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OZET

SIGLA YAGININ HUCRE KULTURUNDE YARA iYIiLESTIiRIiCi
ETKILERININ INCELENMESI

Ecz.Burcu GOKSEN EKiz

Farmakoloji Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2023

Danisman: Prof. Dr. Yusuf OZTURK

Tiim diinya ¢apinda yara tedavisi i¢in yapilan arastirmalar ve uygulamalar goz
Online alindiginda, basarili bir yara tedavisinin ne denli kiymetli oldugu agiktir.
Gilinlimiizde yeni ve etkili ajanlarin kesfi iyilesme siirecini kisaltarak hastalarin yasam
konforunu artirmaktadir.

Bu tez galismasinda iilkemizde endemik bir tiir olan Liquidambar orientalis’in
tiriinii olan s18la yaginin yara iyilestirici etkilerinin hiicre kiiltiirii ortaminda test edilmesi
ve etki mekanizmasi arastirilmistir. Caligmada in vitro deneyler uygun kosullarda kiiltiire
edilen insan kokenli HaCaT keratinosit hiicre hatlarina uygulanmistir. Caligmada
Mugla’dan iki farkli lokal tireticiye ait sigla yagi getirtilmistir. Sigla yaginin etkinlik
karsilastirmasi igin pozitif kontrol olarak yara iyilestirici etkisi kanitlanmis olan Centella
asiatica bitkisinin standardize ekstresi kullanilmistir. HaCaT keratinosit hticrelerinde
sigla yagimin etkinliginin degerlendirilmesi i¢in toksik olmayan konsantrasyon tespitinde
MTT; proliferasyon ve hiicre migrasyon tespiti icin ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi;
ekstrenin yara iyilesmesi lizerine etkilerini belirlemek i¢in scratch deneyi ve sigla yaginin
COL1AL1 (kollajen tip-1 alfa-1) mMRNA ekspresyon diizeyine etkilerinin belirlenmesi icin
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemleri uygulanmistir.

Arastirmada MTT yontemi sonucunda toksik olmayan konsantrasyonlar 0,1 pg/ml
(100 ng/ml), 0,01 pg/ml (10 ng/ml) ve 0,001 pg/ml (1 ng/ml) olarak belirlenmistir. Gergek
zamanl hiicre analiz sisteminde yapilan 72 saatlik analize gore hiicre proliferasyonunda
ve migrasyonunda zamana bagimli olarak 0,001 pg/ml konsantrasyonlarinda anlamli bir
artis gézlenmistir. Scratch analizine gore 48.saat sonunda hiicre migrasyonunda zamana
bagimli olarak 0,001 pg/ml konsantrasyonlarinda yaranin her iki yakasindaki mesafenin
anlamli bir sekilde kapandigr goézlemlenmistir. Ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu sonucuna gore ise COL1A1 mRNA ekspresyon diizeylerinde hicbir artis
gozlenmemistir. Arastirmamizda in vitro ortamda sigla yaginin yara iyilesmesinde etkili
oldugu sonucuna ulagilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sigla yagi, Liquidambar orientalis, Sweetgum, storax, yara
tyilestirici etki



ABSTRACT

WOUND HEALING EFFECTS OF SWEETGUM OIL ON CELL CULTURE
Ecz.Burcu GOKSEN EKizZ
Department of Pharmacology
Anadolu Universitesi, Graduate School of Health Sciences, July 2023
Supervisor: Prof. Dr. Yusuf OZTURK

Considering the researches and practices for wound treatment all over the world,
it is clear how valuable a successful wound treatment is. Today, the discovery of new
effective agents increases the quality of life of patients by shortening the healing
process.

The wound healing effects of Sigla oil (Sweetgum oil), which is the product of
Liquidambar orientalis grown in our country, were tested in cell culture medium and its
mechanism of action was investigated in the study. In vitro experiments were applied to
human derived HaCaT keratinocyte cells lines which cultured under appropriate
conditions. Sweetgum oil belonging to two different local producers was brought from
Mugla. Centella asiatica plant extract, which has proven wound healing effects, was used
as a positive control for the comparison of the efficacy of sweetgum oil. Methods which
applied to determine the effects of the extract on wound healing is, firstly MTT for non-
toxic concentration determination for evaluation of the efficacy of sweetgum oil in
HaCaT keratinocyte cells; real time cell analysis system and scratch test for proliferation
and cell migration detection; and real time polymerase chain reaction to check COL1Al
(collajen type-1 alpha-1) mRNA expression.

In the study, non-toxic concentrations were determined as 0,1 pg/ml (100 ng/ml),
0,01 pg/ml (10 ng/ml) and 0,001 pg/ml (1 ng/ml) as a result of MTT method. According
to the real time cell analysis system results, a significant increase in cell proliferation and
migration was observed at 0,001 pg/ml concentrations in a time (72 h) dependent manner.
According to the scratch analysis, at the end of the 48th hour it was observed that the
distance on both sides of the wound was significantly closed at 0,001 pg/ml
concentrations in a time-dependent manner. According to the Real-Time PCR result, no
increase in COL1AL (collajen type-1 alpha-1) mRNA expression levels was observed. In
the study, it was concluded that sweetgum oil is effective in wound healing in vitro.

Keywords: Sweetgum oil, Liquidambar orientalis, sweetgum, storax, wound healing
effect
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢aligma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak tizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tim veri ve bilgiler igin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢aligmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Ecz.Burcu GOKSEN EKIZ
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1. GIRIS

Yaralarin ve yara enfeksiyonlarinin erken ve ge¢ komplikasyonlari, yiiksek hastalik ve
Oliim oranlariyla sonuglanabileceginden klinik uygulamada ciddi bir sorun olabilir. Kutanoz
yara iyilesmesi; hemostaz, inflamasyon, proliferasyon, migrasyon ve doku yeniden
sekillenmesinden gecen iyi organize edilmis bir fizyolojik siireci icerir [1]. Bu siirecin tamami,
farkli hiicre tiplerinin, kemokinlerin ve hormonlarin uyumlu katilimiyla ytiriitiilen siki bir
diizenleme altindadir ve sonugta yarali bolgenin uygun sekilde onarilmasi ve doku
biitlinliiglinlin restorasyonu ile sonuglanir. Giinlimiizde yara iyilesme siirecinin fizyolojisi ve
molekiiler mekanizmasi ile ilgili caligmalar, yara iyilesmesini ve komplikasyonlarini azaltmak

icin yeni terapdtik ajanlarin ve terapdtik stratejilerin gelistirilmesine katkida bulunmaktadir [1].

Yaralar ve yara iyilesmesi uzun yillardir ¢alisilmasina ragmen, gelistirilen ajanlarin
yiiksek maliyetlere sahip olmasi ve yan etki potansiyelleri nedeniyle tedavilerde istenilen
verimliliklere ulasilamamasi bu konunun giindemde kalmasina sebep olmaktadir [2]. Travma
ile baslayip doku rejenerasyonu ile tamamlanan yara iyilesmesi siireci, sadece yara bolgesi ile
degil viicuttaki diger sistemleri de bu siirece dahil ederek ilerleyen hiicresel ve biyokimyasal
olaylar biitlintidiir. Hiicreden hiicreye iletisim, ¢ok hiicreli sistemlerde farkli hiicre tiplerinin
koordinasyonu ve uygun organizasyonu i¢in gereklidir. Hiicreler arasindaki bilgi aligverisi
salgilanan biiytime faktorleri ve kemokinler, kii¢iikk molekiiller (peptitler, iyonlar, biyoaktif
lipitler ve niikleotitler), hiicre-hiicre temasi ve hiicre dis1 matris bilesenlerinin salgilanmasi gibi

cok sayida mekanizma yoluyla gergeklesir [3]

Sigla Agaci ya da yaygin olarak bilinen bolgesel adiyla Giinlik Agact (Liquidambar
orientalis L.) iilkemizde sadece Fethiye, Koycegiz, Marmaris bolgesinde yetismektedir. Agag
gbvdesinin ¢izilmesi suretiyle elde edilen Sigla Yag: (Styrax liquidambar) halk arasinda ¢esitli
terapdtik amaclarla kullanildigi gibi parfiimeri ve kozmetik alanlarinda da kullanimi
bulunmaktadir. Elde edilen iirin bir oleorezindir. Bilesiminde re¢ine, ugucu yag ve {irline
kokusunu veren sinnamik asit bulunur. Yag, antiseptik ve antiparaziter 6zellige sahiptir. Halk
arasinda ciltte yumusatici, rahatlatici, iltthap giderici ve yara iyilestirici olarak, ozellikle
midede hazimsizlik ve iilser sikayetlerinde, solunum sistemi rahatsizliklarinda balgam
soktiiriicii olarak kullanilmaktadir [4]. Ulkemize 6zgii bu iiriiniin halk arasinda yara iyilestirici
etkileri iyi bilinmekle beraber, etkinligi bilimsel olarak tam dogrulanamamistir. Ayrica, yara
tyilestirici etkinliginin mekanizmasi da hi¢ bilinmemektedir. Bu ¢aligsma ile ticari olarak satisi
yapilmakta olan sigla yagimin hiicre kiiltiirli ortaminda etkileri arastirilarak hem yara iyilestirici

etkinliginin deneysel olarak dogrulanmasi ve etki mekanizmasinin arastirilmasi amaglanmaistir.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Yara Nedir?

Yara fiziksel, kimyasal, 1s1 ve 151k radyasyonu ya da cerrahi miidahalelere bagli olarak
veya kendiliginden gelisen insan viicudundaki canli dokunun (cilt ve cilt alti dokularin)
anatomik ve fonksiyonel biitlinliigiiniin bozulmasidir [5]. Giinlimiizde yaranin tibbi tedavisi
yaranin onarimina yardimci olmak amaciyla ya lokal (topikal) ya da sistemik (oral ya da
parenteral) ilaclarin verilmesi ile gergeklestirilir. Kullanilan topikal ajanlar arasinda
antibiyotikler, antioksidanlar, antiseptikler ve yara iyilesme arttirici kimyasal maddeler vardir
[6]. Zaman, yara onarimu siirecinde dnemli bir faktor olarak rol alir. Bu nedenle yara iyilesmesi

klinik olarak akut veya kronik yaralar seklinde siniflandirilir.

2.1.1. Akut yaralar

Akut yaralar kolay iyilesebilen ve iyilesme sonucu hasarli doku birakmayan yaralardir.
Giinliik hayatta en sik karsilasilan yara tiirtidiir. Akut yaralar acik ve kapali yaralar olmak iizere

ikiye ayrilirlar [7].
Acik Yaralar: Asagida belirtilen yaralar agik yaralar olarak adlandirilir.

Eksizyon: Bir deri pargasini kesip ¢ikarmak sureti ile olusturulmus yaralardir.
Insizyon: Bir deri hatt1 iizerine kesik atmak sureti ile olusturulmus yaralardir.
Laserasyon: Viicut dokusunun delici bir alet ile yirtilmasi sonucu olusan yaralardir.
Abrazyon: Deri ve mukoza lizerinde kazima ya da ovalama ile olusan yaralardir.

Dil Yaralari: Civi ve igne gibi delici objelerin batmasiyla olugan yaralardir.

o ok~ wdhPF

Delinme Yaralar:: Ince ve uzun bir cisimle olusmussa penetran, cisim kendisine ¢ikis
yeri bulmussa perforan yaralar olarak adlandirilir.

7. Atesli Silah Yaralari: Atesli silahtan ¢ikan objenin olusturdugu yaralardir.

Kapal1 Yaralar: Asagida belirtilen yaralar kapali yaralar olarak adlandirilir [8].

1. Kontiizyon: Sivri uglu cisimle ezilme veya sikisma sonucu damarlarda zedelenme ve
kanin ekstravazasyonuyla karakterize bir durumdur.

2. Hematom: Deri alt1 dokularda damarlarda gelisen hasar ile deri altinda kan birikmesidir.
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3. Ezilme: Dokulara ¢ok biiyiik miktarda bir giiciin kisa bir siirede, ya da daha az bir giiciin
uzun siirede uygulandigi durumlarda olusur.
Akut yaralarin tedavisi; kanamay1 durdurma, yaranin temizlenmesi, yaranin kapatilmasi ve

antibiyotik tedavisini icermektedir.
2.1.2. Kronik yaralar

Cilt biitiinliigiiniin bozulmasi, fonksiyonel kayip ile karakterize olan ve yavas iyilesen
yaralardir. Kronik yaralar etiyolojik nedenlere gore; basi yaralari, vaskiiler yaralar, metabolik
yaralar (diyabetik iilserler), enfektif yaralar, enflamatuvar yaralar, malignite yaralari,
hematolojik yaralar, yanik, donma ve radyasyon yaralar1 olarak siniflandirilirlar. Kronik
yaralarin iyilesmesi birgok faktore bagl olarak giinlere hatta yillara varan bir siire¢ alabilir.
Kronik yaralarin bazilar iyilesemediklerinden dolay1 tedavi plani ve yara bakim iiriinii
kullanmast i¢in hastanin bir merkeze yonlendirilmesi gerekir. Akut ve kronik yaralarda tedavi

yontemlerini belirlemek i¢in yaranin ¢ok iyi degerlendirilmesi gerekir [7].

2.2. Yara Iyilesmesinin Asamalar1
2.2.1. Hemostaz

Hemostaz; viicudun kan kaybini onleyen fizyolojik bir savunma mekanizmasidir.
Enflamatuvar ve viicut onarim siirecleri ile kanamanin durmasini, kanin damar i¢inde
tutulmasint saglar. Yaralanmayi takiben hemostazi saglamak icin bir dizi serin proteaz
mekanizmasi devreye girer. Bu basamakta, trombosit aktivasyonu ve fibrin pihtis1 olusumunu
islevsel hale getirmek i¢in biyolojik olarak inert zimojenler (enzim Onciileri) katalitik olarak
aktif serin proteazlara doniistiiriiliir. Nihai sonug, polimerizasyonudur. Fibrin ve trombositlerin

aktivasyonu, bir kan pihtisina yol agar.

Trombosit aktivasyonu sonucunda sadece hemostaz olusmamaktadir. Bu basamakta
pithtinin olusumuna miiteakip bagisiklik sistemi hiicrelerinin de harekete gecmesi saglanir.
Trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) gibi biiylime faktorleri de devreye girerek yara
iyilesmesinin inflamatuvar fazina gegisten sorumlu immiin mediatorlerin salinmasi da

gergeklestirilir [9].
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Sekil 2.1. Yara iyilesme asamalar: [9]

Hemostaz fazinda doku hasar1 olan bolgede kanin agikta kalan yara bdlgesine sizmast
saglanarak digssal pihtilasma kaskadi tetiklenmektedir. Ayni1 zamanda lokal olarak
vazokonstriksiyon saglayan seratonin gibi aracilarda ortamda serbest kalarak kanamanin
durmasina yardimci olmaktadir [10]. Trombositler daha sonra kiimelenirler ve subendotelyal
kollajen tizerinde aktive olurlar. Bu aktivasyon sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin salinimi
destegiyle beraber hemostatik bir tikag olusumunu saglar [11]. Trombositlerin agregasyonu
defektli vaskiiler alan1 doldurur. Bu olay kanamay1 azaltmakla beraber hemostazin olusmasi

icin kendi bagina yeterli degildir.

Kan yara bolgesine sizarken kan bilesenleri ve trombositler, agiga ¢ikan ekstraseliiler
matriks bilesenleri ve kollajenle temasa geger. Bu temas sonucunda fibronektin, fibrin,
vitronektin ve trombospondinler kan pihtisinin olusumu ve trombositlerden pihtilagsma

faktorlerinin salinimi saglanmis olur. Trombosit degraniilasyonu ayrica IL-1a, IL-1pB, IL-6 ve
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tiimdr nekroz faktoriine (TNF) ek olarak IL-8 veya CXCLS (giiclii bir notrofil kemoatraktan)
gibi inflamatuvar aracilarin salinmasina da yol agar [10,13]. Bu olaylar zinciriyle
keratinositlerin, bagisiklik hiicrelerinin ve fibroblastlarin gdgiine izin verilerek hiicre gogii igin
bir 6n matris gorevi yerine getirilir [10,12]. Hemostaz saglandiktan sonra, aktive komplement
kaskadi tarafindan salinan histamin, kapiller dilatasyon ve sizinttya neden olarak, inflamatuar
hiicrelerin yara yatagina gociinii saglayip yara iyilesmesinin inflamatuvar fazina tam ge¢isini

hizlandirmaktadir [14].
2.2.2. inflamatuvar faz

Inflamatuvar faz, doku hasaridan sonraki ilk 72 saat iginde meydana gelen ilk hemostaz
ile onemli Olgiide oOrtiigmektedir [15]. Bu basamagin aslen islevi gereksiz doku hasarimi
onlenmesi ve patojenik mikroorganizmalarin yara bdlgesinde enfeksiyon olusturmasinin 6niine
gecilmesi ve yabanci kalintilar1 ortadan kaldirmak i¢in yara yatagma nétrofil ve monosit
infiltrasyonunu kolaylastirarak devaminda kompleman kaskadini aktive eden molekiiler

olaylarin baslamasini saglamaktir.

Yara bolgesine inflamatuvar hiicre alimi, koagiilasyon fazindan hemen sonra baglar.
Akut bir yarada, hasar goren konake1 hiicreler oliir ve 6rnegin tirik asit, DNA, RNA, hiicre dis1
matris bilesenleri gibi icerikleri ortama serbest birakirlar. Bu igerikler ilgili bolgede bir hasar
olustugunu belirten tehlike sinyalleri olarak hizmet ederler. Bu iiriinler hasarla iliskili molekiiler
modeller (DAMP'ler) olarak adlandirilirlar [17,18]. Ayn1 zamanda hasar géren bolge patojen
mikroorganizmalar tarafindan kontamine oldugunda, patojenlerle ile iliskili molekiiler modeller
(PAMP'ler) de yara ortamina salinir [19]. Bu iki tip igeregin olusturdugu tehlike sinyallleri lokal
dokuda yerlesik hiicreler {izerindeki Oriintii tanima reseptorleri tarafindan algilanir. Bu da lokal
hiicre aktivasyonuna yol acar. Bu hiicreler, inflamatuvar yanit1 ilerletecek dnemli kimyasal

aracilar1 kodlayan ¢ok sayida geni eksprese etmektedir [20].

Notrofil aktivasyonu ve amplifikasyonu: Notrofillerin birincil rolii, bakterilere karsi
konak savunmasini saglamak ve istilact mikroorganizmalara karsi ilk savunma hattini
olusturmaktir. BOylece yara yerinde enfeksiyon olusumu onlenir [21]. Notrofiller hasarli
dokudaki yabanci partikiilleri, bakterileri fagositoz yoluyla parcalar ve ortamdan uzaklastirir.
Notrofiller, patojen istilasinin ve enflamatuvar ortamin taninmasi i¢in ¢ok sayida hiicre yiizeyi
reseptoriinii eksprese ederler. Bu reseptorlerin bazilar1 mikrobiyal yapilar1 dogustan tanima

yetenegine sahipken, digerlerinin yanitt adaptif bagisiklik tepkisinin aktivasyonu ile

18



baglantilidir. Fagositik etki enflamasyonu takip eden siirecler i¢in ¢ok dnemlidir ¢iinkii akut

yaralarda bakteriyel kontaminasyon fazla ise iyilesme siireci gecikir.

Viicutta IL-8 veya CXCLS8 dahil olmak iizere nétrofil migrasonuna aracilik eden bir dizi
kimyasal sinyal kaskadi bulunur. Nétrofiller, goclerini ve aktivasyon yanitlarini diizenleyen
30'dan fazla farkli reseptore sahiptirler [22]. Notrofillerin yara iyilesmesinde erken kalinti
giderme islevi gordiigii, fakat iyilesme kaliciligi, gecikmis yara iyilesmesi ve kronik yaralarla
da iliskili olduklar1 belirtilmistir. Yapilan modelleme g¢alismalarinda nétrofil diizeyinde
azalmanin yara iyilesmesini etkiledigi belirtilmistir [23]. Enfeksiyon riskinin daha yiiksek
oldugu ve diyabet varliginin bulunmasi gibi olgularda yara iyilesmesinde nétrofillerin gerekli

oldugu bildirilmistir [24].

Travmalara bagli hasar nedeniyle nekroza ugrayan konakgi hiicrelerden salinan
DAMP'lerin, nétrofilleri yara yatagina toplayan ilk sinyaller oldugu diistiniilmektedir [25]. Bu
tehlike sinyali molekiilleri, dokuda yerlesik hiicrelere notrofil kemoatraktan maddeler tiretmek
icin sinyal gondermenin yan sira ¢esitli notrofil yiizey reseptorlerini baglayarak notrofilleri

dogrudan aktive edebilir [26].

Dokuda yerlesik makrofajlar ve fibroblastlar tarafindan iiretilen en iyi tanimlanmis
kemokinlerden biri interlokin-8 (IL-8) ya da CXCL8'dir [27]. CXCLS, nétrofil ylizey
reseptorleri CXCR1 ve CXCR2'yi baglayarak uyarir. Bu da nétrofillerin doku hasar1 bolgesine
alinmasin1 saglamaktadir [28]. Notrofillerin yara bdlgesine ilerlemesinden sonra salgilanan
CXCLS8 sonucunda proinflamatuar bir geri besleme dongiisii olusmaktadir [29]. Ayn1 zamanda
CXCLS tarafindan artirilan endotel gecirgenlik yara bdlgesine inflamatuar hiicre akisini daha
da tegvik etmektedir [30]. CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCLS5, CXCL6 ve CXCL7 gibi diger
CXCLS ailesi kemokinlerinin de nétrofil kemotaksisinde rol oynadigi gosterilmistir [29,31].
CXCLS dahil olmak iizere bu kemokinler, glikozaminoglikanlar1 doku hiicre duvarlarina ve
hiicre dis1 matriste baglayarak nétrofillerin yaralanmaya dogru net yonlii gogiiniin olugmasi igin
bir sinyal gradyani olusturmaktadir [32,33]. Hasar neticesinde konakg¢i hiicrelerden yara
ortamina salinan DAMP’ler ile indiiklenen hidrojen peroksit (H202) ve 16kotrien B4 (LTB4)
gibi hiicresel yan {iriinler de nétrofilleri yara yatagina giiclii bir sekilde yonlendirmek i¢in ¢esitli

gradyanlar olusturmaktadir [21].

19



Yara iyilesmesinde notrofillerin gorevi: Cesitli sitokinler ve trombosit lriinleri gibi
kemotaktik ajanlarla 24 ila 36 saat igerisinde yara bolgesine gekilen notrofiller reaktif oksijen
tirleri, proteazlar veya antimikrobiyal proteinlerin salinimi yoluyla patojenleri fagosite ederek
yara enfeksiyonuna karsi savunma yaparlar [24]. Yapilan ¢aligsmalarda notrofillerin, hiicre dist
ortamda bulunan organizmalari, nétrofil hiicre dis1 tuzaklart (NET'ler) yardimiyla inhibe
edebilecegi de gosterilmistir. NET'ler, notrofil tarafindan tiretilen bakterisidal proteinlere bagl
yogunlastirilmig kromatin ipliklerinden olusan ag benzeri yapilardir. Fagositozu kolaylagtirmak
icin ya dogrudan mikroorganizmalar: 6ldiirerek ya da patojenleri hareketsizlestirerek calisirlar

[35,36, 37].

Istilact mikroorganizmalari temizlemeye ek olarak, nétrofiller ayrica yara yerindeki
iltihabi diizenler ve yara iyilesmesini indiiklemek i¢in biiylime faktorleri ve sitokinler iiretirler.
Yara ortaminda nétrofiller, makrofajlarin, T hiicrelerinin ve TNF-a, IL-1p, IL-6, CXCLS,
CXCL2 ve monosit gibi ek notrofillerin anahtar toplayicilart olan kemokinlerin gen
ekspresyonunu yukari regiile etme yetenegi sergilemistir [38]. Ayrica notrofillerin
anjiyogenezi, fibroblastlarin ve keratinositlerin gogalmasini, keratinositlerin dermal tabakaya
yapismasint (laminin 5 B-3) ve doku yeniden sekillenmesini [lirokinaz tipi plazminojen
aktivatorii (uPA)] destekleyen sitokinlerin ekspresyonunu arttig1 gosterilmistir [39,40]. Dogru
ilerleyen bir yara iyilesmesinde notrofiller siireci destekleyen pek ¢ok islevi yerine getirmis olur
[34].

Kronik yaralarda notrofillerin gérevi: Yara bolgesindeki notrofil aktivitesi birkag giin
icerisinde tekrar degisir ¢iinkii nétrofiller gorevlerini tamamladiktan sonra yara iyilesmesinin
sonraki fazina kadar elimine edilirler. Notrofiller, yara iyilesmesinin erken donemlerinde
inflamatuvar yanitin olusturulmasinda énemli bir rol oynarken, diger taraftandan da gerekli
yanit olusturulduktan sonra bu fazin inaktive edilebilmesi igin bir sinyal gorevi de goriirler [41].
Saglikli yara onarmminda nétrofiller, yaralanma bolgesinde islevini tamamladiktan sonra
inflamasyonun ve beraberinde gelen iltihabin uzun siireli devam etmemesi i¢in apoptoza
ugramalidir. Noétrofillerin toplanmasi, konak¢inin korunmasinda ¢ok 6nemli olsa da devamli
enfeksiyon hali yaray1 kroniklestirir [44]. Bir¢ok ¢alisma, yara ortamindaki nétrofillerin ve
bunlarla iligkili inflamatuvar mediatorlerin uzun siireli varliginin, kronik yaralarin olusumuna
ve kalicihgina katkida bulundugunu gostermektedir. Ornegin, elastaz ve matris
metalloproteinazlar (MMP'ler) gibi notrofil tiirevli proteazlar, saglikl hiicre dis1 matrisi (ECM)
bozabilir [45,46]. ECM'nin ek yikimina neden olan en biiyiik etken nétrofiller tarafindan
tiretilen zararli seviyelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) hiicre zarlarina zarar vermesidir.
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Hiicre dis1 matriste meydana gelen bu harabiyet IL-1, TNF-a gibi iltithaplanma aracilarinin ve
MMP'ler gibi proteolitik enzimlerin yeniden {iretimine yol agarak, bir iltihaplanma
amplifikasyonu dongiisiinii olusturabilmektedir [47]. Ornegin fagositozu hizlandirmak igin
notrofiller tarafindan ortama salinan hiicre dis1 tuzaklarin (NET'lerin) diyabetik ayak
tilserlerinde yogun miktarda bulundugu tespit edilmistir. Bu durum diyabet hastalarinda

iyilesmeyi geciktirmektedir [48].

Apoptoza ugrayan notrofiller bolgeye makrofaj infiltrasyonunu saglar ve boylece
inflamatuvar fazdan bagka bir bir faza gecisi diizenler [42,43]. Bazi kaynaklarda nétrofillerin
yara bolgesini terk ederken ters goce ugrayabilecegi, yaralanma alanindan uzaklasip tekrar kan
dolasimina katilabilecegi belirtilmistir. Bu mekanizma ters transendotelyal go¢ (rTEM) olarak
adlandirilir. Bu durum lokal inflamasyonu ¢d6zme mekanizmasi ve/veya aktif notrofilleri
viicudun diger bdolgelerine yeniden dagitarak diger bolgelerde inflamasyona yol acan bir

mekanizma olarak gorev alir [21].

Makrofaj aktivasyonu ve enflamasyon amplifikasyonu: Inflamatuvar basamagmn
baslamasindan 48 ila 72 saat sonra yara yerinde makrofajlar hakim olan hiicre tipi haline gelir.
Trombosit ve notrofillerden salinan TGF-f, monositler i¢in en gii¢lii kemotaktik maddelerden
biridir. Damar dolasgimindaki monositler, yara yerine geldigi zaman etkinleserek makrofajlara
doniisiirler. Patojen eliminasyonuna devam edebilmek i¢in fagositoz islemi bu hiicreler
tarafindan siirdiiriilir. Nekroze olan dokudaki olii hiicre debrisi ve toksik metabolitler
temizlenir [50]. Makrofajlarin 6nemi, yara iyilesmesinde hiicresel ve biyokimyasal olaylar
etkileyen bir¢ok sitokin ve biiyiime faktorlinii salgilamasindan gelmektedir. Ayni1 zamanda
makrofajlar inflamatuar fazdan ¢ikip proliferatif faza gegiste anjiyogenez, fibroplazi ve hiicre

proliferasyonunun indiiklenmesini saglamasiyla kritik bir rol sahibi olurlar [49].
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Sekil 2.2. Yara iyilesmesinde makrofajlarin rolii [49]

Deri yaralanmasi ile deride yerlesik makrofajlar tehlike sinyalleri ve diger yaralanma
yan iriin molekiilleri araciligiyla aktive olurlar. Calismalarda yaralanmadan hemen sonra
yaraya sizan tek inflamatuar hiicrelerin notrofiller oldugu belirtilmistir [51]. Fakat bir calisma
monositlerin noétrofillerle ayn1 anda yara yatagina girerek vaskiiler sizintt bolgelerinden

gectigini gostermistir [52].

Immiinitenin en 6nemli hiicrelerinden olan dogal dldiiriicii hiicreler (natural killer cells,
NK) salgiladiklar1 interferon-y (IFN-y) yardimiyla makrofajlart bir pro-inflamatuar fenotipe
polarize eder [53]. Bu tip makrofajlar M1 fenotipi aktive edilmis makrofajlar olarak
adlandirtlirlar [54]. Bu fenotip, IL-1B, IL-6, 1L-12, IL-23 ve TNF-o gibi proinflamatuar
sitokinlerin yani sira makrofaj ve yardimci T hiicre yanitlarini indiikleyen kemokinleri salgilar
[55,56]. Yaralanmadan 6nce ciltte nispeten az sayida yerlesik makrofaj bulunur ve yarayla ilgili
makrofajlarin ¢ogu intravaskiiler monositlerden tiiretilir [57]. Yara yatagina Iokositlerin

toplanmasini igaret etmeye ek olarak, M1 fenotipi makrofajlar, yaralanma bdolgesini temiz
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tutmak i¢in mikroplar1 ve hiicresel kalintilar1 yok etme ve fagosite etme kapasitesini arttirirlar.

[58,59].

Anti-inflamatuvar makrofajlar: Yara yerinde apoptoza ugramasi gereken notrofillerin
fagositoza ugramasi eforositoz olarak adlandirilir. Eferositoz siirecinden makrofajlar
sorumludur [60]. Bu eylemin kendisi, makrofajlarin proinflamatuvar bir fenotipten, siklikla
M2 veya “alternatif olarak aktive edilmis” makrofajlar olarak adlandirilan bir anti-inflamatuvar
fenotipe ge¢isini indiikler. M1 fenotipi ve M2 fenotipi birbirinden farkli iki tip makrofaj olarak
diistinmek yerine, bu makrofajlar1 pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar proses arasindaki bir
aktivasyon spektrumunda var olarak karakterize etmek daha iyidir [61]. Glukokortikoidler,
prostaglandinler, 1L-10, IL-4/1L-13 yolu ve toll benzeri reseptorlerin (TLR'ler) baglanmasi her
iki fenotipin doniisiimiinii hizlandiran diger aracilar arasinda yer alir [62,63]. Diizenleyici T
hiicreleri (Treg'ler), adenosin sinyali ve mikroRNA'lar (miRNA'lar) i¢in rolleri géstermistir
[64,65]. Anti-inflamatuvar makrofajlar, daha heterojen bir hiicre popiilasyonunu ifade eder. Bu
hiicreler, anti-inflamatuvar molekiillerin yan1 sira ECM sentezini, anjiyogenezi ve transforme
edici biiylime faktorii-p gibi fibroblast proliferasyonunu destekleyen biiylime faktorleri

salinimini indiikleyerek inflamasyonu baskilar ve doku onarimini uyarir [66,67].

Kronik yaralarda makrofajlar: Pro-inflamatuvar makrofaj tipinden anti-inflamatuvar
makrofaj fenotipine doniisiim sekteye ugradiginda, yara iyilesmesi bu fazda durur ve yara
kroniklesmeye baslar [68]. Bazi sinyallerin, venoz staz ortaminda deride yaygin olarak goriilen
asirt demir yiiklenmesi dahil, pro-inflamatuvar makrofajlarin varligini uzattigi bilinmektedir
[69]. Ortamda artmis pro-inflamatuar molekiil ekspresyonuna ek olarak, asir1 demir yiikli
makrofajlar, IL-4, IL-10 ve CD206 gibi diisiik anti-inflamatuvar belirteg seviyeleri gostermistir
[69]. Prusya mavisi boyama teknigine dayanarak, kroniklesmis iyilesmeye diren¢ gosteren
yaralar1 olan hastalardan alinan makrofaj Orneklerinde daha yiiksek demir seviyelerine

rastlanmistir [70].
2.2.3. Proliferatif faz

Inflamatuvar faz tamamlaninca proliferasyon ve tamir evresi baslar. Cogalma
asamasinda anjiyogenez yapilandirilir, vaskiiler kanallar yeniden kurulmaya baslar,
graniilasyon dokusu olusur ve yara yiizeyi yeniden epitelize edilir. Fizyolojik yara onariminda,
yara kenarindaki keratinositler doku yaralanmasindan saatler sonra merkezi olarak go¢ etmeye

baslar ve epidermisin bazal tabakasindan epitel kok hiicreleri ve kil folikiilleri doku
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yaralanmasindan 2-3 giin sonra ¢ogalmaya baslar [71]. Yeni kan damar1 olusumu ve yeniden
epitelizasyon, bazilar1 anti-inflamatuvar, onarim Oncesi makrofajlar dahil olmak iizere

bagisiklik hiicrelerinden gelen ¢oklu kimyasal ve fiziksel sinyallere ikincil olarak gerceklesir.

Anjiyogenez olarak adlandirilan vaskiiler agin restorasyonu yeni kan damari olusumu
i¢in damarin koken almasi ve ardindan damar anastomozu olmak tizere iki asamali bir siirecte
gerceklesir [72]. Antienflamatuvar onarict makrofajlar, yalnizca damarlarin yeniden
olusturulmasini destekleyen vaskiiler endotel biiyiime faktoriinii (VEGF) iiretmekle kalmaz,
ayn1 zamanda vaskiiler anastomozu tesvik ettigi gosterilen iki transmembran proteini de
eksprese eder [73]. Etkili yara iyilesmesi i¢in hayati dnem tasiyan anjiyogenez asamasi

makrofaj eksikligi olan modellerde bozulur [72].

Fibroblastlar graniilasyon dokusu insa edilmesinde rol oynayan ana oyuncu olarak bu
evrede karsimiza cikar [74]. Tip III kollajen, fibroblastlar ve yeni kan damarlarindan olusan
graniilasyon dokusunun olusumu, anjiyogenez ile es zamanli olarak meydana gelir.
Fibroblastlar bu gorevleri yerine getirirken agirlikli olarak, onarim Oncesi makrofajlar

tarafindan tiretilen bir molekiil olan TGF-B'dan etkilenmektedir [75,76].

Keratinositlerin gogalarak re-epitelizasyonu gergeklestirmesi hem grantilasyon
dokusundaki fibroblastlar hem de onarim oncesi makrofajlarin koordineli ¢aligmasiyla
gerceklesir. Epidermal biiyiime faktorii (EGF), keratinosit biiylime faktori (KGF) ve
keratinositler ile aktive edilen pro-onarim, anti-inflamatuvar makrofajlarin tirettigi doniistiiriicii
biliylime faktorii-a (TGF-a) tarafindan yeniden epitelizasyon ile tamamlanir [77]. Cogalan
keratinositler ayrica fibronektin, tenascin C ve laminin 332 iiretimi yoluyla bir geri besleme

dongiisiinde fibroblastlari aktive ederler [78].
2.2.4. Onarim/ Yeniden modelleme (Remodelling)

Yaranin yeniden modellenmesi agamasinda onarim, yaralanmadan birkac hafta sonra
baglar ve bir yila kadar devam edebilir. Vaskiiler agin restorasyonu tamamlandikca
neovaskiilarizasyon hizin1 kaybeder. Tip III kollajen daha gii¢lii tip I kollajene doniistiik¢e yara
bolgesindeki mukavemet artar ve graniilasyon dokusundan yara izine ge¢is baglamis olur. Yara
normal dokuyu taklit etmeye calisirken, tamamen olgunlasmis yara izleri baglangictaki gerilme
kuvvetinin sadece %80'ine geri donebilir, elastikiyet ve absorbsiyon kapasitesi gibi 6zellikler

ise normale dénemez [68]. Yeniden sekillenme fazinda makrofajlar ve fibroblastlar kaybolur,
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TGF-p sinyaline yanit olarak fibroblastlardan iiretilen ve yaranin kontraksiyonundan sorumlu

olan miyofibroblastlar yeniden modellemeyi gergeklestirir [79].

Birkag ay devam edecek olan bu evrede miyofibroblastlar hizli bir sekilde diiz kas
aktinini (SMA) eksprese etmeye baglar. SMA kasilma kuvvetinin iiretilmesinden sorumludur
[79,80]. Skar matriksindeki yeni iceriklerin sentezi ile kollejenaz gibi proteazlarin
degradasyonu arasinda bir denge olusur. Primer iyilesen yaralarda 21.glinde kollajen olusmasi
durur. Miyofibroblastlar, graniilasyon dokusu olusumu sirasinda ortaya ¢ikan kolajeni bozan
MMP'lerin salinmasiyla yeniden sekillenmeye katkida bulunur [81]. Yapilan arastirmalar
miyofibroblastlarin yaranin yeniden sekillenmesini takiben farklilagak deri alt1 yag dokusunu
yenileyip yag hiicrelerine doniisebildigini gostermektedir. Bu siire¢, kemik morfojenik protein
(BMP) sinyallesmesine ve adiposit transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna yol agan

neojenik sag folikiillerine baghidir [82].

Hipertrofik ve keloid skar olusumu: Hipertrofik skarlar ve keloidler arasinda klinik
farkliliklar olsa da asir1 yara izleri, fizyolojik yara iyilesmesindeki anormalliklerin bir sonucu
olarak olusur ve derin dermise yonelik herhangi bir hasardan sonra ortaya ¢ikabilir. Patolojik
skar olusumu, yara bolgesinde kasintiya, agriya veya kontraktiirlere neden olarak hastanin

yasam kalitesini hem fiziksel hem de psikolojik olarak 6nemli dl¢tide etkileyebilir.

Hipertrofik skar genellikle yara enfeksiyonun asir1 gerilimle yara kapanmasi veya diger
travmatik deri yaralanmalarin1 takiben 4-8 hafta icinde ortaya cikar, 6 aya kadar hizli bir
biiylime fazi gosterir ve ardindan birka¢ yil i¢inde kademeli olarak geriler, sonunda bagka
semptom gostermeyen diiz yara izlerine yol acar. Buna karsilik keloidler, kiigiik
yaralanmalardan birkag¢ yil sonra geligebilirler. Keloidler genellikle uzun siire devam eder ve
kendiliginden gerilemezler. Keloidler sert, hafif hassas, parlak yiizeylidir. Epitel incelmistir,
renk pembeden mora degisir ve buna hiperpigmentasyon eslik edebilir [83]. Yeniden
modelleme asamasinda graniilsayon dokusunun parcalanarak tip III kollajenin daha dayanikli
olan tip I kollajen ile degisimini dikkatli bir sekilde yiirlitmekte olan miyofibroblastarin
koordinasyonu bozuldugunda bu sonug¢ olusur [84]. Arastirmalar miyofibroblastin neden
oldugu fibrozisin, yalnizca TGF-p yoluyla olusturulan sinyal diizeylerinde degil, ayn1 zamanda
Th2'den tiiretilen sitokinler IL-4 ve IL-13 diizeylerindeki asir1 aktivasyon nedeniyle de
olusabilecegini gostermektedir [85,86].
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2.3. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Yara iyilesmesini hiicresel ya da biyokimyasal diizeyde etkileyen cesitli faktorler
dokularin fonksiyonel biitiinliigiiniin devam etmesinde olumlu ya da olumsuz etken olabilirler.
Birden fazla faktdr es zamanli olarak yara iyilesmesinin bozulmasina neden olabilir. Onarimi
etkileyen faktorler klinik olarak lokal ve sistemik olarak ikiye ayrilabilir. Lokal faktorler,
yaranin durumunu dogrudan etkileyen faktorler iken sistemik faktorler, bireyin iyilesme
yetenegini etkileyen genel saglik durumlar ile iligkilidir. Bu faktorlerin ¢ogu birbirinden
bagimsiz degildir ve sistemik faktorler yara iyilesmesini etkileyen lokal faktorler yoluyla

hareket eder.
2.3.1. Yara iyilesmesini etkileyen lokal faktorler

Oksijenlenme: Oksijenizasyon tiim yara iyilesme siiregleri i¢in kritik 6neme sahiptir.
Hiicre diizeyinde ATP aracilifiyla enerji tiretimi oksijen olmadan gerceklesmez ve tim
metabolik aktiviteler etkilenmeye baglar. Ortamda yeterli oksijen bulunmasi iyilesme
evrelerinin her basamaginda siirece katki sunar. inflamatuvar evrede enfeksiyonlara karsi
savunma hattinin olusturulmasina, proliferasyon asamasinda anjiogenezin tetiklenmesine,
Keratinositlerin farklilasip gogiine ve yeniden epitelizasyonuna, fibroblastlarin ¢ogalarak
graniilasyon dokusunun olusumuna, kollajen senteziyle birlikte yara kontraksiyonun
saglanmasia destek olur [87,88]. Yara bolgesinde oksijen azlig1 genellikle kan akisindaki
yetersizlige bagli olarak ortaya cikar. Travmalara bagli olusan vaskiiler hasarlar ve metabolik
olarak saglikli olan hiicreler tarafindan devam eden oksijen tiiketimi nedeniyle, yaralarin mikro
cevresi oldukca hipoksiktir. Yasin ilerlemesi, periferik damar hastaliklari, ven6z yetmezlikler,
diyabet gibi sistemik olarak dolasim bozukluguna yol acan etkenler de zayif doku
oksijenasyonu i¢in zemin hazirlayabilir. Akut yaralanmadan sonra olusan gegici hipoksi, yara
iyilesme siirecini uyaran bir sinyal gérevi goriir ancak uzun siireli veya kronik hipoksi yara
iyilesmesini geciktirir [87,88]. Yapilan ¢aligmalarda transkutan olarak yapilan dlgiimlerde
arteriyel parsiyel oksijen basinci (PaOz) 100 mmHg iken yara merkezindeki oksijen basincinin
0 mmHg’ya kadar diisebildigi gosterilmistir. Oysa yara iyilesmesi i¢in yara dokusunda
minimum 40 mmHg’lik bir oksijen basinci gereklidir [87].

Hipoksik katmana yanit olarak PDGF, TGF-B, VEGF, tiimor nekroz faktorii-o (TNF-a.)
ve endotelin-1 gibi sitokinler iretilir. Bu sitokinler hiicre proliferasyonu, migrasyonu,

kemotaksisinin ve anjiyogenezin 6nemli destekleyicileridir. Normal olarak iyilesen yaralarda,

hidrojen peroksit (H202) ve siiperoksit (O2) gibi reaktif oksijen tiirlerinin yara iyilesmesi ile
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iligkili anahtar siire¢leri uyarmak i¢in hiicresel haberciler olarak hareket ettigi diistiniilmektedir.
Hem hipoksi hem de hiperoksi, ROS iiretimini arttirir, ancak artan bir ROS seviyesi, faydali

etkiyi asar ve ek doku hasarina neden olur [88].

Enfeksiyonlar: Travmalara bagli olarak dis diinyaya karsi bariyer fonksiyonu
yitirildiginde normalde deri yiizeyinde tutulan mikroorganizmalar alttaki dokulara erisim
saglarlar. Bakterilerin yara iyilesme siirecleri tizerindeki etkilerine olan ilgi giderek
artmaktadir. Diislik bakteri seviyeleri yara iyilesme siirecinde inflamasyonun olugmasi icin
faydali olurken mikroorganizmalarin kontaminasyon, replikasyon ve kolonizasyonla kalic1 ya
dainvaziv enfeksiyonlara sebebiyet vermesi istenen bir durum degildir. Etkili dekontaminasyon
olmadiginda, mikrobiyal klirens eksik oldugundan inflamasyon uzayabilir. Hem bakteri hem
de endotoksinler, interlokin-1 (IL-1) ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin uzun siireli
yiikselmesine yol acgabilir ve inflamatuar fazi uzatabilir ve yara kroniklesebilir. Bu uzun siireli
iltihaplanma, ayn1 zamanda, ECM'yi bozabilen bir proteaz ailesi olan matris
metalloproteazlarin (MMP'ler) seviyesinin artmasina da yol agar. Artan proteaz igerigine
paralel olarak, dogal olarak olusan proteaz inhibitorlerinin diisiik bir seviyesi meydana gelir.
Proteaz dengesindeki bu kayma, kronik yaralarda goriilen biiyiime faktorlerinin dengesinin

hizla bozulmasina neden olabilir [89].

Enfeksiyonun tipik klinik 6zelliklerinin yoklugunda yara iyilesmesi gecikebilir ve kritik
kolonizasyon veya lokal enfeksiyon kavrami giderek giindeme gelmektedir. Yara
kolonizasyonundan enfeksiyona ilerleme, yalnizca bakteri sayisina veya mevcut tiirlere degil,
ayn1 zamanda konak¢inin bagisiklik tepkisine, mevcut farkl tiirlerin sayisina, organizmalarin
virtilansina ve farkli tiirler arasindaki sinerjistik etkilesimlere de baglhidir. Kronik yaralardaki
bakterilerin, bakterilerin konak savunmasindan korundugu ve antibiyotik tedavisine direng

gelistirdigi biyofilm topluluklari iginde yasadigina dair artan kanitlar vardir [89].

Olgun biyofilmler korumali mikro ortamlar gelistirir ve geleneksel antibiyotik tedavisine
daha direnglidir. Staphylococcus aureus (S. aureus), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)
ve B-hemolitik streptokoklar, enfekte ve klinik olarak enfekte olmayan yaralarda yaygin
bakterilerdir [89]. P. aeruginosa ve Staphylococcus tiirleri, yaralardaki bakteriyel enfeksiyonda
onemli bir rol oynuyor gibi goriinmektedir. Pek ¢ok kronik iilser muhtemelen P. aeruginosa
iceren biyofilmlerin varligi nedeniyle iyilesme gostermez. Biyofilm olusumu bakterileri istilaci

polimorfoniikleer noétrofillerin (PMN'ler) fagositik aktivitesinden korur [90].
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2.3.2. Iyilesmeyi etkileyen sistemik faktorler

Yas: Hiicresel ve molekiiler diizeyde yapilan bir¢cok klinik ve hayvan g¢aligmasi, yara
iyilesmesinde yasa bagimli degisiklikleri ve gecikmeleri incelemistir. Artan yasla birlikte
dokularin rejenearasyon hizi diigse de saglikli yetigkin bireylerde yaslanmanin yara
iyilesmesinde gecici bir gecikmeye neden oldugu, ancak iyilesme kalitesi agisindan gercek bir
bozulmaya neden olmadig1 yaygin olarak kabul edilmektedir [91,92]. Yaslilarda gecikmis yara
iyilesmesi, kemokin tiretimindeki degisiklikler ve diisiik makrofaj fagositoz kapasitesi ile yara
bolgesine gecikmis T-hiicresi infiltrasyonu gibi degismis bir inflamatuvar yanitla iligkilidir
[93]. Gecikmis yeniden epitelizasyon, kollajen sentezi ve anjiyogenez, geng farelere kiyasla
yash farelerde de gdzlenmistir. lyilesme kabiliyetindeki yasa baglh degisikliklerin gdzden
gecirilmesi, iyilesmenin her asamasinin, artan trombosit agregasyonu, artan inflamatuvar
mediatorlerin salgilanmasi, makrofaj ve lenfositlerin gecikmeli infiltrasyonu, bozulmus
makrofaj islevi, azalmis biliylime sekresyonu dahil olmak {izere yasa bagli karakteristik

degisikliklere bagimli oldugunu gostermektedir [91].

Stres: Stresin insan saghigi lizerindeki etkileri {izerine yapilan yaklagik bir asirlik
arastirmalar stres ve bagisiklik fonksiyonu arasinda daha da yakin bir iliski oldugunu
gostermektedir. Stresin bagisiklik sistemi isleyisini nasil etkiledigini konu alan pek ¢ok calisma,
stres kaynakli noroendokrin bagisiklik dengesinin bozulmasinin kardiyaskiiler sistem
hastaliklarindan diyabet ve kansere kadar pek cok hastaligin 6niinii agtigini kanitlamistir

[94,95].

Stres etkenleri dogrudan hipotalamik-hipofiz-adrenal (HPA) ve sempatik-adrenal
mediiller eksenleri aktive ederek hipofiz ve adrenal hormonlarin salinmasina neden olur. Bu
hormonlar arasinda adrenokortikotropik hormon, kortizol, prolaktin ve katekolaminler
(epinefrin ve norepinefrin) bulunur. Murin ve insan ¢alismalari, kortizol seviyelerindeki artisla
erken inflamatuvar yanitin down-regiilasyonunun gecikmis yara onarimi ile sonuglandigini
ortaya koymustur ve stres ile yara iyilesmesini birbirine baglayan birka¢ potansiyel hiicresel
mekanizma tanimlamstir. Stres, glukokortikoidleri (GC'ler) upregiile eder ve yara bolgesindeki
proinflamatuar sitokinler IL-1B, IL-6 ve TNF-o'nin seviyelerini azaltir. Stres ayrica yara
bolgelerindeki IL-la ve IL-8 ekspresyonunu da azaltir ve bunlarin her ikisi de yara
iyilesmesinin ilk inflamatuar faz1 i¢in gerekli olan kemotaktanlardir. Ayrica, GC'ler, farklilagma
ve proliferasyonu baskilayarak, gen transkripsiyonunu diizenleyerek ve bagisiklik hiicresi gen
ekspresyonunu azaltarak bagisiklik hiicrelerini etkiler. Yani glukokortikoid hormonlar ve

katekolaminlerin aracilik ettigi gen ekspresyonundaki degisiklikler, bagisiklik fonksiyonunu
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diizensiz hale getirebilir. Bu nedenle psikolojik stres, yara bolgesindeki normal hiicre aracili

bagisikligi bozar ve iyilesme siirecinde dnemli bir gecikmeye neden olur [96,97].

Diyabet: Diyabet pankreastaki beta hiicrelerinden salgilanan insiilindeki yetersizlik veya
insiilin yanitindaki bozukluk neticesinde ortaya ¢ikan, kan sekerinin yiikselmesiyle karakterize
olan ve uzun vadede vaskiiler sistemde hasarlara yol agan metabolik bir hastaliktir. Son
ylizyilda insanlarin yasam seklinin degismesiyle diyabet ve komplikasyonlar: tiim diinyada
morbidite ve mortalite oranlarini artirmis ve saglik bakim maliyetlerine ciddi bir yik

getirmistir.

Uzun siireli hiperglisemi kan damarlarinda anjiopatiye neden olur. Damar i¢ ylizeyindeki
endotel tabakasina ait hiicreler yiiksek kan sekerine maruz kaldiklarinda bazal membran
kalimlasir ve daha kirilgan hale gelir. Zaman igerisinde mikrosirkiilasyon ve
makrosirkiilasyonun bozulmaya baglar. Diyabetik bireylerde akut yaralarin iyilesmesinde
gecikmeler meydana gelir. Ayrica, diyabetli kisilerin en az %15'ini etkiledigi diistiniilen kronik
iyilesmeyen diyabetik ayak iilserleri (DAU'lar) diyabetin ciddi bir komplikasyonudur. Alt
bacak ve ayak amputasyonlarin 6nde gelen nedenlerinden biridir. Azalan hiicre ve biiylime
faktorii yanit1 da dahil olmak iizere bir dizi ¢oklu mekanizma, periferik kan akisinin azalmasina
ve lokal anjiyogenezin azalmasina yol agar ve bunlarin tiimii, DAU' kisilerde iyilesme
eksikligine katkida bulunabilir [98]. Vendz staz hastalig1 ve basinca bagh kronik iyilesmeyen
yaralar gibi DAU'lara her zaman hipoksi eslik eder [87]. Hem yetersiz perfiizyondan hem de
yetersiz anjiyogenezden kaynaklanabilen uzun siireli hipoksi durumu, yara iyilesmesi i¢in
zararhdir. Hipoksi, erken inflamatuar yaniti gili¢lendirebilir, boylece oksijen radikallerinin

seviyelerini artirarak hasarin artmasina katkida bulunabilir.

Hiperglisemi altinda ileri glikasyon son tiriinlerinin olusumu ve bunlarin reseptorleri ile
etkilesimi, diyabetik farelerde de bozulmus yara iyilesmesi ile iligkili bulunmustur. Yiiksek
metalloproteaz seviyeleri, diyabetik ayak iilserlerinin bir 6zelligidir ve kronik yara sivisindaki
MMP seviyeleri, akut yaralardakinden neredeyse 60 kat daha yiiksektir. Bu artan proteaz
aktivitesi, doku yikimini destekler ve normal onarim siireglerini engeller. Diyabetik yaralarda
Arizali T-hiicre bagisikligi, 16kosit kemotaksisindeki kusurlar, fagositoz ve bakterisidal
kapasitedeki diisiigler, fibroblastlarin ve epidermal hiicrelerin islev bozukluklar1 gibi ¢esitli
diizensiz hiicresel islevler rol oynar. Bu kusurlar, diyabetli bireylerde yetersiz bakteri klirensi

ve gecikmis veya bozulmus onarimdan sorumludur [99].

Diyabetik bireylerde ortaya ¢ikan ndropati, muhtemelen yara iyilesmesinin bozulmasina
da katkida bulunur. Sinir biiylime faktorii, madde P ve kalsitonin geni ile iliskili peptit gibi
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ndropeptitler, hiicre kemotaksisini tesvik ettikleri, biiylime faktorii tiretimini indiikledikleri ve
hiicrelerin proliferasyonunu uyardiklart igin yara iyilesmesi ile ilgilidir. Noropeptitlerdeki
azalma, diyabetik ayak tilseri olusumunu tetikleyebilir. Ek olarak, duyusal sinirler azaltilmis
16kosit infiltrasyonu sergileyen denerve cilt ile beraber bagisiklik savunma mekanizmalarini

modiile etmede rol oynar [100].

Ilaglar: Piht1i olusumunu veya trombosit islevini inhibe eden antitrombotikler,
enflamatuvar  rahatsizliklardaki  agresif — inflamasyonu  6nlemek i¢in  kullanilan
antienflamutuvarlar ve epidermal biiylime faktor reseptorii (EGFR) olarak adlandirilan
proteinin aktivitesini engelleyerek kanseri tedavi etmek amaci ile kullanilan antineoplastik
ilaglar gibi pek ¢ok ilag grubu etki mekanizmalarinin dizayni sebebiyle yara iyilesme
siireglerinde aksamalara neden olabilir. Ornegin romatolojik rahatsizliklarin tedavisinde
siklikla kullanilan bir ajan olan sistemik glukokortikoidlerin (GC), yiiksek enflamatuvar yaniti
baskilamasi, fibroblast proliferasyonu ve kollajen sentezi dahil olmak iizere hiicresel yara
tepkilerinin inhibisyonu yoluyla yara onarimimi engelledigi iyi bilinmektedir. Sistemik
steroidler, yaralarin eksik graniilasyon dokusu ile iyilesmesine ve yara kontraksiyonunun
azalmasina neden olur [101]. Glukokortikoidler ayrica yaralarin iyilesmesinde 6nemli bir
transkripsiyonel faktor olan hipoksi ile indiiklenebilir faktdr-1 iiretimini de engellerken yara
enfeksiyonu riskini artirabilir. Sistemik kortikosteroidler yara onarimini engellerken, topikal
uygulama oldukga farkli etkiler yaratir. Kronik yaralarin topikal diisiik doz kortikosteroid
tedavisinin yara iyilesmesini hizlandirdigi, agriy1 ve eksiiday1 azalttig1 ve vakalarin %79'unda

hipergraniilasyon dokusu olusumunu baskiladigi bulunmustur [102].

Romatoid artrit tedavisinde oldugu gibi agr1 yonetimi igin yaygin olarak kullanilmakta
olan ibuprofen ve benzeri steroid olmayan anti-inflamatuvar ilaglarin (NSAT'ler) sistemik
kullanim1 hayvan modellerinde yara iyilesmesi iizerinde anti-proliferatif bir etki géstermistir
[103]. Diyabet gibi metabolik hastaliklarin bir komplikasyonu olan ateroskleroz riskini
azaltmak i¢in terapdtik amacglh kullanilan diisilk doz aspirin, antitrombotik islevi nedeniyle,
fizyolojik pihtilasma mekanizmalarini olumsuz ydnde etkileyebilir. Bu durum ilerleyen
asamalarda fibroblast sayisinda azalmaya, kirllma mukavemetinde azalmaya, yara

kontraksiyonunda azalmaya, epitelizasyonun gecikmesine neden olmaktadir [103].

Kanser tedavisinde kemoterapi planina dahil edilen pek ¢ok antineoplastik ilag, hiicresel
metabolizmay1, hizli hiicre boliinmesini ve anjiyogenezi inhibe etmek lizere tasarlanmistir
ancak uygun yara onarimi i¢in kritik olan bir¢ok evreyi de eszamanli baskilamis olurlar. Bu

ilaclar  DNA, RNA veya protein sentezini inhibe ederek fibroplazi ve yaralarin
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neovaskiilarizasyonunun azalmasina neden olur [101,104]. Kemoterapotik ilaglar yaraya hiicre
goclinii geciktirir, erken yara matriks olusumunu azaltir, kollajen iiretimini diisiiriir, fibroblast
proliferasyonunu bozar ve yaralarin kasilmasini1 engeller [101]. Kemoterapi nétropeni, anemi
ve trombositopeniye neden olur. Hastalarin bagisiklik fonksiyonlar1 ¢okmeye baslar,

oksijenasyon zayiflar ve boylece yaralar enfeksiyona karsi savunmasiz kalir.

Obezite: Obezite diinya g¢apinda milyonlarca insani etkileyen biiyiik bir tehdittir.
Obezitenin koroner kalp hastalig, tip 2 diyabet, kanser, hipertansiyon, hiperlipidemi, felg, uyku
apnesi, solunum sorunlari ve yara iyilesmesinin bozulmasi gibi bir¢ok hastalik riskini artirdigi
iyi bilinmektedir. Obez bireyler siklikla, yara iyilesmesini gecikmesine bagli olarak
enfeksiyonlarla, yara bolgesinde ayrilma, hematom olusumu, basing iilserleri ve vendz iilserler
gibi yara komplikasyonlariyla karsi karsiya kalirlar [105]. Hem bariatrik hem de bariatrik
olmayan operasyonlar gegiren obez bireylerde yara komplikasyonlarinin sikliginin arttigi

bildirilmistir [106].

Obezite yara iyilesmesini ¢esitli sekillerde etkiler. Viicuttaki subkutan fazla yag dokusu
nispi hipoperfiizyon ve sonucunda olusan iskeminin bir sonucu olarak iyilesme siirecini
yavaslatabilen kronik iltthaplanmaya yol agabilir. Enflamasyon ayrica yara iyilesmesini daha
da geciktirmeye yarayan bagisiklik tepkisini de bozabilir. Cerrahi yaralarda, obez hastalarda
siklikla goriilen yara kenarlarinda artan gerilim de yara agilmasina katkida bulunur. Yara
gerilimi doku basincini arttirir [105,106]. Obezite ile miicadele edenlerde yag dokusu hacmi
arttikca, dolasim sistemi iizerinde ek stres olusur ve bu durum vaskiiler yetmezIik, iltihaplanma,
gecikmis anjiyogenez ve zayif oksijenlenme ile sonuglanir. Bunlarin hepsi yara iyilesmesini

yavaglatabilir.

Alkol Tiiketimi: Alkole uzun siireli maruziyet basta karaciger ve pankreas olmak iizere
tim kardiovaskiiler sistemi kapsayan bir etkilenmeye neden olur. Travmalara bagh
yaralanmalar ve yanik yaralanmalar1 tizerindeki etkileri, immiin hiicrelerin rolii agisindan
degerlendirilmektedir. Dogustan gelen bagisiklik tepkisindeki spesifik degisklikler ve alkol
aliminin neden oldugu adaptif bagisikliktaki anormallikler alkoliin yara iyilesmesini bozdugunu

ve enfeksiyon insidansini artirdigini géstermistir [107].

Pek cok klinik ve deneysel calismada akut, orta diizey ya da kronik asir1 alkol
kullaniminin immiin sistemin modiilasyonuna yol acarak viicut direncinin diismesine neden
oldugu kanitlanmistir. Etanol intoksikasyonu, yarada enfeksiyona kars1 artan duyarlilik i¢in bir
risk faktorii olusturur. Yara vaskiilaritesindeki etanol aracili azalma, artan yara hipoksisine ve
oksidatif strese neden olur. Bag dokusu restorasyonu da akut etanol maruziyetinden etkilenir
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ve kollajen liretiminin azalmasina ve yara bolgesindeki proteaz dengesinde degisikliklere neden

olur [108].

Sigara: Sigara basta kronik akciger hastaliklar1 olmak tizere kalp ve damar hastaliklari,
periferal vaskiiler yetmezlik, fel¢ ve akciger kanseri riskini artirmaktadir. Sigara kullanimi1 ve
gecikmis yara iyilesmesi arasindaki iligki klinik uygulamada iyi bilinmektedir [109]. Bu etkiler
sigara dumani i¢indeki toksik bilesenlerden kaynaklanmaktadir. Nikotin, karbon monoksit ve
hidrojen siyaniiriin kanitlanmis etkileri, sigaranin hizli1 yara onarimini baskilar. Kuvvetli bir
vazokonstriktdr olan nikotin bu etkisiyle dokulardaki kanlanmay1 bozarak doku iskemisine
neden olur. Diger taraftan trombosit agregasyon egiliminde artisa neden olarak mikrovaskiiler
tromboz riskini artirir. Nikotin kirmizi kan hiicrelerinin, fibroblastlarin ve makrofajlarin
proliferasyonunu azaltir. Karbon monoksit, oksijen tasinmasini ve metabolizmasini azaltirken,
hidrojen siyaniir, hiicresel diizeyde oksidatif metabolizma ve oksijen taginmasi i¢in gerekli

enzim sistemlerini inhibe eder.

Ozellikle cerrahi operasyon gegiren Kisiler iizerinde yapilan klinik calismalarda sigara
icmeyenlerle karsilagtirildiginda sigara kullanan bireylerde daha yavas iyilesme ve enfeksiyon,
yara reptiirii, anastomoz kacagi, yara ve flep nekrozu, epidermoliz ve yaralarin gerilme
mukavemetinde azalma gibi ¢esitli komplikasyonlarda artis goriilmektedir. Sigara icenlere
elektif cerrahiden Once, ya da travma , hastalik veya acil ameliyattan kaynaklanan yaralar
tyilesirken sigaray1r birakmalar1 tavsiye edilmelidir. Ciinkii yara onarimi i¢in azaltilmis bir

kapasitenin varligi bu hastalarda 6zel bir endise kaynagidir [109,110].

Beslenme: Beslenme yara iyilesmesi arasindaki dogru iliskinin kurulabilmesi i¢in
besinlerle yeterli miktarda karbonhidrat, yag ve protein aliminin gerekli olduguna siiphe yoktur.
Ancak son donemde yapilan bazi arastirmalar, arginin, glutamin, ¢inko, selenyum, C vitamini
gibi mikroniitrisyonal spesifik beslenme iiriinlerinin yara iyilesmesi iizerinde énemli yararh
etkileri olabilecegini gostermistir. Malnutrisyon ve iyilesme siireclerine etkileri {izerine yapilan
caligsmalardaki klinik ¢ikarimlar, beslenme ve yara iyilesmesi arasindaki iligkiyi optimize etmek
icin her hastanin bakim ve beslenme planinin bireysellestirilmesi gerektigini kabul etmektedir
[111].

Yetersiz beslenme veya belirli mikrobesin eksiklikleri biiyiik dl¢lide travma ve ameliyat
sonrast gecikmis veya tehlikeye atilmig bir iyilesme siirecine yol agabilir. Tam yara iyilesmesi
icin hiicrelerde migrasyon, anjiyogenez, kollajen birikimi, graniilasyon ve dokunun yeniden
sekillenmesi gerekir. Bu evrelerin gergeklesmesi biiyiik Ol¢iide enerjinin mevcudiyetine
baglidir. Yaglarla birlikte karbonhidratlar, yara iyilesme siirecinde birincil enerji kaynagidir.

32



Glikoz, yeni dokularin anjiyogenez ve kollajen birikimi i¢in enerji saglayan hiicresel ATP'yi
olusturmak i¢in kullanilan ana yakit kaynagidir. ATP sentezi i¢in bir kaynak olarak glikoz
kullanimi, diger amino asit ve protein substratlarinin tilkenmesini 6nlemede esastir [111].
Protein eksikligi kilcal damar olusumunu, fibroblast proliferasyonunu, proteoglikan sentezini,
kollajen sentezini ve yaranin yeniden sekillenmesini bozabilir. Aynt zamanda immiin sistemi
de etkileyerek daha az 16kosit infiltrasyonuna yol a¢ip daha az fagositoz olmasina neden olur.
Iyilesen dokuda kirilganlik, enfeksiyona karsi artan duyarlilik olusur. Dokularin yeniden
sekillenmesinde onemli bir gorev sahibi olan kollajen, glisin, prolin ve hidroksiprolin bag
dokusunun ana protein yapitasi bilesenleridir [112]. Lipidler, metabolik aktivitelerin devami
icin enerji taleplerini karsilamaya yardimci olan iyi bir kaynak olmanin yaninda ve yara
iyilesmesi ve doku onarimi i¢in temel yapi taslar1 saglayan hormon ve sitokin tiretiminde kritik
bir goreve sahiptir. Memeliler tarafindan de novo sentezlenemeyen ¢oklu doymamais yag asitleri
(PUFA'lar), esas olarak n-6 yag asitleri (omega-6) ve n-3 yag asitleri (omega-3) olmak iizere
iki aileden olusur. Sagliga olan yararlar1 yaygin olarak tartisilan eikosapentaenoik asit (EPA)
ve dokosaheksaenoik asit (DHA) gibi omega-3 yag asitlerinin, yara bolgelerinde proinflamatuar
sitokin {retimini, hiicre metabolizmasini, gen ekspresyonunu, anjiyogenezi ve bagisiklik

fonksiyonunu iyilestirmek suretiyle etkiledigi bildirilmistir [113].

C vitamini (L-askorbik asit), A vitamini (retinol) ve E vitamini (tokoferol) giiglii anti-
oksidan ve anti-inflamatuvar etkiler gosterir. C vitamini eksikliklerinin iyilesmeye dair negatif
etkileri kollajen sentezinde ve fibroblast proliferasyonunda azalma, anjiyogenezde azalma ve
kilcal kirtlganligin artmasiyla baglantilidir. Ayrica, C vitamini eksikligi, bagisiklik tepkisinin
bozulmasina ve yara enfeksiyonuna karst duyarliligin artmasina neden olur [111,113]. A
vitamininin biyolojik 6zellikleri arasinda antioksidan aktivite, artan fibroblast proliferasyonu,
hiicresel farklilagma ve proliferasyonun modiilasyonu, artan kollajen ve hiyaliironat sentezi ve

MMP aracili hiicre dis1 matris bozulmasinin azalmasi yer alir [114].

2.4. Yara lyilesmesinde Etkinligi Kanitlanns Maddeler
2.4.1. Dekspantenol

Cilde topikal olarak uygulandiginda, dekspantenol kolayca emilir ve enzimatik bir
reaksiyonla hizla koenzim A'nin bir bileseni olan pantotenik aside dondistiiriiliir. B kompleks
vitamin ailesinin (BS5 vitamini) bir {iyesi olan pantotenik asit, 1934'te maya hiicreleri tizerindeki

proliferatif etkilerinin gézlemlenmesiyle ilk olarak topikal bir merhem olarak kullanilmaya
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baglanmistir. Giiniimiizde, pediyatrikten yetiskin kullanimina kadar degisen, bireysel
ihtiyaglara gore uyarlanmis farkli topikal dekspantenol preparatlari (krem, merhem, damla, jel,
losyon, yag, merhem, soliisyon ve sprey) mevcuttur. Ayrica agiz ve bogaz tahrislerinde

yumusatici olarak pastil formuyla da kullanilmaktadir [115,116].

Koenzim A, ciltteki stratum corneum lipit tabakalar1 i¢in 6nemli olan yag asitleri ve
sfingolipidlerin sentezini katalize eder. Epitelin fizyolojik fonksiyonlarinin devami i¢in gerekli
olan dekspantenol, epidermal farklilasmay1 artirarak cilt yenilenmesini destekler, cildin bariyer
ozelliklerini arttiran bir nemlendirici gibi davranir ve onarimi kolaylastirir [120,121]. Kuru cilt
kosullarinda, azalan hidrasyonu telafi eder [117, 118]. Ayrica biyofilm olusumunun
onlenmesinde aktivite gosterdigi ve antiinflamatuvar etkilere sahip oldugu belirtilmistir
[119,122]. Bu ozellikler dermatolojik alanda yaygin olarak kullanilan ¢esitli topikal

dekspantenol igeren galenik formiilasyonlarin gelistirilmesini tegvik etmistir.

Baron ve ark. tarafindan yiiriitilen bir calismada dekspantenoliin ii¢ yara iyilesme
evresinin tamaminda aktivite sergiledigini one slirmiistiir. Aslinda, dekspantenoliin ¢esitli in
vitro ve in vivo c¢alismalarinda yara iyilesmesinin farkli adimlarma yardimci oldugu

gosterilmistir [116,123].

Marquardt ve ark. ii¢ boyutlu cilt modelini kullanarak dekspantenoliin yara iyilesmesi ve
gen regiilasyonu iizerindeki etkilerini incelemistir. Deri yiizeyinde yara olusturmak igin, sirali
olmayan fraksiyonel ultrapulslu bir COz2 lazeri kullanilmistir. Daha sonra, yarali deri modelleri,
ii¢ giin boyunca ¢esitli %5 dekspantenol igeren merhemler veya vazelin ile muamele edilmistir.
Lazerle 1sinlanmis tedavi edilmeden birakilmis 3D cilt kontrol grubu olarak kullanilmustir.
Farkli zamanlarda deri ornekleri lizerinde histolojik incelemeler yapilmig, mikrodizi ve
kantitatif ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) analizleri
gerceklestirilmistir. %35 dekspantenol igeren formiilasyonlar ile tedavi edilen 6rnekler, CO2
lazerle 1sinlanmig fakat tedavi edilmemis kontrol grubu 6rnekleri ve vazelin ile tedavi edilen
yara Orneklerine kiyasla daha hizli iyilesme gostermistir. Kiiltiir analizleri, gézlenen olumlu
etkinin merhem bazindan degil, dekspantenolden kaynaklandigin1 dogrulamistir. qRT-PCR
analizlerine gore ise yara iyilesmesinin ii¢ fazinda etkili olan proinflamatuar bir sitokin olan
interlokin (IL)-1a'nin ve yara iyilesmesinin bir diizenleyicisi olan matris metalloproteinaz 3'iin
(MMP3) gen ekspresyonlar1 upregiile olmustur. Sonuclar kayda degerdir, ¢iinkii tedavi
olmaksizin, IL-1a ve MMP3 ekspresyonu, fraksiyonel ultrapulslu CO2 lazer i1sinlamasinin

ardindan gercekte asagi regiile edilir [124,125].
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Wiederholt ve ark.’nin aragtirmasinda ise kalsiyum pantotenat (20 pg/mL) ile inkiibe
edilen dermal fibroblastlarda, tedavi edilmeyen hiicrelere kiyasla gelismis bir proliferasyon
varliginin saptandigi ve bu durumun pantotenatin dermal fibroblastlarin proliferasyonu
lizerinde uyaric1 bir etkisi oldugunu ortaya koydugu belirtilmistir. Kalsiyum pantotenat
tarafindan yaralarin iyilesmesinde biiyliik 6nemi olan sitokinlerden IL-6 ve IL-8'I kodlayan

genlerin upregiile oldugu saptanmistir [126,127].

Baska bir caligmada, Schmitt ve ark., yine sirali olmayan fraksiyonel ultrapulslu CO2
lazer ile standart lezyonlar uyguladiktan sonra dekspantenoliin mukozal yara iyilesmesi
tizerindeki molekiiler etkilerini arastirmislardir. Bu amagla, in vitro D keratinize edilmemis
insan mukoza zar1t modeli kullanilmistir. Lazerle yara olusturulmasindan hemen sonra
modellere, 5 giin boyunca %35 dekspantenol ve plasebo igeren bir merhem topikal olarak
uygulanmistir. Kiiltiir ortami, dekspantenol veya proliferasyonu arttirdigi bilinen diger
bilesenlerden arindirildiktan sonra yapilan histolojik incelemeler, dekspantenol i¢erikli merhem
ile tedavinin plaseboya kiyasla yara iyilesmesini indiikledigi sonucunu ortaya koymustur. Gen
ekspresyonu analizleri, dekspantenoliin topikal uygulamasinin, CXCL10 geni, miisin protein
ailesi genleri ve retinoik asit reseptdr yanit veren protein 1 geni (RARRESI) gibi yara
iyilesmesinde rol oynayan ¢esitli genlerin 1,5 kat upregiilasyonu ile iligkili oldugunu ortaya

cikarmigtir [128].
2.4.2. Centella asiatica

Gotu Kola, Bua-bok, Tiger otu veya Indian Pennywort olarak da bilinen Centella asiatica,
Umbelliferae olarak da bilinen Apiaceae familyasinin ¢ok yillik otsu bir bitkisidir [129]. Tarih
oncesi ¢aglardan beri kullanilan bu tibbi bitki besin degeri ve tedavi edici 6zellikleri olmasi
nedeniyle 6zellikle Gilineydogu Asya’da, Cin, Hindistan ve Sri Lanka gibi iilkelerde geleneksel
tip uygulamalarinda 6nemli bir degere sahiptir. Lupus, egzama, sedef hastaligi, clizzam ve varis
tilserleri gibi ¢esitli cilt hastaliklarinin tedavisi i¢in tavsiye edildigi gibi romatizma,
inflamasyon, sifiliz, epilepsi, histeri, enteritlerde dehidratasyon amaciyla da kullanimina
rastlanmistir. Diger sifali bitkilerin aksine, Centella asiatica oldukc¢a kapsamli deneysel ve
klinik aragtirmalara tabi tutulmustur. Gilinlimiizde deneysel olarak kanitlanmis sedatif,
analjezik, antidepresif, antimikrobiyal, antiviral ve immiinomodiilatér etkilerinin
arastirilmasina yonelik daha ¢ok klinik ¢aligmalarin yapilmasi bu bitkinin ¢ok yonlii terapotik

potansiyelinin ayrintli bir big¢imde ortaya konulmasi i¢in gereklidir [130].

C. asiatica’nin antimikrobiyal, antioksidan, antiinflamatuvar, noroprotektif ve epitelizan
ozellikler tasimasi, C. asiatica ozlerinin kollajen sentezini ve mikrosirkiilasyonu gelistirerek
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yara iyilesmesini olumlu yonde etkiledigini gostermistir [131,134]. C. asiatica 6zii geleneksel
tip uygulamalarinda fibroproliferatif lezyonlarin yol agtigi keloidlerin ydnetimi ig¢in
kullanilmistir. Keloid olusumunun patolojisinde doniistiiriicii biiytime faktori-Bl1 (TGF-B1)
kollajen olusumunu indiikler ve bdylelikle kollajenin daha yiiksek proliferasyonu ve birikimi
meydana gelir. Plazminojen aktivator inhibitorii 1 (PAI-1) ise plazminojen aktivatorlerinin
etkisini engeller. Bu faktorler kan damarlarini tamir eden, onlari koruyan ve kan kaybini

Onleyen pihtilarin ¢oziilmesinden sorumludur [135].

Centelloidler olarak da bilinen C. asiatica' da bulunan aktif bilesenler pentasiklik
triterpenlerdir. Asiatik asit (AA), asiaticoside (AS), madecassoside (MS) veya brahminosid ve
madecassik asit (MA) veya brahmik asit tedavi edici 6zellikleri sunan ana triterpenlerdir
[136,137]. Bitkideki bu biyoaktif bilesiklerin miktar1 ekstraksiyon i¢in tercih edilen soliisyon
tirtine bakilmaksizin, ekstraksiyonlar1 i¢in kullanilan doku ve ekotipe baghdir [138].
C. asiatica'nin alkol ekstraktinin hem oral hem de topikal tedavisinin farelerde kollajen ve
hidroksiprolin sentezinin uyarilmasiyla, olgunlagsmay1 ve kollajenin g¢apraz baglanmasini
uyardig1 gosterilmistir [139]. Yara iyilesmesi, 6zellikle anjiyogenezin artmasi, tip | kollajenin
uyarilmasinin yani sira fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve vaskiiler endotel biiytime faktori
(VEGF) iiretiminin artmasindan kaynaklanabilir [140]. Bu, TBR2 kinazdan bagimsiz olan
yolaklarin aktivasyonu yoluyla gerceklesir [141]. Erken anjiyogenezde FGF, endotel
hiicrelerinin proliferasyonunu indiiklerken benzer sekilde VEGF, hiicre proliferasyonu,
farklilagsmas1 ve migrasyonunun diizenlenmesi yoluyla yeni kilcal damarlarin olusumuna

katkida bulunur [142]. Ayrica VEGF, vazodilatasyonu ve hiicre dig1 matrisin olusumunu uyarir

[143].

C. asiatica, Interleukinlf (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6) ve Timor Nekroz Faktorii-a
(TNF-a), E2 (PGE2) , siklooksijenaz-2 (COX-2) ve prostaglandin'deki azalma ile gézlemlenen
bir anti-inflamatuvar etki gostermistir [144-147]. Buna ek olarak, C. asiatica'nin lipoksijenaz
aktivitesini inhibe ederek ve proteinaz aktivitesini azaltarak inflamasyonu azalttig1 ve boylece

protein denatiirasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [148].

C. asiatica kullanimiyla ilgili mevcut zorluklardan biri, aktif bilesenlerinin (esas olarak
AS, AA, MS ve MA) diisiik biyoyararlanima sahip olmasidir. Biyoyararlanimlarini artirmak
icin nanopartikiilleri, nanolifleri, hidrokolloidleri, hidrojelleri ve nanokapsiilasyonu igeren
cesitli tasiyict sistemler lizerinde calisilmaktadir [149-151]. Farkli ¢alismalar, C. asiatica

ozelliklerinin 06zellikle nanoenkapsiilasyon kullanilarak gelistirilebilecegini gdstermistir.
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Uygun tasiyict sistemler varliginda bu aktif bilesenlerin biyolojik aktiviteleri, gelismis

biyoyararlanimi sayesinde %50-60'a kadar arttirilabilir [152].
2.4.3. Hamamelis virginiana L.

Cadi findig1 olarak da isimlendirilen Hamamelis virginiana L. Kuzey Amerika'nin
Atlantik kiyilarma 6zgli yaprak doken bir agagtir. Geleneksel tiptaki veriler Hamamelis
virginiana'nin yapraklarindan ve kabugundan elde edilen ekstraktlarin ve distilatlarin cilt bakim
irlinlerinin bir parcast olarak 06zellikle giines yamigi, cilt tahrisi, atopik egzama gibi
dermatolojik rahatsizliklarin tedavisinde uzun yillardir tibbi bir bitki olarak tercih edildigini
gostermektedir. Bitkinin antienflamatuvar oOzellikleri yara iyilesmesini desteklemektedir.
1878'den beri Almanya'da ve diger bir¢ok iilkede sifali bir merhem olarak yerini alan
Hamamelis virginia, yerli Kizilderililer tarafindan ates, soguk algmlig1 ve cilt iltihaplarini
kapsayan genis bir hastalik listesi i¢in kullanilmistir. Hamamelis merheminin geleneksel tibbi
kullanim alanlari, kiigiik cilt yaralanmalari, cilt ve mukoza zarlarinin lokal iltihaplanmasi ve

hemoroidlerdir [153].

Avrupa Ilag Ajanst hamamelisin cesitli cilt hastaliklarinin tedavisi icin %30-%60
etanolle hazirlanmis hidroalkolik yaprak veya aga¢ kabugu ekstrelerinin ve bitkinin taze veya
kurutulmus kisimlardan elde edilen %6-%15 etanol distilatinin konsolide kullanimini
bildirmistir. Alman Komisyonu E (2012) monograflari, temel olarak insan deneyimine ve uzun
siireli kullanima dayanarak, kiiciik cilt yaralanmalart i¢in H. virginiana kullanimini

dogrulamistir [154].

Klinik 6ncesi ve klinik arastirmalar, Hamamelis virginiana 6zlerinin antimutajenik, anti-
viral, anti-inflamatuar ve anti-oksidatif 6zellikleri oldugunu bildirmektedir. Aktiviteden
sorumlu bilesikler ile etkinlik arasindaki korelasyon heniiz net olarak belirlenememistir. Ancak
hamamelis kabugu ve yapraklarinda bol miktarda bulunan hidrolize edilebilir ve
yogunlagtiritlmis tanen fraksiyonlarindan yani proantosiyanidinlerden koken aldig:
varsayllmaktadir. EMA Bitkisel Tibbi Uriinler Komitesi bildirisine gére, hamamelis kabugu
yapraklardan daha yiiksek oranda tanen (%8-12’ye karsi %3-10) ve daha yiiksek oranda
hamamelitannin (HT, %1-7) icermektedir [153].

H. virginiana yaygin geleneksel kullanimina ve bazi klinik ¢aligmalarin varligina ragmen,
hamamelis O6zlerinin cilt lizerindeki anti-inflamatuar etkilerinin mekanizmalar1 yeterince
belgelenememistir [155,156]. Literatiirlerde bildirilen dermatitle ilgili insan tizerinde yapilan

bazi1 ¢alismalarda, etkinlik gosteren bitki distilatlar1 kullanilirken, yedi saglikli géniilliiniin
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katildig1 baska bir pilot calismada, sodyum lauril siilfatin neden oldugu cilt iltihab1 tlizerinde

yar1 kat1 bir formiilasyonun etkinligi test edilmistir [157].

Bazi in vitro c¢alismalar proantosiyanidinlerin antioksidan etkilerini arasidonat
5-lipoksijenaz (5-LOX) ve trombosit aktive edici faktor (PAF) tlizerindeki baskin inhibisyona,
ozellikle de esasen endoteller lizerinde protektif etkiler gdsteren hamamelitanine baglamistir
[159,160]. insan kokenli keratinositlerle hiicre kiiltiiriinde yapilan iki 6n ¢alisma, hamamelis
kabugu ekstresinin  antioksidan ve  sitoprotektif etkilerinde  gallotaninler ve
proantosiyanidinlerin olasi1 roliinii 6ne stirmiistiir. Ayrica, H. virginiana oziitii in vitro olarak

antibakteriyel aktivite de gostermistir [161-163].
2.4.4. Giimiis siilfadiazin

Gilimiis siilfadiazin (SSD) ve topikal olarak yaygin bir sekilde kullanilan krem formlari,
yanik tedavisinde kullanilan sasirtic1 diizeyde diisiik toksisiteye sahip antimikrobial bir ajandir.
Viicut ylizey alaniin biiytik bir yiizdesini kaplayan ciddi yaniklar, sonraki asamada yliksek
enfeksiyon ve 6liim riski nedeniyle ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Cilt bariyerinin bozulmast,
bakteriyel besinlerin yanik ortaminda hazir bulunmasi, yanik deriye giden vaskiiler kaynagin
bozulmasi ve sistemik rahatsizliklar gibi bir dizi faktor, bir araya gelerek yanik yaralarimi
enfeksiyona kars1 6zellikle duyarli hale getirmek icin bir araya gelerek immiin baskilanmaya
yol agar. 20. yiizyilda antibiyotik ve antifungal ilaglarin tanitilmasi, yaniklara uygulanabilen
topikal antimikrobiyallerin kullanimi, erken eksizyon ve agilamanin yaygin olarak
benimsenmesi gibi gelismeler sagkalimi 6nemli Slgiide artirmaya yardimci oldu. Bununla
birlikte, antibiyotiklere ve diger antimikrobiyallere kars1 mikrobiyal direngteki amansiz artis,
yanik enfeksiyonlarini 6nlemek ve bunlarla miicadele etmek i¢in alternatif yaklasimlarin

yeniden arastirilmasina yol agmustir.

Glmiis iceren karisimlar ve oOzellikle giimiis siilfadiazin (SSD) kismi ya da tam
kalinliktaki karmagik yaniklarda, yanik enfeksiyonlariyla miicadelede standart topikal bir
antibiyotik olarak kabul gérmiistiir [164]. Gram pozitif ve gram negatif bakterilerin yan1 sira
bazi mayalara kars1 da etkili olan genis spektrumlu bakterisidal bir antimikrobiyal olan SSD,
giimiis ve siilfadiazinin kombinasyonundan olugur. SSD'den salinan glimiis iyonlari, membran
pertiirbasyonu, DNA sentezi inhibisyonu ve serbest radikal iiretimi gibi ¢esitli mekanizmalar
yoluyla antibakteriyel etkiler gosterirken, bir antibiyotik olan siilfadiazin o kadar etkili
olmayabilir [165].
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Bakteri yasam dongiisiiniin bir sekli olan biyofilm olusumu bakterilerin antibiyotik ve
antimikrobiyal ajanlara diren¢ mekanizmalar1 gelistirmesini saglayak kronik yara
enfeksiyonlarina sebep olur. Yapilan klinik mikrobiyal ¢alismalarda biyofilm tabakalarinin cilt
substratlar1 iizerinde serbest bakterilere kiyasla 50 kat daha fazla ila¢ direnci sergiledigi
gosterilmistir [166]. Bu baglamda, vankomisin ve SSD kullanarak MIC'e kars1 bakteri 61diirme
konsantrasyonlarinin analiz edildigi bir arastirmada MBC/MIC ve MBEC/MIC oranlar1 SSD
icin vankomisine kiyasla 1/8 ve 1/4 oraninda bulunmustur. Bu, SSD'nin hem planktonik

durumda hem de biyofilmde bakterileri yok etmede etkili oldugunu gostermistir [167].

Campos ve ark’nin yliriittiigii bir aragtirmada ila¢ yiikli ¢apraz bagl kitosan filmlerinin
iyilesme potansiyelinin degerlendirilmesi igin in vitro bir yara iyilestirme modeli
gelistirilmistir. Insan osteosarkomundan kdken alan bir hiicre hatt1 olan MG-63, tek tabaka
olarak kiiltiirlenmis ve %100 birlesmeye ulasildiginda, bir siyirict kullanilarak yara modeli
olusturulmugtur. Yara iyilesme siireci 21 giin boyunca takip edilerek degerlendirilmis ve
hiicreler 0, 7, 14 ve 21 giinliik inkiibasyondan sonra boyanmistir. Yaralar kitosan film (CH),
kitosanbisiilfit bloke diizosiyanat capraz bagh film (CH-X), gentamisin yiiklii kitosan ¢apraz
bagh film (CH-X-GE) ve gilimiis siilfadiazin (CH-X-SS) yiiklii kitosan ¢apraz bagli film ile
muamele edilmistir. Kitosan (CH), bisiilfit bloke diizosiyanat (BBDI), gentamisin (GE) ve
giimiis siilfadiazin (SS)'in yara iyilesme yanit1 lizerindeki etkileri yara dolum hizi parametresi
g0z Oniline alinarak mikroskobik olarak analiz edilmistir. CH ve CH-X filmleri, calisilan siire
boyunca herhangi bir ila¢ yiiklii film uygulanmamis pozitif kontrole kiyasla hiicre bitylimesi
lizerinde zararh etkiler gostermemistir. CH-X-GE, bu donemde gentamisin salinimina bagh
olarak ilk haftada yara dolum hizinda azalma gostermistir. CH-X-SS, muhtemelen glimiis
sitotoksisitesi ve hiicreler tarafindan giimiis birikmesi nedeniyle incelenen tiim dénem boyunca

yara dolum oranlarinda azalma gdstermistir [168].
2.4.5. Hypericum perforatum

Hypericaceae familyasinin bir iiyesi olan Hypericum perforatum, kullanim1 antik ¢ag ve
orta caga kadar uzanan Avrupanin en eski sifali bitkileri arasindadir. Avrupa, Bat1 Asya ve
Kuzey Afrika bolgelerine 6zgii sar1 ¢icekli, ¢ok yillik bir bitkidir. Sar1 kantaron bitkisinin
geleneksel olarak ¢igeklenip hasadinin yapildigi tarihler St. Johns giiniine denk geldigi i¢in halk
arasinda St. Johns Wort olarak da bilinir. Yiizyillar boyunca ¢ok c¢esitli preparatlar: hazirlanan
bu tibbi bitkinin hyperici herba olarak adlandirilan gigek acan taze kisimlar1 ya da kurutulmus
aerial kisimlar tedavi edici olarak kullanilmigtir. Ham bitki materyalinin kalitesi, yiiksek ve

stirekli ayn1 kalitede iiriinlerin hazirlanmasi i¢in gereklidir. Tiim tibbi bitkilerde oldugu gibi
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harici iklim kosullar1 ve toplanma zamani gibi etkiler, hasat ve kurutma sekli ham maddenin
kalitesinin degisken olmasina yol acar. Bu nedenle, iireticiler en verimli sonucu alabilmek igin

tipik olarak bitki materyalini karistirirlar [169].

Hypericum perforatum igindeki 6nemli biyoaktif bilesenler tomurcuklarda, ¢igeklerde ve
dal uglarinda yogunlasmistir. Hypericum oOzleri, simdiye kadar en iyi karakterize edilmis
bitkisel ilaglar arasindadir. Cok yonlii etki potansiyeli igerigindeki 150'den fazla bilesen veya
cok sayida katki maddesinin birbiri lizerinde sinerjik etki yaratmasiyla olusur. Yine de
bilesiklerinin %30-50'si heniiz yapisal olarak tanimlanamamaistir ve bunlardan bazilarinin klinik

etkilere katki sunmakta oldugu diisiilmektedir.

H. perforatum'un etkilerini olusturan karakteristik bilesenleri naftodiantron tiirevi olan
hiperisin ve psddohiperisin ile floroglusinol tiirevi olan hiperforin ve adhiperforindir. Gelisim
evresine bagli olarak ham ila¢ materyalindeki konsantrasyonu %0,03 ile %0,3 arasinda
degismekte olan hiperisin ve psddohiperisin antidepresan etkilerden sorumludur. ESCOP
monograflarinda, H .perforatum'un hidroalkolik ekstraktlar ve tentiirlerinin ‘'hafif depresif
bozukluk epizotlar1 veya hafif ila orta siddette depresif epizodlar' i¢in terapotik endikasyonlari
listelenmistir. Ancak bu tibbi bitkinin geleneksel kullanimi ¢ok daha genistir. Antik
medeniyetlerden beri uygulanan maserasyon teknigiyle yani zeytinyagi icinde giines 15181
altinda bekletilerek bitkinin 6ziine ulasilabilir. Yag bazli preparatlart dispeptik sikayetlerde,
miyajide, antiviral ve antibakteriyel etkileri nedeniyle haricen dermatolojik hastaliklarda,
antienflammatuvar olarak hemoroidlerde, yara iyilestirici olarak ve 6zellikle de yanik yaralar

ile basi tilserlerinde oral ya da topikal yolla kullanilmaktadir [170].

Damlar ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada sigir kaynakli ksenogreft ile doldurulmus
defektlerde H. perforatum'un kemik iyilesmesini hizlandirdig1 bildirilmistir. Calismalar, H.
perforatum'un kollajen birikimini arttirdigini, iltihaplanma siiresini kisalttigini ve yara

iyilesmesi sirasinda fibroblastlarin go¢iinii durdurdugunu gostermistir [171,172].

Uzunhisarcikli ve Yerer’in ¢alismasinda Hypericum perforatum ve nar ¢ekirdegi 6zii
yagmin bir anti inflamatuvar ajan olarak kurkumin ile birlikte yara iyilestirme etkinligi
aragtirtlmistir. Pozitif kontrol olarak ibuprofen kullanilmistir. Uygulanan bilesiklerin yara
iyilestirici etkilerini belirleyemek i¢in 6ncelikle etkili konsantrasyonlar: tespit edilmis, kiiltiire
edilen HaCaT keratinosit hiicreleriyle bir iyilesme belirteci olan migrasyon deney modeline
gore ileri testler yapilmistir. H. perforatum, nar ¢ekirdegi yagi, ibuprofen ve kurkuminin tek
basina HaCaT hiicrelerinde sitotoksik/proliferatif —etkilerini ve bunlarin  belirli
konsantrasyonlarda kombine kullanimlarini belirlemek i¢in gergek zamanli bir hiicre analizorii

40



olan xCELLigence kullanilmistir. Sonuglara goére kurkumin ve H. perforatum
kombinasyonunun yara iyilestirici etkinliginin ibuprofen kombinasyonlarina gore daha etkili
oldugu bildirilmistir. Ayrica sonuglara gore, kurkumin ve nar ¢ekirdegi yagi kombinasyonunun
yara iyilestirme etkinligi ibuprofen kombinasyonlarindan daha iyi oldugu ve her iki yagin da

gelismis yara iyilestirme potansiyeline sahip oldugu sonucuna varilmistir [173].
2.5.5 Sigla yag (Styrax liquidambar)

Hamamelidaceae familyasina ait Anadolu siglasi olarak da adlandirilan, yoresel adiyla
giinliik agac1 olarak bilinen Liquidambar orientalis Miller (Anadolu Sigla Agac1), ekolojik ve
ekonomik agidan oldukca 6nemli endemik bir tiir olup, Tiirkiye'nin glineybati kiy1 bolgesinde
ozellikle Koycegiz, Fethiye, Marmaris ve Ula'da yaygin olarak yetismektedir. Anadolu giinliik
agaci, kisin yapraklarin1 dskmeyen, ¢inara benzeyen yapraklara sahip , boyu 20 metreye kadar
uzayabilen bir bitki olup ya tek cins ya da diger agaclarla birlikte ormanlar olusturarak gelisir.
Balzamik salgilartyla taninan bu agacin, gévdesini yaralamak suretiyle elde edilen ve yerel halk
tarafindan “Sigla Yagi” (Styrax liquidambar, Styrax liquids, Orientalis sweet gum, Levant
styrax) olarak adlandirilan bu kompleks materyal esasen recineli bir ekstidadir. Liquidambar,
latince liquidus, Arapca amber sozciiklerinin birlesmesinden meydana gelmistir ve giizel
kokulu sivi demektir. Sigla yagi ililkemizde bulunan L. orientalis’in disinda sadece Orta
Amerika’da bulunan L. styraciflua’dan elde edilmektedir. Amerikan storax (Sweet gum, Red
gum, Styrax Americanus, White Peru Balsam) olarak bilinen bu balzamin iiretimi Honduras ve

Guatemala’da yapilmaktadir. [174-176].

Geleneksel olarak sigla yaginin elde edilisi odunlasmis aga¢ gévdesinde yara agilmast
islemiyle baslar. Bu amagla 6nce agaglarda yara agilacak kisimlar iizerindeki kabuk kisimlari
mart ay1 sonuna dogru yontularak inceltilir ve agaglar bir ay siireyle bu sekilde birakilir. May1s
ay1 sonunda kasik adi verilen aletle yaralarin agilmasina baslanir. Damar adi verilen bu yaralar
govde lizerindeki balsam kanallarina girecek sekilde agilir. Bir hafta sonra yaralar tazelenir ve
bu igleme sur adi verilir. Bu islemden iki hafta sonra, damarlar i¢inde biriken yag kasiktan
styrilarak alinir ve buna da sur arkasi denir. Toplanan regineden sigla yaginin g¢ikarilmasi
temmuz ay1 ortasindan ekim ay1 sonuna kadar devam eder. Bu siire zarfi i¢inde, her on bes
giinde bir yaralar lizerinde biriken yag, kabuk ve odun tabakalariyla birlikte kagikla yontularak
alinir. Halk arasinda sefer adi verilen islem esnasinda isc¢ilerin Onlerine astiklari torbalar
icerisinde yagi toplarlar. Kapgik adi verilen yag ile birlikte kabuk ve odun i¢eren yongalar bakir
kaplarda, yarim ila bir buguk saat siireyle suda kaynatilir. Kaynatilan yongalar keci kilindan

yapilmis torbalara alinir ve bu torbalar preslerle sikistirilarak sigla yagi elde edilir [174].
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Sigla yagi, kahverengimsi sar1 renkte olup yari kati, yapiskan ve opak bir goriiniime
sahiptir. Karakteristik targina benzer bir kokusu ve ac1 bir tad: vardir. Ozgiil agirhg 1,091-
1,113, asit sayis1 50-85 ve sabunlasma sayis1 160-180 gibi fiziksel 6zelliklere sahip olan sigla
yag1 oda sicaklifinda hekzanda ¢oziinmezken suda eser miktarda ¢oziinmektedir. Kaliteli
iretilmis yaglar fazla su icermemeli ve %60 oranda etanolde ¢oziinebilir olmalidir. Eter ve
aseton gibi c¢oziiclilerde alkolden daha iyi verim alinir. Etanolde ¢oziinmesinden sonra az

miktarda ¢oziinmeyen madde kalabilmektedir [177].

Gilinlimiizde sigla yagi saflagtirilmasi, ham sigla yaginin alkol ekstraksiyonuyla
gerceklestirilir. Sigla yagi hem serbest hem de ester halde bulunan ve toplam agirligin %30-
45'ini olugturan sinnamik asit ile birlestirilmis recine alkollerinden olusur. Bu yagin kimyasal
yapistyla ilgili yapilan arastirmalarda arastirmacilarin kullanmis olduklar1 yontem ve cihazlar
farkli oldugundan ve farkli sonuglar bulunmustur. Sigla yagmin ayrintili kimyasal bilesimi
cesitli raporlarda ana bilesenleri a-pinen (%1,02), benzaldehit (%0,47), B-pinen (%0,15), benzil
alkol (%1,22), asetofenon (%0,19), 1-fenil-1-etanol (%0,17), hidrosinnamil alkol (%41,13);
trans-sinnamil aldehit (%0,24), transsinnamil alkol (%045.07), B-karofillen (% 3,60), stiren (%
1,56) olarak sunulmustur [180]. Bugiine kadar yapilmis arastirmalarda igerisindeki sinnamik
asit, styracin, styrol, styrene, storesinol, storegenin gibi yiiksek molekiil agirlikli major
komponentlerin biyolojik etkilerinden sorumlu bulundugu diistiniilmektedir [174,177].

Hovaneissian ve arkadaslar ticari sigla yaginda yapmis olduklar1 bir ¢alismada ise
simdiye kadar rastlanmayan ve yagin biiyiik bir kismini olusturan benzil benzoat ve benzoik
asit, isovanilin, sinnamik asit ve az miktarda benzil sinnamat bulmuglardir. Sigla yaginin
icerdigi ucucu yaglar (esansiyel yag) lizerine yapilan arastirmalarda ugucu yag miktarinin en
fazla %1 oraninda oldugu bulunmustur. Hafizoglu ve ark. ugucu yag miktarini yaklasik % 0,5

bulmuslardir. [177-182]

Gliniimiizde sigla yagi kozmetik ve parfiim sanayisinde fiksator olarak kullanilir.
Parfiimlerde kullanilmakta olan giizel kokulu ugucu yaglar, sigla yagi ile sabitlenerek 24 hatta
36 saat boyunca u¢gmamalar1 saglanir. Bu nedenle sigla yagi parfiim sanayisinin énemli bir
hammaddesidir. Ulke ekomisine deger katan dogal bir ihrag iiriinii olan sigla yagi sabun
iretiminde oldukga hos bir koku vermesi ve cildi yumusatmasi nedeniyle de hala cazibesini

korumaktadir.

Giinliik agacindan elde edilen sigla yag1 ylizyillardir yore halki tarafindan anti-tilserojenik

ozelligi nedeniyle mide sikayetlerinde bal ile karigtirilarak oral yoldan kullanilmistir. Halk
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arasinda sigla yagi, balgam soktiiriicii ve astim, bronsit gibi solunum yolu hastaliklarinda tercih
edilmektedir. Balzamin yatistirici ve analjezik 6zelligi olduguna inanildigi igin &zellikle
romatizma agrilarin1 azaltmakta kullanilmistir. Antibakteriyel ve skatrizan etkisi varsayilarak
antiseptik amagl yaralarin iyilesmesinde pomat olarak kullanilmis, yanik ve yaranin ¢abuk
iyilesmesi i¢in sigla yagi ve bal karisimi emdirilmis bezler yara bolgesine sarilarak yaki
seklinde uygulanmistir. Ayrica disetlerini giiclendirmek amaciyla ¢ignenerek bukkal yoldan
ayrica agiz yaralari ve aft tedavisinde de kullanilmistir. Pomat ve yaki seklinde uygulandiginda

uyuz ve mantar gibi kagintil cilt hastaliklarinda fayda saglamaktadir.

Halk arasindaki geleneksel uygulamalardan yola ¢ikarak giintimiizde siirdiiriilen bilimsel
caligmalar 1s181inda yagin antibakteriyel, antiseptik, antiparaziter, antioksidan ozellikleri
yaninda yapisinda bulunan esansiyel bilesenlerin nematisidal ve antifungal aktiviteye sahip
oldugu da dogrulanmistir. Pek cok arastirmada antioksidan, sedatif ve antikonviilsan,
genotoksik ve sitotoksik Ozellikleri lizerinde durulmus, yara iyilestirici etkilerini saglayan
epitelizan ve skatrizan 6zelliklerini teyit edebilmek adina sigla yagi in vivo/ in vitro ¢alismalarin
konusu olmustur. Canli organizmalar iizerinde sigla yagimin toksikolojik etkileri heniiz
calisilmamistir, ancak literatiirlere gore sigla yagi kontakt bir alerjen olarak tanimlanmais olup,

alerjenik potansiyele sahip oldugu belirtilmistir [181-190].
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3. YONTEM
3.1. Sigla Yadg

Analiz i¢in Mugla’dan mensei Koycegiz ve Marmaris olmak iizere iki farkli lokal
ireticiden sigla yagi temin edilmistir. Kdycegiz menseili olana calisma siiresince SO-1,
Marmaris menseili olana SO-2 ismi verilmistir. Sigla yagmin etkinlik karsilastirmasi igin

pozitif kontrol olarak yara iyilestirici etkisi kanitlanmis olan Centella asiatica bitkisi ekstresi

“TEKA” (BAYER) kullanilmustir.
3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Fetal Bovine Serum (FBS)

DMEM medium

L-Glutamin

Penisilin-streptomisin

Phospate Buffer Saline (PBS)
RPMI-1640 medium (1X)

Sodyum piriivat

Parafilm

Thiazol Blue Tetrazolium Bromide (MTT)
Tripan mavisi

Tripsin-EDTA 10X

Insan kokenli keratinosit hiicre hatt1
Centella asiatica bitki ekstresi “TEKA”
Sigla Yagi 1 (SO-1)

Sigla Yagi 2 (SO-2)

(Sigma-Aldrich, Almanya)
(Sigma- Aldrich, Almanya)
(Sigma- Aldrich, Almanya)
(Sigma- Aldrich, Almanya)
(Gibco, Almanya)
(Invitrogen, Almanya)
(HyClone, Thermo Scientific),
(Biochrom AG, Almanya)
(Pechiney, Fransa)

(Sigma- Aldrich, Almanya)
(Roche, Almanya)

(Pan, Biotech)

(Cell line services-CLS,Almanya)
(BAYER, Almanya)
(Koycegiz, Mugla, Tiirkiye)
(Marmaris, Mugla, Tiirkiye)

3.3 Kullanilan Sarf Malzemeleri ve Cihazlar

3.3.1.Kullanilan Sarf Malzemeleri
25 cm?’lik hiicre kiiltiir flask1
75 cm?’lik hiicre kiiltiir flask1

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi

(Greiner bio-one, Amerika)
(Greiner bio-one, Amerika)

(TPP, Isvicre)
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CIM-plate 16 (Roche, Almanya)

E-plate 16 (Roche, Almanya)
Cedex Smart Slide (Roche, Almanya)
6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi (TPP, Isvigre)

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi (TPP, isvigre)

50, 100, ve 200 ml’lik cam siseler (Isolab, Almanya),
S5ml, 10ml, 25 mI’lik cam pipet (Isotherm, Tiirkiye),
Sml ve 10 mI’lik steril enjektor (Ayset, Tiirkiye),

15 ve 50 mI’lik santrifiij tlipleri ( Isolab, Almanya),
12 kanalli otomatik pipet (Axygen, Ingiltere),

10, 100, 1000 ve 5000 ul’lik otomatik pipet ucu (Eppendorf, Kanada)

10, 200, 1000 pl’lik mikropipet ucu (Greiner bio-one, Amerika)
2 mL’lik Ependorf tiip (Greiner bio-one, Amerika)
0,2 mI’lik PCR tiipti (Greiner bio-one, Amerika)
Lam ve lamel (Isolab, Almanya)

Sarjli pipetor (Starlab, Almanya)
Kryotiip (2mL) (Greiner Bio-One, ABD)
Hiicre Kaziyic (Greiner Bio-One, ABD)

3.3.2.Kullanilan Cihazlar

Hassas terazi (Ohaus, Avustralya)
Inverted mikroskop (Leica, Almanya)
Laminar flow kabin (Heal Force,Cin)

DNA-RNA ¢aligma kabini HEPA/ UV PCR (UVP) (Kanada)

Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya)

Hiicre sayimi i¢in Cedex XS (Innovatis, Amerika)

Light Cycler 480 (Roche, Almanya)

MagNA Lyser (Roche,Almanya)

MagNA Pure Compact (Roche, Almanya)

Invert 151k mikroskobu (Leica DM 300 invert mikroskop)
Mikroplaka okuyucu (ELISA cihaz) (Biotech,Amerika)
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Mikro santrifiij (Hettich, Almanya)

Masaiistii sogutmal1 santrifiij (Eppendorf, Almanya)
Nanodrop 2000 Spektrofotometre (Thermo Scientific)
PCR Thermal Cycler (Gradient PCR) (Takara, Japonya)
XCELLigence (Roche)

Cytation 3 Multi-Mode Reader (Biotech, Amerika)
RTCA-DP (Roche, Almanya)
Otoklav (Alp, Tirkiye)
Otomatik pipetler (Eppendorf)

Steril COz2 Inkiibatérii (Thermo Scientific)
Sterilizator (Nuve, Tirkiye)

Su banyosu (Nuve, Tirkiye)
Vorteks (Daihan, Giiney Kore)
Derin Donduruculu Buzdolab1 (Altus, Tirkiye)

3.4. Sterilizasyon

Arastirmada kullanilan tiim cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara sarili olarak
kuru sterilizatérde 180°C’de 2 saat, siv1 soliisyonlar ise 121°C, 1.5 atm/Hg’de otoklavda 20

dakika sterilize edilmistir.

3.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
3.5.1. Hiicrelerin hazirlanmasi

Arastirmada Almanya Cell Line Services (CLS, Germany) kurumundan temin edilen ve
fakiiltemiz biinyesinde stokta bulunan insan kokenli HaCaT keratinosit hiicreleri kullanilmistir.
HaCaT keratinosit hiicreleri yapisan tipte (adhere) hiicrelerdir. Bulunduklari yiizeyin alani
biliylimeyi sinirlar, bu nedenle belirli siirelerde pasajlanmasi gerekmektedir. Calismamizda
hiicre yogunlugu tutunduklar1 yiizeyde belli bir seviyeye geldikten sonra enzimatik yolla

ayristirilarak ¢ogaltilmistir.

Stoktan ¢ikarilan HaCaT keratinosit hiicreleri, %20’lik fotal sigir serumu (FBS) ve %1
penisilin-streptomisin igeren DMEM (%1 L-glutamin, %1 sodyum piriivat) besiyeri i¢inde,
flasklarda %95 bagil nem ve %5 CO2’li gaz ortaminda ve 37°C’deki inkiibatorde kiiltiire edildi.
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Cogalan hiicreler yeni 25 ve 75 cm?’lik flasklara pasajlanmis ve deneylerde kullanilmak iizere

hiicre stoklar1 hazirlanmigtir.

3.5.2. Hiicrelerin sayimmi

Arastirmada uygulanan hiicre sayim yontemi asagida maddeler halinde verilmistir:

Sayim yapilmadan Once flasklarda cogalan insan kokenli HaCaT keratinosit
hiicreleri PBS ile yikanmustir.

Kiiltiir kabinin biiyiikliigiine ve hiicrenin yogunluguna bagli olarak, flask yiizeyine
yapisan adhere hiicrelerin kalkmasi i¢in 2 ml tripsin ile muamele edilmistir.
Yaklagik 3-5 dakika inkiibatdrde bekletilerek hiicrelerin yapistiklar1 flasktan
kalkmalar1 saglanmustir.

Tripsinin etkisini ndtralize etmek icin, kalkan hiicrelerin {izerine hemen besiyeri
ilave edilerek, besiyeri-hiicre karisimi santrifiij tiipii olan falkona aktarilmustir.
1200 rpm’ de 5 dakika santrifiijden sonra, supernatant atilmig ve kalan pelet tizerine
Iml %20’luk FBS (fétal sigir serumu); %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-
glutamin iceren DMEM besiyeri eklenerek ve pipetleme yapilmustir.

Pipetlemeden sonra, 96’lik plakalara ekim yapilmadan once hiicreler CEDEX
(hiicre sayici1) cihazi yardimiyla sayilmistir. Hiicre sayim islemlerinde hiicreler

Tripan mavisi soliisyonu ile boyanarak sayimlar gergeklestirilmistir.

HaCaT keratinosit hiicrelerine MTT, Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sisteminde (RTCA-

DP) proliferasyon ve migrasyon belirlenmesi, scratch deneyi ve Real-Time PCR yontemleri

uygulanmadan Once her seferinde Tripan mavisi soliisyonu ile boyanarak hiicre sayimi

yapilmistir.

3.5.3. MTT yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

HaCaT keratinosit hiicrelerinde; sigla yaginin etkin oldugu konsantrasyonlarin tespiti i¢in

MTT yontemine bagvurulmustur. MTT Ol¢limii, in vitro kosullarda hiicre metabolizmasini,

canlilig1 ve sitotoksisiteyi 6l¢mek icin uygulanan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir. Bu

yontem, canli hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesine dayanmaktadir

[191]. Canlilig1 azaltan; fakat 6ldiirmeyen 6zellikteki, sar1 renkli, suda ¢oziinebilen tetrazolium
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tuzu (MTT), hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve suda ¢dziinmeyen koyu mavi renkli

formazona indirgenir.

Daha net bir ifadeyle; bu yontem saglam hiicrelerde mitokondrinin MTT boyasinin
tetrazolium halkasini pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bir mitokondrial enzim olan
stiksinat ~ dehidrogenaz enziminin aktivitesine bagimlidir. Tetrazolium halkasinin
parcalanmasiyla soluk sar1 renkli MTT boyast koyu mavi formazon iiriiniine doniismektedir.
Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta, 61t
ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir. DMSO, isopropanol veya
diger uygun ¢oziicii ilavesi yapildiginda formazon kristaller ¢oziinerek serbest kalir ve
kolorimetrik olarak tespit edilebilir hale gelir. Cozlinen materyalin optik dansitesi, ¢oziinmiis
olan formazonun miktarmin verdigi absorbansa gore spektrofotometrik olarak olgiilebilir.
Hiicrelerin MTT indirgeme o6zelligi mitokondrinin saglamligi ve metabolik aktivitesinin
taninmasini saglar. Bu da hiicre canliliginin 6lgiitii olarak tanimlanir. Spektrofotometrik olarak
oOlgiilen deger yasayan hiicre sayisi ile dogru orantilidir. MTT analizi sonucunda elde edilen
boya yogunlugu gozle goriilebilir diizeyde canli hiicre sayisiyla korelasyon gosterir. Bu yontem

daha ¢ok hizli ¢ogalan ve mitokondriyal aktivitesi yliksek olan hiicre dizileri i¢in uygundur.

Arastirmamizda her MTT de 0,02 gr sigla yagi, 100 pL. DMSO ile ¢oziinmiis ve farkli

konsantrasyonlar her deney Oncesinde taze olarak hazirlanarak ol¢timler yapilmstir.

3.5.4. Gercek zamanl hiicre analiz sistemi (RTCA-DP) kullanilarak hiicre

proliferasyonunun elektriksel empedans teknigi ile belirlenmesi

RTCA-DP, elektriksel empedans Olcerek hiicre canliligini tespit eder ve giinlerce,
istenilen araliklarla bu 6l¢iimii devam ettirerek gercek zamanli veriler olusturur. Olgiimiin
gerceklesmesi icin, calisilan hiicrelerin hiicre kiiltiirii kabinin (E-plaka) tabanina tutunabilmesi
gerekmektedir. E-plakadan sistem tarafindan alinan degerler, literatiirde kabul edilen birimsiz
‘cell index (CI)’ (hiicre indeksi) degeri olarak hesaplanir. Bu deger, hiicreler E-plakanin

tabanin1 kaplayip ¢ogaldikga verilen elektriksel yanitla paralel olarak artar.

Ruiicre (f1) 1)

Hilere indeksi (CI) = maks;—; __n+ (W_
L1}
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Ruiicre ya da Ro degerleri plakanin her bir géziinde bulunan hiicreli ya da hiicresiz alanlarin

verdigi direncin sikligina gore ol¢iiliir.
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Sekil 3.1. RTCA DP cihazinda e-plakalarda ki hiicre sayisinin artisina bagl olarak Hiicre Indeks (CI)
degerlerinin gosterilmesi [192]

Arastirmamizda proliferasyon ¢alismasinda her bir hiicre hatt1 i¢in 3 adet 16 kuyucuklu
altin elektrot kapli E-plaka kullanilmigtir. Hiicrelerin yeterince ¢ogalip ¢ogalmadiginin ve hiicre
canliliginin belirlenmesi i¢in Cedex cihazinda hiicreler sayilmis ve her kuyucuga 100 pl

besiyeri iginde 10.000 hiicre olacak sekilde ekilmistir.

Oncelikle kullanilacak E-plakalara 100 pl hiicreye ait besiyeri ekilip ve cihazda ilk okuma
alindiktan sonra E-plakalar cihazdan ¢ikarilip 100 pl besiyeri lizerine 10.000 hiicre ekilmistir.
30 dakika steril kabinde bekletilen plakalar daha sonra cihaza yerlestirilmis ve saatte 1 6lgiim

alacak sekilde cihaz programlandiktan sonra deney baslatilmistir.

HaCaT keratinosit hiicreleri belirli bir indeks degerine ulasinca cihaz durdurulmus ve
hiicre-besiyeri karigimindan 100 pl ¢ekilip atilmistir. Taze hazirlanmis sigla  yag

konsantrasyonlar1 E-plaka kuyucuklarina 100 pl medyum i¢inde uygulanmaistir.
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RTCA-DP’de uygulanacak konsantrasyonlar, 6n tarama testi olan MTT ydntemine gore
secilmistir. MTT sonuglarina gore tespit edilen hiicre canliliginin devam edebildigi non-toksik
konsantrasyonlar 0,1 pg/ml (100 ng/ml), 0,01 pg/ml (10 ng/ml) ve 0,001 pg/ml (1 ng/ml)

olarak belirlenmistir. E-plakalarda konsantrasyonlarin yerlesimi Sekil 3.2°da verilmistir.

E-plakalar steril kabinde yaklasik 15 dakika bekletildikten sonra cihaza yerlestirilmis
ve program kaldig1 yerden devam ettirilmistir. Ger¢gek zamanh 6lgiimler kayit altina

alinmustir.

100 ng / mi

100 00 OQL

4] OO OO0 OO

SO0 00 OO0
OO OO0 OO
00 OO0 OO
=00 00 00

= [OO | OO OO
e CIC)) LX) L s

10ng/ mi

Sekil 3.2. RTCA-DP kullanilarak hiicre proliferasyonu analizi i¢in e-plakalarda uygulanan konsantrasyonlarin
yerlesimi (S-1: Sigla-1, S-2: Sigla-2, T: TEKA; 1 ng=0.001 uM, 10 ng=0.01 uM, 100 ng=0.1 uM)
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3.5.5. RTCA-DP ile migrasyonun belirlenmesi

RTCA-DP sistemi kullanilarak HaCaT keratinosit hiicre hattinda sigla yaginin hiicre
migrasyonuna etkileri ger¢ek zamanli olarak kayit altina alinmistir ve bilgisayar baglantili

sistemle es zamanli olarak izlenmistir.

CIM plakalar iki odal1 bir sistem olup hiicrelerinin gegisine izin veren mikro goézenekli
membrandan olusmustur. Hiicreler serumsuz medyum ile iist odaciga ekilirler. Ust odaciktaki
hiicreler porlu membranm1 gegerek alt odaciktaki serumlu medyuma dogru hareket ederler.
Migrasyon Ozelligine sahip hiicreler serumsuz medyumun oldugu odaciktan serumlu
medyumun oldugu alt odaciga gegme egilimindedirler. Dolayisiyla migrasyonu hizli olan
hiicreler daha ¢ok alt odaciga gecerek cogalirlar ve gecis sirasinda cihaz tarafindan sinyal alinir.

Migrasyona ugramayan hiicreler ise iist odacikta kalirlar ve sinyal alim1 ger¢eklesmez.

RTCA-DP sistemi ile 16 kuyucuklu CIM plaka (CIM PLATE 16) (Sekil 3.3) kullanilarak
hiicrelerin farkli konsantrasyonlardaki migrasyon davraniglari incelenmistir. RTCA-DP’de
migrasyon i¢in uygulanan konsantrasyonlar 0,1 pug/ml (100 ng/ml), 0,01 pug/ml (10 ng/ml) ve
0,001 pg/ml (1 ng/ml), 6n tarama testi olan MTT yoOntemine gore secilmistir. Migrasyon

calismasi i¢in uygulanan yontem asagida basamaklar halinde verilmistir:

e CIM plakanin alt odacigina 160 pl serumlu medyum eklenmis ve iist odacik ile alt
odacik bir hamlede birlestirilmistir.

e Daha sonra iist odaciklara 20 pl serumsuz medyum eklenmistir.

e CIM plaka 1 saatligine siiresince 37°C’de inkiibasyona birakilmustir.

e 1 saatlik inkiibasyondan sonra cihazdan ilk 6lgiimler alinmstir.

e Kuyucuklarda problem olmadigindan emin olunduktan sonra {ist odaciktaki her
kuyuya 100 pL serumsuz besiyeri igerisinde 2x10* hiicre ekilmistir.

e Uygulama sonrasinda CIM plaka cihaza yerlestirilmistir.

e Cihaz 72 saat boyunca her 10 dakikada bir 6l¢lim alacak sekilde programlanarak analiz
baglatilmistir.

e (Cihazda elde edilen hiicre indeksi degerleri, RTCA-DP analiz programi kullanilarak

slope grafigine aktarilmistir.
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Sekil 3.3. Invazyon ve migrasyon calismalarinda kullanilan 16 kuyucuklu CIM plaka

CIM plaka iizerinde konsantrasyonlarin yerlesimi asagida Seki 3.4’de verilmistir:

HaCat 20,000 HaCat 20,000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000
50-1 1 ng/mi 50-1 1ng/ml 502 1 ngfmil 50-2 1ngfml Teka 1ngfmil Teka 1 ng/mil
HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000
50-1 1 ng/mi 50-1 1ng/ml 502 1 ngfmil 50-2 1ng/ml Teka 1ngfml Teka 1 ng/mi
HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000
501 10ng/ml 50-1 10ng/ml 502 10 ngfmil 50-1 10 ng/ml Teka 10 ng/ml Teka 10 ng/mi
Halat 20,000 HaCat 20,000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000
S0-1 10ng/mil S0-1 10 ng,/mi S0-2 10 ngfmil £0-2 10ng/mil Teka 10 ng/mil Teka 10 ngfmi
HaCat 20,000 HaCat 20,000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000
50-1 100 ng/ml 50-1 100 ng,/mil 50-2 100 ng/mil 50-1 100 ng/ml Teka 100 ng/ml Teka 100 ng/mi
HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000
50-1 100 ng/mil S0-1 100 ng,/mi S0-2 100 ng,/mi S0-2 100 ng/mil Teka 100 ng,/mi Teka 100 ngfmi
HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000
kontrol komtrol korntrol kontrol ko rtrol kontrol
HaCat 20,000 HaCat 20,000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20.000 HaCat 20,000
koterol kottrol kotrol kontrol ko ptrol kontrol

Sekil 3.4. RTCA-DP kullanilarak yapilan hiicre migrasyonu analizi icin CIM plaka konsantrasyonlarin yerlesimi
(SO-1: Sigla-1, SO-2: Sigla-2, T: TEKA, standart 1 ng=0.001 uM, 10 ng=0.01 uM, 100 ng=0.1
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3.5.6. Scratch assay metodu ile hiicre migrasyonunun incelenmesi

Scratch assay teknigi HaCaT keratinosit hiicrelerinin migrasyon, yayilma ve dagilim

davraniglarinin mikroskop altinda fotograflayarak incelenmesini saglayan bir yontemdir.

Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara saglikli bir sekilde ekildikten sonra steril pipet ucu kullanilarak

hiicreler iizerinde dogrusal bir insizyon ile yara acikligi modeli olusturulur. 0.saat 24.saat ve

48.saatte yara agikliklart invert bir mikroskop yardimiyla fotograflanir ve yaranin her iki ucu

arasindaki mesafe Ol¢iiliir. Arastirmada uygulanan Scratch assay metodu asagida basamaklar

halinde verilmistir:

SO-1 ve SO-2 nin yara iyilesmesi tizerine etkileri belirlemek amaciyla 6 kuyucuklu
plakalara HaCaT keratinosit hiicreleri 1x10° hiicre olacak sekilde ekilmis ve yapismasi
icin 24 saat bekletilmistir.

Daha sonra yaklasik %90 yogunlukta monolayer seklinde olan HaCaT Keratinosit
hiicreleriyle in vitro yara modeli olusturmak amaciyla; 200 pL’lik steril pipet ucu
kullanilarak, yaklasik 1 mm dogrusal bir agiklik olusturulmus ve kuyucuklar PBS ile
yikanmuigtir.

Bu olusan aciklik 0. saat kabul edilerek fotograflanmistir. RTCA-DP cihazinda
kontrolden daha fazla proliferasyon yapan konsantrasyonlar bu deney i¢in se¢ilmistir.
SO-1, SO-2 ve TEKA igin 0,1 pg/ml (100 ng/ml), 0,01 pg/ml (10 ng/ml) ve 0,001
ug/ml (1 ng/ml) konsantrasyonlar1 uygulanmuistir.

Sirayla 24.saat ve 48.saat inkiibasyon sonunda SO-1, SO-2 ve TEKA
konsantrasyonlarinin, olusturulan yaralarin kapanma miktarlarina olan etkileri invert
151k mikroskobunda (Leica DM 300 invert mikroskop) goriintiilenmistir. Her 6l¢iim 3
kez tekrar edilmistir.

3.5.7. Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time-PCR) yontemi ile

COL1A1 mRNA ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi

Kollajen, dokular arasi alani dolduran ekstraseliilar matriksin (ECM) 6nemli bir

bilesenidir. Giliniimiize kadar bir¢ok kollajen tipi bulunmustur. Tip I kollajen ECM’de en fazla

bulunan kollajen tipidir. Iki al ve bir tane a2 zincirlerinden olusan heterodimerik bir molekiil

olan kollajen, COL1A1 ve COL1A2 genleri tarafindan sifrelenir.
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PCR, 1985 yilinda Cetus sirketinden Kary Mulis tarafindan ilk uygulamas: yapilan bir
teknik olup, belirli bir DNA par¢asinin kopyalanmasina ve ¢ogaltilmasina olanak saglayan
in vitro bir yontemdir. PCR uygulamalar1 igin ilgili gen bolgesine ait baz dizisinin (primer)
bilinmesi gereklidir. Kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklikta denatiire edildikten sonra, baz
dizilerinin tek iplikli DNA bolgeleri iizerinde kendilerine tamamlayici olan boélgelerle
hibridizasyonu yapilmaktadir. Primerlerin hedef dizilere 6zgiin baglanmasi diisiik sicakliklarda
gerceklesmektedir. DNA polimeraz enziminin, uygun tampon ve deoksiriboniikleozid trifosfat
varliginda; primerin 3’ ucundan uzayarak yeni tamamlayict DNA ipligini sentezledigi
gosterilmistir. PCR’1n bir dongiisii, denatiirasyon, annealing (yapigma) ve extension (uzama)
olmak tizere ili¢ asamadan olusur ve dongiilerin defalarca tekrarlanmasiyla sonug elde

edilmektedir.
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Sekil 3.5. PCR asamalari

Amaca uygun olarak farkli PCR teknikleri kullaniimaktadir. Real Time (gercek zamanli)
PCR, hedef DNA parcasinin hem amplifikasyonu hem de miktarinin saptanmasi i¢in kullanilan
bir yontemdir. Real Time PCR’da firiinlerin analizi reaksiyon esnasinda yapildig1 icin diger
PCR tekniklerinde kullanilmakta olan agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor 6tesi 151k

altinda goriintiilenmesi gibi islemlere gerek kalmaz. Prosediir sirasinda PCR protokolii

54



kullanilirken DNA miktarinin her amplifikasyon sonrasi dl¢tilmesi, reaksiyona “Real Time”
yaklagimini kazandirmaktadir. Real-time PCR iiriinlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde,
diziye 6zgiin olmayan floresan boyalardan (DNA 6l¢limii sirasinda ¢ift sarmal DNA’ya yapisan
floresan boyalar) ya da diziye 6zgiin problardan (DNA ile birlestiginde floresan veren modifiye
oligoniikleotitler) yararlanilmaktadir. Amplifikasyon sonucunda olusan DNA molekiili
(amplikon) ile dogru orantili olarak floresan 1s1ma meydana gelmektedir. Real-time PCR
reaksiyon esasinda her bir PCR siklusunda yeterli miktarda tirtiniin verdigi floresans 1s13a gore

calisip reaksiyonu agama asama sonuna kadar olusan iirlinii kontrol eden bir sistemdir.

PCR i¢in sadece DNA oOrnekleri kullanilmaktadir. Ancak, hiicrelerden elde edilen
RNA’lar Polimeraz zincir reaksiyonunda dogrudan kullanilamadiklarindan, once revers
transkriptaz (RT) enzim reaksiyonu ile komplementer DNA’ya (cDNA) gevrilirler. Bu olaya

revers transkripsiyon denir [193].

Sekansa bagimli 6l¢iim tekniklerinde sadece PCR sirasinda olusan iiriiniin sekansina 6zgii
oligoniikleotid hibridizasyon problarina baglanan floroforlar kullanilir. Bunlar tek isaretli
problar (SimpleProb), hibridizasyon problar (HybProbe) ve hidroliz problar (TagMan,

Molekiiler Beacons ve Scorpions) olarak belirtilmistir.

TagMan sistemi prob hidrolizi olarak da tanimlanmaktadir. Sistemde bir proba bagl iki
floresan boya (florokrom) kullanilmaktadir. Probun 5’-ucuna “reporter yani haber veren
florokrom” ve 3’- ucuna “quencher, yani baskilayan florokrom” baskilayici floresan boyalar
ilave edilmistir. Bu prob, ekspresyonuna bakilacak gen mRNA’s1 i¢in spesifik olup, mRNA

spesifik oligo primer baglanma sekansinin oniinde yer alacak sekilde diizenlenmistir.

Ekspresyonuna bakilacak gen mRNA’s1 i¢in kullanilan oligo primerler, denatiire olmusg
primer spesifik cDNA sekansina baglanir ve bunu takiben DNA polimeraz, oligo primeri
kullanarak mRNA karsit zincirini sentezlemeye baslar. Kullanilan DNA polimeraz enzimi
5’ niikleaz aktivitesine sahiptir. Hazirlanan probun ucundaki boyalar mRNA sekansina
baglandiklarinda herhangi bir 1s51ma vermemektedir. mRNA sekans dizisini ¢ogaltan DNA
polimeraz, prob ile karsilastiginda, probun 5° ucundaki boyanin hidrolize olmasina neden olur
ve buna bagli olarak da bir 1s1ma meydan gelmektedir (Sekil 3.6) [194]. Bu 1simanin miktar1
ekspresyonuna bakilacak gen mRNA miktar1 ile dogru orantilidir. Probun iki ucunda floresan
raportdr ve baskilayici boyalar bulunmaktadir. Bu boyalar birbirlerini baskilarlar. Uzama

esnasinda prob kirilir ve boyalardan biribiri tizerindeki baskis1 kalkar ve 1s1ma gozlenir.
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Sekil 3.6. TagMan teknigi asamalari

Niceliksel 6l¢iimde miktar1 belirlenmek istenen 6rnekler, icerdigi cDNA miktar bilinen
standartlarla PCR sonunda karsilagtirilmaktadir. Bu standartlarin amplifikasyonlari, her dokuda
ayni ifade edilen genlerle (housekeeping genler) gerceklestirilir. Housekeeping genler; belirli
bir tiirde veya organizmada her hiicre i¢in her zaman sabit diizeylerde eksprese olan genlerdir.
Kesisme noktasi1 (Crossing point: CP) her dongiide esit miktarda PCR {iriiniiniin olustugu
noktay1 ifade etmektedir. Bu standart 6rneklerin esik degerine (CP) girdikleri dongii, PCR
cihaz1 tarafindan saptanmaktadir ve miktar1 belirlenmek istenen esas oOrneklerle
karsilastirilmaktadir. Reaksiyon sonunda, standartlarin esik degerleri belirlenerek bir egri
olusturulur. Miktarlar1 bilinmeyen 6rneklerin bu egriyi kestigi dongiiler belirlenerek miktar
sayimi yapilabilmektedir. Goreceli (relative) sayima gore calisilacak her iki drnek i¢in farkl
karigim hazirlanir. Bu karigimlardan birinde housekeeping genlerine ait primerler bulunurken,
digerinde hedef genin primerleri bulunmaktadir. PCR sonunda hedef genin degeri, referans

genin degerine oranlanarak 6lg¢iiliir ve normalize edilir.

Bu aragtirmada yontemde total RNA’dan cDNA sentezi ve kalip cDNA’dan da COL1A1
geninin  amplifikasyonu  gerceklestirilmistir.  Housekeeping gen olarak GAPDH
(glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase) kullanilmistir. Arastirmada Real Time-PCR

yontemi ile ilgili uygulama basamaklar1 asagida basliklar halinde verilmistir.
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3.5.6.1. Total RNA izolasyonu

SO-1, SO-2 ve TEKA konsantrasyonlar1 ile HaCaT hiicrelerinin inkiibasyonundan sonra,
total RNA izolasyon robotu MagNA Pure Compact (Roche) kullanilarak total RNA
izolasyonlar1 yapilmistir. SO-1, SO-2 ve TEKA nin 0.1 pg/ml (100 ng/ml), 0.01 pg/ml (10
ng/ml) ve 0.001 ug/ml (1 ng/ml) konsantrasyonlar1 ile 24 ve 48 saat inkiibe edilen HaCaT
keratiosit hiicrelerinden, total RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyon basamaklar1 agagida

verilmistir:

e Inkiibe edilen hiicreler kaldirildiktan sonra santifriij edilir.

e 2 mL PBS ile yikanir ve tekrar santifriij edilir.

e 220 pl lysis buffer konur, pipetaj yapilir ve hiicre zar1 patlatilir.

e Robotun sample tiipiine 200 pl olarak aktarilir.

e Robottan 30 dk i¢cinde 50 pul RNA izole edilir.

e izole edilen RNA’lar miktar tayini icin nanodrop cihazina gonderilir.

e {leri ¢alismalar icin saklanmak istenen RNA -20°C veya -80°C ‘lik tanka gonderilir.

RNA verimi Nanodrop cihazi kullanilarak 260 nm ve 280 nm optik dansitede
spektrofotometrik dl¢iim yapilarak belirlenmistir. RNA’dan cDNA yapim asamasina gegmeden
once RNA miktarlar1 esitlenir. Bunun i¢in nanodrop cihazindan alinan 6l¢iim RNA sonuglari
kullanilir. Daha sonra cDNA sentezi i¢in her bir 6rnekten esit miktarda RNA (100 ng/6rnek)
PCR asamasi i¢in kullanilmistir. HaCaT RNA Nanodrop sonuglari (48h) Tablo 3.1°de

verilmigtir.

Tablo 3.1. HaCaT RNA Nanodrop sonuglart (48h)

Uygulama Doz Absorbans
SO-1 1 ng/ml 351,6
SO-1 10 ng/ml 372,6
SO-1 100 ng/ml 289,3
SO-2 1 ng/ml 340,7
SO-2 10 ng/ml 417,1
SO-2 100 ng/ml 2747
TEKA 1 ng/ml 329,4
TEKA 10 ng/ml 379,5
TEKA 100 ng/ml 463
Kontrol 610,4
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3.5.6.2. cDNA sentezi

Genlerin mRNA ekspresyonlarina bakabilmek icin ilk olarak elde edilen total RNA’larin
komplementer DNA’ya (cDNA) c¢evrilmesi gerekmektedir. RNA izolasyondan sonra
‘Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit” (Roche Diagnostics, Almanya) kullanilarak

reverse transkripsiyon (RT) reaksiyonu ile cDNA eldesi saglanmustir.

Bu islem i¢in tiim total RNA havuzundaki kii¢iik poli(A) havuzuna spesifik primerler
olan oligo (dT) primerler kullanilmistir. Her bir PCR tiipiine 6rnek basima 100 ng total RNA
(1000 / nanodrop RNA sonucu), 1 pl Oligo (dT) konulmus ve toplam hacim 11.4 pl’ye distile
su ile tamamlanmigtir. Her bir 6rnek tiipti thermal cyclerda 10 dakika 65°C’de 1sitilarak kalip-

primer karisimi denature edilmistir.
Tiip igerigine;

e 4 ul Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction Buffer,

0.5 pl protector RNase inhibitorii (20U),

2 ul ANTP (deoxynucleotide mix) karisimi (her biri 10mM ),

1 ul DTT (5mM),

12,5 pl Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase (10U) ilave edilerek toplam

hacim 20 pl’ye tamamlanmustir.

Daha sonra tiipler 55°C’de 30 dk, 85 °C’de 5dk PCR Thermal Cycler cihazinda inkiibe
edilmistir. Elde edilen cDNA’lar, Real Time-PCR’da amplifikasyon i¢in kullanilmistir.

3.5.6.3. RT-PCR (Real time PCR) ile mRNA ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi

RT-PCR ile HaCaT keratiosit hiicre hatlar1 izerinde SO-1, SO-2 ve TEKA’nin 0,1 pg/ml
(100 ng/ml), 0,01 pg/ml (10 ng/ml) ve 0,001 pg/ml (1 ng/ml) konsantrasyonlarinda COL1A1
mRNA ekspresyon diizeyleri aragtirilmistir. RT-PCR yOntemi, cihaza uygun kit ve primerler
kullanilarak tek adimda uygulanmistir. Elde edilen ¢cDNA’lar, LightCycler® 480 RT-PCR
cihazinda, COL1A1 genine spesifik TagMan’l1 primer ve PCR kit kullanilarak kit protokoliine
gore her bir ornekten 3 tekrar olacak sekilde, cihazda optimize edilerek c¢ogaltilmistir.

Housekeeping gen olarak GAPDH kullanilmistir.
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Light Cycler PCR 480’e uyumlu 96°lik clear plakalara yiiklenen kimyasallar sirasiyla
Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3. 2. Light Cycler PCR uyumlu clear plakalara yiiklenen kimyasallar

Sira Kimyasal Miktar

1 H20 4 ul
10 pl (LightCycler® 480 Probe Master kiti REF:
04 707 494 001 COL1AL igin)

3 Primer (Tagman’l1) 1 ul (COL1A1/ GAPDH )

4 cDNA S5ul

2 Prob Master

Hazirlanan bu karisim 96’lik plakaya COL1A1 ve GAPDH i¢in ayr1 ayr ylklenmistir.
Yiikleme isleminden sonra 96’lik plaka Light Cycler 480 cihazina yerlestirilip 6rneklerin
niceliksel Ol¢iim miktarlar1 belirlenmistir. Sonuglar ‘Advanced Relative Quantification’

programi kullanilarak, siglanin COL1A1 ekspresyonu tlizerindeki etkileri karsilastirilmistir.

3.6. Sigla Yag icerik Analizi

Aragtirma kapsaminda deneylerde kullanlan numune sigla yaglart (SO-1 ve SO-2)
icindeki etken maddelerin kalitatif ve kantitatif analizleri yapilmistir. Analizler Eczacilik
Fakiiltesi biinyesinde bulunan Doping ve Narkotik Maddeler Analiz Laboratuvari (DOPNA-
LAB) tarafindan yapilmistir.

Numuneler su ve metanol igerisine alinarak ultrasonik banyoda 10 dakika bekletilmis,
ardindan karsirimlar 0,22 pm goézenek caplit PTFE veya CA siringa ucu filtrelerden siiziilerek
Shimadzu marka IT-TOF/MS (Shimadzu, Kyoto, Japonya) yiiksek ¢Oziiniirlikli kiitle
spektroskopisi (HRMS) sistemiyle analiz edildi. Elektronsprey iyonizasyon (ESI) teknigiyle
pozitif ve negatif modda analiz edilmistir. Mobil faz olarak % 0,1 Formik asit iceren Asetonitril
ve su karigimi gradyan olarak kullanilmistir. MS sartlar su sekildedir; high voltage probe, -3.5
kV (Negatif ESI i¢in 3.5 kV); nebulizing gaz akis hizi, 1.5 L/min; CDL sicakligi, 200 °C; heat
block sicakligi, 200 °C; drying gaz basinci, 200 KPa. TOF dedektor voltaji 1.6 kV’dir. LC kismi
iki adet LC-20AD dual pompa, DGU-20A3R degasser tinitesi, CTO-10ASvp kolon firini, SIL-
20AC otoornekleyici and SPD-M20A PDA detektorden olusmustur. Ters faz kromatografik
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ayrimin yapildig1 analizlerde Shim-Pack FC-ODS (150 x 2 mm, 2 um) C 18 HPLC kolonu
kullanilmigtir. 0,1 % Formik asit igeren Su/Asetonitril karsimi gradient olarak karistirilarak
hareketli faz olarak kullanilmistir. Datalar LCMSsolution (v. 3.80) yazilimi kullanilarak proses
edilmistir. PDA veya MS spektrumlarinda yogun olarak tespit edilen piklerin kiitleleri
kullanilarak drugbank (drugbank.ca) online veri tabani ve literatiir bilgisinden faydalanilarak
tarama gergeklestirilmistir. Bulgular kisminda raporladigimiz Tablo 4.3 de yer alan sonuglar

elde edilmistir.

4. BULGULAR
4.1. MTT Yontemine fliskin Sitotoksisite Bulgular

Hiicrelerin yeterince ¢ogalip ¢ogalmadiginin ve hiicre canliligin degerlendirilmesinde,
hiicrelerin sayimlar1 yapildiktan sonra 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 10.000 hiicre
olacak sekilde besiyeri ortamina ekilmistir ve yapismalart i¢in 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Sigla yaginin hazirlanan stok soliisyonundan, hiicre kiiltiir besiyeri i¢inde gerekli
seyreltmeler yapilarak farkli konsansantrasyonlarda, plakalara yapisan HaCaT keratinosit
hiicrelerine uygulanmistir. Daha sonra plakalar tekrar 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Kontrol kuyusuna DMEM besiyeri ve %0,1 oranda DMSO uygulanmustir. inkiibasyon siiresi
sonunda plakanin i¢indeki besiyeri atilmis ve kuyucuktaki hiicreler iizerine, 100 pL MTT
soliisyonu ilave edilerek hiicreler 3 saat daha inkiibatérde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda her kuyucuk 100 pL DMSO ile muamele edilip ve 540 nm dalga boyunda CYTATION
cihazinda absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. Elde edilen absorbans degerleri, hiicrelerin
metabolik aktivitelerini vermistir. Bu degerde yasayan hiicre sayisi ile iliskilendirilmistir.
Caligilan konsantrasyonlar 50, 25, 12.5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39 pug/ml ve 100, 10, 1, 0,1,
0,01 pg/ml olarak belirtilmistir. MTT yontemi sonucunda toksik olmayan konsantrasyonlar 0,1

pg/ml (100 ng/ml), 0,01 pg/ml (10 ng/ml) ve 0,001 pg/ml (1 ng/ml) olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1. MTT 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, 0.78, 0.39 ug/ml dozlarda hiicre canliligr grafikleri (*p<0.05,
*p<0.01, ***p<0.005, kontrole karst anlamlilik)
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Sekil 4.2. MTT 100, 10, 1, 0.1, 0.01 ug/ml dozlarda hiicre canliligi sonug grafikleri (*p<0.05, kontrole karsi
anlamlilik)

4.2. RTCA-DP Yontemine iliskin Proliferasyon Bulgulari

SO-1 ve SO-2 ile yapilan MTT denemelerine gore 0,1 pg/ml (100 ng/ml), 0,01 pg/ml (10
ng/ml) ve 0,001 pg/ml (1 ng/ml) konsantrasyonlarinda yapilan hiicre kiiltirii sonuglarinda
HaCat hiicrelerinde toksisiteye rastlanmamustir. Sitotoksisite agisindan bu doz arali§inin
glivenli oldugu sonucuna ulagilmigtir. 72 saat boyunca yapilan RTCA-DP analizine gore hiicre
proliferasyonunda ve migrasyonunda zamana bagimli olarak 0,001 pg/ml (1 ng/ml)
konsantrasyonlarinda anlamli bir artis gozlenmistir. Asagida uygulanan maddelere iliskin

RTCA-DP analiz grafikleri Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5°da verilmistir.
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Sekil 4.3. Sigla-1 i¢in RTCA-DP hiicre proliferasyonu analiz sonuglart (1 ng = 0.001 uM; 10 ng = 0.01 uM;
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Sekil 4.5.TEKA i¢in RTCA-DP hiicre proliferasyonu analiz sonuglari (1 ng = 0.001 uM ; 10 ng = 0.01 uM; 100

ng = 0.1 uM)
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4.3. RTCA-DP Yéntemine Ilisgkin Migrasyon Bulgular

72 saat boyunca yapilan RTCA-DP analizine gore hiicre migrasyonunda zamana bagimli

olarak 1ng/ml (0,001 pug/ml) konsantrasyonunda anlamli bir artis gdzlenmistir.

KONTROL

SIGALA-1: 1 ngfml
SIGALA-1: 10 ng/fmi
SIGALA-1: 100 ng/mi

Cell Indax

oe0e

oo S0 100 150 200 30 300 0 £00 450 00

Time (in Haur)

Sekil 4.6. Sigla-1 (SO-1) konsantrasyonlarimin HaCaT keratinosit hiicrelerindeki migrasyon etkisinin
RTCA-DP de izlenmesi (n=6)

Slope (1/hr)

00054

00010+

Kontrol 0.001 pM 0.01 pM 0.1 pM

Sekil 4.7. RTCA-DP sisteminde HaCaT keratinosit hiicrelerinde SIGLA-1 konsantrasyonlarinin 72 saat sonraki
slope degerleri (n=6, orttst.sapma)
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Sekil 4.8. Sigla-2 (SO-2) konsantrasyonlarimin HaCaT keratinosit hiicrelerindeki migrasyon etkisinin RTCA-
DP’de izlenmesi (n=06).
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Sekil 4.9. RTCA-DP sisteminde HaCaT keratinosit hiicrelerinde SIGLA-2 konsantrasyonlarimin 72 saat sonraki
slope degerleri (n=6, orttst.sapma)

=
w0

=
=1

2
=

o5 E. | @ xonTROL
e “| @ TEKA:1ng/ml
So0s B :

84 E | @ TEKA: 10 ng/ml

02 | ©  TEKA:100 ng/ml

i} 50 100 150 200 30 300 350 400 450 S0.0

Time {in Hour)

Sekil 4.10. TEKA konsantrasyonlarimin HaCaT keratinosit hiicrelerindeki migrasyon etkisinin
RTCA-DP de Izlenmesi (n=6)
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Sekil 4.11. RTCA-DP sisteminde HaCaT keratinosit hiicrelerinde TEKA konsantrasyonlarmin 72 saat sonraki
slope degerleri (n=6, orttst.sapma)

4.4. Scratch Assay Metoduna iliskin Hiicre Migrasyon Bulgulari

Scratch analizine goére 48.saat sonunda hiicre migrasyonunda zamana bagimli olarak
Ing/ml (0,001 pg/ml) konsantrasyonunda yaranin her iki yakasindaki mesafenin anlamli bir

sekilde kapandig1 gbzlemlenmistir. Scratch analizi goriintiileri Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil

4.14°de verilmistir.
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Concentrations Oh 24 h 48 h

Control

sO-1
0.001 pg/m1

SO-1
0.01 pg/ml

SO-1
0.1 ng/ml

Sekil 4.12. Sigla-1 icin scratch analizi goriintiileri
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Concentrations
(ug/ml)

Control

SO-2
0.001 pg/ml

SO-2
0.01 pg/ml

SO-2
0.1 png/ml

e

L

RS

F

Sekil 4.13. Sigla-2 icin scratch analizi goriintiileri
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Concentrations Oh 24 h 48 h

(ng/ml)
Control
v F292.364 ym 1
#51.286 L) r_ 353242 pm _‘
TEKA g i
0.001 pg/ml e
}—-459 370 pm ——f | S
3 1-325.029 pum = 205.749 pm
l,"_
:
‘!
TEKA -3
0.01 ng/ml 3
g 333.624 pm —|
f—as5.206 ——J e ) 210.080 um
TEKA ‘f
0.1 pg/m1l ,
—454.835 ym ——
k1 340.119um — 225.229 um

Sekil 4.14. TEKA icin scratch analizi goriintiileri

4.5. RT-PCR mRNA Ekspresyon Bulgular:

RT-PCR ile yapilan inceleme sonucunda HaCaT keratiosit hiicre hatlar1 tizerinde SO-1,
SO-2 ve TEKA’ nin 0,1 pg/ml (100 ng/ml), 0,01 pg/ml (10 ng/ml) ve 0,001 pg/ml (1 ng/ml)
konsantrasyonlarinda COLIA1 mRNA ekspresyon diizeyleri degisiklige ugramadigi
gozlemlenmistir. Analiz sonuglar1 Software Release LCS480 version 1.5.0.39 da detayli olarak

olusturulmustur.
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Sekil 4.15. SO-1, SO-2,ve TEKA'min 1 ng (0,001 uM); 10 ng (0,01 uM) 100 ng ( 0,1
uM)konsantrasyonlart ile 24 saat inkiibe edilen HaCaT keratinosit hiicrelerinde COLIAI
geninin amplifikasyon egrisi

4.6. Sila Yagina iliskin I¢erik Analizi Bulgular

Sigla yagina iliskin yapilan igerik analizi ile ilgili sonuglar Tablo 4.3’de verilmistir. Yerel
ireticilerden tedarik edilen sigla yagi numulerinde bulunan ve biyoaktif oldugu diistiniilen aktif
icerekler sinnamil siklamat, fenilpropil siklamat , benzil alkol , sinnamaldehit ve sinnamik asit

olarak tespit edilmistir.
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S1gla-1(SO-1) i¢in analiz sonuglart

Madde iyonlasma | Adduct Hesaplanan | Bulunan | intensite | %
tiirii Kiitle Kiitle intensite
Sinnamil siklamat Pozitif H 265.1223 265.1226 2554839 9,3
Fenilpropil Pozitif H 267.1380 267.1383 22659518 82,1
siklamat
Benzil alkol Pozitif Na 131.0528 131.0499 583365 2,1
Sinnamaldehit Pozitif H 133.0648 133.0670 804333 2,9
Sinnamik asit Pozitif H 149.0597 149.0584 53238 0,2
p-hidroksisinnamik | Negatif H 164.0401 163.0187 946147 3,4
asit
Sigla-2 (SO-2)igin analiz sonuglart
Madde iyonlasma | Adduct | Hesaplanan | Bulunan | intensite | %
tlirli Kiitle Kiitle intensite
Sinnamil siklamat | Pozitif H 265.1223 | 265.1226 | 312.000 19,6
Fenilpropil Pozitif H
siklamat 267.1380 | 267.1383 | 1.115.000 | 69,5
Benzil alkol Pozitif Na 131.0528 | 131.0499 | 50.000 3,1
Sinnamaldehit | Pozitif H 133.0648 | 133.0670 | 100.000 6,2
Sinnamik asit Pozitif H 149.0597 | 149.0584 | 13.750 0,9
p- Negatif H
hidroksisinnamik 164.0401 | 163.0187 | 11.500 0,7

asit

Tablo 4.3. Sigla yagina Iliskin Yapilan Icerik Analizi Sonuglart
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4. TARTISMA VE SONUC

Sigla yagi antik ¢aglardan glinlimiize kadar tibbi amagli olarak mantar, uyuz gibi kasintili
dermatolojik hastaliklarda, mukolitik olarak astim bronsit ve diger solunum yolu
rahatsizliklarinda , hemoroidlerde, mide iilserleri tedavisinde, dizanteri gibi bagirsak
hastaliklarinda, yara iyilestirici olarak ve yaraya bagli enfeksiyonlarin Onlenmesinde

kullanilmustir [195].

Tibbi iirtinler ¢ogunlukla agacin gévde kismin1 yaralamak suretiyle elde edilen bir tiriin
olan storakstan gelir. Sigla yaginin antioksidan ve antimikrobiyal etkileri yapisinda bulunan
cok sayida bilesikten kaynaklanmaktadir [196-197]. Sigla yaginin antioksidan ve antibakteriyel
etkileri in vitro tekniklerle gosterilmistir [174, 184]. Ayrica yapilan bir ¢calisma sigala yaginin
cesitli patojen mikroorganizmalara karsi genis spektrumlu antimikrobiyal etkisini ortaya
koymustur [198]. Bakteriyel kolonizasyon yara iyilesmesini olumsuz etkiler. Yaniklara bagh
gelisen yaralarda oliimlerin yaklasik %75°1 enfeksiyonlar nedeniyle gergeklesmektedir [200].

Ayrica yapilan ¢alismalar sigla yagiin mide iilseri gelisimini de 6nledigini gostermistir.

Yara iyilesmesi stirecinde dokularin oksidatif hasardan korunmasi i¢in antioksidan igeren
bilesiklerin topikal uygulamalarinin faydali olacagi yapilan c¢aligmalarla gosterilmistir [199].
Antioksidan ve antimikrobiyal etkileri nedeniyle sigla yagiin yara iyilegsmesini hizlandirici
etki gosterecegi disiiniilmektedir. Sigla yaginin yara iyilesmesini indiikleyerek epitelizan
ozellikler gosterdigi ve antibakteriyel etkileriyle siirece katki sundugu pek c¢ok ¢alismada
bildirilmistir [174,187]. Sigla yagmin c¢ok sayida uyarici faktdrle yara rejenerasyonunu
etkiledigi belirtilmistir. Bununla birlikte, antioksidan ve inflamatuar stimiilasyon etkileri, cilt
yara iyilesmesinde sigla yagmin baskin faktorleri olarak tanimlanmistir [197, 201].
Enflamasyon, yara iyilesme evrelerinin ilk ve belki de en kritik asamasidir. Sigla yaginin yanik
yaralarinda hizli inflamatuar yamiti siirdiirdiigi bildirilmistir ve inflamatuar siirecin
hizlanmasiyla iyilesen yaraya nétrofiller, makrofajlar ve fibroblastlar gogiiniin artmasi erken

epitelizasyon ile sonuglanmaktadir [201].
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Bir calismada si¢anlarda deneysel olarak olusturulan yanik yara modelinde sigla yaginin
yanik yara iyilesmesi Tlzerine etkileri glimiis siilfadiazine ile karsilastirmali olarak
arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore sigla yaginin yanik yara iyilesmesini 6nemli dlgiide
hizlandirdigr ve olumlu etkileri oldugu belirtilmistir. Ayrica yapilan histopatolojik
degerlendirmelerde yara iyilesmesinin asamalari olan inflamasyon, kollajen birikimi,
anjiogenezis, graniilasyon dokusunun olusumu ve epitelizasyon gibi parametrelerin sigla yagi
ve glimiis siilfadiazin (SSD) gruplarinda kontrol gruplarina gore arttig1 fakat sonuglarin iki

grupta benzer oldugu bildirilmistir [201].

Baska bir ¢alismada sicanlarda deneysel olarak olusturulan yanik yara modelinde yara
lyilesmesi iizerinde sigla yagi ve kollagenaz iceren pomatlarin etkinligi degerlendirilmistir.
Aragtirma sonucuna gore sigla yagi ve kollagenaz igeren pomatlarin uygulandig1 gruplarda
kontrol ve sham grubuna gore yara iyilesme siiresinin daha kisa oldugu ve yara yiizey alaninin

istatiksel olarak daha fazla kiictildiigii belirtilmistir [202].

Bu arastirmada ise sigla yagnin yara iyilesmesi tizerine etkisi in vitro olarak
degerlendirilmistir. Arastirmada MTT yontemi sonucunda toksik olmayan konsantrasyonlar
0,1 pg/ml (100 ng/ml), 0,01 pg/ml (10 ng/ml) ve 0,001 pg/ml (1 ng/ml) olarak belirlenmistir.
Sitotoksisite acisindan bu konsantrasyon araliginin giivenli oldugu sonucuna ulagilmistir. 72
saat boyunca yapilan ger¢ek zamanli hiicre analizine (RTCA-DP) gore hiicre
proliferasyonunda/migrasyonunda zamana bagmmli olarak 0,001 pg/ml (1 ng/ml)
konsantrasyonlarinda anlamli bir artis gozlenmistir. Scratch analizine gore 48.saat sonunda
hiicre migrasyonunda zamana bagimli olarak 0,001 pg/ml (1 ng/ml) konsantrasyonlarinda

yaranin her iki yakasindaki mesafenin anlamli bir sekilde kapandig1 gézlemlenmistir.

Sigla yagimin hem fibroblastik aktivite hem de kollajen yogunlugu iizerinde bildirilmis
bir etkisi yoktur. Ocsel ve ark. ayrica si§la yagi ile yaptiklari yara iyilesme ¢aligmasinda bu
parametreler iizerinde higbir etki bulamamiglardir [187]. Arastirmamizda da HaCaT keratiosit
hiicre hatlar1 iizerine uyguladigimiz SO-1, SO-2 ve TEKA nin 0,1 pg/ml (100 ng/ml), 0,01
pg/ml (10 ng/ml) ve 0,001 pg/ml (1 ng/ml) konsantrasyonlarinda COL1A1 mRNA ekspresyon
diizeylerinde degisiklik goriilmemistir. Bu sonug bize siglanin etkilerini olusturken kullandigi

yolaklarin hiicre i¢i kollajen sentezini artirmak iizerinden ger¢geklesmedigini ifade etmektedir.

Yapilan ¢ok yeni bir deneysel arastirmada sigala yaginin nanoteknolojik olarak islenmis
yara bandaj materyallerinde kullanilma potansiyeli arastirilmig, yagin antibakteriyel etkisi ve
CCD-1072Sk insan fibroblast hiicreleri lizerinden yara kapanma hiz1 ve ge¢ donem apoptoz
degerlendirilmistir. Her ne kadar keratinosit hiicreleri ve epitelizasyonu konu almasa da bu
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calismanin sonuglar1 olusturulan 3 boyutlu yazici ile olusturulan bu nanoteknolojik yara

bandajinin yara iyilesme siirecini hizlandirabilecegi sonucuna varilmistir [188].

Sigla yagi ile ilgili bir¢ok arastirmaci tarafindan igerik analizi yapilmistir. Bir ¢alismada
sigla yaginin ayrintili kimyasal bilesimi raporlanmis ve ana bilesenleri a-pinen (1.02),
benzaldehit (0.47); b-pinen (0.15); benzil alkol (1.22); asetofenon (0.19); 1-fenil-1-etanol
(0.17); hidrosinnamil alkol (41.13); trans-sinnamil aldehit (0.24); transsinnamil alkol (45.07);
beariophyllene (%3.60), stiren (% 1.56) olarak belirlenmistir [180]. Giirbiiz ve ark. sigla
yagimin ana bilesenlerinin %81.9 stiren, %6.9 sinnamil alkol, %3.5 a-pinen oldugunu
gostermistir [175] Kim ve ark. [51] ve Park [203], siglanin ugucu yaginda stiren oraninin sadece
%1,56 oldugunu ve esas olarak hem serbest hem de sinnamik asit ile birlestirilmis recine
alkollerinden olustugunu ve bu oranin yaklasik %30-45 oldugunu gostermistir. Yapilan baska
bir ¢alismada ise sigladan elde edilen hidro damitilmis ugucu yaglarin GC ve GC-MS ile analiz
edilmis ve ana bilesenler (E)-etil sinnamat (%27.5 ve %30.6), torreyol (%11.0 ve %12.0) ve
sinnamil alkol (%7.2 ve %7.9) olarak bildirilmistir [204].

Arastirmamizda ise sigla yaginda bulunan igerik sigla-1 (SO-1) numunesi i¢in sinnamil
siklamat (%9,3), fenilpropil siklamat (% 82,1), benzil alkol (%2,1), sinnamaldehit (%2,9) ve
sinnamik asit (%0,2) p-hidroksisinnamik asit (%3,4) olarak; sigla-2 (SO-2) numunesi igin
sinnamil siklamat (%19,6), fenilpropil siklamat (% 69,5), benzil alkol (%3,1), sinnamaldehit
(%6,2) ve sinnamik asit (%0,9) , p-hidroksisinnamik asit (%3,4) olarak tespit edilmistir.
Yapilan arastirmalarda sigla yaginin yapisinda bulunan bilesenlerle ilgili farkli oranlarin
kullanilan analiz metodlar1 ve sigla yaginin elde edilme yonteminden kaynaklandig:
diisiiniilmektedir. Bu sonuglar sigla yaginin yara iyilestirici etkisinde ana fitokimyasal faktoriin

fenilpropil siklamat oldugunu disiindiirmektedir.

Sadece tlilkemizde yetismekte olan Liquidambar orientalis agacindan elde edilen bir
balsam olan Sigla yagmin yara iyilesiminin son basamagi olan epitelizasyonda 6nemli rol
oynayan keratinosit hiicreleri tizerinde etkileri ilk kez bu ¢alisma ile ortaya ¢ikarilmistir. Ancak,
bu etkinin detayli mekanizmasi ve etkiden sorumlu fitokimyasal bilesen(ler)in ortaya

cikarilmasi i¢in daha baska arastirmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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