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OZET

LAPAROTOMI UYGULANAN SICANLARDA CERRAHI YARA IYILESMESI
UZERINE KALKON-IMIiD TUREVININ ETKISININ ARASTIRILMASI

Aydogan, Leyla
Doktora, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Koksal Deveci
Agustos 2024, xv + 89 sayfa

Yara iyilesmesi organizmanin travmatik bir hasar nedeni ile olusan yaray1 onarmasi igin
verdigi yanita denir. Bu calismada, yeni sentezlenmis olan Kalkon-imid tiirevinin
laparotomi uygulanan siganlarda yara iyilesmesi lizerine etkisinin degerlendirilmesi
amaglanmistir. Bu amagla calisma icin 48 adet saglikli erkek wistar albino sican
kullanilmistir. Deneyde kontrol grubuna herhangi bir deneysel islem uygulanmamistir. 1.
ve 2. Sam grubuna %1 oraninda DMSO IP yolla verilip si¢anlar sirastyla 7. ve 14. giinde
sakrifiye edilmistir. Diger gruplarda batin duvari laparotomi ile a¢ilmis ve 25-50 mg/kg-
kalkon uygulanmis ve 7. ve 14. giiniin sonunda sakrifiye edilmistir. Sicanlarin
serumlarinda Toplam Antioksidan Seviyesinin ve Toplam Oksidan Seviyesinin 6l¢iimii
yaptlmistir. Periton dokusundan MDA diizeyi, SOD ve GSH-Px enzim aktivitesi
calisilmistir. IGF-I, EGF, FGF, TGF-f doku ve serum diizeyleri ELISA yontemiyle
belirlenmistir. Doku 6rnekleri immiinohistokimyasal boyama yontemi ile histolojik
olarak degerlendirilmistir. Gruplarin serum protein MDA, SOD, GSH-PX Diizeylerinin
karsilagtirdigimizda; grup-2 ve grup-3 GSH-PX serum diizeylerinin grup-4 GSH-PX
serum diizeylerinden anlamli diizeyde yiiksek bulundu (sirasiyla: p<0.001 ve p<0.05).
Doku protein MDA, SOD, GSH-PX Diizeylerinin karsilastirildiginda; grup 2 ve grup 3
doku MDA degerlerinin Sam-2 grubundan anlamli diizeyde diisiik bulundu (P<0.05).
Grup-4 doku GSH-PX degerleri sam-2 ve grup-2 doku GSH-PX degerlerinden anlamli
diizeyde diisiik bulundu (p<0.001).Gruplarin doku TGF-B, IGF, FGF ve EGF diizeyleri
arasinda anlamli farklilik bulundu (p<0.05). Sonug¢ olarak yara iyilesmesinde kalkon
uygulamasimin oksidatif stres ve sistemik iflamasyonu arttirmakta ve serbest oksijen
radikallerinin asir1 olusumuna cevap olarak antioksidan kapasitede dnemli degisiklikler
meydana gelmektedir. Kalkon tiirevinin laparotomi uygulanan siganlarda erken donem
yara iyilesmesinde biiylime faktorleri ve antioksidan kapasiteyi arttirarak olumlu yonde
degistirdigi bulundu.

Anahtar Kelimeler: Yara iyilesmesi, Kalkon, Oksidatif Stres, ELISA

(*) Bu ¢alisma Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu
tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2019/52).
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CHALCON-IMIDE DERIVATIVE ON
SURGICAL WOUND HEALING IN RATS UNDERGOING LAPAROTOMY.

Aydogan, Leyla
Postgraduate, Department of Medical Biochemistry
Thesis Advisor: Assoc. Prof. Koksal Deveci
August 2024, xv + 89 pages

Wound healing is the response of the organism to repair the wound caused by a traumatic
injury. In this study, it was aimed to evaluate the effect of newly synthesized chalcone-
imide derivative on wound healing in rats undergoing laparotomy. For this purpose, 48
healthy male wistar albino rats were used for the study. In the experiment, no
experimental procedure was applied to the control group. The 1st and 2nd sham groups
were given 1% DMSO by IP and the rats were sacrificed on the 7th and 14th days,
respectively. In other groups, the abdominal wall was opened by laparotomy and 25-50
mg/kg-calcone was administered and sacrificed at the end of the 7th and 14th days. Total
Antioxidant Level and Total Oxidant Level were measured in the serum of rats. MDA
level, SOD and GSH-Px enzyme activity were studied from peritoneal tissue. Tissue and
serum levels of IGF-I, EGF, FGF, TGF-B were determined by ELISA method. Tissue
samples were evaluated histologically by immunohistochemical staining method. When
we compare the serum protein MDA, SOD, GSH-PX levels of the groups; group-2 and
group-3 GSH-PX serum levels were significantly higher than group-4 GSH-PX serum
levels (p<0.001 and p<0.05) respectively. When the levels of tissue protein MDA, SOD,
GSH-PX were compared; group 2 and group 3 tissue MDA values were found to be
significantly lower than sham-2 group (P<0.05). Group-4 tissue GSH-PX values were
found to be significantly lower than sham-2 and group-2 tissue GSH-PX values
(p<0.001). A significant difference was found between the tissue TGF-B, IGF, FGF and
EGF levels of the groups (p<0.05). As a result, chalcone application in wound healing
increases oxidative stress and systemic inflammation and significant changes occur in
antioxidant capacity in response to excessive formation of free oxygen radicals. It was
found that chalcone derivative positively altered early wound healing in rats undergoing
laparotomy by increasing growth factors and antioxidant capacity.

Key Words: Wound healing, Chalcone, Oxidative Stress, ELISA
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1. GIRIS VE AMAC

Yara, cilt veya mukozay1 olusturan dokularin, travma, cerrahi miidahale veya
hastaliklar gibi gesitli etkenler nedeniyle hasar gérmesi veya biitiinliigiiniin gegici veya
kalic1 olarak bozulmasi durumunda ortaya ¢ikar (Degim, 2008; Kilicoglu ve ark., 2009).
Yara olusumu hem akut hem de kronik olarak meydana gelebilir. Akut yaralar genellikle
cerrahi, patolojik, iskemik veya travmatik olaylar sonucunda olusur. Cerrahi yaralarin
ameliyathane ortaminda olusturulmasi, anatomik bdlgeye ve bdlgenin mikrobiyal
florasina bagli olarak farkli diizeylerde kontaminasyon riski tasir (Yazar, 2015). Dokunun
anatomik ve fonksiyonel biitiinliigliniin bozulmasi neticesinde baslayan; diizenli ve sirali
sekilde, hiicresel ve biyokimyasal olaylarin sonucunda yeni doku olusumu yara iyilesmesi
olarak tanimlanmaktadir (Bekem ve ark., 2014). Yara iyilesmesi, inflamasyon, hiicresel
g0¢, re-epitelizasyon ve doku yeniden yapilanmasi gibi agamalari iceren kompleks bir
biyolojik siirectir. Bu siire¢, farkli hiicre tiplerinin ve biyokimyasal olaylarin uyumlu
etkilesimlerini gerektirir (Gurtner ve ark., 2008). Bu siire¢ epitelyal, endotelyal ve
inflamatuar hiicrelerin, trombositlerin ve fibroblastlarin kisa bir siire olagan alanlarinin
disinda bir araya geldigi, etkilesime girdigi, daha sonra normal islevlerine geri dondiigii
stirekli bir sinyal ve yanit dizisidir (Hunt, 1990). Cilt yaralanmasi, yara bdlgesinde pihti
olusumunu takiben inflamatuvar hiicrelerin akinmna ve ardindan piht1 iginde
fibroblastlarin ve kilcal damarlarin olusumuna yol agarak gecici bir tamir mekanizmasi
olusturur. Bu siiregte, kesilmis epidermal kenarlar yara ylizeyini 6rtmek i¢in ileri dogru
goc ederler (Robson ve ark., 2001). Yara iyilesmesi siirecinde, transglutaminaz enzimleri
(TG'ler) cildin epidermis, dermis ve pannikulus karnozus gibi tiim tabakalarinda aktive
olur (Haroon ve ark., 1999). Faktor XIII, trombin tarafindan aktive edildikten sonra fibrin
agmin stabilizasyonuna katkida bulunur ve bu sayede pithtinin mekanik dayanikliligini

artirir (Smith ve Morrissey, 2015).

Yara iyilesmesinde rol alan faktorleri (inflamatuar hiicreler, trombositler, mediatorler,
hiicre dis1 matriks v.b. gibi) etkileyerek, bu siireci kisaltmayr ve ideal skar olusumunu
saglamay1 hedefleyen yeni yontemler ve yeni molekiiller arastirilmaktadir. Flavonoidler,
bir¢ok bitkisel liriinde bulunan ikincil metabolitlerdir ve antioksidan 6zelliklerinin yan
sira anti-inflamatuar etkilere de sahiptirler (Pietta, 2000; Yao ve ark., 2004). Kalkonlar,

hem dogal hem de sentetik olarak bulunan flavonoid bilesenleridir ve sahip olduklari



genis biyolojik aktiviteler sayesinde, kanser tedavisinde potansiyel terapotik ajanlar
olarak degerlendirilmektedir (Nowakowska, 2007). Kalkonlar yenilebilir bitkilerde bol
miktarda bulunan flavonoid ve izoflavonoidlerin 6nciisii olarak kabul edilmektedir (Rao
ve ark., 2004). Literatiir arastirmasina gore, sentezlenen kalkon tiirevlerinin ¢ogunun
antiinflamatuvar (Herencia ve ark., 1998), antitiiberkiiloz, antioksidan (Rao ve ark., 2004)
antibakteriyel aktivite (Satyanarayana ve ark., 2004), antikanserojen (Boulamwini ve
ark., 2005) etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu nedenle, son yillarda kalkon ve tiirevleri
lizerine yapilan ¢alismalar artmis ve 6zellikle biyolojik aktivite konusundaki yogun ilgi

dikkat ¢cekmistir.

Hipotez; kalkon-imid laparotomi uygulanan siganlarda hemostaz ve proliferatif fazdaki
yara iyilesmesini biiylime faktorlerini arttirarak ve oksidatif stresi azaltarak
diizeltmektedir. Caligmamizin amaci, yeni sentezlenmis olan kalkon-imid tiirevinin
laparotomi uygulanan siganlarda yara iyilesmesi {izerine biyokimyasal ve histolojik

etkilerini degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi, insan viicudundaki en karmasik siire¢lerden biridir. Bu siireg,
hemostaz, enflamasyon, biiyliime, yeniden epitelizasyon ve yeniden sekillenme
asamalarinda farkli roller iistlenen ¢esitli hiicre tiplerinin uzamsal ve zamansal olarak
senkronize olmasini icerir. Gelisen tek hiicre teknolojileri sayesinde, bu hiicre tiplerinin
fenotipik ve islevsel heterojenligi ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica, yaralanmamis durumda tek
kutuplu olan fakat cilt hasar1 sonrasinda ¢ok potansiyelli hale gelen nadir kék hiicre alt
kiimeleri de kesfedilmistir. Bu hiicre tiplerinin rollerini ve birbirleriyle olan
etkilesimlerini anlamak, normal yara iyilesme mekanizmalarini ¢6zmek agisindan biiyiik
onem tasir. Yara olusumunu takiben kompleks ve organize biyokimyasal olaylar ile
hiicresel siiregler gergeklesir (Witte ve Barbul, 1997). Yara iyilesmesinde kimyasal ve
dogal ajanlarin kullanimiyla bir¢ok teknolojik ve klinik ilerleme kaydedilmis olmasina
ragmen, bu ajanlarin yara iyilesme siirecindeki etki mekanizmalar1 hala arastirilmaktadir
(Madhyastha ve ark., 2011). Yara iyilesmesi, doku zedelenmesiyle baslayan ve hasarli
dokunun temizlenmesi, yeni dokunun olusmasi ve dokunun fonksiyonlarini geri

kazandiracak sekilde yeniden modellenmesini igeren dinamik bir siiregtir (Guo ve

Dipietro, 2010; Pekmezci ve Akyol Mutlu, 2019).

2.2. Yara iyilesme Fazlar

Yara iyilesme siireci sirasinda hiicre dig1 matriks, biyolojik tepkileri art arda gerceklesen
3 asamada yonetir. Bunlar, hemostaz ve inflamasyon, proliferasyon ve yeniden

sekillenmedir (Dhiyaaldeen ve ark., 2014).



2.2.1. Hemostaz ve inflamasyon Evresi

Yaralanmanin hemen ardindan 4. ila 6. giinler arasinda devam eden hemostaz, iyilesme
siireci i¢in baslangi¢ adimi ve temel gdrevi goriir. Inflamasyon, vazodilatasyon ve artmis
vaskiiler gecirgenlikle sonuglanir (Broughton ve ark., 2006). Yaralanma doku ve
damarlara zarar verir ve bu nedenle ilk asama hemostaz adi verilen lokal kanamay1 hemen
kontrol etmeyi amaglar (yaralanmadan sonra saniyeler ile saatler sonra) (Nauta ve ark.,
2014) (Sekil 2.1). Yaralanan kan damarlar1 vazokonstriksiyon yapar ve endotel hiicreleri
ile trombositler pihtilasma siirecini baslatir. Bu siiregte olusan pihti, kollajen,
trombositler, trombin ve fibronektinden olusur ve bu bilesenler, inflamatuar yanitin
baslamasini saglayan sitokinler ve biiylime faktorlerini serbest birakir (Rodrigues ve ark.,

2019).
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Sekil 2. 1. Yara lyilesme Asamalarmin Zaman I¢indeki Degisimi

(Nauta ve ark., 2014).

Yara iyilesme asamalarinin zaman icindeki degisimine sematik bir genel bakis. ilk
hemostaz agamasindan sonra, iltihaplanma agamasina nétrofiller ve makrofajlar hakim
olurken, proliferasyon asamasinda fibroblastlar ve endotelyal hiicreler baskindir. Yeniden
sekillenme asamasinda, fibroblastlar ve endotel hiicreleri apoptoza ugrar veya yaradan
cikar. Son agsamada, graniilasyon dokusu ve vaskiiler ag yeniden sekillenir ve olgunlasir,



bu asama yillar alabilir. Noktali mavi ¢izgi, oksijen mevcudiyetinin zaman siirecini
gosterir (Nauta ve ark., 2014).

Sitokinler, doku hasarin1 takiben hemen salinarak iyilesme siirecinin baslamasini
saglarlar. Trombositler, zedelenen damar duvarindaki kollajene temas ettiginde gegici bir
piht1 olusturur ve bdylece hemostaz saglanir. Ayni1 zamanda inflamatuar hiicreler yara
bolgesine go¢ ederek apoptotik hiicreleri ve mikroorganizmalar1 ortadan kaldirmaya
baslarlar ve boylece inflamasyonun klinik belirtileri olan 6dem, agri, kizariklik ve
sicaklik yara alaninda gozlenir (Baktir, 2020). Yarali bolgeye dogru baslayan 16kosit gocii
kompleman faktorler, elastin yikim iirtinleri ile tiimor nekroz faktor-a (TNF-a), TGF-,
lokotrien B4, interlokin-1 (IL-1), faktor IV ve Platelet Kaynakli Biiylime Faktoriini
(PDGF) igeren immiinomodiilator faktorler tarafindan uyarilarak yara bélgesindeki kilcal
damarlarin iizerindeki endotel hiicrelere yapisirlar. Burada bakterileri yok ederek,
6lmekte olan hiicrelerdeki kalintilar1 ortadan kaldirir ve hasar gérmiis matriksi onarirlar
(Monaco ve Lawrence, 2003). Yara iyilesmesi siiresince Makrofajlaryara iyilesmesinde
kritik bir role sahiptirler ve yara bolgesindeki Makrofajlarin miktar artarak 5. giinde yara
bolgesindeki baskin enflamatuvar hiicre haline gelmektedir. Makrofajlar bu evrede
fagositoz ve antimikrobiyal savunma roli iistlenirler. Makrofajlar aktive olarak matriks

sentezi, anjiogenez ve fagositik akvitelerde bulunurlar (Kim ve ark., 2008) (Sekil 2.2).
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(Uzun, 2013)

2.2.2. Proliferasyon Faz1 (Kollajen Sentezi Fazi)

Yaralanma durdugunda, kanama kontrol altina alindiginda ve etkili bir bagisiklik yaniti
gerceklestiginde, akut yara iyilesme siireci baslar ve doku onarimina gegilir (Velnar ve
ark., 2009). Yaralanma sonrasi inflamasyon asamasinin ardindan, yaklasik olarak {igiincii
giinden itibaren, yarada bulunan nekrotik dokular ve kan pihtilar1 kaybolmaya baslar. Bu
stirecte, yara iyilegsmesinin temel belirtisi olan graniilasyon dokusunun gelisimi goriiliir

(Karasu ve Bakir, 2008).

Yara iyilesmesinin ¢ogalma evresi, yaralanmanin ardindan iiglincii giinde baslayip,
sonraki 2 ila 3 hafta boyunca devam eder. Bu siirecte, fibroblastlarin gé¢ etmesi ve yeni
tiretilen hiicre dig1 matrisin toplanmasiyla, fibrin ve fibronektin igeren gecici yapi yerini
alir (Velnar ve ark., 2009). Bu asamada, yara yiizeyinde gegirgen bir bariyer olusur, re-

epitelizasyon ve kontraksiyon siiregleri tamamlanir, yeni kan damarlar1 geliserek dokuya



yeterli kan akist saglanir ve boylece doku giiclendirilir (Rodrigues ve ark., 2019).
Makroskopik olarak bakildiginda, yara iyilesmesinin bu evresi, yogun graniilasyon
dokusunun olusumu ile karakterize edilir. Proliferasyon fazinda meydana gelen cesitli

islemler asagida siralanmistir (Hunt, 1990).

2.2.3. Yeniden Sekillenme (Remodelizasyon) Fazi

Yara iyilesme siirecinin son agamasi olan yeniden sekillenme (remodeling) asamasi,
graniilasyon dokusunun olusumuyla eszamanli olarak gerceklesir. Yeniden sekillenme
asamasi boyunca fibroblastlar, kollajen liflerini parcalar ve yeniden hizalar.
Fibroblastlarin kollajen liflerini hizalayip yerlestirmesiyle birlikte, her bir lifin fibril
yogunlugunun arttigt gozlenir; bu da daha biiyliik ¢apli ve daha yiiksek mekanik
ozelliklere sahip kollajen liflerinin olusmasina yol acar (Chester ve ark., 2019). Bu
asamada yumusak ve jelatindz yapidaki tip III kollajen daha siki olan tip I kollajene
doniisiir. Kontraksiyonun bir kismi da bu asamada gelisir. Yara yaklasik 6 hafta sonra
baslangictaki giiciiniin % 80-95 ini kazanir. Yara alaninin renginin soluklastigi, yara
gerilim direncinin arttig1 ve skar dokusunun olustugu bu evre 6-12 ay, hatta 24 ay devam
eder (Gence, 2008). Yeniden sekillenme (remodeling) asamasi, ayni zamanda olgunlagma
olarak da bilinir. Bu asamada yaranin su igerigi azalir ve proliferasyon sirasinda olusan
kollajen, daha stabil ve i¢ ige gecmis tip III kollajen ile kademeli olarak yer degistirir.
Bag dokusu ve kilcal damarlarin miktar1 azalirken, yara biiziilmesi ve skar olusumu
meydana gelir (Cundell, 2016). Yaralanmay1 takip eden 2 yila kadar siirebilen bu siirecte,
fibroblastlarin neden oldugu kollajen sentezi, kollajenazlar tarafindan yikim ve
inflamatuar hiicrelerin geri ¢ekilmesi devam eder ve bu siireg, yarayr kademeli olarak
olgun bir skara donistiiriir (Cundell, 2016). Bu asamanin sonunda, yiiksek ¢ekme
mukavemetine sahip, minimal hiicre ve damar igeren yeni bir doku olusur (Monaco ve

Lawrence, 2003).



2.3. Yara lyilesmesinin Molekiiler Mekanizmasi

Yara iyilesmesi siirecinde gorev alan molekiiler mekanizmalar bir¢ok farkli hiicre ve
molekiiliin etkilesimini igerir. Yara iyilesmesi, hiicre proliferasyonu, migrasyonu, matriks
sentezi, kasilma gibi farkli asamalardan olusur ve biiytime faktorleri ile matriks sinyalleri

gibi molekiiler sinyallerin varligiyla kontrol edilir (Martin, 1997).

Biiytime faktorlerinden transforme edici biliyiime faktori-beta (TGF-B), yara
tyilesmesinde en 6nemli biiylime faktorlerinden biridir. TGF-P, hiicre proliferasyonunu,
matriks sentezini ve hiicre migrasyonunu uyarir (Martin, 1997). Bunun yani sira,
epidermal biiylime faktorii (EGF), fibroblast biiylime faktorii (FGF), platelet tiirevli
biiylime faktorii (PDGF), Transforme Edici Biiylime Faktorii-alfa (TGF-a), gibi diger

biiylime faktorleri de yara iyilesmesinde 6nemli roller oynar (Martin, 1997).

Sitokinler ise yara iyilesmesinde énemli bir rol oynayan diger molekiillerdir. Sitokinler,
hiicreler arasinda iletisimi saglar ve bagisiklik sistemi yanitlarini diizenler. Inflamasyon,
angiogenez, matriks birikimi ve hiicre rekriitasyonu gibi yara iyilesmesinin saglikli doku
onarim yanitlarmin diizenlenmesinde sitokinlerin rolii vardir (Eming ve ark., 2014).
Ornegin, IL-6 sitokini, inflamasyon siirecinde &nemli bir rol oynar ve yara iyilesmesinde

etkili olabilir (Babacan ve ark., 2023).

Yara iyilesmesini etkileyen cesitli faktorler arasinda yaranin konumu ve o bolgedeki kan
dolasimu, sitokinler ve biiylime faktorlerinin varlii, genetik ve immiinolojik durumlar,
diyabet hastaligi, radyo ve kemoterapi tedavileri, yetersiz beslenme ve steroid bazli
ilaglarin  kullanim1 sayilabilir (Baktir, 2020). Yeniden sekillenme siireci, doku
yaralanmas1 ve onarimi sirasinda uyarilan c¢esitli biiyiime faktorleri, 6zellikle TGF-8,
PDGF ve FGF tarafindan diizenlenir. Biiylime faktorlerinin skar olusumundaki rolii tam
olarak anlasilmamis olmakla birlikte, TGF-B'nin 6nemli oldugu disiiniilmektedir
(Cundell, 2016). Stromal fibroblastlar tarafindan salgilanan Keratinosit Biiytime Faktorii
(KGF), yara iyilesmesine yardimci olan 6nemli bir faktordiir ve yara bolgesindeki dermal
dokudan yogun bir sekilde salinir, keratinositlerdeki 6zgiil reseptorlere baglanir ve bu
bolgeye hiicrelerin go¢iinii tesvik eder (Onal ve ark., 2023). Yara iyilesmesinde etkili olan
bir baska unsur da kullanilan yara kapatma materyalidir. Bu ortililer, yaray
enfeksiyonlardan korumanin yan sira, iyilesmeyi destekleyici ideal bir ¢evre de sunar

(Karaman ve Erdogan, 2021). Ayrica, yara Ortiileri hiicre yenilenmesini desteklemek



lizere oksijenin etkin bir sekilde dolasimini saglamalidir (Kurtoglu ve Karatas, 2009).
Yakin zamanda, 3D baski teknolojisinin gelisimiyle birlikte, hastalar i¢in 6zellestirilmis
yara Ortiileri liretimi miimkiin hale gelmistir (Demiral ve Mert, 2022). Bu 6zellestirilmis
ortiiler, hastalara yonelik tedavi seceneklerini genisleterek mevcut kisithliklar
asmaktadir (Demiral ve Mert, 2022). Yara iyilesmesi iizerinde beslenmenin de biiyiik bir
etkisi bulunmakta ve yanik tedavisinde anabolik metabolizmay1 tesvik etmek, stres
yanitini diizenlemek ve hastanin yeterli beslenmesini garanti altina almak kritik 6neme
sahiptir (Karahan ve ark., 2021). Bu faktorlere dikkat etmek, etkili bir yara iyilesme
siirecinin gerceklesmesi acisindan onem tasir. ilk fonksiyonel veriler, farkli yara
modellerinde ¢esitli bliylime faktorleri, sitokinler ve bunlarin reseptorlerinin ekspresyon
analizine odaklanmig ve yaralara nétralize edici antikorlar uygulanarak elde edilmistir.
Son birkag¢ yilda, genetik olarak modifiye edilmis farelerin kullanilabilirligi, 1yilesme
stirecinde ¢esitli genlerin islevinin aydinlatilmasina izin vermis ve bu ¢alismalar, bliylime
faktorlerinin, sitokinlerin ve bunlarin efektorlerinin yara onarimindaki roliine 11k
tutmustur.(Werner ve Grose, 2003). Doku onarimi ve iyilesememesinin altinda yatan
hiicresel ve molekiiler mekanizmalar hala tam olarak anlasilamamistir ve mevcut
tedaviler sinirlidir. Travma, ameliyat, akut hastalik veya kronik hastalik durumlarindan
sonra kotii yara iyilesmesi her yil diinya ¢capinda milyonlarca insan1 etkilemektedir ve
inflamasyon, anjiyogenez, matris birikimi ve hiicre alim1 dahil olmak iizere saglikli doku
onarim yanitinin kotii diizenlenmis unsurlarmin bir sonucudur. Bu hiicresel siireglerden
birinin veya birkacinin basarisizlig1 genellikle vaskiiler hastalik, diyabet veya yaslanma
gibi altta yatan klinik bir durumla baglantilidir ve bunlarin hepsi siklikla iyilesme

patolojileriyle iligkilidir (Eming ve ark., 2014; Werner ve Grose, 2003 ).

2.4. Geg Yara lyilesmesi

Geg yara iyilesmesinin tedavisi, altta yatan nedenlere bagli olarak degisir ve uygun yara
bakimi, hijyen, beslenme ve gerekli tedavileri icerir (Altan ve ark., 2015). Yara
tyilesmesi, doku biitiinliigiinii saglamay1, patojen istilasini ortadan kaldirmay1 ve doku
homeostazin1 tesvik etmeyi amaglayan en karmasik siireglerden biridir. Cok hiicreli
organizmalarda, bu silire¢ molekiiler sinyallerle koordine edilen bir dizi bagisiklik

hiicresini igerir. Yaralanma sonrasinda, trombositler kan pihtilar1 olusturmak ve vaskiiler



dokularda asir1 kan kaybini 6nlemek i¢in bir araya gelir (Shannon, 2020; Golebiewska ve
Poole, 2015). Notrofil sayisi genellikle yaralanma bolgesinde yaklasik 24 saat boyunca
stirekli olarak artar ve apoptozise ugramadan dnce 5-6 saat iginde zirveye ulasir (Herrero-
ve ark., 2022; Kim ve ark., 2008). Geg yara iyilesmesi, yaranin normalden daha uzun
stirede iyilesmesi durumunu ifade eder. Bu durum, bir¢ok faktoriin etkilesimi sonucunda
ortaya cikabilir. Yara iyilesmesi siireci, genellikle ii¢ asamadan olusur: hemostaz ve
inflamasyon, proliferasyon ve yeniden modellenme (Aksoy ve Ozakpinar, 2014). Geg
yara iyilesmesi, bu asamalardan herhangi birinde veya birkaginda bozulma veya gecikme
oldugunda ortaya cikabilir. Hypericum perforatum (sar1 kantaron) bitkisinin yara
Iyilesmesi tizerinde olumlu etkileri igin yara iyilesmesini hizlandirmakta yaygin olarak
kullanilmaktadir (Altan ve ark., 2015). Ayrica, vitamin E gibi antioksidanlar da yara
iyilesmesini destekleyebilir ve oksidatif stresi azaltabilir (Aksoy ve Ozakpinar, 2014).

2.5. Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Insan viicudu dogumla birlikte kazanilmis bir dengeye sahiptir ve fizyolojik aktiviteler
sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller bu denge aracilifiyla kontrol altinda tutulur
(Bloomer ve Goldfarb, 2004). Reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinen serbest
radikaller, antioksidan savunma mekanizmalar1 sayesinde etkisiz hale getirilir. Ancak, bu
savunma sisteminin yetersiz kalmasi durumunda oksidatif stres olarak bilinen durum
ortaya ¢ikar (Aruoma, 1998). Bu durum, organizmay1 serbest radikallere kars1 koruyan
antioksidan sistemin dengesinin bozulmasi anlamina da gelebilir. Serbest radikallerin ve
oksidatif stresin olusumunda bir¢ok farkli etken rol oynar. Serbest radikal biyolojisinin
onemi, in vivo oksidatif stresi 6lgmeye yonelik yeni tekniklerin gelistirilmesi, oksidatif
stresin enflamasyonla siki bir sekilde baglantili olmasi ve bazi ROS’un enflamatuar
sinyalleri ileten haberci molekiiller olarak islev gormesinin kesfi ile biyik ilgi
uyandirmistir (Hensley ve ark., 2000). Oksidatif stres kosullarinda, stiperoksit dismutaz
(SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivitelerinde bir artis
gozlemlenmektedir (Mate’s, 2000). Farelerde yliriitiilen yara iyilesmesi ¢aligmasinda,
yara dokusunda oksidatif stresin varliginda SOD ve GSH-Px enzimlerinin seviyelerinin

yiikseldigi tespit edilmistir (Steiling ve ark., 1999).Buna ek olarak, iyilesme siirecinde
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antioksidan enzimlerin ekspresyonundaki artigin, artan oksidatif strese adaptasyon amaci

tasidig1 degerlendirilmistir (Steiling ve ark., 1999).

2.5.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, yiiksek derecede reaktif molekiiller olup yoriingelerinde eslesmemis
elektron bulundururlar ve kimyasal sembollerde bir nokta veya ¢izgi ile gosterilirler
(Southorn ve Powis, 1988). Bu molekiiller, genellikle ¢ok reaktiftir ve diger molekiillere
elektron verip alabilirler; bu sebeple, hem oksidan hem de indirgeyici olarak hareket
edebilirler. Yiiksek reaktivitelerinden dolayi, biyolojik sistemlerdeki yari Omiirleri
olduk¢a kisadir (Halliwell, 1991). Serbest radikallerin olusumu, kovalent baglarin
homolizi (x— x* + y*), nétr atomlara elektron eklenmesi (x + e- — x-), veya notr
atomlardan elektron kayb1 (x — x+ + e-) ile gergeklesir (Southorn ve Powis, 1988).
Serbest radikaller organizmada cesitli eksojen ve endojen faktorlere bagli olarak

olusabilir (Halliwell, 1996).

2.5.2. Hiicrelerde ROS olusumu

Hiicrelerdeki normal metabolik siireglerde meydana gelen enzimatik reaksiyonlar
sirasinda, enzimlerin aktif bolgelerinde siirekli olarak serbest radikaller ortaya ¢ikabilir.
Ara sira bu serbest radikaller, enzimlerin aktif bolgelerinden disart sizabilir ve molekiiler
oksijenle etkilesime girerek serbest oksijen radikallerine doniigebilir. Genellikle
hiicrelerdeki en biiyiik serbest oksijen radikal kaynagi, mitokondriyal elektron tasima
zincirinden sizan serbest radikallerdir. Mitokondriyal i¢ membranda yer alan oksidatif
fosforilasyon zinciri bilesenlerinin énemli 6l¢iide azalmasi, mitokondriyal siiperoksit
radikal tiretimini artirir (Tirichen ve ark., 2021). Hiicre i¢indeki ROS ve serbest radikal
diizeylerinin yiikselmesi, hiicre hasarmin baslica nedenlerinden biridir. Ozellikle iskemi
sonrast ger¢eklesen reperfliizyon, ROS seviyelerindeki artis nedeniyle iskeminin neden
oldugu hiicre hasarim1 daha da siddetlendirir. Bu siireg, hiicresel ortamda daha fazla
hasarin meydana gelmesine yol acar (Valdez et al., 2000). Serbest radikaller,

karbonhidratlarla etkilesime girerek farkli tiriinler olusturur ve bu iirlinler ¢esitli patolojik
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stireclerde dnemli bir rol oynar. Diyabet ve komplikasyonlari, hipertansiyon, koroner kalp
hastalig1, Behget hastalig1, deri ve gz hastaliklari, romatoid artrit ve kanser gibi bircok
hastalikta serbest radikal iiretiminin arttig1 ve antioksidan savunma mekanizmalarinin bu

artisa karsi yetersiz kaldig: belirlenmistir (Abramson ve ark., 2005).

2.5.3. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA) yaygin olarak bilinen bir oksidatif stres belirtecidir ve genellikle
serbest radikallerin hiicre zarlarindaki ¢oklu doymamis yaglara saldirdig: bir siire¢ olan
lipit peroksidasyonunu degerlendirmek icin kullanilir. Yapilan g¢alismalar MDA'nin
sadece bir biyobelirte¢ olarak degil, ayni zamanda DNA ve proteinlerle etkilesime girerek
mutajenik ve aterojenik etkilere yol agabilen potansiyel olarak toksik bir yan {iriin olarak
roliinii vurgulamaktadir (Singh ve ark., 2014). MDA seviyeleri, kronik obstriiktif akciger
hastalig1 (KOAH) ve kardiyovaskiiler kosullar gibi ¢esitli hastalik durumlarinda yiikselir
ve dokulardaki oksidatif hasar1 gosterir (Antus ve ark., 2014). Floresan problar da dahil
olmak iizere MDA'nin in vivo dl¢iimii i¢in yenilik¢i teknikler, hiicresel oksidatif siirecler
hakkinda degerli bilgiler saglayarak varligin1 ger¢cek zamanli olarak izleme yetenegini
gelistirmistir (Chen ve ark., 2015). Cok sayida patolojik durumla baglantis1 géz Oniine
alindiginda, MDA oksidatif stresle ilgili aragtirmalar ve klinik teshis i¢in ¢ok dnemli bir

gosterge olmaya devam etmektedir.

2.6. ROS’ a Kars1 Antioksidanlar ve Yara Iyilesmesindeki Rolleri

Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu durdurmak, bu maddelerin neden oldugu
zararlar1 Onlemek ve detoksifikasyonu saglamak icin gorev yapan sistemler,
“antioksidanlar” olarak adlandirilir. Antioksidanlar, ROS olusumunu ve neden olduklar1
hasar1 onlemek i¢in var olan savunma mekanizmalaridir (Karabulut ve Giilay, 2016).
Antioksidanlarin oksidatif stresi azaltarak ve ROS dengesini saglayarak yaralarin
iyilesmesinde Onemli bir rol oynadigina dair son yillarda yapilan bircok calisma
mevcuttur. Antioksidanlar, oksijen radikallerinin neden oldugu hasar1 azaltarak enfekte
ve enfekte olmayan yaralarin iyilesmesini hizlandirir. E vitamini, sodyum piruvat ve
belirli yag asitleri bu siireci desteklemekte ve iyilesmeyi artirmaktadir (Martin, 1996).

ROS seviyelerinin diisiik tutulmasi yara iyilegsmesini desteklerken, asir1 seviyelerde ROS
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hiicre hasarina ve iyilesme siirecinin yavaslamasina neden olabilir. Curcumin, N-Asetil
Sistein  (NAC), kitosan ve kuersetin gibi antioksidanlarin yara iyilesmesini
hizlandirdigina dair kanitlar bulunmaktadir (Comino-Sanz ve ark., 2021). Oksidatif stres,
diyabetik yaralarin iyilesmesinde 6nemli bir faktordiir. Antioksidanlar, ROS seviyelerini
azaltarak bu siireci iyilestirebilir. Diyetle alinan bioaktif bilesikler, yara iyilesmesinde
onemli bir role sahiptir (Deng ve ark., 2021). Glutatyon, glutamat, sistein ve glisinden
olusan bir tripeptit olup, biyolojik sistemlerde baslica antioksidan gorevini iistlenir.
Glutatyonun yara iyilesmesinde oksidatif stresin yonetilmesinde ¢ok onemli bir rol
oynadig1 gosterilmistir. Bir ¢alisma, sican modellerinde glutatyonun tiikenmesinin, yara
giiciiniin azalmasi ve hidroksiprolin birikiminin degigsmesiyle birlikte yara iyilesmesinde
gecikmeye yol agtigini gostermistir. Bu durum, yara onariminin erken asamalarinda
yeterli glutatyon seviyelerinin korunmasinin 6nemini vurgulamaktadir (Adamson ve ark.,
1996). Glutatyonun biyomateryallere dahil edilmesinin yara iyilesmesini artirmada etkili
oldugu kanitlanmistir. Bir ¢alismada, glutatyonun dinitrosil demir kompleksleri ile
kolajen matriksinde uygulanmasi, siganlarda deri yarasinin kapanmasini énemli dlciide
hizlandirmistir. Bu kombinasyon graniilasyon dokusu gelisimini ve epitelizasyonunu
gelistirmistir (Shekhter ve ark., 2015). Antioksidan enzimler, ROS'un temizlenmesinde
merkezi bir rol oynar ve yara iyilesmesini destekler. Bununla birlikte, asir1 antioksidan
kullanim1 1yilesme siirecini olumsuz etkileyebilir, bu yilizden kontrollii kullanim

onemlidir (Kurahashi ve Fujii, 2015).

2.6.1. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px, aktif bolgesinde seleno-sistein bulunduran tetramerik bir selenoprotein olup
oksidorediiktaz ailesinin bir iiyesidir. Indirgenmis glutatyon (GSH) es-substratini
kullanarak organik hidroperoksitleri (-ROOH) alkol ve suya doniistiirme reaksiyonunu
katalize eder. Ek olarak, hidrojen peroksit ve lipid hidroperoksitlerin varliginda, Hidrojen
peroksitin (H202) suya indirgenmesini ve glutatyonun oksidasyonunu katalize etme
yetenegine sahiptir (Zhao ve ark., 2019). Lipid hidroperoksitler, bu enzim igin substrat
islevi gorerek lipid peroksidasyonunun neden oldugu membran hasariin onarilmasinda
onemli bir rol oynayabilir. Ayrica, sitozol ve mitokondride hidrojen peroksiti etkisiz hale

getiren ana antioksidan olarak gorev yapar (Pei ve ark., 2023). Bu enzim, aktif bolgesinde
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selenyum barindirir ve selenyum eksikligi durumunda aktivitesi diiser. Okside glutatyon
(GSSG), NADPH (Nikotinamid Adenin Dintikleotid Fosfat)1 indirgeyici substrat olarak
kullanan GSH rediiktaz (GR) enzimi tarafindan tekrar GSH'a indirgenebilir. Boylece,
GSH-Px oksidatif hasara kars1 koruma saglarken hidrojen peroksitin detoksifikasyonunda

da 6nemli bir rol oynar (Townsend ve ark., 2003).

ROOH + 2GSH — GSSG + H20 + ROH

2.6.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksitin hidrojen peroksite doniisiimiinii katalize eden
ve H>O, katalaz ve glutatyon peroksidaz reaksiyonu ile ortadan kaldirilan bir

metaloproteindir (Fridovich, 1978).
02 «—+ 02— +2H+ —» 2H202+ O2

SOD'lar, siiperoksit radikallerinin oksijen ve hidrojen peroksite doniisiimiinii katalize
ederck oksidatif strese karsi savunmada kritik enzimlerdir. Bu doniisiim, hiicresel
solunum ve diger metabolik siireglerin yan iirlinleri olarak tiretilen ROS tiriinlerinin neden
oldugu hiicresel hasar1 azaltmaya yardime1 olur (Zelko ve ark., 2002). Ug ana SOD tiirii
-sitozolik Cu/ZnSOD (SODI), mitokondriyal MnSOD (SOD2) ve hiicre dist SOD
(SOD3)- oksidatif stresi yonetmek igin farkli hiicresel bolmelerde ¢aligir. Mitokondride
bulunan MnSOD, solunum sirasinda bu organelde yiiksek siiperoksit tiretimi nedeniyle
ozellikle 6nemli bir rol oynar (Fattman ve ark., 2003). Son ¢alismalar, MnSOD'un sadece
stiperoksit radikallerini temizlemede degil, ayn1 zamanda redoks sinyalini modiile etmede
ve Ozellikle ndrodejeneratif hastaliklar ve kardiyovaskiiler kosullarda hiicreleri oksidatif
hasardan korumadaki roliinii vurgulamistir (Bresciani ve ark., 2015; Fukai ve Ushio-
Fukai, 2011). Ayrica, SOD aktivitesi ile glutatyon peroksidaz gibi diger antioksidan
sistemler arasindaki denge, hiicresel homeostazin korunmasi ve dismutasyon islemi
strasinda tiiretilen asir1 hidrojen peroksitin zararli etkilerinin 6nlenmesi i¢in cok onemlidir

(Montllor-Albalate ve ark., 2018).
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2.6.3. Glutatyon (GSH)

Bir tripeptit olan Glutatyon (GSH) glutamat, sistein ve glisinden olusan ve viicuttaki en
Onemli hiicre i¢i antioksidanlardan biridir. ROS’un nétralize edilmesinde, zararli
bilesiklerin detoksifiye edilmesinde ve hiicresel redoks dengesinin korunmasinda kritik
bir rol oynar. Glutatyon indirgenmis (GSH) ve oksitlenmis (GSSG) formlarda bulunur ve
bu formlar arasindaki oran hiicrelerdeki oksidatif stres i¢in bir belirte¢ gorevi goriir (Lu,
2013). GSH ayrica DNA sentezi ve onarimi, protein sentezi ve bagisiklik tepkisinin
diizenlenmesi dahil olmak tizere ¢esitli metabolik ve biyokimyasal siire¢lerde de islev
goriir. (Wu ve ark., 2004). Hiicresel korumadaki merkezi rolii nedeniyle, glutatyon
seviyelerindeki degisiklikler kanser, norodejeneratif hastaliklar ve kardiyovaskiiler

bozukluklar dahil olmak tizere ¢esitli hastaliklarla iliskilidir (Townsend ve ark., 2003).

2.6.4. Toplam Antioksidan ve Oksidan Seviye Testleri

Toplam Antioksidan Seviye (TAS) ve Toplam Oksidan Seviye (TOS), 6zellikle klinik ve
arastirma ortamlarinda biyolojik sistemlerdeki genel oksidatif ve antioksidatif dengeyi
degerlendirmek icin kullanilan kapsamli dl¢limlerdir. Bu olgiimler, kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet, kanser ve nérodejeneratif bozukluklar da dahil olmak tizere ¢esitli
hastaliklara katkida bulunan bir faktor olan viicuttaki oksidatif stres seviyesini anlamak
icin gok 6nemlidir (Erel, 2005). TAS, bir numunede mevcut olan antioksidanlarin toplam
seviyesini dlger ve antioksidan savunma sisteminin genel bir degerlendirmesini sunar.
TAS, troloks esdegeri antioksidan seviye veya ferrik indirgeyici antioksidan gii¢ gibi

kimyasal deneyler kullanilarak spektrofotometrik yontemlerle 6l¢iilebilir (Erel, 2004).

TOS, biyolojik bir numunedeki toplam oksidan seviyelerini lgerek, oksidan yiikiini
belirler. TOS, sistemdeki oksidanlarin kiimiilatif varligin1 veya toplam oksidatif stresin
seviyesini degerlendirmeyi saglar (Erel, 2005). Arastirma ve klinik uygulamalarda
siklikla tercih edilen bu test, gozyasi ve sulu mizag gibi ¢esitli biyolojik sivilarin oksidatif

durumunu spektrofotometrik olarak degerlendirme imkani sunmaktadir.

Oksidatif Stres indeksi (OSI), Oksidatif stresin derecesini dogru bir sekilde belirleyen

TOS ve TAS seviyelerinin oranindan elde edilen bir yiizde olarak tanimlanir.
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Gliniimiizde, genel oksidatif stres durumunu degerlendirmede sagladiklar1 onemli

bilgilerle TAS, TOS ve 6zellikle OSI indeksi genis bir kullanim alan1 bulmaktadir.

2.7. Sitokinler ve Yara lyilesmesindeki Rolleri

Sitokinler, 6zellikle bagisiklik tepkileri, enflamasyon ve doku onariminda hiicreler arasi
iletisimi diizenleyen cesitli protein ve polipeptit gruplaridir. Hiicrelerin yilizeyindeki
spesifik yiiksek afiniteli reseptorlere baglanarak etki ederler, bu da bagisiklik tepkileri,
hiicre biiyiimesi ve farklilasma gibi ¢esitli biyolojik siirecleri kontrol etmelerini saglar
(Trotta, 1991). Bu proteinler interlokinleri, interferonlari, koloni uyarict faktorleri ve
biliylime faktdrlerini igerir. Sitokinler, embriyonik gelisim, biligsel iglevler ve bagigiklik
savunma mekanizmalar1 gibi siire¢lerde yer alarak hem saglik hem de hastalikta 6nemli
bir rol oynar (Dinarello, 2007). Sitokinler ayrica dejeneratif hastaliklarin ilerlemesini ve
enfeksiyonlara verilen yaniti etkileyerek hem bagisiklik modiilatorleri hem de hastalik
patogenezine katkida bulunanlar olarak hareket eder (Corwin, 2000). Hastalik
yonetimindeki onemleri, otoimmiin hastaliklar ve kanser gibi durumlar icin terapdtik
hedefler olarak kullanilmalariyla daha da kanitlanmistir (Schaue ve ark., 2012). Bununla
birlikte, sitokin aglarinin karmasikligi, ortiisen islevleri ve fazlaliklari, terapotik kullanimi
zor ama umut verici hale getirmektedir. Sitokinler, biiyiime, farklilagsma ve hareket dahil
olmak tizere hiicrelerin davranislarini etkileyerek bagisiklik tepkilerinin yogunlugunu ve
siresini diizenler. Bagisiklik, enflamasyon, enfeksiyon, travma, sepsis, kanser ve iireme
gibi ¢esitli fizyolojik ve patolojik siire¢lerde rol oynarlar (Jin ve ark., 2007). Sitokinler,
interlokinler, interferonlar, tiimor nekroz faktorleri, kemokinler ve koloni uyarici
faktorler dahil olmak iizere, her biri belirli islevlere sahip ¢esitli aileler halinde
siniflandirilir. Ornegin, interlokinler dncelikle beyaz kan hiicreleri arasindaki iletisimde
rol oynarken, interferonlar antiviral ozelliklere sahiptir. Timor nekroz faktorleri
enflamasyon ve apoptozda rol oynar ve kemokinler hiicrelerin enfeksiyon veya yaralanma
bolgelerine gogiinii yonlendirir (Turner ve ark., 2014). Sitokinler, hedef hiicrelerin
yiizeyindeki spesifik reseptorlere baglanarak, degisen gen ifadesine yol acan hiicre ici
sinyal yollarin1 tetikleyerek islev goriir. Bu, baglama bagli olarak hiicrelerin aktivasyonu,
farklilasmasi veya cogalmasi ile sonuglanabilir (Hoffman ve ark., 2001) Sitokin

liretiminin veya sinyalizasyonunun diizensizligi, otoimmiin bozukluklar, kronik
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inflamasyon ve kanser dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklara yol agabilir. Bu nedenle,
sitokin biyolojisini anlamak, ¢esitli hastaliklarda bagisiklik tepkilerini modiile etmek i¢in
terapotik stratejiler gelistirmek igin ¢ok dnemlidir (Turner ve ark., 2014). Yara lyilesme
siireci, yillarca devam edebilen bir dizi ardisik ve ortiisen fizyolojik asamalardan olusur.
Lineer bir silire¢ degildir ve biiyiime faktorleri ve sitokinler gibi g¢esitli dissal ve igsel
faktorlere bagh olarak, asamalar boyunca hem geriye hem de ileriye dogru ilerleyebilir
(Arribas ve ark., 2021). Yara iyilesmesi sorusunu ele alan ilk yaklagimlar, farkli yara
modellerinde ¢esitli bliylime faktorleri, sitokinler ve bunlarin reseptorlerinin ekspresyon
analizine odaklanmis ve ilk fonksiyonel veriler yaralara notralize edici antikorlar
uygulanarak elde edilmistir (Werner ve Grose, 2003). Biiyiime faktorlerini ve
reseptorlerini deri yaralarinda lokalize etmek icin kemirgenlerde, domuzlarda ve
insanlarda ekspresyon c¢alismalart yapilmistir (Werner ve Grose, 2003). Yara
iyilesmesinde biiylime faktorleri ve sitokinler 6nemli bir rol oynamaktadir. Biiylime
faktorleri, hiicrelerin biiyiimesini, c¢ogalmasin1 ve doku onarimini tesvik eden
proteinlerdir. Sitokinler ise hiicreler arasinda iletisimi saglayan ve bagisiklik sistemi
yamtlarmi diizenleyen proteinlerdir (Ozgiil Onal ve ark., 2023). Birgok ¢alisma, yara
iyilesmesinde biiylime faktorlerinin ve sitokinlerin etkisini incelemistir. Werner ve
arkadaglar1 yara iyilesmesinde biiyime faktorlerinin ve sitokinlerin diizenleyici roliinii
inceleyerek farkli yara modellerinde bitylime faktorleri, sitokinler ve reseptérlerinin ifade
analizlerini yapmis ve biiylime faktorlerinin ve sitokinlerin yara iyilesmesindeki roliine
dair bilgiler sunmustur (Werner ve Grose, 2003). Ayrica, genetik ¢alismalar da endojen
biiylime faktorlerinin yara iyilesme siirecindeki islevlerini aragtirmistir (Werner ve Grose,
2003). Biiytime faktorleri ve sitokinler, yara iyilesmesinin farkli asamalarinda énemli
roller oynar. Proliferasyon evresinde, biiyiime faktorleri ve sitokinler fibroblast go¢iinii,
kollajen sentezini, anjiyogenez ve graniilasyon dokusunun olusumunu etkiler (Martin,
1997). Epitelizasyon evresinde ise biiyiime faktorleri ve sitokinler keratinositlerin
proliferasyonunu ve migrasyonunu uyarir, bitylime faktorleri ve sitokinlerin kullanimu,
yara iyilesmesini hizlandirmak ve iyilesme siirecini iyilestirmek i¢in potansiyel bir tedavi
stratejisi olarak arastirilmaktadir (Martin, 1997; Eming, 2014). Bu faktorler, hiicrelerin
bliylimesini, ¢ogalmasint ve doku onarimini tesvik ederken, yara iyilesmesinin farkl

asamalarinda inflamasyonu diizenler ve doku rejenerasyonunu destekler.
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2.7.1. Transforme Edici Biiyiime Faktor-p (TGF-)

Transforme edici biiylime faktor-f, hiicre ¢cogalmasi, farklilagsmasi, apoptozisi ve gogii
gibi ¢esitli hiicresel siireglerde rol alan ¢ok islevli bir sitokindir. TGF-B sinyalizasyonu,
oncelikle Smad proteinlerinin ¢ekirdege tasindigi ve gen transkripsiyonunu diizenledigi
Smad-bagimli yol araciligiyla iletilir (Feng ve Derynck, 2005). Son arastirmalar, hiicresel
baglama bagli olarak TGF-B'nin hem tiimor baskilanmasinda hem de ilerlemesindeki
rollinii vurgulamaktadir. Kanser erken evrelerinde, TGF-B hiicre ¢ogalmasini inhibe
ederek ve apoptozu indiikleyerek bir tiimor baskilayici olarak etki ederken, sonraki
evrelerde hiicre invazyonunu ve metastazi artirarak timor ilerlemesini tesvik eder (Syed,
2016). Dahasi, TGF-p sinyal yolu, etkilerini diizenleyen MAPK ve PI3K/Akt gibi diger
yollarla etkilesime girerek onu baglama bagimli ve karmasik hale getirir (Zhao ve Chen,
2014).

2.8. Bilyiime Faktorleri ve Yara Iyilesmesindeki Rolleri

Biiyiime faktorleri, ¢cogalma, farklilasma, go¢ ve hayatta kalma dahil olmak iizere ¢ok
cesitli hiicresel siirecleri diizenleyen sinyal molekiilleridir. Bu proteinler normal gelisim,
doku onarmmi ve yara iyilesmesi icin gereklidir. Biliylime faktorleri etkilerini, hedef
hiicrelerin yiizeyindeki spesifik reseptorlere baglanarak ve ¢esitli hiicresel tepkilere yol
acan hiicre i¢i sinyal kaskadlarini tetikleyerek gosterirler (Moreira ve Marques,. 2022).
Gelismis terapétik ajanlarin bir sinifi, fibroblastlarin ve keratinositlerin biiylimesini
uyararak akut yaralarda yara iyilesmesini destekledigi gosterilen rekombinant insan
biiyiime faktorleridir. Ek olarak, EGF, temel FGF-2, TGF-B, PDGF ve vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi biiylime faktorii seviyeleri kronik yaralarda

normal iyilesen akut yaralara kiyasla azalir (Barrientos ve ark., 2008).

Son arastirmalar, biliyiime faktorlerinin saglik ve hastaliktaki ¢esitli rollerini kesfetmeye
devam ediyor. Ornegin, VEGF ve FGF gibi biiyiime faktorleri, doku rejenerasyonu ve
kanser ilerlemesi i¢in ¢ok 6nemli olan yeni kan damarlarinin olusumu olan anjiyogenezde
¢ok onemlidir. Benzer sekilde, TGF-p hem yara iyilesmesini tesvik etmede hem de

diizensiz oldugunda fibrozis ve skarlagmaya katkida bulunmada ikili bir rol oynar
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(Mitchell ve ark., 2016). Rejeneratif tip alanindaki gelismeler de biiylime faktdrlerinin
terapotik potansiyelinin altin1 ¢izmistir. Ornegin, kronik yaralar, kemik kiriklar1 ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi durumlarda doku onarimini artirmak i¢in rekombinant
biiyiime faktorlerinin verilmesi arastirilmaktadir (Mao ve Mooney, 2015). Biyolojik yara
tirtinleri, yara iyilesme yanitinin ayrintilarina iliskin anlayisimiz arttikga muazzam bir
bliyiime alani olmustur. Normal yara iyilesmesinde, inflamatuar, proliferasyon ve
yeniden sekillenme/olgunlasma asamalarindan gecen diizenli, Ongoriilebilir bir sira
vardir. Bu siireg, eikosanoidler, sitokinler, nitrik oksit ve ¢esitli biiyiime faktorleri dahil
olmak {izere ¢cok sayida hiicresel araci tarafindan yiiriitiiliir. Biyolojik yara iiriinleri alan,
bu enflamatuar mediatorleri artirarak veya modiile ederek iyilesmeyi hizlandirmayi
amagclar (Murphy ve Evans, 2012). Yara iyilesmesi asamalarinda 6nemli gorevleri olan
faktdrler bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlileri TGF-alfa, FGF, VEGF, Interlokin (IL)
ailelerine asagida tabloda yer verilmistir (Tablo 2.1) (Shah ve ark., 2012). Yara iyilesmesi
stirecindeki eksikliklerin giderilmesi ve iyilesme siirecinin hizlandirilmasini tesvik etmek
icin biyolojik yara iriinleri kullanilmaktadir. Bu iiriinler genellikle biiylime faktorleri,
sitokinler ve diger biyolojik bilesenler igerir. Ornegin, L-prolin igeren topikal krem,
basing tlserlerinin tedavisinde etkili bir sekilde kullanilabilmektedir (Sahiner ve
Kendirci, 2020). Ayrica, ozon gazinin hastane atik su sistemlerinde dezenfeksiyon igin

etkili ve giivenilir bir yontem oldugu gosterilmistir (Giirsoy ve Ozerol, 2018).

2.8.1. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF)

IGF, hiicre ¢ogalmasini, farklilagmasimi ve doku yenilenmesini tesvik ederek yara
iyilesmesinde kritik bir rol oynar. Ozellikle IGF-I'in, yara onariminda ¢ok &nemli siirecler
olan keratinosit gogilinii, yara kasilmasimi ve epitelizasyonu artirdigi gosterilmistir
(Garoufalia ve ark., 2021). Son arastirmalar, IGF'nin kolajen sentezini uyarma ve IGFBP-
1 gibi baglayici proteinlerle birlikte kullanildiginda yara kirma giiciinii artirma yetenegini
de vurgulamaktadir (Jyung ve ark., 1994). Ayrica, IGF sinyali sadece akut yaralarin
tyilesmesini hizlandirmakla kalmaz, ayn1 zamanda anjiyogenez ve graniilasyon dokusu
olusumunu tesvik ederek diyabetik iilserler gibi kronik ve iyilesmeyen yaralarin tedavisi

i¢cin de umut vaat eder (Tsuboi ve ark., 1995). Bununla birlikte, klinik ortamlarda IGF
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tedavileri i¢in en uygun dozaj ve dagitim yontemlerini tam olarak anlamak i¢in ek

caligsmalar gereklidir.

Tablo 2. 1. Yara iyilesmesinde rol oynayan biiyiime faktorleri ve sitokinler

(Shah ve ark., 2012)

Isim Kisaltma Simif Uretim Etkinlik
Interlokinler 1, 6, 8 IL1,6,8 Sitokin ~ Makrofajlar, Proinflamatuvar; fibroblastlar1 ve
keratinositler keratinositleri toplar
Interlokin 2 L2 Sitokin T lenfositler Fibroblastlari harekete gegirir
Interlokin 4 L4 Sitokin T lenfositler TNF, IL1, IL6'y1 inhibe eder, fibroblast
proliferasyonunu inhibe eder
Tiimdr nekroz TNF- a Sitokin  Makrofajlar Proinflamatuar; kolajen sentezine
faktorii alfa yardimci
Epidermal biiyiime EGF Biiyime  Trombositler, Keratinosit ve fibroblast
faktorii faktorii  makrofajlar, proliferasyonunu,keratinosit go¢iinii ve
keratinositler graniilasyon dokusu olusumunu
destekler
Fibroblast bilyime = FGF-aveb  Biiyiime Endotel Anjiyogenez, fibroblast kemotaksisine
faktorleri faktorii  hicreleri, ve
asidik ve bazik fibroblastlar, proliferasyona neden olur
makrofajlar,
T lenfositleri
Keratinosit bilyiime KGF Biiytime  Fibroblastlar Keratinosit boliinmesini ve
faktorleri 1, 2 faktori farklilasmasini uyarir
Trombosit kaynakli PDGF Biiyiime ~ Trombositler, Notrofil ve fibroblast kemotaksisine
biiyiime faktorleri faktoric  makrofajlar; neden olur; fibroblast proliferasyonu ve
(PDGF: AA, fibroblastlar, matris
BB,AB) endotel hiicreleri proteinlerinin, metalloproteinazlarin
sentezi, anjiyogenezi uyarir
Biiyiime faktorlerini  TGF-ave  Bilyiime Trombositler, Fibroblast ve keratinosit kemotaksisine,
doniistiirme (alfa ve faktori makrofajlar, anjiyogeneze neden olur; TIMP'yi
beta) fibroblastlar, yukart diizenler; MMP'lerin ve
keratinositler, keratinosit proliferasyonunun tiretimini
T lenfositler engelleyerek, TGFb tiretimini indiikler
Vaskiiler endotelyal VEGF Biiyime  Endotel hiicreleri, Anjiyogeneze neden olur (endotel
biiylime faktorleri faktoril keratinositler, hiicreleri i¢in mitojeniktir).
(peptitlerin bir trombositler, Hipoksi varliginda ifade artar
ailesi) makrofajlar,
fibroblastlar
Metalloproteinazin TIMP Enzim Cogu mezenkimal MMP'leri inhibe eder
doku inhibitori hiicre
Matriks MMPs Enzimle Monositler, Ekstraseliiler matrisi bozar

metalloproteinazlar

r

makrofajlar,
endotel hiicreleri

20



2.8.2. Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF), doku onarimi igin gerekli olan hiicrelerin ¢cogalmasini,
farklilagsmasini ve gogiinii tesvik ederek yara iyilesme siirecinde ¢ok dnemli bir rol oynar.
Ozellikle, bazik fibroblast biiyiime faktdriiniin (bFGF) anjiyogenezi, graniilasyon dokusu
olusumunu ve yeniden epitelizasyonu onemli Olglide artirdigi gosterilmistir; bunlarin
timi etkili yara iyilesmesi i¢in hayati 6nem tagimaktadir. Son g¢aligmalar, bFGF'nin
diyabet ve yetersiz beslenme gibi kosullar nedeniyle bozulmus olanlar da dahil olmak
tizere ¢esitli yara modellerinde iyilesmeyi hizlandirabilecegini gostermektedir (Okumura
ve ark., 1996; Sato ve ark., 2020). Ek olarak, bFGF hem akut hem de kronik yaralarda
basarili bir sekilde uygulanmistir ve ozellikle siirekli salinimli formiilasyonlar gibi
geligmis ila¢ dagitim sistemleri aracilifiyla verildiginde iyilesme siirelerini azaltma ve
doku kalitesini iyilestirme konusunda umut vaat etmektedir (Akita ve ark., 2013). Bu da
FGF'yi, ozellikle iyilesme bozuklugu olan hastalarda yara iyilegsmesini arttirmak icin

degerli bir terapotik ajan haline getirmektedir.

2.8.3. Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

Epidermal Biiylime Faktorii (EGF) kesfedilen ilk biiyiime faktorleri arasindadir ve EGF
daha biiyiik bir onciilden proteoliz yoluyla tiiretilen 53 amino asitli bir polipeptittir
(Leahy, 2004). Epidermal biiyiime faktorii (EGF), yeniden epitelizasyon ve yeni bag
dokusu olusumunun anahtar1 olan keratinositlerin ve fibroblastlarin ¢ogalmasini uyararak
yara iyilesmesini hizlandirdigin1 gostermistir. Dahasi, son c¢aligmalar EGF'nin topikal
olarak uygulandiginda hem akut hem de kronik yaralarda iyilesmeyi artirabilecegini
gostermistir, ancak kisa yar1 omrii klinik ortamlardaki etkinligini sinirlamistir (Woltje ve
ark.,2018). EGF'nin yara bolgelerindeki stabilitesini ve biyoyararlanimini iyilestirmek
icin EGF fonksiyonlu malzemeler ve siirekli salinimli formiilasyonlar gibi yeni ilag
dagitim sistemleri gelistirilmistir. Bu gelismeler, iyilesmeyi hizlandirma, yara izi
olusumunu azaltma ve karmasik yaralar1 olan hastalar icin genel sonuglari iyilestirme
konusunda umut verici sonuglar ortaya koymustur (Wei ve ark., 2022). Gentamisin ve
EGF ile modifiye edilmis nanofirdz iskelelerden saliman EGF, diyabetik fare modelinde

daha hizli yara iyilesmesine neden olmustur (Dwivedi ve ark., 2018).
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2.9. Kalkonlarin Genel Yapisi ve Onemi

a, B doymamis karbonil baglantisindan olusan dogal iiriinlerin sentezini ilk kez
Kostanecki ve Tambor, bildirdiler ve bunlara "kalkonlar" adin1 verdiler (Kostanecki ve

Tambor, 1899).

Kalkon ifadesi 1,3-diaril-2-propen-1-on yapisi igeren biitiin bilesikler i¢in kullanilir.
Kalkon yapisindaki iki halkadan keton grubuna komsu olan1 A simgesi ile gosterilir ve
karbonlar numaralandirilirken iissii (') numaralar verilir. Diger aromatik halka ise B ile

simgelenir ve normal numaralandirma yapilir. (Sekil 2.3) (Narwal, 2021).

Sekil 2. 3. Kalkonun Yapis1 ve Gosterimi

Flavonoid bilesenleri, iki fenil halkasinin bir propan zinciri araciligiyla birlesmesi sonucu
olusan 15 karbonlu 1,3-difenilpropan iskeletine sahiptir. Bu iskelet yapisi, propan
zincirinin oksijen atomu araciligiyla fenil halkalarindan birine baglanmasiyla heterosiklik
bir yapiya doniisebilir. Olusan bu yapida fenil halkalar1 A ve B harfleriyle gosterilirken,
hetero halka ise C harfi ile temsil edilmektedir (Sekil 2.4) (Gacche ve ark., 2015).

Sekil 2. 4. Flavonoid Yapr Iskeletleri ve Numaralandirma Sistemi
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Kalkonlarin sentezinde en sik kullanilan yontem, Claisen-Schmidt kondenzasyonudur.
Bu yontemin temeli bazik ortamda asetofenon ve benzaldehit tiirevlerinin etkilesmesine

dayanir (Giirdere, 2021; Narwal, 2021) (Sekil 2. 5).

0O O o
NaOH
+ H d
EtOH

Sekil 2. 5. Claisen-Schmidt Kondenzasyonu ile Kalkonlarin Sentezi

Literatiirde kalkonlarin sentezi i¢in farkli katalizérler ve yontemler kullanilarak
gerceklestirilmis sentezlerde bulunmaktadir (Babu ve Perumal, 1997; Sebti ve ark.,
2001). Kalkonlar, ¢esitli fonksiyonel gruplarin (ariller, halojenler, hidroksiller, karboksil,
fenil vb.) eklenmesiyle biyolojik olarak daha etkili, genis bir ila¢ tasarim spektrumu

sergilemektedir (Gomes ve ark., 2017).

Kalkonlar, ¢esitli fonksiyonel gruplarin (ariller, halojenler, hidroksiller, karboksil, fenil
vb.) eklenmesiyle biyolojik olarak daha etkili, genis bir ila¢ tasarim spektrumu

sergilemektedir (Gomes ve ark., 2017).

Heteroatom igeren isoindol (1), pirazol (2) ve isoksazol (3) g¢ekirdekleri (Sekil 2.6),
biyolojik ve fizyolojik etkileri nedeniyle saglikla ilgili tirlinlerin {iretiminde, kozmetik
sektoriinde ve tipta yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu molekiiler yapilar, ¢esitli biyolojik
aktiviteleri sayesinde ¢ok g¢esitli alanlarda uygulama bulmaktadir (Ertiirk, 2014).

Kalkonlara katilmalar ile bu bilesikler kolayca sentezlenebilmektedir

Sekil 2. 6. Heteroatom Igeren Isoindol (1), Pirazol (2) Ve Isoksazol (3) Cekirdekleri
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Flavonoidler, yapisal degisikliklere bagli olarak kalkonlar, flavonoller, flavonlar,

flavanonlar, antosiyanidinler ve izoflavonoidler gibi ¢esitli alt tiplere ayrilabilirler. Bu

yapilarin farkli sekillerde diizenlenmesi ve halkalara farkli substitiientlerin baglanmasi

sonucunda flavonoidlerin baslica iiyeleri ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.7) (Yadav ve ark.,

2011). Dogal olarak bulunan kalkonlarin ¢ogunda aril halkalarinda polihidroksil gruplar

bulunmaktadir. Bu fenolik gruplar, kalkonlarin veya kalkon bakimindan zengin bitki

ekstraktlarinin antioksidan ozellikleri nedeniyle ilag veya gida

kullanimini artirmistir (Narwal ve ark., 2024).

olarak potansiyel

Flavonoid gruplan Iskelet yapilan
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Sekil 2. 7. Flavonoidlerin yapisi
(Kumar ve Pandey, 2013)
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2.9.1. Kalkonlarin Doku Diizeyinde Etkileri

Kalkon ailesinin iiyeleri ayn1 zamanda anti-kanser (Burmaoglu ve ark., 2016, Kocyigit ve
ark., 2019) dahil olmak iizere anti-inflamatuar (Mahapatra ve ark., 2017), antihipertansif
(Bonesi ve ark., 2010), anti-diyabetik (Fernandes ve ark., 2020), kanser kemopreventif
(Chen ve ark., 2015), anti-oksidan (Chen ve ark., 2019), antiiilser (Sashidhara ve ark.,
2015), anti-mikrobiyal (Henry ve ark., 2020), anti-leishmanial (de Mello ve ark., 2018)
ve anti-malaryal (Cheng ve ark., 2020) antiviral (Shi ve ark., 2016, Mahapatrave ark.,
2015), antioksidan (Shenvi ve ark., 2013), antigut (Mahapatra ve ark 2019),
antianjiyojenik (Mahapatra ve ark 2020) gibi biyolojik aktiviteleri nedeniyle de oldukca
onemli fitokimyasallardir (Gao ve ark., 2020). Bu tiirevler, benzer kimyasal yapiya sahip
olmalarina ragmen, hiicresel aktivitelerinin mekanizmalar1 6nemli Olc¢lide farklilik
gosterir (Yadav ve ark., 2011; Dimmock ve ark., 1999; Go ve ark., 2005) (Sekil 2.8).
Nowakowska'ya gore, bazi kalkon tilirevleri, ksantin oksidaz, aldoz rediiktaz, epoksit
hidrolaz, protein tirozin kinaz ve kinon rediiktaz gibi 6nemli enzimleri inhibe etme

yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (Nowakowska, 2006).

Stomach Ulcers

N R

-; 4:»31 - o ,'
Colitis (inflammation of
Colon)

~R|  Antimalarial

e ——

Plasmodium connecting to
human RBCs

Human lung granuloma from
TB patients

A dividing lung cancer cell

Sekil 2. 8. Kalkonlarin baz1 hiicresel aktiviteleri
(Rashid ve ark., 2019)
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Kalkon, biyoaktif dogal iiriinlerde ve farmasoétiklerde siklikla goriildiigiinden, biiyiik
terapotik etkiye sahip ilag gelistirmede en popiiler yaklasimlardan biri haline gelmistir
(Igbal ve ark., 2014; Narwal ve ark.,2017). Daha da 6nemlisi, birka¢ kalkon bilesigi,
cesitli saglik kosullar1 igin klinik kullanim i¢in onaylanmistir (Ornegin, metokalkon-
koleretik/diiiretikler olarak; kanepelkon bazli {ilser Onleyici/mukoprotektifler; ve
kalkonlarin  klinik  potansiyelini  Ornekleyen hesperidin  metilkalkon-vaskiiler
koruyucular) (Jandial ve ark., 2014; Zhou, 2015; Andrade ve ark., 2017; Miao ve ark.,
2017).

2.9.2. Kalkonlarin Farmokolojik Etkileri

Iyi bilinen dogal kalkon igeren ilaglardan bazilar1 Butein (Antikanser ve anti-inflamasyon
ozelligi), Xanthohumol (antibakteriyel, antikanser ve anti-HIV ajani), Isoliquiritigenin
(Anti-kanser, kemoprotektif, anti-inflamatuar ve antioksidan 6zellik), Kardamonin (ATP
difosfohidrolaz), likokalkon (Anti-inflamatuar, Anti-kanser aktivitesi), Metokalkon
(koleretik ajan), sofalkon (anti-iilser ajan), Hesperidin trimetilkalkon (kronik vendz
lenfatik yetmezligi tedavi etmek icin kullanilir) ve hesperidin metilkalkon (dal veya

gdvde varikozu incelenir) (Sekil. 2.9) (Igbal, ve ark., 2014; Gomes, ve ark., 2017).

O OH OH O
0
HO OH HO O/CH3
Cardamonin

Isoliquiritigenin

o OCHL0
SORsH
HO OH OH H;CO OCH3
Butein Metochalcone

Sekil 2. 9. Biyolojik Ozelliklere Sahip Kalkon Tiirevlerinin Ticari Formiilasyonlari.
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Kortikosteroidler, antikoagiilanlar, antineoplastik ilaglar, penisilamin ve siklosporin-A
gibi ilaglar yara iyilesmesini negatif yonde etkileyebilir. Ozellikle kortikosteroidler,
enflamasyonu ve protein ile kollajen sentezini azaltmanin yani sira epidermal
proliferasyonu da engelleyebilir; ayrica vazokonstriiktif etkileri nedeniyle doku
iskemisine yol acabilirler (Aygin ve ark., 2021). Maleimid ve dibromomaleimid bazli
kalkonlar sentezlenmis ve antibakteriyel Ozellikleri belirlenmistir. Ayrica, kalkonlar
cesitli kanser tiirlerine kars1 sitotoksik aktiviteleri acisindan aragtirilmistir (Radwan ve
ark., 2021). Kogyigit ve grubu c¢alismalarinda, sentezledikleri kalkon ve kalkon imid
tiirevlerinin iyi sitotoksik 6zellikler, anti-bakteriyel aktiviteler ve hCA I, hCA Il ve AChE
inhibitdr etkileri gosterdigini acikca gostermislerdir (Kocyigit, 2018). Kemoterapi
ilaglarinin normal hiicrelere karsi sitotoksik etkileri nedeniyle giiclii yan etkiler
olusturmasi {izerine, maleimid igeren ¢esitli sitotoksik bilesikler sentezlenmis olup, bu
bilesikler arasinda kalkon-imid tiirevlerinin insan CEM T lenfositleri, Molt 4/C8 ve fare
L1210 hiicre hatlar1 lizerindeki sitotoksik aktiviteleri belirlenmis ve tanimlanmistir (Jha

A., 2007).

Jha ve arkadaglarn bir dizi (4-((E)-3-arilakriloil) fenil)-1H-pirol-2,5-dion tiirevi
sentezlemis ve bu amino kalkon tiirevlerinin sitotoksik 6zelliginin oldugunu fareler

tizerinde yaptig1 caligmalar sonucunda kanitlamistir (Jha, 2007). (Sekil. 2.10).

Sekil 2. 9. Amino Kalkon Tiirevi

Son yillarda, kalkon ve tiirevleri, biiyiik ilgi gérmiis ve O6zellikle biyolojik etkileri
lizerinde arastirmalar yiiriitiilmiistiir. Bir ketovinil grubuna sahip olan birgok bilesigin

onemli biyolojik aktivite gosterdigi bilinmektedir, bu da genis bir arastirma alani
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olusturur. Kalkonlar da bu tiir bilesikler arasinda yer alir ve sergiledikleri biyolojik etkiler

sayesinde bu alandaki arastirmalarin hizla artmasina yol agmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Malzemeler

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢alismalarimizda kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup,

genel olarak Sigma-Aldrich ve Merck sirketlerinden tedarik edilmistir.

-DMSO (SigmaAldrich)

-Etanol (SigmaAldrich)
-Tiyobarbitiirik asit (SigmaAldrich)
-Etil asetat (SigmaAldrich)

-2,4 DNPH (SigmaAldrich)

-% 30 H202 (Merck)

-HCI (Merck)

-Na>COs (SigmaAldrich)

-NaOH (SigmaAldrich)

-%20°lik Asetik Asit (Merck)
-Biitanol (SigmaAldrich)

-Cd Graniilleri(SigmaAldrich)
-Sodyum Azid (SigmaAldrich)
-Tris-Baz (SigmaAldrich)
-Tris-HCI (SigmaAldrich)

-Na; EDTA (Merck)

-Ksantin (SigmaAldrich)

-CuSO4 (SigmaAldrich)
-Ksantinoksidaz (SigmaAldrich)
-N-naftiletilendiamine (NNDA)- (SigmaAldrich))
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3.1.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

-Otomatik pipet (Gilson)

-Pastdr pipeti (isolab)

-Pipet uclar1 (1000 ve 100)

-Spektrofotometre (Techcomp UV-1000)

-Cam kalemi

-Enjektor

-Meziir (25ml,50 ml,100 m1,250 m1,500 ml)

-Fotograf makinesi

-Hassas terazi (Denver instrument)

-Homojenizator diizenegi (ika t18 basic ultra turraxhomogenizer )
-HettichRotanto 460 R santrifiij cihazi

-Hettichuniversal 32R santrifiij cihazi

-Kronometre (Clip)

-Manyetik karistiric1 (Velp)

-Su banyosu (Medingen SWB 200)

-Vorteks (Velp)

-Buzdolab1 (Vestel)

-Distile su ve ultra saf su cihazi (PURELAB Option-QMilliporeElga DV25 )
-pH metre (Templog)

-Organon Teknika Microwell System (ELISA)

3.2. Kalkon-imid Sentezi

Ilk olarak ¢aligmada kullanacagimiz kKalkon-imid tiirevi olan (E)-1-(4-(3-(2-
klorofenil)akriloil)fenil)-1H-pirol-2,5-dion (5) bilesiginin sentezi gerceklestirilmistir
(Sekil 3.1). Calismanin ilk agsamasinda kalkon ve isoindol (1) birimlerini i¢ceren bilesikleri
sentezleyebilmek i¢in ¢ikis bilesikleri sentezlenmistir. Deneyde p-aminoasetofenon ile o-
klorbenzaldehit Claisen-Schmidt yontemiyle katilarak kalkon sentezi bagari ile
gerceklestirilmistir. Sentezlenen kalkon (3) bilesigi maleik anhidritle (4) tepkimeye
sokularak kalkon-imid bilesiginin (5) sentezi yapilmistir. Yara iyilesmesi asamasinda

kullanilan kalkon-imid bilesiginin sentezi Organik Sentez ve Kataliz Laboratuvari
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tarafindan gerceklestirildi (Kocyigit ve ark., 2018). Sentezlenen bilesiklerin yap1 tayini
1H- ve 13C-NMR spektrumlar1 yardimiyla yapilmistir.

e} 0
H NaOH
* C,H;OH 25 Oc
H,N cl 2
1 2
/‘)‘\/?‘ E‘lé N(Et)3 0 O = O
Toluen, ref. N cl

Sekil 3. 1. Kalkon-imid Tiirevi (E)-1-(4-(3-(2-klorofenil)akriloil)fenil)-1H-pirol-2,5-
dion (5) Bilesiginin Claisen-Schmidt Y6ntemiyle Sentezi

3.3. Hayvan Gruplan

Bu ¢alisma TOGU Universitesi Tip Fakiiltesi, Deneysel Tip Arastirma Birimi (DETAB)
Laboratuvarinda, Universitemizin Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yoénergesi’ne
uygun olarak deney hayvanlar1 bakim ve kullanim kurallarina bagli kalinarak Tokat
Gaziosmanpasa Universitesi‘nden Etik Kurul onayr (2019 HADYEK-03) alinarak
veteriner hekim kontroliinde yapilmistir.

Caligma igin 220-250 gr agirliginda saglikl erigkin minimum 4 aylik (n= 49 adet) saglikli
eriskin erkek wistar albino sican kullanilmistir. Siganlar plastik kafeslerde, her kafeste 7
hayvan bulunacak sekilde barindirilmistir. Biitiin hayvanlar standart laboratuvar diyeti ile
beslenmistir ve i¢me suyu isteklerine gore her zaman igebilecekleri sekilde
bulundurulmustur. Kafeslerde normal aktivitelerini yapabilen sicanlar 22 + 2°C, nem

(%50-70) ve 12 saat gece/giindiiz olarak ayarlanmis odalarda tutulmustur. Tiim hayvanlar
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aragtirma Oncesi birkac giin saglikli olup olmadiklarim1 gézlemlemek agisindan gézlem

altinda tutulmustur.

Calismaya baslamadan Once sicanlar rastgele yontemle yapilacak islemlere gore 7 gruba

ayrimstir.

e Kontrol grubu. Herhangi bir deneysel islem uygulanmamustir.

e Grup 2 (1.Sam grubu): Coziicii olarak kullanilan DMSO %1 oraninda si¢anlara IP
(intraperitonal) yolla verilip 7.glinlin sonunda sakrifiye edilmistir.

e Grup 3 (2.Sam grubu): Coziicii olarak kullanilan DMSO %1 oraninda sicanlara IP
yolla verilip 14.giiniin sonunda sakrifiye edilmistir.

e Grup 4: Batin duvar1 laparotomi ile acilmis ve 25 mg/kg-Kalkon uygulanmis ve
7.glinlin sonunda sakrifiye edilmistir.

e Grup 5: Batin duvari laparotomi ile acilmis ve 50 mg/kg-Kalkon uygulanmis ve
7.glinlin sonunda sakrifiye edilmistir.

e Grup 6: Batin duvar1 laparotomi ile acilmis ve 25 mg/kg-Kalkon uygulanmis ve
14.giiniin sonunda sakrifiye edilmistir.

e Grup 7: Batin duvari laparotomi ile acilmis ve 50 mg/kg-Kalkon uygulanmis ve

14.giiniin sonunda sakrifiye edilmistir.

3.4. Cerrahi Islemler

Cerrahi teknikler tamamen steril kosullar altinda gergeklestirilmistir. Tiim denekler
cerrahi girisimden 6nceki 12 saat boyunca a¢ birakilmistir. Deneklere 90 mg/kg subkutan
ketamin-ksilazin anestezisi uygulandiktan sonra karin 6n duvari tiraglanip povidoniod ile
temizlenmistir. Ardindan steril ortii ile kapatilip ksifoidden baglayan 3 cm’lik orta hat
insizyonu ile batin acilmis ve kalkon uygulanmistir (Sekil 3.2). Sam gruplari ayni
islemlerden sonra laparotomi yapilmis ve %1 DMSO uygulanmstir. Islem sonrasi
Laparotomi ve sam gruplarinda batin 3/0 ipek ip ile devamli olarak kapatilarak isleme

son verilmistir.
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Sekil 3. 3. Sicanlarin 7. Ve 14. Giinde lyilesme Durumu

Sicanlar 7. giin (A) ve 14. giiniin (B) sonunda anestezisi altinda, intrakardiak yolla kanlar1

alinarak feda edildi.

3.5. Doku ve Kan Orneklerinin Toplanmasi

Tim arastirma gruplarinda Histolojik ve Biyokimyasal incelemeler i¢in doku 6rnekleri
batin duvari, batin duvar skari, kolon duvart ve kolon duvarit skari bolgelerinden
alindiktan sonra intrakardiyak olarak yaklagitk 5 mL kan alarak hayvanlara Gtenazi

yapilmistir (Sekil 3.3). Histolojik inceleme i¢in alinan doku 6rnekleri %10 formaldehit
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icinde saklanmistir. Diger doku Ornekleri sivi azot ile dondurularak -80°C’de
saklanmistir. Kan ornekleri plazmalari elde edilerek -80°C’de saklanmistir. 7. giiniin
sonunda ilk gruplarin ve 14. giiniin sonunda da diger gruplarin ¢aligmasi sonlandirilmastir.
Sicanlar ketamin-ksilazin anestezisi altinda, intrakardiak yolla kanlar1 alinarak feda
edilmistir. Alinan kan 6rnekleri 4000xg de 5 dksantrifiij edilerek serum elde edilmistir.
Ayrica siganlarin periton dokulari alinmistir. Alinan 6rnekler biyokimyasal analiz i¢in en
kisa siirede biyokimya laboratuvarina ulastirilarak calisma zamanina kadar -80 °C‘de
muhafaza edilmistir. Alinan periton dokusunun homojenizasyonu sonucu elde edilen
homojenatlardan MDA diizeyi, santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatantlardan
ise SOD ve GSH-Px enzim aktivitesi calisilmistir. Enzim Baglantili Immiinosorbent
Yontem Testi (ELISA) ile ¢alismak i¢in ayrilan doku 6rnekleri homojenizasyon islemine
gecmeden once dokulara 0,5 gr/10 hacim (agirlik/hacim 1: 10) 0,01 N pH= 7,2-7,4 fosfat
tamponu eklenmistir. Dokular 16.000 devir/dakika hizda 3 dk. boyuncahomojenize
edilmistir. Daha sonra homojenatlar 3208xg de +4 °C de 20 dk. santrifiij edilerek
stipernatantlar alinmistir. Bu siipernatantlardan IGF-1, EGF, FGF, TGF-B doku ve serum

diizeyleri ELISA yOntemiyle belirlenmistir.

3.6. Biyokimyasal inceleme

3.6.1. Periton Doku Orneklerinin Homojenize Edilmesi

Periton doku 6rnekleri 1/10 oraninda 50 mMTris-HCI (pH= 7,4) tampon kullanilarak, buz
icinde, soguk ortamda homojenize edilmistir. Hazirlanan homojenatlarda MDA diizeyi
belirlenmistir. Homojenatlarin bir kismi ise, sogutmali santrifiijde +4 °C’de 2456xg’de
30 dk. santriflij edilerek siipernatantlar elde edilmistir. Elde edilen siipernatantlardan
GSH-Pxdiizeyi belirlenmistir. SOD aktivitesini belirlemek i¢in slipernatantin bir kismu,
kloroform/etanol karigimiyla (1/1, v/v) homojenize edilmis ve 1372xg hizinda +4°C'de
40 dakika boyunca santrifiijedilmistir. Ustte olusan etanol fazi, protein diizeyleri ve SOD
enzim aktivitesi i¢in analiz edilmistir, protein tayini ise Lowry yontemi kullanilarak

gerceklestirilmistir(Sun Y. ve ark., 1988; Lowry O. H., ve ark., 1951).
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3.6.2. Doku Protein Miktarinin Belirlenmesi

Bakir-protein kompleksi, alkali ¢6zelti i¢inde fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifini
(Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifi) indirgeyerek yogun koyu mavi bir renk olusturur.
Olusan bu renk, ¢ozeltideki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Folin reaktifi
asidik ortamlarda stabil olmakta ancak bahsedilen rediiksiyon islemi alkali pH'de
(pH=10) gerceklesmektedir. Bu sebeple Folin reaktifi, alkali bakir-protein ¢ozeltisine
hizla eklenmeli ve iyice karigtirilmalidir, bdylece reaktifin parcalanmadan once

rediiksiyon olay1 tamamlanmis olur (Lowry ve ark., 1951).

Kimyasallar: Bovine serum albumin, Folinciocalteu‘s fenol reaktifi, Na2CO3z, NaOH,
CuSOa.

Yontem: Bilinen konsantrasyondaki bovine serum albumin ¢dzeltilerinden elde edilen
standart bir grafigi kullanarak, optik dansite (OD) degerleri ile mg/ml protein
konsantrasyonu arasinda bir iliski belirlenmistir. Ornek tiiplerine 0,01 mL numune
eklenmis ve tlizerlerine 0,49 mL distile su ilave edilmistir. Kor tiipline ise 0,5 mL distile
su eklenmistir. Hazirlanan 6l¢tim reaktifi 2,5 mL olarak deney tiiplerine dagitilmis ve
tiipler iyice karistirilmistir. Karistirilan tiipler 10 dakika boyunca inkiibasyona alindiktan
sonra, deney tiiplerine 0,25 mL hazirlanan Folin-Ciocalteu fenol reaktifi eklenmis ve
tekrar 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin

sonunda, standartlar ve Ornekler 700 nm dalga boyunda, koér karsisinda ol¢lilmiistiir

(Mertoglu., 2013).

Hesaplama Protein (mg protein/ml) = grafikten okunan deger x faktor F (faktor) =
standart hacmi (0,5 ml)/ numunenin hacmi (0,010 ml) =50
Not: Faktor degeri kullanilan numune miktarina gore degisir. Numune miktar1 degisirse,

distile su hacmi ile ters orantili olarak tiipe ilave edilir.

3.6.3. Malondialdehit Diizeylerinin Belirlenmesi

Lipid peroksidasyonunun son iiriinii MDA’dir ve tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 90°C'de

reaksiyona girerek renk degistirir ve pembe renkli bir kromojen olusturur. Olusan pembe
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renkli bilesigin 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iimii yapilarak MDA
diizeyi belirlenmistir (Mertoglu, 2013; Esterbaue ve Cheeseman, 1990).

Kimyasallar: %0,675°lik (agirlik/hacim) Tiyobarbitiirik asit (TBA), %10‘luk
(agirlik/hacim) trikloro asetik asit (TCA), stok standart soliisyonu (1,1,3,3
tetrametoksipropan)

Yontem: Cam deney tiiplerine 2,5 ml %10’luk TCA konulduktan sonra {izerlerine 0,5 ml
numune ilave edilerek vorteksle karistirllmistir. Elde edilen karigimlarin kapaklari
kapatilarak 15 dk. Boyunca 90 °C‘de inkiibasyonda birakildiktan sonra soguk suda
sogutularak 1800 x g’de 10 dk. santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatantlardan ayr1
tiiplere 2 ml alinarak tizerlerine %0,675°lik TBA ilave edilmis ve tekrar 15 dakika 90
°C’de inkiibasyona almmustir. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra soguk su altinda
sogutulan numuneler, 532 nm’de kore karsi okutulmustur. Kor tiiptine numune yerine 0,5
ml distile su konularak ayni islemler yapilmistir.

Hesaplama MDA (nmol/ g.yas doku) = (Ornek OD/Standart OD) x Standart

Konsantrasyonu

3.6.4. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, Sun ve digerleri tarafindan gelistirilen yonteme
dayanarak, Durak ve meslektaglarinin yaptigi modifikasyonlarla belirlenmistir. (Sun ve
ark., 1988; Mertoglu, 2013;Durak ve ark., 1993).

Bu yontemde SOD aktivitesi, ksantin/ksantinoksidaz sistemi ile iiretilen siiperoksitin,
nitro blue tetrazoliumu (NBT) indirgemesi esasina dayanarak tespit edilmektedir. Olusan
stiperoksit radikalleri NBT ‘yi indirgeyerek renkli formazon bilesigini olusturur. Meydana
gelen kompleks 560 nm’de maksimum absorbans verir. Ortamda enzim yoksa bu
indirgenme meydana gelip mavi-mor renk olusmaktadir. SOD varliginda NBT'nin
indirgenmesi ger¢eklesmez ve dolayisiyla mavi-mor renk olusmaz; bu reaksiyon enzim
miktar1 ve aktivitesine bagli olarak acik bir renk olusturur. Bu baglamda, SOD enzim
aktivitesi, NBT'nin indirgenmesini %50 inhibe eden enzim miktar1 olarak tanimlanmaistir.
Kimyasallar: 400 mmol/L Na>COs, | g/L bovine serum albumin, 2 M (NH4)2SOs, 0,8
mmol/L CuClz, 150 pumol/L NBT, 0,3 mmol/L xanthine, Xanthineoxidase (XO), 0,6
mmol/L EDTA(2 Na tuzu).
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Yéntem: Deney tiiplerine baslangicta 2,85 mL SOD reaktifi eklenmistir. Uzerlerine 0,1
mL numune ekstrakti ilave edilmis, kor tiipline ise 0,1 mL distile su eklenmistir.
Ardindan, tiim karisimlara 0,05 mL ksantinoksidaz eklenmis ve hizlica karistirilmistir.
Bu karisimlar oda sicakliginda 20 dakika inkiibasyona almmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda, tlipler hemen stop soliisyonu olarak 0,1 mL bakir kloriir ile durdurulmus ve

numuneler 560 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiistiir.

Hesaplama:

% inhibisyon = [(Absorbans kor (K) - Absorbans Ornek {O)]/K x 100
% 50°‘lik inhibisyona 1 U denildigi i¢in

Aktivite (U/ml) = [(% inhibisyon/50) x (1 /0,1)] ml.

U/ml = [(K-O) /K ] x 20 x 5 (diliisyon faktorii)

Spesifik aktivite (U/ mg protein) = [U/mL/ mg/ml protein]

3.6.5. GlutatyonPeroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

GSH-Px enzim aktivitesi, hidrojen peroksit bulunan bir ortamda GSH'in oksidatif
glutatyon (GSSG)haline donilistimiinii katalizler. Olusan GSSG, glutatyon rediiktaz ve
NADPH yardimiyla tekrar GSH'a indirgenir. Bu rediiksiyon siirecinde NADPH'!m
NADP+ forma oksitlenmesi, 340 nm dalga boyunda 6lgiilen absorbans seviyesinde bir
azalmaya neden olur ve bu azalma, GSH-Px aktivitesinin bir gostergesi olarak
degerlendirilir. GSH-Px aktivitesi, Paglia ve arkadasinin yontemine gore belirlenmistir
(Paglia ve Valentine, 1967).

Enzim Unitesi: NADPH‘mn birim zamanda okside olan mikromol miktaridr.

Kimyasallar: 50 mM H20», fosfat tamponu (pH = 7,50 mM), GSH-Rediiktaz, 3,2 M
(NH4)2S0s, 150 mMrediikte GSH, 8 mM NADPH, 1 M NaN3 (Sodyum azid)

Ol¢iim Yontemi: Deney tiiplerine 2,650 mL EDTA'l1 fosfat tamponu, 0,1 mL rediikte
glutatyon (GSH), 0,1 mL NADPH, 0,01 mL glutatyon rediiktaz, 0,01 mL NaNs, ve 0,02
mL numune karigimlar eklenerek hazirlanmis ve 30 dakika inkiibasyona alinmistir.
Ardindan, deney tiiplerine 0,1 mL hidrojen peroksit eklenmis ve bu karigimlar 5 dakika

boyunca 340 nm dalga boyunda ayarlanmis spektrofotometrede 6lgiilmiis, numunelerin
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absorbans degerleri kaydedilmistir. Aktivite azalisinin lineer oldugu absorbans

araligininl dakikalik siiresi kullanilarak hesaplama yapilmstir.

Hesaplama (U/L) = [(AA/t)/6,22 x 10-°1x (1/0,02)
Spesifik aktivite U/mg protein = (U/L) / (1000xw)

3.7. IGF-I, EGF, FGF, TGF-p Doku ve Serum Diizeylerinin ELISA Yoéntemiyle
Belirlenmesi

Sicanlarin hem periton dokusundan hem de serumlarindan IGF-I, EGF, FGF ve TGF-§3
doku ve serum diizeyleri ELISA kiti kullanilarak sandwich ELISA metodu ile, Organon
Teknika Microwell System cihazinda iiretici firmanin test prosediiriine gore tespit
edilmistir. ELISA Kitleri BioassayTechnologylLaboratory’den (China) temin edilmistir.
Kitlerin %CV degerleri 10’un altindadir.

3.7.1. ELISA Ol¢iim Yontemi

IGF-1, EGF, FGF ve TGF-B doku ve serum diizeyi konsantrasyonlarinin 6lgiimiinde
ELISA yontemi kullanilmistir. IGF-1 konsantrasyonu Rat Insulin-like GrowthFactor 1
ELISA Kiti (BioassayTechnologyLaboratory (China) Cat. No: E0709Ra) ile, EGF
konsantrasyonu Rat Epidermal Growth Factor ELISA Kiti (Bioassay Technology
Laboratory (China) Cat. No: EO152Ra) ile, FGF konsantrasyonu Rat Fibroblast Growth
Factor 1 ELISA Kiti (Bioassay Technology Laboratory (China) Cat. No: E2102Ra),
TGF-B konsantrasyonu Rat Transforming Growth factor Beta ELISA Kiti (Bioassay
Technology Laboratory (China) Cat. No: EO778Ra) ile Organon Teknika Microwell
System cihazinda iiretici firmanin test prosediiriine gore tespit edilmistir. ELISA
yontemi, antijen-antikor etkilesimine dayanir. Bu yontemde, ELISA mikroplagindaki
kuyucuklarin tabanina, analite 6zgii yakalayici antikorlar baglanir. Serum veya doku
ornegi eklendiginde, analit bu yakalayici antikorlarla baglanir ve ardindan yikama iglemi
ile bagh analit kuyucuklarda tutulur (Sekil 3.4 ). Sonraki agsamada, biyotin ile konjuge
edilmis sinyal antikoru eklenir ve inkiibe edilir. Inkiibasyonun ardindan, analit
molekiilleri hem yakalayici antikorlarla hem de sinyal antikorlariyla baglanmis olur; bu

komplekse "sandvi¢ kompleksi" denir. Ardindan, streptavidin ile bagli horseradish
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peroxidase (HRP) enzimi eklenir. Streptavidin, biyotinle bagl sinyal antikoruna
baglanarak sandvi¢ kompleksine tutunur, baglanmayan HRP-streptavidin molekiilleri ise
yikama ile uzaklastirilir. HRP enzimi, 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidine (TMB) ve H20: ile
reaksiyona girerek renkli bir iiriin olusturur. TMB, oksidatif reaksiyon sonucunda mavi
renkte bir TMB radikali ve yiik transfer kompleksi meydana getirir. Sandvig
kompleksinin analit miktariyla dogru orantili oldugu disiiniildiigiinde, ELISA
sonuglarindaki absorbans degeri analit konsantrasyonunu yansitir. Bu iliski, standart
¢ozeltiler kullanilarak elde edilen absorbans-konsantrasyon grafiginin denklemi ile
belirlenebilir. Bu denklem kullanilarak, bilinmeyen bir 6rnegin absorbansi 6lgiilerek

analit konsantrasyonu hesaplanabilir (Crowther, 2009).

s e Siibsrat
Biyotinlenmis S(l‘eptf“ idin-HRP ) zﬁ
Sinyal Antikoru (‘ ) 5%

Yakalayici
Antikor V4

7 X
22

Analit III JIL\

Sekil 3. 4. ELISA Ol¢iim Yéntemi
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Sekil 3. 5. TMB’nin Oksidasyonu
(Frasca, 2012).

IGF-1, EGF, FGF ve TGF-Bolgiimlerinin prosediirleri aymdir. Olgiim &ncesi yikama
soliisyonu distile su ile 1:25 oraninda sulandirilarak hazir hale getirildi. Numunelerin oda
sicakligina gelmesi saglanir. Kati1 haldeki standarda 1 mL standard diliienti katilarak
rekonstriikte edilir ve oda sicakliginda 10 dakika bekletilip hafifce ¢alkalandi. Standart
soliisyonu Sekil 3. 6’da ki 6rnekte oldugu gibi seri diliisyon standart diliienti kullanilarak
yart yariya sulandirilarip 5 farkli konsantrasyonda standartlar elde edildi. Standart
diliienti ayn1 zamanda blank soliisyonu olarak kullanildi. 5 standart soliisyonu, blank
sollisyonu ve numuneler analite 6zgii antikorlarla kapli mikroplagin kuyularina aktarildi
(standart soliisyonu ve blank 50 pL, numune 40 pL). Numunelerin iizerine 10 pL
antibody eklendi (standartlar biyotinlenmis antibody igerdiginden standartlara
eklenmedi). Numune ve standartlarin iizerine 50 pL streptavidin-HRP ilave edildi (blank
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hari¢). Plagin iistii seffaf yapiskan kagit (seal) ile kapatildi ve 37 C’ta 1 saat inkiibasyona
birakildi. 1 saat sonunda seal kaldirildi ve kuyularin i¢indeki siv1 bosaltildi. Her kuyucuk
0,35 ml yikama soliisyonu ile 5 defa yikandi. Yikama sonunda kuyularin i¢inde yikama
soliisyonu kalmadigina emin olundu. Ardindan kuyulara 50 puL substrat reaktifi A
(Detection Reagent A) ve 50 uL substrat reaktifi B eklendi ve 10 dakika 37 C°ta
karanlikta mavi renk olusumu tamamlanana kadar tekrar inkiibe edildi. Renk
olustugunda 50 pL durdurma soliisyonu (Stop Solution) eklendikten sonra sar1 renk
olusumu gozlendi. Mikroplakta 450 nm dalga boyunda 1s1k kullanilarak absorbans
Ol¢iildii. Standart konsantrasyonlar1 ve absorbanslari kullanilarak standart egrisi

olusturuldu. Numune konsantrasyonlar1 bu egrinin denklemi kullanilarak hesaplandi.

500pl  500pl  500pl S00u  500pl 500l 500l

Standard
Solusyonu
1000 pg/mL

1. Standard ~ 2.Standard  3.Standard 4. Standard 5. Standard 6. Standard 7. Standard Blank
300 pg/mL 250 pg/mL. 125 pg/mL 62,5 pg/mL 3125 pg/ml 1562 pg'/mL 0,781 pg/ml. 0 pg/mL

Sekil 3. 6. Standart Soliisyonlarinin Seri Diliisyon Ile Hazirlanmasi

Neopterin 6l¢liim prosediirii diger Ol¢timlere benzerdir. Bu prosediirde farkli olarak 5
standart soliisyonu hazirlanir ve kullanilir. Standartlar, blank ve numuneler konulduktan
sonra lizerlerine biyotinlenmis antikor ve streptavidin-HRP katilip 1 saat inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonrasi1 yikama islemini takiben substratlar (Chromogen A ve Chromogen
B) katilir ve en az 10 dakika tekrar inkiibe edilir. Renk olustugunda stop soliisyonu

eklenir ve 450 nm dalga boyunda 151k kullanilarak absorbans 6l¢timii yapilir.
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3.8. Toplam Antioksidan Seviyesinin (TAS) ve Toplam Oksidan Seviyesinin (TOS)
Ol¢iimii

Siganlarin serumlarinda TAS ve TOS ol¢iimii, Gaziosmanpasa Universitesi Saglik
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’nda 'Beckman

CoulterUnicell DxC 800 Syncron Clinical System' cihazinda ¢alisilmistir.

TAS ve TOS odl¢iimleri spektrofotometrik yontem ile Total Antioxidant Status Assay Kit
(RelAssay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye, Lot no: AK20113A) ve Total Oxidant Status
Assay Kit (RelAssay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye, Lot no: AK201250) kullanilarak
yapilmustir. TOS 6l¢limiinde numunede bulunan oksidanlar, reaktiflerden gelen ferréz
iyon (Fe*?) o-dianisidin kompleksini ferric iyona (Fe*3) oksitler. Ferrik iyon, asidik
ortamda ksilenol turuncusuyla renkli kompleks olusturur. 560 nm dalga boyundaki isikta
Olciilen absorbans, numunede bulunan oksidan molekiillerinin ferréz iyonu oksitleme
kapasitesi ile dogru orantilidir. Test kalibrasyonu H2Oz ile yapilir. Numunedeki oksidan
molekiillerin toplam oksitleyici etkisi H2O2’nin oksitleyici etkisi ile karsilastirilmis olur.
Bu nedenle numunenin TOS degeri litre basina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri
(wmol H202 Esdegeri / L) birimiyle ifade edilir (Erel, 2005).

TAS 6l¢iimiinde numunedeki antioksidan molekiilleri reaktifteki koyu mavi-yesil renkte
olan 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-siilfonat) katyon radikalini (ABTS™), renksiz
olan rediikte ABTS’ye indirger. Test kalibratorii olarak bir vitamin E analogu olan
Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) kullanilir. Numunedeki
antioksidan molekiillerin toplam rediikte edici etkisi Trolox’un antioksidan etkisi ile
karsilastirildigi igin TAS litre basina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri (mmol
Trolox Esdegeri / L) birimiyle ifade edilir (Erel, 2004).

Oksidatif Stres indeksi (OSI) ise TOS degeri ile TAS degerinin orani olan "TOS/TAS"
formiilii ile hesaplanir. TOS/TAS oranindaki degisikliklerin karsilastirilmasi, antioksidan
reaktif yanitlarin etkilerini ortadan kaldirarak, oksidatif hasarin daha dogru bir sekilde

degerlendirilmesine olanak tanir (Sirmatel ve ark. 2007).

3.9. Histolojik ve Immunohistokimyasal Degerlendirme

3.9.1. Immunhistokimyasal BoyamaY éntemi
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Doku 6rnekleri alindiktan sonra %10’luk ndtral tamponlu formalin soliisyonuna konarak

48 saat fiksasyonu saglanarak 6rneklendi ve doku takibine alindi. Daha sonra karin duvari

tam kat goriintiilenebilecek sekilde parafine gomiilerek 4p kalinliginda kesitler alinip

histokimyasal olarak hematoksilen ve eozin boyalar1 uygulandi. Kesitler 151k mikroskobu

ile incelendi (NikonCi-L©). Immiinohistokimyasal analiz yapilacak kesitler ise

deparafinize edildikten sonra Periton dokusu parafin bloklarindan lamlara kesitler

alinarak asagidaki islemlere tabi tutuldu.

1.

10.
11.

12.

Kesitler 60°C etiivde 1 saat bekletildikten sonra, 3x10 dakika ksilole alinarak
deparifinizasyonlar1 saglandi.

Daha sonra lamlar sirastyla azalan alkol serilerinden gegirilip Rehidrate (%100,
%96, %80, %70) edildi.

Kesitleri alkolden arindirilmak amaciyla iki kez 1°er dakika distile sudan gecirildi.
Antigen maskesini kaldirmak i¢in 1/10 dilue EDTA tamponu (pH:8) (AP-9004-
999 Thermo scientific) PT Modiilii (A80400012 LabVision) ile uygulandi.

IHC Boyama cihazinda rack yuvalarina lamlar coverplate ile birlikte takildi. PBS
(Phosphate buffered saline- Fosfat tamponlu tuzlu su) ile 5 dakika yikama yapildi.
10 dakika %3’liik hidrojen peroksit (TA-125-HP Thermo Scientific) ile etkin
birakilan periton dokularinin endojenperoksidaz aktivitesi bloke edildi. PBS ile
yikanan dokular 10 dakika Protein Bloke (TA-125-PBQ Thermo Scientific)
edildi. Primary Antibody ile 60 dakika inkube edildi.

Amplifier Quanto (TL-125-QPB ThermoScientific ) 20 dakika bekletildi.

HRP Polimer Quanto (TL-125-QPH ThermoScientific) 30 dakika bekletildi. Her
asamada PBS ile yikama yapildi.

Pozitif hiicreleri belirleyebilmek i¢in 3,3’-Diaminobenzidine (DAB) kromojen ile
boyama yapildi.

Zemin boyamasi i¢in 30 saniye siireyle Hematoksilen (HHS32 Sigma) uygulandi.
Boyanan Periton dokulari; artan alkol serilerinden gegirilerek suyu alindiktan
sonra 5 dakika seffaflastirmak i¢in ksilolde bekletildiler.

Ardindan entellan (C1795 Merck) ile kapatildi.

Immunhistokimyasal Boyama: Shandon/Thermo marka, Sequenza model IHC cihazinda

yapilmistir (Sequenza Immuno staining Center Each73300001 Shandon/Thermo).
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Hematoksilen ve eozin boyali preparatlarda, kesi ve siitiirasyon yapilan alanlarda
epidermis ve dermis, hipodermal alanlar, muskiiler tabakalar, subperitoneal ve peritoneal
alanlar incelendi. Ozellikle kesi alanlarinda olmak iizere 6dem ve inflamasyon odaklar1
degerlendirildi. Dermal mesafelerde kil follikiil hasari, sebaseglandiiler hasar varlig1 ve
vaskiiler hasar durumu ile kollajen demetlerinin boyanma durumu incelendi. Buna gore,
kesi ve sutiir uygulanan alanlar x40 biiyiitme ile en az 20 alan degerlendirilerek 6dem ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonlar1 degerlendirildi. Takiben vaskiiler hasar, kil follikiil
hasar1 ve sebasegland hasar1 varliginda, yayginlik ve siddetine gére 0 ve 3 arasinda

skorland1 ve kaydedildi.

Tablo 3. 1. Hematoksilen ve Eozin Boyal1 Preparatlarda Histopatolojik Inceleme I¢in
Kullanilan Semikantitatif Skorlama Sistemi.

Boyanma Yaygmligt Skor
%1-10 hiicre 1
%11-24 hiicre 2
%25-50 hiicre 3
%S51 ve tizeri hiicre 4
Odem, inflamasyon, vaskiiler hasar, Skor
kil follikiil hasari, sebasegland hasari

Yok 0
Hafif, fokal 1
Orta siddette 2
Siddetli ve yaygin 3

Immiinohistokimyasal boyama uygulanan preparatlarda ise, semi kantitatif quick score
yontemi kullanilarak skorlama yapildi. Bu yonteme gore, preparatlar dnce boyanma olup
olmamasina gore degerlendirildi. Incelenen alanlarda %1 ve iizeri boyanma varsa,
boyanma pozitif olarak kabul edilerek boyanma yayginligi ve siddeti degerlendirildi. Her
ikisi i¢in de iki ayr1 skor elde edilerek ¢arpildi ve elde edilen skor, quickscore olarak
kaydedildi.
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Tablo 3. 2. Quickscore Hesaplanmasinda Kullanilan Parametreler ve Semi Kantitatif
Skorlama Tablosu

Boyanma Yogunlugu Skor
Zayif 1
Orta 2
Siddetli 3

3.10. istatistik

Sonuglarin istatistiksel analizi ‘SPSS 21.0 for Windows paket programiyla
yapilmistir. Parametrik test varsayimlari saglandiginda, tanimlayici istatistikler; dagilimi
normal olan degiskenler i¢in ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. Gruplar
arasinda ortalamalar yoniinden farklarin 6nemliligi Varyans Analizi (ANOVA) testiyle
aragtirtlmisti. ANOVA testinde, gruplar arasindaki farklili§i hangi grubun ortaya
cikardigini bulabilmek i¢in “post-hoc” testlerinden Tukey yontemi kullanilmigstir. Deney
baslangicindaki ve sonundaki, grup i¢i zamanlar arasinda fark arastirilirken karsilagtirma
yontemi olarak Paired t testi uygulanmigtir. Parametreler arasinda iliski olup olmadigini
anlamak icin Pearson Korelasyon analizi yapilmistir. p<0,05 icin sonuglar istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda her kafeste 7 adet sican olmak {izere toplam 49 sigan kullanilmaistir.
Deney Oncesi ve sonrasi siganlarin kilolar1 alinmistir. Pazartesi gilinleri 1 haftalik sabit
standart yem konulmustur. Biitiin hayvanlar standart laboratuvar diyeti ile beslenmistir
ve igme suyu isteklerine gore her zaman igebilecekleri sekilde bulundurulmustur.
Gruplarin serum protein MDA, SOD, GSH-PX Diizeylerinin karsilastirdigimizda; Grup-
2 (50 mg 7.giin) ve Grup-3 (25mg 14. Giin) GSH-PX serum diizeylerinin Grup-4 (50 mg
14. Giin) GSH-PX serum diizeylerinden anlamli diizeyde yiiksekti (sirasiyla: p<0.001 ve
p<0.05). Bununla birlikte gruplar aras1 total protein (TP), MDA ve SOD serum diizeyleri

arasinda anlamli farklilik bulunamadi (p>0.05).

Tablo 4. 1. Gruplarin Serum Protein MDA, SOD, GSH-PX Diizeylerinin
Karsilastirilmasi

Test Kontrol Sam -1 Sam-2 Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 P degeri

7. glin 14. giin 25mg 50 mg 25mg 50 mg

7.glin 7.glin 14.giin 14.giin

TP g/dL 5.8+0.6 6+0.3 5.7+0.2 5.9+£0.2 5.7£0.2 5.5+0.1 6.2+0.6 0.062
MDA 2.31+0.6 1.87+0.3 2.14+0.7 2.05+0.2 1.83+0.5 1.84+0.1 1.49+0.50 0.102
(ng/mg 8 1 3 6 0 8
protein)
SOD 10.06+0. 9.70+0.9 9.79+0.7 8.69+4.1 10.69+0. 10.41+0. 10.23+0.68 0.45
(ng/mg 84 0 6 8 67 57
protein)
GSH-PX  155.5+13  158.99+8  168.49+0 164.08+1 241.0+82 196.8+49  108.42b <0.001
(ng/mg .23 91 .82 8.76 3 19 +108.5
protein)

Post Hoc TestsOneway ANOVA, Tukey HSD

agrup-2 den p<0.001 anlaml1 farklilik
bgrup-3 den p<0.05 anlamli farklilik
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Tablo 4. 2. Gruplarin Doku Protein MDA, SOD, GSH-PX Diizeylerinin

Karsilastirilmasi
Test Kontrol Sam -1 Sam-2 Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 P degeri
7. glin 14. giin 25mg 50 mg 25mg 14. 50 mg
7.giin 7.giin giin 14. giin
TP g/dL 0.24+0.0  0.28+0.0  0.22+0.0  0.026+0.  0.19+0.0  0.20+0.0  0.27+0.0  0.100
6 4 5 08 7 9 4
MDA(ng/ 9.46+2.4  10.68+2. 12.94+2.  11.45+3.  7.64%P 7.61%42.0 10.06+4. 0.012
mg 6 47 89 11 +1.17 6 68
protein)
SOD 23+40.01 8,7+0.00  7,9+0.01  6,5+0.00  15,4+0.0 10,6+0.0 9,7+0.00  0.098
(pg/mg 07 2 5 11 08 7
protein)
GSH-PX 9.94+41 557+49 19.35+9. 9.43%7.0 17.72+3. 12.1+11. 1.77%9+0. <0.001
(ng/mg 1 4 28 5 91 07 7
protein)

Post Hoc TestsOneway ANOVA, Tukey HSD

2gsam-1 grubundan p<0.05 anlamli farklilik

b sam-2 grubundan p<0.05 anlaml farklilik

¢ sam-2 grubundan p<0.001 anlamli farklilik

dgrup-2 grubundan p<0.01 anlamh farklilik

Doku protein MDA, SOD, GSH-PX Diizeylerinin karsilagtirildiginda; grup 2 ve grup 3
doku MDA degerlerinin Sam-2 grubundan anlamli diizeyde diisiik oldugu bulundu
(P<0.05). Ayrica grup-2 doku MDA degerleri sam-1 doku MDA degerlerinden de anlamli
diizeyde diisiiktii (p<0.05). Doku GSH-PX degerleri ise grup-1 de sam-1 grubundan
anlamli diizeyde yiiksekti (p<0.05). grup-4 doku GSH-PX degerleri sam-2 ve grup-2 doku

GSH-PX degerlerinden anlamli diizeyde diisiik bulundu (p<0.001).
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Tablo 4. 3. Gruplarin Serum Biiyiime Faktorleri Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Test Kontrol Sam -1 Sam-2 Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 P degeri

7.G 14.G 25mg 50 mg 25mg 50 mg

7.9 7.9 149 14.9

TGF-B 452.0£3  315.6£3  380.743  226.8+2  162.8+2  401.2+1 395.9+2  <0.001
(ng/L) 7.1 9.72 4.1° 5.12¢d 3.32¢d 8.90ce 1.0behg
IGF 225.8+41  166.8£3  202.2+1  94.3+13. 62.1+13. 189.4+1 174.1+1  <0.001
(ng/L) 6.3 7.8 6.9 5acd 4acd 4.gbfh 8.23th
FGF 212.841  124.543  179.6+2  87.1+20. 57.948.7 170.6+43  154.6+3  <0.001
(ng/L 4.8 0.52 1.7 3ad acd 1.00.3h 1.3%h
EGF 688.7+4  413.741  610.71  2553+2 212.644 603.2+7 527.6+5 <0.001
(ng/L) 94 11.22 09.9 9.32k 9.92¢d 9.9kf 9.32%9

Post Hoc TestsOneway ANOVA, Tukey HSD

2 kontrol grubundan p<0.001 anlamli farklilik
b kontrol grubundan p<0.05 anlamli farklilik

¢ sam-1 grubundan p<0.001 anlamli farklilik
d sam-2 grubundan p<0.001 anlamli farklilik
e grup-1 den p<0.05 anlamli farklilik

f grup-2 den p<0.001 anlamli farklilik

g grup-3 den p<0.001 anlamli farklilik

h grup-1 den p<0.001 anlamli farklilik

j sam-2 grubundan p<0.05 anlaml farklilik

k sam-1 grubundan p<0.05 anlamli farklilik

Gruplarin serum biiyiime faktorleri diizeylerinin karsilastirdigimizda; Sam-1 ve Sam-2

grubunun serum TGF-f diizeyleri kontrol grubundan anlamli diizeyde diisiik bulundu.

Grup-1 ve grup-2 TGF- serum diizeyleri kontrol grup, sam-1 ve sam-2 grup serum TGF-

B degerlerinden anlamli diizeyde diisiik bulundu. Grup-3 ve grup-4 serum TGF-B

degerleri kontrol ve sam-1 grubundan anlamli diizeyde disiikk bulunurken grup-4

degerleri ise grup-2 ve grup-3 den anlamli diizeyde diisiik bulundu (Sekil 4. 1). Bununla

birlikte grup-3 degerleri grup-1 degerlerinden anlamli diizeyde yiiksek bulundu. Gruplar

aras1 IGF diizeylerini karsilagtirdigimizda ise sam-2, grup-1, grup-2, grup-3 ve grup-4

IGF degerlerinin kontrol grup degerlerinden anlamli diizeyde diisiik oldugu bulundu.

Grup-1 ve grup-2 IGF degerleri sam-1 ve sam-2 IGF degerlerinden anlamli diizeyde
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diisiiktii. Grup-3 ve grup-4 IGF degerleri ise grup-1 ve grup-2 IGF degerlerinden anlaml1
diizeyde yiiksek bulundu (Sekil 4. 2). Gruplar aras1 FGF degerleri karsilastirildiginda;
sam-1, grup-1, grup-2, grup-4 serum FGF degerleri kontrol grubu degerlerinden anlaml
diizeyde diisiik bulundu. Sam-1 ve sam-2 gruplarinin serum FGF degerlerini gruplarin
serum FGF degerleri ile karsilastirdigimizda ise; grup-1 FGF degerleri Sam-1 den, grup-
2 FGF degerleri sam-1 ve Sam-2 den anlaml diizeyde diisiik bulunurken, grup-3 FGF
degerleri ise sam-1 FGF degerlerinden anlamli diizeyde yiiksek bulundu. Grup-3 ve grup-
4 serum FGF degerleri grup-2 serum FGF degerlerinden anlamli diizeyde yiiksek bulundu
(Sekil 4. 3).. Aym1 zamanda grup-4 serum FGF degerleri de grup-3 FGF degerlerinden
anlaml diizeyde yiiksek bulundu (Tablo 4. 3).

Tablo 4. 4. Gruplarin Doku Biiyiime Faktorleri Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Sam -1 Sam-2 Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 P

7.G 14.G 25mg 7.9 50mg 7.9 25mg 14.9 50mg 14.9  degeri
TGF-B 608.1£30. 610.3£31.1  630.9£70.9 621.5£35.8  676.4£23.13%  713.9£11.8% <0.001
(ng/L) 8 cek
IGF 323.9420. 324.2429.0  324.0+£33.7 338.3£7.2 335.3+21.1 355.7£16.3  0.088
(ng/L) 1
FGF 320.7415.  311.3£12.6  309.1£39.5 358.1£19.0%  342.3£31.3 336.6£22.9  0.005
(ng/L) 1 €
EGF 1030.744  938.0+27.4* 1012.5+£66.5 1058.6+30.8 1078.7+80.9°  1168.1+31.  <0.001
(ng/L) 5.2 c pbef km

Post Hoc TestsOneway ANOVA, Tukey HSD

8sam-1 grubundan p<0.05 anlamli farklilik
bsam-1 grubundan p<0.001 anlamli farklilik
®sam-2 grubundan p<0.001 anlamh farklilik
dsam-2 grubundan p<0.05 anlaml farklilik
fgrup-1 den p<0.05 anlamli farklilik
fgrup-1 den p<0.001 anlaml farklilik

I grup-2 den p<0.05 anlamli farklilik

kK grup-2 den p<0.001 anlaml1 farklilik

™ grup-3 den p<0.001 anlamh farklilik

Gruplarin  doku biiyiime faktorleri diizeyleri ¢oklu karsilastirma testi ile

karsilagtirildiginda; gruplar arast doku TGF-B, FGF ve EGF degerleri arasinda anlamli
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fark bulunurken, doku IGF degerleri arasinda anlamli farklilik bulunamadi. Gruplar aras1
doku TGF-f diizeylerini ¢oklu karsilastirma testi ile karsilastirdigimizda; Grup-3 ve grup-
4 doku TGF-B degerleri, sam-1 ve sam-2 doku TGF-B degerlerinden anlamli diizeyde
yiiksek bulundu. Ayrica grup-4 doku TGF-B degerleri grup-1 ve grup-2 doku TGF-p
degerlerinden de anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Sekil 4. 1). Gruplar aras1 doku FGF
diizeylerini ¢coklu karsilastirma testi ile karsilagtirdigimizda; grup-2 doku FGF degerleri
sam-2 ve grup-1 doku FGF degerlerinden anlamli diizeyde yiiksek bulundu. Diger gruplar
arasinda anlamli farklilik bulunamadi. Gruplar arast1 doku EGF diizeylerini coklu
karsilastirma testi ile karsilastirdigimizda ise; sam-2 grubu doku EGF degerleri kontrol
grubu degerlerinden anlamli diizeyde diisiik bulunurken, grup-2 ve grup-3 doku EGF
degerleri ise sam-2 grubu doku EGF degerlerinden anlamli diizeyde yiiksek bulundu
(Sekil 4. 4). Grup-4 doku EGF degerleri ise sam-1, sam-2, grup-1, grup-2 ve grup-3 doku
EGF degerlerinden anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Tablo 4.4).
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Sekil 4. 4. Gruplarin Ortalama Doku EGF Diizeylerinin Degisimi

Gruplarin doku TAS, TOS ve OSI Seviyeleri karsilastirildiginda; doku TOS ve OSI
degerleri arasinda anlamli farklilik bulundu (p<0.001). Bununla birlikte, gruplar arasi
doku TAS degerleri arasinda anlamli farklilik bulunamadi (p>0.05). Gruplar arast doku
TOS degerleri ¢coklu karsilagtirma Tukey testi ile karsilastirildiginda; SAM-2 doku TOS
degerleri sam-1 doku TOS degerlerinden anlamli yiiksek bulundu. Grup 2 ve grup-3 doku
TOS degerleri ise sam-2 TOS degerlerinden anlaml diizeyde diisiik bulundu. Doku OSI
degerleri gruplar arasi ¢oklu karsilastirma testi ile karsilastirdigimizda; sam-1 doku OSI
degerleri kontrol grubu doku OSI degerlerinden anlaml yiiksek bulunurken, sam-2 doku
OSI degerleri sam-1 doku OSI degerlerinden anlaml diizeyde diisiik bulundu. Grup-2
doku OSI degerleri sam-1 doku OSI degerinden anlamli diisiik bulunurken, grup-3 ve
grup-4 doku OSI degerleri sam-2 doku OSI degerlerinden anlamli diizeyde yiiksek
bulundu (Tablo 4.5).
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Tablo 4. 5. Gruplarin Doku TAS, TOS ve OSI Seviyelerinin Karsilagtirilmasi

Test Kontrol  Sam -1 Sam-2 Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 P degeri
7.G 14.G 25mg7.g 50mg7.g 25mg 50 mg
149 14.9

TAS (mmol  4.87422 5.09+0.8 5.71+0.4 5.15+1.6  5.86+1 5.6+0.9 4.88+0.4 >0.05
trolox

Equiv./L

TOS (umol ~ 48.5+19. 29.4+79  67.9+20.6° 45.5+17.2 46.8+14.7 3853+1 31.5+5.1° <0.001
H202 1 1.6°

equiv./L)

osl 10.4+4.6  18.1x4.5 9.40+3.9°  11.6£2.7  12.9+1.6* 15.1+2.6 158+2.4° <0.001
(TOSITAS a ¢

Orant)

Post Hoc TestsOneway ANOVA, Tukey HSD
2 sam-1 grubundan p<0.05 anlamli farklilik

® sam-1 grubundan p<0.001 anlaml farklilik
¢ sam-2 grubundan p<0.05 anlaml1 farklilik

Gruplarin serum TAS, TOS ve OSI seviyeleri karsilastirildiginda; gruplar arasi serum
TAS, TOS ve OSI degerleri arasinda anlamli fark bulunamadi (Tablo 4.6).

Tablo 4. 6. Gruplarin Serum TAS, TOS ve OSI Seviyelerinin Karsilastirilmasi

Test Kontrol Sam -1 Sam-2 Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 P
degeri
79 149 25mg7.9g 50 mg 25mg 50 mg 14.9
7.9 149
TAS (mmol 1.21£0.12  1.32+0.38 1.14+0.10 1.17+0.07 1.050.05 1.15+0.06 1.28+0.015 0.095

troloxEquiv./L)

TOS (umol 9.12+0.12 12.8+3.8  14.0+6.4  15.8+13.1 18.9+8.8 14.749.3  21.7+16.2  0.362
H202 equiv./L)

OSI (TOS/ITAS  16.0£7.2 112442  9.1£2.5 11.7£74  6.6£3.0 10.8458  8.845.4 0.095
Orani)

Post Hoc Tests Oneway ANOVA
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4.2. immunohistokimyasal Boyama Sonuglari

Hematoksilen ve eozin boyali preparatlarda, kesi ve siitlirasyon yapilan alanlarda
epidermis ve dermis, hipodermal alanlar, miskiiler tabakalar, subperitoneal ve peritoneal
alanlar incelendi. Ozellikle kesi alanlarinda olmak iizere ddem ve inflamasyon odaklari
degerlendirildi. Dermal mesafelerde kil follikiil hasari, sebaseglandiiler hasar varlig1 ve
vaskiiler hasar durumu ile kollajen demetlerinin boyanma durumu incelendi. Buna gore,
kesi ve sutilir uygulanan alanlar x40 biiyiitme ile en az 20 alan degerlendirilerek 6dem ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonlar1 degerlendirildi. Takiben vaskiiler hasar, kil follikiil
hasar1 ve sebasegland hasar1 varliginda, yayginlik ve siddetine gore 0 ve 3 arasinda
skorland1 ve kaydedildi (Tablo 4.7). Immiinohistokimyasal boyama uygulanan
preparatlarda ise, semi kuantitatif quick score yontemi kullanilarak skorlama yapildi. Bu
yonteme gore, preparatlar O6nce boyanma olup olmamasina gore degerlendirildi.
Incelenen alanlarda %1 ve iizeri boyanma varsa, boyanma pozitif olarak kabul edilerek
boyanma yayginligi ve siddeti degerlendirildi. Her ikisi i¢in de iki ayr1 skor elde edilerek
carpild1 ve elde edilen skor, quickscore olarak kaydedildi (Sekil 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9,
4.10,4.11,4.12,4.13, 4.14).

54



Tablo 4. 7. Immiinohistokimyasal Boyama Uygulanan Preparatlarda Ise, Semi Kantitatif
Quick Score Yontemi Kullanilarak Yapilan Skorlama Sonuglari

Sam -1 Sam-2 Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 P degeri

25mg7 50mg7 25mg-14 50mg-14

Adezyon siddeti

0 2 (%6.1) 6(%18.2) 7(%21.2) 5(%15.2) 6(%182) 7(%21.2) >0.05

1 4 (%50.0) 1(%12.5) 0(%0) 2(%25.0) 1(%12.5)  0(%0)

2 1(%100) 0(%0) 0(%0) 0(%0) 0(%0) 0(%0)

Odem

1 4 (%36.4) 0 (%0) 1(%9.1) 3(%27.3) 0 (%0) 3(%27.3) >0.05

2 2 (%5.7) 7(%20.0) 5(%14.3) 4(%11.4) 7(%20.0) 4 (%11.4)

3 1 (%50.0) 0 (%0) 1(%50.0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)

Inflamasyon

0 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)

1 0 (%0) 6 (%33.3) 0 (%0) 0 (%0) 5(%27.8) 4(%22.2) <0.001

2 5(%26.3)  1(%5.3) 4 (%21.1) 4(%21.1) 2(%10.5) 3(%15.8)

3 2 (%25.0) 0 (%0) 3(%37.5) 3 (%375 0 (%0) 0 (%0)

Kollejendiskolor

0 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%22.2) 1(%11.1) 0 (%0) <0.001

1 1 (%5.0) 6 (%30.0) 0 (%0) 3(%15.0) 4 (%20.0) 6 (%30.0)

2 6(%31.6) 1 (%5.3) 7(%36.8) 2(%10.5) 2(%10.5) 1 (%5.3)

Vaskiiler hasar

0 0 (%0) 3 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 3(%18.8) 4 (%25)

1 3(%18.8) 4(%18.8) 0 (%0) 3(%18.8) 3(%18.8) 3(%18.8) <0.001

2 4(%28.6)  0(%28.6) 5(%35.7) 4(%28.6) 1 (%7.1) 0 (%0)

3 0 (%0) 0 (%0) 2 (%100) 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0)

Kil foliikiil hasart

0 4 (%11.4) 7 (%20.0) 4(%11.4) 4(%114) 5(%14.3) 5(%14.3)

1 3(%25.0)  0(%0) 3(%25.0)  2(%16.7)  2(%16.7) 2 (%16.7) >0.05

2 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 1(%100) 0 (%0) 0 (%0)

GL sebase hasar1

0 4 (9%9.1) 7(%159) 7 (%159) 7 (%159) 6(%13.6) 7(%15.9) 0.026

1 3(%75.0) 0(%0) 0( %0) 0( %0) 1(%25.0)  0( %0)
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Sekil 4. 5. Immiinohistokimyasal Boyama Uygulanan Kontrol Grubu

Kesitlerde sadece hafif 6dem (yesil yildizlar) mevcut olup, inflamasyon, adneks hasari

veya kollajen bozukluklari izlenmemektedir (Biiylitme x4).

Sekil 4. 6. Grup 4’e Ait Preparatta Inflamasyon ve Odem (Biiyiitme X10)
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Orta kisimda atrofik ¢izgili kas demetleri etrafinda 6dem (yesil yildizlar) ve mikst tipte

inflamatuvar hiicre infiltrasyon odaklar1 (kirmiz1 oklar) izlenmektedir.

Sekil 4. 7. Follikiil Hasar1

Grup 5 deneginde follikiiler yapilar1 atake eden inflamatuvar hiicreler goriilmektedir

(kirmiz1 oklar) (Biiylitme x20).

Sekil 4. 8. Fokal Follikiil ve Sebasegland Hasar1
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Grup 2’de inflamatuvar hiicrelerin kiigiik bir odakta sebaseglandlar1 cevreledigi

goriilmektedir (yesil ok) (Biiyilitme x20).

Sekil 4. 9. inflamasyon ve Kas Atrofisi

4.Grupta abdominal kaslar1 ¢evreleyen inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (kirmizi oklar)
ve bu alanda atrofiye gitmis ¢izgili kas demetleri (yesil oklar) izlenmektedir. Fotografin

saginda saglikl ¢izgili kas demetleri mevcuttur (Biiyiitme x10).
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Sekil 4. 10. Kolajen Demetlerinde Diizensizlik ve Diskolorizasyon

2.Grupta insizyon hatt1 dermal mesafelerde kollajen demetlerinde diizensizlik, kalinlasma

ve diskolorizasyon izlenmektedir (yesil oklar) (Biiylitme x10).

Sekil 4. 11. Lokalize Vaskiiler Yapilar
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Grup 4’te insizyon hattinda abdominal ¢izgili kas demetleri arasinda lokalize damar
paketinde inflamatuvar hiicrelerce atake edilen ve obliterasyon gosteren vaskiiler yapi

izlenmektedir (kirmzi1 oklar) (Biiyiitme x20).

Sekil 4. 12. Gruplar Arasinda Immiinohistokimyasal Olarak EGF Ekspresyon Farki

A: Grup 3’te insizyon hattinda dermal mesafelerde zayif ve smirli EGF ekspresyonu
mevcutken, B: Grup 4’te dermal alanlarda belirgin olmak iizere hipodermal alanlara
uzanim gosteren, yaygin ve orta kuvvette EGF ekspresyonu izlenmektedir (Biiyiitme

x10).

Sekil 4. 13. Gruplar Arasinda FGF Ekspresyon Farklart

A:Grup 3’te dermiste deri ekleri ¢cevresinde zayif FGF ekspresyonu, B:Grup 5’te dermiste
deri ekleri etrafinda ve C:insizyon hatt1 derin alanlarda abdominal kaslar ¢evresinde

kuvvetli ve yaygin FGF ekspresyonu goriilmektedir (Biiylitmeler: x10).
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Sekil 4. 14. Gruplar Arasinda TGF-f Ekspresyon Farkliliklar

A ve C: Grup 2’de epidermal, dermal alanlarda ve derin subperitoneal sahalarda ¢ok zay1f
ve fokal TGF-B ekspresyonu mevcutken, B ve D: Grup 7°de hem epidermal ve dermal
alanlarda, hem de derin subperitoneal mesafelerde kuvvetli TGF-B ekspresyonu

izlenmektedir (Biiyiitmeler: x10).
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5. TARTISMA ve SONUC

Yara iyilesmesi siirecinde hiicre c¢ogalmasi ve yeni doku olusumu, malign
tiimorlerden daha hizli gerceklesir. Son yillarda, yara iyilesmesinin mikroskobik
bulgularinin yani sira, iyilesme siirecine etki eden biyolojik molekiillerin tanimlanmasiyla
bu mekanizma daha detayli olarak anlagilmistir. Bu calismalar, yara iyilesmesini
etkileyen bir¢ok sistemik ve lokal faktoriin belirlenmesine olanak saglamistir (Koklii ve
Cankal, 2013). Kortikosteroidler, antikoagiilanlar, antineoplastik ilaglar, penisilamin ve
siklosporin-A gibi ilaglar yara iyilesmesini negatif yonde etkileyebilir. Ozellikle
kortikosteroidler, enflamasyonu ve protein ile kollajen sentezini azaltmanin yani sira
epidermal proliferasyonu da engelleyebilir; ayrica vazokonstriiktif etkileri nedeniyle
doku iskemisine yol agabilirler (Aygin ve ark., 2021). Kalkon iskeleleri, (1,3-diaril-2-
propen-1-on gibi), bitkilerde flavonoidlerin ve izoflavonoidlerin belirgin ikincil metabolit
onctlleri olup, yapisal olarak iki aromatik halkay {i¢ karbonlu a,b-doymamis karbonil
sistemiyle birlestiren agik zincirli flavonoidler olarak kabul edilirler; kalkonlar
asetofenonlarin ikame edilmis benzaldehitlerle (E)-segici yogunlasma reaksiyonuyla
kolayca sentezlenebilir ve genis bir farmakolojik etki spektrumu gostererek antikanser,
anti-inflamatuar, immiinomodiilatdr, antibakteriyel, antiprotozoan, tripanosidal,
leishmanisidal, antimalaryal aktiviteler sergilemekte ve P-glikoprotein aracili ¢oklu ilag
direncinin modiilasyonunu saglayabilmektedirler (Kamal ve ark., 2013). Kar Mahapatra
ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda, kalkon bazli bilesiklerin antiproliferatif, antidiyabetik,
antiinfektif, antiinflamatuar, antioksidan, yaslanma karsiti, noroprotektif ve
kardiyoprotektif ajan olarak en giincel terapotik uygulamalarmi sunmakta ve kalkon
iskeletindeki substituentlerin tiirii, konumu ve sayisinin, molekiiler hedeflerle (reseptor,
enzim ve/veya kanal) etkilesime girerek biyolojik yanitlari ifade etmede kritik bir rol
oynadigimi  vurgulamaktadir (Kar Mahapatra ve ark.,, 2019). Maleimid ve
dibromomaleimid bazli kalkonlar sentezlenmis ve antibakteriyel 6zellikleri
belirlenmistir. Ayrica, kalkonlar cesitli kanser tiirlerine karsi sitotoksik aktiviteleri
acisindan arastirilmistir (Radwan ve ark., 2021). Kocyigit ve grubu galismalarinda,
sentezledikleri kalkon ve kalkon imid tiirevlerinin iyi sitotoksik 6zellikler, anti-bakteriyel
aktiviteler ve hCA I, hCA 1l ve AChE inhibitor etkileri gosterdigini agik¢a gostermislerdir

(Kocyigit, 2018). Kemoterapi ilaglarinin normal hiicrelere karsi sitotoksik etkileri
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nedeniyle gliclii yan etkiler olusturmasi {izerine, maleimid iceren cesitli sitotoksik
bilesikler sentezlenmis olup, bu bilesikler arasinda kalkon-imid tiirevlerinin insan CEM
T lenfositleri, Molt 4/C8 ve fare L1210 hiicre hatlar tizerindeki sitotoksik aktiviteleri
belirlenmis ve tanimlanmustir (Jha, 2007). Welday Kahssay ve grubu ¢alismalarinda ele
alian kalkon tlirevlerinin, diyabet tedavisinde etkili ilaclarin kesfinde potansiyel oncii

bilesikler olarak kullanilabilecegi sonucuna varmistir (Welday Kahssay ve ark., 2021).

Bu ¢alismada, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Organik Kimya Sentez Laboratuarinda
sentezlenmis olan kalkon-imid tiirevinin laparotomi uygulanan si¢anlarda cerrahi yara
iyilesmesi tizerine etkisi arastirildi. Bu amagla, kullanilan siganlar ¢alismaya baslamadan
Once rastgele yontemle yapilacak islemlere gore 7 gruba ayrildi. Kontrol grubuna
herhangi bir deneysel islem uygulanmadi. 1. sam grubuna ¢6ziicii olarak kullanilan
DMSO %] oraninda siganlara IP yolla verilip 7.gilinlin sonunda sakrifiye edildi. 2. sam
grubuna ¢oziicii olarak kullanilan DMSO %1 oraninda siganlara IP yolla verilip 14.gliniin
sonunda sakrifiye edildi. 4. grubun batin duvari laparotomi ile agildi1 ve 25 mg/kg-kalkon
uygulandi ve 7.gilinlin sonunda sakrifiye edildi. 5. grup batin duvari laparotomi ile agildi
ve 50 mg/kg-kalkon uygulandi ve 7.giiniin sonunda sakrifiye edildi. 6. grup batin duvari
laparotomi ile agild1 ve 25 mg/kg-kalkon uygulandi ve 14.giinlin sonunda sakrifiye edildi.
7. grup ise batin duvari laparotomi ile agild1 ve 50 mg/kg-kalkon uygulanarak ve 14.giiniin
sonunda sakrifiye edildi. Cerrahi teknikler tamamen steril kosullar altinda
gerceklestirildi. Calismada kullanilan siganlarin serumlarinda Toplam Antioksidan
Seviyenin ve Toplam Oksidan Seviyesinin 6l¢limii yapildi. Siganlardan alinan Periton
dokusundan MDA diizeyi, SOD ve GSH-Px enzim aktivitesi ¢alisildi. IGF-1, EGF, FGF,
TGF-f doku ve serum diizeyleri ELISA yontemiyle belirlendi. Doku ornekleri
Immunhistokimyasal Boyama Yontemi ile Histolojik olarak degerlendirildi. Gruplarin
serum protein MDA, SOD, GSH-PX Diizeylerinin karsilastirmasi yapildi. Reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) asir1 iretimine bagli oksidatif stres,
yara iyilesmesi lizerinde zararh etkilere sahip olabilir ve kronik, iyilesmeyen yaralarda
bozulmus yara iyilesmesi, kalic1 yliksek ROS seviyeleriyle iligkilendirilmistir (Schafer ve
Werner 2008). Asirt ROS ve RNS, hiicre dis1 matriks (ECM) proteinlerini dogrudan ve
dolayli olarak bozabilir, dermal fibroblast ve keratinosit fonksiyonunu bozabilir, hiicresel
hasara ve yara iyilesmesinin bozulmasimma neden olabilir (Ponugoti ve ark., 2013).

Bununla birlikte, ROS aracili transkripsiyonun siirekli proinflamatuar sitokin
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salgilanmasindan ve matriks metaloproteazlarin indiiksiyonundan sorumlu olmasi
nedeniyle diisiik ROS seviyeleri yara iyilesmesinin uyarilmasi i¢in ¢ok 6nemlidir
(Rodriguez ve ark., 2008). Bu nedenle, diisiik ve yiiksek ROS seviyeleri arasindaki
belirgin denge hayati éneme sahiptir ve siirdiiriilmelidir. Ote yandan cilt hiicreleri, yara
iyilesmesi slirecinde ROS'un detoksifikasyonunda 6nemli rol oynayan SOD, glutatyon
peroksidaz ve katalaz gibi ¢esitli antioksidan enzimler sayesinde kendilerini bu
radikallerden koruma yetenegine sahiptir. Cogu flavonoid gibi antioksidanlarin
kullaniminin  yaradaki oksidatif stresi azaltarak yara iyilesmesini hizlandirdigi
diistintilmektedir (Bolton ve ark., 2017). Birgok hastaligin patogenezinde ROS o6l¢iilerek
dokudaki hasarin siddeti belirlenmektedir. Yara iyilesmesinde oksidanlar iyilesmenin her
evresinde rol oynamakla beraber ROS miktarinin inflamatuar fazda en yiiksek miktarda
bulundugu tespit edilmistir (Aksoy ve Ozakpmar, 2014). Antioksidan enzimler
inflamatuar donemde yara bolgesinde yiiksek seviyede bulunmaktadirlar. GSH-PxX yara
iyilesmesinin inflamataur fazinda biitiin izoformlariyla yogun bir bigimde ortaya
cikmaktadir. Oksidatif stresin yogun oldugu durumlarda ROS f{iriinlerine kars1 direng
olusturarak keratonisitlerin proliferasyonunu uyarmaktadir. Steiling ve arkadaslari
tarafindan yapilan yara iyilesmesi calismasinda, yara dokusunda oksidatif stresle birlikte
GPx seviyelerinin arttig1 gosterilmistir (Steiling, 1999). Ayrica iyilesme esnasinda artan
antioksidan enzim ekspresyonunun artan oksidatif strese uyum amaciyla arttigi ileri
stirilmistir  (Munz, 1997). Chiumiento, ve arkadaslar1  calismalarinda,
karboksimetilseliiloz (CMC) hidrojelleri ile birlestirilen Cu, Zn-siiperoksit dismutaz
(SOD) enziminin, dogal enzimden daha fazla H.O inaktivasyonuna kars1 direng
gosterdigini ve sicanlarin sirt derisindeki agik yaralarin iyilesme stiresini kisaltarak insan
fibroblast hiicrelerinin proliferasyonunu artirdigini tespit etmistir (Chiumiento ve ark.,
20006). Steiling ve arkadaslari, ¢aligmalar1 sonucunda, yara iyilesme siirecinde MnSOD,
Cu/ZnSOD ve SeGPx enzimlerinin ekspresyon seviyelerinin 6zellikle yara sonrast ilk 1.
ve 7. giinlerde belirgin sekilde arttigi ve bu enzimlerin inflamatuar hiicrelerden
kaynaklanan ROS’u detoksifiye etmede 6nemli bir rol oynadiklarini bulmustur (Steiling
ve ark., 1999). Diyabetik yaralarda Mepenzolat bromiiriin H2O> ve MDA seviyelerini
onemli Ol¢iide azalttigi bulunmus. Diger deneyler, H202'nin H>O'ya donisiimiinii
kolaylastiracak GSH-Px ve CAT aktivitelerinin mepenzolat grubunda kontrol grubuna

kiyasla arttigimi gosterdi (Zheng ve ark., 2016). Bir lipid peroksidasyon iiriinii olan
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malondialdehit (MDA), hidrokortizon tedavisi uygulanan ve iyilesme siireci bozulmus
sicanlarda, kontrol gruplaria kiyasla belirgin sekilde daha yiiksek seviyelerde tespit
edilmistir ancak akut ve kronik insan yaralarindan elde edilen yara sivilar1 arasinda MDA
seviyeleri agisindan anlamli bir farklilik gozlemlenmedigi bildirilmistir (Schéfer ve
Werner, 2008). Steiling ve arkadaslarinin farelerde gerceklestirdigi yara iyilesmesi
calismasinda, yara dokusunda oksidatif stresle birlikte SOD ve GPx seviyelerinin
yiikseldigi bulunmustur. Steiling ve arkadaslarinin laboratuvar verileri, interl6kin-1b ve
timor nekroz faktorii-a'nin keratinositlerde MnSOD mRNA ekspresyonunu artirdigini ve
yarali ciltte yiiksek reaktif oksijen tiirleri seviyelerinin hidrojen peroksit tarafindan pozitif
olarak diizenlendigi ve MnSOD ekspresyonunu daha da artirabilecegini gostermektedir
(Steiling ve ark., 1999). Demirkaya ve arkadaslari akut inmeli hastalarda inmenin birinci
ve yedinci giinlerinde RBC-SOD, GSH-PX ve MDA aktiviteleri 6lcerek, kisa donem
prognoz, norolojik bozukluk siddeti ve inme enfarktiisii ile iligkileri degerlendirdigi
calismalarinda, antioksidan tedavilerin, inme sonrasi infarkt hacmini ve kan-beyin
bariyeri gecirgenligini azaltmada etkili bulundugu, bunun da erken dénem antioksidan
tedavisinin potansiyel yararlarin1 destekledigi sonucuna ulagsmistir (Demirkaya ve ark.,
2001). Baydas ve arkadaslari, pinealektomi yapilmis si¢anlarin beyin ve karacigerinde
MDA seviyelerinin yiikseldigini ve GSH-Px seviyelerinin azaldigini rapor etmislerdir
(Baydas ve ark., 2002). Oksidatif stres, serbest radikal olusumu ile hiicrelerin bunlari
temizleme yetenegi arasinda bir dengesizlik oldugunda ortaya cikar (Pizzino ve ark.,
2017). Oksidatif siiregler sirasinda noétrofiller ve makrofajlar, biiyiik miktarda reaktif
oksijen tiirleri (ROT) iiretir ve bu ROT'ler, patojenlerin temizlenmesinde kritik bir rol
oynar. Ancak, bu fagositik hiicrelerden salinan ROT'ler, ¢evre dokularda doku hasarina
yol agarak ilave yaralanmalara neden olabilir (Bayir, 2005). Kirklin ve arkadaslarinin
yaptig1 arastirma, kardiyak cerrahisi sonrasi sistemik enflamasyon ve oksidatif stresin
siddetinin arttigin1 ve dogustan gelen antikorlarin bu oksidatif stresin yol actig1 hasari
yeterince onleyemedigini ortaya koymustur (Kirklin ve ark., 1997). Demirkol ve
arkadaslarinin c¢alisma sonuglarinda, oksidatif stres olarak tanimlanan oksidan ve
antioksidan sistemler arasindaki dengesizligin Karpal tiinel Sendromunun patogenezinde
ana rol oynadigimi1 gostermektedir (Demirkol ve ark., 2012). Calismada karpal tiinel
sendromlu hastalarda serum TOS ve OSI degerlerinin saglikli kontrollere gore daha

yiiksek, TAS diizeylerinin ise daha diisiik oldugu bulunmus (Demirkol ve ark., 2012).
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Tugrul ve arkadaslar1 tekrarlayan aftoz stomatit (RAS) hastalarinda antioksidan
uygulamalariyla DNA hasarinin iyilestirilebilecegini 6ngoriirken, kontrol ¢alismasinda
oksidatif stres parametreleri ile anlamli bir korelasyon bulunmadigimi ortaya
koymaktadir. Bu c¢alismada oksidatif durum, literatiirdeki en giincel yontem olan
Oksidatif Stres Indeksi (OSI) ile degerlendirilmis olup, RAS grubunda kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir artis gézlemlenmis ve bu durum, dengeyi oksidan taraf lehine kaydiran

bir degisimi gostermistir (Tugrul ve ark., 2016).

Bu c¢alismada ise 25 mg ve 50 mg kalkon-imid kullanilan gruplarda sam gruplarina gére
serum protein MDA, SOD, GSH-PX diizeylerinde anlamli bir degisiklik goriilmedi.
Sadece 25 mg kalkon-imid kullanilan grubun 14. Giin serum GSH-PX diizeyleri 50 mg
kalkon-imid kullanilan grubun 14. Giin diizeylerinden yiiksek bulundu. Yara iyilesmesi
tizerine etkili oldugu ileri siiriilen bu faktdrlerin serum diizeyleri iizerine kalkon-imid
kullaniminin bir etkisi olmadigi gorildi. Bununla birlikte sistemik oksidatif durumu
degerlendirmekte kullanilan TAS, TOS ve OSI diizeyleri iizerine kalkon-imid
kullaniminin etkilerinin degerlendirilmesi bu konuda daha dogru sonuglara ulagmamizi
saglayacaktir. Bu amagla gruplarm serum TAS, TOS ve OSI diizeyleri karsilastiriimis ve
serum TAS, TOS ve OSI degerlerinin degismedigini bulunmustur. Bu sonuglar kolkon-
imid kullaniminin yara iyilesmesinde sistemik oksidatif stres iizerine bir etkisi olmadigi
yoniinde yapilan ¢aligmalar1 desteklemektedir. Bununla birlikte kalkon-imidin fakli
dozlarda ve uzun stireli kullaniminin kisa siireli yara iyilesmesinde oksidatif sistemin
roliine ait yapilacak calismalar bu konuda daha kapsamli sonuglar elde edilmesini
saglayabilir. Oksidatif stresin yara iyilesmesi iizerine lokal etkilerinin degerlendirildigi
caligmalarda vardir. Bitkisel merhem tedavisi uygulanan gruplarda siiperoksit dismutaz
(SOD) diizeylerinin artmis olmasi, doku hasarini temizleme aktivitesinin onarici rol
oynadigint ve hiicre dis1 oksijen tiirevi serbest radikallere kars1 koruma saglayan bir
refleks mekanizma gibi isledigini gosterirken, bu durumun gelismis yara iyilesmesi ve
graniilasyon dokusunda yiiksek antioksidan enzim seviyeleri ile iligkili olabilecegini 6ne
siirmektedir (Gunasekaran ve ark., 2020). Ozturan ve arkadaslarimin c¢alismalarinda 14.
giiniinde, artmig TAS, TOS, OSI, MDA ve GPx diizeylerinin, topikal Aynisefa bitkisi
cicegi ekstraktinin yara iyilesmesinin proliferasyon ve remodelleme asamalarinda
oksidatif stres belirtecleri ilizerinde olumlu etkiler yaratarak iyilesmeye pozitif katkida

bulundugunu gostermektedir (Ozturan, 2024). Kalkon-imid tiirevi bilesikler yara
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dokusunda MDA diizeylerini azaltip, SOD, GSH-PX diizeylerini artirarak kisa siireli yara
iyilesmesinde olumlu etkileri olabilir. Bu ¢alismada 25 mg kalkon-imid tiirevi bilesikler
kullanilan deney hayvanlarinda sam-2 grubuna gore 14. giinde doku MDA diizeylerinin
daha diistik oldugu bulunmustur. 50 mg kalkon-imid kullanilan grubun ise 7. Giin MDA
diizeyleri sam gruplarina gore anlamli diizeyde diisiik bulunmustur. Doku GSH-PX
diizeyleri ise 50 mg kalkon-imid kullanilan grubun 14. Giin degerleri sam-2 grubundan
anlamli diizeyde diisiik bulunmustur. Bu sonuglar kalkon-imid kullaniminin yara
tyilesmesinin erken doneminde MDA diizeylerini azaltarak oksidatif strese bagl
inflamasyonu azaltabilecegini, bununla birlikte yiiksek dozda kullanildiginda yara
iyilesme fazinda GSH-PX diizeylerini azaltarak yara bolgesinde oksidatif stresi
tetikleyebilecegini diisiindiirmiistiir. Burada kalkon-imid tiirevi bilesiklerin kullaniminin
yara iyilesmesinin farkli fazlarinda yara dokusunda oksidatif stres tizerine farkl etkiler
de gosterebilecegini diisindiirmektedir. Yara dokusunda oksidatif stresin degisimini
incelemek icin doku TAS, TOS ve OSI degerleri de degerlendirilmistir. Burada batina
kesi yapilip batin igi %1 DMSO verilen deney hayvanlarmin 14. Giin doku TOS ve OSI
degerleri (Sam-2) ayni uygulamalarin yapildigi hayvanlarin 7. Giin degerlerine (Sam-1)
gore TOS degerlerinin yiiksek olmasina bagli OSI’nin diisiik oldugu bulundu. Bu sonug
batin ici DMSO uygulamasinin yara iyilesmesinin hemostaz fazinda oksidatif stresi
artirabilecegini diisiindiirdii. Batin i¢i kalkon-imid uygulanan hem yara iyilesmesinin
hemostaz fazin1 gosteren 7. Giinde hem de poliferatif fazin1 gosteren 14. Giinde TOS
diizeylerinin daha az artmasi ve antioksidanlarin daha fazla artmasma bagli OSI
degerlerinin daha diisiik oldugu goriildii. Bu sonuglar kalkon-imid tiirevi bilesiklerin doku
oksidatif stresini yara iyilesmesinin hemostazis ve poliferatif fazlarinda daha az artirarak
yara iyilegsmesine olumlu etkisi olabilecegini diislindiirdii. Bu durum yara iyilesmesinde
asir1 gelisen lokal oksitatif stresinin fibroblastlar, epitel hiicreler gibi hiicresel elemanlar
ve bunlardan salinan biiylime faktorlerinin tizerine olusturabilecegi olumsuz etkileri
azaltabilir. Biiyiime faktorleri, hiicrelerin yaraya yoOnelmesini saglayarak ve yara
bolgesinde hiicre gociinii tesvik ederek, epitel hiicrelerinin ve fibroblastlarin ¢cogalmasin
uyarir. Ayrica, yeni kan damarlarinin olusumunu baglatir ve matriks olusumu ile yara
izinin yeniden sekillenmesi {izerinde derin bir etkiye sahiptirler (Degim, 2008). Cooper
ve arkadaslarinin 1994 yilinda yaptig1 ¢alismalar, biiyiime faktdrlerinin in vitro ve in vivo

olarak yara iyilesmesinin 6nemli asamalarini diizenledigini ve iyilesme siireclerinin
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cogunu kontrol ettigini gostermistir (Cooper ve ark. 1994). Bu kesiften sonra,
arastirmacilar cesitli bliylime faktorlerini yara bolgesinde belirleyip 6lgmiislerdir. Elde
edilen bulgular, biiylime faktorlerinin klinik uygulamalar1 i¢in biiytik bir ilgi uyandirmis
ve Ozellikle cilt yaralarmin iyilesmesi {izerinde detayli bir sekilde arastirilmistir
(Ferguson 1996; Greenhalgh 1996; Goniil ve ark. 2004). PDGF, VEGF, EGF, FGF, bag
dokusu biiylime faktorii (CTGF), TGF- B1 dahil olmak iizere biiyiime faktorleri ve
sitokinler, IGF, IL-1 a ve b, IL-10 ve TNF-a, gesitli etki bi¢imlerine sahiptir ve onarim
sirasinda indiiklenir (Kapoor ve ark. 2006). Hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve
yeniden sekillenme yara iyilesmesinin ardisik adimlaridir. Bu asamalarin her biri, yara
tyilestirme aktivitesini destekleyen sinyal yollarindaki farkli biiylime faktorleri, aracilar,
bagisiklik hiicreleri ve metabolitler tarafindan yonetilir. Cok sayida in vitro ve in vivo
arastirma, flavonoidlerin yara iyilestirici etkilere sahip oldugunu gostermistir (Ali-Seyed

ve Ayesha, 2020).

Kalkon-imid tiirevi bilesiklerin yara iyilesmesi {izerine etkilerinin arastirildigi bu
calismada biiytime faktorlerinin sistemik ve doku diizeyleri de degerlendirilmistir. Serum
biiylime faktorleri yara dokusunda iyilesme doneminin erken fazlarinda bolgeye goc eden
epitalyal hiicreler ve fibroblastlardan salinan ve kana gegen invitro degiskenlerdir. Bu
faktorlerin serum diizeylerindeki artis yara iyilesmesinin erken fazlarinda yara
iyilesmesinin seyrini takipte yol gosterici olabilir. Ozellikle kullanilan tedavi ajanlarinin
yara iyilesmesinde etkilerinin degerlendirmesinde fibroblastik aktiviteye bagl kollejen
sentezinin bir gostergesi olan OH-Prolin diizeyleri ile birlikte degerlendirildiginde, serum
TGF- B, IGF, FGF ve EGF diizeyleri 6nemli parametrelerdir. Yara iyilesmesinin 7. giinii
olan hemostazis fazinda batinda abdominal kesi yapilan ve batin i¢i DMSO verilen sam-
1 grubunda kontrol grubuna gore serum TGF- B, FGF ve EGF diizeyleri diisiik bulundu.
Yara iyilesmesini poliferatif fazi olan 14. Gilindeki sam-2 grubunda ise kontrol gruna gore
serum TGF- B ve IGF diizeyleri diisiik bulundu. Bu sonuglar yara iyilesmesinin erken
fazlarinda serum biiylime faktorlerinin azalabilecegini gosterdi. Kalkon-imid kullanilan
gruplarda ise 25mg kalkon-imid verilen ve 7. giin serum biiyiime faktorleri
degerlendirilen grup-2 TGF- B, IGF, FGF ve EGF degerleri kontrol grubundan yine diisiik
bulundu. Ayrica, 25mg ve 50 mg kalkon-imid kullanilan 7. Giin grup-2 ve grup-3 serum
TGF- B, IGF, FGF ve EGF degerleri sam-1 ve sam-2 grubundan daha diisiik bulundu.

Bununla birlikte, 25mg ve 50 mg kalkon-imid kullanilan ve 14. giin yara iyilesmesi
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degerlendirilen grup-3 ve grup-4 serum TGF- B, IGF, FGF ve EGF degerleri sam-1, sam-
2, grup-1 ve grup-2 degerlerine gore yiiksekti. Bu sonuglar bize yara iyilesmesinin
baslangi¢ fazinda biiyiime faktorlerinin serum diizeylerinin azalabilecegini, kalkon-imid
kullaniminin ise yara iyilesmesinin poliferatif fazinda serum biiyiime faktorlerini
artirabilecegini diigiindiirdii. Yara iyilesmesinin 7-14. gliniinde biiytime faktorleri tiretimi
artar. Bu artis kalkon-imid kullanilmasi1 durumunda daha fazla olabilir. Bu durum kalkon-
imit kullanimin yara iizerine olumlu etkilerini takipte serum biiylime faktorlerinin
kullanibilecegini diisiindiirmiistiir. Cesitli caligmalar, yara sivisinin analizi yoluyla yara
iyilesme siirecinde yer alan spesifik biiylime faktorlerinin azaldigini tespit etmistir.
1987'de Cromack, dontstiiriicti biiylime faktorii (TGF)-f diizeylerinin baslangicta
arttigin1 ve daha sonra yaranin kapanmasiyla yavas yavas azaldigin1 gosterdi (Cromack
ve ark., 1987). Cooper ve meslektaslar1 ayrica kronik yaralarda, akut yaralarla
karsilastirildiginda trombosit kaynakli bityiime faktorii (PDGF), temel fibroblast biiyiime
faktorii, epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve TGF-f diizeylerinin daha diisiik oldugunu
gosterdi (Cooper, D. M.,ve ark.1994). Endotel hiicreleri, anjiyogenez siireci igin
iyilesmenin ¢ogalma asamasi sirasinda ¢cogalir. Anjiyogenez, bozulmamis yarada 6nemli
bir bilesendir ve graniilasyon dokusunun olusumuyla yakindan iligkilidir. Besinlerin
taginmasi ve atik tirlinlerin uzaklastirilmasi i¢in yara bdlgesinde hayati 6neme sahiptir ve
VEGF, TGF-B1 vb. biiyiime faktorlerinin reseptorlerine baglanmasiyla baglayan
karmagik hiicresel, humoral ve molekiiler olaylar dizisi ile olusur. Arizali anjiyogenez,
yara iyilesmesinin gecikmesine ve bozulmasina katkida bulunan en énemli faktorlerden
biri olarak kabul edilir. VEGF ve TGF-B1 siklikla anjiyogenezin meydana geldigi
dokularda birlikte eksprese edilir. VEGF endotelyal hiicre proliferasyonunu tesvik eder
ve anjiyogenez siireci i¢in apoptozunu 6nler (Ferrara,N., 2001). Oysa TGF-f1, VEGF'nin
Akt ve ERK yollar1 yoluyla sentezini artirarak (ten Dijke ve Arthur, 2007) veya VEGF
tarafindan eksprese edilen hematopoietik efektor hiicrelerin toplanmasiyla (Fang ve ark.,
2012) anjiyogenezi indiikler. Bununla birlikte, ¢esitli gozlemler TGF-B'nin ayn1 zamanda
aktivin reseptorii benzeri kinaz reseptorleri yoluyla yeni damar biiylimesini uyararak da

dogrudan etki gosterebilecegini gostermektedir (Mallet ve ark., 2006).

Yapilan arastirmalar, flavonoidlerin, 24 saatlik tedaviyi takiben kollajen yikimini ve
MMP-2 aktivitesini etkileyerek yara iyilesme siiresini kisaltmadaki etkinligini

gostermistir (Saini, P. ve ark., 2012). Hafif TGF-p {iretimi ve MMP-9 salinimi ile en
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yiiksek konsantrasyonu olan 1 uM'lik quercetin-3-oleat ile tedavi edildikten sonra yara
iyilesme orant %51 arttirmistir (Carullo, G., ve ark., 2019 ). Her ne kadar TGF-fB'nin
yukar1 regiilasyonu onemli Ol¢iide indiiklenmis olsa da, HaCaT hiicre kiiltiirlerinde
MMP-9'un bulunmamasi, bu hiicrelerin yara iyilestirme kapasitesinin farkli sinyal
yollariyla yonetilebilecegini diisiindiirmektedir. Cesitli in vivo test kaynaklart ve
metodolojileri ile yapilan bir¢ok ¢aligsma, yara iyilesmesinin geciktigini gostermistir. Bu
konu su anda kiiresel olarak saglik ¢alisanlar1 ve bireyler i¢in biiyiik bir endise kaynagidir
(Kumar, S., ve ark., 2019). Bu nedenle flavon glikozitlerden biri olan Hesperidin,
diyabetik ayak iilserleri iizerindeki etkileri agisindan test edildi. Kontrol fareleriyle
karsilastirildiginda, kronik diyabetik ayak iilserinde yaranin kapanma orani 21 giinden
azdi. VEGF-c, Ang-1/Tie-2, TGF- p ve Smad-2/3 mRNA'nin ekspresyonunu artirarak
anjiyogenezi hizlandirmanin yani sira, yara kapanmasinda da Onemli bir artis
gozlemlenmistir (Li, W. ve ark., 2018). Anjiyogenez, yeni doku ve organ gelisiminin
rejenerasyonunu tesvik ederken ayni zamanda yaralara besin ve yeni hiicreler saglayan
¢ok onemli bir siiregtir (Yeh, C.-J. ve ark., 2018; Heinke, J. ve ark., 2012). Ek olarak
flavonoidler tarafindan desteklenen epitelizasyon hizi, diger antimikrobiyal 6zellikleriyle

de desteklenmektedir (Soni ve ark., 2012).

TGF-B sinyal yolu, hiicre boliinmesi, proliferasyon, 6liim, plastisite ve go¢ gibi bir dizi
biyolojik fonksiyonu kontrol eder (Siintar, 1. ve ark., 2021). Bu yol, inflamasyon,
anjiyogenezin tesviki, fibroblast biiylimesinin arttirilmasi, kollajen sentezi ve birikmesi
ve yeni hiicre dis1 matrisin yeniden sekillenmesi dahil olmak {izere gesitli yara iyilesme
siirecleriyle iliskilidir (Emiroglu, G. ve ark., 2017). Hesperidin, kersetin, glisitin,
naringin ve genistein, bu yol araciligiyla yaralarin iyilesmesiyle baglantili olan
flavonoidlerdir (Carvalho ve ark., 2021). Cesitli hiicre fonksiyonlar i¢in doniistiiriicii
biiyiime faktorii beta (TGF-B) sinyali gereklidir. Yara iyilesmesine potansiyel katkida
bulunanlar olarak bir¢ok farkli biiytime faktoriiniin aragtirilmasina ragmen, TGF-B'nin en
genis kapsamli etkilere sahip oldugu genel olarak kabul edilmektedir. TGF-B, hiicre
cogalmast ve farklilasmasi, ECM olusumu ve immiinolojik diizenleme iizerindeki
pleiotropik etkilerinden dolay1 yara iyilesmesinde 6nemli bir rol oynar. TGF-B sinyal
sistemini hedef alan terapotik ilaglarin, klinik Oncesi arastirmalarda yara iyilesmesini
artirma ve/veya skarlasmay1 azaltma konusunda iimit verici oldugu gosterilmistir (Mi ve

ark., 2018). EGF, FGF, VEGF ve TGF- Bl dahil olmak {izere bes biiyiime faktorii,

70



insanlarda yara iyilesmesinde hiicre sinyallemesinin birincil diizenleyicileri olarak caligir.
FGF, VEGF, PDGF ve TGF-1 bilesikleri, anjiyogenezi, keratinosit gocilinii ve
cogalmasini, fibroblast gociinii ve farklilasmasini ve kollajen iiretimini tesvik eden
hiicresel tepkileri uyarir. Kurkumin TGF-1 sinyal yollarin1 desteklediginde VEGF
ekspresyonu artar (Yeh ve ark. 2017).

Bu calismada kalkon-imidin yara iyilesmesindeki molekiiler diizeyde etkileri yara
dokusunda &lgiilen bilyiime faktorleri ile degerlendirildi. Ozellikle TGF-B sinyal yolu
araciligiyla yara iyilesmesinin hemostazis ve poliferasyon evrelerinde gelisen molekiiler
degisiklikler ve buna eslik eden immiinohistokimyasal bulgular birlikte degerlendirildi.
Yara iyilesmesinin poliferatif donemi olan 14. giindeki 25 ve 50 mg kalkonimid verilen
sicanlarda doku TGF-  diizeylerinde artig goriildii. Ayni zamanda immiinohistokimyasal
olarakta bu gruplarin TGF- B diizeyleri degerlendirildiginde hem epidermal ve dermal
alanlarda, hem de derin subperitoneal mesafelerde kuvvetli TGF- ekspresyonu izlendi.
Biiylime faktorlerinin doku diizeyleri degerlendirildiginde ise kalkon-imid verilen
gruplarda doku FGF ve EGF diizeylerinin sam gruplarina gére daha yiiksek oldugu
bulundu. Ayrica immiinohistokimyasal incelemede 6zellikle 50 mg kalkon-imid verilen
grupta dermal alanlarda belirgin olmak {izere hipodermal alanlara uzanim gdsteren,
yaygin ve orta kuvvette EGF ekspresyonu izlendi. Yine dermiste deri ekleri etrafinda ve
insizyon hatt1 derin alanlarda abdominal kaslar ¢evresinde kuvvetli ve yaygin FGF
ekspresyonu da goriildii. Literatiir taramasi yapildiginda bir flavanoid olan kalkon-imidin
yara iyilesmesi lizerine olan etkisini degerlendiren daha once yapilmis bir ¢aligmaya
rastlanamadi. Bununla birlikte diger flavanoid tiirevlerinin yara iyilesmesi tizerine olan
etkilerine benzer sekilde biiyliime faktorlerinin yara dokusunda artisina benzer sonuglar
elde edildi. Yara dokusu histolojik incelemesinde ise sam grubunda goriilen doku hasari
bulgularinin kalkon-imid verilen gruba gore daha fazla oldugu gézlendi. Bu sonuglar bir
flavanoid olan kalkon-imidin TGF- B yolu aracigi ile bityiime faktorlerini artirarak yara

tyilesmesi tizerine olumlu etkileri olabilecegini diisiindiirdii.
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SONUC:

Calismamizin sonuglari, kalkon-imid tiirevinin laparotomi uygulanan siganlarda erken
donemde yara iyilesmesini belirgin olarak olumlu yonde etkiledigi, erken donemde
bliylime faktorleri ve antioksidan kapasiteyi artirarak yara iyilesmesine olumu katkida
bulundugunu disiindiirdi. Kalkon tiirevleri kullanilarak yapilan bu c¢alisma, yapilacak
diger calismalar i¢in 6rnek teskil etmesi niteliginde olmasi yoniinden énemlidir. Benzer
caligmalar ile farkli dozlarda kalkon tlirevi kullanilarak ilgili ¢alismalarin artmasi ileride

yara iyilesme siireci ile ilgili olan bir¢ok sorunun cevaplandirilmasini miimkiin kilacaktir.

Bu inceleme kalkon-imidin yara iyilesme siirecinde kullanimina iliskin kapsamli bir bilgi
sunmaktadir. Bu, yara iyilesme mekanizmasinin anlasilmasina yonelik bir temel gorevi
goriir ve boylece cilt yaralarin1 tedavi edecek yeni ilaglarinda gelistirilmesini
kolaylastirir. Bu ¢alismaya gore kalkon-imid yara onariminda umut verici bir potansiyele
sahip oldugundan, flavonoidlerin ek dogal bazli ekstraktlarin anlagilmasi ve diger aktif

bilesenlerin yardimiyla en son teknolojiyle entegre edilmesi faydali bir yol olabilir.
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