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OZET

Farkh Bitkisel Ekstrelerin ve Ucucu Yag Emiilsiyonlarinin insan Fibroblast
Hiicrelerinin Gocii Uzerindeki Etkilerinin In Vitro Yara Iyilesme Modelinde

Arastirilmasi

Giris ve Amag: Yara iyilesmesi, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden modelleme
olmak {izere ii¢ ana fazdan olusan dinamik bir siirectir. Giiniimiizde yara tedavisinde
kullanilan yontemlerin sinirhiliklari, alternatif tedavi yaklagimlarma olan ilgiyi
artirmistir. Bitkisel ekstreler ve ugucu yaglarin, yara iyilesmesi siirecinde potansiyel
faydalar1 oldugu bilinmektedir. Bu c¢alismada, Matricaria recutita L. ¢igek,
Hypericum perforatum L. toprak st kismi, Calendula officinalis L. ¢igek ve
Plantago major L. yaprak ekstreleri ile Laurus nobilis L. yaprak, Salvia
officinalis L. yaprak, Origanum onites L.toprak st kismi ve Helichrysum
italicum (Roth) G. Don. toprak {istli kism1 ugucu yaglarinin, in vitro yara iyilesmesi
modeli olan ¢izik testi iizerindeki etkilerinin insan dermal fibroblast hiicrelerinde

degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 1 kontrol ve 8 deney grubu (4 ekstre, 4 ugucu yag
emiilsiyonu) olusturulmustur. Her madde i¢in 8 farkli konsantrasyonda (100, 80, 60,
40, 20, 10, 5 ve 0 pg/mL) MTT sitotoksisite testi uygulanmis ve hiicre canlilig1
degerlendirilmistir. Uygun konsantrasyonlar belirlendikten sonra, insan dermal
fibroblast hiicreleri lizerinde ¢izik testi uygulanmis ve yara uzunluklar1 0., 24. ve 48.
saatlerde mikroskobik gorilintiileme yontemiyle Olciilmiistiir. Veriler SPSS
yaziliminda degerlendirilmis; normallik analizleri sonras1t ANOVA ve post-hoc testler

(LSD, Tukey) uygulanmistir.

Bulgular: in vitro yara iyilesmesini degerlendirmek amaciyla uygulanan cizik testi
sonuglarina gore, 24. saatte EM2 ve EX2 gruplarinda yara kapanmasmin kontrol
grubuna kiyasla anlamli diizeyde hizli oldugu saptanmistir (p<0.05). Buna
karsilik, EX3 ve EX4 gruplarinda yara kapanmasi anlamli sekilde gecikmistir
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(p<0.05). 48. saatte yalnizca EX4 grubu yara kapanmasini istatistiksel olarak anlamli
sekilde yavaglatmaya devam etmistir. EM2, 24. saatte etkili iken 48. saatte bu etkisini
kaybetmistir. EM3, EM4 ve EX2 gruplarinda yara kapanmasi hiicresel olarak olumlu
seyretse de bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. EM1 ve EX1 ise her

iki zaman noktasinda da kontrol grubu kadar canlilik yiizdeligi gostermistir.

Sonu¢: Caligma, belirli bitkisel ekstrelerin ve ugucu yaglarin insan fibroblast
hiicrelerinde yara iyilesmesini in vitro ortamda destekleyebilecegini ortaya koymustur.
Bu sonuglar, bitkisel iriinlerin yara bakiminda potansiyel yardimci tedavi olarak
degerlendirilmesini desteklemektedir. Ancak bu verilerin klinik gegerliligi icin ileri

diizeyde in vivo ve klinik ¢alismalar gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bitkisel ekstre, Fibroblast, in vitro yara iyilesmesi, MTT testi,

Ugucu yag emiilsiyonu, Yara ¢izik testi
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SUMMARY

Investigation of the Effects of Different Plant Extracts and Essential Qil
Emulsions on the Migration of Human Fibroblast Cells in an In Vitro Wound

Healing Model

Introduction and Objectives: Wound healing is a dynamic process consisting of
three main phases: inflammation, proliferation, and remodeling. Due to the limitations
of current wound treatment methods, interest in alternative therapeutic approaches has
increased. Herbal extracts and essential oils are known to have potential benefits in the
wound healing process. This study aimed to evaluate the effects of Matricaria recutita
L. flower, Hypericum perforatum L. aerial part, Calendula officinalis L. flower and
Plantago major L. leaf extracts and essential oils of Laurus nobilis L. leaf, Salvia
officinalis L. leaf, Origanum onites L. aerial part and Helichrysum italicum (Roth) G.
Don aerial part on in vitro wound healing model, the scratch test, on human dermal

fibroblast cells.

Material and Method: In this study, one control group and eight experimental groups
(four extracts and four essential oil emulsions) were established. MTT cytotoxicity
assays were performed at eight different concentrations (100, 80, 60, 40, 20, 10, and 5
pg/mL) for each substance, and cell viability was evaluated. Following the
determination of appropriate concentrations, scratch assays were conducted on human
dermal fibroblast cells, and wound lengths were measured using microscopic imaging
at 0, 24, and 48 hours. Data were analyzed with SPSS software; after normality

assessments, ANOVA and post-hoc tests (LSD, Tukey) were applied.

Results: According to the results of the scratch assay conducted to evaluate in vitro
wound healing, wound closure was significantly faster in the EM2 and EX2 groups
compared to the control group at the 24th hour (p<0.05). In contrast, wound closure

was significantly delayed in the EX3 and EX4 groups (p<0.05). At the 48th hour, only
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the EX4 group continued to show significantly slower wound healing. While EM2 was
effective at the 24th hour, this effect diminished by the 48th hour. Although wound
closure appeared clinically favorable in the EM3, EM4, and EX2 groups, these
differences were not statistically significant. EM1 and EX1 exhibited neutral effects

similar to the control group at both time points.

Conclusion: This study demonstrated that certain herbal extracts and essential oils can
support wound healing in human fibroblast cells in an in vitro setting. These findings
support the potential use of herbal products as adjunctive agents in wound care.
However, further advanced in vivo and clinical studies are required to establish clinical

relevance.

Keywords: In vitro wound healing, Scratch assay, Fibroblast, MTT assay, Herbal

extract, Essential oil emulsion
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1. GIRIS ve AMAC

Insan viicudunda yiizey alani acisindan en biiyiik organ olan deri, i¢c dokular
mekanik hasar, enfeksiyon, ultraviyole 1ginlar1 ve asir1 sicak gibi ¢evresel etkenlerden
koruyan bir bariyer gorevi gérmektedir. Ancak travmaya acik bir yapiya sahip olan
deri, cerrahi insizyon, major travma, kontiizyon, hematom, laserasyon veya asinma
gibi etkenler nedeniyle hasar gorebilir. Bu tiir durumlar, anatomik ve islevsel
biitiinltiglin bozulmasina neden olarak yara olusumuna yol acar. Yara iyilesmesi,
travma sonrasi derinin biitiinliiglinii yeniden saglamak icin gelisen fizyolojik ve

karmasik bir siiregtir.

Yara iyilesme siireci dort temel asamada ilerler. ik asamalar olan hemostaz
ve inflamasyon evresi, trombositlerin aktive olmasi ve fibrinojenin pihtilasma siirecine
katilimiyla baglar. Bunu takiben, proliferatif evre devreye girer; bu siirecte
fibroblastlar ve endotel hiicreleri yara bolgesine go¢ ederek yeni doku olusumunu
baglatir. Son asama olan yeniden sekillenme evresinde ise, doku organizasyonu
tamamlanarak yara tamamen iyilesir. Saglikli bireylerde bu siirecler fizyolojik olarak
diizenli ilerlerken, ileri yas, kronik hastaliklar ve bagisiklik sistemi zayiflamasi gibi
faktorler yara iyilesmesinde gecikmelere ve komplikasyonlara yol acabilmektedir.
Ornegin, yash bireylerde ve yogun bakim hastalarinda yaygin olarak goriilen basing

yaralarinin tedavisi uzun siirebilmekte ve yiiksek maliyet gerektirmektedir.

Yara iyilesmesi siirecinde fibroblastlar dokunun onariminda kritik bir rol
oynar. Bu hiicreler, kolajen senteziyle birlikte yara bolgesinde yeni doku olusumunu
destekleyerek anatomik yapinin ve islevinin yeniden kazanilmasii saglar. Kolajen,
doku biitiinliiglinii koruyan ve yapisal destek saglayan temel bir protein olup, eksikligi

yara iyilesmesini geciktirebilmektedir.

Gliniimiizde yapilan bilimsel ¢aligsmalar, ¢esitli bitkisel formiilasyonlarin yara

iyilesmesi siirecini hizlandirict etkiler gosterdigini ve bu tiir dogal bilesenlerin diigiik



yan etki profiline sahip, uygun maliyetli alternatif hammaddeler olarak

kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.

Tibbi ve aromatik bitkiler ile bunlardan elde edilen ekstreler ve ucucu yaglar,
yara iyilesme siirecinin en az bir evresini etkileyerek epitelizasyonu hizlandirmakta,
enfeksiyona karsi koruyucu etki saglamakta ve yara iyilesmesi icin optimal nem
dengesini olusturmaktadir. Bitkisel bilesenler, kolajen sentezini ve fibroblast
yogunlugunu arttirarak yara iyilesmesini destekleyici bir rol iistlenmektedir. Ayrica,
antimikrobiyal, antienflamatuvar ve antioksidan oOzellikleri sayesinde yara
bolgesindeki inflamatuar yaniti diizenleyerek iyilesmeyi hizlandirmaktadir.
Antioksidan bilesenler, serbest oksijen radikallerini nétralize ederek inflamasyon
evresinde notrofiller ve makrofajlar tarafindan tiretilen oksidatif stresin doku hasarina
neden olan etkilerini azaltmaktadir. Ozellikle kronik yaralarda goriilen diizensiz
bagisiklik yanit1 sonucu asir1 oksijen radikali liretiminin 6nlemesi, yara iyilesmesini

destekleyen 6nemli bir faktordiir.

Hiicre gogii, embriyolojik gelisim, doku onarimi, bagisiklik yaniti ve
inflamasyon gibi bir¢ok biyolojik siirecte kritik bir rol oynayan mekanizmadir. Yara
iyilesmesi siirecinde hiicrelerin go¢ yetenegi, doku biitlinliigliniin yeniden saglanmasi
icin hiz belirleyici bir faktordiir. Epitelizasyonun hizlanmasini saglayarak, hasar géren
deri katmanlarinin yenilenmesine katki saglar. Hiicre hareketliligini etkileyen fiziksel,
kimyasal ve molekiiler faktorlerin anlagilmasi, hiicre gocii mekanizmalarinin

incelenmesi agisindan bilylik 6nem tagimaktadir.

In vitro analizler, in vivo siireclere yonelik tahmin yapmayi saglayarak hiicresel
davraniglart anlamada 6nemli bir arag¢ olarak kullanilmaktadir. Hiicre migrasyonunu
degerlendiren yontemlerden biri olan ‘¢izik yara tahlili (scratch assay)’ laboratuvar
ortaminda hiicre gociinii gdozlemlemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Bu
yontemde, hiicre blogu lizerinde kontrollii bir ¢izik olusturularak hiicrelerin bu boslugu
ne kadar siirede kapattig1 Ol¢iiliir. Boylece, test edilen bilesenlerin yara iyilesmesi

uzerindeki etkileri belirlenebilmektedir.

Bu c¢alismada, iilkemizde bulunan tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen
ekstre ve ucucu yaglarin kimyasal bilesenleri analiz edilerek, yara iyilestirici
aktiviteleri in vitro ortamda degerlendirilmistir. Boylelikle, bu bitkisel bilesenlerin

yara tedavisinde kullanilma potansiyelleri arastirilarak saglik sektoriine kazandirilmasi



hedeflenmektedir. Calismanin sonucunda elde edilecek veriler, bitkisel kaynakli
iriinlerin modern tipta kullanimina yonelik bilimsel temellerin gii¢lendirilmesine katk1

saglayacaktir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Deri

Deri, insan viicudundaki en biiyiik organ olup, ortalama 4 kilogram agirliga
sahiptir (viicut agirhgmm %16’ s1) ve yaklasik 1.8 m?’lik bir yiizey alanini

kaplamaktadir [1].

2.1.1. Derinin yapis1 ve katmanlar:

Histolojik olarak deri, iic temel katmandan olusur: epidermis, dermis ve
hipodermis (subkutan doku) [2](Sekil 1). Epidermis katmani, embriyolojik olarak
ektoderm kokenliyken; dermis ve hipodermis katmanlari ise mezoderm kokenlidir. Bu
farkli embriyonik kdkenler, deri katmanlarinin hiicresel kompozisyonlarini ve islevsel

ozelliklerini belirlemektedir [3].

Ter Bezi

Melanosit
Ter

Kapiller
—— ~_}stratum Corneum

Epidermis — (Keratin)

—— Bazal Membran

. Sebase Bez
Dermis —

Kil Folikulu

Yag Tabakasi S ee— Kan Damarlari

Sekil 1. Derinin katmanlari.



2.1.1.1. Epidermis

Epidermis, derinin en dis tabakasini olusturur. Siirekli yenilenme 6zelligine
sahip, keratinize, ¢ok katli yassi epitelden olusur. Kalinlig1 anatomik bolgelere gore
degisiklik gosterir; goz kapaklarinda yaklagik 0,05mm iken, avug¢ i¢i ve ayak
tabanlarinda 1,5-1,6 mm’ye kadar ulasabilir [4].

Epidermis dort ana hiicre tipinden olusur: keratinositler, melanositler,
Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleri. Bu hiicreler arasinda en baskin olanm
keratinositlerdir; epidermal hiicrelerin %80’inden fazlasini olustururlar ve keratin
sentezleyerek deriye mekanik dayaniklilik kazandirirlar [5]. Langerhans hiicreleri
bagisiklik yanitinda gérev alirken, melanositler melanin pigmenti sentezleyerek cilt

rengini belirler. Merkel hiicreleri ise mekanoreseptor olarak gorev alirlar [6].
Epidermis histolojik olarak bes katmandan olusur:

1- Stratum bazale: Bazal membran iizerinde yer alir ve mitotik aktivitesi yiiksek
hiicrelerden olusur.

2- Stratum spinosum: Hiicreler arasinda desmozomlarla baglanmis ¢ok kath
yapadir.

3- Stratum granulosum: Keratohiyalin graniiller igeren hiicrelerin bulundugu
tabakadir.

4- Stratum lucidum: Sadece avug i¢i ve ayak tabani gibi kalin derili bolgelerde yer
alan saydam hiicre tabakasidir.

5- Stratum corneum: En dig katmandir; 6lii ve ¢ekirdeksiz keratinositlerden

(korneosit) olusur ve bariyer fonksiyonu gortir.

Epidermis, bazal membran araciligryla dermise baglanmakta ve epidermal
uzantilar olan kil folikiilleri, yag bezleri, ekrin ve apokrin ter bezleri bu tabakadan

kaynaklanmaktadir [7].

2.1.1.2. Dermis

Dermis, epidermisin hemen altinda yer alan ve bag dokusundan zengin,
ortalama kalinlig1 0,5-5 mm arasinda degisen, esnek ve dayanikli deri katmanidir.
Kalinlig1 anatomik bolgelere gore degisiklik gosterir; géz kapaklarinda oldukca
inceyken, sirt ve ayak tabani gibi alanlarda daha kalindir [7]. Embriyonik olarak



mezodermal kokenli olan dermis, cilde mekanik dayaniklilik, elastikiyet ve gerilme

mukavemeti kazandirir [5].
Dermis anatomik olarak iki katmana ayrilir:

1- Papiller dermis: Dermisin iist kisminda yer alir ve gevsek bag dokusundan
olusur. Yapisindaki kolajen ve elastin lifler ince ve diizensiz yapidadir. Zengin
damar ag1 sayesinde epidermisin beslenmesini saglar. Icerdigi serbest sinir
uclari ile Meissner cisimcikleri araciligtyla dokunma duyusunun algilanmasina
katki saglar [8].

2- Retikiiler dermis: Papiller tabakanin altinda yer alir ve hipodermise kadar
uzanir. Daha kalin, siki1 bag dokusuna sahip olup burada bulunan kolajen lifleri
yogun ve paralel olarak diizenlenmistir. Bu tabaka, hiyaliironik asit,
glikozaminoglikanlar (GAG’lar) ve dermatan siilfat agisindan zengindir.

Pacinian cisimcikleri ile basing ve titresim duyusu algilanir [4].

Dermisin yapisal biitiinliigii, biliylik oranda dermal fibroblastlar tarafindan
sentezlenen ekstraseliiler matriks (ECM) tarafindan saglanir. ECM, kolajen ve elastin
lifleri ile proteoglikanlardan olusur. Kolajen, cildin kuru agirliginin yaklasik %70’ini
olusturur ve iskelet matriksinin temel elemanidir [9]. Elastin lifleri ise deriye esneklik
kazandirir. Lifler arasinda kalan mukopolisakkarit jel yapisindaki alan, ekstrafibriler
matriks olarak adlandirilir. Ekstrafibriler matriks, sivilarin, molekiillerin ve

inflamatuar hiicrelerin hareketini kolaylagtirarak dermise hidrojel 6zellik kazandirir
[4].

Dermis, fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri, kan ve lenf damarlari, sinir
uclari, kil folikiilleri, ter ve yag bezleri ile immiin sistem hiicrelerinin yer aldig1 entegre
bir yapidadir. Bu yapilar sayesinde dermis, epidermisin beslenmesi, immiin yanitin
olusmasi, viicut 1sisinin diizenlenmesi ve dis etkilere kars1 mekanik koruma gibi bir

cok fizyolojik islevi yerine getirir [6].

2.1.1.3. Hipodermis (subkutan doku)

Hipodermis, derinin en alt ve en derin tabakasidir. Dermisin hemen altinda yer
alir ve subkutan doku olarak da adlandirilir. Histolojik olarak biiylik oranda

adipositlerin olusturdugu yag dokusu ile gevsek bag dokusundan meydana gelir. Bu



yapi, fibroz septalar ile birbirinden ayrilmis yag lobiilleri bi¢ciminde diizenlenmistir

[7]. Sinirler, kan damarlar1 ve lenfatik damarlar bu septalarin i¢inde yer alir [10].

Hipodermis, cilt ile altta yer alan kas ve kemik yapilar arasinda gecis alanm
olusturur. Bu sayede cilt, alttaki yapilar iizerinde serbest¢e hareket edebilir. Kalinlig
anatomik bolgelere, cinsiyete, yasa, beslenme durumuna ve hormonal duruma gore

degiskenlik gosterir [11].
Fonksiyonel olarak hipodermis, birgok 6nemli gorevi yerine getirir:

e Mekanik destek: Yag dokusu ve gevsek bag dokusu, fiziksel travmalara
kars1 tampon gorevi gorerek cildi korur.

e Is1 izolasyonu: Soguk ortamlarda termal izolasyon saglayarak viicut
1s1s1nin korunmasina katkida bulunur.

e Enerji deposu: Adipositler, uzun siireli enerji depolanmasinda rol
oynar.

e Endokrin fonksiyon: Adipositler, leptin gibi hormonlar1 salgilayarak
hipotalamus araciligiyla istah ve enerji dengesini diizenler. Ayrica
aromataz enzimi aracilifiyla androstenedionun Ostrona doniisiimiinii
saglar, bu da hipodermisin bir endokrin organ gibi islev gérmesine

olanak tanir [4, 11].

Hipodermiste, kil folikiillerinin derin kisimlari, duyusal ndron uglar1 ve ter
bezleri gibi bazi deri ekleri de bulunabilir [12]. Yogun damar ag1 sayesinde hipodermis
hem epidermisin hem de dermisin beslenmesine katki saglarken yara iyilesmesinde

dolayli bir rol iistlenir.

2.1.2. Derinin fonksiyonlar:

Metabolik olarak aktif bir yapiya sahip olan deri, homeostazin saglanmasi ve

organizmanin ¢evresel faktorlere karsi korunmasi i¢in ¢ok sayida hayati islev iistlenir.

Baslica gorevlerinden biri, kimyasal ve fiziksel ajanlara kars1 etkili bir bariyer
olusturmak suretiyle viicudu dis etkenlerden korumaktir. Ayrica su kaybini dnleyerek
stvi dengesinin korunmasina yardimci olur ve viicut 1sisinin diizenlenmesinde rol

oynar [13]. Deri, mekanik, termal ve kimyasal uyaranlari algilayarak énemli bir duyu



organi islevi de goriir; bu da cevresel degisikliklere hizli ve etkili yanit verebilme

yetenegi saglar.

Deri ayrica ultraviyole 1ginlarina maruz kalma yoluyla D vitamini sentezinde
gorev alir [14]. Bununla birlikte, antimikrobiyal peptitlerin iiretimi sayesinde
patojenlere karst ilk savunma hattin1 olusturarak bagisiklik sisteminin 6nemli bir

bileseni haline gelir [15].

Solunum, sindirim ve {irogenital sistemlerin mukozal yiizeyleriyle devamlilik

gosteren deri; tirnak, sag ve ter bezleri gibi ek yapilari da iiretir.
2.1.3. Derinin yara iyilesmesi ile iliskisi

Derinin fizyolojisi, yara iyilesme siireci ile dogrudan iligkilidir. Epidermis ve
dermis, yara iyilesme siirecinde hiicresel proliferasyon, inflamatuar yanit ve doku
rejenerasyonu gibi mekanizmalar araciligiyla yeniden yapilanma gosterir. Dermiste
bulunan fibroblastlar ve kan damarlari, yara iyilesmesinin temel bilesenleri olan
kolajen sentezini ve doku onarimini saglar. Ayrica, epidermal kok hiicreler hasarl

dokunun yenilenmesine katkida bulunur [16].

Yara iyilesme siireci, derinin anatomik ve fizyolojik 6zelliklerine bagl olarak
farkli hiz ve etkinlikte gerceklesebilir. Bu nedenle deri fizyolojisinin iyi anlagilmast,
yara iyilesmesini destekleyen tedavi yontemlerinin gelistirilmesi acisindan kritik

oneme sahiptir [17].
2.2. Yara

Yara, cildin veya viicut dokularinin travma, cerrahi miidahale, enfeksiyon veya
cesitli patolojik siirecler sonucunda biitiinliiglinlin bozulmasidir. Yara olusumu,
mekanik, kimyasal, termal veya biyolojik etkenler tarafindan tetiklenebilir. Yaranin
boyutu, derinligi ve iyilesme siiresi, yaranin tiirline ve viicudun fizyolojik yanitina

bagli olarak degisir [17].

2.2.1. Yara tipleri

Yara smniflandirilmasi; yaranin siiresine, olusum nedenine (predispozan

faktorler ve etiyoloji) ve kontaminasyon derecesine bagh olarak farklilik



gosterebilmektedir [18]. Yaranin uygun sekilde siniflandirilmasi, uygulanacak tedavi

ve yara yonetimi stratejilerinin belirlenmesine rehberlik eder.
A. Siirelerine gore yaralar

Yaralar, stirelerine gore akut ve kronik olmak iizere iki ana grupta

degerlendirilir.

Akut yaralar, travma veya cerrahi girisim gibi ani bir neden sonucunda olusur
ve normal fizyolojik yara iyilesme siireclerine uygun sekilde, dngoriilebilir bir siirede
iyilesir. Bu tiir yaralarda iyilesme siiresi genellikle 5-10 giin arasinda olup, bazi

durumlarda bu siire 30 giine kadar uzayabilir [19].

Kronik yaralar ise iyilesme fizyolojisinde bozulma sonucu inflamatuar fazda
takilan, graniilasyon ve epitelizasyon siireglerinde gecikme gdsteren, dort haftadan
uzun siiren yaralardir. Bu tlir yaralar, doku onarmmi i¢in gerekli hiicresel ve
biyokimyasal yanitlarin eksikligi veya diizensizligi nedeniyle tam iyilesme
gosteremez. Metabolik hastaliklar (6zellikle diyabet), periferik arter hastaligi, venoz
yetmezlik, enfeksiyon, diisiik bagisiklik diizeyi, bazi ilaglar, basi gibi bir¢ok faktor
kronik yara gelisiminde etkilidir [18, 20]. Bu yaralarin karakteristik ozellikleri
arasinda; sekteye ugramis kolajen sentezi, epitelizasyonun tamamlanamamasi ve

enfeksiyona egilim yer alir [20].
B. Etiyolojisine gore yaralar

Yaranin olus mekanizmasi, tedavi yaklagiminin belirlenmesinde kritik 6neme

sahiptir. Klinik pratikte en sik karsilagilan yara tiirleri sunlardir:

Siyrik yaralar1 (abrazyon): Genellikle kiint bir cismin siirtlinmesi sonucu
epidermal yiizeyde meydana gelen yiizeyel hasarlardir. Kanama minimal olup,

epitelizasyon siireci genellikle hizhidir [21].

Delinme yaralari: Sivri bir cismin dokuya niifuz etmesi ile olusur. Yiizeyde
kiigiik bir aciklik bulunmasina ragmen, derin dokulara kadar ilerleyebilir ve
kontaminasyon riski yiiksektir. Tetanoz ve anaerobik enfeksiyonlara zemin

hazirlayabilecegi i¢in dikkatle degerlendirilmelidir [22].



Kesik ve laserasyonlar: Keskin veya kiint travma ile deri ve yumusak dokularin
yirtilmasi sonucu olusan yaralardir. Yara kenarlar1 genellikle diizensiz olup kas, damar

veya tendon gibi yapilari igerebilir [23].

Aviilsiyon (soyulma) yaralari: Deri veya deri alti dokularin mekanik
kuvvetlerle ayrilmasi sonucu gelisir. Motorlu ara¢ kazalar1 gibi yiiksek enerjili

travmalar sonucu meydana gelir. Doku nekrozu ve enfeksiyon riski tasir [24].

Yaniga bagh yaralar (termal, kimyasal, elektriksel): Isi, kimyasal ajanlar
(asit/baz), elektrik akimi veya radyasyon gibi etkenlerle olusur. Derinlige gore
yiizeysel (birinci derece), kismi kalinlikta (ikinci derece) ve tam kalinlikta (iiglincii
derece) olarak smiflandirilir. Yanik vakalarinda sivi-elektrolit dengesizligi,

hipermetabolik durumlar, enfeksiyon, sepsis gibi komplikasyonlar geligebilir [25].

Basi yaralar (dekiibit iilserleri): Ozellikle yataga bagimli, mobilizasyonu
kisith veya biling durumu bozulmus hastalarda, kemik ¢ikintilari ile dis yiizey arasinda
kalan yumusak dokularin uzun siireli basinca maruz kalmasi sonucu gelisen iskemik
doku hasarlaridir. Yogun bakim {initesinde yatan hastalarda; uzamis sedasyon
uygulamalari, biling kaybi, immobilite, kotii beslenme durumu, nemli cilt ve sistemik
hastaliklar nedeniyle basi yarasi gelisme riski oldukca yliksektir [26]. En sik sakrum,
topuk, trokanter major, oksiput, kulak arkasi, dirsek ve topuk bolgelerinde goriiliir.
Basi yaralari, morbidite ve mortaliteyi arttiran, enfeksiyon riski tasiyan, yogun
bakimda kalis siiresini uzatan ve saglik maliyetlerini énemli 6lgiide arttiran ciddi

komplikasyonlardir. Klinik olarak evre 1°’den evre 4’e kadar siiflandirilir:
Evre 1: Deride kizariklik vardir ancak cilt biitiinligli bozulmamustir.

Evre 2: Epidermis veya dermiste ylizeyel kayip goriiliir. Abrazyon veya

yiizeyel iilser seklindedir.

Evre 3: Tiim cilt katmanlarin1 kapsayan hasar mevcuttur ve deri alti dokuya

kadar ilerlemistir.

Evre 4: Kas, tendon ve kemik gibi derin dokularin da etkilendigi, ileri diizey

doku kaybr1 igeren evredir [27].

Tedavisi multidisipliner bir yaklagim gerektirir. Riskli hastalarda diizenli cilt

degerlendirmesi, pozisyon degisikligi, nem kontrolii, basing azaltic1 yataklar ve yeterli
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beslenme gibi koruyucu stratejiler uygulanmalidir. Yara olustugunda ise evresine
uygun olarak lokal yara bakimi, enfeksiyon kontrolii, nekrotik dokularin debridmani

gibi cerrahi girisim uygulanabilir [28].
C. Kontaminasyon derecesine gore yaralar

Yaralar, mikrobiyal kontaminasyon diizeyine gore dort ana grupta

siiflandirilir;

1-  Temiz yaralar: Steril cerrahi girisimlerde, enfeksiyon belirtisi olmadan
acilan, aseptik kosullarda olusturulan yaralardir.

2-  Temiz-kontamine yaralar: Solunum, gastrointestinal veya genitotiriner
sistemlere yapilan kontrollii cerrahi girisimlerde olusan yaralardir.
Kontaminasyon riski sinirlidir.

3-  Kontamine yaralar: Travmatik ac¢ik yaralar veya cerrahi sirasinda asepsi
kurallarinin bozuldugu, gastrointestinal icerigin sizdig1 yaralardir. Enfeksiyon
riski artmistir.

4-  Kirli/enfekte yaralar: Gecikmis tedavi, irin, nekrotik doku veya acik
enfeksiyon bulgular1 iceren yaralardir. Bu tiir yaralar genellikle mikrobiyal
kontaminasyonun yiiksek oldugu ve klinik enfeksiyon bulgularinin bulundugu

yaralardir [29, 30].

Bu smiflamalar, yaranin prognozunu éngérmede ve uygun tedavi yaklagimin

belirlemede karar vericilere yol gosterici olmaktadir.
2.3. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi, hiicresel, biyokimyasal ve sistemik diizeylerde travma sonucu
meydana gelen doku hasarimin, yeni doku olusumu yoluyla onarilarak eski haline
getirilmesi siirecidir. Bu siire¢, organizmanin biitiinliigii bozulmus dokulara karsi
gelistirdigi dogal ve fizyolojik bir yamt olarak tanimlanabilir. lyilesme siireci, basta
bag dokusu hiicreleri olmak iizere ¢ok sayida hiicre tipi, vaskiiler sistem, sitokinler ve

mediatdrlerin karmasik bir etkilesimini icerir [31].

Yara iyilesmesi sirasinda hiicreler sadece birbirleriyle degil, ayn1 zamanda
ECM ile de stirekli etkilesim i¢indedir. Bu biyolojik siireg, yalnizca hiicresel olaylarla

sinirhi kalmayip, kemokinler, bliylime faktorleri, sitokinler, inhibitorler ve bunlarin
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reseptorleri gibi bircok protein ve glikoproteinin etkisi altinda diizenlenir. Her iyilegsme
evresinde, silirecin normal fizyolojik seyriyle ilerlemesi i¢in gerceklesmesi gereken

belirli biyolojik olaylar bulunmaktadir.

2.3.1. Yara iyilesmesinin evreleri

Yara iyilesmesi, belirli biyolojik olaylarin sirasiyla ve hassas bir sekilde
diizenlendigi, birbirini izleyen dort evreden olusan dinamik bir siirectir. Bu evrelerin
her birinde gergeklesen olaylarin zamanlamasi ve diizeni, iyilesmenin saglikli sekilde
ilerleyebilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir. Siirecte meydana gelen herhangi bir
aksama, gecikme veya evreler arasi dengesizlik, iyilesmenin uzamasina ya da kronik

yara olusumuna neden olabilir.

Yara iyilesme siireci; hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve remodeling
(yeniden sekillenme) olmak tizere dort temel evreden olusur [32] (Sekil 2). Siirec,
yaralanma aninda baglayan hemostaz evresi ile baslar. Bunu, ¢ok kisa bir siire sonra
aktive olan inflamasyon evresi izler. Yaralanmadan sonraki ilk giinlerde baslayan
proliferasyon evresi, iyilesmenin esas biyolojik siireglerini kapsar ve yeni doku
olusumunu saglar. Son olarak, haftalar veya aylar siirebilen ve yara dokusunun
yeniden yapilanmasi ile karakterize edilen remodeling evresi gelir. Bu son evre, bazi

durumlarda bir y1l veya daha uzun siire devam edebilir [33].
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Sekil 2. Yara iyilegsmesinin evreleri.

2.3.1.1. Hemostaz evresi

Hemostaz evresi, yara iyilesmesinin ilk evresi olup, kanamanin kontrol altina
alinmas1 amaciyla doku hasariyla birlikte baslar [34]. Bu evrede eszamanli olarak {i¢
temel olay gerceklesir; vazokonstriksiyon, trombosit tikacinin olusumu ve fibrin
pithtisinin gelisimi [35]. Damar hasarina bagl olarak ortaya ¢ikan kanama, hem
mikroorganizmalarin ve antijenlerin ortamdan uzaklastirilmasina, hem de piht1

olusumunun tetiklenmesine hizmet eder [36].

Refleks vazokonstriksiyon, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin kasilmasiyla gelisir
ve hasarli damarin daralmasi sonucu kanama gegici olarak sinirlandirilir. Bu siirecte
damar duvarinda gelisen hipoksi ve asidoz, vazokonstriktif etkiyi bir siire siirdiiriir

[37].

Hasarli bolgede trombositler, ekspoze olmus kolajen ve diger ECM bilesenleri
ile temas eder. Bu temas, trombosit aktivasyonunu baslatir ve koagiilasyon kaskati

hem intrinsik hem de ekstrinsik yollarla aktive olur [38]. Bunun sonucunda trombosit

13



agregasyonu ve fibrin pihtis1 olusumu gergeklesir. Fibrin, yaray1 fiziksel olarak

kapatirken, mikroorganizmalara kars1 bariyer gorevi de goriir [39].

Piht1 yapisi, yalnizca kanamay1 durdurmakla kalmaz; ayni zamanda iyilesme
siirecinde hiicre gocii ve doku onarimi i¢in gegici bir matriks gorevi goriir [40]. Bu

nedenle bu evre, baz1 kaynaklarda ‘gecikme evresi’ olarak da tanimlanir [41].

Trombositler, sitoplazmalarinda bulunan alfa graniiller aracilifiyla iyilesme
stirecini baglatan birgok biyolojik mediatorii serbest birakir. Bu graniillerde yer alan
trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), doniistiiriicii biiylime faktorii-f§ (TGF-p),
epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi
faktorler; notrofiller, makrofajlar, fibroblastlar, endotel hiicrelerinin aktivasyonunu ve

yara bolgesine gociinii tesvik eder [42-44].

Fibrin pihtisi, yalnizca hemostatik degil, ayn1 zamanda biyolojik yonlendirici
yapt iskelesi gorevi goriir [45]. Fibrin ve fibronektin gibi adezyon proteinlerinden
olusan bu gecici matriks, fibroblast ve keratinositlerin migrasyonuna kilavuzluk eder.
Ayrica, kolajen liflerinin birikmesi i¢in sablon gorevi goriir ve ECM kalintilarinin
temizlenmesini saglayarak makrofaj fagositozunu destekler. Ek olarak, trombosit
kaynakli trombin, interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-8 (IL-8) gibi proinflamatuar
sitokinlerin salimini da tetikler. Bu sitokinler, Ozellikle monosit kemotaksisini
desteklerken, fibrin matriks yapisi da fibroblast biiyiime faktorii-2 (FGF-2), VEGF ve
insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) gibi biiyiime faktorlerini baglayarak

anjiyogenez ve stromal hiicre proliferasyonunu destekler [43, 46].

Sonug olarak, hemostaz evresi, yalnizca kan kaybinin 6nlenmesini degil, ayn1
zamanda yara iyilesmesinin sonraki evrelerinin baslatilmasini ve diizenlenmesini

saglayan temel bir basamaktir.

2.3.1.2. Inflamasyon evresi

Yara iyilesmesinin ikinci evresi olan inflamasyon evresi, hemostazin hemen
ardindan baglar ve temel amaci, yara bolgesine ulasan mikroorganizmalarin, nekrotik
doku artiklarinin ve yabanci cisimlerin ortadan kaldirilmasidir. Bu evre, bagisiklik
sisteminin aktivasyonu ile karakterizedir ve genellikle erken inflamatuar ve geg

inflamatuar faz olmak tizere iki alt evrede incelenir [47].
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A. Erken Inflamatuar Faz (0-48 saat)

Koagiilasyonun ge¢ doneminde baslayan erken inflamatuar yanitta,
kompleman sistemi aktive olur ve bunun sonucunda nétrofillerin yara bolgesine
gociinii baglatan molekiiler olaylar gelisir. Notrofiller, yaralanmadan sonraki ilk 6 saat
icinde yara sahasina ulasan ilk immiin hiicrelerdir ve en yogun infiltrasyonlar1 24-48
saat arasinda gozlenir. Eger enfeksiyon séz konusu degilse, bu siire sonunda
ndtrofillerin sayisi azalir; ancak kontaminasyon devam ederse notrofilik inflamasyon

uzayabilir.

Notrofiller; patojen eliminasyonu, fagositoz ve nekrotik doku temizligi gibi
gorevler lstlenir. Ayrica proteazlar, reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve antimikrobiyal
peptitler salgilayarak hem mikrobiyal yiikii azaltir hem de yara mikro ¢evresinin
yeniden diizenlenmesini saglarlar [48]. Damar endotelinde selektin ve integrin aracili
adhezyon molekiilleriyle gerceklesen rolling, adezyon ve diapedez mekanizmalari

sonucunda nétrofiller, damar disina ¢ikarak travma bolgesine ulasir [42, 49].
B. Geg Inflamatuar Faz (48-72 saat ve sonrasi)

Yaralanmadan yaklasik 48-72 saat sonra, monositler yara bolgesine ulasir ve
burada fenotip degistirerek makrofajlara doniisiirler [50]. Makrofajlar, sadece
fagositoz ile degil, ayn1 zamanda iyilesme siirecinin diizenlenmesi ile de gorevlidir.
Bu hiicreler; TGF-B, TGF-a, EGF, FGF gibi biiyiime faktorlerini salgilayarak
fibroblast proliferasyonu, anjiyogenez, epitelizasyon ve doku yeniden sekillenmesini
baslatir [51]. Inflamatuar yanmitin ¢dziilmesi ve proliferatif faza gecis igin kritik bir

hiicresel koprii gorevi goriirler [52].

Monosit ve makrofaj eksikligi, yetersiz debridman, gecikmis fibroblast
aktivasyonu ve azalmig anjiyogenez gibi komplikasyonlara neden olarak yara

iyilesmesini olumsuz etkiler [53].

Inflamasyonun ilerleyen evrelerinde, genellikle 72.saatten sonra, lenfositler
yara bolgesine ulasir. IL-1, kompleman {iriinleri ve immiinoglobiilin G (IgG)
parcalanma iiriinleri gibi sinyallerle bolgeye ¢ekilen lenfositler, ECM sentezi, kolajen
remodelingi ve doku onarimi siirecinde gorev alirlar [54]. Bu hiicrelerden salinan
lenfokinler, fibroblastlarin migrasyonunu ve aktivasyonunu artirarak proliferatif faza
gecisi destekler [55].
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Inflamasyon fazinda, vaskiiler sistem olduk¢a aktiftir. Arasidonik asit
metabolitleri ve tromboksan A2 gibi maddeler vazokonstriksiyona, ardindan mast
hiicrelerinden salinan histamin ve serotonin ise vazodilatasyona yol agcar.
Vazodilatasyonla birlikte vaskiiler permeabilite artar, bu da immiin hiicrelerin damar
disina gegisini kolaylastirir. Inflamasyon bolgesinde goriilen dem ve agr1 da bu artmis
gecirgenligin sonucudur. Prostaglandinler, kininler ve kompleman sistemi {iriinleri, bu

hiicresel gocli diizenleyen baglica mediatdrlerdir [55].

Yaralanmanin 1-2.gilinlinde yara yataginda yogun olarak bulunan fibronektin,
fibrin, kolajen, proteoglikanlar ve heparin ile etkileserek gegici matriks yapisin
olusturur [56]. Bu yapi, nétrofiller, monositler, fibroblastlar ve endotelyal hiicreler i¢in

migrasyon ve adezyon zemini saglar.

Bu donemde meydana gelen tim hazirhik siirecleri, yara iyilesmesinin
proliferatif evresine gec¢isini miimkiin kilar. Bu nedenle inflamasyon evresi, yalnizca
savunma degil, ayn1 zamanda onarima hazirlik evresi olarak da degerlendirilir. Baz1
kaynaklar bu evreyi ‘substrat evresi’ ya da ‘gerilme evresi’ olarak da tanimlamaktadir

[57].

2.3.1.3. Proliferasyon evresi

Proliferasyon evresi, yara iyilesmesinin ii¢lincii asamasidir ve genellikle
yaralanmadan sonraki 48-72 saat icerisinde baglar, yaklasik 10-14 giin boyunca siirer
[58, 59]. Bu evrede temel amag, hasarli dokunun yeniden yapilandirilmasi, doku
biitiinliiglinlin saglanmas1 ve yaranin fiziksel olarak kapatilmasidir. Siireg; fibroblast
proliferasyonu, anjiyogenez, graniilasyon dokusu olusumu, ECM yeniden

yapilanmasi, reepitelizasyon ve yara kontraksiyonu gibi olaylari igerir.

Fibroblastlarin rolii ve matriks sentezi: Fibroblastlar, yara iyilesmesinde temel
hiicresel aktorler arasinda yer alir ve 6zellikle proliferasyon evresinde ¢ok sayida kritik
islev Tstlenirler. Bu hiicreler, yaralanmay1 izleyen 48-72 saat igerisinde
makrofajlardan salinan TGF-a, PDGF ve benzeri biiylime faktorlerinin etkisiyle
kemotaktik olarak yara bolgesine go¢ eder [58]. Go¢ eden fibroblastlar, genellikle yara
cevresindeki yerlesik bag dokusundan kaynaklanir ve mekanotravmaya yanit olarak
aktive olurlar. Aktivasyon sonrasinda hiicreler, migrasyon, proliferasyon, ECM

sentezi, bliylime faktorii iiretimi ve yara kontraksiyonu gibi bir dizi fonksiyonu yerine
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getirir. Fibroblast proliferasyonu, yara bolgesinde doku hacmini yeniden kazandirma
ve iyilesme ortamini yapilandirma agisindan biiyiik 6nem tasir. Travmadan sonra 5-
7.glinlerde fibroblast sayis1 maksimum seviyeye ulasir [60, 61] (Sekil 3). Ancak bu
stire¢, lokal oksijen basinci ve besin diizeylerinden dogrudan etkilenir; 6zellikle
hipoksi fibroblast gocli ve aktivitesini belirgin Ol¢iide inhibe eder. Fibroblastlar,
ECM’nin baglica yapisal bilesenlerinden olan kolajen (6zellikle tip 3 ve tip 1),
GAG’lar, proteoglikanlar ve fibronektin gibi molekiilleri sentezleyerek graniilasyon
dokusunun temelini olusturur. Bu matriks, hem yapisal destek saglar hem de diger
hiicre tiplerinin adezyonu, migrasyonu ve farklilagmasini yonlendirici bir mikro ¢evre
sunar [62]. Ozellikle hiyaliironik asit, proliferasyon fazinda ilk sentezlenen ve ECM
organizasyonunun temelini olusturan GAG’tir. Bu bilesik, fibroblastlarin gogii ve
kolajen fibril organizasyonu i¢in uygun bir zemin hazirlar. Fibroblastlar ayrica yara
ortaminda c¢esitli sitokinler ve biiylime faktorleri de iiretir. Bunlar arasinda FGF,
VEGF ve IGF gibi molekiiller yer alir. Bu faktorler, anjiyogenez, keratinosit
aktivasyonu, epitelizasyon ve doku remodeling siirecini dogrudan veya dolayl yollarla
destekler. Fibroblastlar, zamanla miyofibroblastlara doniiserek alfa-diiz kas aktini (.-
SMA) ekspresyonu kazanir. Bu farklilasma, yara kontraksiyonu i¢in gereklidir.
Miyofibroblastlar, yara kenarlarin1 birbirine yaklastirarak iyilesmenin hizlanmasini
saglar ve sonucta skar dokusunun boyutu azalir [63]. Sonug¢ olarak, fibroblastlar;
yalnizca ECM sentezleyici ve destekleyici hiicreler degil, ayn1 zamanda yara onarim
stirecinin tiim fazlarmi diizenleyen aktif sinyal merkezleri olarak da goérev yaparlar.
Bu ¢ok yonlii rolleri, proliferatif fazin basarist ve genel yara iyilesme kalitesi tizerinde

belirleyici niteliktedir.
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Sekil 3. Yara iyilesmesi evreleri ve baskin hiicre gruplari.

Kolajen sentezi ve organizasyonu: Kolajen, iyilesen dokunun mekanik
direncini saglayan temel yapisal proteindir ve viicut proteinlerinin yaklasik %30 unu
olusturur [64]. Kolajen sentezi, fibroblastlarin endoplazmik retikulumunda baslar.
Prolin ve lizin amino asitlerinin hidroksilasyonu ile prokolajen olusur, ardindan
polimerize olarak tropokolajene doniisiir. Tropokolajen zincirleri, hiicre dist ortama
salindiktan sonra prokolajen peptidazlar tarafindan ug peptid zincirleri ayrilir ve olgun
kolajen fibrilleri olusur [65]. Kolajen iiretimi, yaralanmay1 izleyen 7.ve 14.giinlerde
hizla artar ve 14-21.giinlerde en yiiksek diizeye ulasir. Bu siiregte baslangigta tip 3
kolajen baskindir; ilerleyen giinlerde ise daha dayanikli olan tip 1 kolajen ile yer
degistirir [60, 66] (Sekil 4). Perflizyon ve oksijen basinci, kolajen sentezinin

diizenlenmesinde 6nemli rol oynar [64].
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Sekil 4. Yara evrelerinde matriks bilesenlerinin birikimi.

Anjiyogenez (yeni damar olusumu): Genellikle yara olusumunun 4.giiniinde
baglar. Makrofajlar tarafindan salinan VEGF ve benzeri biiyiime faktorleri; endotel
hiicrelerinin aktivasyonunu, bazal membran yikimini, hiicre proliferasyonunu ve tiibiil
yapisinin olusumunu uyararak yeni damar aglarinin gelismesini saglar [67].
Vaskiilarizasyon, endotel hiicrelerinin yara bdlgesine yoOnlendirilmis gogii,
tomurcuklanmasi ve bag kurmasi yoluyla ilerler [68]. Oksijen basincini diigiik olmast,
laktik asit birikimi ve biyolojik aminler de bu siireci destekleyen diger etmenlerdir
[69]. Anjiyogenezin sonucunda olusan kilcal damar agi1, yaranin oksijen ve besin

ihtiyacini karsilayarak graniilasyon dokusunun devamliligini saglar.

Reepitelizasyon ve yara kapanmasi: Reepitelizasyon, epidermisin
biitiinltiglinlin yeniden saglandigi siirectir. Komsu epidermal keratinositler, yara
kenarindan go¢ ederek yeni bir neoepidermis olusturur. Bu yapi, zamanla stratifiye
epidermise farklilagir ve bazal membranin yeniden senteziyle birlikte epidermis ile
dermis arasindaki biitiinliikk yeniden kurulur [70]. Bu siireg, keratinosit aktivasyonu ve

gdcl, epitel hiicre proliferasyonu ve diferansiyasyonu ile ilerler.
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2.3.14. Yeniden sekillenme (remodeling) evresi

Yeniden sekillenme evresi, yara iyilesmesinin dordiincii ve son evresi olup
genellikle yaralanmadan sonraki 2-3. haftada baslar ve siireci 6-12 ay, bazi durumlarda
ise daha uzun siire boyunca devam eder [58, 59]. Bu fazin temel amaci, ECM yeniden
yapilandirilmasi yoluyla maksimum mekanik dayanikliligin saglanmasi ve onarilan

dokunun fonksiyonel biitlinliigliniin yeniden kazanilmasidir.

Ilk olarak proliferasyon fazinda iiretilen graniilasyon dokusu, bu evrede
olgunlagarak daha az hiicresel ve daha az vaskiilarize bir yapiya doniisiir. Tip 3

kolajen, bu agamada yerini daha gii¢lii ve organize tip 1 kolajene birakir [71].

Yara iyilesmesinin basinda diizensiz sekilde yerlesmis kolajen lifleri,
remodeling evresinde fibroblastlar ve matriks metalloproteinazlar (MMP’ler)
aracilifiyla yeniden diizenlenir. Bu siirecte kolajen lifleri ¢apraz baglanarak {iglii
helikal yap1 kazanir ve yaranin mekanik dayanimi artar [62]. Bu yeniden yapilanma
ile, kolajen miktar1 sabit kalirken, kolajen organizasyonu yara bolgesindeki gerilme

direncini belirleyici faktor haline gelir.

Yaranin mekanik giicti, genellikle 12. haftada en yiiksek seviyeye ulagir. Ancak
olgun skar dokusu higbir zaman orijinal dokunun yapisal 6zelliklerini tam olarak geri
kazanamaz; genellikle normal derinin %801 kadar gerilme dayaniklilig1 gosterir [45,

59].

Bu donemde ayrica anjiyogenez ve fibroblast proliferasyonu azalir;
inflamatuar hiicreler temizlenir, 6dem geriler ve graniilasyon dokusu avaskiiler,

aseliiler ve yogun ECM igerigine sahip olgun bir skar dokusuna doniisiir [66].

Remodeling siirecinde yalnizca kolajen degil, ayni zamanda fibronektin,
proteoglikanlar ve GAG’lar da yeniden yapilandirilir. Fibrin ve hiyaliironik asit
diizeyleri azalirken, tip 1 kolajen iiretimi artar [72]. Elastin Onciisii tropoelastin,
remodeling siirecinin ge¢ evrelerinde goriiniir hale gelir ve elastik liflerin olusumu

aylar siiren bir siire¢ i¢inde tamamlanir [73].

Remodeling sonunda yara yiizeyi, keratinositler tarafindan tek katli bir epitelle
kaplanir. Epidermal go¢ tamamlandiginda bazal lamina yeniden olusturulur ve

epidermal katman ile dermis arasinda biitiinliik saglanir [45].

20



Bu asamada gergeklestirilen kolajen organizasyonu ve ECM yeniden
yapilanmasi, yaranin fonksiyonel dayanikliligi ve estetik sonucu agisindan 6neme

sahiptir.

2.3.2. Yaraiyilesme tiirleri

Yara iyilesmesi primer iyilesme, sekonder iyilesme ve ii¢linciil iyilesme olmak

iizere li¢ temel sekilde gergeklesir [74] (Sekil 5):

Primer Yara iyilesmesi

Sekil 5. Yara iyilesme tiirleri.

Primer lyilesme: Yara kenarlarinin diizgiin, temiz ve birbirine yakin oldugu
durumlarda, genellikle cerrahi insizyonlar sonrasi gozlenen, hizli ve minimal skar
dokusu ile tamamlanan iyilesme siirecidir [17]. Bu iyilesme bicimi, yara kenarlarinin
cerrahi dikis, stapler veya benzeri tekniklerle bir araya getirilmesi sonucu, minimum
doku kaybiyla gerceklesir ve genellikle enfekte olmayan, diizgiin sinirli yaralarda
gorlliir  [75]. Primer iyilesme siirecinde inflamasyon kisadir, enfeksiyon riski
diisiiktiir ve epitelizasyon daha hizli gerceklesir [76]. Doku biitiinliigiiniin kisa siirede
yeniden saglanmasi, komplikasyon oranini azaltirken, iyilesme siiresini de 6nemli

Olciide kisaltir.
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Sekonder Iyilesme: Yara kenarlarmin kars: karsiya getirilemedigi veya belirgin
doku kaybimin bulundugu durumlarda gelisen bir iyilesme bi¢imidir. Bu siirecte,
yaranin kapanmasi; graniilasyon dokusunun olusumu, epitelizasyon ve bag dokusunun
yeniden yapilanmasi ile saglanir. Bu tip iyilesme, 6zellikle basi yaralari, yaniklar ve
genis yiizeyel travmalar gibi lezyonlarda yaygin olarak goriilir [77]. Sekonder
iyilesmede enfeksiyon riski daha yiiksektir, iyilesme siiresi daha uzundur ve estetik
sonuglar genellikle daha zayiftir [78]. Ayrica bu siireg, parankimal hiicre kayiplarinin
rejenerasyonla telafi edilemedigi durumlarda ortaya ¢ikar. Olusan doku defekti, erken
evrede graniilasyon dokusu, ilerleyen evrelerde ise skar dokusu ile doldurularak
kapanir. Primer iyilesmeye kiyasla, sekonder iyilesme siirecinde inflamatuar yanit
daha belirgindir, graniilasyon dokusu miktar1 daha fazladir ve yara kontraksiyonu daha
yogun sekilde gerceklesir. Bu faktorler, iyilesmenin fizyolojik siirecini uzatmakla

birlikte, doku biitlinliigiiniin yeniden saglanmasin1 miimkiin kilar.

Tersiyer lyilesme (Gecikmis Primer Iyilesme): Baslangigta acik birakilan ve
enfeksiyon riski azaldiginda cerrahi olarak kapatilan yaralarda gozlenen bir iyilesme
bicimidir. Bu yontem, 6zellikle kontamine ya da enfekte yaralarin yonetiminde tercih
edilir [79]. lyilesme siireci, yaramn ilk etapta kapatilmamasiyla baslar; bu durum,
bagisiklik sistemine enfeksiyonla miicadele edebilmesi i¢in zaman tanir. Yara, bu
stirecte kontaminasyon diizeyi azaldiginda ve enfeksiyon kontrol altina alindiginda,

cerrahi olarak primer kapatma yontemiyle kapatilir [80].

2.3.3. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler

Yara iyilesme siireci, ¢esitli sistemik ve lokal faktorler tarafindan etkilenebilir
(Sekil 6). Bu faktorler birbiriyle yakindan iliskilidir ve sistemik faktorlerin yara

iyilesmesi iizerine etkileri lokal etkiler ile gerceklesir [81].
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Yara iyilesmesini
etkilyen faktorler

Sistemik faktorler Lokal faktorler

) T T 1 I 1 1
l Yas-Cinsiyet- l l ’ l Sigara ve i i i hizikss|
i Beslenme Diyabet A kol Hipoksi Enfeksiyon etmenler

Sekil 6. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler.

A. Sistemik faktorler:

Yas-Cinsiyet-Irk: Yara iyilesme siireci; yas, cinsiyet, irk ve genetik faktorler
gibi bireysel degiskenlerden etkilenmektedir. Ozellikle yasla birlikte meydana gelen
yapisal ve fizyolojik degisiklikler, cilt biitiinliigliniin bozulmasina kars1 duyarlilig
artirmakta ve yara iyilesme siirecinin cesitli evrelerinde gecikmelere yol
acabilmektedir. Hiicresel ve molekiiler diizeyde yapilan klinik ve deneysel ¢alismalar,
yaslanmanin yara iyilesmesi lizerinde olumsuz etkisi oldugunu ortaya koymustur [82].
Saglikli yashi bireylerde, yaslanmanin iyilesme siirecinde genellikle yalnizca
gecikmeye neden oldugu, ancak iyilesme kalitesinde ciddi bir bozulmaya yol agmadigi
genel kabul goren bir goriistiir [83]. Yasa baglh olarak yara iyilesmesinde gozlenen
biyolojik degisiklikler; trombosit agregasyonunda bozulma, inflamatuar mediatdrlerin
saliniminda azalma, makrofaj ve lenfosit infiltrasyonunda gecikme, makrofaj
fonksiyonlarinda yetersizlik, biliylime faktorlerinin iiretiminde azalma, yeniden
epitelizasyonun gecikmesi, yetersiz anjiyogenez, kolajen sentezinin ve yeniden
sekillenmesinin azalmasi ve nihayetinde yaranin mekanik dayanikliliginda diisiis
olarak Ozetlenebilir [82]. Hiicresel dongiilerin yavaslamasi, ekstraseliiler matriksin
doku protein iiretimindeki azalma ve eslik eden komorbiditeler, ileri yas hastalarda
yara iyilesmesini daha da zorlastirmaktadir. Bu nedenle senil bireylerde yara yerinde
herniasyon ve evisserasyon gibi komplikasyonlar daha sik gozlenmektedir. Yara
iyilesmesinde cinsiyet farki biiyiik 6l¢iide belirgin degildir. Yapilan ¢aligmalar, erkek

ve kadin bireyler arasinda yara iyilesme hiz1 ve kalitesi agisindan anlamli bir fark
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olmadigint gostermektedir. Ancak hormonal diizeylerin yara iyilesmesindeki dolayli
etkileri arastirilmaya devam etmektedir. Irkin yara iyilesmesi iizerindeki etkisi
ozellikle keloid ve hipertrofik skar olusumu baglaminda degerlidir. Koyu tenli
bireylerde, fibroblastlarin asir1 aktivitesine bagli olarak hipertrofik skar ve keloid
gelisimine daha sik rastlanmaktadir [84]. Bu durum, genetik yatkinlik ve melanin

yogunluguyla iliskili bulunmustur [85].

Beslenme: Yara iyilesmesi, yeni doku olusumunu kapsayan olduk¢a karmasik,
metabolik agidan aktif ve enerji gerektiren biyolojik siiregtir. Bu siiregte, hiicresel
diizeyde onarim mekanizmalarinin etkin bi¢imde c¢alisabilmesi; hiicre motilitesi,
boliinme ve farklilasmanin saglanmasi; kemotaktik yanitlarin (bliylime faktorleri ve
sitokin sinyalleri) olusturabilmesi icin yeterli diizeyde enerji iiretimi zorunludur [86].
Iyilesme siirecinin basariyla tamamlanabilmesi icin hem sistemik (makro ¢evre) hem
de lokal (mikro ¢evre) faktorlerin biitlinciil olarak degerlendirilmesi gerekir. Makro
cevre kapsaminda degerlendirildiginde, yarasi iyilesmeyen hastalarda malniitrisyon
oldukca yaygin bir durumdur. Yetersiz ve dengesiz beslenen bireylerde yara iyilesmesi
yavaglamakta, kronik yara gelisme riski artmakta ve yaranmn enfekte olma olasilig1
belirgin sekilde ylikselmektedir [87]. Malniitrisyon, immiin sistem yanitlarinda
zayiflama, hiicresel onarim mekanizmalarinda bozulma ve kolajen sentezinde
yetersizlik gibi cesitli mekanizmalarla yara iyilesmesini olumsuz etkilemektedir. C
vitamini, kolajen sentezinde goérevli prolin ve lizin aminoasitlerinin
hidroksilasyonunda kofaktor olarak goérev yapar. Eksikliginde kolajen tiretimi azalir,
yeni olusan kapiller damarlarin duvarlart zayiflar ve bu durum kapiller kanamalara,
hematomlara ve sekonder enfeksiyonlara neden olabilir. Ayrica C vitamini,
notrofillerin myeloperoksidaz enziminde yer alarak ilk 48 saatte fagositoz ve
inflamasyonun kontroliinde gdrev alir. Bu nedenle eksikliginde yara bolgesinde erken
immiin yanit etkisiz hale gelir [86]. K vitamini, koagiilasyon faktorlerinin sentezinde
gorev aldig1 icin eksikliginde yeterli hemostaz saglanamaz. Sonu¢ olarak yara
bolgesinde uzamis ve kontrolsiiz kanamalar goriiliir, bu da hematom gelisimini
kolaylastirarak enfeksiyon riskini artirir. Protein ve albiimin eksikligi, basta kolajen
olmak {iizere, bircok yapisal ve fonksiyonel proteinin sentezini azaltir. Total protein
diizeyindeki azalma, yara matriksinin zayiflamasina ve fibroblast fonksiyonlarinin

yetersizligine neden olur. Cerrahi islem Oncesi 6 ay icinde viicut agirliginin
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%10’undan fazlasinin kaybi, 6zellikle protein kaybi yoniinden, yara iyilesmesini
belirgin sekilde bozar. A, C, E vitaminleri ile demir ve ¢inko eksiklikleri, antioksidan
savunma sistemini zayiflatir, hiicre yenilenmesini engeller ve oksidatif stresin
artmasina neden olarak yara iyilesme siirecini sekteye ugratir [88]. Cinko, magnezyum
ve bakir gibi mineraller bircok enzim sisteminin kofaktoriidiir. Eksikliklerinde
epitelizasyon gecikir, bag dokusu sentezi yetersiz kalir ve lenfosit, monosit ve notrofil
fonksiyonlarinda bozulma meydana gelir. Yara iyilesmesi siirecinde dengeli ve yeterli
beslenme vazgecilmez bir unsurdur. Ozellikle protein, vitamin ve mineral destegi, yara
komplikasyonlarinin azaltilmasinda ve iyilesme siiresinin kisaltilmasinda énemli rol

oynamaktadir.

Diyabet: Sistemik etkileri nedeniyle yara iyilesmesini belirgin sekilde olumsuz
etkileyen en Onemli faktdrlerden biridir. Diyabetik bireylerde yara iyilesmesinin
bozulmast; hipoksi, fibroblast ve keratinosit disfonksiyonu, bozulmus anjiyogenez,
artmig MMP aktivitesi, ROT artig, azalmis konak¢1 immiin yanit ve diyabetik ndropati
gibi ¢ok sayida mekanizmanin sonucudur [89, 90]. Hiperglisemi, yara iyilesmesinin
tiim evrelerini etkileyerek siireci sekteye ugratir. inflamasyon evresinde, yiiksek glikoz
diizeyleri n6trofil ve makrofajlarin fagositik aktivitesini bozar, sitokin salimini azaltir
ve enfeksiyon riskini arttirir. Ayn1 zamanda hiperglisemi, proinflamatuar bir ortam
olusturarak kronik inflamasyonu tetikler. Proliferasyon evresinde, fibroblast
migrasyonu ve proliferasyonu azalir, kolajen sentezi inhibe olur ve anjiyogenez
zayiflar. Sonug olarak graniilasyon dokusu olusumu yetersiz kalir ve epitelizasyon
stireci gecikir [79, 91]. Diyabetik anjiyopati, 6zellikle alt ekstremite yaralarinda, yara
yatagina oksijen ve besin taginmasini azaltarak hipoksiye neden olur. Damar
duvarindaki yapisal degisiklikler ve perfliizyon azligi, dokularda rejeneratif yaniti
engeller. Ayn1 zamanda, diyabetik noropati, agr1 duyusunun azalmasiyla mindr
travmalarin fark edilmemesine neden olarak, kronik yara olusum riskini arttirir [92].
Kan sekeri regiilasyonu saglanamayan hastalarda, yara iyilesmesinde gorevli olan
bagisiklik hiicrelerinin aktivitesi azalir, kolajen sentezi bozulur, anjiyogenez yetersiz
kalir ve tim bu siiregler neticesinde yara iyilesmesi gecikir. Bu nedenle diyabetli
bireylerde yara takibi, metabolik kontrol ve glisemik regiilasyonla entegre olarak

degerlendirilmelidir. lyi diizenlenmis glisemik kontrol, sadece iyilesme siirecini
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hizlandirmakla kalmaz, ayn1 zamanda yara komplikasyonlarini ve amputasyon riskini

de azaltir [93].

Sigara ve Alkol Kullanim1: Yara iyilesme siirecini olumsuz etkileyen énemli
cevresel faktorler arasinda yer almaktadir. Her iki aligkanlik da kan akisi, oksijen
taginimi, bagisiklik yanitt ve hiicre yenilenmesi gibi iyilesmenin temel fizyolojik
stireclerini bozar. Sigara dumaninda bulunan nikotin, sempatik sinir sistemi lizerinde
stimiilator etkiye sahiptir. Bu durum, kapiller damar yataginda vazokonstriksiyona yol
acarak lokal doku perfiizyonunu azaltir ve yara bolgesine yeterli oksijen tasginmasini
engeller [94]. Bununla birlikte, sigara kullanimina bagl olarak parsiyel oksijen basinci
(pO2) azalir ve yara mikro c¢evresinde rolatif hipoksi meydana gelir. Bu hipoksik
ortam, fibroblast fonksiyonlarin1 ve kolajen sentezini inhibe eder, anjiyogenezi
baskilar ve epitelizasyon siirecini geciktirir. Sigara, karboksihemoglobin olusumunu
tetikler. Bu durum, oksijen-hemoglobin disosiyasyon egrisini sola kaydirir, yani
oksijenin hemoglobine baglanmasi kolaylasirken dokulara birakilmasi zorlasir. Sonug
olarak, yara bolgesine yeterli diizeyde oksijen tasinamaz bu da yara iyilesmesini
onemli Ol¢iide geciktirir [95]. Ayrica sigara kullanimi, nétrofil ve makrofaj
fonksiyonlarini da baskilayarak enfeksiyon riskini arttirir. Kronik alkol kullanimi, yara
iyilesmesinde gorev alan hiicresel siirecleri baskilamaktadir. Alkol; fibroblast
proliferasyonu, kolajen sentezi ve reepitelizasyon iizerinde dogrudan inhibitor etkilere
sahiptir. Ayrica, immiin yanit1 baskilayarak enfeksiyonlara yatkinlig1 arttirir. Alkoliin
neden oldugu karaciger disfonksiyonu, protein sentezinde bozulmaya neden olarak

yapisal protein eksikliklerine ve hiicresel onarimin gecikmesine yol agar [96].
B. Lokal faktorler:

Hipoksi: Oksijen, hiicresel metabolizma ve enerji iiretimi acisindan temel bir
gereksinim olup, yara iyilesmesinin tiim asamalarinda bir rol oynamaktadir. Ozellikle
proliferasyon ve remodeling evrelerinde hiicrelerin artan enerji ihtiyaci nedeniyle, yara
dokusunun oksijen gereksinimi saglikli dokulara kiyasla daha fazladir. Yara
bolgesinde oksijen, fibroblast aktivitesi, kolajen sentezi, epitel hiicre migrasyonu,
anjiyogenez ve immiin hiicrelerin fonksiyonlarini yerine getirebilmesi agisindan
vazgecilmez bir elementtir [97]. Travmatik bir yaralanma sonrasinda, yara alanindaki
kilcal damarlarin hasar gérmesi nedeniyle lokal oksijenasyon diizeyi diiser ve hipoksik

bir mikro ¢evre olusur. Hipoksi, yara iyilesmesinin erken fazlarinda sinirh diizeyde
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oldugunda anjiyogenez, sitokin salinimi, hiicre migrasyonu ve proliferasyon gibi
siiregleri uyarabilir. Ancak hipoksinin uzun siireli ve siddetli olmasi, endotel
hiicrelerde apoptozise, fibroblast disfonksiyonuna ve kolajen sentezinin azalmasina
yol acarak iyilesmeyi bozar ve kronik yara gelisimine zemin hazirlar [98, 99].
Oksijenin yara iyilesmesindeki onemli rollerinden biri de ROT f{iretimi iizerindeki
etkisidir. Siiperoksit (O2-) ve hidrojen peroksit (H20z) gibi ROT lar, hiicre sinyalleri,
migrasyon ve sitokin yanitlarinda diizenleyici rol oynar. Hem hipoksi hem de hiperoksi
durumlarinda ROT {iretimi artar. Ancak ROT diizeyinin agir1 yiikselmesi DNA,
protein ve hiicre membranlarinda hasara neden olarak ilave doku yikimina yol acabilir
[97]. Hipoksiye bagli olarak azalan kolajen iiretimi, skar dokusunun yetersiz gelismesi
ile sonuglanabilir. Bu durum, yaranin yeniden yapilanma siirecini aksatir ve doku
biitiinltiglinlin saglanmasini geciktirir [98]. Bu nedenle hiperbarik oksijen tedavisi
(HBOT), ozellikle kronik yaralarda oksijenasyonun artirilmasi yoluyla kolajen
iiretimini destekler, fibroblast aktivitesini arttirir ve doku perfiizyonunu iyilestirerek
yara iyilesmesine olumlu katki saglar [99]. Yara iyilesmesinin her agamasinda yeterli
oksijen diizeyinin saglanmasi, iyilegsme siirecinin kalitesini ve hizin1 belirleyen temel
faktorlerden biridir. Yetersiz oksijenasyon hem hiicresel islevlerde bozulmaya hem de
enfeksiyon riskinde artisa neden olabilecegi i¢in yara bakiminda sistemik ve lokal

oksijen destegi stratejileri mutlaka g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Enfeksiyon: inflamasyon, yara iyilesme siirecinin fizyolojik bir evresidir ve
normal kosullarda iyilesmeyi baslatict bir rol iistlenir. Ancak yara bolgesinde
mikrobiyal kontaminasyonun meydana gelmesi, bu siirecin patolojik bir hal almasina
neden olur. Ozellikle patojen mikroorganizmalarin ve bunlara ait endotoksinlerin yara
ortaminda yiiksek konsantrasyonlara ulagmasi, proinflamatuar sitokinlerden IL-1 ve
TNF- a salinimini arttirarak inflamatuar fazin uzamasina ve normal iyilesme siirecinin
aksamasina yol agar [100]. Kronik inflamasyonun devam etmesi, ECM’ yi par¢alayan
proteolitik enzimler olan MMP’lerin diizeyinin artmasina neden olur. Bununla birlikte,
bu enzimlerin dogal inhibitorleri olan doku inhibitérleri (TIMP’ ler) azalir. Bu
dengesizlik, kolajen yikimini hizlandirir ve graniilasyon dokusunun olusumunu
olumsuz etkiler. Sonug olarak, iyilesme siireci kroniklesebilir ve iyilesmeyen yaralar
ortaya cikabilir [81, 100]. Yara bolgesinde enfeksiyondan s6z edebilmek i¢in, dokunun
her graminda bakteri sayisinin genellikle 10° (100.000) koloni olusturan birim
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(CFU/gr) seviyesini agsmas1 gerekmektedir. Bu esik degerin lizerindeki bakteri yiikii,
yara iyilesmesini dogrudan inhibe eder. Enfeksiyon, doku oksijenasyonunu bozar,
inflamatuar fazin siiresini ve siddetini arttirir, fibroblast aktivitesini azaltarak kolajen
sentezini baskilar [101]. Ayrica, bakteriyel toksin ve metabolitlerin etkisiyle
epitelizasyon gecikir ve yara kontraksiyonu yetersiz kalir. Enfekte yaralarda
graniilasyon dokusu, steril yaralara kiyasla daha 6demli, kanamali ve kirilgan bir yap1
gosterir. Bu durum, vaskiilarizasyonun bozulmasi, artmis proteolitik aktivite ve
hiicresel yanitin diizensizligi ile iliskilidir [102]. Ayrica enfeksiyon, fibroblast
migrasyonunu ve diferansiyasyonunu engelleyerek yeniden epitelizasyonu yavaslatir.
Kolajen yikiminin artmasi ve yeni kolajen sentezinin baskilanmasi nedeniyle, yara
dokusunun mekanik dayanikliligi da azalir [81]. Cerrahi yaralarda enfeksiyon
gelismesinde, bakteriyel kontaminasyonun yami sira dokunun asir1 travmatize
edilmesi, hematom varligi, nekrotik doku artiklari, yabanci cisimler ve yetersiz
sterilizasyon gibi faktorler de 6nemli rol oynar [41, 103]. Mikrobiyal kolonizasyonun
inflamatuar yanit1 arttirmasi, bu silirecin uzamasina ve iyilesmenin gecikmesine neden

olur [104].

Fiziksel Etmenler: Yara iyilesme siirecinde fiziksel ¢evre kosullari, 6zellikle
nem ve sicaklik, epitelizasyonun saglikli ilerleyebilmesi agisindan Onemelidir.
Optimal yara iyilesmesi i¢in yara yataginda yaklasik 30 °C’lik 30 bir sicakligin
korunmas: idealdir. Bu sicaklik diizeyi fibroblast aktivitesi, kolajen sentezi ve
keratinosit migrasyonu i¢in elverisli bir mikro ¢evre saglar. Ancak 30 °C’nin
tizerindeki sicakliklar, yaranin gerilim direncini azaltarak doku biitiinliglinii olumsuz
etkileyebilir [58]. Nem dengesi, yara iyilesmesinin temel bilesenlerinden biridir. Yara
yataginda optimal nem diizeyinin saglanmasi, keratinositlerin migrasyonunu
kolaylastirarak epitelizasyon siirecini hizlandirir. Bununla birlikte, agir1 nem, dokunun
yumusayip bozulmasina neden olarak hiicresel biitiinliigli bozabilirken, yetersiz nem
de hiicre hareketliligini ve doku yenilenmesini yavaslatabilir [105]. Bu nedenle, nem
dengesinin dikkatli bir sekilde yonetilmesi gerekmektedir. Mekanik stres de yara
iyilegsmesini dogrudan etkileyen bir diger fiziksel faktordiir. Kontrollii diizeyde
uygulanan mekanik stres, hiicre proliferasyonunu ve anjiyogenezi uyararak iyilesmeyi
destekleyebilir. Ancak siirekli basing, siirtlinme veya hareket gibi yiiksek diizeydeki

mekanik kuvvetler, yaranin kapanmasini geciktirerek iyilesmeyi sekteye ugratabilir
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[106]. Ozellikle basing iilserlerinde gériildiigii gibi, mekanik yiiklenmenin azaltilmasi
iyilesme siirecinde 6nem tasir. Yara bakiminda fiziksel ¢cevrenin dikkatle izlenmesi ve
uygun sicaklik, nem ile mekanik yiliklenmenin dengeli bir sekilde saglanmasi, optimal

doku iyilesmesini desteklemektedir.
2.4. Yara Tedavi Yaklasimlar:

Yara tedavi yontemleri; yaranin tipine, derinligine, lokalizasyonuna, eslik eden
sistemik hastaliklara ve enfeksiyon durumuna gore planlanan, multidisipliner ve
bireysellestirilmis bir yaklasim gerektirir. Modern yara tedavisinin amaci, yalnizca
yaranin kapatilmasini saglamak degil, ayn1 zamanda fonksiyonel ve estetik biitiinliigii
koruyarak komplikasyonlar1 onlemektir. Bu baglamda yara tedavisinde kullanilan
yontemler, geleneksel uygulamalardan ileri teknoloji iirlinlerine kadar genis bir

yelpazeyi kapsamaktadir.

2.4.1. Geleneksel yara tedavisi

Geleneksel tedavi yontemleri arasinda steril gazli bezlerle kapama, antiseptik
sollisyonlar (6rnegin povidon iyot, hidrojen peroksit) ve sistemik antibiyotik
uygulamalar1 yer alir. Ancak bu yaklasimlar genellikle yara yataginin kurumasina
neden olarak epitelizasyonu geciktirmekte ve skar dokusu olusumunu arttirmaktadir
[107]. Bu nedenle, modern yara bakiminda yerini daha fizyolojik yaklasimlara

birakmastir.

2.4.2. Modern yara bakimi yontemleri

Modern yara bakiminin temel ilkelerinden biri, nemli bir iyilesme ortaminin
korunmasidir. Bu, epitel hiicrelerinin gociinii kolaylastirir ve fibrin olusumunu

onleyerek skar dokusunun azalmasina yardimer olur.

e Hidrojel pansumanlar: Kurumus ve  nekrotik  dokularin
yumusatilmasinda kullanilir. Yiiksek su igerikleri sayesinde otolitik
debridmani destekler.

e Hidrokolloid pansumanlar: Hafif-orta eksiidali yaralarda tercih edilir.
Yara yataginda nemli ortam saglar ve dig ¢evreden koruma sunar.

e Alginat ve kopiik pansumanlar: Yiiksek eksiidali yaralarda siviy

absorbe ederek yara ¢evresinin maserasyonunu onler.
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e Film pansumanlar: Diisiik eksiidali ylizeyel yaralarda kullanilir.

Transparan yapilar1 sayesinde yara gozlemi miimkiindiir [108].

2.4.3. Debridman yontemleri

Yara ylizeyindeki nekrotik dokularin uzaklastirilmast amaciyla yapilan
debridman islemi, iyilesmeyi geciktiren mikro ortami ortadan kaldirarak saglikli
graniilasyon dokusunun gelisimine zemin hazirlar. Debridman se¢imi, yaranin durumu

ve hastanin genel sagligina gore yapilir [109].

e Cerrahi debridman: En hizli ve etkili yontem olup, 6zellikle enfekte ve
agir nekrotik yaralarda tercih edilir.

e Enzimatik debridman: Proteolitik enzimler (6rn:kolagenaz)
kullanilarak devital dokularin segici olarak uzaklastirilmasini saglar.

e Otolitik debridman: Viicudun kendi lizozomal enzimleriyle yapilan,
yavas ancak agrisiz bir yontemdir.

e Mekanik ve biyolojik debridman: Nemli gazli bezler veya larva tedavisi

ile gerceklestirilir [ 109].

2.4.4. Negatif basinch yara tedavisi (NPWT)

Vakum destekli yara tedavisi olarak da bilinen bu yOntem, yara iizerine
uygulanan kontrollii negatif basing sayesinde; 6demi azaltir, eksiiday1 uzaklastirir,
anjiyogenezisi ve graniilasyon dokusu olusumunu destekler. Diyabetik ayak yaralari,

basi iilserleri ve postoperatif dehisanslarda etkilidir [110].

2.4.5. Sistemik tedavi yaklasimlar

Enfeksiyon kontrolii: Yaranin kontaminasyonu ve enfeksiyonu, iyilesme
stirecini ciddi bi¢cimde aksatabilir. Bu nedenle yara kiiltiirii alinmali ve gerekirse
topikal veya sistemik antibiyotik tedavisi planlanmalidir. Antimikrobiyal ajanlar
iceren pansumanlar (giimiis, iyot, vb.) enfeksiyon yiikiinii azaltmada etkili olabilir

[103].

Altta yatan nedenlerin kontrolii: Her yara tedavisi planinda sistemik faktdrlerin
(diyabet, malniitrisyon, vendz yetmezlik, sigara kullanim1 vb.) kontrol altina alinmasi

esastir.
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2.4.6. Biyolojik ve biyomiihendislik iiriinleri

Inatc1 kronik yaralarda iyilesmeyi desteklemek amaciyla ileri tedavi modelleri

devreye girer. Bunlar:

e Kok Hiicre ve Gen Terapisi: Kronik yaralarin tedavisinde, kok hiicre
enjeksiyonlar1 ve genetik diizenlemeler ile hiicresel rejenerasyon
saglanmaktadir [80]. Gen terapisi ise, yara iyilesmesini geciktiren
genetik faktorleri diizenlemeye yonelik ¢aligmalarda kullanilmaktadir.

e Biyoaktif Molekiiller ve Nanoteknolojik Yaklagimlar: Antibakteriyel
peptitler, giimiis nanopartikiiller ve biyoaktif polimerler iceren yara
ortiileri, enfeksiyon riskini azaltarak iyilesmeyi hizlandirmaktadir
[105]. Ozellikle antimikrobiyal direngli patojenlerin neden oldugu yara
enfeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

e Biiylime faktorleri (PDGF, VEGF, EGF): Yara iyilesmesini hiicresel
diizeyde uyarir.

e Trombositten zengin plazma (PRP): Otolog kdkenli biiyiime
faktorlerinden zengin bir lirlindiir.

e Yapay deri greftleri ve hiicresel bazli {iriinler: Hiicre proliferasyonu ve

doku biitiinliigii icin destek saglar.

2.4.7. Fiziksel yontemler

Oksijen Terapisi: Hipobarik ve hiperbarik oksijen tedavileri, yara iyilesmesini
hizlandirmak i¢in oksijen difiizyonunu arttirarak fibroblast ve kolajen sentezini
destekler. Diyabetik ayak yaralarda ve hipoksik dokularda etkili bir yontem olarak
kabul edilmektedir [81].

Lazer ve Fotobiyomodiilasyon Tedavisi: Diisiik seviyeli lazer terapisi (LLLT),
hiicresel enerji tretimini arttirarak fibroblast proliferasyonunu destekler ve
inflamasyonu azaltir. Isik yayan diyot (LED) bazli fotobiyomodiilasyon tedavileri de

yara iyilesmesini hizlandirmak i¢in kullanilmaktadir [111].

Elektroterapi ve Bioelektrik Yara Tedavisi: Diisiik voltajli elektrik
stimiilasyonu, hiicre proliferasyonunu arttirarak fibroblast aktivitesini diizenler ve yara

iyilesmesini hizlandirir [112].
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Plazma Tedavisi: Soguk atmosferik plazma (CAP) uygulamalari, bakterisidal
etkileri nedeniyle enfekte yaralarda etkili bir tedavi yontemi olarak kabul edilmektedir
[113]. Plazma terapisi, serbest radikal iiretimi yoluyla hiicresel proliferasyonu

destekleyerek iyilesme siirecini hizlandirabilir.

2.4.8. Bitkisel alternatifler

Geleneksel tibbi uygulamalarda, yerel bitkilerin terapdtik etkileri uzun yillardir
tanimlanmakta ve kullanilmaktadir. Son yirmi yilda etnofarmakolojik uygulamalara
yonelik bakis agisinda 6nemli degisimler yasanmis; bitkilerde bulunan ¢esitli biyolojik
olarak aktif bilesenlerin varligi, bu bitkilerin yara iyilestirici potansiyellerinin

arastirilmasina zemin hazirlamistir [114].

Bitkisel bilesenlerin yara iyilesme siirecine olan katkilar1 dort ana mekanizma

iizerinden gerceklesmektedir:

Antiinflamatuar Etki: Yaralanma sonrast olusan inflamasyon, iyilesme
stirecinde kritik bir asamadir. Ancak, asir1 inflamasyon doku hasarimi artirabilir ve
iyilesmeyi geciktirebilir. Birgok bitkisel bilesen, inflamasyonu kontrol altina alarak
yara bolgesinde doku yenilenmesini hizlandirir [115]. Ornegin aynisefa (Calendula
officinalis L.) ve papatya (Matricaria recutita L.) inflamatuar siiregleri baskilayarak

graniilasyon dokusunun olusumunu destekler.

Antibakteriyel ve Antimikrobiyal Etki: Agik yaralar, bakteri ve mantar
enfeksiyonlarina kars1t hassastir. Sar1 kantaron (Hypericum perforatum L.), kekik
(Origanum onites L.) ve ¢ay agact yag1 (Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche)
Cheel) gibi bitkiler, dogal antibakteriyel bilesenler icerir ve yara enfeksiyonlarinin

onlenmesine yardimei olur [116].

Hiicresel Yenilenmeyi Destekleme: Aloe vera (L.) Burm.f. ve sinirotu
(Plantago major L.) gibi bitkiler, fibroblast proliferasyonunu arttirarak kolajen

sentezini destekler ve epitelizasyon siirecini hizlandirir [117].

Antioksidan Aktivite: Oksidatif stres, yara iyilesmesini olumsuz etkileyebilir.
Olmez ¢igek (Helichrysum italicum (Roth) G. Don) ve defne (Laurus nobilis L.) gibi
bitkiler, serbest radikalleri temizleyerek hiicresel hasar1 Onler ve dokunun

yenilenmesini kolaylastirir [117].
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A- Papatya (Matricaria recutita L.)

Sekil 7. Matricaria recutita L. [118].

Matricaria recutita L., (syn. Matricaria chamomilla L.) yaygin olarak Alman
papatyasi, mayis papatyasi ve tibbi papatya olarak da bilinir (Sekil 7). Giiney ve dogu
Avrupa’da dogal olarak yetisen ve kiiltiirii yapilan, lilkemizde de yetisen, Asteraceae

familyasina mensup 6nemli bir tibbi bitkidir.

Cigekleri %0,2-1,9 ugucu yag tasir. Cigekler ayrica flavonoit ve kumarinler
bulundurur. Bitkinin flavonoitleri farmakolojik aktiviteleri agisindan 6nem tagimakta

olup en 6nemlisi apigenin-7-glikozittir. Antienflamatuvar, antiseptik ve antispazmodik
etkilidir [119].

Yiizyillardir gastrointestinal rahatsizliklar ve cilt lezyonlarinin tedavisinde
kullanilmaktadir [120]. Ayrica, papatya ugucu yagi ile yapilan aromaterapi
uygulamalarinin epizyotomi yaralarinin iyilesmesinde etkili oldugu ortaya konmustur

[121].

Papatya ekstresinin menopoz semptomlart {izerindeki etkisi Ostrojenik
aktivitesini isaret etmektedir [122]. Ostrojen reseptorlerinin cilt dokusunda varlig:
bilinmektedir [123]. Ostrojen, proinflamatuar 6zellikleri nedeniyle yara iyilesmesini

destekleyen bir hormondur [124].
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Aftdz stomatit ve metotreksat kaynakli oral iilserler lizerinde olumlu etkileri
oldugu bildirilmistir; bu durum muhtemelen immiinmodiilator veya immiinstimiilan
etkilerinden kaynaklanmaktadir [125, 126]. Papatyanin antipruritik etkisi, histamin ve
serotonin reseptorlerine karsit gosterdigi antagonist etkiye ya da H» reseptorleri
iizerindeki antiiilserojenik aktivitesine bagli olabilir [127, 128]. Histamin reseptor
antagonistleri cilt bariyerinin onarimimi hizlandirmakta, SHT> reseptdr antagonisti

ketanserin ise yara iyilesmesini desteklemektedir [129, 130].

Literatiirde, papatyanin opioid-benzeri 6zellikler tasidigi da rapor edilmistir
[131]. Topikal olarak uygulanan opioidlerin yara iyilesmesini hizlandirdigi ve
trombosit agregasyonunu arttirdigi bilinmektedir [132, 133]. Trombosit aktivasyonu,

yara iyilesme siirecinin baslangicini olusturur.

B- Sarni Kantaron (Hypericum perforatum L.)

Sekil 8. Hypericum perforatum L. [134].

Hypericum perforatum L., Avrupa, Asya ve Kuzey Afrika gibi bolgelerde
yaygin olarak yetisen, tibbi 6zellikleriyle bilinen, Hypericaceae familyasina ait ¢ok
yillik bir bitkidir (Sekil 8). Geleneksel tipta uzun stiredir cilt hastaliklari, yaniklar,

kesikler, ilserler ve iltihapli durumlarin tedavisinde kullanilmaktadir [135].
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Hypericum perforatum’un biyolojik etkileri, i¢inde bulunan g¢esitli aktif
bilesenlere baglanmaktadir. Bu bilesenler arasinda hiperisidin, hiperforin,
flavonoidler, tanenler, fenolik asitler ve ugucu yaglar sayilabilir. Hiperisidin ve
hiperforin 6zellikle antimikrobiyal, antiinflamatuar ve antidepresan 6zellikleriyle 6n
plana ¢ikmaktadir. Flavonoidler ve tanenler ise antioksidan ve damar koruyucu
etkileriyle bilinmektedir. Yapilan in vitro ve in vivo calismalar, sar1 kantaronun yara
iyilesmesi silirecinin farkli asamalarina miidahale edebilecegini gostermektedir. Bu
miidahaleler arasinda inflamatuar cevabin diizenlenmesi, fibroblast proliferasyonu ve
kolajen sentezinin artirilmasi, epitel hiicrelerinin yenilenmesi ve yeni kan damarlarinin
olusumunun desteklenmesi bulunmaktadir. Ayrica, Hypericum perforatum’un topikal
uygulamalarinda deri iizerinde gosterdigi antiinflamatuar etki ve antioksidan kapasite,
oksidatif stresin azaltilmasi ve doku onariminin hizlandirilmasi agisindan 6nemlidir.
Bunun yan sira, bitkinin sahip oldugu antimikrobiyal 6zellikler, yaralarin enfekte

olma riskini azaltabilir, komplikasyonlar1 6nleyebilir [136].

Hypericum perforatum’un, epitel rekonstriikksiyonundaki artis sonucunda
sezaryen dogumlardan kaynaklanan cerrahi yaralarin iyilesmesini destekledigi

gosterilmistir [137].

C- Aynisefa (Calendula offisinalis L.)

Sekil 9. Calendula officinalis L. [138].
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Calendula officinalis L., (Asteraceae) tibbi oOzellikleri nedeniyle diinya
genelinde yaygin olarak kullanilan bir Akdeniz bitkisidir (Sekil 9). Farkli bolgelerde
aynisefa, adi kadife c¢igegi, saks1 kadife ¢igegi, Zergul (Hindistan), Butterblume
(Almanya), Chin Chan Ts’ao (Cin), Galbinele (Romanya), Ringblomma (isve¢) gibi
cesitli adlarla bilinmektedir [139].

Bitkinin  biiylik ve parlak turuncu/sar1 ¢icekleri, antienflamatuar,
antimikrobiyal, antioksidan ve epitelizan Ozellikler tasiyan cesitli fitokimyasal
bilesikler icerir. Baglica bilesikler; triterpenoidler, flavonoidler, kumarinler, kinonlar,
ucucu yaglar, karotenoidler ve amino asitlerdir [139]. Ozellikle triterpenoidler ve
flavonoidler, yara iyilesmesini destekleyen antiinflamatuar ve fibroblast aktivitesini
artirict etkilere sahiptir [140]. Ayrica, 5-lipoksijenaz, siklooksijenaz-2 ve kompleman
sistemine ait C3-konvertaz enzimlerinin inhibisyonu gibi mekanizmalarla

inflamasyonu diizenleyici etki gdsterdigi diigiiniilmektedir [141].

Calendula ekstresinin, fibroblast proliferasyonu ve migrasyonu, anjiyogenez,
kolajen tiretimi ve oksidatif stresin azaltilmasi gibi etkilerle yara iyilesmesine katki
sagladig1 ¢esitli in vitro ve in vivo c¢alismalarla gdsterilmistir [142, 143]. Bununla
birlikte, heniiz bitkinin etki mekanizmasina dair kesin bir farmakodinamik model ya
da tek bir aktif bilesen tanimlanmamistir. Tim bu biyolojik etkiler, bitkinin yara

iyilesmesini kolaylastirma potansiyelini desteklemektedir.
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D- Sinirotu (Plantago major L.)

Sekil 10. Plantago major L. [144].

Plantago major L. (genis yaprakli sinirotu), Plantaginaceace familyasina ait
cok yillik tibbi bir bitkidir (Sekil 10). 185 kabul edilmis tiirii bulunmaktadir [145].
Diinya ¢apinda farkli kiiltiirlerde geleneksel ve tamamlayici tipta onemli bir yer
tutmakta ve sindirim sistemi, dolasim sistemi, iiriner sistem ve deri lezyonlar1 bagsta

olmak {izere ¢esitli sistemlere yonelik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [146].

Plantago major’un farmakolojik etkileri biiyiik 6l¢lide yaprak ve tohumlarinda
yogunlagan biyoaktif bilesiklere baglidir. Analjezik, antiinflamatuar, antioksidan,
immunomodiilator, antifungal, antikanser ve yara iyilestirici etkiler gdstermektedir.

Bu etkiler: flavonoidler, alkaloidler, terpenoidler, fenolik bilesikler, iridoid
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glikozidler, yag asitleri, polisakkaritler ve vitaminler gibi igerdigi cesitli

fitokimyasallar sayesinde ortaya ¢ikmaktadir [147].

Zubair ve arkadaslari, cizik (scratch) testi kullanarak Isve¢’teki bes farkli
bolgeden toplanan P.major popiilasyonlarini inceledikleri ¢aligmada, en baskin fenolik
bilesik olarak Plantomajoside’t tespit etmis ve buna ek olarak PLMA 1-4 adm
verdikleri dort yeni bilesik tanimlamislardir [12]. Plantamajoside ve iridoid glikozidler
gibi bilesiklerin antiinflamatuar ve antioksidan etkiler tasidigi ve bu yolla deri
yaralariin iyilesmesine katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir [148]. Diger in vitro,
in vivo ve ex vivo c¢alismalar, Plantago tiirlerinin niikleer faktor-x, nikrik oksit,
siklooksijenaz-2 ve l6kotrien B4 gibi inflamatuar mediatorleri baskilama kapasitesine

sahip oldugunu ve yara iyilesmesini olumlu etkiledigini gostermektedir [149, 150].

P.major, halk arasinda cilt, solunum, sindirim ve {ireme sistemi hastaliklarinin
yant sira enfeksiyonlarin tedavisinde uzun siiredir kullanilmaktadir. Ancak yara
iyilestirme potansiyeli, bugiine dek yalmizca preklinik caligmalar ile

degerlendirilmistir [12].

E- Kekik (Origanum onites L.)

T
‘\;\\ - ;

Sekil 11. Origanum onites L. [151].
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Origanum onites L., Origanum cinsine ait bir bitkidir (Sekil 11). Genel olarak
Origanum tiirleri, baslica karvakrol ve timol igeren ugucu yaglar bakimindan zengindir
[152]. O.onites, dncelikle aromatik yapraklari icin yetistirilen ve mutfaklarda baharat
olarak kullanilan bir bitkidir. Ticari ad1 ‘Tiirk kekigi’ olarak bilinir. Ulkemizin en ¢ok
ihra¢ edilen tibbi aromatik bitkisidir. Dogal yayilim alani, Yunanistan’in giineyi,

Sicilya’nin kii¢tik bir bolgesi ve ililkemizin giineybati kiyilarinda siirlidir [153].

O.onites’ten elde edilen ugucu yag, cok cesitli biyolojik aktiviteler gdstermesi
nedeniyle bilimsel ilgi uyandirmistir [154]. Bu aktiviteler arasinda antifungal,
antimikrobiyal, antioksidan, insektisidal, hepatoprotektif ve sitotoksik etkiler yer
almaktadir [155, 156]. Ayrica, bitkiden elde edilen ¢esitli ekstrelerin, in vitro ortamda

kanser hiicrelerine kars1 antiproliferatif 6zellikler gosterdigi bildirilmistir [157, 158].

Origanum cinsinin farkl tiirlerinin ugucu yaglarinda yara iyilestirici etkisi
saptanmistir ancak yaptigimiz literatiir aragtirmalar1 sonucunda Tiirk kekigi tiliriiniin
ucucu yaginda yara iyilestirici etki iizerinde bilimsel ¢alismalara rastlanmamistir

[159].

F- Tibbi adacay1 (Salvia officinalis L.)

Sekil 12. Salvia officinalis L. [160].
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Salvia officinalis L., Lamiaceae familyasina ait, Giliney Avrupa’da yetisen ve
yetistirilen, yaygin adiyla ‘adacay1’ olarak bilinen tibbi ve aromatik bir bitkidir (Sekil
12). Tirkiye’de de yetistiriciligi yapilmaktadir. Avrupa Farmokopesi’nde biitiin
haldeki yapraklarinin minimum 15 mL/kg, par¢alanmis olanlarin ise minimum 10
mL/kg ucucu yag tasimasi gerektigi belirtilmistir. Ugucu yag kompozisyonunu
olusturan 6nemli bilesikler arasinda tuyon, borneol, 1,8-sineol, tuyol ve kafur vardir

[161].

Antiviral, antiseptik, antioksidan ve antienflamuar etkilidir [162]. Yara
tyilestirici 6zelliklerine iligkin literatiir kisithdir. Farahpour ve arkadaslar tarafindan
yiriitiiliip 2020 yilinda yayimnlanan bir in vivo ¢alismada S. Officinalis ugucu yagi
iceren bir merhemin enfekte yara modeli lizerindeki etkileri incelenmistir. Bulgular,
tibbi adacayr ugucu yagli merhemin topikal uygulanmasinin, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda inflamatuar fazi kisaltabildigini ve hiicresel proliferasyonu,
yeniden  vaskiilarizasyonu,  kolajen  birikimini,  yeniden epitelizasyonu

hizlandirabildigini gostermistir [163].

G- Olmez cicek (Helichrysum italicum (Roth) G. Don)

Sekil 13. Helichrysum italicum (Roth) G. Don [164].
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Helichrysum italicum (Roth) G. Don, Asteraceae ailesine ait, 6lmez ¢i¢ek veya
altin otu adiyla da bilinen tibbi ve aromatik bir bitkidir (Sekil 13). Ulkemizde Giiney
Marmara ve Ege Bolgelerinde dogal olarak yayilis gostermektedir ve yetistiriciligi de

yapilmaktadir.

H.italicum, antimikrobiyal ve antiinflamatuar O6zellikleriyle taninmaktadir
[165]. Helichrysum cinsindeki bitki tiirleri; farkli biyolojik aktiviteleri olan fenolik
bilesikler, oligomerler ve flavonoid glikozidleri gibi biyoaktif sekonder metabolitler

acisindan zengindir [166].

Giiniimiizde H. [talicum ugucu yag, antiproliferatif ve dokularda yeniden
yapilanma etkileri sergileyerek yara iyilesme siirecine yardime1 oldugundan, kozmetik
iriinlerde, ozellikle de cilt bakim firiinlerinde en popiiler igeriklerden biridir. Ayrica
bu ugucu yag ciltte kan dolasimini uyardigindan cildin yenilenmesini saglar ve
yaslanma Onleyici etkileri vardir. Ugucu yagin bilesimi rakima, iklim kosullarina,
gelisim asamasina, ekolojiye, alinan bitki kismina, ugucu yag elde etme yontemine

bagli olarak degisiklik gosterir [167].

Andjic ve arkadaslar1 tarafindan 2021 yilinda gergeklestirilen bir in vivo
caligmada siganlarda streptozotosin ile olusturulan diyabetik yara modellerinde H.
Italicum ugucu yagiyla merhem ve jel formunda topikal formiilasyonlar hazirlanmis
ve yara iyilestirme potansiyelleri incelenmistir. Her iki formiilasyonda da (jel ve
merhem) H. [talicum ugucu yagmnin, insizyon modelinde yara kontraktiirii oraninda ve
graniilasyon dokusundaki hidroksiprolin oraninda 6nemli bir artig ile dogrulanan

dikkate deger bir yara onarici etki sergiledigi belirlenmistir [168].
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H- Defne (Laurus nobilis L.)

Sekil 14. Laurus nobilis L. [169].

Laurus nobilis L., Lauraceae familyasina ait, Akdeniz lilkeleri basta olmak
iizere diinyanin bir¢ok sicak bdlgesinde yetisen, kiiltiir ya da yabani sekilde yetisebilen
dayanikli, yaprak dokmeyen bir agactir (Sekil 14). Defne yapraklar1 Tiirkiye’nin
onemli ihra¢ trlinlerindendir. Kurutulmus yapraklarinda %1,5-3 verimle ugucu yag
elde edilir. Bu yagin bilesimindeki major madde 1,8-sineoldiir. Buna ek olarak alfa-

terpinil asetat ve sabinen gibi monoterpenleri de kayda deger miktarda igerir [170].

Defne meyvelerinin ve yapraklarinin sulu ekstreleri geleneksel olarak
kontraktif etkisiyle ve ¢esitli norolojik, dermatolojik ve {iirolojik bozukluklarin
tedavisinde kullanilmistir. Ayrica, defne ucgucu yagi halihazirda halk arasinda
romatizma ve dermatit gibi farkli saglik sorunlarmnin tedavisinde kullanilmaktadir

[171].

Laurus nobilis’in ugucu yag1 ve yaprak ekstrelerinin, yara iyilesmesine katki
sagladig1 gosterilmistir [172]. Bu bilesiklerin antiinflamatuar etkileri, analjezik
ozellikleri, immiin sistem uyarici, antibakteriyel etkileri ve antikanser potansiyeli

bulundugu rapor edilmistir [173, 174].
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Siintar ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilen bir in vivo ¢alismada L.nobilis
ucucu yaginin lineer insizyon ve dairesel eksizyon yara modelleri iizerindeki yara
iyilestirici aktivitesi incelenmis ve ¢alisma sonucunda L.nobilis ugucu yaginin kayda

deger yara iyilestirici etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir [175].
2.5. Hiicre Kiiltiirii

Temel bilimsel arastirmalar i¢in 6nemli bir ara¢ olan hiicre kiiltiirti, fizyolojik
kosullarda okaryotik veya prokaryotik hiicrelerin biiyiimesini saglayan laboratuvar
yontemidir. Canli organizmalardan elde edilen hiicrelerin belirli yOntemlerle
ayristirilarak; amino asitler, vitaminler, inorganik tuzlar, glukoz ve serum gibi temel
besin maddelerini iceren kaplarda; belirli sicaklik, nem, karbondioksit seviyelerinin
kontrol edildigi ortamlarda biiyiitiilmesi ve bu sekilde hiicrelerin in vivo kosullarda
(canli ortamda) bulunduklar1 mikro ¢evrenin taklit edilmesi olarak tanimlanir [176].
Kullanilan hiicre ¢esidine ve biiyiime ortamlarina bagli olarak degisiklik gosteren in
vitro hiicre kiiltiirleri, hiicre davraniglarinin altinda yatan mekanizmalarin
anlasilmasim1 saglamak ve ileri tedavi yontemleri gelistirmek icin siklikla
kullanilmaktadir [177]. Bu davranislar, biyokimyasal ve biyomekanik mikro
cevresinden etkilenen hiicre farklilasmasini, go¢iinii, bliylimesini ve mekanigini igerir.
Uygun hiicre kiiltiirii ydntemlerinin se¢imi yeni tedavi stratejileri olusturmada, mevcut
radyoterapi ve kemoterapi yontemlerinin optimize edilmesinde etkili olabilir [178].
Ayn1 zamanda in vitro hiicre kiiltiirii, doku ve organlarin olusumu ve islevleri ile ilgili

siiregleri anlamak agisindan da 6nem tasimaktadir [179].

2.5.1. Sitotoksisite testleri

Hiicrelerin canlilik diizeyleri ve proliferasyon hizlari, hiicresel sagligin énemli
biyomarkerlar1 olarak kabul edilmektedir. Kimyasal ve fiziksel ajanlar, hiicre sagligini
ve metabolizmasimi ¢esitli mekanizmalar araciligiyla etkileyebilmekte; hiicre
membraninin hasar goérmesi, protein sentezinin inhibisyonu, reseptdrlere irreversibl
baglanma, polideoksiniikleotid zincirinin uzamasinin engellenmesi ve enzimatik
reaksiyonlarin bozulmasi gibi yollarla hiicresel toksisiteye neden olabilmektedir [ 180].
Bu tiir mekanizmalar sonucu hiicre 6liimiiniin tespiti i¢in giivenilir, tekrarlanabilir,

diisiik maliyetli olmas1 nedeniyle sitotoksisite testleri kullanilmaktadir.
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In vitro sitotoksisite testleri, bir test bilesiginin hiicre kiiltiiriindeki hiicrelere

zarar verip vermedigini 6lgmeyi amaglar. Bu testler, belirli bir inkiibasyon siiresinin

ardindan kalan canli hiicre sayisinin belirlenmesine dayanir. Hiicre kiiltlirtindeki canli

hiicrelerin say1s1 genellikle hiicrelerin metabolik aktivitelerini belirleyen yontemlerle

Olciiliir. Bu amagla hiicrelerin metabolik aktivitelerini degerlendirmek i¢in belirli

kimyasal maddelerin o6lgiilebilir formlarma doniistiiriilmesine dayanan ¢esitli

yontemler gelistirilmistir [181].

Hiicre canlilign ve sitotoksisitesinin degerlendirilmesinde kullanilan testler

genel olarak dort grupta incelenmektedir:

1-

Boyama Yontemleri: Bu yontem hiicrelerin membran biitiinliiglini
degerlendirmek amaciyla uygulanir. Boyama yontemleri arasinda Tripan
mavisi, Kongo kirmizisi, Eozin ve Eritrosin B yer alir. Canli hiicreler bu
boyalar1 disarida tutarken, 6lii hiicreler boyay1 absorbe eder. Bu yontemle canli
ve 0lii hiicrelerin oran1 belirlenir ve hiicre canlilig yiizdesi hesaplanir [182].
Kolorimetrik Testler: Kolorimetrik testlerde, test bilesiginin hiicrelerde
olusturdugu reaksiyon sonucunda ortaya ¢ikan renk degisimi spektral olarak
oOlgiiliir. Bu testler, UV absorbsiyonu veya goriiniir alandaki renk degisimi
esasina dayanir. MTT testi (3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir), MTS testi (3-(4,5-dimetilazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
silfofenil)-2H-tetrazolyum), = XTT  testi  (2-3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-
stilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid), WST-1 ve WST-8 testleri, Laktat
dehidrogenaz (LDH) testi, Sulforhodamin B (SRB) testi, Neutral Red Uptake
testleri kolorimetrik testler arasinda yer almaktadir [181].

Florometrik Testler: Florometrik testler, floresans 6zellik gosteren belirtecler
kullanilarak hiicrelerin canlilik durumunu ve metabolik aktivitelerini olger.
Luminometrik Testler: Bu yontem, hiicrelerin canlilik durumunu belirlemek

icin luminesans sinyallerinin siddetinin dl¢lilmesine dayanir.

2.5.1.1. MTT testi

Hiicresel canlilik, proliferasyon ve sitotoksisite degerlendirmelerinde

yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri, kolorimetrik bir analiz olan MTT testi (3-

(4,5-dimetilazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) yontemidir. MTT, dort azot
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atomu igeren pozitif yiiklii bir tetrazol halkasi ¢ekirdegine sahip mono-tetrazolium
tuzu olup, hiicresel metabolik aktiviteyi degerlendirmek amaciyla kullanilan bir

indikatordiir [183, 184] (Sekil 15).
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Sekil 15. MTT nin kimyasal yapist.

MTT’nin hiicre zarindan ve mitokondri i¢ zarindan gegebilmesi, pozitif
yikli ve lipofilik yapisi sayesinde miimkiin olur. Hiicre igerisine girdikten sonra,
hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzimleri tarafindan metabolik olarak aktif
formazan kristallerine indirgenir. Bu reaksiyonun sonucunda, suda ¢dziinmeyen mor-

mavi renkli formazan kristalleri olusur [183, 185] (Sekil 16).
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Sekil 16. Formazan kristallerinin olusum reaksiyonu.
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MTT testinin temel prensibi, canli hiicrelerdeki mitokondriyal enzim
aktivitesine dayanmaktadir. Bu testte, proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan
mitokondriyal aktivitesi, MTT nin formazana indirgenme oranini dogrudan etkiler. Bu
stirecte olugan formazan kristalleri, izopropil alkol veya dimetilsiilfoksit (DMSO) gibi
organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir ve elde edilen ¢ozeltinin optik yogunlugu, 540 nm veya
720 nm dalga boylarinda spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir [186]. Kontrol grubundaki
hiicrelerin canlilig1 %100 olarak kabul edilir ve uygulanan test bilesiklerinin hiicre

canlilig1 izerindeki etkisi yiizdesel olarak hesaplanir [187] (Sekil 17).

Hiicreler ekilir (5000, 10000
veya 20000 hiicre/plak)

24 saat

Medyum aspire edilir. MTT
gozeltisi eklenir.

Mitokondriyel
i . 3 saat

MTT Formazan

Olugan formazan kristalleri
DMSO’da ¢oziiniir.

\ Absorbans 570 nm’de okunur.

Hiicre canhhgi kontrole gore
yiizde olarak hesaplanir.

Sekil 17. MTT testinin uygulanisi.

MTT testi, hiicresel canliligr yiiksek verimlilikte belirlemek amaciyla
gelistirilmis olup, karmasik hiicre sayimlarina gerek kalmadan sitotoksisite
degerlendirilmesini saglar. Bu nedenle, 6zellikle farkli konsantrasyonlardaki ilaglarin
hiicre proliferasyonu iizerindeki etkilerinin kantitatif olarak belirlenmesinde yaygin

olarak kullanilmaktadir. Testin prensibi, hiicre sayisindaki artis veya azalmanin
46



mitokondriyal aktivite ile dogru orantili olmasidir. Dolayisiyla, hiicre sayisindaki
azalma veya artig, olusan formazan kristallerinin yogunluguna bagli olarak

spektrofotometrik olarak olgiilmektedir [184, 186].

2.5.2. In vitro yara modelleri

In vitro yara modelleri, hiicresel migrasyon ve proliferasyon siireclerinin
analiz edilmesinde yaygin olarak kullanilmakta olup, tek katmanli hiicre kiiltiirii, ko-
kiiltiirli  hiicre  kiiltiirii ve deri  eksplantlar1 olmak iizere iic ana kategoriye
ayrilmaktadir [188]. Bu modeller arasinda en yaygin tercih edilen yontem olan tek
katmanl hiicre kiiltiirti, diisiik maliyeti, hizli1 sonug alinabilmesi ve uygulama kolaylig1
ile 6ne ¢ikar. Bu modelde, hiicreler cam veya plastik yiizeylerde monolayer olarak

biiyiitiiliir ve belirli bir yogunluga ulastiklarinda yaralanma islemi uygulanir.

Tek katmanli hiicre kiiltiirlinde uygulanan en yaygin ydntemlerden
biri ¢izik testi (Scratch Assay) olup, hiicre tabakasinda steril bir pipet ucu veya benzer
bir malzeme ile yapay bir yara olusturulmasi esasina dayanir. Bu yapay yara
olusturulduktan sonra hiicrelerin bu boslugu kapatma siireci izlenir ve hiicresel
migrasyon ile proliferasyon oranlar1 degerlendirilir [189]. Bu yontem, hiicrelerin

iyilesme siirecindeki davranislarinin kantitatif olarak 6l¢iilmesine olanak tanir.

Cizik testi, Ozellikle fibroblastlar, keratinositler ve endotel hiicreleri gibi
hiicre tiplerinde yaygin olarak uygulanmaktadir. Bu hiicrelerin migrasyon hizi, kolajen
sentezi ve kontraksiyon yetenegi gibi parametreler, yara iyilesme siireglerinin
degerlendirilmesinde kritik gostergeler olarak kabul edilmektedir [190]. Hiicrelerin
cizik alanini kapatma stiresi, hiicresel proliferasyon ve migrasyon kapasitelerinin
belirlenmesinde temel bir Olglit olarak kullanilir. Cizik testi ayrica kanser
aragtirmalarinda hiicresel go¢ ve metastaz stireclerinin degerlendirilmesinde de etkin

bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir [191].

47



3. GEREC ve YONTEM

Bu deneysel calisma icin Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Uygulama ve
Arastirma Merkezi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurul’undan etik kurul
onay1 alindi (Tarih: 06.12.2023, dosya numarasi: 2023/347). Bu ¢alisma Bezmialem
Vakif Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 20231206 numarali

proje ile desteklenmistir.

Bitkisel materyaller Bezmialem Fitoterapi Egitim, Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde (FITOMER) hazirlandi. Insan dermal fibroblast hiicre hatt1 CCD-986Sk
(ATCC® CRL-1947™) {izerindeki deneyler Bezmialem Vakif Universitesi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkez’inde yapildi.

3.1. Deney Tasarim ve Gruplar

Bu c¢alisma, bitkisel ekstreler ve ugucu yag emiilsiyonlarinin insan dermal
fibroblast hiicrelerinde sitotoksisite ve yara iyilesmesi {izerine etkilerini in vitro
ortamda degerlendirmek amaciyla tasarlanmistir. Deney, toplam dokuz deney grupta
yirilitiilmiistiir. Gruplar; kontrol, bitkisel ekstreler ve ugucu yag emiilsiyonlar seklinde

asagidaki gibi tanimlanmistir (Sekil 18):
3.1.1. Kontrol grubu:

Hicbir bitkisel iiriin uygulanmamis, yalnizca standart hiicre kiiltiir ortanu
eklenmistir. Hiicre canlilifi ve yara kapanmasi i¢in referans degerler olusturmak

amaciyla kullanilmistir.
3.1.2. Bitkisel ekstre gruplar::

e EX1 Grubu: Plantago major L. ekstresi uygulanan grup.
e EX2 Grubu: Calendula officinalis L. ekstresi uygulanan grup.
e EX3 Grubu: Hypericum perforatum L. ekstresi uygulanan grup.

o EX4 Grubu: Matricaria recutita L. ekstresi uygulanan grup.
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3.1.3. Ucucu yag emiilsiyonu gruplar:

e EMI1 Grubu: Helichrysum italicum ugucu yag emiilsiyonu uygulanan grup.
e EM2 Grubu: Laurus nobilis ugucu yag emiilsiyonu uygulanan grup.
e EM3 Grubu: Salvia officinalis ugucu yag emiilsiyonu uygulanan grup.

e EM4 Grubu: Origanum onites ugucu yag emiilsiyonu uygulanan grup.

Her grup igin sitotoksisite testleri (MTT) farkli konsantrasyonlarda (100, 80,
60, 40, 20, 10, 5 ve 0 pg/mL) gerceklestirilmis; ¢izik testi deneyleri ise se¢ilen uygun

konsantrasyonlarda ytiriitilmustiir.

Uygunluk igin
degerlendirildi. (n=9)

Randrominizasyon (n=9)

Calisma dis1 birakilan (n=0) —

Ekstre Gruplar1 Emiilsiyon Gruplari
Kontrol Grubu
(n=1) EX1(n=1),EX2(n=1), EMI1(n=1),EM2(n=1),
EX3(n=1),EX4(n=1) EM3(n=1),EM4(n=1)
Calisma dis1 birakilan (n=0) Caligma dig1 birakilan (n=0) Calisma dis1 birakilan (n=0)
~ -Deneyi sonlandirma kritterlerine B -Deneyi sonlandirma I -Deneyi sonlandirma
uyanlar (n=0) kritterlerine uyanlar (n=0) kritterlerine uyanlar (n=0)
Anall:z edilenler (n=1) Analiz edilenler (n=4) Analiz edilenler (n=4)
-Analizden ¢ikartilanlar i - _Analizden gikartilanlar

-Analizden ¢ikartilanlar

(Sebeplerini belirtin) ( n=0) el et m) (Sebeplerini belirtin) ( n=0)

Sekil 18. Deney gruplar1 ve randomizasyon (n=grup sayist).
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Her uygulama grubu ii¢ bagimsiz kuyucukta yiriitilmiistiir. Cizik testi
Ol¢iimleri her kuyucukta ti¢ farkli bolgeden alinmis, elde edilen degerlerin ortalamalari
analiz edilmistir. islem siras1 randomizasyonla belirlenerek uygulama zamanina bagl
olas1 varyasyonlar azaltilmistir. Bylece her grup icin toplam dokuz dl¢iim yapilmis
ve istatistiksel degerlendirmeler bu Ol¢limlerin ortalama sonuglari esas alinarak

gerceklestirilmistir.

3.2. Cahisma Akis1

Bu ¢aligmada, bitkisel ekstreler ve ugucu yag emiilsiyonlarinin insan dermal
fibroblast hiicrelerinde sitotoksisite ve yara iyilesmesi iizerindeki etkilerini
degerlendirmek amactyla ¢ok asamali bir deneysel tasarim uygulanmigtir. Deney akis
semasi Tablo 1°de gosterilmistir. Tlk olarak, dort farkli bitkisel ekstre (Plantago major
L., Calendula officinalis L., Hypericum perforatum L. ve Matricaria recutita L.) ve
dort farkli ugucu yag (Laurus nobilis L., Salvia officinalis L., Origanum onites L. ve
Helichrysum italicum L.) kontrollii kosullarda hazirlanmis, emiilsiyon formiilasyonlari
stabilize edilerek standart konsantrasyonlarda seyreltilmistir. Hiicre kiiltiirii
deneylerinde CCD-986Sk insan dermal fibroblast hiicre hatti1 kullanilmis, hiicreler
%10 FBS ve %] antibiyotik iceren DMEM besiyerinde ¢ogaltilmistir. Sitotoksisite
degerlendirmesi i¢in 96 kuyucuklu plaklara hiicreler ekilmis ve test maddeleri artan
dozlarda (100, 80, 60, 40, 20, 10, 5, 0 pg/mL) uygulanarak 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Hiicre canliligin MTT testi ile belirlenmis ve ICso degerleri hesaplanmustir.
Elde edilen sitotoksisite sonuglarina dayanarak, yara iyilesmesi (scratch) deneyinde
kullanilacak uygun konsantrasyonlar sec¢ilmistir. Scratch deneyinde %70-80
konfluens saglanan hiicre tabakalarina steril pipet ucu ile ¢izik olusturulmus, taze
besiyeri ve test maddeleri eklenmistir. Tim gruplar 3’er kuyucuk seklinde
tekrarlanmig, her kuyucuktan iic ayr1 bolgeden mikroskobik goriintiiler alinarak
toplam 9 6l¢iim gergeklestirilmistir. Yara kapanma oranlari 0., 24. ve 48. saatlerde faz
kontrast mikroskobu ile kaydedilmis ve Image] yazilimi kullanilarak kantitatif

Olgtimler yapilmigtir.
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Tablo 1. Deney akis semast.

Bitki materyallerinin temini

Ekstraksiyon (etanol ile)

Ugucu yag emiilsiyonu hazirlanmast

Kimyasal analizler (HPLC, UV-Vis, GC-FID/MS)

CCD-986Sk fibroblast hiicre hatti
37°C, %5 CO:2 ve %95 nem
%70-80 konfluens saglanmasi

8 konsantrasyonda (100-0 pg/mL) uygulama
Her konsantrasyon i¢in 3 kuyucuk tekrar1

24 saat inkiibasyon

MTT ¢ozeltisi, 3 saat inkiibasyon
Mikroplaka okuyucu ile formazan 6l¢timii
Hiicre canlilig1 ylizdesi hesaplama

Cizik olugturma

0. saat fotograf ¢ekimi (her kuyucuktan 3 alan)
3 kuyucuk X 3 dl¢tim = 9 veri/grup

Ajan uygulama

24 ve 48 saat inkiibasyon
24. ve 48.saat fotograf ¢ekimi (her kuyucuktan 3 alan)
3 kuyucuk X 3 dl¢tim = 9 veri/grup

Yara uzunlugu 6l¢iimii (ImagelJ)
Ortalama deger hesaplama

3.3. Bitki Ekstreleri Uzerine Yapilan Calismalar

3.3.1. Bitkisel materyaller

Papatya (Matricaria recutita L.) ¢igekleri, sar1  kantaron  (Hypericum

perforatum L.) toprak st kismi, aynisefa (Calendula
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officinalis L.) ¢igekleri ve plantago (Plantago major L.) yapraklari Fitovizyon Dogal

ve Saglikli Yasam San. Tic. Ltd. Sti.’den satin alinarak temin edilmistir.

3.3.2. Bitki ekstrelerinin hazirlanmasi

Papatya (Matricaria recutita L.) ¢igekleri, sar1  kantaron  (Hypericum
perforatum L.) toprakiistii kismi, aynisefa (Calendula
officinalis L.) ¢igekleri ve sinirotu (Plantago major L.) yapraklar 6giitlilmustiir. Her
bir  ogitilmiis drog  kisminin 100 grami 1 L %50  etanolile 60
rpm/dk’da manyetik karigtirict (LABTron EVO HS1-M3, Kore) kullanilarak 50 °C
sicaklikta 3 saat boyunca karistirilarak ekstre edilmistir. Olusan ekstreler filtre
kagidiyla siiziilmiistiir. Ekstrelerin ¢oziictileri doner buharlastirict (Heidolph Rotary
Evaporator, Almanya) ile 50°C’yi gegmeyen sicaklikta kuruluga

kadar uzaklastirilmistir.

3.3.3. Papatya (Matricaria recutita L.) ekstresinin apigenin-7-glukozit miktar

tayini

Hazirlanan papatya cicek ekstresindeki apigenin-7-glukozit miktar tayini
analizleri Cigcek ve ark.’in yayinlamis oldugu metot kullanilarak PDA (Photodiode
Array) dedektorliic.  HPLC (yiiksek performansli  sivi  kromatografisi) cihaziyla
(Shimadzu LC 5020) yapilmistir. Kolon olarak GL Sciences Inc. InertSustain C-18,
Serial N0:22E0328078 (5 pum, 250x4.6 mm) kullanilmistir. Mobil faz olarak %0.5
fosforik asit ile asitlendirilmis saf su (mobil faz A) ve yine %0.5 fosforik asit igeren
asetonitril (mobil faz B) kullanilmistir. Ayrilma islemi, gradyan eliisyon sistemi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Analizin baglangicinda (0-9. dakika) mobil fazin
%25’1 mobil faz B’den olusmaktaydi. 9 ile 19. dakikalar arasinda mobil faz B’nin
konsantrasyonu dogrusal olarak %25’ten %75’e ¢ikarilmistir. Bu oran, 19-24.
dakikalar arasinda izokratik olarak sabit tutulmustur. Ardindan, 24 ile 25. dakikalar
arasinda mobil fazB orani yeniden %75 ten %25’e diisiirtilerek baslangic kosullarina
doniilmiistiir. Analizin kalan siiresinde (25-50. dakika) bu baslangi¢c kompozisyonu
korunarak calisma tamamlanmistir. Kolon 40 °C sicaklikta sabit tutulmustur ve
enjeksiyon hacmi 20 pL’dir. Farkli konsantrasyonlarda standart apigenin-7-glukozit
cozeltileri (0,038; 0,190; 0,380; 0,722 mg/mL) cihaza enjekte edilmistir. 340 nm dalga

boyunda elde edilen kromatogramlarda, apigenin-7-glukozit standartlarina ait alan
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degerleri kullanilarak bir kalibrasyon egrisi olusturulmus ve bu egrinin denklemi ile

ekstrelerdeki apigenin-7-glukozit miktarlar1 hesaplanmigtir [192].

3.3.4. Sann kantaron (Hypericum perforatum L.) toprak iistii ekstresinin

hiperisin miktar tayini

Hazirlanan sar1 kantaron toprak distii ekstresindeki hiperisin miktar1 bir
dizi hiperisin ~ konsantrasyonu hazirlanarak ve kalibrasyon egrisi ¢izilerek tayin
edilmistir. Kalibrasyon egrisi i¢in 0,005; 0,01; 0,02 ve 0,03
mg/mL konsantrasyonlarinda hiperisin cozeltileri hazirlanmistir. H.
perforatum ekstresinin test ¢ozeltilerinin hazirlanmasi i¢in 30 mg ekstre 5 mL
metanolde ultrasonik banyo yardimiyla ¢6ziiliip bir balon jojede metanol ile 10 mL’lik
hacme tamamlanmistir. Hazirlanan tiim ornekler siringal filtre ile (0,45 pm)
stiziilmiis ve 590nm dalga boyunda kor (metanol) ile  karsilastirilarak  UV-VIS
spektrofotometre cihazi ile (UV-Vis Agilent Technologies Cary 60) absorbanslari
Ol¢lilmiistiir. Toplam hiperisin madde miktari, hiperisin kalibrasyon egrisinden elde

edilen denklem ile hiperisin cinsinden hesaplanmstir. 3 tekrarli ¢aligilmistir [193].

3.3.5. Aymsefa (Calendula officinalis L.) cicek ekstresinin toplam karotenoid

miktar tayini

Hazirlanan ayn1 sefa cicek ekstresindeki karotenoid miktar1 bir dizi f-
karoten konsantrasyonu hazirlanarak ve kalibrasyon egrisi cizilerek tayin
edilmigtir. Kalibrasyon  egrisi  icin 0,006; 0,012; 0,025; 0,050 ve 0,075
mg/mL konsantrasyonlarinda S-karoten cozeltileri hazirlanmistir. C.
officinalis ¢igek ekstresinin test ¢ozeltilerinin hazirlanmasi i¢in 30 mg ekstre 5
mL hekzanda ultrasonik banyo yardimiyla ¢6ziiliip bir balon jojede hekzan ile 10
mL’lik hacme tamamlanmistir. Hazirlanan tiim 6rnekler siringal filtre ile (0,45 pm)
siiziilmiis ve 450 nm dalga boyunda kor (hekzan) ile karsilagtirilarak UV-VIS
spektrofotometre cihazi ile (UV-Vis Agilent Technologies Cary 60) absorbanslari
Ol¢lilmiistlir. Toplam karotenoidmadde miktar1, f-karoten kalibrasyon egrisinden elde

edilen denklem ile f-karoten cinsinden hesaplanmistir. 3 tekrarli caligilmistir [194].
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3.3.6. Aymsefa (Calendula officinalis L.) cicek ekstresinin ve Sinirotu (Plantago

major L.) yaprak ekstresinin total fenolik madde miktar tayini yontemi

Aynisefa (Calendula officinalis L.) ¢igek ve sinirotu (Plantago
major L.) yaprak ekstrelerinin toplam fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu yontemiyle
belirlenmistir [195]. Hazirlanan ayn1 sefa ¢igek ve sinirotu yaprak ekstrelerindeki total
fenolik madde miktar bir dizi gallik asit konsantrasyonu hazirlanarak ve kalibrasyon
egrisi cizilerek tayin edilmistir. Kalibrasyon egrisi i¢cin 0,042; 0,067; 0,089; 0,136;
0,181; 0,228; 0,272 ve 0,627 pg/mL konsantrasyonlarinda gallik asit ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Test ¢ozeltileri 104 pL distile su, 8 pL numune, 8 uL FCR ve 80 pL
%7 NaxCOsile hazirlanmistir. Test ¢ozeltileri 90 dakika boyunca karanlikta
tutulduktan sonra 765 nm dalga boyunda absorbanslar1 UV-Vis mikroplaka
spektrofotometre cihazi (BioTek Epoch Microplate Spectrophotometer, ABD) ile
tespit edilmistir. Toplam fenolik madde miktari, gallik asit kalibrasyon egrisinden elde

edilen denklem ile gallik asit esdegeri (GAE) olarak verilmistir. 3 tekrarli calisilmistir.

3.3.7. Aymsefa (Calendula officinalis L.) ci¢cek ekstresinin ve Sinirotu (Plantago

major L.) yaprak ekstresinin total flavonoit madde miktar tayini yontemi

Aynisefa (Calendula officinalis L.) ¢igek ve sinirotu (Plantago
major L.) yaprak ekstrelerinin toplam flavonoit igerikleri aliiminyum kloriir
kolorimetrik yontemiyle hesaplanmistir [196]. Hazirlanan ayn1 sefa c¢igek ve
sinirotu yaprak ekstrelerindeki total flavonoit miktar1 bir dizi kersetin konsantrasyonu
hazirlanarak  ve kalibrasyon egrisi ~ ¢izilerek tayin  edilmistir.  Kalibrasyon
egrisi icin 0,051; 0,081; 0,122; 0,190; 0,258; 0,335; 0,404; 0,834 ve 1,522
pg/mL konsantrasyonlarinda kersetin ¢ozeltileri hazirlanmistir. Test ¢ozeltileri 134
pL damitilmis su, 20 pL numune, 6 pL %10 AICl3 ve 40 pL CH3COONHjy ile
hazirlanmistir. Test ¢ozeltileri karanlikta 10 dakika bekletildikten sonra 415 nm dalga
boyunda absorbanslart UV-Vis mikroplaka spektrofotometre cihazi (BioTek Epoch
Microplate Spectrophotometer, ABD) ile tespit edilmistir. Toplam fenolik madde
miktari, kersetin kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem ile kersetin esdegeri (KE)

olarak verilmistir. 3 tekrarli ¢alisilmistir.
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3.4. Ucucu Yaglar Uzerine Yapilan Calismalar

3.4.1. Ucucu yaglar

Defne (Laurus nobilis L.) yaprak, adacay1 (Salvia officinalis L.) yaprak, Izmir
kekigi (Origanum onites L.) toprak {stli kismi ve 6lmez c¢icek (Helichrysum
italicum (Roth) G. Don.) toprak iistli kismi1 ugucu yaglar1 FitoBio markali1 (Fitovizyon

Dogal ve Saglikli Yasam San. Tic. Ltd. Sti.) olarak kullanilmistir.

3.4.2. GC-FID/MS ile ucucu yag bilesenlerinin analizi

Ucucu yaglarin bilesim analizi, gaz kromatografi ve kiitle spektrometrisi (GC-
FID/MS) yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Caligmada, Agilent 7890B gaz
kromatografisi ve Agilent 5977E kiitle dedektoriinden olusan sistem (Santa Clara, CA,
ABD), cift yonli kapiler aymriciya bagli olarak kullanilmigtir.  Numunelerin
enjeksiyonu, Agilent G4513A otomatik enjektor ile saglanmis ve her bir analizde 1 uL.
hacminde Ornek enjekte edilmistir. Ayrim islemi igin kullanilan kolon, 60 m
uzunlugunda, 0,25 mm i¢ ¢apinda ve 0,25 um film kalinligina sahip DB-WAX
kolonudur. Sicaklik programi su sekilde uygulanmigtir: Baslangi¢ sicakligi 70 °C’de
15 dakika tutulmus, ardindan sicaklik 2 °C/dk hizla 180 °C’ye yiikseltilmis ve bu
sicaklikta 5 dakika sabitlenmistir. Devaminda, sicaklik 5°C/dk hizla 230 °C’ye
cikarilmig ve burada 15 dakika izotermal olarak tutulmustur. Bu sicaklik programiyla
toplam analiz siiresi 100 dakikay1 bulmustur. Tasiyic1 gaz olarak sabit 1,5 mL/dk akis
hizinda helyum kullanilmistir. Split oran1 1:50 olarak belirlenmistir. Enjektor portu,
kuadrupol, transfer hatti, iyon kaynagi ve FID dedektor sicakliklart sirasiyla 220 °C,
150 °C, 250 °C, 230 °C ve 220 °C olarak ayarlanmistir. Kiitle spektrumlar1 70 eV
iyonizasyon enerjisi ile elde edilmis ve tarama araligt 45-450 m/z olarak
belirlenmistir. FID dedektoriinde hidrojen akis1 30 mL/dk, hava akis1 ise 400 mL/dk
olarak ayarlanmstir.

Ucgucu yag bilesenlerinin tanimlanmasinda, Wiley Mass Spectral Data Registry
(9. baski, 2011) ve NIST 23 (2023) Mass Spectral Library (NIST23/2023/EPA/NIH)
veri tabanlari referans olarak kullanilmistir. Kimyasal tanimlamalar, DB-WAX kolonu
iizerindeki bilesiklerin relatif alikonma indisleri (RRI) esas alinarak yapilmistir. RRI
degerleri, C7—-C40 arasinda degisen diiz zincirli n-alkan standartlar1 araciligiyla

hesaplanmistir. Ayni analiz kosullar1 altinda {i¢ teknik tekrarla oto-enjeksiyon
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gerceklestirilmistir. Nicel degerlendirmede, FID dedektdrii ile elde edilen sinyaller ve
temsili bilesiklere ait kalibrasyon egrileri kullanilarak relatif yilizde degerler
belirlenmistir. Sonuglarin yorumlanmasinda literatiirde yer alan veriler ve NIST

cevrimici kiitliphanesi dikkate alinmistir [197].

3.4.3. Emiilsiyonlarin hazirlanmasi

Emiilsiyonlar A, B, C olmak {izere 3 fazda hazirlanmaktadir:
Faz A:
* 73 ml su
* 6 gram Kolliphor RH 40
Faz B:
* 5 ml ugucu yagi
Faz C:
* 20 mg ksantan zamki1
* 16 ml su
A fazi1 1 saat kanistirilmistir. Ardindan B fazi, A fazina damla damla
eklenmistir. Bu karigima en son C fazi ilave edilmistir. 1 saat karistirilmistir. Defne
(Laurus nobilis L.) yaprak, adacay1 (Salvia officinalis L.) yaprak, Izmir
kekigi (Origanum onites L.) toprak iistii ve 6lmez ¢icek (Helichrysum italicum (Roth)

G. Don.) toprak iistii kism1 ugucu yaglari i¢in bu metot ile emiilsiyonlar hazirlanmistir.
3.5. Hiicre Kiiltiirii

Bu ¢aligmada, insan dermal fibroblast hiicre hatt1 olan CCD-986Sk (ATCC®
CRL-1947™) kullanilmistir. Hiicreler, %10 fetal bovin serumu (FBS; Gibco, Thermo
Fisher Scientific, USA), %]1 penicillin-streptomycin (Gibco, Thermo Fisher Scientific,
USA) iceren Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Gibco, USA) icerisinde
kiiltiire edilmistir. Hiicreler, 37°C sicaklikta, %5 CO: ve %95 nem igeren hiicre kiiltiirii
etliviinde inkiibe edilmistir. Hiicreler T25 kiiltiir flasklarinda (Corning®, USA)
bliylitiilmiis ve %80-90 konfluens saglandiginda %0.25 tripsin-EDTA (Gibco, USA)

ile tripsinize edilerek 96 kuyucuklu hiicre flaskina pasajlanmstir.
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3.5.1. Bitkisel formiilasyonlar

Deneysel uygulamalar i¢in 4 farkli bitkisel i¢erikli ugucu yag emiilsiyonu ve 4
farklh bitkisel ekstre kullanilmistir (Sekil 19). Emiilsiyonlar laboratuvar ortaminda
formiile edilmis, ekstreler ise bitkisel materyalin ¢oziiciilii ekstraksiyonu sonrast steril
filtrelenerek hazirlanmistir. Tiim formiilasyonlar uygulama 6ncesi DMEM ile uygun
konsantrasyonlara seyreltilmistir [198]. Emiilsiyonlar DMEM ile 1/100 oraninda dilue
edilerek 100-80-60-40-20-10-5-0 pnL konsantrasyonlar hazirlanmistir. Ekstreler viskoz
ve daha yogun bir akiskanlifa sahip oldugu i¢in pipetle Slglim alinamamistir.
Ekstrelerin diliisyon iglemi hassas terazi yardimiyla 10 mg tartilarak DMEM igerisinde
1/100 olacak oranda hazirlanmistir. Ayni sekilde 100-80-60-40-20-10-5 ve 0 pL
konsantrasyon serisi yapilmistir. Tiim ajanlar DMEM igerisinde 24 saat etiiv
ortaminda inkiibe edilmistir. Emiilsiyon ve ekstreler i¢in oncelikle ICD 50 tayini

yapilarak hiicre canlilig1 ve konsantrasyon taramasi yapilmaistir.

Sekil 19. Hazirlanan ekstreler ve ugucu yag emiilsiyonlari.

3.5.2. Sitotoksisite deneyi (ICso tayini)

Hiicre canliliginin  belirlenmesi  amaciyla  sitotoksisite  c¢aligmalari
gerceklestirilmistir. CCD-986sk hiicreleri, 96 kuyucuklu plaklara (Corning®, USA) 1
x 10* hiicre/kuyucuk yogunlugunda ekilmis ve 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Ardindan her kuyucuga test edilecek bitkisel igerikler belirlenmis olan
konsantrasyonlarda uygulanmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan MTT (Sigma-
Aldrich, USA) ¢ozeltisi (5 mg/mL) her kuyucuga 20 pL eklenmis ve yaklasik 3 saat

inkiibe edilmistir. Siire sonunda DMEM ve MTT igeren ortam uzaklastirilmis, olusan
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formazan kristalleri DMSO ile ¢oziilmiis ve absorbans degerleri 570 nm dalga
boyunda mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific ® Multiskan GO) ile 6l¢iilmiistiir.

Elde edilen veriler ile hiicre canlilig1 yiizdesi olarak belirlenmistir [185].

3.5.3. Yara iyilesme (Scratch) deneyi

Yara iyilesme kapasitesini degerlendirmek amaciyla scratch (yara ¢izik) deneyi
uygulanmistir. CCD-986sk hiicreleri, 24 kuyucuklu kiiltiir plaklarna 2 % 10°
hiicre/kuyucuk yogunlugunda ekilmis ve konfluens saglanana kadar inkiibe edilmistir
(Sekil 20). Yaklasik %70-80 konfluens elde edildiginde, steril 200 pL pipet ucu
kullanilarak her kuyucukta tek ¢izik olusturulmustur. Cizik sonrasi hiicre kalintilar
PBS (Gibco, USA) ile hiicrelere zarar vermeyecek hassasiyetle yikanarak ortamdan
uzaklastirllmistir. Bitkisel ajan maddelerini igeren taze besiyeri eklenmeden 6nce O.
saat cizik fotograflar1 cekilmistir. Ajanlarin hangi dozda eklenmesine bir Onceki
sitotoksitite analizinde en yliksek hiicre canliligina sahip olan doz segilerek devam
edilmigtir. Hiicreler, 37°C, %5 CO: ortaminda 24 ve 48 saat inkiibe edilmistir. Cizik
bolgesi baslangicta (0. saat) ve 24. ve 48. saatte faz kontrast mikroskobu ile
gorlintiilenmistir (Sekil 21) (Sekil 22). Goriintiiler Image] (NIH, USA) yazilimi ile
analiz edilerek yara kapanma uzunluklari hesaplanmistir. Her grup tg¢lii tekrarl olarak
analiz edilmigtir [199]. Hiicre calismasinin baslangicinda ekipmanlar 10 dk. UV
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Sonrasinda ortam kontaminasyonu olmamasina

dikkat edilmistir.
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Sekil 20. 24 kuyucuklu kiiltiir plaklarina bitkisel ajanlarin eklenmesi.
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Sekil 22. Ekstrelere ait yara ¢izik deneyi.

3.6. Deneyi Sonlandirma Kriterleri

Hiicre kiiltiirlerinde kontaminasyon (mikrobiyal veya fungal {ireme), hiicre
canliliginin  %20°nin altina diismesi, ¢izik testi sirasinda hiicre tabakasinin

biitiinltiglinli bozacak derecede mekanik hasar olusmasi, cihaz arizasi veya Ol¢iim

59



hatas1 tespit edilmesi deney sonlandirma kriterleri olarak belirlendi. Deneyde hicbir

basamakta belirtilen bulgulara rastlanilmadigindan sonlandirma yapilmadi.

3.7. Verilerin Kayitlan

Hiicre canliligina iliskin MTT testi absorbans degerleri, mikroplaka okuyucu
cihazdan elektronik ortamda alinmig ve Excel formatinda kaydedilmistir. Yara
kapanma uzunlugu o6l¢itimleri, mikroskop goriintiilerinin ImageJ yazilimiyla analizi
sonucu elde edilmis ve dl¢iim tablolarinda belgelenmistir. Her grup igin 0., 24. ve 48.
saatlerde kaydedilen goriintiiler ayr1 klasorlerde tarih ve grup kodu belirtilerek

arsivlenmistir.

3.8. Primer ve Sekonder Ciktilar

Bu caligmanin primer ¢iktisi, ¢izik yara modeli kullanilarak gerceklestirilen in
vitro yara iyilesme deneylerinde 0., 24. ve 48. saatlerde dl¢iilen ortalama yara kapanma
uzunluklarinin (um) belirlenmesidir. Sekonder c¢iktilar ise MTT sitotoksisite testi
sonuglarina gore hesaplanan hiicre canlilig1 oranlar1 (%), bitkisel ekstreler ve ugucu
yag emiilsiyonlarimin farkli konsantrasyonlarda gdsterdigi doz-yanit profilleri,
konsantrasyona bagli hiicre proliferasyonu egilimleri ve biyouyumluluk diizeylerinin

degerlendirilmesinden olugmaktadir.

3.9. istatistiksel Analiz

Bu ¢alismada elde edilen verilerin istatistiksel analizleri IBM SPSS Statistics
(versiyon 29) programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile degerlendirilmistir. Normal dagilim gosteren veriler
icin tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) uygulanmistir. Gruplar arasi farkin
belirlenmesinin ardindan, anlamli farklilik gosteren gruplar arasinda detayh
karsilagtirmalar ~ yapmak  amaciyla ~ Tukey  HSD ve/veya LSD  post-hoc

testleri kullanilmistir.

Veriler ortalama + standart sapma (Ort + SS) seklinde ifade edilmistir. Tim

analizlerde istatistiksel anlamlilik diizeyi p <0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Bitki Ekstreleri ile lgili Bulgular

4.1.1. Ekstrelerin verimleri

100 gram bitkiden elde edilen kuru ekstre miktarlarina gore papatya
(Matricaria recutita L.) ekstresinin verimi %15,573; sar1 kantaron (Hypericum
perforatum L.) ekstresinin verimi %18,786; aynisefa (Calendula officinalis L.)
ekstresinin verimi %39,623 ve plantago (Plantago major L.) ekstresinin verimi

%23,217 olarak hesaplanmistir.

4.1.2. Papatya (Matricaria recutita L.) cicek ekstresinin apigenin-7-glukozit

miktar tayini bulgular:

Apigenin-7-glukozit standardinin 340 nm’deki kromatogrami ve standart
kromatograminin ekstre kromatogramu ile ¢akistirilmis hali Sekil 23’te verilmistir.
Madde miktar tayini igin farkli konsantrasyonlarda saf apigenin-7-glukozit ¢ozeltileri

kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisi ise Sekil 24’te verilmistir.
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Sekil 23. (a) Standart apigenin-7-glukozit kromatogrami, (b) Papatya ekstresi

kromatograminin standart madde kromatogrami ile ¢akistirilmis hali.
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Apigenin-7-Glukozit
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Sekil 24. Apigenin-7-glukozidin HPLC/PDA ile olusturulan kalibrasyon egrisi.

Papatya ¢icek ekstresinden 80 mg alinip 10 mL baslangic mobil fazinda (%75
mobil faz A ve %25’1 mobil faz B) ¢oziindiiriilmesiyle elde edilen 6rnekler 0,45 pm
filtrelerden stiziiliip cihaza enjekte edilmistir. Papatya ¢igek ekstrelerinin ve
ekstrelerden hareketle bitkinin hesaplanan apigenin-7-glukozit (A7G) miktarlar1 Tablo

2’de verilmistir.

Tablo 2. Ekstrelerin ve drogun apigenin-7-glukozit miktarlari.

Ekst Alan Ekstredeki Ekstredeki A7G  Drogdaki A7G
re A7G (Ort. £8.5.) (Ort. £8S.S.)
PE-1 5166 1,675 mg/100

850 mg kuru ekstre 260,728 + 1,270

1,674 £ 0,008 mg/100 g kuru
PE-2 5137 19E66 ml%/ 100 mg/100 mg kuru ekstre bitki
mg kuru ekstre

390 s (%1,674 £ 0,008) (%0,261 +

PE.3 5185 1,682 mg/100 0,001)

785 mg kuru ekstre

PE: Papatya cicek ekstresi, Ort.: Ortalama, S.S.: Standart sapma.

Tiirk Farmakopesi’ne gore papatya ¢igcegi kuru drogu (Matricariae flos) en az
%0,250 apigenin-7-glukozit igermelidir [200]. Analiz sonucuna gore ekstre yapiminda
kullanilan bitki materyali %0,261+ 0,001 oraninda apigenin-7-glukozit i¢erdiginden
bu kriteri saglamaktadir.
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4.1.3. San kantaron (Hypericum perforatum L.) toprak iistii kism ekstresinin

hiperisin miktar tayini bulgular

Toplam hiperisin madde miktar tayini i¢in hiperisin kullanilarak olusturulan

kalibrasyon egrisi Sekil 25°te verilmistir.

Hiperisin Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 25. Hiperisin’in UV-Vis spektrofotometre cihazi ile olusturulan kalibrasyon

egrisi.

Sar1 kantaron toprak {istli kismi ekstresinin ve ekstreden hareketle bitkinin

hesaplanan toplam hiperisin miktarlar1 Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Ekstrelerin ve drogun toplam hiperisin miktarlar.

Ekstredeki Ekstredeki Drogdaki
Absorb . . Toplam
Ekstre Toplam Toplam Hipersinler C
ans Hiperisinler (Ort. £8S.S.) Hiperisinler
P PSS (Ort. £S.S.)
SKE 0,545 mg/100
-1 1,6240 mg kuru ekstre 102,477 +
0,545 £ 0,001 0,093 mg/100 g
SKE | oed 0,546 mg/100  1116/100 mg kuru ekstre kuru bitki
2 > mg kuru ekstre
(%0,545 +0,001) (%0,102 £
SKE 0,546 mg/100 0,001)
-3 1,6260 mg kuru ekstre

SKE: Sar1 kantaron toprak {iistii kismi ekstresi, Ort.: Ortalama, S.S.: Standart sapma.

Tiirk Farmakopesi’ne gore sar1 kantaron kuru drogu (Hyperici herba) hiperisin

iizerinden hesaplanan toplam hiperisinleri en az %0,080 oraninda icermelidir [201].
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Analiz sonucuna gore ekstre yapiminda kullanilan bitki materyali %0,102+0,001

oraninda toplam hiperisinleri igerdiginden bu kriteri saglamaktadir.
4.1.4. Aymsefa (Calendula officinalis L.) cicek ekstresinin toplam karotenoid
miktar tayini bulgular:

Toplam karotenoid madde miktar tayini i¢in f-karoten kullanilarak olusturulan

kalibrasyon egrisi Sekil 26°da verilmistir.

Beta Karoten Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 26. f-karoten’in UV-Vis spektrofotometre cihazi ile olusturulan kalibrasyon

egrisi.

Aynisefa ¢igek ekstrelerinin ve ekstrelerden hareketle drogda hesaplanan

toplam karotenoid miktarlar1 Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Ekstrelerin ve bitkinin toplam hiperisin miktarlar.

Ekstredeki Ekstredeki Drogdaki
Absorb . Toplam
Ekstre Toplam Toplam Karotenoid .
ans Karotenoid (Ort. +£8S.S.) Karotenoid
T (Ort. £8.S.)
AE 0,330 mg/100
-1 0,0488 mg kuru ekstre 130,509 +
0,329 £ 0,001 mg/100 0,055 mg/100 g
AE . 0,329 mg/100 mg kuru ekstre kuru bitki
2 0,0487 mg kuru ekstre
(%0,329 + 0,001) (%0,131
AE 0,329 mg/100 0,001)
-3 0,0487 mg kuru ekstre

AE: Aynisefa ¢igek ekstresi, Ort.: Ortalama, S.S.: Standart sapma.
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Daha 6nce yaymlanmis farkli calismalar Calendula officinalis L. ¢igeklerinin
toplam karotenoid icerigini %0,099 ile %3,510 arasinda yer alan farkli degerler olarak
rapor etmistir [202-204]. Yapilan analiz sonucunda f-karoten cinsinden
%0,131+0,001 olarak belirlenen bitki materyalindeki toplam karotenoid miktari,

literatiirdeki caligmalar ile paralellik gostermektedir.
4.1.5. Aymsefa (Calendula officinalis L.) cicek ekstresinin ve Sinirotu (Plantago
major L.) yaprak ekstresinin total fenolik madde miktar tayini bulgularn

Toplam fenolik madde miktar tayini i¢in gallik asit kullanilarak olusturulan

kalibrasyon egrisi Sekil 27°de verilmistir.

y=0,0023x + 0,0418
0,600 R*=0,9999

uuuuu

Absorbans (Abs)

0 50 100 150 200 250 300

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 27. Gallik asit’in UV-Vis mikroplaka spektrofotometresi ile olusturulan

kalibrasyon egrisi.

Ekstrelerin spektrofotometrik yontemle tayin edilen toplam fenolik madde

miktarlar1 gallik asit esdegeri olarak Tablo 5’te gosterilmistir.
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Tablo 5. Aynisefa cicek ve sinirotu yaprak ekstrelerinin toplam fenolik madde

miktarlari.
Ekstredeki ];kslgzz?);kkl Drogdaki
Ekstre % Fenolik (iVIa dde % Fenolik Madde
.= S.S.
Madde (Ort. £S.8.) (Ort. £8S.S.)
Aynisefa gigek ekstresi-1 %3,791
Aynisefa ¢igek ekstresi-2 %3,617 %3,704 + 0,087 %1,468 + 0,034
Aynisefa gigek ekstresi-3 %3,704
Sinirotu yaplrak ekstresi- %7.878
Sinirotu yapralc ckstresi- %7,965 %7,893 % 0,066 %1,832 0,015
Sinirotu yap3rak ekstresi- %47.835

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart sapma.

Calismada kullanilan ayni sefa c¢iceklerinin %1,468 + 0,034, sinirotu
yapraklarinin %1,832 + 0,015 total fenolik madde igerdigi tespit edilmistir.

4.1.6. Aymsefa (Calendula officinalis L.) cicek ekstresinin ve Sinirotu (Plantago
major L.) yaprak ekstresinin total flavonoit madde miktar tayini bulgular:

Toplam flavonoit madde miktar tayini i¢in kersetin kullanilarak olusturulan

kalibrasyon egrisi Sekil 28’de verilmistir.

18

16 y =0,0029x + 0,0762
14 R*=0,9977
*3‘ 1,2
w1
3 0,8
S 06
06
< C‘,i

02

0 100 200 300 400 500 600

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 28. Kersetin’in UV-Vis mikroplaka spektrofotometresi ile olusturulan

kalibrasyon egrisi.

Ekstrelerin  spektrofotometrik yontemle tayin edilen toplam flavonoit

miktarlar kersetin esdegeri olarak Tablo 6’da gosterilmistir.
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Tablo 6. Aynisefa cicek ve sinirotu yaprak ekstrelerinin toplam flavonoit madde

miktarlari.
. Ekstredeki Drogdaki
Ekstre (5 l}sltzll‘sodlell;; ¢ % Flavonoit % Flavonoit
0 (Ort. +£S.8.) (Ort. £8S.S.)
Aynisefa ¢igek ekstresi-1 %0,837
Aynisefa gicek ekstresi-2 %0,823 20,827 + 0,009 %0,328 + 0,004
Aynisefa gigek ekstresi-3 %0,820
Sinirotu yaprak ekstresi-1 %1,948
Sinirotu yaprak ekstresi-2 %1,961 %1,956 + 0,007 %0,454 + 0,002
Sinirotu yaprak ekstresi-3 %1,958

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart sapma.

Calismada kullanilan ayni sefa ciceklerinin %0,328 + 0,004, sinirotu
yapraklarimin %0,454 + 0,002 total flavonoit igerdigi tespit edilmistir.

4.2. Ucucu Yaglar Uzerine Yapilan Calismalarin Bulgular

4.2.1. GC-FID/MS ile ucucu yag bilesen analizi bulgular:
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4.2.1.1. Laurus nobilis L. yaprak ugucu yagi bulgulari

Tablo 7. Laurus nobilis L. yaprak ucucu yaginin GC/MS ile belirlenen bilesimi.

No Bilesik KI RAI Rélatif %
1 a-Pinene. 1018-1032 1023 5,6+0,1
2 Camphene 1060-1076 1067 0,9+0,1
3 B-Rinene. 1102-1118 1110 4,0+0,1
4 Sabinene 1115-1132 1119 3,0+0,1
5 Muyrcene 1155-1169 1155 0,4+0,1
6 a-Terpineng. 1170-1188 1175 0,7+0,1
7 Limoneng. 1190-1204 1197 1,5+0,1
8 1,8-Cineole 1203-1220 1212 50,3+0,2
9 7-Terpinene. 1238-1255 1241 1,0+0,1
10 A-Qcimene 1228-1246 1246 0,9+0,1
11 p-Cymeng 1264-1280 1266 0,5+0,1
12 Linalool 1537-1553 1540 1,50,1
13 Bomyl acetate 1570-1592 1571 0,7+0,1
14 Carvophylleng, (E)- 1585-1612 1586 0,9+0,1
15  Terpinen-4-ol 1592-1611 1594 4,210,1
16  a-Humulene 1655-1682 1657 0,2+0,1
17 «-Terpinyl acetate 1685-1709 1685 9,1+0,1
18  a-Terpineol 1682-1706 1687 1,9+0,1
19  a-Bisabolene, 1702-1772 1760 0,4+0,1
20  Mgthyl eugenol 1986-2029 1997 2,9+0,1
21 Eugenol 2151-2185 2155 1,9+0,1
Toplam tespit edilen 92,5
Monaterpen hidrokarbonlar (1-7, 9-11) 18,5
Qksiienize moneserpenler, (8, 12, 13, 15, 17, 18) 67,7
Seskiterpen hidrokarbonlar (14, 16, 19) 1,5
Fenilpropaneitler (20, 21) 4.8

KI: Kovats Indisi. Genellikle her bilesik igin alikonma indisi veri araliklarinin %50 giiven arahg: ile literatiirden
verilmistir [1], RAI: Rolatif Alikonma Indisi, n-alkan serisine gére % degerleri FID verilerinden hesaplanmustir.

Laurus nobilis L. yaprak ugucu yaginda toplam 21 bilesik belirlenmistir. Ugucu
yagin kimyasal bilesenlerinin %92,5’1 basariyla tespit edilmistir. Oksijenize
monoterpenler (%67,7), L. nobilis ugucu yaginin baskin kimyasal bilesik grubu olarak
analiz edilmistir. L. nobilis ugucu yagmin baglica major bilesenleri 1,8-cineole
(%50,340,1), a-terpinyl acetate (%9,1+0,1), a-pinene (%5,6+0,1) ve terpinen-4-ol
(%4,2+0,1) olarak belirlenmistir (Tablo 7).
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4.2.1.2. Salvia officinalis L. yaprak ucucu yagi bulgular:

Tablo 8. Salvia officinalis L. yaprak ugucu yaginin GC/MS ile belirlenen bilesimi.

No  Bilesik KI RAI Rélatif %
1 a-Pinene. 1018-1032 1024 4,4+0,1
2 Camphene 1060-1076 1068 2,3+0,1
3 B-Rineng. 1102-1118 1111 2,5+0,1
4 Sabinene, 1115-1132 1119 0,2+0,1
5 Myreene. 1155-1169 1156 1,240,1
6 a-Terpinens. 1170-1188 1176 0,5+0,1
7 Limonene. 1190-1204 1197  1,7+0,1
8 1,8-Cineole 1203-1220 1211 12,6+0,1
9 y-Terpinene. 1238-1255 1242 1,0+0,1
10 p-Cymene 1264-1280 1266 1,4+0,1
11 Terpinolene 1277-1290 1279 0,3+0,1
12 cis-Thuione 1417-1434 1418 23,3401
13 trans-Thujone 1436-1451 1437 5,1+0,1
14 1-Octen-3-ol 1437-1454 1446 0,2+0,1
15 Camphor 1507-1532 1508 13,5+0,1
16  Linalool 1537-1553 1540 0,4+0,1
17 Bomyl acetate 1570-1592 1572 1,3+0,1
18 Caryophyllene, (E)- 1585-1612 1589 15,1£0,1
19  a-Humulene 1655-1682 1658 4,2+0,1
20  Bormeol 1690-1719 1692 0,9+0,1
Toplam tespit edilen 92,1
Mongterpen hidrokarbonlar (1-7, 9-11) 15,5
Qksijenize monoterpenler (8, 12, 13, 15-17, 20) 57,1
Seskiterpen hidrokarbonlar (18, 19) 19,3
Oksijenize hidrokarbonlar (14) 0,2

KI: Kovats indisi. Genellikle her bilesik igin alikonma indisi veri araliklarinin %50 giiven arahig ile literatiirden

verilmistir [1], RAI: Rélatif Alikonma indisi, n-alkan serisine gore % degerleri FID verilerinden hesaplanmustir.

Salvia officinalis L. yaprak ugucu yaginda toplam 20 bilesik tanimlanmis olup,
bu bilesikler toplam kompozisyonun %92,1’ini olusturmaktadir. Kimyasal siniflar
arasinda, %57,1 ile oksijenize monoterpenler en baskin grup olarak belirlenmistir. Ana
bilesenler cis-thujone (%23,3), camphor (%13,5), 1,8-cineole (%12,6) ve
caryophyllene (%15,1) olarak tespit edilmistir (Tablo 8).
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4.2.1.3. Origanum onites L. toprak iistii kismi ucucu yagi bulgular:

Tablo 9. Origanum onites L. toprak {istli kism1 ugucu yagimin GC/MS ile belirlenen

bilesimi.
No Bilesik KI RAI Rolatif %
1 a-Pinene. 1018-1032 1024 0,34+0,1
2 Myrcene 1155-1169 1156 0,640,1
3 o-Termpinene 1170-1188 1175 0,540,1
4  y-Terpinene 1238-1255 1242 1,840,1
5 p-Cymene 1264-1280 1266 2,4+0,1
6 Linalool 1537-1553 1541 5,6+0,1
7 Carvophylleng, (E)- 1585-1612 1586 0,9+0,1
8 Borneol 1690-1719 1692 0,8+0,1
9 a-Bisabolene, 1702-1772 1713 2,8+0,1
10 Carvone 1720-1751 1722 0,2+0,1
11 Thymol 2130-2198 2173 1,4+0,1
12 Caryacrol 2186-2239 2200 80,6+0,3
Toplam tespit edilen 97,9
Monoterpen hidrokarbonlar (1-5) 5,6
Oksiienize monaterpenler, (6, 8, 10-12) 88,6
Seskiterpen hidrokarbonlar (7, 9) 3,7

KI: Kovats indisi. Genellikle her bilesik i¢in alikonma indisi veri araliklarinin %50 giiven aralig ile literatiirden

verilmistir [1], RAIL: Rélatif Alikonma Indisi, n-alkan serisine gore % degerleri FID verilerinden hesaplanmstir.

Origanum onites L. toprak Ustii kismi ugucu yaginda toplam 12 bilesik
tanimlanmis olup, bu bilesikler toplam kompozisyonun %97,9’unu olusturmaktadir.
Kimyasal kategoriler arasinda, oksijenize monoterpenler %88,6 ile en baskin grubu
olusturmustur. Ugucu yag, ozellikle yiiksek orandaki carvacrol (%80,6) icerigiyle
karakterize edilmistir; buna ek olarak orta diizeyde linalool (%5,6), p-cymene (%2,4)
ve a-bisabolene (%2,8) tespit edilmistir (Tablo 9).
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4.2.14. Helichrysum italicum (Roth) G. Don. toprak iistii kism1 ucucu yagi

bulgulan

Tablo 10. Helichrysum italicum (Roth) G. Don. toprak iistii kism1 ugucu yaginin
GC/MS ile belirlenen bilesimi.

No  Components KI RRI Relative %
1 a-Pinene 1018-1032 1026  4,2+0,1
2 Limoneng 1190-1204 1199 1,7+0,1
3 p-Cymene 1264-1280 1267 0,5+0,1
4 Terpinolene 1277-1290 1280 0,5+0,1
5 Linalogl, 1537-1553 1541 1,7+0,1
6 a-Bergamotene, trans- 15681583 1581 1,0+0,1
7 Caryophyllene, (E)- 1585-1612 1593 23,3+0,2
8 a-Himachalene, 1632-1723 1637 5,1+0,1
9 a-Humulene 1655-1682 1663 2,9+0,1
10 B-Selinens 1686-1743 1687 3,6+0,1
11 7-Curenmene 1685-1704 1703 12,6+0,1
12 Neryl acetate. 1706-1726 1717 20,7+0,2
13 a-Sglinene 1716-1740 1740 3,3+0,1
14  o-Bisabolene 1702-1772 1765 0,9+0,1
15 Nerol 1782-1808 1790 5,0£0,1
16  Caryophyllene oxide 19702008 1975 1,1+0,1
Toplam tespit edilen 88,1
Monoterpen hidrokarbonlar (1-4) 6,9
Okslignize monoterpenler (5, 12, 15) 274
Seskiterpen hidrokarbonlar (6-11, 13, 14) 52,7
QOksiienize seskiterpenler (16) 1,1

KI: Kovats, Indisi. Genellikle her bilesik icin alikonma indisi veri araliklarinin %50 giiven aralig ile literatiirden

verilmistir [1], RAL Rélatif Alkonma Indisi, n-alkan serisine gére % degerleri FID verilerinden hesaplanmigtir,

Helichrysum italicum (Roth) G. Don bitkisinin ¢i¢ekli toprak {istii
kisimlarindan elde edilen ucucu yagda toplam 16 bilesen tanimlanmis olup, yagin
toplam Dbilesiminin  %88,1’1 basariyla karakterize edilmistir.  Seskiterpen
hidrokarbonlar, 9%52,7 oramiyla yagda en bol bulunan kimyasal grup olarak
belirlenmistir. Ugucu yagin baslica bilesenleri caryophyllene (%23,3+0,1), neryl
acetate (%20,7£0,1), y-curcumene (%12,6 +£0,1) ve nerol (%5,0+0,1) olarak tespit
edilmigtir (Tablo 10).

4.3. Hiicresel Canlihigin Degerlendirilmesi

Bu caligmada dort farkli bitki ekstresi (EX1-EX4) ve dort farkli ugucu yag
emiilsiyonu (EM1-EM4) olmak iizere toplam sekiz farkli grubun insan dermal
fibroblast hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri MTT testi ile degerlendirilmistir. Her
bir grup i¢in 100, 80, 60, 40, 20, 10, 5 ve 0 pg/mL olmak iizere sekiz farkl

konsantrasyonda uygulamalar yapilmistir.
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4.3.1. Ekstrelerin hiicre canhihig iizerine etkisi

Bitki ekstrelerine ait hiicre canlilifi sonuglar1 Sekil 29 ve Tablo 11°de
sunulmustur. Tiim ekstrelerde, diisiik konsantrasyonlarda hiicre canliliginin ytiksek

diizeyde korundugu goriilmiistiir.

1201
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60

Hucre Canlihgi (%)

401

Ekstrakt
20 | —e— EX1
- EX2
—— EX3
—— EX4

100 80 60 40 20 10 5
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 29. Ekstre konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkisi.
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Tablo 11. Ekstre konsantrasyonlarina gore hiicre canliligi Ort + SS (Min —Max)
degerleri.
EX1 EX2 EX3 EX4
Konsant- Ort =SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
rasyon
(Min —Max) (Min —Max) (Min —Max) (Min —Max)
100 94.23 + 6.82 72.71 £62.36 104.28 £ 13.67 97.22 +£23.1
(8648-99.31) (195-119.63)  (88.5-11224) (81.92 - 123.8)
%0 96.32£4.5 62.2 + 56.63 120.01 +20.4 98.19 +£27.53
(91.24-99.83) (1.83-114.15)  (103.72 — 142.89) (76.1 — 129.04)
60 80.84 £ 6.49 108.49 + 2.35 108.37+10.34 114.41 £ 6.51
(73.37-85.14) (10652 —111.08) (97.28 — 117.75) (109.07 — 121.65)
m 80.74 £ 14.36 110.81 £13.43 94.6 £3.8 108.18 £ 8.56
(64.22-90.16) (96.83—123.62)  (90.21 — 96.91) (101.13 - 117.71)
20 80.06 = 7.98 113.37+£9.49  97.16 £4.83 101.53+£7.9
(73.12-88.78)  (105.66 —123.97) (92.13—101.76) (92.51 — 107.25)
10 88.73 £7.23 111.49 +58.18 9543 £6.42 100.79 + 8.91
(81.69 - 96.14)  (50.86—166.87)  (89.15—101.98) (91.18 — 108.78)
5 86.58 £7.42 109.74 £8.27 107.3 £23.82 86.79 +24.41

(79.86 — 94.55)

(101.23 — 117.75)

(84.57 — 132.08)

(61.76 — 110.52)

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart sapma.

Ozellikle EX3, 80 pg/mL konsantrasyonda %120,01 + 20,4 ile en yiiksek hiicre
canlilifina ulasirken, EX4 60 pg/mL’de %114,41 + 6,51 ile en etkili ikinci grup

olmustur. EX2 grubu 100 ve 80 pg/mL konsantrasyonlarinda belirgin sitotoksisite
gostermis (%72,71 £ 62,36 ve %62,2 + 56,63), ancak 60 pg/mL’de %108,49 +2,35’¢

ulagarak olumlu etki gostermistir. EX1 grubu ise genel olarak diisiik varyansla daha

stabil bir canlilik profili sunmustur.
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4.3.2. Ucucu yag emiilsiyonlarinin hiicre canlihig iizerine etkisi

Ugucu yag emiilsiyonlarina ait hiicre canlilig1 degerleri Sekil 30 ve Tablo 12°de
gosterilmistir.
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Sekil 30. Ucucu yag emiilsiyon konsantrasyonlarinin hiicre canliligina etkisi.
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Tablo 12. Ucucu yag emiilsiyon konsantrasyonlarina goére hiicre canliligi Ort + SS

(Min —Max) degerleri.

EM1 EM2 EM3 EM4
Ks"y“;:“tra Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
(Min —Max) (Min —Max) (Min —Max) (Min —Max)
100 2114014 82.54 +12.53 2.68+0.17 223409
(1.95-2.22) (71.91 - 96.35) (249 -2.82) (131-3.11)
80 4.66 +2.74 82.77 £8.54 4.05+0.33 3.96+2.13
(1.53 - 6.68) (77.7 - 92.63) (3.74 - 4.41) (1.66 — 5.85)
2.34+0.82 81.64 +10.01 36.92 + 14.85 1.08 £0.17
0 (1.39-2.83) (72.89 — 92.55) (20.81 — 50.06) (0.92—1.26)
5.04 +1.04 95.21 +14.93 59.81 £5.41 1.46 £0.47
0 (3.84—5.76) (78.61 — 107.53) (55.41 — 65.86) (0.92—1.81)
20 59.67 £6.21 98.8 + 15.28 81.2+£7.68 56.27+4.5
(53.45 — 65.88) (86.28 — 115.83) (75.56 — 89.95) (51.13 - 59.51)
10 93.57+21.23 97.69 +£9.35 84.84 £4.74 83.11+2.45
(70.6 — 112.47) (86.93 — 103.88) (80.08 — 89.56) (80.58 — 85.47)
5 93.24 £6.02 91.29 +8.26 88.88 £2.66 91.22 +£9.31

(86.99 — 98.99)

(81.81 — 96.94)

(86.97 - 91.92)

(82.98 — 101.33)

Ort.: Ortalama, S.S.: Standart sapma.

EM1, EM3 ve EM4 gruplarinda 100, 80 ve 60 pg/mL konsantrasyonlarinda

hiicre canlilifi %5’in altinda kalmis ve yiiksek diizeyde sitotoksisite gozlenmistir.

EM2 grubu ise istisnai olarak, tiim konsantrasyonlarda hiicre canliligini %70’in

iizerinde koruyarak dikkat ¢cekmistir.

En yiiksek hiicre canliligit EM2 grubunda 10 pg/mL’de %97,69 + 9,35 ve 5
pg/mL’de %91,29 + 8,26 olarak olciilmiistiir. Bu bulgular, EM2 grubunun fibroblast

hiicreleri iizerinde en biyouyumlu emiilsiyon oldugunu gostermektedir.

4.4. Yara Iyilesme Modeli Verilerinin Degerlendirilmesi

In vitro yara iyilesmesini degerlendirmek amaciyla gerceklestirilen cizik testi

sonuclarina gore, kontrol grubu ile bitki ekstreleri (EX1-EX4) ve ugucu yag

emiilsiyonlar1 (EM1-EM4) gruplar1 arasindaki yara uzunluk farklari istatistiksel

olarak analiz edilmistir.

75



Caligmada uygulanan ¢izik yara modeli sonrasinda elde edilen 0. saat yara
uzunlugu Ol¢timleri, tiim gruplar birlestirilerek degerlendirilmistir. Verilerin dagilim
ozelliklerini incelemek amactyla Shapiro-Wilk normal dagilim testi uygulanmuistir.
Yapilan analiz sonucunda 0. saat yara uzunlugu Ol¢iimlerinin normal dagilim
gosterdigi saptanmigtir (W=0.9905, p=0.7907). Bu bulgu, deney baslangicinda
olusturulan ¢iziklerin uzunluk bakimindan homojen bir dagilim sergiledigini ve yara
modellemesinin deney gruplar1 arasinda sistematik bir fark yaratmayacak sekilde
standartlagtirildigini gostermektedir. 0. saat yara uzunluklarinin dagilim grafigi Sekil

31°de gosterilmistir.
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Sekil 31. 0. saat yara uzunluklarinin dagilim grafigi

24. saatte Ol¢iilen yara uzunluklarina iligkin varyans analizi (ANOVA), gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugunu gdstermistir (p <0.05).
Kontrol grubu ile deney gruplari arasinda yapilan post-hoc 24.saat karsilastirmalar

Sekil 32 ve Tablo 13’te gosterilmistir.
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Sekil 32. 24. saat yara kapanma uzunlugu: kontrol grubu ile deney gruplarinin

karsilastirilmasi (p<0.05)

Tablo 13. 24. saatte gruplara gore yara uzunlugu ortalama degerleri, standart

sapmalar ve istatistiksel anlamlilik

Grup Ortalama=SS (nm) p Degeri Anlamhhk
Konrol 179,4 + 26,1 — —
EM1 161,7 + 34,2 0.069 —
EM2 121,9 £25,7 <0.001 *
EM3 126,9 + 28,5 0.087 —
EM4 135,5+29,3 0.239 —
EX1 144,2 +34,9 0.445 —
EX2 90,9 £21,2 <0.001 *

EX3 324,1£32,7 <0.001 *

EX4 259,2+33,6 <0.001 *

EX3 ve EX4 gruplarinda yara uzunluklari, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha uzun bulunmustur (p <0.05).
Bu durum, bu gruplarda yara kapanmasinin daha yavas gerceklestigini

gostermektedir.
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e EM2 ve EX2 gruplarinda ise yara uzunluklari, kontrol grubuna kiyasla
anlamli derecede daha kisa saptanmistir (p <0.05). Bu sonug, bu
gruplarda yara iyilesmesinin daha hizli oldugunu diistindiirmektedir.

e EMI, EM3, EM4 ve EX1 gruplarinda ise kontrol grubuna kiyasla yara

uzunlugu agisindan anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).

48.saatte gruplar arasi yara kapanma uzunluklar karsilastirildiginda, gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu saptandi (Tek yonli

ANOVA, p <0.05). 48.saat Tukey post-hoc testi sonuglar1 Sekil 33’te gdsterilmistir.
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Yara Uzunlugu (pm)

100 |
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Kontrol EM1 EM2 EM3 EM4 EX1 EX2 EX3 EX4
Gruplar

Sekil 33. 48. saat yara kapanma uzunlugu: kontrol grubu ile deney gruplarinin

karsilastirilmast (p<0.05)

e EX4 grubundaki ortalama yara uzunlugu, kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksekti (p<0.05). Bu durum,
EX4 grubunda yara iyilesmesinin kontrol grubuna gore belirgin sekilde
daha yavas oldugunu gostermektedir.

e EM2 grubunda yara uzunlugu kontrol grubuna gore yiiksek olmasina
ragmen, bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Bu nedenle
EM2 grubundaki iyilesmenin kontrol grubuna goére daha yavas oldugu

gbzlemlense de anlamlilik diizeyine ulasmamistir.
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EM3, EM4, EX2 ve EX3 gruplarinda yara uzunluklart kontrol grubuna
gore daha disik seyretmis, bu da daha iyi yara iyilesmesini
diisiindiirmektedir. Ancak bu farklar istatistiksel olarak anlamli diizeyde
degildir (p>0.05).

EM1 ve EX1 gruplarinda yara uzunlugu kontrol grubuna gore daha yiiksek
olmasina ragmen, bu artislar da anlamlilik diizeyine ulagsmamaistir (p>0.05).
Yalnizca EX4 grubunda kontrol grubuna gore yara kapanmasinin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha az oldugu saptanmistir (p <0.05),

bu da bu grupta yara iyilesmesinin geciktigini gdstermektedir.

Gruplar arasindaki 24 ve 48. saat yara uzunluklarinin karsilastirilmast Sekil

34’te gosterilmistir.
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Kontrol EM1 EM2 EM3 EM4 EX1 EX2 EX3 EX4

Sekil 34. 24 ve 48. saat yara kapanma uzunluklarinin karsilastirilmasi (p<0.05)

Yara agikliginda azalma gosteren gruplar (iyilesme agisindan olumlu):

EM2 grubu: 24. saatte kontrol grubuna gbre anlamli diizeyde daha kisa yara

uzunlugu gosterdi (*p<0.05). 48. saatte ise yara uzunlugu belirgin sekilde artmis

ve kontrol grubuna gore daha uzun hale gelmistir (anlamh farklilik yoktur). Bu durum

EM2 grubunun iyilestirici etkinin 24. saatte belirgin oldugunu, ancak 48. saatte bu

etkinin siirdiiriilemedigini diisindiirmektedir.

EX2 grubu: 24. saatte yara uzunlugu kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede

daha diisiiktii (*p<0.05). 48.saatte de yara uzunlugu diisiikk kalmaya devam etti,
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ancak istatistiksel anlamlilik tasimadi. EX2, 24. saatte etkili olup, 48. saatte de

iyilesmeyi siirdiiren gruplardan biridir.

EM3 ve EM4 gruplari: Her iki zaman noktasinda da yara uzunlugu diisiik
seviyelerde gozlemlenmistir. Ancak bu diisiisler istatistiksel olarak anlamli degildir.
Bu gruplarda yara kapanmasinin zamanla siirdiigii, ancak varyasyon nedeniyle

istatistiksel anlamliliga ulasamadig1 s6ylenebilir.

Yara ac¢ikliginda artis gosteren gruplar (iyilesme agisindan olumsuz):

EX3 ve EX4 gruplar1: 24. saatte kontrol grubuna gore yara uzunluklart anlamh
derecede daha fazlaydi (*p<0.05). 48.saatte de bu durum devam etti, 6zellikle EX4
grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde yara uzunlugu daha fazlaydi (*p<0.05).
EX3 ve EX4 gruplari, yara kapanmasini belirgin sekilde yavaglatan etkiler

gostermistir.

EM2 grubu (48. saat): 24. saate gore ciddi bir geri doniis gosterdi. 48. saatte
yara uzunlugu anlamlilik diizeyine ulasmasa da kontrol grubuna gore daha kotiiydii.

EM2'nin etkisi zamana bagli olarak zayiflamis olabilir.

Notr gruplar

EMI1 ve EX1 gruplari: Her iki zaman noktasinda da kontrol grubuna gore yara
uzunlugunda anlaml fark gézlenmemistir. Bu gruplar nétr etkili olup yara kapanma

siirecini anlaml1 sekilde hizlandirmamis veya yavaslatmamastir.

e En basarihh yara iyilestirici etkiler 24. saatte EM2 ve EX2
gruplarinda gézlenmis olup, bunlar kontrol grubuna goére anlamli
sekilde yara kapanmasini hizlandirmistir.

e 48. saatte bu etkiyi yalnizca EX2 bir miktar siirdiirmiistiir, EM2 etkisini
kaybetmistir.

e EX4 grubu her iki zaman diliminde de yara kapanmasini belirgin

sekilde yavaslatmistir.
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5. TARTISMA

Bu calismada, farkli bitkisel ekstreler (Matricaria recutita L. ¢igek,
Hypericum perforatum L. toprak st kismi, Calendula officinalis L. ¢igek ve
Plantago major L. yaprak) ve ucucu yag emiilsiyonlarinin (Laurus nobilis L. yaprak,
Salvia officinalis L. yaprak, Origanum onites L. toprak iistii kismi ve Helichrysum
italicum (Roth) G. Don. toprak {istli kismi) in vitro yara iyilesmesi lizerindeki etkileri,
cizik testi modeli kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara goére, bazi
ekstre ve emiilsiyonlar yara kapanmasini hizlandirirken, bazilar iyilesme siirecini
geciktirmistir. Bu arastirma bize 24. Saatte yara kapanmasini Calendula officinalis L.
(EX2) ve Laurus nobilis L. (EM2)’in daha hizli gergeklestirdigini gosterirken;
Hypericum perforatum L. (EX3) ve Matricaria recutita L. (EX4)’in ise daha yavas
gerceklestirdigini gostermistir. EX4 grubunda bu gecikme 48.saatte de devam etmistir.

1- Bitki Analizleri

Calismada kullanilan bitkisel {iriinlerin fitokimyasal analizleri, bu etkilerin

biyolojik temellerini anlamada 6nemli bilgiler sunmustur.

Matricaria recutita L. ¢igeklerinden elde edilen ekstrenin apigenin-7-glukozit
(A7G) igerigi, PDA dedektorlii HPLC yontemiyle basarili bir sekilde tayin edilmistir.
Yontem, Cicek ve ark. [192] tarafindan bildirilen validasyon parametreleri esas
alinarak uygulanmis ve olusturulan kalibrasyon egrisinin yiiksek korelasyon katsayisi
(R* = 0,9994), kantitatif Olclimlerin dogrulugunu desteklemistir. Elde edilen
kromatogramlarda, ekstrenin A7G piki ile standart maddenin piki ¢akigmis, bu da
analizde yeterli dzgiilliigiin saglandigim gostermistir. Ug farkli drnekten elde edilen
ortalama A7G miktari, 1,674 + 0,008 mg/100 mg kuru ekstre olarak belirlenmistir.
Drog bazli hesaplamalarda ise A7G igerigi %0,261 £+ 0,001 bulunmustur ve bu oran,
Tiirk Farmakopesi tarafindan papatya cicegi i¢in belirlenen %0,250°1ik minimum

siirin tizerinde olup, kullanilan bitki materyalinin farmakope kriterlerini karsiladiginm
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gostermektedir [200]. Bu bulgular, literatiirde yer alan gesitli calismalarla da uyum
gostermektedir. Ornegin, Sarikurkcu ve ark. [205], farkli cografi bélgelerden toplanan
M. recutita Orneklerinde apigenin-7-glukozit oranini  %0,22-0,30 araliginda
raporlamigtir. Benzer sekilde, Raal ve ark. [206], Estonya menseli papatya
orneklerinde bu orani ortalama %0,28 olarak tespit etmis ve bu bilesigin kalite kontrol
acisindan giivenilir bir marker oldugunu vurgulamistir. Bununla birlikte, bazi
caligmalar ekstraksiyon yontemi, bitki kaynagi ve hasat zamani gibi degiskenlerin
A7G miktarin etkileyebilecegini bildirmistir [207, 208]. Bu baglamda, calismamizda
elde edilen yiiksek oranlar hem ekstraksiyon protokoliiniin etkinligini hem de

kullanilan ham maddenin kalitesini ortaya koymaktadir.

Hypericum perforatum L. (sar1 kantaron) toprak {istli kismindan elde edilen
ekstrelere ait toplam hiperisin miktar1, UV-VIS spektrofotometrik yontem kullanilarak
basariyla tayin edilmistir. Analiz, 590 nm dalga boyunda gerceklestirilmis olup,
hiperisin kalibrasyon egrisinin dogrusal yapisi (R? = 0,9930) yontem duyarliliini ve
kantitatif analiz gilivenilirligini desteklemistir. Elde edilen verilere gore, li¢ ayri
ekstrenin ortalama hiperisin igerigi 0,545 + 0,001 mg/100 mg kuru ekstre, drogdaki
karsilig1 ise 90,102 £+ 0,001 olarak bulunmustur. Bu oran, Tiirk Farmakopesi
tarafindan Hypericum perforatum L. i¢in belirlenen minimum toplam hiperisin igerigi
olan %0,080 sinirinin lizerinde yer almakta olup, kullanilan bitki materyalinin
farmakope standartlarim1  karsiladigini  gostermektedir [201]. Literatiirde, sari
kantaronun terapotik etkilerinden sorumlu baslica bilesenlerden biri olan hiperisin
miktarinin; bitkinin tiirii, yetistigi bolge, toplama zamani ve ekstraksiyon yontemi gibi
faktorlere bagl olarak degiskenlik gosterdigi bildirilmistir [193, 209]. Ornegin, Cirak
ve ark. [209], Tirkiye'deki farkli ekolojik bdlgelerden toplanan sari kantaron
orneklerinde hiperisin igerigini %0,058 ile %0,159 arasinda bildirmistir. Benzer
sekilde, Barnes ve ark. [210], ticari {irlinlerde bu oranin bazen farmakope limitlerinin
altinda kaldigimi ve kalite kontroliin kritik 6nemde oldugunu vurgulamistir. Bu
baglamda, calismamizda elde edilen %0,102 oran1 hem giivenilir ekstraksiyon
protokolii hem de kaliteli ham madde kullanildigin1 goéstermektedir. Ek olarak,
Skalkos ve arkadaglarinin [193] vurguladig gibi, hiperisin hem antioksidan hem de
fotodinamik etkileri nedeniyle topikal ve sistemik farmasotik tirtinlerde potansiyel bir

biyoaktif ajan olarak one g¢ikmaktadir. Bu g¢alisma ile elde edilen sonuglar, sari
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kantaron ekstrelerinin farmasotik formiilasyonlarda kullanilabilirligini desteklemekte
ve hiperisin miktarin tayinine yonelik spektrofotometrik yontemin kalite kontrol

stireclerinde etkinligini ortaya koymaktadir.

Calendula officinalis L. (aynisefa) ¢iceklerinden elde edilen ekstrelere ait
toplam karotenoid, fenolik madde ve flavonoit igerikleri spektrofotometrik
yontemlerle kantitatif olarak analiz edilmistir. Beta-karoten standardi ile olusturulan
kalibrasyon egrisinin yliksek korelasyon katsayis1 (R* = 0,9996), karotenoid tayininde
kullanilan yontemin dogrulugunu ve giivenilirligini géstermistir. Analizler sonucunda,
bitki materyalindeki toplam karotenoid igerigi %0,131 + 0,001 olarak saptanmis olup,
bu deger daha 6nce yayinlanmus literatiirle paralellik gostermektedir. Ornegin, Toiu ve
ark. [202], farkli Calendula officinalis varyetelerinde karotenoid igerigini %0,099 ile
%3,510 arasinda rapor etmistir. Benzer sekilde, Pintea ve ark. [203] Estonya'da
yetistirilen aynisefa Orneklerinde benzer araliklarda sonuglar bildirmistir. Bu
baglamda, ¢alismamizda kullanilan ham maddenin karotenoid icerigi fitoterapotik
kalite acisindan yeterli diizeydedir. Toplam fenolik madde miktar1 gallik asit standard1
ile tayin edilmis ve bitkisel drogda %1,468 + 0,034 olarak hesaplanmigtir. Bu
oran, Chroho ve ark. [211] ile Ak ve ark. [212] gibi ¢alismalarda bildirilen %0,5-6
aralig1 ile uyumludur. Benzer sekilde, toplam flavonoit igerigi ise kersetin standardi
kullanilarak hesaplanmis ve %0,328 + 0,004 olarak bulunmustur. Bu deger de
literatiirde aynisefa i¢in bildirilen %0,2—0,9 araligina uygundur [213, 214]. Analitik
yontemlerin yiiksek korelasyon katsayilart (R> 0,99) ve diisiik standart sapmalarla
elde edilen sonuclar, spektrofotometrik olglim protokollerinin giivenilirligini
gostermektedir. Aynisefa c¢icegi ekstrelerinin karotenoid, fenolik ve flavonoit
iceriklerinin hem ulusal hem de uluslararasi calismalarda bildirilen degerlerle uyumlu
olmasi, kullanilan bitki materyalinin kalitesini ve ekstraksiyon yonteminin etkinligini

teyit etmektedir.

Plantago tiirlerine ait yapraklardan elde edilen ekstrelerin toplam fenolik ve
flavonoit igerikleri spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Gallik asit ve kersetin
standartlarina dayali kalibrasyon egrilerinin yliksek korelasyon katsayilar1 (R>> 0,997)
kullanilan analiz yonteminin dogrulugunu ve kantitatif analizlerde gilivenilirligini
desteklemektedir. Analiz sonuglarina gore sinirotu yaprak ekstresinin ortalama toplam

fenolik madde igerigi %7,893 + 0,066 ve flavonoit igerigi ise %1,956 + 0,007 olarak
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tespit edilmistir. Bu oranlar, sinirotu yapraklarinin polifenolik bilesikler yoniinden
zengin bir kaynak oldugunu gostermektedir. Drog bazinda hesaplanan fenolik madde
orant %1,832 + 0,015 ve flavonoit oran1 %0,454 + 0,002 olarak bulunmustur. Bu
degerler, daha Once yaymnlanmis literatiirde bildirilen araliklarla uyumludur.
Ornegin, Gézcii ve Atmaca [215]ile Beara ve ark. [216]tarafindan yapilan
calismalarda Plantago major ve Plantago lanceolata tiirlerinin  fenolik madde
icerikleri %1,5 ile %7,1, flavonoit igerikleri ise %0,4 ile %7,1 araliginda bildirilmistir.
Ayrica, Tegin ve ark. [217] tarafindan Tirkiye'de dogal yayilis gosteren Plantago
coronopus tlirlinde yapilan ¢alismada da benzer fenolik zenginlik vurgulanmistir.
Bitkinin ¢evresel kosullar, tiir farkliligi, gelisim donemi ve ekstraksiyon protokolii gibi
degiskenlere bagli olarak icerdigi sekonder metabolit profili farklilik
gosterebilmektedir. Bu baglamda, ¢calismamizda kullanilan 6rneklerin oldukga yiiksek
polifenolik icerige sahip olmasi, kalite yoniinden uygun bitki materyali kullanildigini
ve ekstraksiyon verimliliginin yiiksek oldugunu gostermektedir. Elde edilen bu
fitokimyasal profiller, sinirotunun farmasoétik potansiyele sahip dogal antioksidan
kaynagi olabilecegini  diisindiirmekte ve geleneksel kullanim alanlarini

desteklemektedir.

Laurus nobilis L. yapraklarindan elde edilen ugucu yagin kimyasal profili GC-
FID/MS yo6ntemi ile analiz edilmis ve toplam 21 bilesik tanimlanmigtir. Elde edilen
sonuclara gdre, ucucu yagin %92,5’lik kismi1 basariyla karakterize edilmistir.
Tanimlanan bilesikler arasinda, oksijenize monoterpenler %67,7 ile en baskin grubu
olusturmus ve bu oran, L. nobilis ugucu yaginin kimyasal yapisinda bu bilesiklerin
belirleyici oldugunu gostermistir. Ugucu yagin major bilesenleri sirasiyla 1,8-cineole
(%50,3 + 0,2), a-terpinyl asetat (%9,1 £ 0,1), a-pinene (%5,6 £ 0,1) ve terpinen-4-ol
(%4,2 + 0,1) olarak belirlenmistir. Bu sonugclar, literatlirde L. nobilis ugucu yaglarinin
bilesenleri iizerine yapilan cesitli ¢alismalarda bildirilen verilerle yliksek diizeyde
ortiismektedir. Ornegin, Kivrak ve ark. [218], L. nobilis ucucu yaginda 1,8-cineole’ii
baskin bilesen olarak belirtmis ve a-terpinyl asetat ile terpinen-4-ol’iin de yiiksek
oranlarda bulundugunu bildirmistir. Benzer sekilde, Yal¢in ve ark. [219] tarafindan
Kuzey Kibris’ta yetistirilen L. nobilis 6rnekleri iizerinde yapilan GC/MS analizlerinde
de aynm1 major bilesiklerin varligt dogrulanmistir. Bu durum, tiir i¢i kimyasal

varyasyonun sinirli oldugu ve calismamizda kullanilan bitki materyalinin literatiirle
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uyumlu fitokimyasal profile sahip oldugunu gostermektedir. Ozellikle 1,8-cineole gibi
oksijenize monoterpenlerin yiliksek oranlarda bulunmasi, L. nobilis ugucu yaginin
antimikrobiyal, antiinflamatuvar ve mukolitik etkilerinden sorumlu olabilir [220]. Bu
baglamda, c¢alismamizda kullanilan ugucu yagin hem kalite hem de terapdtik
potansiyel acisindan farmakope diizeyinde bilesik profiline sahip oldugu

degerlendirilmistir.

Salvia officinalis L. yapraklarindan elde edilen ugucu yagin kimyasal profili
GC-FID/MS yontemiyle analiz edilmis ve toplam 20 bilesen tespit edilmistir.
Tanimlanan bilesikler, toplam kompozisyonun %92,1’ini olusturarak ucucu yagin
biiyiik bir kisminin dogru sekilde karakterize edildigini gostermektedir. En baskin
kimyasal sinif olarak oksijenize monoterpenler (%57,1) belirlenmis ve bu grup,
adagayr ugucu yaginin biyolojik aktivitesinden sorumlu major fraksiyonu
olusturmustur. Ugucu yagin major bilesenleri cis-thujone (%23,3 + 0,1), camphor
(%13,5 £ 0,1), 1,8-cineole (%12,6 £ 0,1) ve (E)-caryophyllene (%15,1 + 0,1) olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar, daha once S. officinalis tirleri {lizerinde yapilan
caligmalarla yiiksek diizeyde uyumluluk goéstermektedir. Ornegin, Raal ve ark.
[162] ile Kacaniova ve ark. [221], farkli Avrupa iilkelerinde yetistirilen S.
officinalis 6rneklerinde thujone tlirevleri, camphor ve 1,8-cineole’un baskin bilesenler
oldugunu belirtmistir. Ayni1 sekilde, El Euch ve ark. [222] da adacay1 yaginin bu temel
bilesenlere dayali antioksidan ve enzim inhibisyon aktiviteleri tagidigini vurgulamstir.
Ayrica elde edilen kimyasal profilin, S. officinalis ugucu yagi icin gegerli olan ISO
9909 kalite standardi ile uyumlu oldugu gézlemlenmistir. Standartta belirtilen sinirlar
icinde kalan cis-thujone (%18-43), camphor (%4,5-24,5), 1,8-cineole (%5,5-13,0) ve
diger bilesikler, ¢alismamizda tespit edilen oranlarla yiliksek derecede ortiismektedir.
Bu durum, kullanilan bitki materyalinin farmasoétik kaliteye uygun oldugunu ve analiz
edilen ugucu yagin terapotik olarak degerlendirilebilir oldugunu gostermektedir.
Calismada elde edilen adagay1 ugucu yagi, bilesen cesitliligi ve oranlar1 bakimindan
hem literatlirle hem de uluslararasi kalite kriterleriyle yiliksek diizeyde oOrtiismekte

olup, biyolojik aktivite potansiyeli tastyan bir dogal iirlin profili sunmaktadir.

Origanum onites L. tiiriinlin toprak {istii kismindan elde edilen ugucu yagin
kimyasal bilesimi GC-FID/MS yontemi ile analiz edilmistir. Toplam 12 bilesik

tanimlanmis olup, bu bilesenler ugucu yagin %97,9’unu olusturmustur. Bu durum,
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elde edilen ugucu yagin yiiksek diizeyde karakterize edildigini ve analitik yontemin
yeterliligini ortaya koymaktadir. Kimyasal siniflandirmaya gore, bilesiklerin %88,6’s1
oksijenize monoterpenlerden olusmakta olup, bu grup ugucu yagin baskin
fraksiyonunu temsil etmektedir. Ozellikle carvacrol bilesigi %80,6 + 0,3 oraniyla
ucucu yagin major bileseni olarak tespit edilmistir. Carvacrol, fenolik bir monoterpen
olarak bilinir ve antimikrobiyal, antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri ile farmasdtik
acidan oldukca degerli bir bilesiktir. Bu ¢alismada elde edilen yiiksek carvacrol
orani, O. Onites ugucu yaginin biyolojik potansiyelinin kayda deger oldugunu
gostermektedir. Carvacrol disinda; linalool (%5,6), a-bisabolene (%2,8) ve p-cymene
(%2,4) orta diizeyde bulunan diger bilesiklerdir. Bu dagilim, daha o6nce O.
onites lizerine yapilan ¢aligmalardaki bulgularla biiyiik 6l¢iide ortiismektedir. Carroll
ve ark. [223] ¢aligmasinda da carvacroliin ugucu yagda baskin oldugu rapor
edilmistir. Tasdemir ve ark. [224] ise Tiirk O. onites ugucu yaginin carvacrol kaynakli
antiprotozoal aktivitesini vurgulamistir. Ayrica, Ozkan ve ark. [225] tarafindan
yiiriitiilen bir ¢calismada, hasat zamaninin ugucu yagin fenolik igerigini ve ozellikle
carvacrol oranim etkiledigi bildirilmistir. Calismamizda elde edilen ugucu yag
bilesimi, fenolik monoterpen olan carvacrol’iin baskinligi ile karakterize edilmis ve bu
ozellik, O. onites ugucu yaginin geleneksel kullanimlarmin yani sira farmakolojik
uygulamalar agisindan da 6nemli bir kaynak olabilecegini diisiindiirmektedir. Elde
edilen bilesen dagilimi, daha 6nceki ¢alismalarda bildirilen degerlerle uyumlu olup,
kullanilan bitki materyalinin kimyasal standardizasyon agisindan yiiksek kalitede

oldugunu gostermektedir.

Helichrysum italicum (Roth) G. Don. bitkisinin ¢igekli toprak {istii
kisimlarindan elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesimi GC-FID/MS yontemiyle
analiz edilmistir. Toplam 16 bilesen tanimlanmis olup, ucucu yagin %88,1°lik kismi
basariyla karakterize edilmistir. Bu durum, elde edilen ugucu yagin kimyasal profili
acisindan yeterince temsil edici oldugunu gdstermektedir. Bilesik gruplarina gore
degerlendirildiginde, seskiterpen hidrokarbonlar (%52,7) ugucu yagin baskin
kimyasal grubunu olusturmustur. Seskiterpen tiirevlerinin ugucu yagdaki bu yogun
varhigi, H. italicum’un diger tiirlerinden ayirt edici bir 6zelligi olarak literatiirde de
tanimlanmistir. Ana bilesenler arasinda yer alan caryophyllene (%23,3 + 0,2), neryl
acetate (%20,7 £+ 0,2), y-curcumene (%12,6 + 0,1) ve nerol (%5,0 + 0,1) bu ugucu

86



yagin karakteristik profiline katki saglamaktadir. Bu bulgular, Tali¢ ve ark.
[226] tarafindan Bosna-Hersek orijinli H. italicum 6rneklerinde rapor edilen kimyasal
cesitlilikle uyumlu olup, ozellikle seskiterpenlerin ve neryl acetate':n belirgin
oranlarda bulunmasi ile paralellik gdstermektedir. Benzer sekilde, Kladar ve ark.
[227] ¢aligmasinda da Karadag kokenli o6rneklerde caryophyllene ve neryl acetate
bilesenlerinin ugucu yag profilinde 6n planda oldugu gosterilmistir. Ozellikle neryl
acetate, literatlirde H. ifalicum ugucu yaglarimin belirleyici bileseni olarak
tanimlanmakta ve bu bilesigin antioksidan, antiinflamatuvar ve cilt yenileyici etkileri
oldugu bildirilmektedir. Seskiterpen yapisindaki y-curcumene ve nerol gibi bilesikler
ise hem aromatik profili hem de biyolojik aktiviteleri agisindan 6nemli katkilar
saglamaktadir. Bu ¢alismada elde edilen H. italicum ugucu yagi bilesimi, daha onceki
caligmalarda tanimlanan kemotiplerle yiiksek diizeyde oOrtiismekte ve bu bitkinin
farmakolojik ac¢idan degerli bir ugucu yag kaynagi olabilecegini gdstermektedir.
Ozellikle seskiterpen hidrokarbonlar ve oksijenize monoterpenlerin bilesime olan
yiiksek katkisi, bu tilirlin aromaterapdtik ve dermokozmetik uygulamalar igin

potansiyelini desteklemektedir.
2- Sitotoksisite Testleri

Gliniimiizde hiicre canliliginin ve sitotoksisitenin degerlendirilmesinde ¢esitli
kolorimetrik yontemler kullanilmakta olup, MTT testi bunlar arasinda en yaygin
bagvurulan tekniklerden biridir. Bu testin temel prensibi, hiicrelerdeki mitokondriyal
enzim aktivitesinin dl¢iilmesine dayanir. Ilk olarak Mosmann tarafindan 1983 yilinda
tanimlanan bu yontem, hiicre canliligi analizlerinde “altin standart” olarak kabul
edilmektedir. MTT, sar1 renkli bir tetrazolyum tuzudur; ¢ogalan hiicrelerde artan
mitokondriyal dehidrojenaz enzim aktivitesi sonucu suda ¢dzlinmeyen mor renkli
formazan kristallerine indirgenir. Olusan bu kristaller izopropil alkol veya
dimetilsiilfoksit (DMSO) kullanilarak c¢oziiliir ve elde edilen renk yogunlugu
spektrofotometrik olarak olgiiliir. Analizlerde, herhangi bir uygulama yapilmamis
hiicreler %100 canli kabul edilir ve diger gruplar buna gore oransal olarak
degerlendirilir. Oldukga giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglar sunan MTT testi hem
sitotoksisiteyi hem de hiicre proliferasyonunu belirlemek amaciyla yaygin sekilde
kullanilmaktadir [185, 228]. Calismamizda da bitki ekstreleri (EX1-EX4) ve ugucu

yag emiilsiyonlarinin (EM1-EM4) insan dermal fibroblast hiicreleri tizerindeki etkileri
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MTT testi aracilifiyla sistematik olarak incelenmistir. Bulgular, hiicre canliligi
acisindan ekstrelerin emiilsiyonlara kiyasla ¢ok daha yiiksek biyouyumluluga sahip

oldugunu gostermektedir.

Ekstreler grubunda, bazi ekstrelerin 6zellikle diisiik ve orta konsantrasyonlarda
fibroblast hiicre canliligini korudugu ya da artirdigi, bazi ekstrelerin ise yliksek
konsantrasyonlarda sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymustur. EX3 (Hypericum
perforatum L.) ekstresi, 80 ng/mL konsantrasyonda %120,01 + 20,4 oraninda hiicre
canlilig1 ile tiim gruplar arasinda en yiiksek proliferatif etkiyi gdstermistir. Bu bulgu,
EX3’iin igerdigi fenolik bilesikler, flavonoitler gibi biyoaktif bilesenlerin fibroblast
proliferasyonunu destekledigine isaret etmektedir. Anaya-Mancipe ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada, Plantago major gibi fitokimyasal olarak benzer tiirlerin fibroblast
cogalmasini artirdig1 ve in vitro yara iyilesmesi siireglerini hizlandirdig1 gosterilmistir
[229]. Ayrica, Siintar ve arkadaslarinin ¢alismasinda Hypericum perforatum yagi ile
adacay1 ve kekik ucucu yaglarini igeren yeni bir merhem formiilasyonunun yara
iyilestirici etkileri ortaya konmustur [230]. EX4 (Matricaria recutita L.) ekstresi ise
60 ng/mL’de %114,41 + 6,51 ile yiiksek hiicre canlilig1 sergileyerek ikinci sirada yer
almistir. Bu sonug, EX4’lin icerigindeki flavonoitler ve antioksidan maddelerin
oksidatif stresin azaltilmasina katkida bulunarak hiicre canlilifini destekledigini
diisiindiirmektedir. Benzer sekilde, flavonoit agisindan zengin ekstrelerin fibroblastlar
iizerinde sitoprotektif ve proliferatif etkiler gdsterdigi daha onceki ¢alismalarda da
vurgulanmistir [163, 231]. EX2 (Calendula officinalis L.) grubunda ise 100 ve 80
pg/mL konsantrasyonlarinda belirgin bir sitotoksik etki gdzlenmis olup, hiicre canlilig1
strastyla %72,71 £+ 62,36 ve %62,2 + 56,63 olarak 6l¢iilmiistiir. Bununla birlikte, 60
pg/mL ve daha diisiik konsantrasyonlarda bu olumsuz etki tersine donmiis ve canlilik
orant %108,49 + 2.35’¢ ulasmistir. Bu bulgu, baz1 fitokimyasal bilesenlerin
konsantrasyona bagl ¢ift yonlii etki (hormetik etki) gosterebildigini desteklemektedir.
Ornegin, St. John’s wort (Hypericum perforatum) gibi bitkilerde de hiperisin gibi
bilesenlerin diisiik dozda faydali, ancak yiiksek dozda toksik etkiler gosterebildigi
bildirilmektedir [210, 232]. EX1 (Plantago major L.) grubu ise genel olarak diisiik
varyans ve stabil hiicre canlilig1 oranlar ile dikkat ¢cekmis, tiim konsantrasyonlarda
giivenli kabul edilebilecek diizeyde hiicre canliligi saglamistir. Bu durum, EX1’in

diistik toksisiteye sahip fitokimyasal igerige sahip olabilecegini ve yara iyilesmesi
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uygulamalarinda biyouyumlu formiilasyonlar i¢in uygun bir aday olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bitkisel iirlinlerin bu sekilde stabil hiicre yaniti olusturmasi,
ozellikle hassas dokularla temas eden firiinlerde tercih sebebidir [233]. Genel olarak
degerlendirildiginde, EX3 ve EX4 gruplarinin proliferatif etkiler gdstermesi, bu
ekstrelerin yara iyilesmesi siirecinde potansiyel terapotik ajanlar olarak
kullanilabilecegini  diigiindiirmektedir. Bununla birlikte, EX2  grubundaki
konsantrasyona bagh degiskenlik, fitokimyasal igeriklerin doz-yanit iliskisine dikkat
edilmesi gerektigini vurgulamaktadir. Gelecek ¢aligmalarda bu ekstrelerin molekiiler
diizeyde etkileri (6rnegin VEGF, TGF-B, IL-6 gibi belirtecler iizerindeki etkileri)
detayli bicimde incelenmeli ve farkli tasiyici sistemlerle (6rn. nanoemdiilsiyon,

hidrojel) biyoyararlanimlar1 optimize edilmelidir.

Ugucu yag emiilsiyonlar1 grubunda, 6zellikle EM2 (Laurus nobilis L.), tim
konsantrasyon araliginda hiicre canliliginin yiiksek diizeyde korundugu gézlenmistir.
EM2 grubu 10 pg/mL konsantrasyonda %97,69 + 9,35 ve 5 ng/mL’de %91,29 + 8,26
hiicre canliligr gdstermistir. Bu bulgu, Laurus mnobilis ugucu yaginin uygun
formiilasyonla fibroblast hiicreler {izerinde biyouyumlu 6zellikler gdsterebilecegini
desteklemektedir. Benzer sekilde, literatiirde Laurus nobilis’in diisiik toksisiteye sahip
oldugu ve yara iyilesmesi siirecine olumlu katkilar saglayabilecegi rapor edilmistir
[234, 235]. Buna karsin EM1 (Helichrysum italicum L.), EM3 (Salvia officinalis L.)
ve EM4 (Origanum onites L.) gruplarinda ozellikle 40 pg/mL ve tizerindeki
konsantrasyonlarda hiicre canliligi %5’in altina diismiistiir. Bu durum, bu {i¢ ugucu
yagin yiiksek konsantrasyonlarda fibroblastlar i¢in belirgin sitotoksik etki gosterdigini
ortaya koymaktadir. Ugucu yaglarin 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda membran
gecirgenligini bozarak hiicre lizisine ve apoptoza neden olabilecegi daha Onceki
arastirmalarda da vurgulanmistir [236]. Bu etkinin ardinda, ugucu yaglarin icerdigi
fenolik monoterpenler (6rnegin carvacrol, thymol) ve oksijenli bilesenler (1,8-cineole,
camphor) gibi giiclii lipofilik bilesiklerin, hiicre zarinda deterjan benzeri etki
olusturarak membran stabilitesini bozmas1 yatmaktadir [237, 238]. Ozellikle Salvia
officinalis ve Origanum onites gibi tiirler, yiiksek miktarda thujone, carvacrol ve
camphor igerebilir; bu bilesenler diisiik konsantrasyonlarda antiinflamatuvar ve
antimikrobiyal Ozellikler sunarken, yiliksek konsantrasyonlarda sitotoksisite riskini

artirmaktadir [239, 240]. EM2 grubunun ise bu olumsuz etkilerden bagimsiz olarak
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tim konsantrasyonlarda %70’in iizerinde hiicre canlilig1 saglamasi, hem igerdigi
bilesenlerin daha az toksik profilde oldugunu hem de formiilasyonda kullanilan
tastyicilarin hiicre zarina zarar vermeyecek sekilde optimize edildigini gostermektedir.
Bu bulgu, emiilsiyonlarin biyouyumlulugunun yalnizca bitkisel igerige degil, ayni
zamanda formiilasyonda kullanilan yardimci maddelere de bagli oldugunu
gostermektedir [241]. Sonug olarak, ucucu yag emiilsiyonlar1 arasinda yalnizca EM2
grubunun hiicre canlilig1 agisindan giivenli oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, yara
iyilesmesini destekleyecek dermal iiriinlerin gelistirilmesinde EM2’nin biyouyumlu
yapist avantaj saglayabilirken, EM1, EM3 ve EM4 gibi daha sitotoksik
formiilasyonlarin diisiik konsantrasyonlarda ve kontrollii sistemlerle uygulanmasi

gerektigi diigiiniilmektedir.

Bitki ekstreleri diisiik toksisiteleri ve yiiksek biyouyumluluklari nedeniyle yara
iyilesmesi  calismalarinda  Oncelikli  tercih  edilebilecek  ajanlar  olarak
degerlendirilebilir. Ote yandan ucucu yaglarm, etkili olabilmeleri icin dogru
tastyicilarla ve optimum konsantrasyon araliklarinda formiile edilmeleri biiyiik 6nem

tagimaktadir.
3- Yara lyilesme Deneyi

Yara iyilesmesi, hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme
(remodeling) olmak iizere dort temel evreden olusan, olduk¢a karmasik ve dinamik bir
biyolojik siirectir. Bu siire¢, doku biitiinliiglinlin saglanmasi ve fonksiyonun yeniden
kazanilmasi acisindan énemlidir. Ozellikle travma, cerrahi miidahale, bas1 yaralar1 ve
diyabetik iilser gibi klinik tablolar, yara iyilesme siirecini dogrudan etkileyen
durumlardir ve siklikla anestezi ve yogun bakim pratigi ile iliskilidir. Yogun bakim
hastalarinda immiinsupresyon, doku perfiizyon bozukluklar1 ve beslenme
yetersizlikleri gibi faktorler yara iyilesmesini sekteye ugratirken; cerrahi hastalarda da
perioperatif ~ donemdeki  inflamatuar  yanmitlar bu  siirecin  etkinligini

belirlemektedir [81].

Yara iyilesmesi siirecinde fibroblastlar basta olmak {izere hiicreler cogalarak
hasarl1 bolgeye go¢ ederler. Hiicre migrasyonu, iyilesme hizini belirleyen sinirlayici
basamaklardan biridir. Bu nedenle, yara iyilesmesini arastiran deneysel caligsmalar

genellikle hiicre migrasyonu iizerine kurgulanir. In vitro yara iyilesme modellerinde,
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belirli standart kosullar altinda hiicre tabakasi lizerinde yapay bir yara hatt1 olusturulur
ve fibroblastlarin bos alana hareketi degerlendirilir [199]. Cogunlukla hiicre kiiltiirii
ylizeyi, hiicre-matriks etkilesimlerini taklit etmek amaciyla ekstraseliiler matriks
bilesenleriyle kaplanir. Bu yontemler sayesinde yeni tedavi yaklasimlariin in vivo
deneylere ge¢gmeden Once hiicre diizeyinde etkileri ayrintili olarak incelenebilir.
Calismamizda da kullandigimiz geleneksel iki boyutlu hiicre monolayer modelleri,
laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan ekipmanlarla ve standart kiiltlir kosullar
altinda kolaylikla uygulanabilmeleri nedeniyle en sik tercih edilen deneysel

yaklagimlardan biridir.

Bu calismada kullanilan ¢izik yara modeli sonrasinda elde edilen 0. saat yara
uzunlugu verileri, tiim deney gruplar1 birlestirilerek istatistiksel agidan
degerlendirilmistir ve Olclimlerin istatistiksel olarak normal dagilim gosterdigini
ortaya koymustur (p=0.7907). Bu bulgu, ¢izik yara modelinin deney gruplar
arasinda uzunluk agisindan homojen sekilde olusturuldugunu ve baslangictaki yara
boyutlarinin sistematik bir fark olusturmadan standart bir sekilde uygulandigini
gostermektedir. Boylece, deney siirecinde gruplar arasi baslangic farkliliklarindan
kaynakli potansiyel Onyargilarin minimize edildigi degerlendirilmektedir. Sonug
olarak, 24. ve 48. saatlerde elde edilen yara kapanma yiizdesi farkliliklarinin,
baslangi¢c yara uzunlugu varyasyonundan ¢ok, uygulanan bitkisel ekstrakt ve
emiilsiyonlarin  biyolojik etkileriyle iligkili oldugu daha gii¢lii bir sekilde

desteklenmistir.

Bitki ekstreleri (EX1-EX4) ve ugucu yag emiilsiyonlarinin (EM1-EM4), in
vitro ¢izik testi yontemi ile yara iyilesmesi iizerindeki etkileri degerlendirildiginde,
ozellikle 24. saatte EX2 (Calendula officinalis L.) grubunda ortalama yara
uzunlugunun 90,9 = 21,2 um, EM2 (Laurus nobilis L.) grubunda ise 121,94+ 25,7 ym
olarak olgiildiigii ve her iki grubun da kontrol grubuna (179,4+26,1 pum) kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha kisa yara uzunlugu gosterdigi (p <0,001)
tespit edilmistir. Siintar ve arkadaslar1 [230], Hypericum perforatum ve Origanum
vulgare yaglar1 iceren formiilasyonlarda 24. saatte yara uzunlugunda yaklasik %35—
40 azalma saptandigini rapor etmistir. Calismamizda Calendula officinalis ekstresinin

kontrol grubuna gore yaklasik %49,3 oraninda yara uzunlugu azalmasi saglamasi,
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literatiirde belirtilen yara kapanma hizlariyla kiyaslandiginda dikkate deger diizeyde
bir etkinlik gostermektedir. Martinotti ve Ranzato [242] tarafindan bildirilen fibroblast
cizik testi protokoliinde, fitoterapdtik ajan uygulanan gruplarda ortalama yara
uzunlugunun genellikle 120-150 pm seviyelerine diistigli belirtilmistir. Bu verilerle
karsilagtirildiginda, oOzellikle EX2 grubunda saptanan 90,9 pum degerinin, onceki
caligmalardan daha yiiksek diizeyde bir iyilesme potansiyeline isaret ettigi
sOylenebilir. Ayrica EM2 grubunda goézlenen ortalama yara uzunlugunun 121,9 um
olmasi, Laurus nobilis ugucu yaginin da migrasyonu anlaml 6l¢iide destekledigini
diisiindiirmektedir. Calendula officinalis L.’in yara iyilesmesini destekleyici etkisi
literatlirde siklikla vurgulanmakta olup, Shahane ve arkadaslar1 [243] bu bitkinin
flavonoid ve triterpenoid igerigi sayesinde inflamasyonu azaltarak fibroblast
proliferasyonunu uyardigin1 ve doku onarimini hizlandirdigini bildirmistir. Laurus
nobilis L. ise antiinflamatuar ve antimikrobiyal 6zellikleriyle epitelizasyon siirecini
destekleyen bir bitki olarak tanimlanmis, Fidan ve arkadaslar1 [171] tarafindan ugucu
yaglarinin zengin fenolik madde ve flavonoit bilesimlerinin bu etkilerle iliskili
olabilecegi ifade edilmistir. Ayrica, Ozcan ve Chalchat [170], Laurus nobilis L.’in
ucucu bilesik profilinin cografi bolgeye baglh olarak degiskenlik gosterdigini ve bu
degiskenligin biyolojik aktivite lizerinde belirleyici rol oynayabilecegini ortaya
koymustur. Calismamizda EM2 grubunda erken donemde gozlenen pozitif etkinin 48.
saatte devam etmemesi, muhtemelen Laurus nobilis L.’in ugucu bilesenlerinin
volatilitesi nedeniyle etkinin kisa siireli olmasina baglanabilir. Bu bulgular, Calendula
officinalis L. ve Laurus nobilis L.’in yara iyilesmesi silirecinde potansiyel fayda
saglayabilecegini, ancak etkilerinin formiilasyon tipi ve uygulama siiresi gibi
parametrelerden dnemli dl¢lide etkilendigini gostermektedir. Bununla birlikte, farkli
calismalarda kullanilan hiicre hatlari, serum kosullar1 ve ¢izik genisligi gibi
metodolojik degiskenler, yara uzunlugu degerlerinde gozlenen farkliliklarin 6nemli bir
nedenini olusturabilmektedir. Dolayisiyla elde ettigimiz veriler, bitkisel iirlinlerin
etkili konsantrasyonlarda formiile edilmesi durumunda fibroblast migrasyonunu
literatiirde rapor edilen oranlardan daha yiiksek diizeyde hizlandirabilecegini

diistiindiirmektedir.

EX1 (Plantago major L.) ve EM3 (Salvia officinalis L.) gruplarinda yara
uzunlugu hem 24. saatte (EX1 ic¢in 144,2 +£ 34,9 um; EM3 i¢in 126,9 + 28,5 pm) hem
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de 48. saatte (EX1 i¢in 151,0 £20,0 um; EM3 i¢in 46,0 = 10,0 pm) kontrol grubuna
(24. saatte 179,4 + 26,1 um; 48. saatte 113,0 £20,0 pm) kiyasla daha diisiik seyretmis
olmakla birlikte, bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).
Plantago major L., allantoin ve fenolik bilesikler agisindan zengin icerigiyle bilinen
bir bitkidir ve Anaya-Mancipe ve arkadaglar1 [229] tarafindan yapilan ¢alismada, bu
bitkinin fibroblast proliferasyonunu artirarak yara iyilesmesini destekleyebilecegi
gosterilmistir. Salvia officinalis L. ise kolajen sentezini uyaric etkileri ve belirgin
antiinflamatuar potansiyeliyle one c¢ikmaktadir; Farahpour ve arkadaslari [163],
adacay1 yaginin bakteriyel enfeksiyon modellerinde yara kapanmasini hizlandirdigin
rapor etmistir. Bu ¢alismada, her iki bitkinin de olumlu etkileri gdzlenmekle birlikte,
istatistiksel anlamliliga ulagilamamis olmasi; formiilasyon tipi, uygulama siiresi,
secilen doz araliklar1 veya ¢izik testi modelinin sinirliliklartyla iliskili olabilir. Ayrica,
Plantago major L.’in polifenolik profili ve Salvia officinalis L.’in ugucu bilesik
icerigi, stabilite ve hiicre penetrasyonu gibi faktorlerden etkilenebilecegi i¢in, in vivo
kosullarda bu bitkilerin etkinliginin daha belirgin hale gelebilecegi diisiiniilmektedir.
Bu bulgular, bitkisel {irlinlerin yara iyilesmesindeki potansiyel faydalarinin,

formiilasyona ve deneysel tasarima duyarliligini bir kez daha ortaya koymaktadir.

EM1 (Helichrysum italicum (Roth) G. Don.) grubunda yara uzunlugu, 24.
saatte ortalama 161,7 + 34,2 um, 48. saatte ise 117,9 + 23,6 um olarak dl¢iilmiis ve bu
degerler her iki zaman noktasinda da kontrol grubuna (24. saatte 179,4 + 26,1 um; 48.
saatte 98,1 + 20,4 um) kiyasla hafif bir azalma gostermis olmakla birlikte, istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Helichrysum italicum ugucu yagi, ozellikle
caryophyllene, y-curcumene ve neryl asetat gibi bilesenler agisindan zengin olup, bu
kimyasal profilin antiinflamatuar, antioksidan ve epitelizasyonu destekleyici etkiler
sundugu literatiirde belirtilmektedir. Kladar ve arkadaslart [227], bu bitkinin
seskiterpen hidrokarbon igeriginin yara iyilesmesi siire¢lerinde onemli katkilar
saglayabilecegini vurgulamistir. Benzer sekilde Tali¢ ve arkadaglar1 [226], neryl
asetat’in fibroblast proliferasyonunu uyararak doku onarimini destekleyebilecegini
ifade etmistir. Caligmamizda elde edilen bulgular, EM1 emiilsiyonunun yara
kapanmasin pozitif yonde etkileyebilecegini diislindiirse de gbzlenen etkinin anlaml
diizeye ulagmamasi, kullanilan konsantrasyonun biyolojik yanit olusturmak i¢in yeterli

olmamasi ya da ugucu bilesenlerin volatil 6zellikleri nedeniyle hiicre tabakasiyla
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temas siiresinin smirli kalmasina baglanabilir. Ayrica Andji¢ ve arkadaslar1 [168],
Helichrysum italicum ugucu yaginin in vitro modellerde antiinflamatuar etkilerinin
daha cok oksidatif stresin modiilasyonu yoluyla ortaya c¢ikti§int ve migrasyon
tizerindeki etkilerinin doz bagimli olabilecegini ifade etmistir. Bu nedenle,
Helichrysum italicum emiilsiyonlarinin yara iyilestirici potansiyelinin daha genis
konsantrasyon araliklarinda ve farkli tasiyict sistemlerle degerlendirilmesi

Onerilmektedir.

EM4 (Origanum onites L.) grubunda yara uzunlugu 24. saatte ortalama
135,54+29,3 um, 48. saatte ise 42,0+ 5,1 um olarak Ol¢lilmiis olup, her iki zaman
noktasinda da kontrol grubuna (24. saatte 179,4 +£26,1 um; 48. saatte 98,1 + 20,4 um)
kiyasla daha diisiik seyretmis, ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli diizeye
ulagsmamistir (p>0,05). Origanum onites L.’nin karvakrol ve timol gibi fenolik
monoterpenler agisindan zengin oldugu ve bu bilesenlerin gii¢lii antimikrobiyal,
antiinflamatuar ve antioksidan etkiler sundugu Spyridopoulou ve arkadaslar1 [244] ile
Avola ve arkadaslar1 [245] tarafindan ortaya konmustur. Bu 6zelliklerin fibroblast
migrasyonu ve proliferasyonunu destekleyerek yara kapanmasmi hizlandirict
potansiyel yaratabilecegi diisliniilmektedir. Calismamizda elde edilen veriler, EM4
emiilsiyonunun her iki zaman noktasinda da yara iyilesmesini olumlu yonde
etkiledigini dusiindiirmekle birlikte, gozlenen farklarin istatistiksel anlamlilik
diizeyine ulagsmamasi, uygulanan konsantrasyon araligmin yeterli biyolojik yanit
olusturmakta smirli kalmis olabilecegini ya da emiilsiyonun hiicre tabakasiyla
etkilesiminin kisitlh oldugunu gdstermektedir. Ayrica ugucu yagin volatil yapisi
nedeniyle etkisinin zaman iginde azalmasinin da bu sonuglara katkida bulunmus
olabilecegi degerlendirilmektedir. Bu nedenle, Origanum onites L. emiilsiyonlarinin
yara iyilestirici etkileri daha yliksek drneklem sayilar1 ve farkli konsantrasyonlarda

tekrar arastirilmalidir.

Buna karsilik, EX3 (Hypericum perforatum L.) grubunda yara uzunlugu 24.
saatte 324,1 = 32,7 um olarak 6l¢ililmiis ve kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede daha yliksek bulunmustur (p <0.001); ancak 48. saatte Olciilen yara
uzunlugu 192,3 + 30,8 um olup bu fark istatistiksel anlamlilik diizeyine ulagsmamistir
(p>0.05). EX4 (Matricaria recutita L.) grubunda ise 24. saatte yara
uzunlugu 259,2 + 33,6 um, 48. saatte ise 198,4+27,9 um olarak saptanmis ve her iki
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zaman noktasinda da kontrol grubuna (24. saatte 179,4+26,1 pum, 48.
saatte 98,1 £20,4 um) gore anlamli derecede daha yiliksek degerler gostermistir
(p <0.001). Bu bulgular, EX3’{in yalnizca erken donemde iyilesmeyi belirgin sekilde
yavaslattigini, EX4’iin ise hem erken hem ge¢ donemde yara kapanmasini olumsuz
etkiledigini ortaya koymaktadir. Matricaria recutita L.’nin diisiik konsantrasyonlarda
yara iyilesmesini destekledigi ve antimikrobiyal, antiinflamatuar 6zellikler tasidig
literatiirde siklikla bildirilmekte olup, Singh ve arkadaslart [119] bitkinin bu
ozelliklerini vurgulamistir. Bununla birlikte, kullanilan ekstrenin konsantrasyonu,
tasiyict sistemi veya stabilitesinin bu c¢alismada olumsuz sonuglara neden olmus
olabilecegi degerlendirilmektedir. Hypericum perforatum L.’nin yara iyilestirici
etkileri ise Siintar ve arkadaglarinin [230] yirittigli c¢alismada, geleneksel
formiilasyonlarda basariyla kullanildigi ve inflamasyon modiilasyonu sagladig:
seklinde tanimlanmistir. Ek olarak, Saddiqe ve arkadaslari [246] da Hypericum
perforatum’un fenolik bilesenlerinin yara kontraksiyonunu hizlandiric1 potansiyele
sahip oldugunu belirtmistir. Bununla birlikte, bizim ¢alismamizda gézlemlenen yara
kapanmasindaki gecikmenin, ekstrenin yetersiz penetrasyon kapasitesine, hiperisin
gibi bilesiklerin fototoksik etkisine ya da optimal olmayan uygulama parametrelerine
bagl olarak gelismis olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu bulgular, bitkisel iiriinlerin
biyolojik etkilerinin yalnizca kimyasal igeriklerine degil, ayn1 zamanda uygun

dozlama, tasiyict sistem ve stabilite kosullarina da duyarli oldugunu gostermektedir.

Calismamizda elde edilen sitotoksisite test sonuclar1 ve yara kapanma verileri
birlikte degerlendirildiginde, ekstre ve emiilsiyonlarin hiicre canlilig1 profilleri ile yara
iyilestirici etkileri arasnda anlamli bir paralellik gdzlenmistir. Ozellikle EX2
(Calendula officinalis L.), MTT testinde diigiik konsantrasyonlarda hiicre canliliginm
yiiksek diizeyde korumus (%108,49 + 2,35) ve belirgin sitotoksisite gdstermemistir.
Cizik testi sonuglarinda ise 24. saatte kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli sekilde daha diislik yara uzunlugu (90,9 £21,2 um) ile dikkat ¢ekmistir. Bu
bulgu, Calendula ekstresinin fibroblast proliferasyonu ve migrasyonunu giivenli
konsantrasyon araliginda giiclii sekilde destekledigini ortaya koymaktadir. Benzer
sekilde EM2 (Laurus nobilis L.), sitotoksisite testlerinde diger ucucu yag
emiilsiyonlarina kiyasla belirgin sekilde daha diisiik toksisite profili sergilemis ve

hiicre canliligin1 %90’ iizerinde tutmay1 basarmigtir. Bu durum, 24. saatte yara
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kapanma hizinin artmasiyla uyumlu olup, yiliksek biyouyumluluk ve yara iyilestirici
potansiyelin korelasyon gosterdigini desteklemektedir. EX3 (Hypericum perforatum
L.) ve EX4 (Matricaria recutita L.) ekstrelerinin sitotoksisite deneylerinde yiiksek
konsantrasyonlarda fibroblast canliligini azalttig1 gozlenmis, ¢izik testi sonuglarinda
da her iki grupta yara uzunluklarinin anlamli sekilde yiiksek kalmasi ile bu durum
tutarlt bulunmustur. Bu bulgu, yiiksek konsantrasyonlara bagh sitotoksik etkinin yara
iyilesmesini olumsuz yénde etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle EX4
grubunda hem hiicre canliliginin azalmasi hem de yara kapanmasinin gecikmesi, Singh
ve arkadaglarinin [119] bazi papatya preparatlarinin konsantrasyona bagli sitotoksik
etkileri oldugunu bildirdigi bulgularla benzerlik gostermektedir. EM3 (Salvia
officinalis L.) ve EM4 (Origanum onites L.) gruplarinda sitotoksisite diizeyleri orta
diizeyde gozlenmis, yara kapanma testlerinde ise anlamli fark olmamakla birlikte yara
uzunluklariin kontrol grubundan diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu durum, ugucu
yaglarin hiicre canliligini belirli bir esik degerin altina indirmedikce fibroblast
migrasyonuna sinirli diizeyde olumlu katki saglayabilecegini gostermektedir. Bu
baglamda, sitotoksisite profili ve yara kapanma etkinligi arasinda giiclii bir iligki
oldugu, diisiik toksisiteye sahip Calendula ve Laurus gruplarmin yara iyilesmesini
belirgin diizeyde hizlandirdigi, yiiksek konsantrasyonda sitotoksisite olusturan
Hypericum ve Matricaria gruplarinin ise yara kapanmasini anlamli sekilde yavaslattigi
belirlenmistir. Bu bulgular, fitoterapdtik ajanlarin yara tedavisinde kullanilacak
konsantrasyonlarinin hem fibroblast biyouyumlulugu hem de proliferasyon

kapasitesine gore titizlikle optimize edilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

Cahsmamiza ait kisithhiklar: Cizik yara modelinin baslangicinda gruplar
arasi yara uzunluklarinin benzer olmasina dikkat edilmis olsa da ¢izik isleminin tam
olarak standardize edilmemis olmas1 Ol¢limler arasinda varyasyonlara neden olmus
olabilir. Ayrica ekstreler yalnizca belirli konsantrasyonlarda uygulanmis ve yara
kapanmas1 morfolojik olarak degerlendirilmistir; Ol¢limlerin daha kisa zaman
araliklarinda yapilmamasi, iyilesme hizina dair daha ayrintili bilgi edinilmesini
kisitlamistir. Bununla birlikte, calismamiz kullanilan bitkisel preparatlarin hangi tip
yaralarda (6rnegin diyabetik iilser, yanik, cerrahi yara gibi) daha etkili olduguna dair
dogrudan bir ¢ikarim saglamamaktadir. Farkli komorbiditelere sahip hasta gruplarinda

yara iyilesmesi lizerine etkilerin degerlendirilmesi ve bulgularin klinik gecerliliginin
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ortaya konmasi i¢in ileri in vivo ve klinik ¢calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cahsmamizin giiclii yonleri: Bitkisel iiriinlerin yara iyilesmesi lizerindeki
etkilerini ¢cok yonlii ve kapsamli bicimde ele almasiyla 6ne ¢ikmaktadir. Calismada
hem dort farkli bitki ekstresi (Matricaria recutita L. ¢igek, Hypericum perforatum L.
toprak Ustli kismi, Calendula officinalis L. ¢igek ve Plantago major L. yaprak) hem de
dort farkli ucucu yag emilsiyonu (Laurus nobilis L. yaprak, Salvia
officinalis L. yaprak, Origanum onites L.toprak st kismi ve Helichrysum
italicum (Roth) G. Don. toprak iistii kismi) in vitro c¢izik testi modeliyle
degerlendirilmis, yara iyilesmesi siire¢leri hem 24. hem de 48. saatte olmak iizere
zaman bagimli olarak analiz edilmistir. Ayrica MTT testi ile sitotoksisite
degerlendirilerek biyolojik etkinin yaninda hiicre canliligi da dikkate alinmis ve
iirinlerin  biyouyumluluk profilleri ortaya konmustur. Kullanilan tim bitkisel
materyallerin fenolik madde, flavonoit, karotenoid, hiperisin ve apigenin-7-glukozit
gibi icerikleri validasyonu yapilmig HPLC, UV-VIS ve GC-FID/MS yontemleri ile
nicel olarak analiz edilmis ve elde edilen fitokimyasal profiller ile biyolojik etkiler
arasinda anlamli baglantilar kurulmustur. Calismamiz ayrica farkli disiplinlerin bir
araya gelerek klinik bir problem olan yara iyilesmesi iizerine, kendi alanlarinda

katkilar saglayarak is birliklerini giiclendirmistir.
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6. SONUC

Bu caligma, bitkisel ekstre ve ucgucu yag emiilsiyonlarinin in vitro yara
iyilesmesi iizerindeki etkilerini kapsamli olarak degerlendirmis ve 6zellikle Calendula
officinalis L. (EX2) ile Laurus nobilis L. (EM2) gruplarinin erken fazda yara
kapanmasin1 anlamli diizeyde hizlandirdigin1 gostermistir. Elde edilen bulgular, bu
dogal {iriinlerin uygun doz ve formiilasyonlarda farmasétik amagli yara bakiminda
potansiyel olarak kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica, molekiiler diizeyde
yapilacak TNF-a, IL-6, VEGF ve TGF- gibi belirte¢ analizleriyle biyolojik etkilerin
daha iyi anlagilmasi ve in vivo modellerle dogrulanmasi, klinik uygulanabilirlik

acisindan onemli katkilar saglayacaktir.

Yara iyilesmesinde bitkisel preparatlarin etkinligi, yalnizca igerik profillerine
degil; kullanilan konsantrasyon, formiilasyon tipi, tasiyict sistem Ozellikleri ve
uygulama siiresine de baglidir. Bu baglamda, Calendula officinalis ekstresi ve Laurus
nobilis ugucu yagi igeren formiilasyonlarin yara yonetiminde ozellikle anestezi ve
yogun bakim pratiginde destekleyici ajanlar olarak degerlendirilmesi miimkiindiir.
Yogun bakim hastalarinda yara iyilesmesinin immiin yetmezlik, doku perfiizyon
bozuklugu ve inflamatuar siirecler nedeniyle gecikebildigi g6z Oniine alindiginda,
antiinflamatuar ve fibroblast aktivitesini artiric1 6zelliklere sahip bitkisel iirtinlerin

kullanim1 multidisipliner bakim yaklagimlarini gii¢lendirebilir.

Sonug olarak, ¢alisma kapsaminda segilen bitkisel ekstre ve ugucu yaglarin
literatiirde etkili oldugu bildirilmesine ragmen, bitki bilesimi, uygulanan yontem ve
formiilasyon parametreleri sonuglar iizerinde belirleyici olmustur. Bulgular, 6zellikle
Calendula officinalis L. ve Laurus nobilis L.’nin yara iyilesmesini destekleyici
etkilerini ortaya koymus olup, ileri diizey biyolojik ve klinik arastirmalarla bu verilerin

dogrulanmasi gerekliligini vurgulamaktadir.
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