz,
analiz edilen bilesikler ve kullanilan ¢oziicii(ler) arasindaki etkilesimlere bagli olarak
degismektedir (171, 172).

Hareketli fazda su, metanol, asetonitril, asetik asit gibi organik karisabilir ¢oziiciiler
yaygin olarak kullanilmaktadir (171-173). Hareketli fazda bulunan ¢oziiciilerin zaman
icinde degisen karigimdaki oranlarina goére molekiillerin polarlik 6zelliklerinden kaynakli
kolonda tutulma siireleri degismektedir. Hareketli fazda zaman iginde degisen ¢oziiciilerin
bu oranlari, gradient sistemini olusturmaktadir. Molekiillerin kolonda tutulma siireleri

dedektor ile belirlenerek maddelerin analizi gergeklestirilmektedir (171, 173).
2.8.1. YBSK Tipleri

YBSK tipleri genellikle islemde kullanilan faz sistemine gore siniflandirilmaktadir

(171, 173, 174).
2.8.1.1. Normal Faz Kromatografisi (NP-YBSK)

Bu yontemde ayirma polariteye dayanmaktadir. NP-YBSK’da polar bir sabit faz ve
polar olmayan bir mobil faz kullanilmaktadir. Polar analit, polar sabit faz ile etkilesime
girmekte ve onun tarafindan tutulmaktadir. Analitin polaritesinin artmasiyla adsorpsiyon
kuvveti artmaktadir. Polar analit ile polar sabit faz arasindaki etkilesim tutulma siiresini

etkilemektedir.
2.8.1.2. Ters Faz Kromatografisi (RP-YBSK/ RPC)

RP-YBSK’da, polar olmayan bir sabit faz ve sivi polar bir mobil faz
kullanilmaktadir. RP-YBSK, polar bir hareketli faz, daha polar olmayan analit ve polar
olmayan sabit faz arasindaki itici gili¢lerden kaynaklanan hidrofobik etkilesimler ilkesi
tizerinde c¢aligmaktadir. Analitin sabit faza baglanmasi, sulu faz igindeki ligand ile
baglantili olarak analit molekiiliiniin polar olmayan boliimiiniin etrafindaki temas ylizey

alani ile orantilidir.
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2.8.1.3. Boyut Eleme Kromatografisi (SEC)

Jel gecirgenlik kromatografisi veya jel filtrasyon kromatografisi olarak da
adlandirilan boyut eleme kromatografisi, esas olarak pargaciklarin biiyiikliikleri temelinde
ayristirma gerceklestirmektedir. Proteinlerin ve amino asitlerin {igilinciil ve dordiinciil
yapisint belirlemek amaciyla tercih edilmektedir. Ayrica, polisakkaritlerin molekiiler

agirlik tayini i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
2.8.1.4. iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi, retansiyonun ¢oziinen iyonlar ile sabit faza bagh
yikli bolgeler arasindaki etkilesime dayanmaktadir. Bu kromatografi yontemi, suyun

aritilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
2.8.1.5. Biyo-Afinite Kromatografisi

Ligandlarla proteinlerin spesifik geri doniisiimlii etkilesimlerine dayanan bir
ayirma gerceklestirmektedir. Ligandlar biyo-afinite matriksi tizerinde kati maddeye
kovalent olarak baglanmakta ve proteinleri kolon-bagh ligandlarla etkilesime girerek

tutmaktadir.
Biyo-afinite slitununa bagli proteinler iki yolla ayrilabilmektedir:

e Biyospesifik eliisyon: kolon bagl ligand ile yarisan eliisyon tamponundaki
serbest ligand1 icermektedir.
e Spesifik olmayan eliisyon: pH, tuz gibi degisimler yardimiyla substratin bagl

oldugu kolon ile proteinin etkilesimi zayiflatilmaktadir.

Etkilesimin 6zgilliiglinden dolay1, biyo-afinite kromatografisi, tek bir adimda (10-
1000 kat) cok yiiksek saflagtirma ile sonuglanabilmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gere¢

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Madde, Céziicii, ila¢ ve Cihazlar

Calismada kullanilan kimyasal madde, ¢6ziicli, ila¢ ve cihazlar Tablo 6-9’da

verilmisgtir.

Tablo 6. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullanilan Kimyasal Temin Edilen . Temin Edilen
Maddeler Firma Kullamilan Kimyasal Maddeler Firma

Glikol Sterarat Tekkim Sybr Green Master Mix NZYTECH
1,2 Propilen Glikol Tekkim Tirozinaz Sigma-Aldrich
Siv1 Parafin Sigma-Aldrich  a-Kojik Asit Sigma-Aldrich
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)  Sigma-Aldrich  L-DOPA Sigma-Aldrich

. c . Mueller Hinton Agar (MHA) ve Mueller Hinton
Tiobarbitiirik Asit (TBA) Merck Sivi Besiyerleri (MHB) Agar (MHA)
1,1,3,3- Tetraetoksi Propan Sigma-Aldrich ?ﬁg’g)EkStreh LV B Merck
Hidroksiprolin Sigma-Aldrich  p-Hidroksi Benzoik Asit Sigma-Aldrich
Sitrik Asit Monohidrat Sigma-Aldrich ~ Vanilik Asit Sigma-Aldrich
Sodyum Asetat Trihidrat Sigma-Aldrich  Siringaldehit Sigma-Aldrich
Kloramin T Sigma-Aldrich  p -Kumarik Asit Sigma-Aldrich
p-Dimetilaminobenzaldehit Sigma-Aldrich Sinapik Asit Sigma-Aldrich
(p-Dab)
;:é)(())massm Brilliant Blue G- Sigma-Aldrich Benzoik Asit Sigma-Aldrich
Sigir Serum Alb{imin Sigma-Aldrich  Kersetin Sigma-Aldrich
Niikleaz igermeyen sivi GeneAll SYBR  Oligo Dt (Primer, A Kuyrugu GeneAll,Hyperscript
D Ntps (Niikleotit Karigimi1) ~ GeneAll,Hyperscript Random (Primer) GeneAll,Hyperscript
Rox GeneAll SYBR  Rtaz Reaksiyon Tamponu GeneAll,Hyperscript

Hyperscript Tm Reverse

Transcriptase GeneAll,Hyperscript
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Tablo 7. Kullanilan ¢oziiciiler

Kullanilan Céziiciiler

Temin Edilen Firma

Metanol
N-Butanol
Asetik Asit
HCI
1-Propanol
Piridin
Perklorik Asit
Etanol
o-Fosforik Asit
Formaldehit
Kloroform

Merck
Merck
Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Tablo 8. Kullanilan ilaglar

Kullanilan ilaclar

Temin Edilen Firma

Madecassol Bayer Consumer Care AG, Isvigre
Ketamin Pfizer, New York, ABD
Ampisilin Mustafa Nevzat
Streptomisin I.E. Ulugay
Flukonazol Phizer
Tablo 9. Kullanilan cihazlar
Kullanilan Cihazlar Markasi
pH metre Ohaus
Manyetik karistirict Heidolph
Hassas terazi OHAUS Pioneer
Biyogiivenlik kabini Bilser
Santrifiij Sigma
Inkiibator Memmert
Vorteks Isolab
Spektrofotometre cihazi (ELISA Cihazi) UV-1800 Shimadzu
Karistiricili su banyosu Niivest402
Evaporator Heidolph
Homojenizator Heidolph
Buzdolab1 Argelik
Mikroskop Olympus BX51; Olympus, Tokyo, Japan

Kamera atagmant

Real Time PCR Cihaz1
Thermal Cycler Cihaz1
YBSK

Olympus DP71; Olympus, Tokyo, Japan
Applied Biosystems® StepOnePlus™
Proflex

Shimadzu
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3.1.2. Bitki Toplanmasi, Teshisi, Kurutulmasi ve Ogiitiilmesi

Pilosella hoppeana subsp. testimonialis’in toprakiistii bitki kisimlar1 kuru agirlig
yaklasik 100 g olacak sekilde Mayis-Haziran ayinda Savastepe ve Kepsut (Balikesir)
ilgelerinden (800-1000 m yiikseklikten) toplanmustir. Bitki toplanirken kimyasal igerigini
etkileyebilecek toprak, yiikseklik, sicaklik, yagis vb. parametreler dikkate alinmustir.
Teshisli herbaryum 6rnegi herbaryum tekniklerine gére hazirlanmistir. Bitkilerin teshisi
icin, basta “Tiirkiye Floras1” olmak iizere, komsu iilke floralar1 ve yazilmis eserlerden
yararlanilmistir.  Herbaryum  &rnegi  Istanbul  Universitesi Eczacilik  Fakiiltesi

Herbaryumu’nda (ISTE 115015) saklanmaktadir.

Bitkilerin ¢icekli toprakiistii kisimlar1 gdlgede ve hava akimi bulunan serin bir
alanda kurutulmustur. Kurutulmus 6rnekler, degirmende 6giitiilmiis ve partikiil bliyiikligi
250 um (< 0.250 mm) olacak sekilde 60 nolu eleklerden elendikten sonra elde edilen toz

ekstraksiyon islemlerinde kullanilmistir.
3.2. Yontem

3.2. 1. In vivo Aktivite Deneyleri
3.2.1.1. Deney Hayvanlari

Yara iyilestirici aktiviteyi belirlemek amaciyla yapmis oldugumuz in vivo
deneylerde temininin kolay olmasi, maliyetinin diisiik olmasi, beslenme agisindan
maliyetinin hesapli olmasi ve yara iyilesme siirecinin insanlarla benzerlik gostermesi gibi

avantajlardan dolay1 sigan tercih edilmistir.

Bu ¢alisma igin kullanilmasi planlanan siganlar Karadeniz Teknik Universitesi
Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edilmistir. Calisma, veteriner kontrolii
altinda saglikli oldugu belirlenen agirliklar1 yaklasik 180-250 gram arasinda olan yetiskin
72 adet disi Spraque Dawley iizerinde yapilmistir. Sicanlar, 12°ser saat sirayla aydinlik ve
karanlik uygulamasi saglanacak sekilde oda 1s1s1 22+2°C olan odada tutulmus, serbest igme
suyu ile beslenmeleri saglanmistir. Siganlarin ortama adapte olabilmeleri amaciyla deneye

baslamadan 6nce laboratuvar sartlarinda en az ti¢ giin ayr1 kafeslerde bekletilmistir.
Sicanlar 4., 7., 14. ve 21. giinlerde 6tenazi edilmek lizere 4 ana gruba ayrilmustir.

Birinci grup 4. giin, ikinci grup 7. giin, ligiincli grup 14. giin, dordiincii grup ise 21. giin

otenazi edilmistir. Bu gruplar kendi i¢inde kontrol, pozitif ve ekstre grubu olmak iizere 3

alt gruba ayrilmis olup Tablo 10 ve Resim 4’te gosterilmistir. Kontrol grubuna ilk giin yara
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yapilmis ve daha sonraki giinlerde herhangi bir uygulama yapilmamistir. Pozitif gruba yara
yapilmasini takiben Otanazi giiniine kadar her giin giinde 1 defa 0,5 g Madecassol
uygulanmistir. Ekstre grubuna ise yara yapilmasini takiben 6tanazi giiniine kadar her giin
giinde 1 defa 0,5 g ekstreyi iceren merhem uygulanmistir. Deneylerde her alt grupta 6
hayvan kullanilmis olup her sigan ayri1 kafeste birakilmstir.

Tablo 10. Dairesel eksizyon yara modeli deney gruplari

Dairesel Eksizyon Yara Modeli

Gruplar/Otenazi Giinleri 4.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin
1.grup (3 alt grup) (Kontrol/Pozitif/ Ekstre) 6+6+6

2.grup (3 alt grup) (Kontrol/Pozitif/ Ekstre) 6+6+6

3.grup (3 alt grup) (Kontrol/Pozitif/ Ekstre) 6+6+6

4.grup (3 alt grup) (Kontrol/Pozitif/ Ekstre) 6+6+6

Resim 4. Siganlarin barindirildig: kafesler

3.2.1.2. Test Numunelerinin Hazirlanmasi

Bitkinin toz edilen toprakiistii kismindan yaklasik 50 g alinarak 200 mL metanol
eklenmistir. 30°C’de calkalayicida 8 saat ve 3 tekrarli olmak iizere ekstre edilmis ve

ekstreler birlestirilmistir. Sonrasinda, slizge¢ kagidindan siiziiliip, siliziinti 30°C’de

51



¢Oziiclisli tamamen ucana kadar evaporatérde yogunlastirilmistir. Caligsma sonucunda 4,1 g
kuru ekstre elde edilmistir Bitki ekstresinden hazirlanan merhem (Resim 5); Madecassol®
pomat’in bazi olan glikol sterarat: 1,2 propilen glikol: siv1 parafin (3:6:1) kullanilarak %1

oraninda ekstre/fraksiyon i¢erecek sekilde hazirlanmustir (16).

Resim 5. P. hoppeana subsp. testimonialis metanol ekstresinden hazirlanan merhem

3.2.1.3. Referans Madde

Yara iyilestirici aktivite deneylerinde sonuclarin karsilastirilmast amaciyla, standart
yara iyilestirici madde olarak; eczaneden temin edilen 0.5 g Madecassol® pomat (Centella

asiatica) (Resim 6) haricen kullanilmistir.

- —

€9  Madécassol’
s 81 erhem

Resim 6. Pozitif kontrol olarak kullanilan merhem

3.2.1.4. Dairesel Eksizyon Yara Modeli

Eksizyon yara modeli yaranin iyilesme siirecinde olusan kontraksiyonunu,

epitelizasyonu ve biyokimyasal parametreleri incelemek amaciyla siklikla kullanilmaktadir
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(2, 16). Bu modelde Sadaf ve ark. tarafindan gelistirilen yontem bazi modifiyeler yapilarak
uygulanmistir (175). Yara alanin kiigiilmesi; yaranin kontraksiyonu ve yara iyilesmenin

gostergesidir. Yara alanlarindaki kiigiilmeler giin asir1 6l¢tilmiistiir.

Siganlara 90 mg/kg dozunda Ketamin intraperitoneal verilerek anestezi
saglanmistir. Siganlarin sirt bolgesi tras edilmistir. Sicanin sirt dorsal bolgesinde vertebral
kolonda biyopsi punch ile birbirinden en az 1 cm uzaklikta, 10 mm ¢apinda 2 tane dairesel
alan seklinde yara olusturulmustur (Resim 7). Olusan yara agik birakilmistir. Otenazi
giinline kadar grubuna gore 0.5 g madecassol ya da ekstre/fraksiyon igeren merhem
formiilasyonu haricen yaralara uygulanmistir (Resim 8). Yara alanlarinin ilk giin ve giin
asir1 dijital fotograf makinesi ile resimleri ¢ekilmistir, AutoCAD programi ve milimetrik
kagitlar kullanilarak yara alanlarindaki kiigiilme hesaplanmustir. Otenazi giiniinde
hayvanlarin abdominal aorttundan kan alinmistir. Kan numunesi alindiktan hemen sonra
kansizlastirma yoluyla otanazi saglanmigtir. Olusturulan 2 yaradan alinan doku
orneklerinden biri antioksidan, antiinflamatuar, hidroksiprolin tayini ve PCR ¢aligsmalart;

diger doku 6rnegi ise histolojik degerlendirmeler i¢in kullanilmistir.

Dairesel eksizyon yara modelinde, yara alanlarindaki kiigiilmelerin
degerlendirildigi  ylizde kontraksiyon oranlar1 hesaplanirken asagidaki  formiil

kullanilmastir.

% Yara kontraksiyonu= (Baslangigtaki yara alani - n. giindeki yara alani) 100

Baslangictaki yara alani

Resim 7. Siganlarin derisinde olusturulan yara
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Resim 8. Siganlarin yaralari lizerine bitkiden hazirlanan merhemin uygulanigi

3.2.2. Biyolojik Aktivite Deneyleri

Yeni yara iyilestirici ajanlarin gelistirilmesi biyolojik aktivite g¢aligmalarinda
onemlidir. Dogal bitkisel iriinler kuvvetli anti-inflamatuar, antioksidan ve antikanser
ajanlar olarak kullanilabilmektedir. Antioksidan, antimikrobiyal ve anti-inflamatuar
aktiviteler, yara iyilesmesine ve cildin yenilenmesine katkida bulunmaktadir. Antioksidan

aktivite ile hiicre hasar1 dnlenerek saglikli hiicrelerin biiylimesi saglanmaktadir (176).
3.2.2.1. Antioksidan Aktivite Tayini

In vivo deneylerde siganlardan belirli giinlerde alinan yara doku ve serum 6rnekleri
tizerinde antioksidan analizler yapilmistir. Doku 6rnegi ¢ikartildiktan sonra tartilmistir.
Deri dokusu 1 g/7 mL oraninda fosfat tamponu (0.5 mM, pH= 7.4) ile buzlu bir kapta,
mekanik uglu bir homojenizatérde 16000 devir/dak hizda 30 sn boyunca homojenize
edilmistir. Homojenatlar +4°C’ye ayarli sogutmali santrifiijde 3500 rpm’de 30 dk boyunca
santrifiij edilmis ve silipernatantlar ependorf tiiplerine alinmistir. Siipernatantlar analiz

edilecekleri zamana kadar -80°C’de saklanmustir.

Katalaz ve siiperoksit dismutaz (SOD) analizleri i¢in doku ve serum 6rneklerinde
KTU Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarinda Catalase Assay (Cayman, ABD) ve
Superoxide Dismutase Assay (Elabscience, Cin) ticari Kitleri kullanim kilavuzlarina gore

calisilmig ve ELISA cihazi’nda okuma yapilmastir.

Doku ve serumdaki MDA seviyeleri Ohkawa ve arkadaslarinin uyguladigi yontem
modifiye edilerek tayin edilmistir (177). Bu yontemin ilkesi; homojenattaki proteinlerin
sodyum dodesil siilfat (SDS) ile par¢alanmasi ve homojenatta bulunan MDA’nin
tiobarbitiirik asit (TBA) ile ortam pH’in 3.5 oldugu sartlarda olusturdugu komplekse bagli
kirmizi rengin spektrofotometrik l¢iimiine dayanmaktadir. Oncelikle deneyde kullanilacak

olan %8.1 sodyum dodesil siilfat (SDS), %0.8 tiobarbitiirik asit (TBA), n-butanol/piridin
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(15:1, viv) ve %20 asetik asit reaktifleri hazirlanmigtir. Numune ve standart tiipler hazir
edilmistir. Numune tiipiine 50 pL numune ve standart 1, standart 2 ve standart 3 tiiplerine
sirasiyla 50 pL, 25 pL ve 12.5 pL standart ¢ozeltisi eklenmistir. Numune ve standart 1
tiiptine 150 pL, standart 2 tiiptine 175 puL ve standart 3 tiipiine 187,5 uL distile su
eklenmistir. Her tiipe 50 pL SDS, 375 uL TBA ve 375 pL asetik asit ilave edilmistir.
Tiipler 60 dakika, 95°C’de su banyosunda kaynatilmistir. Sonrasinda 6rnekler sogutularak,

250 puL distile su ve 1250 pL n butanol/piridin eklenmistir.

Daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip tist faz 532 nm’de n-butanole
kars1 okutulmustur. MDA standart olarak 1,1,3,3-tetraetoksi propan kullanilarak standart
grafik elde edilmis ve Orneklerin absorbans degerleri kullanilarak nmol/mL cinsinden
MDA miktar1 saptanmistir. Cikan sonu¢ homojenizasyon sirasindaki diliisyon faktorii ile

carpilip sonuglar “nmol/mg protein” cinsinden belirlenmistir.
3.2.2.2. Anti-inflamatuar Aktivite Tayini

In vivo deneylerde sicanlardan belirli giinlerde alinan yara doku ve serum &rnekleri
tizerinde anti-inflamatuar analizler yapilmistir. Doku Ornegi ¢ikartildiktan sonra
tartilmistir. Deri dokusu 1 g/7 mL oraninda fosfat tamponu (0.5 mM, pH= 7.4) ile buzlu bir
kapta, mekanik ug¢lu bir homojenizatérde 16000 devir/dak hizda 30 sn boyunca homojenize
edilmistir. Homojenatlar +4°C’ye ayarli sogutmali santrifiijde 3500 rpm’de 30 dk boyunca
santrifiij edilmis ve siipernatantlar ependorf tiiplerine alinmistir. Siipernatantlar analiz

edilecekleri zamana kadar -80°C’de saklanmustir.

IL-1B ve TNF-a igin numuneler KTU Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya
laboratuarinda TNF-a (Elabscience, Cin) ve IL-1p (Elabscience, Cin) ticari kitleri kullanim

kilavuzlarina gore ¢alisiimis ve ELISA cihazi’nda okuma yapilmaistir.
3.2.2.3. Kollajen Bag Dokunun Saptanmasi

Hidroksiprolin Tayini

Kollajen ekstraseliiler matriks elemanlarindan biri olup, hiicrelere destekleyici bir
iskelet olusturan ve yara iyilesmesinde rol oynayan yapisal bir proteindir. Kollajenin
yapisinda yer alan her {i¢ aminoasitten birini olusturan hidroksiprolinin Ol¢iimii ile
dokulardaki kollajen miktar1 hesaplanmaktadir. Hidroksiprolinin oksidasyonu sunucu
olusan pirol bilesiginin p-dimetilaminobenzaldehit ile verdigi renkli kompleksin 560 nm de

verdigi absorbans kollajen metabolizmasinin dolayli bir gostergesidir. Hidroksiprolin
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miktarinin fazla olmasi dokuda kollajenin fazla oldugunu gdstermektedir. Bu amacla

Woessner tarafindan gelistirilen yontem ¢esitli modifikasyonlar yapilarak ¢alisiimistir (2).

Hidroksiprolin standartinin 6l¢timii i¢in Oncelikle stok ¢6zelti hazirlanmistir. Bunun
icin 5 mg hidroksiprolin 50 mL 0.001 N HCl’de ¢o6ziilmistiir. Hazirlanan stok
cozeltisinden 0.5 pg/mL; 1 pg/mL; 1.5 pg/mL; 2 pg/mL; 2.5 pg/mL ve 5 pg/mL olacak

sekilde diliisyon ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Daha sonra olgiimii ¢alisilacak dokular tartilip, kapaklart olan pyrex tiiplere
konulmustur. Ustiine 5 mL 6 N HCI eklenerek 130°C’de 3 saat boyunca hidroliz edilmistir.
Indikator amach bir iki damla metil kirmizis1 (%0.02°lik) ilave edilmistir. Cozeltinin rengi

sartya donene kadar 2.5 N NaOH eklenmistir.

Cozeltilerin hazirlanisi: Tampon (Buffer): Sitrik asit monohidrat (50 g), glasiyal
asetik asit (12 mL), sodyum asetat trihidrat (120 g) ve sodyum hidroksit (34 g) oncelikle
250 mL 1-propanol ile ¢ozilmistiir. Daha sonra, yaklastk 600 mL distile su ilave
edilmistir. Kalibrasyonu yapilmis pH metre kullanilarak 1 N HCI veya 1 N NaOH ilave
edilerek pH=6’ya ayarlanmistir. Sonrasinda ¢o6zelti distile su ile 1000 mL’ye

tamamlanmustir.

Metil red indikatorii: 2 mg metil red, 100 mL distile suda ¢ozdiiriilerek %0.02°1ik
solisyon aliiminyum folyo ile kapatilmis erlende hazirlanmistir. Buzdolabinda

saklanmustir.

Kloramin T: 1.138 g kloramin T, 100 mL tampon soliisyonu ile ¢oziilerek 0.05 M

soliisyon elde edilmistir. Soliisyon giinliik hazirlanmigtir.

p-Dimetilaminobenzaldehit (p-dAB): 10 g p-dAB, 35 mL %60’lik perklorik asit
icinde ¢ozdiiriiliip izopropanol ile 100 mL’ye tamamlanmasi ile %10’luk soliisyon elde

edilmistir. Soliisyon giinliik hazirlanmistir.

Standart ve 6rnek ¢ozeltilerden 2’ser mL tiiplere alinmustir. Tiiplere 1 mL kloramin
T eklenerek 20 dk boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Sonrasinda tiiplere 1 mL
p-dimetilaminobenzaldehit ¢ozeltisi eklenerek olusan tabakalanma giderilene kadar
calkalanmistir. Ardindan tiim tiipler su banyosunda (60°C) 20 dk boyunca bekletilmistir. 5

dk musluk suyunda sogutulduktan sonra 6rneklerin absorbansi 557 nm’de 6l¢tilmiistiir.
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3.2.2.4. Protein Miktar1 Tayini

Calisma Coomassie Blue G-250 boyasi kullanilarak yapilmistir. Coomassie Blue
G-250, proteinlere oldukca saglam baglanan ve renkli bilesikler olusturan aromatik boyar
maddedir. Boya, kuvvetli bir asitte ¢oziindiigiinde protonlanarak kirmizi-kahverengi bir
renk meydana gelmektedir. Bu boya ¢ozeltisi 465 nm’de maksimum absorbans verirken
(+) yiikli bir proteine baglandiginda ise metakromik cevap olusmaktadir. Boya ve protein
mavi renkli bir kompleks olusturmaktadir. Olusan boya-protein kompleksi 595 nm’de

absorpsiyon vermektedir (178).

Bradford Aviracinin Hazirlanmasi

100 mg Coomassie Blue G- 250, 50 mL %96 (v/v) etanolde ¢6ziilmiis sonrasinda
100 mL %85 (v/v) o-fosforik asit eklenmistir. Cozelti distile su ile 1 L’ye tamamlanarak

Whatman (No:1) stizge¢ kagidindan siiziilmiistiir. Koyu renkli cam bir sisede saklanmistir.

Deneyin Yapilisi

Hazirlanan eppendorf tiiplerin hepsine oOncelikle 2 mL Bradford ayiraci
koyulmustur. Uzerine protein miktar1 tayin edilecek serum ve doku érnek ¢dzeltilerinden
20 pL eklenmistir. Kore 20 uL distile su ilave edilmistir. Tipler karistirilmis ve ortaya
¢ikan mavi renkli ¢ozeltinin absorbanst 595 nm’de kore karsi spektrofotometrik olarak
dl¢iilmiistiir. S181r serum albiimini (BSA) ile standart egri grafigi olusturulmustur. Olgiilen
absorbans degerleri standart grafigine uygulanarak orneklerin protein miktart mg/mL

konsantrasyonda hesaplanmuistir.

Protein Standart Egrisinin Hazirlanmasi

Protein standardi i¢in BSA kullanilmistir. 0.2-1 mg/mL konsantrasyon araliginda
dilisyonlar, hazirlanan stok BSA ¢ozeltisinden uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanmisg
ve elde edilen standart calisma c¢dozeltilerine Bradford metodu uygulanmistir. Serum
albiimini regresyon denklemi, Olciilen absorbans degerlerine en kiiciik kareler metodu
uygulanarak elde edilmistir. Cizilen standart egri Orneklerin protein miktarlarinin

hesaplanmasinda kullanilmistir.
3.2.3. Histopatalojik incelemeler

Ekstre, pozitif ve kontrol grubundan alinan yara dokulari histopatolojik olarak

degerlendirilmistir.  Kollajen  degerlendirilirken  histokimyasal olarak  Trikrom
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reaksiyonundan yararlanilmistir. Lezyonlara ait kesitler Hematoksilen-eozin ile boyanarak
inflamasyon, fibroblast proliferasyonu, iltihabi graniilasyon dokusu olusumu ve siddeti 0-3
arasinda skorlanmistir (51) (0: yok, 1: hafif siddette, 2: orta, 3: siddetli). Daha sonra

gruplar ve aldiklar1 skorlar karsilastirilmistir.

Dokular 151k mikroskobik tayin igin %10’luk formaldehit iginde 48 saat fikse
edilmistir. Fiksasyon islemini takiben akan ¢esme suyunda 24 saat boyunca yikanmustir.
Yiikselen dereceli alkollerden (%80, %96, %96, %100) gegirilerek dehidrate edildikten
sonra ksilende seffaflastirilmis ve parafin bloklara gomiilmiistiir. Elde edilen parafin
bloklardan tam otomatik mikrotom (Leica RM 2255, Tokyo, Japan) ile 5 um’lik kesitler
151k mikroskobik yontemler i¢in lam tizerine alinmistir. Kesitler, Hematoksilen-Eozin (H-
E) boyasi ile boyanmigtir. Dokulara ait preparatlarin degerlendirilmesinde Olympus BX51
(Olympus, Tokyo, Japan) mikroskop kullanilmistir. Elde edilen bulgular 1sik mikroskobuna
adapte kamera atagmani1 (Olympus DP71; Olympus, Tokyo, Japan) ile fotograflanmistir.
Biitiin dijital goriintiiler bilgisayar ortamina aktarilmistir. Degerlendirme 40x ve 400x’lik

biiylitmede gergeklestirilmistir.
3.2.4. RT-PCR Calismalan

Bu calismada DNA’nin ¢ogalimi gormek amaciyla siklikla kullanilan “SYBR
Green I” yontemi (Sekil 4) kullanilmistir. Floresan boya DNA’nin ¢ift zincirli yapisina
baglanmaktadir. Cogalan DNA miktarindaki artisa orantili olarak cihazda goriinen floresan
siddeti de ayni oranda artmaktadir. Bagli olmayan serbest haldeki DNA molekiilii ise ¢ok
miktarda floresan i1s1ma yapmaktadir. SYBR Green |, DNA’nin ¢ift zincirli yapisinda
kiiglik oluga tutunan bir boya ¢esidi olup 497 nm dalga boyunda yiikseltgenmekte ve 520
nm dalga boyunda indirgenmektedir. Aktivitesinin %6’sin1, 30 amplifikasyon dongiisii
sonrast kaybetmektedir. Reaksiyona DNA molekiilii, uygun primerler ve SYBR Green |
boya eklenmesi ile baglanmaktadir. Primerler baglanip uzama baglamaktadir. DNA
eslendikce uzamakta ve ¢ift zincirli yapinin arasina boya molekiilii girmektedir. Boylece
floresan yayilim baslamaktadir. Baslangigta sinyaller zayiftir; fakat eslenen DNA arttik¢a
floresan siddeti da artmakta ve bu artis “RT-PCR” cihazinin monitoriinden kolaylikla
izlenebilmektedir (179).
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“SYBR Green 1" boya DNA gift iplikli oldugunda DNA'ya baglanabilir,

DNA'mn iki zincir birbirinden aynidifinda boya serbest hale gecer

o
© o

o

Polimerizasyon tamamlandifinda boya ¢ift iplikli DNA'ya baglanur ve floresan 1juna yapar.

X X L

Sekil 4. SYBR green | yontemi

In vivo deneyler sirasinda sicanlardan alinan dokular toplanarak RNA later
soliisyonu igerisinde analiz zamanina kadar -80°C’de saklanmustir. Hiicrelerden RNA
izolasyonu ireticinin direktifleri dogrultusunda hazir kit ile gerceklestirilmistir.
Homojenize edilmis dokulardan izole edilen RNA'dan RT-PCR yontemi ile cDNA elde
edilmistir. Elde edilen cDNA 6rnekleri kullanilarak ilgilenilen gen iirlinlerinin ekspresyon

diizeyleri RT-PCR yontemiyle saptanmustir.

RT-PCR Protokolii

Dokularin RNA’s1 hiicrelerden izole edilmistir. ilk dizi cDNA o6rnekleri, RNA
orneklerinden HyperScript First-Strand Synthesis kit kullanilarak revers transkripsiyon
yontemi ile sentezlenmistir. Elde edilen cDNA’larda RT-PCR yontemi ile TNF-a, IL-18,
IL-10 ve MMP-9'un genlerinin ekspresyon diizeyleri saptanmistir. Hazirlanan RNA
orneklerinden c¢DNA sentezlendikten sonra RT-PCR analizi Applied Biosystems®
StepOnePlus™ Real-Time PCR cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. RT-PCR sonuglari
incelenerek istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Real-time PCR analizi igin bir internal
house keeping gen (B-aktin) kullamilmistir (Tablo 11). Bu geni kullanmamizin nedeni
ekspresyonun degismedigi ve siirekli olan bu kontrol genlere gore arastirmak istedigimizi

geni kiyaslamaktir.

59



Tablo 11. Genlerin primer dizileri

Gen MRNA dizileri Uzunluk Tm (°C) % GC
TNF-alpha- F: CAAACCACCAAGCAGAGGAG 20 56 55
TNF-alpha-R: CAGCCTTGTCCCTTGAAGAG 20 56 55
IL-1B-F: CTTCAAATCTCACAGCAGCA 20 55 45
IL-1B-R: GTCATCATCCCACGAGTCAC 20 54 55
IL10-F: CTGGACAACATACTGCTGAC 20 53 50
IL10-R: AAATCATTCTTCACCTGCTCC 21 53 43
MMP9-F: ATGTCACTTTCCCTTCACCT 20 52 45
MMP9-R: TTTCTGTCTGTGTCGTAGTC 20 52 45
ACTB-F: GGCACCACACTTTCTACAATGAG 23 57 48
ACTB-R: GGCATACAGGGACAACACAG 20 54 55

F: Forward primer (5%

R: Reverse primer (3')

Tm: Erime sicaklig

GC: Guanin ve sitozin niikleotit igerigi

RT-PCR tamamlandiktan sonra sonuglar PCR sistemi igerisindeki software ile
comparative CT (AACT) metoduna gére analizi yapilmistir (180). Ornekler, kontrol ile

karsilastirilarak logaritmik olarak gen ekspresyon artis azalis oranlar1 hesaplanmistir.
3.2.4.1. Dokudan RNA izolasyonu

RT-PCR c¢alismasi i¢in dncelikle dokulardan RNA izolasyonu gercgeklestirilmistir.
Bunun i¢in -80°C’de saklanan dokular RNAaz’lardan arindirilmis bir ¢alisma ortaminda
kuru buz ile pargalanmistir. Pargalanan dokularin iizerine 400 pL lys tamponu eklenmistir
(400 puL lys + 40 uL B-merkaptoetanol). Oda 1sisinda 10 dk bekletilmistir. Elde edilen lizat
mini spin kolona aktarilmistir. 3500 rpm’de 30 sn oda 1s1sinda santrifiij edilmistir. Toplama
tipleri degistirilmis ve lizerine 500 uL GW1 tamponu eklenmistir. 3500 rpm’de 30 sn oda
1s1sinda santrifiij edilmistir. Toplama tiipleri degistirilip tizerine 700 pnLL. RNW tamponu
eklenmistir. 3500 rpm’de 30 sn oda 1sisinda santrifiij edilmistir. Herhangi bir tamponun
kolon igerisinde kalmamasi i¢in 3500 rpm’de 1 dk oda 1sisinda santrifiij edilmistir.
Kolonlar, etiketlenmis steril 1.5 mL’lik eppendorflara alinip iizerine 30 pL niikleaz
icermeyen su eklenmistir. 1 dk oda 1sisinda bekledikten sonra, 3500 rpm’de 1 dk oda
isisinda santrifiij edilmistir (Resim 9). Olusan RNA -20°C’de buzdolabinda muhafaza

edilmistir.
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Resim 9. RT-PCR analizinde ¢alisilan ependorflar

3.2.4.2. RNA’dan cDNA izolasyonu

Iki asamada cDNA sentezi gerceklestirilmistir. Oncelikle steril 200 uL’lik ependorf
tiiplere 8 pL izole edilen RNA 6rnekleri, 1 pLL d NTPs (niikleotit karisimi), 0.8 pL oligo
dT (primer, A kuyrugu), 0.8 puL random (primer) ve 3.4 uL deiyonize su eklenmistir.
Bilesenler eklendikten sonra 65°C° de (Thermal cycler’da) (Resim 10) 5 dakika
bekletilmistir. Daha sonra buz iizerine alinmistir ve ikinci agsamaya gegilmistir. Bunun i¢in
2 uL RTaz reaksiyon tamponu, 2 pL (0.1 M) DTT, 1 uL (200 U/ uL) HyperScriptTM Ters
Transkriptaz ve 1 pL ZymAlITM RNaz Inhibitor eklenmistir. ikinci asama da eklendikten
sonra 55°C’de 1 saat, 85°C’de 5 dakika bekletildikten sonra -20°C’ye kaldirilmistir.

Resim 10. Thermal cycler
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3.2.4.3. RT-PCR Analizi

Applied Biosystem StepOnePlus cihazi ile g¢alisma yapilmistir (Resim 11).
Ornekler 2 tekrarli olacak sekilde calisilmistir. Pleyte asagidaki ¢ozeltiler eklenip PCR
kosullarina uygun olarak analiz gergeklestirilmistir (Tablo 12, 13).

Resim 11. Applied biosystem steponeplus RT-PCR cihazi

Tablo 12. PCR bilesenleri

PCR Bilesenleri 1x
SYBR Green Master Mix 10 L
F(10 pmol) 0.8 uL
R(10 pmol) 0.8 uL
ROX 1 uL
cDNA 2 uL
Deiyonize su 5.4 uL
TOTAL 20 pL

ROX: Gereksiz 1simalar1 6nleyen alternatif boya

F: Forward primer (5')

R: Reverse primer (3")

SYBR Green Master Mix (Cat No:801-520, Lot no:QP116G25001)

Tablo 13. RT-PCR analiz kosullar1

RT-PCR Kkosullari Is1 (°C) Bekleme siiresi (sn)
Denatiirasyon 95 600
Amplifikasyon 95 10

60 30

72 1
Soguma 40 60
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3.2.5. Mekanizma Aydinlatma Cahsmalari
3.2.5.1. Hem Oksijenaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Fibroblast hiicreleri (LIN29) 10% (v/v) FBS (fetal bovine serum), 2 mM I-
glutamin, 100 U/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin igeren besiyeri igerisinde
37°C ve %5 CO; ortamda inkiibe edilmistir. Hiicreler %70-85 doygunluga ulasana kadar
beklenmistir. Hiicre kiiltiir flasklarinda %85 doygunlugu ulasan hiicreler 96 kuyucuklu
pleyte alinmistir. Calisma igin 4 ana gruba ayrilmistir. Birinci grup kontrol grubu, ikinci
grup 4 saat boyunca H,O; (150 uM) ile muamele olan grup, {igiincli grup 6 saat boyunca
H20, (150 pM)’e maruz birakildiktan sonra 4 saat boyunca bitkinin toprak {istii metanol
ekstresinin (12.5, 25, 50, 100, 250 ug/mL) konsantrasyonlarinda tedavi edilen 5 alt grup,
dordiincii grup ise pozitif grup olarak 6 saat boyunca H,O; (150 pM)’e maruz birakildiktan
sonra 4 saat boyunca kersetin (40 pg/mL) ile tedavi edilen gruptur. Bitkinin HO {iretimine
etkisi i¢cin kolorometrik metodun uygulandigit human heme oxygenase 1 ELISA Kkiti
(Bioassay Technology Laboratory, Cin) kullanim kilavuzuna gore ¢alisilmis ve ELISA

cithazi’nda 450 nm’de okuma yapilmaistir.
3.2.5.2. Makrofajlarda Nitrik oksit Uretiminde Bitkinin Hiicre Canlihgina Etkisi

Nitrik Oksit (NO) Tayini

NO oksidasyonun son iirlinii olan nitrit tiretimi, iINOS aktivitesinin bir Ol¢iisii
olarak kullanilmaktadir. Oncelikle hiicre kiiltiir flasklarinda %85 doygunlugu ulasan RAW
264.7 hiicreleri 96 kuyucuklu pleyte alindiktan sonra 4 saat boyunca bitkinin toprakiistii
metanol ekstresinin farkli dozlartyla (12.5, 25, 50, 100, 250 pg/mL) muamele edilmistir.
Bitkinin NO {iretimine etkisi igin kolorometrik metodun uygulandigt NO assay Kiti
(Elabscience, Cin) kullanim kilavuzuna gore calisilmis ve ELISA cihazi’'nda 550 nm’de

okuma yapilmigtir. Calismada pozitif kontrol olarak indometasin kullanilmistir (181, 182).

Toplam Protein Tayini

Oncelikle hiicre kiiltiir flasklarnda RAW 264.7 hiicrelerin %85 doygunluga
ulagmas1 beklenmistir. Daha sonra hiicreler pleyte alinarak bitkinin toprakiistii metanol
ekstresinin farkli dozlariyla (12.5, 25, 50, 100, 250 pg/mL) 4 saat boyunca muamele
edilmistir. Toplam protein tayini i¢in kolorometrik metodun uygulandig: total protein assay

kit (Elabscience, Cin) kullanilarak ticari kitin kullanim kilavuzlarindaki bilgilere uygun
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olarak calisilmis, ELISA cihazi’'nda 562 nm’de okuma yapilmis ve hesaplamalar

yapilmustir.

3.2.5.3. COX-2 inhibitor Aktivite Tayini

Bitkinin inflamatuar yanitta 6nemli olan COX-2 enzimine inhibitor etkisini 6lgmek
amaciyla deney gerceklestirilmistir. Bunun igin fibroblast hiicreleri (LIN29) 10% (v/v)
FBS, 2 mM I-glutamin, 100 U/mL penicillin, and 100 pug/mL streptomycin igeren besiyeri
icerisinde 37°C ve %5 CO; ortamda inkiibe edilmistir. Hiicreler %70-85 doygunluga
ulasana kadar beklenmistir. Hiicre kiiltiir flasklarinda %85 doygunlugu ulasan hiicreler 96
kuyucuklu pleyte alindiktan sonra 4 saat boyunca bitkinin toprakiistii metanol ekstresinin
farkli dozlartyla (12.5, 25, 50, 100, 250 pg/mL) muamele edilmistir. Bitkinin COX-2
enzimine inhibitor etkisini degerlendirmek i¢in kolorometrik metodun uygulandigi COX
fluorescent activity assay kitin (Cayman, USA) kullanim kilavuzlarindaki bilgilere uygun

olarak ¢alisilmis ve ELISA cihazi’nda 450 nm’de okuma yapilmaistir.
3.2.6. Tirozinaz Enzim Inhibitér Aktivite Cahsmalari

P. hoppeana subsp. testimonialis toprakiistii kismindan 10 mg/mL olarak
hazirlanan metanol ekstresinden potasyum fosfat tamponu (0.2 M, pH= 6.8) ile 25, 50, 100
ve 500 pg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde diliisyonlar1 hazirlanmistir. Ekstrelerin
tirozinaz inhibisyon kapasitesi, L-DOPA’nin (substrat) kullanildigi yontem ile
spektrofotometrik olarak calisilmistir. Pozitif kontrol igin farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan (25, 50, 100 ve 500 pg/mL) alfa-kojik asit kullamlmistir. Orneklerin dlgiimleri
96-kuyucuklu mikroplak kullanilarak, ELISA okuyucusunda gerceklestirilmistir. Deney
protokolii A, B, C ve D karisimlari olarak hazirlanmistir. A: 120 pL fosfat tamponu (pH
6.8), 40 uL tirozinaz soliisyonu (46 U/mL); B: 160 uL fosfat tamponu (pH 6.8); C: 80 pL
fosfat tamponu (pH 6.8), 40 uL tirozinaz soliisyonu (46 U/mL), 40 uL 6rnek soliisyonu; D:
120 pL fosfat tamponu (pH 6.8), 40 pL 6rnek soliisyonu eklenmis ve karigimlar 23°C’de
10 dk inkiibasyona birakildiktan sonra her bir karisima 40 pL L-DOPA ¢o6zeltisi konularak
tekrar 23°C’de 10 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda mikroplaklar
ELISA cihazina yerlestirilerek, drnekler ve kontrol numunesinin absorbanslart 490 nm
dalga boyunda okunmus ve tirozinaz enzim inhibisyon degerleri I1Csy olarak verilmistir
(183).
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3.2.7. Antimikrobiyal Aktivite Tayini
3.2.7.1. Agar Kuyucuk Difiizyon Metodu

P. hoppeana subsp. testimonialis bitkisinin toprakiistii kisimlarinin metanol
ekstresinin antimikrobiyal aktivitesinin olup olmadiginin belirlenmesinde ilk olarak agar

kuyucuk difiizyon metodu kullanilmigtir (184).

Bakteriler i¢cin Mueller Hinton agar ve sivi besiyerleri, mantarlar i¢in maya ekstreli
siv1 besiyeri (YEG) (Difco, Detriot, MI) ve Potato Dextrose agar (PDA) (Difco, Detriot,
MI) kullanilmistir. Test edilecek mikroorganizmalarin 24 saat kiiltiirlerinden
bakterilerinden sivi besiyeri i¢inde 10° kob/mL (koloni olusturan birim = colony forming
unit) seklinde diliisyonlar1 yapilmistir. Onceden hazirlanmis kati besiyerlerine ekimleri
yapilip besiyerleri tizerinde, camdan steril bir boru yardimiyla 2 ¢m araliklarda ve 5 mm
capinda oyuklar agilmistir. Her bir oyuklara test edilecek 6rneklerden 50 uL eklenmistir.
Bakteri ekilen petriler 24 saat, maya ekilen petriler 48 saat 36 °C’de inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibe islemi tamamlandiktan sonra cetvel ile inhibisyon zonlari
Olciilmiistlir. Standart olarak bakteriler i¢in Ampisilin (10 pg), Streptomisin (10 pg),
mantarlar icin flukonazol (5 pg) kullanilmistir. Ayrica standart ¢oziicii kontroli de

hazirlanmstir.
3.2.7.2. Minimal Inhibisyon Yéntemi

Agar kuyucuk metodunda P. hoppeana subsp. testimonialis bitkisinin toprakiistii
kisimlarimin metanol ekstresi 250-500 pg/mL miktarlarinin 5 mm ve {izeri zon ¢ap1
olusturduklart durumunda bu etkinligin kantitatif etki degerinin belirlenmesi i¢in sivi
besiyerlerinde mikrodiliisyon sivi yontemi uygulanarak, MIK degeri pg/mL olarak

belirlenmistir (185).

MIK yontemi, “National Committee for Clinical Laboratory Standard” (NCCLS)
standartlarinin belirledigi kritere gore yapilmistir (NCCLS document M24-A, NCCLS
Document M7-A3). Bu amagla kullanilan besiyerleri; bakteriler icin Mueller-Hinton agar
(MHA) ve s1ivi (MHB) (pH.7.3) (Difco, Detroit, MI), maya mantarlar1 i¢in Yeast Nitrogen
Base sivi (YNBB, pH 7.0) (Difco, Detroit, MI) ve PDA (Difco, Detroit, MI) besiyerleri
secilmistir. Kiiltiirler 3-5 giin 35°C’de aerobik kosullarda inkiibasyona birakilmistir (186).

Mikrodiliisyon test igin ELISA pleytleri kullanilmistir. Ekstrelerin 0.1 mL’si siv1

besiyerleri ile seri sulandirmalar1 yapilmustir. Inokiile edilecek mikroorganizmalarin bir
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gecelik kiiltiirlerinden McFarland 0.5 bulanikliiginda (1X10° kob/ml) sulandirim
hazirlanip 1:10 sulandirilmis ve her bir kuyucuga 0.005 mL mikroorganizma (Son test
konsantrasyonu 5x10* kob/kuyucuk) konulmustur. Pleytler 35°C’de 16-72 saat siire ile
aerobik kosullarda etiivde beklemeye birakilmistir. MIK degeri, mikrodiliisyon
oyuklardaki mikroorganizmanin iiremesi tamamen durmus ve gozle tespit edilebilen en
diisiik antimikrobiyal madde konsantrasyonu cinsinden ifade edilmistir. Standart ¢6ziicii
kontrolii yaninda kontrol olarak bakteriler icin Ampisilin (10 pg), Streptomisin (10 pg),

mayalar i¢in flukonazol (5 pg) kullanilmastir.
Test Mikroorganizmalart:

Gram pozitif koklar; Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis
ATCC 29212,

Gram pozitif sporlu basiller; Bacillus cereus 702 Roma,
Gram pozitif sporsuz basiller; Listeria monocytogenes ATCC 43251

Gram negatif Koklar; Gram negatif enterik bakteriler (basiller); Escherichia coli
ATCC 25922), Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911

Gram Negatif non fermentatif bakteri; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,

Gram yok; Mycobacterium smegmatis ATCC607

Mantar; Candida albicans ATCC 60193, Saccharomyces cerevisiae RSKK 251
3.2.8. YBSK ile Bitki Fenolik I¢eriginin Belirlenmesi

Bitkinin kurutulmus ve toz edilmis ¢igekli toprakiistii kisimlart (50 g) 250 mL
metanol ile 30°C’lik su banyosunda calkalayicida 3’er saat bekletilerek ekstre edilmis ve
stizilmistiir. Bu islem 3 kez tekrarlandiktan sonra siiziintiiler birlestirilmis evaporator
yardimiyla kuruluga kadar ugurulmustur. Elde edilen ham metanol ekstresi YBSK

caligmalari i¢in kullanilmistir.

Standart olarak; p-hidroksi benzoik asit, vanilik asit, siringaldehit, p-kumarik asit,
sinapik asit, benzoik asit ve kersetin fenolik bilesikleri standart olarak kullanilmistir.
Oncelikle her bir standart icin konsantrasyonu 100 mg/L olacak sekilde YBSK saflikta
metanolle stok ¢ozelti hazirlanmis ve 0.45 um membran filtreden gecirilmistir. Daha sonra

7 fenolik bilesigi karisim halinde igeren 100 mg/L stok ¢ozelti hazirlanmistir.
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Kullanilan yontemde 16 dakikada, 7 fenolik bilesigin parmak izi kromatogrami elde
edilmistir (187).

YBSK Sartlar

Kolon : C18 kolonu (RP-C18, 150 mm x 4.6 mm, 5 um)
Akis hiz1 : 1.5 mL/dk

Enjeksiyon hacmi : 20 uL

Dalga boyu : 232, 246, 260, 270, 280, 290, 308, 328 nm
Dedektor : Diode Array Detector (DAD)

Y ontem : Gradient ellisyon

Hareketli faz : A %100 metanol

B %2 sulu asetik asit ¢ozeltisi (pH 2.8)
3.2.9. Istatistiksel Analiz

Calisma sonucunda elde edilen degerler SPSS programi ile degerlendirilmistir.
Veriler ortalama+standart sapma olarak verilmistir. Elde edilen degerlerin ¢oklu grup
karsilastirilmasinda anlamli  farkliliklar olup olmadigi Kruskal-Wallis testi ile
belirlenmistir. Ikili grup karsilastirma icin Mann Whitney U testi kullanilmustir.
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4. BULGULAR
4. 1. In vivo Cahsmalar
4.1.1. Dairesel Eksizyon Yara Modeli Deney Bulgulari

Bu calismada, Balikesir'de yara iyilesmesi olarak kullanan P. hoppeana subsp.
testimonialis’in metanol ekstraktinin etkisi sicanlarda dairesel eksizyon yara modeliyle
incelenmistir. Yaralar her giin gozlenerek yarali bolgedeki azalmanin yiizdesi
hesaplanmistir. Siganlarin 4. giin, 7. giin, 14. giin ve 21. giindeki yara iyilesmesi ylizdeleri
Tablo 14 ve Resim 12’de gosterilmistir.

Tablo 14. Dairesel eksizyon yara modeli deney sonuglari

Giinler
Gruplar Yara alam (mm) + standart sapma / Yaramin kapanma yiizdesi (%)

ilk giin 4. giin 7. giin 14. giin 21. giin

Kontrol grubu 10 8.84+0.26 4.85+0.14* 1.17+0.08* 0
%0 % 11.6 % 51.5 % 88.3 % 100

P. hoppeana subsp. 10 7.81+0.22* 3.07+0.21* 0 0
testimonialis (Ekstre grubu) %0 % 21.9 % 69.3 % 100 % 100

* *

Madecassol® (Pozitif grup) ;0% 7;03;)73 32/32%279 % g 00 % 2 00

*p<0.05 Mann Whitney U test ile degerlendirilmistir.
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Kontrol grubu Pozitif grup Ekstre grubu

| .

c Kontrol grubu Pozitif grup Ekstre grubL-J
IZontroI grubu Pozitif grup ' Ekstre grubu

| . -
Kontrol grubu ' Pozitif grup Ekstre grubu

Resim 12. Tim gruplar i¢in 4., 7., 14. ve 21. giinlerde iyilesmis eksizyon yarasi. A. 4.
giinde Gtenazi edilen grup, B. 7. giinde 6tenazi edilen grup, C. 14. Giinde
Otenazi edilen grup, D. 21. giinde 6tenazi edilen grup

4.1.2. Yara Dokularmmn Histolojik Olarak Degerlendirilmesi

Sicanlardan alman yara dokusu Ornekleri histolojik olarak degerlendirilmis ve

sonuglar agsagidaki Tablo 15 ve Resim 13-24’te gosterilmistir.
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Tablo 15. Siganlardan alinan yara dokularinin yara iyilesme skorlari

Yara Iyilesme Skorlart

Gruplar
E A F | H
4. giin 8tenazi edilen grup  Kontrol grubu - ++ + ot ++
Ekstre grubu + + + +++ ++
Pozitif grup - ++ + ++4+ +
7. giin 6tenazi edilen grup ~ Kontrol grubu + +++ +++ ++ ++
Ekstre grubu +++ ++ . +
Pozitif grup ++ +4++ +++ ++ +
14. giin 6tenazi edilen grup  Kontrol grubu +++ ++ +4++ + ;
Ekstre grubu +++ +++ +4+ + ;
Pozitif grup +++ +++ +4+ + )
21. giin 6tenazi edilen grup ~ Kontrol grubu +++ +++ 4+ + _
Ekstre grubu +++ +++ +4+ + ;
Pozitif grup +++ +++ +++ + _

Skorlar: yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++)
E: Epitelizasyon, A: Anjiyogenezis, F: Fibroplazi, I: iltihaplanma ve H: Kanama

bl ;£ Vil A 4TI SN AN - Moyo W Lor o 2o Al

Resim 13. 4. Giin kontrol grubu hematoksilen-eozin boyama. A) oklar; hi¢ epitel tabakasi
yok, ok baslart; inflamatuar hiicre infiltrasyonu (x4) B) siyah oklar; hi¢ epitel
tabakas1 yok, ok baslari; inflamatuar hiicre infiltrasyonu, yesil oklar; hemorajik
alanlar (x40)
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Resim 14. 4. Giin pozitif grup hematoksilen-eozin boyama. A) oklar; hig epitel tabakasi
yok, ok baslart; inflamatuar hiicre infiltrasyonu (x4) B) siyah oklar; hi¢ epitel
tabakas1 yok, ok baslari; inflamatuar hiicre infiltrasyonu, yesil oklar; hemorajik
alanlar (x40)

Resim 15. 4. Giin ekstre grubu hematoksilen-eozin boyama. A) oklar; hi¢ epitel tabakasi
yok, ok baglart; inflamatuar hiicre infiltrasyonu (x4) B) siyah oklar; hi¢ epitel
tabakasi yok, ok baslart; nflamatuar hiicre infiltrasyonu alanlar (x40)
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Resim 16. 7. Giin kontrol grubu hematoksilen-eozin boyama. A) oklar; kismi epitel
tabakasi, ok baslar;; inflamatuar hiicre infiltrasyonu (x4) B) siyah oklar;
fibroblastlar, ok baslari; hemorajik alanlar, mavi oklar; inflamatuar hiicre
infiltrasyonu (x40)

Resim 17. 7. Giin pozitif grup hematoksilen-eozin boyama. A) oklar; kismi epitel tabakasi,
mavi ok baslari; anjiogenezis (x4) B) siyah oklar; yara kenarlarindan itibaren
olugsmaya baslamis epitel tabakasi, siyah ok baslari; hemorajik alanlar, mavi
oklar; fibroblastlar, mavi ok baslar1; anjiogenezis (x40)
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Resim 18. 7. Giin ekstre grubu hematoksilen-eozin boyama. A) oklar; tam/immatiir epitel
tabakast mavi ok baslari; anjiogenezis (x4) B) siyah ok; tam/matiir epitel
tabakasi, siyah ok basi; hemorajik alan, mavi oklar; fibroblastlar, mavi ok
bagslari; anjiogenezis (x40)

Resim 19. 14. Giin kontrol grubu hematoksilen-eozin boyama. A) oklar; tam/matiir epitel
tabakasi, ok baslari; kil folikiilleri (x4) B) siyah ok; tam/matiir epitel tabakasi,
mavi ok baslari; anjiogenezis, mavi oklar; fibroblastlar (x40)
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Resim 20. 14. Giin pozitif grup hematoksilen-eozin boyama. A) oklar; tam/matiir epitel
tabakasi, siyah ok baslari; kil folikiilleri (x4) B) siyah oklar; tam/matiir epitel
tabakasi, mavi ok baslari; anjiogenezis, mavi oklar; fibroblastlar (x40)

Resim 21. 14. Giin ekstre grubu hematoksilen-eozin boyama. A) oklar; tam/matiir epitel
tabakasi, siyah ok baslari; kil folikiilleri (x4) B) siyah oklar; tam/matiir epitel
tabakasi, siyah ok baslari; kil folikiilleri, mavi oklar; fibroblastlar (x40)
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Resim 22. 21. Giin kontrol grubu hematoksilen-eozin boyama. A) oklar; tam/matiir epitel
tabakasi, ok baslari; kil folikiilleri (x4) B) siyah oklar; tam/matiir epitel
tabakasi, mavi ok baslari; anjiogenezis, mavi oklar; fibroblastlar (x40)

Resim 23. 21. Giin pozitif grup hematoksilen-eozin boyama. A) oklar; tam/matiir epitel
tabakasi, siyah ok bagslari; kil folikiilleri (x4) B) siyah oklar; tam/matiir epitel
tabakasi, mavi ok baslari; anjiogenezis, mavi oklar; fibroblastlar, siyah ok bas;
kil folikiilii (x40)




Resim 24. 21. Giin ekstre grubu hematoksilen-eozin boyama. A) oklar; tam/matiir epitel
tabakasi, siyah ok baslari; kil folikiilleri (x4) B) siyah oklar; tam/matiir epitel

tabakasi, siyah ok bast; kil folikiilii, mavi oklar; fibroblastlar, mavi ok baslari;
anjiogenezis (x40)

4.2. Biyolojik Aktivite Deney Bulgulari

4.2.1. Antioksidan Aktivite Tayini Bulgulari

Yara dokusu ve serum iizerinde antioksidan sonuglar1 Sekil 5-11’de gosterilmistir.

Dokuda SOD Degerleri (pg/mg protein)
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Sekil 5. Dokuda SOD analizi. 1K, 1N, 1P: 4. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif
grup; 2K, 2N, 2P: 7. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 3K, 3N, 3P:
14. giin Gtenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 4K, 4N, 4P: 21. giin 6tenazi

edilen kontrol, ekstre, pozitif grup;  p<0.05 gruplar arasinda, ® p<0.05 kontrole
gore anlamli bulunmustur.
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Serumda SOD Degerleri (pg/mg protein) _

700
600
500
400
300
200
100

o

X I 283.19+12.26 %
- 343.20+15.63 2
- 471.75+22.09 2

X I 288.94+14.48 °
1 392.87+21.04 20
- 376.10:17.82 20

X I 359.96+15.73 ¢
R 540.33+13.38 @
- 529.3£18.06 0

X I 1 444.87+21.80
- 601.13+14.60
I - 499.02:20.11 *°

IN 1P 2N 2P 3N 3P AN 4P

Sekil 6. Serumda SOD analizi. 1K, 1IN, 1P: 4. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif
grup; 2K, 2N, 2P: 7. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 3K, 3N, 3P:
14. glin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 4K, 4N, 4P: 21. giin 6tenazi

edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; ® p<0.05 gruplar arasinda, b p<0.05 kontrole
gore anlamli bulunmustur.

Dokuda Katalaz Degerleri (U/mg protein)
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Sekil 7. Dokuda katalaz analizi. 1K, IN, 1P: 4. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif
grup; 2K, 2N, 2P: 7. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 3K, 3N, 3P:
14. giin Otenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 4K, 4N, 4P: 21. giin 6tenazi

edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; ? p<0.05 gruplar arasinda, ® p<0.05 kontrole
gore anlamli bulunmustur.
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Serumda Katalaz Degerleri (U/mg protein)

60
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20

13.34+1.052
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P 35.3441.85 20
I 40.19+1.09 ab
P 27.0942.05 2
e 39.0441.95 2
-1 39.33+1.58
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Sekil 8. Serumda katalaz analizi. 1K, 1N, 1P: 4. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif
grup; 2K, 2N, 2P: 7. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 3K, 3N, 3P:
14. gilin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 4K, 4N, 4P: 21. giin 6tenazi

edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; ? p<0.05 gruplar arasinda, ® p<0.05 kontrole
gbre anlamli bulunmustur.

y =-0,0549x + 0,8829
R*=0,991

1
0,9
0.8
0,7
0,6
0,5
04
0.3
0,2
0,1
0
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00

Absorbans (532 nm)

Konsantrasyon (nmol/mL)

Sekil 9. 1,1,3,3-Tetractoksi propan standart grafigi
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_ Dokuda MDA Degerleri (nmol/mg protein)
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Sekil 10. Dokuda MDA analizi. 1K, 1IN, 1P: 4. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif
grup; 2K, 2N, 2P: 7. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 3K, 3N, 3P:
14. gilin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 4K, 4N, 4P: 21. giin 6tenazi

edilen kontrol, ekstre, pozitif grup;  p<0.05 gruplar arasinda, ® p<0.05 kontrole
gore anlamli bulunmustur.

Serumda MDA Degerleri (nmol/mg protein)
35
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15540582
P 16310292

X I 150:0.15

= 1.30+0.20 20
e 1.41+0.16

IN 1P 2N 2P 3N 3P 4N 4P

Sekil 11. Serumda MDA analizi. 1K, 1IN, 1P: 4. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif
grup; 2K, 2N, 2P: 7. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 3K, 3N, 3P:
14. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 4K, 4N, 4P: 21. giin 6tenazi

edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; ® p<0.05 gruplar arasinda, b p<0.05 kontrole
gore anlamli bulunmustur.

79



4.2.2. Anti-inflamatuar Aktivite Tayini Bulgulari

Sicanlardan alinan yara dokusu ve serum iizerinde TNF- a ve IL-1p miktar analiz

caligmalar1 gercgeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 12-15’te gosterilmistir.

Dokuda TNF-a Degerleri (pg/mg doku)
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Sekil 12. Dokuda TNF-o analizi. 1K, 1IN, 1P: 4. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif
grup; 2K, 2N, 2P: 7. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 3K, 3N, 3P:
14. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 4K, 4N, 4P: 21. giin 6tenazi

edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 2 p<0.05 gruplar arasinda, ® p<0.05 kontrole
gore anlamli bulunmustur.
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Serumda TNF- o Degerleri (pg/mL)
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Sekil 13. Serumda TNF-a analizi. 1K, 1N, 1P: 4. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif
grup; 2K, 2N, 2P: 7. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 3K, 3N, 3P:
14. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 4K, 4N, 4P: 21. giin dtenazi

edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; p<0.05 gruplar arasinda, ® p<0.05 kontrole
gore anlamli bulunmustur.

Dokuda IL-1p Degerleri (pg/mg doku)
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Sekil 14. Dokuda IL-1B analizi. 1K, 1IN, 1P: 4. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif
grup; 2K, 2N, 2P: 7. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 3K, 3N, 3P:
14. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 4K, 4N, 4P: 21. giin 6tenazi

edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; * p<0.05 gruplar arasinda, ® p<0.05 kontrole
gore anlamli bulunmustur.
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Serumda IL-1p Degerleri (pg/mL)
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Sekil 15. Serumda IL-1pB analizi. 1K, 1N, 1P: 4. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif
grup; 2K, 2N, 2P: 7. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 3K, 3N, 3P:
14. giin 6tenazi edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; 4K, 4N, 4P: 21. giin Gtenazi

edilen kontrol, ekstre, pozitif grup; ? p<0.05 gruplar arasinda, ® p<0.05 kontrole
gore anlamli bulunmustur.

4.2.3. Hidroksiprolin Tayini Bulgular:

Hidroksiprolin standart grafigi Sekil 16’da ve siganlardan alinan yara dokularinin

icerdigi hidroksiprolin miktarlar1 Tablo 16°da gosterilmistir.

R AL y =0,0846x - 0,0098
0250 . R?=10,9965

Absorbans (557 nm)
o
N
38

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 16. Hidroksiprolin standart grafigi
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Tablo 16. Gruplardan alinan yara dokularinda hidroksiprolin miktarlar

Gruplar Hidroksiprolin Miktarlar: (ug/mg doku)
4. giin 7. giin 14. giin 21.giin
Kontrol grubu 1.324+0.002 2.979+0.002 6.082+0.006 7.599:+0.009
Ekstre grubu 3.166+0.003* 10.130+0.012* 14.789+0.012* 14.474+0.093*
Pozitif grup 2.927+0.001* 16.277+0.014 17.252+0.015* 16.700+0.018

*p<0.05 Mann Whitney U test ile degerlendirilmistir.

4.3. RT-PCR Calisma Bulgulari

RT-PCR tamamlandiktan sonra sonuglar PCR sistemi igerisindeki software ile
comparative CT (AACT) metoduna gore hesaplanmistir. TNF-a, IL-1f, IL-10 ve MMP-9
genlerinin ekspresyon diizeyleri B-aktine gore analiz edilmistir. Ornekler, kontrol ile
karsilastirilarak logaritmik olarak gen ekspresyon artis azalis oranlari belirlenmis ve Tablo

17°de verilmistir. SPSS analizleri yapilmis ve gruplar arasinda anlaml fark bulunmustur

(p<0.05).

Tablo 17. RT-PCR ile belirlenen gen ekspresyon oranlari

Gen ekspresyon oranlari

Gruplar TNF-0 IL-1p IL-10  MMP-9

4. giin 6tenazi edilen grup Pozitif grup 29.572 3.317° 1.421° 11.958°
Ekstre grubu 2.481° 110.410 229.383%  6.426°

7. giin 6tenazi edilen grup Pozitif grup 4.072° 355.081 59.690° 5.012°
Ekstre grubu 1.742°% 97.816° 25.534° 4.741°

14. giin 6tenazi edilen grup Pozitif grup 1.063% 123.999° 17.402° 3.333°%
Ekstre grubu 1.255% 13.615° 1.571° 3.610°

21. giin 6tenazi edilen grup Pozitif grup 0.928% 29.689° 10.537°% 1.728%
Ekstre grubu 1.140 8.616° 0.865° 1.674°%

& p<0.05 Gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur.

4.4. Mekanizma Aydinlatma Cahsmalari
4.4.1. Hem Oksijenaz Aktivite Bulgular:

Hem oksijenaz aktivite ¢alismasinda uygulama sonrasinda hiicrelerde bulunan HO

igerik Sekil 17°de gosterilmistir.
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Sekil 17. P. hoppeana subsp. testimonialis metanol ekstresi ve kersetin uygulanan
hiicrelerde HO igerigi, ® p<0.05 kontrole gore anlamli bulunmustur.

4.4.2. Nitrik Oksit I¢erigi Bulgular

NO igerik ¢aligmasinda hiicrelerde bulunan NO Sekil 18’de gosterilmistir.

. NO i¢erigi (umol/g protein)
40,00 3
3500 O
250 pg/mL
30,00 100 pg/mL
| m
25,00 . He
3 50 ug/mL
20,00 E : nem
15,00 © § . . ;ﬁ g 25 pg/mL
1000 CRE B , = ¢ 3 % 12.5 pg/mL
T 5 3 s g8 < I
5,00 T R
0,00 - —
P. hoppeana subsp. testimonialis indometasin
metanol ekstresi

Sekil 18. P. hoppeana subsp. testimonialis metanol ekstresi ve indometasin uygulanan
hiicrelerde NO igerigi, * p<0.05 gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur.

4.4.3. COX-2 Inhibitor Aktivite Bulgular

LIN29 hiicreleri tizerinde yapilan COX-2 inhibitor aktivite ¢alisma sonuglar1 Tablo
18 ve Sekil 19'da gosterilmistir.
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Tablo 18. P. hoppeana subsp. testimonialis metanol ekstresinin COX-2 enzimine
inhibisyon etki sonuglari

Ornek I1Cs0 (ng/mL)
P. hoppeana subsp. testimonialis metanol ekstresi 127.36

COX-2 % inhibisyonu
90 84
80
70
60
50
40

442
302
30 22
20 T3
o o I I
0

12.5 yg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 250 pg/mL

Sekil 19. P. hoppeana subsp. testimonialis metanol ekstresi uygulanan hiicrelerde COX-2
% inhibisyon, ® p<0.05 gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur.

4.5. Tirozinaz Enzim Inhibitor Aktivite Calisma Sonuclar

P. hoppeana subsp. testimonialis metanol ekstresinin tirozinaz enzimi iizerine
inhibitor aktivitesi calisilmistir. Caligmada standart olarak kullanilan kojik asitin ICsg
degeri 3.482 pg/mL, bitkinin 1Cso degeri ise 112.96 pug/mL olarak bulunmustur. Sonuglar
Sekil 20, 21 ve Tablo 19°da gosterilmistir.
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Sekil 20. Kojik asit tirozinaz inhibisyon grafigi

~
o

y =22.371x + 4.0967
R2=10.9895

B 01 O
o O O

= N
o O

o

Tirozinaz inhibisyon (%)
w
o

Log [C]

Sekil 21. P. hoppeana subsp. testimonialis metanol ekstresi tirozinaz inhibisyon grafigi

Tablo 19. P. hoppeana subsp. testimonialis metanol ekstresinin tirozinaz enzimine

inhibisyon etki sonuglari

Ornek 1Cs (ug/mL)
Kojik asit 3.482
P. hoppeana subsp. testimonialis metanol ekstresi 112.696

4.6. Antimikrobiyal Aktivite Tayini Bulgulari

Antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda test mikroorganizmalar1 olarak 8 bakteri ve
2 mantar kullanilmis olup bitkinin 6 bakteri (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Mycobacterium

smegmatis) ve 1 mantara (Candida albicans) karsi aktivite gosterdigi gorilmistiir. P.
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hoppeana subsp. testimonialis antimikrobiyal aktivite sonuglari Tablo 20 ve 21’de

gosterilmigtir.

Tablo 20. Mikroorganizma inhibisyon g¢aplar1 bulgulari

Mikroorganizma ve Inhibisyon ¢aplar1 (mm)

('::Igl/k;f:) Gram- Negatif Gram-Pozitif Gramalmayan Mantar
Ec Yp Pa SaEf Lm Bc Ms Ca Sc
Fe.sri;popr?i::iz ij:tsar;ol ekstresi 0000 14 - 12 12 -7 6 10 8 -
Amp. 10 10 10 18 3510 10 15
Strep. 10 35
Flu 5 25 25

Ec: Escherichia coli ATCC 25922, Yp: Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Pa: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Sa:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Ef: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Lm: Listeria monocytogenes ATCC 43251, Bc: Bacillus
cereus 702 Roma, Ms: Mycobacterium smegmatis ATCC607, Ca: Candida albicans ATCC 60193, Sc: Saccharomyces cerevisiae
RSKK 251, Amp.: Ampisilin, Str.: Streptomisin, Flu.: Flukonazol, (—): aktivite yok

Tablo 21. Minimal inhibisyon konsantrasyon bulgulart

Minimal Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) (ng/mL)

('::Igllklfir) Gram- Negatif Gram-Pozitif Gram almayan Mantar
Ec Yp Pa Sa EfLm Bc Ms Ca Sc
fe'sg%poprﬁaa'l‘; ﬁstsa‘;ol oksiesi 10000 125 - 125 125 - 700 700 62.25 350 -
Amp. 10 10 18 »128 35 10 10 15
Strep. 10 4
Flu 5 <8 <8

Ec: Escherichia coli ATCC 25922, Yp: Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911, Pa: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Sa:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Ef: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Lm: Listeria monocytogenes ATCC 43251, Bc: Bacillus
cereus 702 Roma, Ms: Mycobacterium smegmatis ATCC607, Ca: Candida albicans ATCC 60193, Sc: Saccharomyces cerevisiae
RSKK 251, Amp.: Ampisilin, Str.: Streptomisin, Flu.: Flukonazol, (—): aktivite yok

4.7. YBSK Bulgulari

P. hoppeana subsp. testimonialis bitkisinde bulunan bazi1 fenolik bilesikler belirli
standartlar kullanilarak YBSK yontemi ile belirlenmistir. Calismada 7 fenolik bilesik p-
hidroksi benzoik asit, vanilik asit, siringaldehit, p-kumarik asit, sinapik asit, benzoik asit ve
kersetin standart olarak kullanilmistir. 16 dakikalik metotta bitkinin iceriginde
siringaldehit, sinapik asit, benzoik asit ve kersetin bulunmustur. Sekil 22°de standartlarin
kromatogrami, Sekil 23’te bitkinin kromatogrami ve Tablo 22’de bitkinin fenolik madde

icerigi gosterilmektedir.

87



o} JULHJLL__, “

¢ y T T T T
oo 25 50 75 o0 125 150

Sekil 22. Standartlarin (25 pM) YBSK Kromatogram: (270 nm, DAD, RP-C18 column
(4.6x150 mm, 5 um), 1.5 mL/dk. Pik tanimlamasi: (1) p- hidroksi benzoik asit,
(2) vanilik asit, (3) siringaldehit, (4) p-kumarik asit, (5) sinapik asit, (6) benzoik
asit, (7) kersetin
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Sekil 23. Bitkide bulunan fenolik bilesiklerin YBSK kromatogrami (270 nm, DAD). Pik
tanimlamasi: (3) siringaldehit, (5) sinapik asit, (6) benzoik asit, (7) kersetin

Tablo 22. Bitkide bulunan fenolik bilesikler

Bilesen Alikonma zamani Konsantrasyon (mg/g)

1 p- hidroksi benzoik asit

2 Vanilik asit - -

3 Siringaldehit 6.201 1.4248

4 p-Kumarik asit - -

5 Sinapik asit 7.949 3.7634

6 Benzoik asit 9.503 13.7561

7 Kersetin 15.136 5.9945

88



5. TARTISMA ve SONUC

Yara, ¢esitli sebeplerden dolay1 epitel dokunun normal anatomik yapisinin ve
fonksiyonunun hasarlanmasi veya bozulmasidir. Yara iyilesmesi ise hasarlanmis bu
dokunun yerini yeni doku olusumunun almasi olarak tanimlanmaktadir (33). Yara
iyilesmesinin gecikmesi, ya da iyilesmenin gergeklesmemesi kisinin yasam kalitesini
onemli 6l¢iide olumsuz yonde etkilemekle birlikte tedavi edilmedigi zaman ¢esitli kronik
hastaliklarin yolunu da agmaktadir. Bu durum kisiyi sadece bedensel olarak degil ruhsal
acidan da olumsuz yonde etkilemektedir. Giiniimiizde yara iyilesmesinin tedavisinde
sentetik ilaglarin kullanimi yaygindir. Sentetik ilaglar, iyilesmede etkili olmakla birlikte
cesitli yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi sebebiyle arastirmacilar dogal kaynakli ilaglara
yonelmeye baslamislardir. Cok eski yillardan bu yana halkimiz tecriibeleri sayesinde
cevresinde yetisen bitkilerden karisimlar hazirlayarak ya da bitkiyi tek basina kullanarak
yaralar tizerinde etkili tiriinler hazirlamislardir. Bu bitkiler lizerinde ¢alismalar yapilarak
etkisi kanitlanmis, yan etkisi az, dogal kaynakli bitkisel iiriinler hazirlamak gliniimiiz

arastirmacilarin 6nem verdigi konulardir.

Cins bakimindan oldukg¢a zengin bir aile olan Asteraceae familyasi halk ilaci olarak
kullanilan 6nemli bitkileri barindirmaktadir. Bu familyanin 6énemli cinslerinden biri olan
ve 15 tiir ile temsil edilen Pilosella Hill. cinsi fenolik bilesikler bakimindan oldukga zengin
bir cinstir. Cinste yer alan bitkiler zengin igerigi sayesinde halk arasinda sistit, nefrit,
tirolityazis, okslirtik, diyare, diyabet ve yara solunum yolu iltihaplar1 ve kanamalarin
tedavisinde kullanilmakta olup; bitkilerin ayrica diiiretik, astrenjan, antiseptik ve iltihap

azaltict etkileri bulunmaktadir (21-24).

Balikesir bolgesinde P. hoppeana subsp. testimonialis bitkisinin toprak {istii
kismindan inflizyon yoluyla hazirlanan ekstre, yaralar1 iyi etmek amaciyla uzun yillardir
halk tarafindan kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda halk arasinda yillar boyunca bu
kadar yaygin kullanilip etkisinin gortildigii bu bitki {izerinde in vivo ve in vitro ¢alismalar

yaparak yara iyilestirici etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Nath ve arkadaslarinin yapmis oldugu etnobotanik bir ¢alismada bitkinin toprak
iistlinden infiizyon ile hazirlanan ¢ozeltinin halk tarafindan uzun yillardir yaralari iyi etmek
amacl kullanildigi rapor edilmistir (8). Bitkinin yaralar {izerinde iyilestirici etkisinin
gozlemek tizere ratlar izerinde Dairesel Eksizyon Yara Modelini uygulayarak yaptigimiz

in vivo ¢alismada P. hoppeana subsp. testimonialis bitkisinin siganlar {izerinde yaralari
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etkili bir sekilde iyilestirdigi her giin cekilen yaralarin fotografi ve yara bdlgesinin
Olciilmesiyle yapilan hesaplamalar sonucunda belirlenmistir. Yara alanin kiigiilmesinin;
yaranin kontraksiyonu ve yara iyilesmenin gostergesi oldugu bu modelde dordiincii glinde
kontrol grubu, ekstre grubu ve pozitif grupta yara kapanma yiizdeleri sirasiyla % 11.6, %
21.9 ve % 22.7 olarak hesaplanmistir. 7. giindeki yara kapanma yiizdesi kontrol grubu,
ekstre grubu ve pozitif grup icin sirasiyla % 51.5, % 69.3 ve % 60.7 olarak bulunmustur. 7.
giine kadar elde edilen bu verilerde ekstre grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda
ekstrenin yaralar tizerinde oldukga etkili oldugu goriilmiistiir. 14. glinde ise ekstre grubu ile
pozitif grubundaki si¢anlarin yaralari tamamen kapanmis olup, kontrol grubundaki
siganlarin yaralar1 21. giine kadar tamamen kapanmistir. Bulunan verilerin histolojik
verilerle uyumlu oldugu goriilmiistiir. Yapilan bu in vivo g¢alisma sonucunda bitkinin
yaralar lizerinde etkili oldugu goriilmektedir. Fenolik bilesikler yara iyilesmesinde olduk¢a
etkilidir. Yaptigimiz YBSK ¢alismalarinda ve literatiir aragtirmalarinda bitkinin iceriginde
fenolik bilesiklerden siringaldehit, sinapik asit, benzoik asit, kersetin, klorojenik asit,
apigenin, luteolin, izotin, sinarin ve dikafeoilkuinik asit bulundugu belirtilmistir (6, 7).
Kersetinin yara iyilesmesi lizerine yapilan caligmalarda kersetinin yara iyilesmesini
hizlandirdig: rapor edilmistir (188, 189). Klorojenik asitin yara iyilesmesinin proliferasyon
ve yeniden sekillenme fazlarmi hizlandirdigi yapilan ¢aligmalarda belirtilmistir
(190).Ayrica luteolin ile yapilan g¢alismalarda luteolinin yaralar iizerine oldukga etkili
oldugu gortilmiistir (191, 192). Bitkinin yara iyilesmesine katkisinin igerdigi fenolik

bilesikler sayesinde oldugunu diisiinmekteyiz.

Histolojik olarak dokular incelendiginde yara iyilesmesinin 4. giiniinde
hematoksilen-eozin ile boyanan kesitlerde pozitif ve kontrol grubunda epitelizasyonun
henliz gelismedigi, ekstre grubunda ise hafif diizeyde epitelizasyonun gelistigi
goriilmektedir. Yaptigimiz hidroksiprolin ¢aligmalarinda da ekstre grubunu diger gruplarla
kiyasladigimizda hidroksiprolin miktar1 a¢isindan en yiiksek gruptur. Bu sonuglar 4. giinde
ekstre grubunda bag yapisinin olusmaya basladigini géstermektedir. Tiim gruplarda hafif-
orta diizeyde anjiogenezis gelisirken, hafif diizeyde fibroplazi gozlemlenmistir. Gruplarin
tamaminda yaygin inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve hemorajik alanlar bulunmaktadir.
Deri ekleri (kil folikiilleri, ter bezleri, yag bezleri) higbir grupta goriilmemistir. Iyilesmenin
7. gliniinde kontrol grubuna kiyasla pozitif ve ekstre gruplarinda epitelizasyonun kismen
daha iyi gelistigi gozlenmistir. Bu gruplarda daha ¢ok tam matiir/immatiir epitel goriiliirken

kontrol grubunda kismi epitel yapist gozlenmistir. Tiim gruplarda orta-ileri diizeyde

90



anjiogenezis gelisirken ileri diizeyde fibroplazi gézlemlenmistir. Gruplarin tamaminda orta
diizeyde inflamatuar hiicre infiltrasyonu goriliirken, kontrol grubuna kiyasla ekstre
grubunda ¢ok daha az hemorajik alanlar bulunmaktadir. Yara iyilesmesinin 14. giliniinde
epitelizasyon tiim gruplarda tam matir yapidadir. Tim gruplarda ileri diizeyde
anjiogenezis ve fibroplazi gozlemlenmistir. 14. giinde gruplarin tamaminda inflamatuar
hiicrelerin yerini fibroblastlara birakarak inflamasyonun minimum diizeye indigi
gorilmistiir. Hemorajik alanlarin ise tamamen kayboldugu ve deri eklerinin gelismeye
basladig1 goriilmiistiir. 21. giinde tiim gruplarda tam kat matiir epitel tabakasi, dermis
tabakasinda yeni damarlar ve bol fibroblast hiicreleri bulunmaktadir. Gruplarin hepsinde
minimal inflamatuar hiicre infiltrasyonu goriilmiistiir. Hemorajik alan hi¢ gézlenmemistir.
Deri ekleri gruplarin tamaminda ¢ogunlukla bulunmaktadir. Yara iyilesmesinde histolojik
calismalar olduk¢a 6nemlidir. Histolojik veriler incelendiginde ekstrenin yara iyilesmesi
tizerinde oldukga etkili oldugu goriilmiistiir. Histolojik veriler ile biyolojik ¢alisma verileri
uyumluluk gostermistir. Bitki ekstresinin yaralar1 hizla iyilestirdigi gézle ve mikroskobik
olarak gozlemlenmistir. Bitkinin iceriginde yer alan fenolik bilesiklerin yara iyilesme
fazlara etki ederek yaralar1 hizli iyilestirdigini diisiinmekteyiz. Literatiirde bu bitkiyle

yapilan bagka histolojik ¢alisma bulunmamaktadir.

In vivo caligmalar sonucunda gruptaki ratlardan alinan deri 6rnekleri ve serum
tizerinde biyolojik caligmalar yapilmistir. Antioksidan aktivite c¢alismalarinda SOD,
Katalaz ve MDA diizeyleri o6l¢iilmiistiir. Calismanin sonucunda bitkiyle hazirlanan
merhemin uygulandigi siganlarin yara dokusunda ve serumda SOD ve Katalaz enzim

diizeylerinin artti31; MDA diizeylerinin ise diistiigii goriilmustiir.

Calismamizda 4. giinde Gtenazi edilen gruplar birbiri ile kiyaslandiginda pozitif
grubun (3088.36+25.85 pg/mg protein) dokusunun en yiiksek SOD aktivitesine sahip
oldugu, bunu ekstre grubunun (2902.22+30.14 pg/mg protein) takip ettigi goriilmektedir.
Serum diizeylerine bakildiginda da en yiiksek SOD degeri pozitif grupta (471.75+£22.09
pg/mg protein) goriilmektedir. Ekstre 4. giinde SOD degerini dokuda serumdan daha fazla
yiikseltmistir. 7. giinde Otenazi edilen gruplara bakildiginda pozitif ve ekstre grubunun
dokudaki ve serumdaki SOD seviyesininin kontrol grubuna gore oldukca yiikseldigi
goriilmektedir. 14. giin dokuda SOD degerlerine bakildiginda pozitif grubun en yiiksek
degere (8195.76+23.60 pg/mg protein) sahip oldugu goriilmektedir. Serum diizeylerindeki
SOD degerleri incelendiginde ise ekstrenin SOD degerini (540.33+13.38 pg/mg protein) en
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fazla attirdigir goriilmektedir. 21. giinde ise ekstre grubu hem dokuda (7401.60+31.07
pg/mg protein) hem de serumda (601.13+14.69 pg/mg protein) en yiikksek SOD degerlerine
sahiptir. Doku ve serumdaki SOD degerleri incelendiginde ekstre ve Madecassol’un SOD

aktivitesi iizerine etkili olduklar1 agik¢a goriilmektedir.

Diger bir antioksidan parametresi olan Katalaz diizeyleri incelendiginde ilk
giinlerden itibaren ekstre ve pozitif grubun Katalaz diizeylerini kontrol grubuna kiyasla
oldukca arttirdig1 gorilmektedir. 4, 7, 14 ve 21. giinler ekstre grubu agisindan birbirleri ile
kiyaslandiginda, ekstre grubunun dokuda ve serumda Katalaz diizeylerini giinler gegtikce
arttirdigr gortilmektedir. Aynt durum Madecassol i¢in de gecerlidir. Dokuda 14. gilinden
sonra pozitif grupta Katalaz diizeylerinde hafif azalma goriilmistiir. Kontrol grubunda ise
iyilesme {iizerine herhangi bir miidahale yapilmamasina ragmen zamanla fizyolojik
bakimdan doku iyilesmesine bagli olarak dokuda ve serumda Katalaz diizeylerinde artis

gozlenmistir.

MDA diizeyleri incelendiginde ilk giinlerde doku hasarina bagli olarak dokuda ve
serumda tiim gruplarda MDA diizeyleri yiiksek c¢ikmistir. Giinler ilerledikge ekstre
grubunda dokuda ve serumda MDA diizeyleri giderek azalmistir. Dokuda ekstre grubu,
pozitif ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda bakilan her giin i¢in aralarindaki en diisiik
MDA seviyesine sahip gruptur. Serumda ise pozitif grup 4. ve 7. giinlerde diger gruplara
kiyasla en diisik MDA seviyesine sahip olan grup niteligini tasimaktadir. Kontrol
grubunda giinler gectikce serumda ve dokuda MDA diizeyleri azalmakla birlikte diger
gruplarla kiyaslandiginda MDA seviyesi en yiiksek grup olmaktadir.

Sonuglar incelendiginde bitkinin antioksidan etkisinin yara iyilesmesini
hizlandirdig1 disiintilmektedir. Bakar ve arkadaslari bitkinin antioksidan kapasitesinin
belirlenmesi amaciyla bitkinin kok ve toprak dstii kismindan metanol/su (80:20) ekstresi
hazirlanmus, in vitro testler ile DPPH ve MDA diizeylerini 6l¢miislerdir. Testler sonucunda
bitkinin DPPH analizinde kok ve toprak listii kismi i¢in SCsy degerleri sirasiyla 0.231,
0.864 mg/mL olarak bulunmustur. MDA diizeyleri ise sirasiyla 3.91, 53.16 nmol/mL
olarak hesaplanmistir. Yapilan in vitro antioksidan analiz sonucunda bitkinin giicli
antioksidan kapasiteye sahip oldugu goriilmiistiir (7). Stanojevic ve arkadaglarinin H.
pilosella bitkisinin antioksidan aktvitesini belirlemek {izere yaptigt DPPH analizinde
bitkinin metanol ekstresinin SCsy degeri 0.012 mg/mL olarak bulunmustur (193). H.

pilosella iizerine yapilan baska bir DPPH analizi ¢alismasinda ise bitkinin su, etanol ve
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metanol ekstreleri ¢alisilmis ve bitkinin 0.30 mg/mL konsantrasyonunda DPPH sonuglari
strastyla 9%56.35, 58.73 ve 54.35 olarak bulunmustur. Bitkinin toplam fenolik igerigi ve
239.59-244.16 mg GAE/g kuru ekstre olarak bulunmustur (194). P. officinarum (H.
pilosella) bitkisinin antioksidan aktivitesini 6lgmek amaciyla DPPH analizleri yapilmus,
bitkinin farkli konsantrasyonda hidrometanolik ekstreleri hazirlanmis ve analizleri
gerceklestirilmistir. Ekstrelerin troloks esdegerleri 12-22.5 mg arasinda degismektedir.
Aragtirmacilar bitkinin antioksidan aktivitesinin i¢erdigi fenolik bilesiklerle yiliksek oranda
baglantili oldugunu beyan etmislerdir (20). Serbest radikaller yara bolgesinde doku
hasarina yol acgarak iyilesmeyi geciktirebilmektedirler. Derinin 6nemli bilesenlerinden
kollajen yapisinda bulunan hidroksiprolin ve prolin bu serbest radikallerden etkilenerek
parcalanabilmekte, keratinositlerin gogii inhibe edilmekte ve sonucunda yara iyilesme
fazinda 6nemli olan fibroblastlarin adezyon ve proliferasyonunu etkileyebilmektedirler.
Ayrica serbest radikaller sitotoksisiteye Sebep olarak iyilesmeyi engellemektedirler (176,
195). Serbest radikallerin bu olumsuz etkilerinin ortadan kaldirilip yara iyilesmesini
saglamak amaciyla antioksidanlar iyilesmede basrolii paylasan 6nemli etmenlerdir. Fenolik
bilesikler giiclii antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerdir (102). Yaptigimiz YBSK ve
literatiir calismalarinda bitkinin siringaldehit, sinapik asit, benzoik asit, kersetin, klorojenik
asit, apigenin, luteolin, izotin gibi fenolik bilesik icerigi bakimindan zengin oldugu
gorilmistiir. Siganlar iizerinde yapilan baska bir caligmada kersetinin uygun dozlarda
kullanildiginda dokudaki antioksidan parametrelerini arttirdigi rapor edilmistir (188).
Apigenin, luteolin ve kersetin lizerine yapilan bir ¢alismada bu fenoliklerin antioksidan
etkili olduklar1 belirtilmistir (196). Luteolinin HT-29 hiicre hatlar1 {izerinde yapilan
antioksidan ¢aligmasinda, luteolinin hiicrelerde SOD ve Katalaz diizeylerini arttirdig1 rapor
edilmistir (197). Bitkimizin bu antioksidan etkisini igerdigi fenolik bilesikler {izerinden
gosterdigini diislinmekteyiz. Bitkinin antioksidan etkisinin bulunmasi yara iyilesmesinin
hizlanmasinda, saglikl hiicrelerin biiyiimesinde ve cildin yenilenmesinde 6énemli bir faktor

olmaktadir.

Ayrica yapilan antiinflamatuar caligmalar sonucunda bitkinin TNF-a ve IL-18
diizeylerine etkileri de incelenmistir. Bitkinin kullanildig1 grupta kontrol grubuna kiyasla
yara iyilesmesi icin Onemli olan TNF-a ve IL-1B parametrelerinin yiiksek oldugu

gorilmektedir.
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Anti-inflamatuar sonuglar incelendiginde 4. giinde 6tenazi edilen gruplarin ligiinde
de diger giinlere oranla TNF-a degerleri oldukca yiiksek ¢ikmistir. Bu yara iyilesmesinin
fazlarindan biri olan inflamasyon fazinin baslamis oldugunu gostermektedir. 4. giinde
gruplar1 birbirleriyle kiyasladigimizda hem dokuda hem de serumda en yiiksek degerin
pozitif grupta oldugunu goérmekteyiz. Daha sonrasinda ekstre grubu gelmektedir. Bu
giindeki sonuglar bize ekstrenin ve Madecassol’un inflamasyonu arttirdigini
gostermektedir. Takip eden giinlerde ekstrenin dokuda ve serumdaki TNF- a diizeylerinin
kontrole gore daha diisiik oldugu gorilmektedir. Bu da igerdigi bilesenlerden kaynakli
inflamasyon fazini takiben yara iyilesmesinin diger fazlarina gegisin oldugunu ve bitkinin
bu fazlara gegiste de etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Pozitif grupta da TNF-a diizeyleri
ekstrede oldugu gibi zamanla azalmaktadir. Kontrol grubuna baktigimizda hicbir uygulama
yapilmamasina ragmen iyilesmenin fizyolojik asamalarina bagli olarak TNF-a diizeyleri

zamanla azalmaktadir.

Dokuda ve serumda IL-1pB diizeyleri incelendiginde ekstre grubunda ve pozitif
grupta kontrol grubuna kiyasla diizeyin yiiksek oldugu goriilmektedir. Ekstre grubunda
doku IL-1P seviyesinde giinler ilerledik¢e dalgalanma oldugu gériilmektedir. 4. giinden
sonra diizeyin azaldig1 fakat 7. giinden sonra degerin tekrar arttig1 ve 14. giinden sonra
degerin tekrar azaldigr goriilmektedir. Bu durumun dokuda olusan fizyolojik sartlardan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ekstre grubunda serum diizeyleri incelendiginde ise
IL-1B diizeyinin zamanla azaldig1 goriilmektedir. Kontrol grubu incelendiginde dokudaki
IL-1pB diizeyinin en yiiksek 4. giinde oldugu, 14. giine kadar azalis gosterdigi ve sonrasinda
tekrar yiikselise gectigi goriilmektedir. Kontrol grubunun serum diizeylerine bakildiginda
ise IL-1p degerinin zamanla azaldigi goriilmektedir. Pozitif grup giinler agisindan kendi
icerisinde kiyaslandiginda dokuda ve serumda IL-1B degerinin en yiiksek degerlerine 7.

giinde ulagtig1 goriilmektedir.

Sonuglar degerlendirildiginde bitkinin TNF-o ve IL-13 parametrelerinin
sentezlenmesini arttirarak yara iyilesmesinin bir fazi olan inflamasyon fazinin hizla
baslamasimni sagladigi ve diger fazlara gecisin daha Once oldugu; bdylece yara
iyilesmesinin hizlandig: tespit edilmistir. Bitki ile ilgili yapilan literatiir ¢caligmalarinda
bitkinin bu sitokinler ilizerine etkisi ile ilgili yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamistir.
Bitkinin igerdigi luteolin, kersetin ve sinapik asit gibi fenolik bilesikler iizerinde yapilan

literatlir caligmalarinda bu bilesiklerin antiinflamatuar etkili olduklar1 rapor edilmistir
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(198-201). Fakat bitkinin gesitli ekstrelerinin antiinflamatuar etkisiyle ilgili bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Calismamiz, bu etki iizerine yapilan ilk ¢alisma olmasi agisindan 6nem

tasimaktadir.

Kollajen, deri, kikirdak, kemik ve tiim canli dokularin baslica yap1 proteini olup
yara iyilesmesini goOsteren parametrelerden en Onemlisidir. Hidroksiprolin kollajen
molekiiliiniin yaklagik %11'ini olusturmaktadir. o zincirler iiclii helezon meydana getirerek
tropokollajen molekiillerini olusturmaktadirlar (100). Yara iyilesmesinde énemli olan bu
parametre incelendiginde dordiincii giinde hidroksiprolin diizeyleri ekstre grubunda
(3.166+0.003 pg/mg doku) ve pozitif grupta (2.927+0.001 ug/mg doku) kontrol grubuna
(1.324+0.002 pg/mg doku) kiyasla oldukga artmustir. Ilerleyen giinlerde de ekstre grubunda
ve pozitif grupta hidroksiprolin miktarlar1 kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur.
Bu sonuglar ekstre ve pozitif grupta yer alan sicanlarin yaralarimin daha erken
kapanmasinin nedenlerinden biri olarak hidroksiprolin seviyelerindeki artis oldugunu

gostermektedir.

Inflamatuar yamtta 6nemli olan sitokinlerden en énemlileri interlékinler ve TNF-a
olarak belirtilmektedir. IL-1 ve TNF-a, aktive makrofajlar ve lenfosit gibi hiicreler
tarafindan olusturulmakta ve “proinflamatuar sitokinler” olarak adlandirilmaktadirlar.
TNF-a, inflamatuar reaksiyonlarda parakrin ve otokrin diizenleyici olup lokal etkilidir.
Fibroblastlarin ve endotel hiicrelerinin proliferasyonunda interlokinler ve TNF-o’larin
Onemi biyiiktiir (82). MMP’lar ise doku yenilenmesi, morfogenezis, yara iyilesmesi gibi
durumlarda 6nemli rol oynamaktadirlar. MMP’lar yara iyilesmesinde yarali bolgede

reepitelizasyonun gergeklesmesi igin keratinosit gog¢iinii saglamaktadir (98).

Bitki ile yaptigimiz in vivo ¢alisma sonucunda aldigimiz yara dokusu Ornekleri
izerinde yara iyilesme fazlarinda bu kadar aktif rol alan TNF-a, IL-1f, IL-10 ve MMP-9
genlerin diizeylerinin belirlenmesi ve mekanizmanin aydinlatilmasi1 amaciyla RT-PCR
caligmalar1 yapilmistir. Calismada TNF-a, IL-1pB, IL-10 ve MMP-9 genlerinin mRNA
ekpresyon diizeyleri PCR sistemi igerisindeki software ile comparative CT (AACT)
metoduna gore analiz edilerek logaritmik olarak incelenmistir. Madecassol ile tedavi edilen
pozitif grup ve bitki ile tedavi edilen ekstre grubu, kontrol grubuna oranlanarak sonuglar

hesaplanmustir.

4 ve 7. giinlerde Otenazi edilen gruplarin dokularindaki TNF-a geninin mRNA

ekpresyon diizeyleri incelendiginde en yiiksek degerin pozitif grupta oldugu goériilmektedir.
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Yaptigimiz anti-inflamatuar ¢alismasinda aldigimiz sonuglarla benzerlik gostermistir. 14.
giine geldigimizde gen ekspresyon diizeyinin ekstre grubunda daha yiiksek oldugu
gorilmektedir. Bitkinin bu giinlerde TNF-a diizeylerini arttirdigi goriilmektedir. 21. gline
bakildiginda ise ekstre grubunun TNF-a gen ekspresyonunu artirdigi goériilmektedir.
Yaptigimiz kit calismasinda ise dokudaki TNF-a diizeyinin ekstre grubunda kontrol
grubundan daha diisiik ¢iktig1 goriilmektedir. Bitkinin, TNF-o’nin gen ekspresyonunu
artirdigr halde dokuda diizeyinin kontrole kiyasla daha diisiik ¢ikmasi dokuda meydana
gelen fizyolojik olaylardan kaynakli baska etmenlerin diizeyi etkilemis olabilecegini

distindiirmektedir.

IL-1P gen ekspresyon diizeyleri incelendiginde ise 4. giinde ekstre grubunun IL-18
gen ekspresyonunu (110.410) pozitif gruba gore (3.317) daha fazla arttirdig:
goriilmektedir. 7., 14 ve 21. glinlere baktigimizda ise IL-1P gen ekspresyon oraninin pozitif
grupta daha yiiksek oranda oldugu goriilmektedir. Sonuglar anti-inflamatuar deneylerde IL-

1B diizeylerini 6lgmek i¢in yaptigimiz kit ¢caligmalariyla uyumluluk gostermektedir.

IL-10 gen ekspresyon diizeyleri incelendiginde ise ekstre grubunun 4. giin gen
ekspresyonunu olduk¢a arttirdigi goriilmektedir. Giinler ilerledik¢e ekspresyon oraninin
giderek azaldigi goriilmektedir. Pozitif grupta ise 7. giine kadar ekspresyon diizeylerinde

artis 7. giinden sonra ise azalig goriilmektedir.

MMP-9 gen ekspresyon diizeylerine bakildiginda ise pozitif grup kendi iginde diger
glinlerle kiyaslandiginda 4. giinde en yiiksek orana (11.958) sahip olup giinler ilerledikge
oran1 azalmaktadir. Ekstre grubunda da pozitif grupta oldugu gibi en yiliksek gen
ekspresyon degerinin 4. giinde oldugu (6.426) zaman ilerledik¢e ekspresyon oraninin
azaldif1 goriilmektedir. Istatistik calismalarinda gruplar arasindaki degisim birbirleriyle

anlamli bulunmustur.

Gen ekspresyon sonuglarina bakildiginda bitkinin, yara iyilesmesinde 6nemli rolleri
bulunan TNF-a, IL-1B, IL-10 ve MMP-9 genlerinin mRNA ekspresyonunu oldukga

artirdig1 ve iyilesmeyi hizlandirarak etkisini gosterdigi gorilmistiir.

Yara iyilesmesinde, yara iyilesmesini saglayan faktorlerin disginda yabanci madde
bulunmasi iyilesmeyi geciktirebilir, hatta onleyebilir. Ozellikle mikroorganizma
bulunduran bir yaranin iyilesmesi miimkiin degildir. Yara iyilesme fazinda biyolojik
faktorler bir yandan iyilesmeyi saglamaya calisirken bir yandan da mikroorganizmalarla

savasmak zorunda kalmaktadir. Bu durumda antimikrobiyal bir ajanin kullanilmasi
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gerekliligi dogmaktadir. Sentetik ilaglarin yillardir kontrolsiiz bir sekilde kullanimi
mikroorganizmanin ilaca karst direng gelistirmesini saglamis ve ilact etkisiz hale
getirmistir. Bundan yola ¢ikilarak tedavide kullanilabilecek bitkilere ragbet olmus ve dogal
kaynakli antimikrobiyal ajanlar tedavide kullanilmaya baslanmistir. P. hoppeana subsp.
testimonialis’in yara iyilesmesi lizerine etkisini incelerken iyilesmenin kontrol grubuna
gore daha hizli oldugu goriilmiis ve bunun {izerine iyilesmeye katkisinin olup olmadigin
belirlemek amaciyla bitkinin antimikrobiyal etkisi arastirnlmistir. Bitkiyle yapilan
antimikrobiyal ¢alismalarda E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, L. monocytogenes, B. cereus
ve M. smegmatis bakterilerine kars1 aktivite gozlemlenmis olup inhibisyon ¢aplari sirasiyla
14, 12, 12, 7, 6 ve 10 mm olarak bulunmustur. MIK degerleri ise sirasiyla 125, 125, 125,
700, 700 ve 62.25 pg/mL olarak hesaplanmistir. Ayrica bitkinin C. albicans mantarina
kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi goriilmiis, inhibisyon ¢apt 8 mm ve MIK degeri
350 pug/mL olarak hesaplanmistir. Bakterilere bakildiginda 6zellikle S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, M. smegmatis ve C. albicans mikroorganizmalarinin birgok dokuda
enfeksiyona sebep oldugu g6z Oniine alinirsa bitkinin bu mikroorganizmalara karsi etkili
oldugunun belirlenmesiyle sahip oldugu antimikrobiyal etkisinin yara iyilesmesine katki

sagladig sonucuna varilmaktadir.

Normal kosullarda ve yara olusumunu takiben iyilesme fazlarinda meydana gelen
pigmentasyon siirecinde tirozinaz enzimi aktif rol almaktadir (156). Pigmentasyon
slirecinde bitkinin tirozinaz enzimine etkisi yoniinden arastirilmasi amaciyla tirozinaz
enzim inhibisyon g¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Calisma sonucunda bitkinin tirozinaz
enzimi tzerine anlamli bir inhibisyon (ICsy degeri 112.696 pg/mL) gostermedigi
belirlenmistir. Bu sonuca gore bitkinin tirozinaz enzimi {izerine olumsuz bir etki

olusturmadig1 ve boylece yara iyilesme fazlarinin sorunsuz devam ettigi diisiiniilmektedir.

Bitkilerin yapisinda bulunan maddelerin belirlenmesi amaciyla YBSK ¢aligmalari
giiniimiizde siklikla kullanilmaktadir. Bitkinin yara iyilesmesi etkisinin belirlenmesi
tizerine bitkinin igerigini belirlemek amaciyla belirli standartlar kullanilarak YBSK
calismasi gerceklestirilmistir. Kullandigimiz 16 dakikalik metotta bitkinin igeriginde
fenolik bilesiklerden siringaldehit, sinapik asit, benzoik asit ve kersetin bulunmustur.
Yapilan baska calismalarda P. hoppeana subsp. testimonialis bitkisinin igeriginde fenolik
bilesiklerden klorojenik asit, apigenin  4-O-f-D-glukuronit, luteolin  7-O-f-D-
glukopiranozit, luteolin 7-O-4-D- glukuronit, luteolin 4-O-$-D-glukopiranozit, izotin 4-O-
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p-D-glukuronit, sinarin, 3,5-dikafeoilkuinik asit, 4,5-dikafeoilkuinik asit bulundugu
belirtilmistir (6, 7). Ayrica Pilosella cinsine ait bagka bir tiir olan P. officinarum bitkisinde
luteolin-7-glukopiranozit, umbelliferon, luteolin, klorojenik asit ve izotin 4’-O-4-D-
glukopiranozit bulundugu belirtilmistir (21). Fenolik bilesikler giiclii antioksidan etki
gostermektedir (202). Antioksidan bilesikler ise yara bdlgesinde serbest radikallere etki
ederek bolgenin radikallerden temizlenmesi, iyilesme fazlarinin diizgiin ve hizli bir sekilde
tamamlanip iyilesmenin saglanmasi bakimindan 6nemlilik arz etmektedirler. Bu bakimdan
bitki ile yapilan, tezde ve literatiirde belirtilen YBSK caligmalarinda bitkinin igeriginde
bulunan bu fenolik bilesikler sayesinde de bitkinin yara iyilesmesine katki sagladigin
diistinmekteyiz.

HO-1 antioksidatif, lipoprotektif enzimlerden biridir. Oksidatif stres, agir metal,
sitokinler gibi ¢esitli uyaranlarca indiikklenmektedir. HO-1 ekspresyonu oksidan ile
indiiklenen hiicre Oliimiinii azaltmaktadir (131-133). Bitki ile yaptigimiz HO-1
konsantrasyon tayini ¢aligmalarinda H,O, uygulanan hiicrelerde kontrole gore HO igerigin
oldukga azaldigi belirlenmistir. Bitki ekstresinin  uygulandigi  gruplarda bitki
konsantrasyonunun artmasiyla hiicrelerde HO igerigin arttigi goriilmiistiir. Ayrica kersetin
uygulanan hiicrelerde HO igerigin arttigt gozlenmistir. Bu verilere dayanilarak yara
iyilesmesinde bitkinin etkili bulunmasinin sebeplerinden biri olarak bitki ekstresinin
hiicrelerde HO miktarin1 artirmasi gosterilebilmektedir. P. hoppeana subsp. testimonialis
bitkisinin luteolin heteroziti icerdigi literatiir arastirmalarinda; kersetin igerdigi ise
yaptigimiz YBSK c¢alismalarinda bulunmustu. HO aktivite ile aldigimiz sonuglara
bakarsak, bitkinin icerigindeki kersetin ve luteolinin bu aktiviteye katki sagladigim
diistinmekteyiz. Bitkilerin zengin bilesik igerigini diisiintirsek bu etkiye kersetin ve luteolin
yaninda baska bilesiklerin de katki saglamis olabilecegi diisiiniilmektedir. Sun ve
arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada H9C2 hiicrelerinde luteolinle indiiklenen HO-1
ekpresyonunun spektrofotometrik ile Ol¢limii sonucunda arttigr goriilmiistiir. Ayrica
luteolinle birlikte artan HO-1 aktivitesindeki artisin H,O, nin sebep oldugu oksidatif hiicre
oliimiine kars1 koruyucu olup olmadigint anlamak i¢in HO-1 aktivitesinin inhibitorii olan
ZnPP kullanilmis, H,0; uygulanmasindan 2 saat dnce hiicrelere ZnPP verilmis ve luteolin
aracilt koruyucu etkinin azaldig1 goézlenmistir. Luteolin ile 6n tedavi ile ortaya cikan
sitoprotektif etkinin HO-1 ekspresyonunun indiiksiyonu yoluyla oldugunu gostermektedir.
Calisma sonucunda luteolinin HO-1 ekspresyonundaki artis araciligiyla koruyucu etkisini

sagladigimi  gostermistir (203). Kersetinin, p38 Mitojenle-Etkinlesen Protein Kinaz
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(MAPK) yoluyla HO-1 ekspresyonunu kismen de olsa indiikledigi ¢alismalarda rapor
edilmistir (204). Kersetinin HO-1 {izerine etkisi ile yapilan baska bir calismada sigan
hepatositleri ile ¢alisilmis ve etanol ile oksidatif stres indiiklenmistir. Calisma sonucunda
kersetinin, HO-1 ekspresyonunu mRNA ve protein seviyelerinde 6nemli 6lgiide uyardigini

goriilmiistiir (205).

NO, bagisiklik tepkilerinde, inflamatuar yanitta ve beyin i¢in noronal iletimde
onemli rol oynayan bir iletim molekiiliidiir. Yaygin ve tipik non-steroidal anti-inflamatuar
ajan olan indometasin ise inflamasyonun tedavisinde kullanilmaktadir. RAW 264.7
hiicreleri tlizerinde yapilan bir ¢alismada indometasinin NO sekresyonunu 6nemli dlgiide
azalttig1 rapor edilmistir (182). Bitki ekstresinin ¢esitli dozlari, NO sekresyonunun ortaya
ciktigt RAW 264.7 hiicreleri iizerinde test edilmistir. indometasin, pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Calisma sonucunda indometasinin NO miktarin1 doza bagimli olarak inhibe
ettigi goOriilmigstiir. Test ettigimiz bitki ekstrelerinde ise indometasinin aksine
konsantrasyon artttkca NO miktarmin da arttigt  gorilmistiir. Bitkinin  NO
konsantrasyonunu azaltmadigi aksine miktarini arttirdigi gézlemlenmistir. Bitkinin igerdigi
baz1 bilesiklerin NO {iretimine etkisi ile ilgili yapilan literatiir ¢calismalara baktigimizda
Yun ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada sinapik asitin, doza bagimli bir sekilde
lipopolisakkarit (LPS) ile indiiklenen NO seviyelerini azalttigi rapor edilmistir (198). Cho
ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada kersetinin, LPS tarafindan aktive edilen
RAW246.7 hiicrelerinde iNOS'dan tiiretilen NO {iretimini O6nemli Ol¢iide azalttig
goriilmistiir (199). Luteolin ile yapilan bir ¢alismada luteolinin, makrofajlarda LPS ile
indiiklenen NO iiretimini baskiladigi rapor edilmistir (200). Bitkinin igeriginde yer alan
sinapik asit, kersetin ve luteolin heterozitinin tek baslarina uygulandiginda nitrik oksit
sentezini inhibe etmesiyle ilgili caligmalarin bulunmasina ragmen bitkinin metanol ekstresi
ile yaptigimiz bu ¢aligmada, P. hoppeana subsp. testimonialis’in NO konsantrasyonunun
arttirdiginin goriilmesi bize bitkinin igeriginde yer alan diger bilesiklerin bu etkiye sebep
olabilecegini diisiindiirmiistiir. NO’in yara iyilesmesinde anjiogenezisi uyarmasinin
yaninda vazodilatasyon, trombosit agregasyonunun baskilanmasi ile de etkili oldugu
bilinmektedir (90, 126, 127). Bitkinin NO konsantrasyonunu artirict etkisi ile yara

tyilesmesinin bu evrelerinde yara iyilesmesine katki saglamis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda bitkinin COX-2 enzimine karsi inhibisyon etkisi ticari kit ile

degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore bitki gruplari kontrol grubu ile
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karsilastirildiginda bitkinin dozu arttirildikga hiicrelerde COX-2 % inhibisyonun arttigi
belirlenmistir. Bitkinin COX-2 enzimi inhibe edici etkisi ile de yara iyilesmesine katkida
bulundugu diisiiniilmektedir. Harris ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada RAW
264.7 makrofaj hiicrelerin 25, 50 ve 100 pumol/L luteolin konsantrasyonlari ile 6n
tedavisinin, LPS ile indiiklenen COX-2 protein ekspresyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir
(201). Yapilan bagka bir ¢alismada kersetinin, mikroglial aktivasyonun neden oldugu
apoptotik noronal hiicre Olimiinii azaltarak, LPS ile indiiklenen COX-2'nin mRNA
seviyelerini inhibe edebilecegi bulunmustur (206). Yun ve arkadaslarinin yapmis oldugu
bir calismada sinapik asitin, doza bagimli bir sekilde LPS ile indiiklenen COX-2
seviyelerini azalttigi rapor edilmistir (198). Sonu¢ olarak YBSK c¢alismalariyla bitkinin
iceriginde belirlenmis olan sinapik asitin, kersetinin ve luteolin heterozitinin COX-2
seviyesine etki ederek bitkinin inflamatuar yanitta etki gostermis olabilecegi

distiniilmektedir.

Bu tez calismasinda, uzun yillar boyunca geleneksel olarak yara iyilesmesi igin
kullanilan P. hoppeana subsp. testimonialis’in yaptigimiz in vivo ve in vitro ¢alismalar
sonucunda yara iyilesmesi lizerinde oldukea etkili oldugu tespit edilmistir. Yapilan in vivo
caligmalarda herhangi bir toksik ya da yan etkiye rastlanmamistir. Yapilan in vitro
calismalarda da bitkinin yara iyilesmesine katkisinin mekanizmasi aydinlatilmigtir. Yan
etkisi az, dogal kaynakli, yara iyilestirici bir ilacin gelistirilmesinde bu bitkinin
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bitkinin yetistigi yerde iiretimi artirilarak ve
etken madde olarak kullanilmasi ile de ileri agamalarda ilag gelistirilip patent alinmasinin
onii acilabilecektir. Dogal olarak kullanilan bu bitkiden ileri asamalarda ilag gelistirilmesi
durumunda ithal ilacin alimi1 azalip yerli ilag¢ iiretiminin artisinin olusabilmesi ve ulusal
ekonomiye katki saglanabilmesi agisindan bu tez calismasi 6zgiin bir ¢alisma niteligi

tagimaktadir.

Ayrica yaptigimiz literatiir ¢aligmalarinda bitkiyle yara iyilesmesi tizerine yapilan
ilk in vivo, mekanizma aydinlatma, RT-PCR, tirozinaz enzim inhibisyon ve antimikrobiyal

calismalar olmas1 bakimindan da tez ¢alismasi 6zgiinliigiinii géstermektedir.
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