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OZET

FARELERDE AYNISEFA CiCEGI (Calendula officinalis) EKSTRAKTININ YARA
IYILESMESI UZERINE ETKIiLERININ ARASTIRILMASI

OZTURAN Y. A. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisi,
Veterinerlik Cerrahisi, Doktora Tezi, Aydin, 2024.

Amag: Sunulan calismada BALB/c ki farelerde Aynisefa bitkisi ¢icegi ekstraktinin yara

iyilesmesi tlizerine etkilerinin aragtirilmasi amaclandi.

Gere¢ ve Yontem: Calismada yaslar1 6-8 hafta arasinda degisen, 72 adet BALB/c 1rki erkek
fare her grupta 24 fare olacak sekilde 3 ¢alisma grubuna [AYSEF (Aynisefa bitkisi ¢icegi
ekstrakti, FTS (fizyolojik tuzlu su) ve NEGKON (tedavi uygulanmayan)] ayrildi. Farelerin sirt
bolgesine 4 adet simetrik yara agildi ve tedaviler topikal olarak her giin uygulandi. Yara alanlari
milimetrik kagit ile 6lclldi ve ¢alismanin 1., 3., 5., 7. ve 14. giinlerinde imm{nohistokimyasal,

biyokimyasal ve genomik analizler i¢in yara dokular1 toplandi.

Bulgular: Calismanin 3., 7. ve 14. giinlinde c¢alisma gruplarinin yara alanlari arasinda
istatistiksel anlamli farklar bulundu. Fibroblast sayim degerlerinde ¢alismanin 3., 5., 7. ve 14.
giiniinde, makrofaj sayim degerlerinde 5., 7. ve 14. giiniinde gruplar aras istatistiksel anlamli
farklar bulundu. Calismanin 3., 5. ve 7. gunlerinde ¢alisma gruplarinin hidroksiprolin diizeyleri
arasinda istatistiksel anlamli farklar bulundu. MDA ve TAS duzeylerinde 14. giinde, TOS ve
OSI diizeylerinde 3. giinde, GPx diizeylerinde 3. ve 14. giinde, FGF diizeylerinde ise 7. ve 14.
giinde ¢alisma gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklar bulundu. MPO, IL-6, GM-CSF,
MMP-2 ve MMP-9 diizeylerinde ¢alismanin 3., 5., 7. ve 14. ginlnde, TNF-a diizeylerinde 7.
ve 14. gununde, IL-1 duzeylerinde ise 3., 5., 7. gununde ¢alisma gruplar1 arasinda farklar
bulundu. MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonunda ¢alismanin 3., 5., 7. ve 14. giniinde ¢alisma

gruplari arasinda istatistiksel anlamli farklar bulundu.

Sonug: Ekstraktinin yara iyilesmesinde planimetrik, immiinohistokimyasal, biyokimyasal ve

genomik bulgulara gore alternatif bir tedavi oldugu kanaatine varilmustir.

Anahtar kelimeler: Aynisefa ¢igegi, Calendula officinalis, Tam katmanli deri yarasi, Yara

lyilesmesi.
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ABSTRACT

INVESTIGATION of WOUND HEALING EFFECTS of CALENDULA (Calendula
officinalis) EXTRACT in MICE

OZTURAN Y. A. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute,
Veterinary Surgery Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2024.

Objective: The present study aimed to investigate the effects of calendula flower extract on

wound healing in BALB/c mice.

Materials and Methods: A total of 72 male BALB/c mice, 6-8 weeks old, were divided into 3
study groups, each consisting of 24 mice: CAL (calendula flower extract), PBS (physiological
saline solution), and NEGCON (no treatment). Four symmetric wounds were created on the
dorsal area of the mice, and treatments were applied topically daily. Wound areas were
measured using millimeter paper, and on days 1, 3, 5, 7, and 14 and wound tissues were

collected for immunohistochemical, biochemical, and genomic analyses.

Results: Statistically significant differences in wound areas were found between the study
groups on days 3, 7, and 14. Intergroup differences in fibroblast counts were significant on days
3, 5, 7, and 14, while macrophage counts differed significantly on days 5, 7, and 14. In
hydroxyproline levels, significant differences were found on days 3, 5, and 7. Significant
differences in MDA and TAS levels were found on day 14, TOS and OSI levels on day 3, GPx
levels on days 3 and 14, and FGF levels on days 7 and 14. MPO, IL-6, GM-CSF, MMP-2, and
MMP-9 levels differed significantly on days 3, 5, 7, and 14, TNF-a levels on days 7 and 14,
and IL-1 levels on days 3, 5, and 7. Statistically significant differences in MMP-2 and MMP-9
gene expression were observed on days 3, 5, 7, and 14.

Conclusion: It has been concluded that the extract is an alternative treatment for wound healing

based on planimetric, immunohistochemical, biochemical, and genomic findings.

Keywords: Calendula flower, Calendula officinalis, Full-layer skin wound, Wound healing.

XV



1. GIRIS

Yara iyilesmesi, dokunun hasar gérmesi sonucu biitiinliigliniin bozuldugu ve dort ana
asamaya ayrilan karmagsik bir siiregtir (Jia ve digerleri, 2008; Behm ve digerleri, 2012). Bu
asamalar birbirleriyle baglantilidir, ancak farkli 6zelliklere sahiptir. Hem sistemik hem de lokal
faktorler yara iyilesmesini etkileyebilmektedir. Bu siirecin temel bilesenleri arasinda biiyiime
faktorleri, sitokinler ve kemokinler gibi molekuler sinyal maddeleri yer almaktadir (Munger ve
Sheppard, 2011; Behm ve digerleri, 2012). Enfeksiyonlar, metabolik hastaliklar, yaranin
konumu ve beslenme durumu gibi c¢esitli faktorler bu siireci olumsuz etkileyerek yara
tyilesmesini engelleyebilmektedir (Balsa ve Culp, 2015). Bu nedenle, yara iyilesmesi ile ilgili

sorunlar dikkatlice ele alinmali ve olumsuz etkilere neden olan faktorler belirlenmelidir.

Yara tiirleri, genis bir siniflandirmaya sahipken yara iyilestirici ajanlarin basit cerrahi
kesilerden karmasik ve kronik yaralara kadar bir¢ok farkli yara tiirlinde etkili olmasi
beklenmektedir (Balsa ve Culp, 2015). Tarih boyunca insanlar dogadan birgok tibbi tedavi
yontemi kesfetmislerdir ve bu tedaviler arasinda sifali bitkiler (sifali olan veya oldugu
diistintilen bitkiler) énemli bir yer tutmaktadir. Bu bitkilerin farkli kisimlar (¢igeklerden
govdelere, yapraklardan tohumlara kadar olan bdliimleri) cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmistir (Russo ve digerleri, 2009). Ozellikle yara iyilesmesi alaninda bitki dzleri ve
ekstraktlar1 yiliksek iyilestirici potansiyelleri nedeniyle sik¢a tercih edilmektedir (Thakur ve
digerleri, 2011; Maver ve digerleri, 2015; Criollo-Mendoza ve digerleri, 2023). Giliniimizde
modern ilaglarin yaklagik %25'1 bitkisel kokenlidir ve bu bitkisel ilaglarin yaklagik %30'a yara
tedavilerinde kullanilmaktadir (Abou Auda, 2011; Lania ve digerleri, 2019). Bitkisel {iriinlerin
kullanim1 giderek artmaktadir (Jokinen ve Sipponen, 2016). Bu iirlinlerin birgogu minimum
yan etkileri ve ekonomik olmalar1 nedeniyle tercih edilmektedir (Maver ve digerleri, 2015). Bu
bitkisel tirinler ayn1 zamanda giivenilir olmalariyla da 6ne ¢ikmaktadirlar (Thakur ve digerleri,
2011). Terapoétik olarak bitki ekstraktlarinda bulunan aktif bilesenler, sentetik ilaglarla benzer
etkilere sahip olabilmektedir (Russo ve digerleri, 2009). Sentetik ilaglarin olumsuz etkileri
arastirmacilar yara iyilesmesi gibi topikal uygulamalarin yapildig: alanlarda dogal bilesiklere

yonlendirmistir (Jokinen ve Sipponen, 2016).

Doga binlerce yildir tibbi tedavilerin kaynagi olmustur ve bitki kaynakli tedaviler diinya

genelinde saglik hizmetlerinin 6nemli bir bileseni olmaya devam etmektedir (Maver ve



digerleri, 2015). Asya, Afrika, Orta Dogu ve Latin Amerika gibi bolgelerde yerel bitkiler,
hayvanlar ve dogal iiriinlerden elde edilen geleneksel ilaglar, yara bakiminin temelini
olusturmaktadir (World Health Organization, 2013). Kiiresel yara bakim pazarinm 2021'de
15,84 milyar dolardan 2028'e kadar %6,6'lik yillik biiyiime oraniyla 24,01 milyar dolara
ulagmasi tahmin edilmektedir (Grand View Research, 2021). T1ibbi olarak kullanilan en az 170
topikal yara bakim iiriinii bulunmasina ragmen bu {iriinlerle ilgili iyi tasarlanmis, randomize
kontrollii ¢aligmalara olan ihtiyag devam etmektedir (Jokinen ve Sipponen, 2016). Yara
iyilesme siirecinin etkin bir sekilde yonetilmesinde, agrinin minimal seviyede tutulmasi ve yara
onarimi ile rejenerasyonun uygun bir sekilde gerceklestirilmesi dogrudan iligkilidir. Bu nedenle
yara iyilesmesinin hizli ve etkili bir sekilde tamamlanmasi ilgili canlinin yasam kalitesini
artirabilir. Yara iyilesmesi alanindaki bilimsel ¢alismalarin siirekli olarak ilerlemesi saglik
alaninda 6nemli bir rol oynayarak gelecekte daha olumlu sonuglara ulasilmasina yardimci

olacaktir (Maver ve digerleri, 2015).

Calendula officinalis (Aynisefa bitkisi), Orta Avrupa ve Akdeniz'e 6zgi
Asteraceae/Compositae familyasina ait bir ¢icektir (Givol ve digerleri, 2019) ve 18. yiizyildan
beri tibbi amaglarla kullanildigi belirtilmistir (D. Silva ve digerleri, 2021). C. officinalis'in
icinde bulunan ikincil metabolitlerin yara iyilesmesini pozitif yonde etkileyen cesitli
farmakolojik ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Givol ve digerleri, 2019). Calendula
officinalis terpenoidler ve terpenler (bisabolol, farradiol, kamazulen, arnidiol, esterler),
karotenoidler (rubiksantin ve likopen yapilari), flavonoidler (kuersetin, isorhamnetin ve
kaempferolaglikonlar) ve ¢oklu doymamis yag asitleri (kalendik asit) gibi ¢esitli biyoaktif
bilesikler igermektedir (Neukiron ve digerleri, 2004; Parente ve digerleri, 2012; Agatonovic-
Kustrin ve digerleri, 2015; Jadoon ve digerleri, 2015). Bitkinin anjiyojenik, vaskiiler
rejenerasyon, analjezik, antimikrobiyal, antioksidan ve immUinomodiilatér olmak tizere ¢esitli
biyolojik aktiviteleri oldugu da bildirilmistir (Preethi ve digerleri, 2009; Parente ve digerleri,
2012; Efstratiou ve digerleri, 2012; Khairnar ve digerleri, 2013). Calendula officinalis’in
iceriginde bulunan triterpenoidlerin, bitkide onemli bir anti-inflamatuvar ve anti-6demattz
bilesik oldugu ve ayrica fibroblast uyarici etkisi oldugu rapor edilmistir (Fronza ve digerleri,
2009). Bu bitki i¢indeki diger dnemli ikincil metabolit grubu ise flavonoidlerdir. Bu bilesiklerin
lipoksijenaz enzimlerini ve mast hicrelerini inhibe ettigi rapor edilmistir (Middleton ve
digerleri, 2000). Avrupa Birligi Saglik Ajansi (EMA) tarafindan diizenlenen bir raporda,

Aynisefa bitkisi ¢igeginin hayvanlar tizerinde diisiik toksisiteye sahip oldugu hem oral hem de



topikal uygulamalarin tek doz toksisite testleri ve tekrarli doz ¢alismalar ile degerlendirildigi

bildirilmistir (European Medicines Agency, 2018).

Givol ve digerleri (2019), Calendula officinalis bitkisinin deri yaralarinda kullanilmasina
dair yapilan caligmalarin hala belirsizlikler tasidigini, literatlirde bu konuda bosluklar oldugunu
ve haliyle daha fazla ¢aligma yapilmasi gerektigini vurgulamislardir. Aragtirmacilar Calendula
officinalis bitkisinin kimyasal bilesen analizinin eksik oldugunu da belirtmislerdir (Givol ve
digerleri, 2019).

Sunulan tez ¢alismast, saglikli BALB/C 1rki erkek farelerde tam katmanli deri yaralarinin
iyilesme surecinde aynisefa ¢icegi (Calendula officinalis) ekstraktinin etkinligini planimetrik,

immunohistokimyasal, biyokimyasal ve genomik agilardan degerlendirmeyi amaglamaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

Deri, viicudu cevresel etmenlere karsi koyan, viicut agirligmin yaklasik %10unu
olusturan en biiyiik diiz organdir. Ultraviyole 1sinlarinin neden oldugu DNA hasarin1 engelleme,
sicaklik diizenlemesi (ter bezleri, kil ve tiiyler, kan akist), duyu (sinirler, vibrissae) ve bagisiklik
(Langerhans hiicreleri) sistemlerine iligskin hayati fonksiyonlar1 yerine getirmektedir (Crovetti
ve digerleri, 2004; Theoret, 2009; Romanovsky 2014; Medellin-Luna ve digerleri, 2019;
Sullivan ve Myers, 2022). Deri ekleri (killar, toynaklar, penge ve tirnaklar) ise iletisime
(kedilerde killarin diklesmesi, kuslarda kur yapma gdosterisi) ve harekete (kuslarin ugus tiiyleri,

atlarin toynaklari) katkida bulunmaktadir (Souci ve Denesvre, 2021).

Deri antijen sunucu hucreler (langerhans hicreleri, dendritik hicre alt tipleri,
makrofajlar), yerlesik T hiicreleri, monositler, mast hiicreleri ve nétrofiller gibi gesitli bagisiklik
hiicrelerini barindirmaktadir (Nestle ve digerleri, 2009; Combadiere ve Liard 2011; Matejuk,
2018). Langerhans hiicreleri derinin epidermis katmani i¢inde yer alirken, diger bagisiklik
hiicreleri dermis katmani iginde bulunmaktadir (Sullivan ve Myers, 2022). Bu hiicreler deride
imminolojik dengeyi siirdiiriirler, bazen istilact patojenlere karst koruyucu bir yanit
baslatirken, bazen de yabanci antijenlere karsi dengeyi saglarlar (Nestle ve digerleri, 2009;
Guttman-Yassky ve digerleri, 2019).

Deri epidermis, dermis ve hipodermis (subkutan doku) olmak (zere (i¢ katmandan
olusmaktadir (Sekil 1; Souci ve Denesvre, 2021; Sullivan ve Myers, 2022). Epidermis cildin en
dis tabakasidir. Epidermis melanositler (melanin pigmenti iiretimi), Langerhans hiicreleri
(bagisiklik fonksiyonu), Merkel hiicresi (duyusal fonksiyon) ve keratinositlerden olusan
tabakali diiz epitelyum olarak tanimlanmaktadir (Souci ve Denesvre, 2021; Sullivan ve Myers,
2022). Keratinositler epidermis hiicrelerinin yaklagik %90'm1 olusturur ve bu katman kan
damarlarindan yoksundur (Venus ve digerleri, 2010; Kolarsick ve digerleri, 2011; McLafferty
ve digerleri, 2012). Epidermis igerisinde ¢esitli gérevleri bulunan bes ayr1 katmandan olusur
(Sekil 1). Bu katmanlar sirastyla en derinde stratum basale, onun tizerinde stratum spinosum,
stratum granulosum, stratum lucidum ve en dista ise stratum corneum'dan olusmaktadir
(Johnstone ve digerleri, 2005; Z. Zhang ve Michniak-Kohn, 2012; Roger ve digerleri, 2019).
Epidermis ile dermis arasinda bazal membran bdlgesi bulunur ve bu iki katmani sikica birbirine

baglamaktadir. Avaskiiler epidermise destek saglamaktadir (Souci ve Denesvre, 2021; Sullivan



ve Myers, 2022). Dermis hiicreler ve ekstraseltler matriksten (lifler ve glikozaminoglikanlar)
olusan, fibroblastlar, makrofajlar gibi bagisiklik hiicreleri ve adipositleri barindiran bir
katmandir (Venus ve digerleri, 2010). Dermis katmani esnek bir yapiya sahiptir ve ekkrin,
apokrin, sebasedz ve serumindz bezler gibi diger yapilar icerir (Venus ve digerleri, 2010;
McLafferty ve digerleri, 2012). Dermis de epidermis gibi iki farkli katmana (retikiiler ve
papiller) ayrilmistir (Venus ve digerleri, 2010; Z. Zhang ve Michniak-Kohn, 2012). Retikdler
katman derinin dayanikliligini ve esnekligini saglayan kollajen ve elastik liflerden olusan giiclii
bir bag dokusu olusturur. Papiller katman ise {istte bulunan epidermis'in beslenmesi i¢in gerekli
olan damar ve sinir yapilarin igerir (McLafferty ve digerleri, 2012; Z. Zhang ve Michniak-
Kohn, 2012). Dermisin baskin hiicre tipi fibroblasttir, fibroblastlar deriye esneklik kazandiran
kollajen ve elastik lifleri tiretmektedir (Thulabandu ve digerleri, 2018). Bu hiicreler bag dokusu
matriks proteinlerini sentezlerler, parcalarlar ve yapisal ekstraseliiler matriks ile bazal membran
cercevesini olusturan bir dizi proteini iiretirler. Dermis epidermis ve dermis arasindaki
etkilesimi tesvik eden ¢oziinebilir isaretleyicileri sentezleyen yapilarn (biiylime faktorleri ve
sitokinler) barindirmaktadir. Bu yapilar arasinda keratinosit biiyiime faktorleri 1 ve 2, trombosit
tirevli buyume faktori-A, vaskiler endotelyal blytme faktori ve granulosit/makrofaj koloni
uyarict faktor gibi 6nemli bilesenler bulunur. Biiyiime faktorleri ve sitokinler fibroblastlarin
parakrin ve otokrin etkilesimlerine olanak saglamaktadir. Papiller dermis ve retikiiler dermis
farkl1 ozelliklere sahip, farkli fibroblast alt popiilasyonlarini igermektedir (Thulabandu ve
digerleri, 2018; Sullivan ve Myers, 2022).

En dip tabaka olan hipodermis (subkutan doku) ise genellikle yag hiicrelerinden olusur
ve koruyucu bir dolgu, yalitim ve enerji depolama gorevlerini {iistlenir (Sekil 1; Souci ve

Denesvre, 2021).
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Sekil 1. Derinin kesitsel gortintiisii ve barindirdig: hiicreler (Souci ve Denesvre, 2021°den

almmustir).

Deri bilesenleri farkli embriyolojik kokenlere aittir. Epidermis ve dermis tabakalar
sirasiyla ektoderm ve mezoderm kokenlidir. Epidermal keratinositler ektoderm kokenli iken
dermal fibroblastlar mezoderm ve noral krest kokenlidir. Melanositler noral krestten koken
almaktadir. Langerhans hiicreleri deriden kdken alan kemik iliginden farklilasan CD34+
hicrelerin bir alt populasyonundan gelmektedir. Deride yer alan bezler (ter ve yag bezleri) ve
deri ekleri (kil, tiiyler, tirnaklar ve pengeler) gibi epidermal yapilar embriyolojik dénemde
dermal fibroblastlarla hiicre etkilesimleri yoluyla olusmaktadir (Souci ve Denesvre, 2021;

Sullivan ve Myers, 2022).

Derinin morfolojik yapis1 ve kalinlig cins, tiir, 1rk, cinsiyet, yas ve viicut bolgelerine gore
degisiklik gostermektedir (Souci ve Denesvre, 2021). Farkli memeli tiirleri ve viicut bolgeleri
arasinda derinin genel yapist ayni goriilmektedir, ancak interfolikiiler epidermis denilen belirli
bir bolgede hiicrelerin sayisi tiirden tiire degisebilmektedir (Senoo, 2013). Epidermiste katman
basina diisen hiicre sayisi tlire gore degisebilmektedir (Souci ve Denesvre, 2021). Fare, kopek
ve kedi gibi hayvanlarin tiylu deri bdlgelerinde stratum spinosum katmani 1 veya 2 hiicre
tabakasindan olusurken, insanlar ve biiyilk hayvanlarda bu say1 4'e kadar c¢ikabilmektedir

(Mauldin ve Peters-Kennedy, 2016). Epidermis gibi derinin en disinda yer alan ve daha fazla
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korunmaya ihtiya¢ duyan katmanlar dogal olarak daha kalindir. Képeklerin tiiylii deri bolgeleri
sadece 1 veya 2 katmandan olusurken patilerinin stratum spinosumu 20 katman olabilmektedir
(Mauldin ve Peters-Kennedy, 2016; Souci ve Denesvre, 2021). Insanlarla diger evcil ve
laboratuvar memelileri arasindaki temel farklar deri ekleri ile ilgilidir. Tiiylerin kiirk veya tiiy
ortlisti olugturmasi, bazi evcil hayvanlarda dokunsal fonksiyona sahip killar bulunmasi temel
farklar arasinda yer almaktadir (Souci ve Denesvre, 2021). Tiyler sirekli olarak dokulip
yenilenir ve bu dongii tiire gore degiskenlik gosterebilmektedir. Tiiylerin biiylime evresi siiresi
insan saginda ve sakalinda 4-7 yil siirerken farelerde sadece birkag¢ haftada tamamlanmaktadir

(Souci ve Denesvre, 2021).

2.1. Yara

Yara viicudun farkli bolgelerindeki dokularin ¢esitli nedenlerle zarar gérmesi sonucu hem
hiicresel hem de anatomik biitiinliigiin bozulmas1 anlamina gelir (Arab ve digerleri, 1994;
Lazarus ve digerleri, 1994; Maver ve digerleri, 2015). Dokular kendi diren¢ smirlarinin
iizerinde mekanik ve simik etkilere maruz kaldiklarinda anatomik yapilarin ayrilmasi ve normal
biitiinliigiiniin  bozulmast gibi sonuglarla karsilasmaktadir (Samsar ve Ak, 2003).
Yaralanmalar basit epitel diizenin bozulmasindan kas, damar, sinir, tendon ve hatta i¢ organlar
ile kemik dokusuna kadar uzanan daha derin doku hasarlarini igerebilmektedir (Robson ve
digerleri, 2001). Yaralarin sonucu olarak hiicrelerde ve dokularda degisiklikler sekillenerek
hasarli bolgede hiicrelerin ve dokularin islevsel biitiinligli bozulmaktadir (Ghosh ve Gaba,
2013; Ambika ve Nair, 2019). Bir dokunun zarar gérmesi durumunda viicut doku kaybini ve
enfeksiyonu engellemek icin yaranin hizli bir sekilde onarilmasini saglamak amagli bir dizi
olay1 baslatir (Amadeu ve digerleri, 2003). Derinin hasar gordiigii durumlarda iyilesme siireci
epitelizasyon, graniilasyon dokusu olusumu ve yara dokusunun kontraksiyonunu igermektedir

(Martin ve Leibovich, 2005; Pazyar ve digerleri, 2014).

2.1.1. Yaralarin Simiflandirilmasi

Yaralarin siniflandirilmalart yaranin siiresine, olusum nedenine (predispoze faktor ve
etiyoloji), kontaminasyon derecesine ve deri hasarinin siddetine bagl olarak farkliliklar

gosterebilmektedir (Mickelson ve digerleri, 2016). Yaranin siniflandirilmasi herhangi bir yara
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tedavisi i¢in izlenmesi gereken yonetim yaklagiminin tiiriine rehberlik etmeye yardimci

olabilmektedir (Brown, 2012; Hosgood, 2012).

Akut yaralar travma veya cerrahi miidahale sonrasinda meydana gelen doku kayiplartyla
karakterize yaralar olarak tanimlanmaktadir. Bu tiir yaralar normal sartlarda diizenli ve
zamaninda iyilesme egiliminde olan anatomik ve fonksiyonel biitiinliigiin yeniden kazanildig1
yaralardir. Iyilesme siireci genellikle 5-10 giin arasinda tamamlanir, ancak bazi durumlarda bu
stire 30 giine kadar uzayabilmektedir (Velnar ve digerleri, 2009). Kronik yaralar anatomik ve
fonksiyonel iyilesme siirecinde aksamalarin oldugu, diizensiz ilerleyen ve zamaninda tedavi
edilemeyen yaralardir. Kronik yaralarin olusumu metabolik hastaliklar, bagisiklik diizeyi, ilag
kullanimi, basing, arteriyel ve venoz yetmezlik, yaniklar ve vaskiilitis gibi g¢esitli faktorlere
bagli olabilmektedir. Bu nedenlerle kronik yaralarin iyilesme siireci birka¢ aydan birkag¢ yila
kadar degisebilmektedir. Bazi durumlarda ise bu yaralar hi¢bir zaman tamamen
iyilesmeyebilmektedir (Lazarus ve digerleri, 1994; Velnar ve digerleri, 2009; Han ve Ceilley,
2017).

Yaralar olusum nedenlerine gore siyrik, delinme, laserasyon, soyulma, termal yaniklar ve
dekiibital iilserler olarak siniflandirilabilmektedir (Hosgood, 2012). Siyrik yaralar1 genellikle
kiint travma veya kesme kuvveti nedeniyle olusan kismi kalinlikta epitelyal yaralanmalardir.
Siyriklar genellikle agrili ve az miktarda kanama ile karakterizedir, hizla epitelizasyon ile
tyilesirler (Hosgood, 2012; Hettlich ve digerleri 2018). Delinme yarasi bir nesnenin dokulara
nifuz etmesi sonucu derin doku kontaminasyonu ve hasari ile kiigiik bir deri agikliginin
bulundugu yaralardir. Bu tiir yaralanmalar 1sirik yaralari, atesli silah yaralanmalari ve sivri veya
kemik gibi yabanci cisimlerin neden oldugu yaralardir (Hosgood, 2012; Hettlich ve digerleri
2018). Yirtilma yaralart (laserasyon) deri kenarlarinin keskin bir sekilde kopmus oldugu
yaralardir, kas ve tendon gibi derin dokulara kadar uzanabilmektedirler. Laserasyonlar
genellikle minimal periferik travma ile yara kenarlarinda iligkilidir. Yara dudaklar1 birbirinden
ayrilir ve yara diizeyinin lizerine ¢ikarsa veya aviilse olursa, kan akiginin eszamanli olarak
kesilmesi nedeniyle genis doku alanlar1 6lii hale gelebilir (Hosgood, 2012; Hettlich ve digerleri
2018). Soyulma yaralanmalari genellikle distal uzuvlarda, silindir veya sikma tarzi
yaralanmalar veya sert bir yilzeye sirtinme sonucu meydana gelmektedir. Soyulma
yaralanmalarinda anatomik olarak deri katmani deri alti1 dokulardan ayrilmistir (Resim 1).
Fizyolojik olarak deri yiizeyi genellikle saglamdir, ancak altta yatan deri alti dokular1 ve kan
destegi ile ayrilmis veya aviilse olmustur. Bu durum deride gecikmis nekrozla

sonu¢lanmaktadir (Hosgood, 2012; Hettlich ve digerleri 2018). Termal yaniklar dogrudan 1s1



veya kimyasal (asit ve baz) temasi sonucu veya derinin 1s1ya ¢ok yaklagmasi sonucu meydana
gelir. Bu tiir yaniklar, yanginlar, asidik ve bazik maddelerle temas, 1siticilar, elektrik kablolari,
1s1 lambalari, sicak sivilar ve kotii niyetli saldirilar gibi ¢esitli nedenlerle ortaya ¢ikabilirler.
Termal yaniklar deride farkli derinliklerde doku hasarina neden olabilirler (Nguyen ve digerleri,
1993). Yaniklar derinliklerine gore genellikle yiizeysel, derin ve tam kalinlikta yaniklar olmak
iizere siniflandirilir. Yanik vakalarinda metabolik rahatsizliklar, yara enfeksiyonu ve sepsis de
g6zlemlenebilmektedir (Hosgood, 2012; Hettlich ve digerleri 2018). Dekiibital tlserler deri ve
yumusak dokularin kemik c¢ikintilari ile sert yiizeyler arasinda sikismasi sonucu olusan deri
kaybina neden olan yaralanmalardir. Bu tiir iilserler genellikle yatan veya hareketsiz durumdaki

hayvanlarda gorilmektedir (Hosgood, 2012; Hettlich ve digerleri 2018).

Yaralar kontaminasyon derecesine gore dort farkli grupta siniflandirilmaktadir. Birinci
sinif yaralar (temiz) herhangi bir iltihaplanma belirtisi (eksudat) olmayan yaralardir ve
kendiliginden iyilesirler (Brown, 2012; Hosgood, 2012). ikinci simf yaralar ise temiz-
kontamine olarak adlandirilirlar, diisiik diizeyde kontaminasyona sahiptirler. Uciincii sinif
yaralar kontamine olarak adlandirilir ve genellikle gastrointestinal sistem gibi kanallarin
sizintilarini igerirler. Dordiincii sinif yaralar kirli veya enfekte olarak kabul edilir. Bu yaralar
genellikle travmatik yaralarin yetersiz tedavisinden, irin olusumundan ve enfeksiyon
varligindan kaynaklanmaktadir. Dokularin canliligin1 kaybetmesi de dordiincii sinif yaralara

sebep olabilmektedir (Brown, 2012; Hosgood, 2012; Onyekwelu ve digerleri, 2017).

2.2. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi hem insanlar hem de hayvanlar i¢in ortak bir 6zellik olan, viicudun
herhangi bir bolgesindeki yaralar iyilestirme yetenegini ifade etmektedir. Viicudun herhangi
bir yerinde yaralarin iyilesme ve doku onarim siiregleri siirekli olarak devam eder (Ghosh ve
Gaba, 2013). Her ne sebeple olursa olsun canli bir organizmada doku biitiinliigii bozuldugunda
bu iyilesme yetenegi en kisa siirede devreye girer ve doku biitiinliigli yeniden kurulur.
Yaralanmaya tepki verme ve doku onarma kabiliyeti ¢cok hicreli organizmalarin temel
ozelligidir (Gurtner ve digerleri, 2008). Deri yaralandiginda organizma hizla tepki verir.
Yaranin olusmasi sonrasi ilk goriilen tepki yaklasik 5-10 dakika slren vazokonstriksiyondur.
Takiben vazodilatasyon gergeklesir ve bdlgeye kan ve hiicrelerin taginmasini saglar. Yarali
bolgedeki damarlarin i¢ ylizeyi 30-60 dakika igerisinde I6kositlerle kaplanir. Damar endotel

hiicreleri arasindaki bosluklardan sivi ve bliyiik molekiiller yarali bolgeye sizar ve sonraki 3
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giin i¢cinde bu sizintinin miktar1 artar. Kemotaktik faktorlerin etkisi altinda ldkositler yara
bolgesine dogru goc ederler. Baslangigta polimorfoniikleer hiicreler baskindir ancak bu hiicreler
kisa Omiirliidiir ve 5. giinde yara bolgesinde mononiikleer hiicreler baskin hale gelir (Tablo 1).
Erken iyilesme siireci yaralanmadan sonraki 3-5 giin iginde fibroblastlarin ve endotel
hiicrelerinin ¢ogalmasiyla baglar ve graniilasyon dokusunun olusumunu tetikler. Tam katmanl
acik yaralarda genellikle yaralanmadan sonraki 4-5 gun iginde yeterli graniilasyon yatagi
mevcut oldugunda epitelizasyon baslar. Yaklasik bir hafta sonra bazi fibroblastlar
miyofibroblastlara doniisiir ve bu doniisim de iyilesmeyi hizlandirir. Miyofibroblastlarin
kasilmasi yaranin boyutunu kiigiiltiir. Fibrin seritleri ¢oziilmeye basladiginda fibroblastlar
tarafindan olusturulan kollajen de biriktirilir. Kollajen yaranin giiclenmesine yardime1 olmak

i¢in siirekli olarak yeniden yapilanmaya devam eder (Tablo 1; Hosgood, 2012).

Tablo 1. Yara iyilesmesi asamalarinda gerceklesen hiicresel ve biyofizyolojik olaylar.

Iyilesme Asamasi Hucresel ve Biyofizyolojik Olay Olusma Zamam

Vazokonstriksiyon
Hemostazis Platelet kiimelesmesi, degraniilasyon ve 1. gin
fibrin olusumu (trombiis)

Notrofil infiltrasyonu
Monosit infiltrasyonu ve makrofajlarin

Inflamasyon farkhilagmas: 1-5. gun
Lenfosit infiltrasyonu
Re-epitelizasyon
Proliferasyon/Reperasyon Anjiyogenez 5-21. gin

Kollajen Sentezi
Ekstraseliiler matriks olusumu

Kollajen remodellemesi
Mattrasyon/Remodelleme Vaskiiler matiirasyon ve 21. giin-2 y1l
avaskilarizasyonu

Yara iyilesmesi doku travmasini takip eden lokal hiicreler, damarlar ve hiicreler arasi
matriksi iceren karmasik bir dizi olay1 kapsar (Tablo 1; Sekil 2; Richardson ve digerleri, 2013;
Martin ve Nunan, 2015). Iyilesme siirecinin baglamasi, yonetimi ve siirdiiriilmesi icin sitokinler
ve biiyiime faktorleri gerekmektedir. Yara iyilesmesi hemostazis, inflamasyon, proliferasyon
(reperasyon) ve olgunlagsma (remodelleme) asamalar1 olmak iizere dort asamada meydana
gelmektedir (Sekil 2; Hosgood, 2006; Li ve digerleri, 2007; Wilhelm ve digerleri, 2017).

Herhangi bir yaranin diizgiin bir sekilde iyilesmedigi bir durumda yara iyilesme silirecini
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anlamak ve yaranin bir sonraki asamaya ilerlemesi i¢in neyin gerektigini belirlemek énemlidir
(Harding ve digerleri, 2002; J. R. Davidson, 2015). Yara iyilesme asamalar1 genellikle lineer
bir zaman ¢izelgesinde ayr1 ayri ele alinan farkli asamalar olarak tartisilmakla birlikte, gercekte
bu asamalar birbiri ile ortiisen zaman dilimlerinde gerceklesir. Yara iyilesme asamalarinda, her
bir bélimden onceki iyilesme agamasinin tamamlanmig olmasi gerekliligi ile birlikte, siklikla
ayni anda birden fazla iyilesme asamasi gozlemlenir (Lux, 2022). Yara iyilesmesinin her
asamast; biiylime faktorleri, sitokinler ve kemokinler gibi yara iyilesmesi aracilarini iceren

mikroskobik olaylar serisidir (Mickelson ve digerleri, 2016; Lux, 2022).

Matiirasyon/Remodelleme
Proliferasyon

inflamasyon :
Hemostazis

Epitel Hiicreler

Plateletler

Kan Koagiilasyon
Faktorleri

Kan Damarlan
Natrofiller Makrofajlar  Fibroblastlar Kollajen Lifleri

Sekil 2. Yara iyilesme fazlar sirasinda meydana gelen olaylar (Li ve digerleri, 2022°den

alinmustir).

2.2.1. Yara lyilesmesinin Siniflandiriimasi

Yara iyilesmesi iyilesme tiiriine bagli olarak bes farkli kategoriye ayrilmaktadir. Bu
kategoriler iyilesme siirecinin 6zelliklerine gore tanimlanmustir; birinci derece (primer), ikinci
derece (sekonder), karigik, kabuk alti ve anormal graniilasyon veya sikatrizasyon olarak

siralanmaktadir (Samsar ve Akin, 2003).

Birinci derece (primer) iyilesme, yara olusumunu takip eden 12-24 saat icinde yara
kenarlarinin uygun materyallerle (dikis ipligi, doku yapistiricisi vb.) birlestirildigi bir iyilesme
tiriidiir (Enoch ve Leaper, 2008). Primer iyilesme yaranin yeni ve aseptik oldugu, kanamanin
kontrol altina alindigi, yarada yabanci cisim bulunmadigi ve doku kaybinin yaganmadigi
yaralarda sekillenmektedir. Bu sartlar saglandiginda yara kenarlar1 arasinda bulunan kapiller ve

lenf damarlarindan sizan eksudat organize bir sekilde bolgeyi doldurur. Hiicresel aktivitelerin
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dengesi korunur ve yara hizla iyilesmeye dogru ilerler (Samsar ve Akin, 2003; Enoch ve Leaper,

2008).

Ikinci derece (sekonder) yara iyilesmesi; travma, yamiklar, doku kayipli yaralanmalar
veya bazi cerrahi prosediirler sonrasinda yara kenarlariin uygun sekilde birlestirilemedigi,
bolgenin kangrene ugradigi veya anemik oldugu durumlarda olugmaktadir. Bu tiir
yaralanmalardan 24 saat sonra yara kenarlarinda konjesyon ve irinlesme gozlemlenebilir. Agik
ve tam katmanl yaralarda re-epitelizasyon miimkiin olmadigi i¢in yara kenarlarinda bag doku
ve kan hiicrelerinin birikimi sonucu graniilasyon dokusu olusur. Graniilasyon dokusunun
biliylimesiyle yara yiizeyi yavasca deri diizeyine ulasir ve kontraksiyona ugrayarak kapanir.
Sekonder iyilesme siireci spontan bir iyilesme silirecine sahiptir ve iyilesme daha yavas
gerceklesir. Yeni olusan derinin dermis katinda ter bezleri, yag bezleri ve kil folikiilleri
bulunmaz. Bu durum yara bolgesine bagli olarak bazi doku fonksiyonlarinda kisitlamalara

neden olabilir (Samsar ve Akin, 2003; Enoch ve Leaper 2008).

Karigik iyilesme yaranin baz1 bolgelerinde yara kenarlarinin dogrudan birlestigi yerlerde
primer, birlesmedigi yerlerde ise graniilasyon dokusu olusturarak sekonder iyilesme gozlenen
iyilesme tiiriidiir. Her iki iyilesme tiirii (primer ve sekonder) ayni anda gézlemlenir (Samsar ve
Akin, 2003).

Kabuk alt1 iyilesme yalnizca yiizeysel yaralarda goriilmektedir (Resim 1). Yaranin
ylizeyinde bulunan eksudat kuruyarak kabuk olusturur ve bu kabuk altinda sikatrizasyon siireci
gergeklesir (Resim 1). Epitelizasyon tamamlandiktan sonra kabuk kendiliginden diiser (Resim

1; Samsar ve Akin, 2003).

-

Resim 1. Bir farede gézlemlenen kabuk alt1 iyilesme.

Anormal grantllasyon veya sikatrizasyon, maddi doku kaybi yasanan yaralarda veya

primer iyilesmenin saglanamadig1 yaralarda gozlemlenen bir durumdur. Bu tiir durumlarda
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dokuda hiperplazik veya hipoplazik yapilar goriilmektedir. Hiperplazik yapi, iyilesme
dokusunun yara yiizeyine ulastiktan sonra normalden fazla biiyiiyerek kabarik ¢ikintilar
olusturmasi ile meydana gelir. Bu durum yaranin normal diizeyde iyilesmesini engelleyerek
bazen estetik veya fonksiyonel sorunlara yol agabilir (Samsar ve Akin, 2003). Bu nedenle
anormal granillasyonun veya sikatrizasyonun nedenlerinin ve tedavi yontemlerinin belirlenmesi

onemlidir.

2.2.2. Yara lyilesmesinin Asamalari

Yara iyilesmesi temel olarak dort baslikta incelenmektedir. Her bir asama birbiri ile
baglantili olup yara iyilesmesi sirasinda birbiri igine geg¢en karmasik bir siire¢ olarak

tanimlanmaktadir (Hosgood, 2012; Souci ve Denesvre, 2021).

2.2.2.1. Hemostazis Asamasi

Deri yaralanmasinin ardindan intravaskiiler sivi ve kan sizmasi ile yerel lenfatik drenajin
tikanmasi sonucu inflamasyon belirtileri (rubor, tumor, dolor ve calor) sekillenir (Li ve
digerleri, 2007). Yaralanmadan sonra hasarli hiicrelerden histamin, serotonin ve katekolaminler
gibi vazoaktif bilesikler salinir. Bu bilesikler gegici bir damar daralmasi (vazokonstriksiyon) ve
ardindan sivilarin ve hiicrelerin yaralanmig ekstravaskiiler bolgeye gegmesine izin veren bir
damar genislemesi (vazodilatasyon) olusturur (Cross ve Mustoe, 2003; Hosgood, 2006).
Yaralanma sonrast subendotelyumun hasar1 platelet agregasyonunu ve yapismasini
etkinlestiren kollajen ve doku faktorlerinin aktive olmasina neden olur (Li ve digerleri, 2007;
P. Wang ve digerleri, 2018). Plateletler serotonin, tromboksan A2 gibi maddeleri ve fibrinojen,
fibronektin, von Willebrand faktorii VIII kompleksi gibi yapiskan proteinleri salgilarlar. Bu
proteinler lokal trombin ile daha fazla platelet agregasyonunu tesvik ederek plateletlerden
olusan bir tika¢c meydana getirirler. Trombin fibrinojeni fibrine doniistiirerek fibrin pihtisini
olusturur. Bu pithti mikroorganizmalara karsi bir bariyer saglar, hiicre baglanmasi i¢in bir
matriks iskeleti olarak hizmet eder ve biiylime faktorleri deposu olarak islev gosterir
(‘YYamaguchi ve Yoshikawa, 2001; Cross ve Mustoe, 2003; Werner ve Grose, 2003; Li ve
digerleri, 2007).
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2.2.2.2. inflamasyon Asamasi

Hemostaz ile olusan fibrin pihtisi fibronektin, aktive edilmis faktdr XIII ve gegici bir
ekstraselltler matriks gorevi goren fibrin igerir. Trombositler, I6kositlerin kemotraksiyonundan
sorumlu bir dizi biiylime faktoriinii serbest birakir (Yamaguchi ve Yoshikawa, 2001; Cross ve
Mustoe, 2003; Hosgood, 2006; Li ve digerleri, 2007). Trombositlerin salgiladigi vazoaktif
bilesikler, endotel hiicrelerinin 16kosit ¢cekilmesine ve gecisine izin vermesine neden olur. Bu
faktorlerin tiimii 16kositlerin ve diger hiicrelerin yara yatagina go¢ etmesi, lokositlerin ve bag
dokusu hiicrelerinin gecici ekstraseliller matrikse yapismasini igeren bir dizi olay igin
onemlidir. Yaralanmadan birkag¢ saat sonra l6kositlerin ve notrofillerin yara bolgesine girisi
baglar (Werner ve Grose, 2003; Li ve digerleri, 2007; P. Wang ve digerleri, 2018). Notrofilleri
takiben monositler ve lenfositler yara bolgesine gelirler. Notrofil hiicre yuzeyindeki integrin
reseptorleri hicre-ekstraseliiler matriks etkilesimlerini tesvik eder ve nekrotik kalintilar ile
mikroorganizmalarin fagositoz yapmasini saglar (Cross ve Mustoe, 2003; Li ve digerleri, 2007;
Martin ve Nunan; 2015; P. Wang ve digerleri, 2018). Nétrofillerin fonksiyonlar1 proteinazlarin,
reaktif ve toksik oksijen tiirlerinin salimmi ile saglamir. Bu firiinler ayn1 zamanda yaral
hiicreleri, denatiire olmus ekstraseliiler matriks ve bakteri iirlinlerini parcalarlar (Cross ve
Mustoe, 2003; Werner ve Grose, 2003; Hosgood, 2006). Notrofiller yara bdlgesini
temizlemenin yani sira makrofaj, keratinosit ve fibroblast biiyliime faktorlerini aktive eden

sitokinleri de salgilar (Yamaguchi ve Yoshikawa, 2001).

Monositler nétrofillerin ardindan yara bolgesine girerler ve makrofajlara doniistirler.
Makrofajlar sonraki yara iyilesme asamalarinda baskin hiicre tipidir. Yabanci madde veya
patojenin siirekli olarak bulunmasi makrofajlarin ¢ogalmasina yol agar. Bu durum kronik
inflamasyonun bir gostergesidir (Hosgood, 2006). Makrofajlar nekrotik kalintilarin,
mikroorganizmalarin ve apoptotik notrofillerin - fagositozundan sorumludur. Biiyiime
faktorlerinin Ttreticileri olarak yara iyilesmesinde onemli bir rol oynarlar (Yamaguchi ve
Yoshikawa, 2001; Cross ve Mustoe, 2003; Werner ve Grose, 2003; Li ve digerleri, 2007; Martin
ve Nunan, 2015). Uretilen biiyiime faktorleri ve sitokinler hiicre gdciinii, hiicre cogalmasin,
ekstraseliiler matriksin Uretimini ve bakimim saglar (Li ve digerleri, 2007). Bu gecici
ekstraseliiler matriks inflamasyon asamasi boyunca nétrofillerin ve makrofajlarin etkisi ile
degisime ugrar ve graniilasyon dokusunun olusumunda rol oynar (Yamaguchi ve Yoshikawa,
2001; Hosgood, 2006; Li ve digerleri, 2007). Saglikli bir yara bolgesinde hemostazin ve

inflamasyon asamasinin tamamlanmasi1 genellikle 72 saat siirer. Yara kontaminasyonu
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varliginda nétrofillerin bolgede uzun siireli olarak kalmasi nedeniyle yara iyilesmesinde

gecikme olabilir (Li ve digerleri, 2007; P. Wang ve digerleri, 2018).

2.2.2.3. Proliferasyon (Reperasyon, Onarim) Asamasi

Inflamasyon asamasindan onarim asamasina gecis yaradaki inflamasyon hiicrelerinin
sayisinin azalmasiyla gerceklesir; ancak monositler yara bolgesine go¢ etmeye ve makrofajlara
doniismeye devam ederler (Cross ve Mustoe, 2003; Schultz ve digerleri, 2003). Bu agama ii¢
hiicre tipinin (fibroblastlar, endotel hiicreleri ve keratinositler) cogalmasinin 6nemi nedeniyle
proliferasyon asamasi olarak da adlandirilir. Saglikli bir yarada yaralanmadan 3-5 gln sonra
aktive olan makrofajlar tarafindan uyarilan olaylar dizisi yoluyla gecici ekstraselller matriks
graniilasyon dokusuna doniistir. Bu asamada, gecici ekstraseliiler matriks fibroblastlar ve
endotel hiicrelerinin gdciine izin vererek fibroplazi ve anjiyogenezin ger¢eklesmesine olanak
tanir (Hosgood, 2006; Li ve digerleri, 2007). Fibroplazi fibroblastlarin birikmesine ve dermal
matriks olusumuna neden olurken, anjiyogenez yeni kapiller damarlarin olusumunu saglar.
Anjiyogenez sonucu dokunun karakteristik graniilasyon goriinimii sekillenir (Yamaguchi ve
Yoshikawa, 2001; Schultz ve digerleri, 2003; Li ve digerleri, 2007). Fibroblastlar aktive
makrofajlar tarafindan yaraya cekilir ve daha fazla fibroblast gogiinii, ¢ogalmasini ve
integrinlerin ekspresyonunu uyarmak i¢in makrofajlar mediatorler salgilar (Schultz ve digerleri,
2003; Cross ve Mustoe, 2003; Hosgood, 2006; Li ve digerleri, 2007). Integrinler bir¢ok farkli
hiicrenin yiizeyinde bulunan gocii, cogalmay1 ve hiicre sinyalini kontrol etmek i¢in islev goren
transmembran reseptdrlerdir. Integrinler, biiyiime faktorlerini uyararak birgok sinyal yolunu
etkinlestirirler (Stupack ve Cheresh, 2004; Li ve digerleri, 2007; DiPersio ve digerleri, 2016).
Fibroblastlar yaraya girdikten sonra kollajen, elastin ve proteoglikanlar dahil olmak Uzere
protein sentezi yapar ve kollajeni ¢capraz baglayan lysil oksidaz salgilar (Cross ve Mustoe, 2003;
Schultz ve digerleri, 2003; Li ve digerleri, 2007). Baz1 fibroblastlar yara kontraksiyonu igin
onemli olan miyofibroblastlara doniistiiriiliir (Li ve digerleri, 2007). Bu bolgede hasarli matriks
proteinleri bulunabilir; bunlar yeni olusturulan kollajenin, elastinin ve proteoglikanlarin uygun
biitlinlesmesini saglamak i¢in bolgeden uzaklastirilmalidir. Bu amacla fibroblastlar hasarli
matriks proteinlerini uzaklastiran proteinazlari tiretirler. Proteinazlar onarim asamasindaki tiim
baslica hiicre tipleri tarafindan salgilanan matriks metalloproteinaz (MMP) ailesinin iiyeleridir
(Schultz ve digerleri, 2003; Hosgood, 2006). Kollajen tip I11, fibroblastlar tarafindan erken yara

lyilesme siirecinde graniilasyon dokusu olusturmak i¢in iiretilen baskin kollajendir. Zamanla
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kollajen III, kollajen I ile degistirilir ve dermal matriks kompozisyonu ve montajini diizenleyen
kollajen VI'nin iiretimi meydana gelir. Daha sonra gegici ekstraseliiler matriksin yerini bu yeni
kollajen matriksi alir ve anjiyogenez siireci baglar (Liekens ve digerleri, 2001; Werner ve Grose,
2003; Li ve digerleri, 2007; Rousselle ve digerleri, 2019). Anjiyogenez makrofajlarin
salgiladig sitokinler, doku travmasi sonucu olugan diisiik oksijen miktari, laktik asit ve biiytime
faktorleri ile tetiklenerek hasarli dokularin yakininda bulunan damar endotel hiicrelerinin
yaraya goc etmesiyle baslar (Liekens ve digerleri, 2001; Werner ve Grose, 2003; Li ve digerleri,
2007). Proteinazlar depolanan biiylime faktorlerini serbest birakmak i¢in ekstraseliiler matriksi
parcalar (Carmeliet, 2000). Vaskuler endotel blytme faktoru (VEGF), vaskiilogenez ve
anjiyogeneze katki saglayarak yara iyilesme hizini etkilemektedir. Endotelyal hiicreler tizerinde
etkili olan baskin faktér VEGF'dir. Bu faktor hiicre ¢ogalmasi i¢in mitojeniktir ve integrin
reseptorlerini kullanarak daha fazla endotelyal gé¢ ve dallanmay1 olusturur (Carmeliet, 2000;
Stupack ve Cheresh, 2004; Li ve digerleri, 2007). Anjiyogenez VEGF gibi aktivatorlerin yani
sira proliferasyon ve gogiin inhibitorleri olan angiostatin, endostatin ve antitrombin III gibi
maddeler tarafindan da kontrol edilmektedir (Carmeliet, 2000). Endotelyal hiicreler birbiri
ardina gelen siralar olusturur ve sonunda bir liimen olusturmak tizere bir araya gelir (Carmeliet,
2000; Hosgood, 2006). Anjiyogenez besin ve oksijen saglayarak yara bolgesinin yiiksek
metabolik ihtiyacin1 destekler (Schultz ve digerleri, 2003). Bu yeni damarlar remodelleme
stirecinde hipoplazi gegirerek apoptozise ugrar. Graniilasyon dokusu proliferasyon asamasinda
soluk ve siirecin baglangicina gére daha ince bir gortinimdedir (Carmeliet, 2000; Armstrong ve
Bornstein, 2003; Hosgood, 2006).

Permeabilite bariyerini yeniden saglayan re-epitelyalizasyon, bitisik keratinositlerin
yaraya gOc¢ etmesi ile baslar. Yiizeysel yaralarda kil folikdilleri, tirnaklar, yag bezleri ve deri
ekleri gibi bolgelerden keratinositler hizla yara bolgesine go¢ eder (Hosgood, 2006; Li ve
digerleri, 2007; Sorg ve digerleri, 2017). Tam katmanl yaralarda re-epitelizasyon yaranin igini
dolduran graniilasyon dokusu olusana kadar sekillenemez (Sorg ve digerleri, 2017).
Keratinositlerin gogii yaralanmayi takip eden 24 saat iginde baslar, ancak gozle gorullr hale
gelmesi yaralanmadan 4 ve/veya 5 giin sonra meydana gelmektedir (Hosgood, 2006; Li ve
digerleri, 2007).

Keratinositler gocleri esnasinda sekil degistirmeye baslarlar. Bu sekil degistirmede,
hiicreler diiz ve uzun bir forma doniiserek lamellipodia (epitel dil) ad1 verilen sahte ayak benzeri
uzantilar olusturur. Ayni zamanda hiicre-matriks ve hicre-hiicre baglantilarini kaybederek

keratinositlerin sitoplazmasinda aktin filamentleri olustururlar (Li ve digerleri, 2007; Sorg ve
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digerleri, 2017). Keratinositler bu lamellipodia uzantilarin1 kullanarak yaraya dogru ilerlerler.
Lamellopodia ad1 verilen bu yapilar keratinositlerin fibronektin ile zenginlestirilmis matriksten
¢ikmasina olanak tanir. Keratinositler yaranin merkezine ulastiginda gocleri temas inhibisyonu
nedeniyle durur ve hiicreler aras1 ve hiicre-matriks baglantilar1 yeniden kurulur (Li ve digerleri,
2007; Sorg ve digerleri, 2017). MMP-1 (matriks metalloproteinaz-1) varligi keratinositlerin
bazal membraninin ¢oziilmesine ve kollajen I ile siki1 baglantilar kurmasina izin verir (Rohani
ve Parks, 2015). Yaranin merkezi en yliksek ¢cogalma indeksine ve en diisiik hiicre tabakasi
sayisina sahiptir. Keratinosit gociinii, cogalmay1 ve re-epitelizasyon siirecini uyaran gesitli
aracilar bulunmaktadir (Yamaguchi ve Yoshikawa, 2001; Schultz ve digerleri, 2003; Li ve
digerleri, 2007). Keratinositler bazal tabaka ile yeniden temas kurduklarinda orijinal déseme
tas desenine sahip sekline geri donerler ve epidermal tabakalasma meydana gelir (Hosgood,
2006; Sorg ve digerleri, 2017). Re-epitelizasyonun ardindan bazal membran yeniden olusur ve

kollajen 1VV'lin ti¢ boyutlu 6rgisi ile doldurulur (Li ve digerleri, 2007).

2.2.2.3.1. Kontraksiyon

Myofibroblastlar yaranin kontraksiyonunda énemli bir rol oynarlar. Miyofibroblastlar
dermal fibroblastlardan olusur. Alfa (o) diiz kas aktin hiicrelerinden farklilasan dermal
fibroblastlar yaralanmay1 takip eden surecte transforme edici buyime faktori beta (TGF-B)
tarafindan uyarilarak miyofibroblastlari meydana getirir (Yamaguchi ve Yoshikawa, 2001; Li
ve digerleri, 2007; Sorg ve digerleri, 2017). Myofibroblastlar yara kontraksiyon ¢izgileri ile
hizalanir ve yara kontraksiyonu deri gerilim ¢izgileri yoniinde sekillenir (Li ve digerleri, 2007).
Miyofibroblastlar intraselliiler aktinin fibroektin ve kollajen ile integrinler araciligiyla
etkilesime girmesini saglamak i¢in uzar. Miyofibroblast daha sonra geri ¢ekilir, kollajeni
hiicreye dogru ¢eker ve kontraksiyonu saglar (Yamaguchi ve Yoshikawa, 2001; Cross ve
Mustoe, 2003; Li ve digerleri, 2007; Sorg ve digerleri, 2017). Miyofibroblastin uzamasi ve
kisalmas1 5-hidroksitriptamin, anjiyotensin, vazopressin, bradikinin, epinefrin ve norepinefrin
tarafindan diizenlenir (Li ve digerleri, 2007). Yara kontraksiyon hiz1 kollajen Orgii
konsantrasyonu ile ters, hiicre sayisi ile dogru orantilidir (Bell ve digerleri, 1981). Yaklasik iki
hafta sonra zirveye ulasan yara kontraksiyonu tam katmanli yara iyilesmesi i¢in énemlidir (Li
ve digerleri, 2007). Yara kenarlarina fazla gerilim uygulanmasi yara kontraksiyonunu engeller.
Bolgedeki nekrotik dokularin varligi kontraksiyon ve epitelizasyonu engelleyen mekanik bir

engel olusturur (Schultz ve digerleri, 2003).
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2.2.2.4. Matiirasyon (Remodelleme) Asamasi

Yara iyilesmesinin en son asamasinda fibrin pihtisi sonunda hiicresiz bir yara izine
doniisene kadar dokunun remodellemesi gergeklesir (Cross ve Mustoe, 2003; Li ve digerleri,
2007). Bu evrenin belirgin ozellikleri apoptozis ve kollajenin yeniden sekillenmesidir.
Endotelyal hiicrelerin ve miyofibroblastlarin apoptozisi, graniilasyon dokusunun hiicresel
iceriginin azalmasina ve yaranin yara izine doniismesine sebep olur (Cross ve Mustoe, 2003;
Schultz ve digerleri, 2003; Hosgood, 2006). Endotelyal hiicrelerin apoptozisi yaranin daha
normal bir damar yogunluguna sahip oldugu ve anjiyogenezisin azalmasiyla yara renginin
kirmizidan daha az pigmentli bir hale geldigi bir yara izini sekillendirir (Schultz ve digerleri,
2003; DiPersio ve digerleri, 2016; Sorg ve digerleri, 2017). Bu asamada bir¢ok biiylime
faktorinun konsantrasyonu azalsa da TGF-B, kollajen I ve III {iretimini uyararak yara izi
olusumunda 6nemli rol oynar (Cross ve Mustoe, 2003). Kollajen IIT'iin yikim1 ve kollajen I'in
artan iiretimi, matriks metalloproteinazlar ile doku inhibitorleri arasindaki karmasik etkilesimle
diizenlenir (Visse ve Nagase, 2003; Chakraborti ve digerleri, 2003). Kollajen fibrilleri daha
kalin demetler olusturarak yaranin gerilim mukavemetini artirmak igin asamali ve yavas bir
sekilde capraz bag olusturmaya baslar (Lux, 2022). Bu asamanin sonucunda g¢ogunlukla
kollajen I igeren, ek deri yapilar1 (kil ve bezler) igermeyen hiicresiz bir yara izi olusur (Cross
ve Mustoe, 2003; Werner ve Grose, 2003; Hosgood 2006; Li ve digerleri, 2007). Yara
iyilesmesinin remodelleme asamasinda herhangi bir aksaklifa ugramasi, asirt yara izi
olusumuna veya kronik yara iyilesmesine sebep olabilmektedir (Yamaguchi ve Yoshikawa,

2001; C. R. Tsai ve digerleri, 2018).

2.3. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Zay1f veya gecikmis yara iyilesmesinin ¢esitli nedenleri bulunmaktadir. Bunlar Sekil 3’te
Ozetlenmistir. Bu nedenlerin belirlenmesi i¢in hastanin  tibbi  ge¢misinin, doku
biyopsilerinin/kiltarlerinin, kan analizlerinin ve tanisal goriintiileme yontemlerinin eksiksiz

incelenmesi gerekir (Sekil 3; Morton ve Phillips, 2016).
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Metabolik
Hastaliklar

Beslenme

Sekil 3. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler.

2.3.1. Yas

Yaglanma cildin 1iyilesme fonksiyonunu Onemli Olgiide etkilemektedir. Yasin
ilerlemesiyle yara iyilesmesi sirasinda inflamasyon fazinin uzamasi ve reaktif oksijen tiirlerinin
tretiminde artis gézlenmektedir. Bu degisimler iyilesme siirecinde fazla miktarda protein
bozunumuna sebep olarak kronik yara gibi komplikasyonlara yol acabilmektedir (Khalid ve
digerleri, 2022).

2.3.2. Enfeksiyonla Iliskili Faktorler

Enfeksiyon dokulardaki bakteri yogunlugunu, agri, eritem, ddem ve irinli eksudat gibi
enfeksiyonla iligkilendirilen belirtileri igermektedir (Cutting ve White, 2005). Bakteriler
yikimlayici viriilans faktorleri ile yapigsma ve fagositozu dnleyici faktorleri salgilayarak notrofil

lizisine neden olur. Nétrofillerin lizisi yara igerisine sitotoksik maddelerin salimi ile doku
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nekrozuna sebep olur ve nétrofillerin normal islevlerinin bozulmasina neden olur (Percival ve
digerleri, 2010). Bakterilerin varligi kronik yaralara neden olabilmektedir (Caldwell, 2020).
Kopek ve kedilerde cerrahi bdlge enfeksiyonlarinin en yaygin bakterileri yaygin firsatgi
patojenler olan Staphylococcus tirleridir (Turk ve digerleri, 2015; Garcia Stickney ve Thieman
Mankim, 2018). Hipotansiyon ve dokulardaki oksijen eksikligi kopek ve kedilerin cerrahi bolge
enfeksiyonlari i¢in risk faktorleri arasindadir (Hosgood, 2012; Turk ve digerleri, 2015). Ayrica,
Ozellikle inflamasyon ve erken onarim agsamalarinda yaranin dis ¢evresel kontaminasyonlara

kars1 korunmamasi enfeksiyona ve yara iyilesmesinde gecikmelere neden olabilir (Lux, 2022).

2.3.3. Tlaclar

Yara iyilesmesi iizerinde olumsuz etkilere sahip olan ilaglar arasinda kortikosteroidler,
kemoterapdtikler, immunsiipresif ajanlar ve nonsteroid anti-inflamatuvar ilaglar (NSAID'ler)
bulunmaktadir. NSAID'lerin kemirgenlerde, tavsanlarda ve kdpeklerde kemik iyilesmesini
baskiladigini rapor eden birgok makale bulunmaktadir (Barry, 2010; Gallaher ve digerleri,
2019). Immiinsiipresif ajanlar hayvanlarda immiin sistem kokenli hastaliklar ve neoplazi dahil
olmak iizere ¢esitli hastaliklar i¢in kullanilmaktadir. Kemoterapinin iyilesme lizerindeki etkileri
ilacin sinifi ve dozu gibi bir¢ok faktore bagh olarak degismektedir (Beyene ve digerleri, 2020).
Kemoterapi; fibroblastlar gibi hizla boliinen hiicreleri etkilediginden yara iyilesme sirasinda
kullanimindan kaginilmasi onerilmektedir (Laing, 1990). Kortikosteroidlerin sitokinler,
kemotaksis, mitojenik uyarilar, nétrofil infiltrasyonu yapigsma ve kemotaksisi, fibroblast gocu
ve kollajen birikimi iizerine negatif etkileri bulunmaktadir (Busti ve digerleri, 2005; Wang ve
digerleri, 2013). Doza ve tedavi siiresine bagli olarak kortikosteroid kullanim1 klinik olarak yara
ayrilmasi, gecikmis iyilesme ve enfeksiyona yol agabilmektedir (Busti ve digerleri, 2005).
Kortikosteroid kullanimindan kaginilamadigi durumlarda A vitamini takviyesi onerilmektedir
(Lux, 2022). Yara iyilesmesi siirecinde, hayvanin kullanmakta oldugu ilaglarin duraklatilmasi

veya yeniden degerlendirilmesi gerekebilir (Souci ve Denesvre, 2021).

2.3.4. Metabolik Hastaliklar

Diabetes mellitus, hiperadrenokortisizm, hipotiroidizm gibi, Uremiye sebep olan kronik

ve akut bobrek yetmezlikleri yara iyilesmesini karmasik hale getiren etkenler arasinda yer
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almaktadir (Lux, 2022). Diabetes mellitusun sebep oldugu hiperglisemi; fibroblast ve
l6kositlerin askorbik asit taginimini bozmaktadir (Baltzis ve digerleri, 2014; Beyene ve
digerleri, 2020). Askorbik asit kollajen sentezi, hiicre mitozu ve monosit gogii i¢in gereklidir
(Williams ve Barbul, 2003; Wild ve digerleri, 2010). Hiperadrenokortisizm ve hipotiroidizm
postoperatif yara enfeksiyonu riskini artirabilmektedir (Nicholson ve digerleri, 2002). Akut ve
kronik bobrek yetmezlikleri anjiyogenez ve fibroblast proliferasyonunu engelleyerek
graniilasyon dokusunun geg¢ sekillenmesine sebep olmaktadir (Maroz ve Simman, 2013,
Beyene ve digerleri, 2020). Metabolik hastalig1 olan hayvanlarin yara bakimlari ilgili hastalik

g6z onilinde bulundurularak uygun bir sekilde desteklenmeli/yonetilmelidir (Lux, 2022).

2.3.5. Beslenme

Malniitrisyon veya besin maddelerinin eksikligi uzamis inflamasyon asamasina,
fibroblast proliferasyonunda ve kollajen sentezinde azalmaya sebep olarak yara dokusunun
dayaniklilik direncini azaltabilmekte ve enfeksiyon riskini artirabilmektedir (Williams ve
Barbul, 2003; Arnold ve Barbul, 2006). Yaranin boyutuna orantili olarak yaranin varligi
katabolik metabolizmay1 hizlandirmaktadir (Williams ve Barbul, 2003; Wild ve digerleri,
2010). Yetersiz beslenme durumlarinda tiim yara iyilesme asamalari i¢in gereken protein, yag
ve karbonhidrat eksikligi iyilesmeyi geciktirmektedir (Beyene ve digerleri, 2020). Glukoz;
l6kositler ve fibroblast gibi hiicreler i¢in enerjinin baslica kaynagidir ve diyetle alinan
karbonhidratlar bunun 6nemli bir kaynagini olusturur (Williams ve Barbul, 2003). Yetersiz
protein alimi; iyilesme siirecinde gecikmeye ve fibroplazide aksamaya yol agmakta, yara
enfeksiyon riskini ise arttirmaktadir (Williams ve Barbul, 2003; Beyene ve digerleri, 2020).
Elektrolitler, mineraller (bakir ve ¢inko) ve vitaminler yara iyilesmesindeki yardimci faktorler
olarak islev gormektedirler (Lux, 2022). Magnezyum; protein olusumu, kollajen sentezi ve
doku buytmesi icin gereklidir (Williams ve Barbul, 2003; Arnold ve Barbul, 2006).

Vitamin A eksikligi, yara iyilesmesinin inflamasyon asamasinda B ve T hiicrelerinin
islevini ve antikor liretimini bozar. Proliferasyon ve remodelleme agamalarindaki epitelizasyon,
kollajen sentezi ve graniilasyon dokusunun gelisimini azaltir (Stadelmann ve digerleri, 1998).
B vitaminleri 16kosit olusumunda ve yara iyilesmesinin anabolik siire¢lerinde yer alan
enzimlerin koenzim kismidir. Tiamin, riboflavin, piridoksin ve kobalaminler kollajen sentezi

icin gereklidir (Russell, 2001). B vitamini eksiklikleri antikor Uretimini ve beyaz kan hiicresi
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fonksiyonlarii olumsuz etkileyerek yaralarin enfeksiyon riskini artirir (Williams ve Barbul,
2003). C vitamini hiicre go¢ii ve donlstimii, kollajen sentezi, antioksidan yanit ve
anjiyogenezde yer alarak yara iyilesmesinde rol oynar (Casey, 2003; Harris ve Fraser, 2004).
D vitamini dokularin yapisal biitiinliigii ve epitel bariyerin madde taginiminda rol oynar (Kalava
ve digerleri, 2011; Zhang ve digerleri, 2013). Cogu vitamin yara iyilesmesinde olumlu etkiler
gosterse de, E vitamininin kollajen sentezi, antioksidan aktivite ve inflamasyon asamasini

olumsuz etkileyebildigi belirtilmistir (Mazzotta, 1994).

Mineraller; antioksidan 6zellikleri ve enzimlerin yapisal taslari olmalar ile yara iyilesme
stirecine dahil olur. Cinko, yara iyilesmesinin inflamasyon agamasinda epitel ve fibroblast
hiicrelerinde DNA replikasyonu i¢in gereklidir, lenfosit aktivasyonunu artirir ve antikor
iiretimini tesvik ederek enfeksiyon riskini azaltir (Todorovic, 2002). Ayrica, proliferasyon ve
remodelleme asamalarinda enzimlerin aktivitesini uyararak kollajen iiretimini, fibroblast
proliferasyonunu ve epitelizasyonu destekleyerek surece katkida bulunur (Harris ve Fraser,
2004; Lansdown ve digerleri, 2007). Demir, dokulara oksijen tagiyarak doku perfiizyonu ve
kollajen sentezi i¢in gereklidir; eksikliginde yara iyilesmesinin proliferasyon agsamasinda
bolgesel/lokal iskemi, kollajen iiretiminin bozulmast ve iyilesen yara dokusunun

dayanikliliginda azalma goriiliir (Todorovic, 2002).

2.3.6. Yaranin Konumu

Yaranin konumu enfeksiyon, yaranin agilmasi, gecikmis veya yetersiz iyilesme gibi
komplikasyonlara yatkinliga neden olabilmektedir. Kemik c¢ikintilar1 iizerinde yer alan
yaralarda dokularin sikismasi sonucu iskemi ve avaskiiler nekroz sekillenebilmektedir (Swaim
ve digerleri, 1996). Basing yaralar1 tuber ischiadicum, olecranon, tuber calcanei, femurun
trochanter mayoru, scapula akromiyonu, lateral humerus epikondili, lateral tibial kondili, lateral
malleolus, 5. parmaklarin yan yiizleri ve sternum bdlgelerinde siklikla goriilmektedir (Lux,
2022). Eklem Uzerindeki yaralar (6zellikle ekstensiyon yuzeylerindeki yaralar) sik¢a hareket
halindedir. Bu yaralar gerilme, sikistirma ve kayma kuvvetlerine maruz kalmaktadir. Asiri
hareket iyilesmeyi olumsuz etkileyebilir ve bu nedenle iyilesme siirecini desteklemek i¢in splint

veya alg1 uygulamasi faydali olabilmektedir (Lux, 2022).
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2.4. Yara lyilesmesinin Degerlendirilmesi ve Takibi

Yara iyilesmesi takibi, iyilesme siirecinin anlasilmasi, siirecin aksamasina yol agan
nedenlerin tespiti, terapdtik etkinligin yonetimi igin; dolayisiyla kaliteli bir iyilesme igin
onemlidir. Yara iyilesme siirecinde meydana gelen degisimler, belirli parametreleri analiz eden
yontem ve tekniklerle takip edilir. Iyilesmeyi degerlendirmek icin kullanilan takip yontemleri,
nitel ve nicel protokolleri igerir ve bu yontemlere doku tamamen iyilesinceye kadar devam
edilmelidir (Grey ve digerleri, 2006; Robson ve Barbul, 2006). Yara iyilesmesindeki 6l¢timler;
yaranin biiyiikliigii, yara tabaninin i¢erdigi bilesenlerin biyokimyasal ve genomik yontemlerle
takibi ve yara dokusunun histolojik yapisini icermektedir (Masson-Meyers ve digerleri, 2020).

Bu yontem ve teknikler {i¢ ana baslik altinda toplanabilir:

2.4.1. Planimetrik Olgtimler

Yara iyilesmesi yara kapanma hiz1 olarak da bilinir. Yara boyutunda (genellikle yiizey
alan1) meydana gelen degisikliklerin Olgiilmesi ve takip edilmesi yara iyilesme hizini
nicellestirir. Bu teknik klinik ve aragtirma alanlarinda kullanilan ekonomik ve erisilebilir bir

yontemdir (Masson-Meyers ve digerleri, 2020).

Yara yiizey alani ¢esitli yontemlerle 6l¢iilebilir (Williams, 2000; Papazoglou ve digerleri,
2010). Bunlar arasinda bir cetvelle yara alaninin uzunluk ve genisliginin Olgiilmesi, yara
ylizeyinin lizerine seffaf bir film yerlestirilerek yara ¢evresinin cizilerek ol¢iilmesi, yara
yiizeyinin dijital fotograflarinin goriintii yazilimlari ile analizinin yapilmasi gibi bircok farkli
yontem bulunmaktadir (Koschwanez ve Broadbent, 2011; Andrade ve digerleri, 2011; Tan ve
Wahli, 2013; Okuma ve digerleri, 2015). Bu yontemlere alternatif olarak yara iyilesmesinin
degerlendirilmesi amaciyla optik koherens tomografi, konfokal lazer tarama mikroskopisi ve
diffiiz yakin-infrared spektroskopi gibi alternatif teknikler de kullanilabilmektedir (Weingarten
ve digerleri, 2012; Tsai ve digerleri, 2013; Sattler ve digerleri, 2013; Greaves ve digerleri,
2014). Bu tiir yontemler klinik iyilesmeyi gosteren non-invazif yontemler olarak tanimlamistir

(Masson-Meyers ve digerleri, 2020).
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2.4.2. immunohistokimyasal ve Histolojik Ol¢iimler

Yara alaninda gergeklestirilecek immiinohistokimyasal ve histolojik incelemeler, tedavi
stirecinde iyilesme ilerlemesini degerlendirmek, iyilesmeyen yaralarin morfolojik
degisikliklerini irdelemek, olusan yeni dokunun kalitesini incelemek i¢in olduk¢a faydali bir
aractir (Romanelli ve digerleri, 2013; Planz ve digerleri, 2015). Bu amagla yara bolgesindeki
saglikli yara kenarlarindan ve hasarli bolgeden alinan biyopsi 6rneklerinin incelenmesi
onemlidir (Romanelli ve digerleri, 2013). Bu 6rnekler, imminohistokimyasal ve histolojik
inceleme i¢cin gdmme, kesme ve boyama gibi islemlere tabi tutulur (Thavarajah ve digerleri,
2012). Farkli boyamalar sayesinde yara iyilesmesinin farkli asamalarinda gérev alan beyaz kan
hicreleri (makrofajlar, mast hicreleri, lenfositler ve nétrofiller), kan damarlari, fibrosit ve
fibroblastlar, farkli tip kollajenler gibi bircok hiicre ve yapt belirlenerek ortaya ¢ikarilabilir
(Masson-Meyers ve digerleri, 2020). Immiinohistokimyasal yontemlerle yara iyilesmesinde rol
oynayan molekiler yiuzey belirtecleri, sitokin ve biyime faktorleri belirlenebilir. Parafine
gomiilii doku kesitlerine ¢esitli immuUnohistokimyasal boyalar uygulanarak antikorlarin hedef
antijenlere baglanmasi ve ¢esitli maddelerin tespiti miimkiin hale gelir (Masson-Meyers ve
digerleri, 2020). Immiinohistokimyasal analizlerin tercihi, biit¢e, giivenilirlik, duyarlilik,
sinyal-giiriiltii oran1 ve kullanim kolaylig1 gibi faktorlere bagl olarak degisebilir (Andrade ve
digerleri, 2011, 2015; de Avila Santana ve digerleri, 2013; Terra ve digerleri, 2015). Yara
iyilesmesinin immiinohistokimyasal yontemlerle izlenmesi incelenen iyilesme asamasina bagl
olarak farkl belirteglerin izlenmesine imkan tanir. Bu yontemle, fibroblast, makrofaj, kollajen
I, HI ve 1V, interlokinler, TGF-B, VEGF gibi bircok belirteci tespit etmek ve tayin etmek

miimkiindiir (Fronza ve digerleri, 2014; Masson-Meyers ve digerleri, 2016).

2.4.3. Biyokimyasal ve Genomik Olgtimler

Yara iyilesmesinin farkli asamalarinda gergeklesen olaylart takip etmek yara
dokularindan alinan biyopsi Orneklerinde biyobelirteglerin biyokimyasal ve genomik
yontemlerle Olctlmesi ile mumkinddr (Masson-Meyers ve digerleri, 2020). Laboratuvar
ortaminda ELISA (enzim bagli immdinosorbent analizi) ve real-time polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) gibi spesifik yontemler kullanilarak doku Orneklerinden

(homojenatlardan) veya hiicre kiiltiirii siipernatanlarindan gen ekspresyonlari, antikorlar veya
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antijenler gibi analitlerin (biyobelirtecler) miktari/varligi 6l¢iilerek yara iyilesmesindeki olaylar
nicellestirilmektedir (Mori ve digerleri, 2004; Masson-Meyers ve digerleri, 2020). Yara
iyilesmesinde eritrosit sedimantasyon hizi ve C-reaktif protein gibi geleneksel yontemlerle
yapilan analizlerin yeterince iyi ¢iktilar sunmadigi belirtilmistir (Patel ve digerleri, 2016). Bu
sebeple sitokinler, kemokinler, biyime faktorleri, proteinazlar, kollajenler, matriks
metalloproteinazlarin, miyeloperoksidaz ve oksidatif stres belirtecleri gibi biyobelirteclerin
Olclimiiniin 6nemli oldugu belirtilmistir (Fronza ve digerleri, 2014; Masson-Meyers ve

digerleri, 2016, 2020).

Sitokinler bagisiklik hiicreleri basta olmak iizere hiicrelerin yonetimi ve modiilasyonunu
saglamak i¢in salgilanan nispeten diisiik molekiil agirlikli proteinlerdir. Yara iyilesmesinde
temel rol oynayan sinyal molekiilleri arasinda interlokinler, lenfokinler ve interferonlar gibi
sitokinler bulunur. Pro-inflamatuvar sitokinler (IL-1, IL-6, TNF-a, vb.) yara iyilesme siirecinde
hiicre proliferasyonu, immiin yanitin diizenlenmesi, matriks proteinlerinin iiretimi ve

fibroblastlarin yara bolgesine yonlendirilmesi gibi 6nemli gorevler iistlenir (Werner ve Grose,

2003).

Kemokinler hicrelerin yara bolgesine goclinde 6nemli rol oynayan, molekiil agirlig
diisiik kemotaktik sitokinlerdir. Bu molekiiller yara i¢indeki endotel hiicreleri, fibroblastlar,
keratinositler, notrofiller ve makrofajlar dahil olmak iizere ¢esitli hiicre tipleri tarafindan
salgilanir. Yara iyilesmesinin proliferasyon asamasinda, neoanjiogenezin tesviki Ve
diizenlenmesinde, re-epitelizasyon ve grantlasyon nedeniyle hizla biiyiiyen hiicrelere gerekli
besin maddelerinin saglanmasinda rol oynarlar (Kufareva ve digerleri, 2015; Ridiandries ve
digerleri, 2018).

Hiicre ve doku olusumunu saglayan biiylime faktorleri yara iyilesmesinin proliferasyon
asamasinin baglatilmasindan sorumludur. Yara iyilesmesinde rol alan biiylime faktorleri
arasinda; platelet kaynakli biiytime faktorii (PDGF), doniisiim buyume faktorleri (TGF-a, TGF-
B), insiilin benzeri biiylime faktorl (IGF-1), fibroblast blyime faktort (FGF) ve granulosit-
makrofaj koloni uyaric1 faktorler (GM-CSF) yer almaktadir (Trengove ve digerleri, 1999;
Olczyk ve digerleri, 2014).

Proteinazlar ve proteinaz inhibitorleri yaralarin koordineli ve zamaninda iyilesmesinden
sorumlu olan hiicre digt matriksin parcalanmasini ve biriktirilmesini saglar. Iyilesmeyen
yaralarda proteinaz miktarinin arttig1, proteinaz/inhibitér dengesinin bozuldugu, proteolizin ve

ekstraseliiler matriksin siirekli olarak pargalanmasi sonucu yara iyilesmesinin geciktigi
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raporlanmistir (Demidova-Rice ve digerleri, 2012; McCarty ve Percival, 2013; Diagn ve Gupta,
2016).

Matriks metalloproteinazlar ¢inko ve kalsiyuma bagimli olan bir grup endopeptidazdir
(Ligi ve digerleri, 2016). Yara iyilesmesinin inflamasyon, proliferasyon ve remodelleme
asamalarin1 yonlendiren sitokin ve kemokinlerin aktivitesini enzimatik olarak etkinlestirir,
hiicre ylizeyinden ayirarak uygun hale getirir ve diizenlerler. Ayn1 zamanda hiicreler arasi
etkilesimlerin ve hiicre-dis1 matriksin bir parcasi olan proteinlerin parcalanmasini da saglar

(Caley ve digerleri, 2015; Jablonska-Trypuc ve digerleri, 2016).

Glisin, prolin ve hidroksiprolin gibi amino asitlerden olusan bag dokunun temel protein
bileseni Kollajendir. Kollajen sentezi igin demir ve C vitamini gibi kofaktorlerle gerceklesen
lizin ve prolinin hidroksilasyonu gereklidir (Guo ve Dipietro, 2010). Kollajenin pargalanmasi
serbest hidroksiprolin ve peptitlerin agiga ¢ikmasina neden olur. Bu nedenle hidroksiprolin
Olctimii dokudaki kollajen doniisiimiiniin bir biyobelirteci olarak kabul edilir (Shimanker ve

digerleri, 2013; Amirthalingam ve digerleri, 2015).

Miyeloperoksidaz (MPO) enzimi peroksidaz-siklooksijenaz siper ailesinin bir Gyesi
olarak polimorfonukleer notrofillerin sitoplazmatik grantllerinde bulunur ve ROS (reaktif
oksijen tiirleri) olusturarak dogal bagisiklik savunma mekanizmalarina katilir (Andrade ve
digerleri, 2011; Caetano ve digerleri, 2015). MPO enzimi analizi ile doku icinde nétrofillerin
mobilizasyonunu ve birikimi tahmin edebilir ve yara iyilesmesinin inflamatuvar asamasi da

degerlendirilebilir (Rodero ve Khosrotehrani, 2010; Fronza ve digerleri, 2014; Nauseef, 2014).

Hiicresel stres ve antioksidan aktivite/savunma mekanizmalarinin yara iyilesme
asamalarinda incelenmesi ve izlenmesi arastirmalarda tercih edilebilir (Rasilainen ve digerleri,
2002). Bu mekanizmalarin belirtegleri arasinda malondialdehit (MDA) ve hidrojen peroksit
bulunur (Andrade ve digerleri, 2011; Leite ve digerleri, 2015). Malondialdehit lipid
peroksidasyonunun bir yan {iriiniidiir ve oksidatif hasarin belirtecidir. Hidrojen peroksit ise
hiicresel stresin bir belirteci olarak oksidatif dengenin bozulmasi sonucu olusan hiicresel

metabolizma Grinuddr (Moon ve Shibamoto, 2009).

2.5. Yara Tedavisi Maliyeti ve Bitkisel Alternatifler

Yara bakimi, maliyeti ve prevalansi acisindan saglik hizmetlerinin 6nde gelen

endiselerinden biri olarak degerlendirilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde 8,2 milyonun
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Uzerinde insanin yara tedavisi gordigii ve bakim maliyetlerinin 28,1-96,8 milyar Amerikan
dolar1 arasinda degistigi raporlanmistir (Sen, 2019). Kiiresel yara bakimi pazar1 2018'de 18,4
milyar ABD dolar1 olarak degerlendirilmis ve 2019'dan 2026'ya kadar olan donemde yillik
bilesik biliylime orant (CAGR) %3,9 olarak tahmin edilmistir (Sen, 2019). Kronik yara
tedavisinin saglik hizmetlerinde en biiyiik finansal yiikii olusturdugu, sadece ABD'de yilda 25
milyar ABD dolarindan fazla harcamaya sebep olarak 6,5 milyon insani etkiledigi belirtilmistir

(Chen ve digerleri, 2020).

Yara tedavileri geleneksel ve modern yaklasimlar olmak {izere iki ana kategori altinda
degerlendirilmektedir. Geleneksel tedaviler genellikle bitki ve hayvan kaynakli bilesikler, canli
organizmalar ve geleneksel pansumanlar gibi yontemleri icermektedir (Choi ve digerleri,
2018). Milyonlarca insan i¢in Asya, Afrika, Orta Dogu ve Latin Amerika'da yerel bitkiler,
hayvanlar ve dogal {iriinlerden elde edilen geleneksel ilaglar, yara bakiminin temelini
olusturmaktadir (World Health Organization, 2013). Modern tedaviler ise greftler,
biyomuhendislik trind doku nakilleri ve hiicre/buytume faktort gibi tedavileri icermektedir
(Pereira ve Bartolo, 2016). Modern sentetik ilaglarda goriilen alerji, direng gelisimi ve maliyet
gibi sikintilar sebebiyle bilim insanlar1 yara iyilestirici alternatif yaklagimlarin kullanimini
modern teknolojiyle dogrulamaya ¢alismaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) geleneksel tibbu,
farkli kiiltiirlerin yerel bilgi, beceri ve uygulamalarinin toplami olarak tanimlamaktadir (World
Health Organization, 2013). Bu tibbi yaklasimlar; sagligi koruma, fiziksel ve =zihinsel
hastaliklar1 6nleme, teshis etme, iyilestirme veya tedavi etme amaciyla kullanilan bilgi ve
deneyimlerden olugsmaktadir (Majumdar ve Sangole, 2016). Sanayilesmis iilkelerde tahmini
olarak genel yetigkin niifusun %30 ila %50'sinin ¢esitli tamamlayic1 ve alternatif tip tedavilerini

kullandig1 raporlanmistir (Eisenberg ve digerleri, 1998; Sparber ve Wootton, 2001).

Bitki 6zleri tarih boyunca yara iyilestirmede yiiksek potansiyele sahip olduklari igin tercih
edilmistir (Pazyar digerleri, 2014; Maver ve digerleri, 2015). Bir¢ok geleneksel kiiltiirde
kesikleri, yaralari ve yaniklari tedavi etmek i¢in birgok bitki kullanilmaktadir (Budovsky ve
digerleri, 2015; Yuan ve digerleri, 2016). Diinya niifusunun yaklasik %65'1 saglik hizmetlerinde
bitkisel tedavileri kullanmaktadir (Lania ve digerleri, 2019). Geleneksel yontemler iginde yer
alan ve hastaliklar1 iyilestirmede kullanilan bitkilerin biyoaktif bilesenlerini tanimlamak
amactyla modern bilim esliginde kapsamli ¢aligmalar yapilmaktadir (Thakur ve digerleri, 2011;
Prasad ve Tyagi, 2015; Choi ve digerleri, 2018; Lania ve digerleri, 2019). Bitkilerin yara
iyilesmesindeki potansiyellerini belirlemek ve kanitlamak amaciyla bitki bilesenlerinin

organizmada yarattig1 etkiler ayrintili bir sekilde arastiritlmaktadir (Nayak ve digerleri, 2011).
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Farmakolojik olarak giivenli oldugu saptanan bitkilerin tedavi amaciyla kullanimindan 6nce
klinik calisma ve denemelerde test edilmesi gerekmektedir (Prasad ve Tyagi, 2015).
Glinlimiizde goriilen antibiyotik kullanimi suistimali sebebiyle antimikrobiyal ilaglarin
etkinliginde azalma, bakteri, mantar ve viriis enfeksiyonlarnin tedavisinde basarisizliklarla
karsilasilmaktadir. Bu nedenle bitkisel tedaviler gibi alternatif, yeni, daha az maliyetli ve
giivenli tedavi yontemleri arastirilmakta ve ilgi ¢ekmektedir (Tiwari ve digerleri, 2013). Bin
dokuz yiiz kirk (1940) ile 2002 yillar1 arasinda gelistirilen yeni antikanser ilaglarin yaklasik
%354'i dogal tirlinlerden tiiretilmistir (Yuan ve digerleri, 2016). Mevcut tim farmasotik
tiriinlerin yaklasik %73"lintin dogal iiriinlerden elde edilen bilesenleri icerdigi belirlenmistir
(Wangchuk, 2018). Bitkisel kaynakli yeni tedaviler farkli deri ve yara enfeksiyonlarinda tedavi
mekanizmalarint ve etkinliklerini degerlendirmek amaciyla c¢alisilmaktadir (Thakur ve
digerleri, 2011). Etnobotanik ve etnofarmakolojik ¢calismalar farkl kiiltiir ve bolgelerde etkili
tedavi yontemlerini bir araya getirmektedir (Hosseini ve digerleri, 2017). Klinik kullanimda en
az 170 farkl topikal yara bakim iiriinii bulunsa da (Lohi ve digerleri, 2010) bu iiriinlerle ilgili
1yi tasarlanmis ¢alismalarin yetersiz sayida oldugu belirtilmistir (Harding ve digerleri, 2002;

Fonder ve digerleri, 2008).

2.6. Calendula officinalis (Aynisefa Bitkisi)

Calendula officinalis sar1 ve turuncu renge sahip, Asya, Avrupa, Cin, Amerika Birlesik
Devletleri ve Hindistan'da yaygin olarak kullanilan bir bahge bitkisidir ve tibbi amaglar i¢in

oldukgca popdilerdir (Resim 2).
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Resim 2. Calendula officinalis bitkisinin fiziki goriiniimii (Zhang ve digerleri, 2024’den

alinmastir).

Asteraceae ailesine aittir ve yurt disinda Afrika Marigold, Calendula, Common Marigold,
Garden Marigold, Marigold, Pot Marigold gibi bir¢ok farkli isimle anilmaktadir (Shahane ve
digerleri, 2023). Ulkemizde de bu bitki ¢esitli isimlerle adlandirilmaktadir. Bunlar arasinda
aynisefa, altuncuk, kandil cicegi, sefa ¢igegi, saripat, samdan ¢igegi, Olii ¢igegi, tibb1 nergis,
portakal nergisi, ¢ingene zamani Ve 6kiizgozii gibi isimler bulunmaktadir (Baytop, 1999; Deniz
ve digerleri, 2010).

Calendula officinalis (Aynisefa bitkisi), icerdigi ikincil metabolitler nedeniyle gida ve
ilag endustrisinde 6nemli bir yere sahiptir (Pedram Rad ve digerleri, 2019; Savic Gajic ve
digerleri, 2022). Calendula cinsine ait yaklasik 25 tiir bulunmaktadir ve bunlar arasinda C.
officinalis, C. arvensis, C. tripterocarpa, C. stellata ve C. suffruticose en yaygin olanlaridir
(Fallahi ve digerleri, 2020). Calendula officinalis Calendula cinsinin en ¢ok incelenen
tiirlerinden biridir ve 12. yiizyildan beri tibbi amaglarla kullanilmaktadir (Basch ve digerleri,
2006; Gu ve digerleri, 2022). Calendula ad1 her ayn ilk giiniinii temsil eden Latince "calends"
teriminden gelmektedir (Shahane ve digerleri, 2023). Aynisefa bitkisi ¢igeklerinin sabah agip

aksam solmasi nedeniyle "gilines otu" olarak da adlandirildigi bilinmektedir (Shahane ve
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digerleri, 2023). Bu geleneksel bitki uzun bir siiredir kiigiik yaniklar, yaralar ve deri sorunlarinin
tedavisinde kullamilmistir (Shahane ve digerleri, 2023). Calendula officinalis kendiliginden
tohumlanan yillik bir bitki tlirtidiir ve 30-60 cm yiikseklige ulagsmaktadir. Sicak ve nemli iklim
kosullarinin hakim oldugu boélgelerde bulunmaktadir (Ashwlayan ve digerleri, 2018). Bitkinin
sapinda 5-7 cm boyutunda bilesik bir ¢icek basi bulunur. Bu ¢icek basi ¢cok sayida sivri uglu
lanset seklindeki sepalin epikaliksiyle kaplidir ve i¢ kisminda sari-turuncu tipli cicekler
bulunur (Resim 2; Basch ve digerleri, 2006; Almeida ve digerleri, 2022). Dis epidermisin apikal
bolgesinde normositik stomalar, korolla, kaplama ve bezli tiiyler, uzunlamasina sklerenkimat6z
hiicreler, kahverengi pigment i¢eren ovaryum duvarlarinin parcalari, polen taneleri, stigma

parcalar1 ve lifli pargalar bulunur (Arora ve digerleri, 2013).

Calendula officinalis ¢esitli farmakolojik 6zelliklere sahip birgok sekonder metaboliti
icermektedir. Bu metabolitler arasinda triterpenoidler, flavonoidler, kumarinler, kinonlar,
ucucu yag, karotenoidler ve amino asitler bulunur (Tablo 2; Tablo 3; Muley ve digerleri, 2009).
Calendula officinalis’den elde edilen ekstraktlarin anti-inflamatuvar, hepatoprotektif,
renoprotektif, anti-6demattz, antioksidan, antibakteriyel, antifungal ve imminostimulan
ozellikler barindirdig1r bildirilmistir  (Shahane ve digerleri, 2023). Bitkinin igerdigi
triterpenoidler anti-inflamatuvar, anti-0demat0z ve fibroblast uyarici etkiler saglamaktadir.
(Fronza ve digerleri, 2009). Bagisiklik ve inflamasyonla iliskili olan 5-lipoksigenaz,
siklooksijenaz-2 ve C3-konvertaz enzimlerini inhibe etmektedir (Kapil ve Sharma, 1995;
Dzubak ve digerleri, 2006). i¢eriginde bulunan flavonoidlerin anti-inflamatuvar, anti-6dematéz
ve giiclii antioksidan dzelliklere sahip oldugu da bildirilmistir (Middleton ve digerleri, 2000).
Calendula officinalis uygun dozaj ve diger farmakolojik endikasyonlar dikkate alindiginda
giivenli bir terapotik ajan olarak kabul edilmektedir (Basch ve digerleri, 2006). Bazi
toksikolojik ¢alismalar Calendula officinalis’in biyokimyasal ve fiziksel parametreler agisindan
akut ve subakut kullaniminin giivenligini kanitlamistir (Silva ve digerleri, 2007; Mishra ve
digerleri, 2018). Avrupa Ilag Ajansi'na (EMA) gore Calendula officinalis bitkisel bir tibbi {iriin
olarak siiflandirilmis ve LD 50 (letal doz 50) degerinin 20 mL/kg oldugu rapor edilmistir
(European Medicines Agency, 2018).
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Tablo 2. Cesitli Calendula tiirlerinin ana bilesenleri ve yiizdeleri (Jan ve digerleri, 2017).

Tar Ana Bilesen YUzde
Calendula suffruticosa a-linolenik asit 24,20
Calendula arvensis d-kandinen 15,1
Calendula officinalis a-kadinol 64
Calendula stellata Linalool 34,40
Calendula tripterocarpa Fenolik bilesikler 11,22

Tablo 3. Calendula officinalis’te bulunan c¢esitli kimyasal bilesenler (Shahane ve digerleri,
2023).

Bitki Kismi  Kimyasal Bilesen Grubu Aktif Bilesen
y-Tarakasteol, lupeol

Eritrodiol

Terpenoidler Calendulosid

Calendua glikozit A ve B

Kornulasik asit asetat

Kalendoflavosit izokuersitrin, rutin

Cicek Flavonoidler Izohamnetin, kuersetin
Narsisin, izohamnetin -3-O-B-D glikozit
Kumarinler Skopoletin, umbelliferon, eskuletin

Oplopanon, kubenol, metil linoleat

Limonel, nerolidol, palustron p-simen,

Ugucu Yaglar nonanal, sabinen, karvakrol, a- pinen, t-

muurolol, geraniol

Yapraklar Kuinonlar a- tokoferol, plastokinon, filokinon, ubikinon
Kok Terpenoidler Kalendulosid B

Givol ve digerleri (2019) tarafindan yapilan bir sistematik derlemede Calendula
officinalis'in deri yaralar1 tizerindeki etkisi arastirllmistir (Givol ve digerleri, 2019). Bu
derlemenin sonuglarina gore, bu konuyla ilgili yapilan arastirmalarda bazi kisitlamalarin
bulundugu vurgulanmistir. Yapilan calismalar, elde edilen bitki Oziitlinlin igerik analizi
eksikligi, kullanilan ekstraksiyon yontemlerinin agikca belirtilmemesi, kullanilan metodolojiler
arasindaki biiyiik farklar, deney hayvanlarinin kullanimi konusundaki eksik ayrintilar ve
calisma sonuglarini belirleyecek 6lgiimlerin her calismada farklilik gostermesi gibi kisitlamalari
icermektedir (Givol ve digerleri, 2019). Bu nedenle, Calendula officinalis'in yara iyilesmesi
tizerindeki etkinligini kesinlestirmek i¢in biiyiik 6lcekli, iyi tasarlanmis, rastgele kontrollii
calismalara ihtiyac oldugu sonucuna varilmistir. Shahane ve digerleri (2023) tarafindan yapilan
derleme ¢aligmasinda Aynisefa bitkisi ¢igeginin tiirlerine ve bitki kisimlarinin ekstraksiyon
yontemlerine bagli olarak elde edilen ekstrakt bilesiminde farkliliklar oldugu ortaya konmustur

(Tablo 2 ve Tablo 3; Shahane ve digerleri, 2023). Bu farkliliklar yara iyilesmesi {lizerinde
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degisen etkilere neden olabilmektedir (Shahane ve digerleri, 2023). Ayrica bitkinin hangi
boélgede ve ne zaman toplandig1 gibi faktorler bitkinin icerdigi bilesenlerin tiir ve miktarini
etkileyebilmektedir (Ayran ve Kan, 2023). Bu durumda Calendula officinalis’ in bilesimi ve
yara iyilesmesi lizerindeki etkileri bitki tiirii, ekstraksiyon yontemi, toplama yeri ve ekim

zamani gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak degisebilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Etik Kurul izni, Hayvan Materyali ve Temini

Sunulan tez ¢alismasit Aydi Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan (HADYEK) 29.09.2021 tarihli ve 64583101/2021/130 sayil1 izin alinarak, Aydin
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma

Merkezi’nde gerceklestirildi.

Calisma hipotezini test etmek i¢in gereken minimum 6rneklem biiyiikliigiinii belirlemek
amaciyla %80 gii¢ seviyesi, 0,40 etki biiyiikliigli ve 0,05 yanilma diizeyi dikkate alinarak gii¢
analizi yapildi (G Power, Universitat Dusseldorf: Psychologie). Calisma siirecinde
karsilasilabilecek hayvan kayiplar1 da goz oniine alinarak her bir grupta 24 hayvan olacak

sekilde toplam 72 hayvan ¢aligmaya dahil edildi.

Calismada kullanilan hayvan materyalini olusturan BALB/C 1k erkek fareler Aydin
Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlari Yetistirme Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edildi. Farelere yapilan cerrahi uygulamalar, yara bakimlari ve numune
orneklerinin toplanmasi islemleri Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Deney Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gerceklestirildi.

3.1.1.1. Hayvanlarin (BALB/C) Barinma ve Bakim Kosullar:

Caligmanin materyalini 6-8 haftalik yasta, canli viicut agirligi 37,87+4,03 gram (ortalama
agirlik+standart sapma) olan 72 adet BALB/C 1rki erkek fare olusturdu. Yetmis iki adet fare
(n= 72) siitten kesildikten bir hafta sonra (4 haftalik yas) her bir kafeste bir adet fare olacak
sekilde tip-1 polipropilen kafeslere (Radon Medikal, Ankara, Tiirkiye) yerlestirildi. Calisma
sonuna kadar fareler bireysel kafeslerde barindirildi (Resim 3). Farelerin bakim ortam1 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik, ortam sicakligi 22+2°C, nem oram ise % 50-55 olacak sekilde
diizenlendi. Altlik materyali olarak tozsuz, kalin mese odunu talasi kullanildi. Farelerin

beslenmesi ad libitum olarak standart fare yemi (Fare rasyonu, Korkuteli Tarim Gida, Antalya,
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Tiirkiye) ve musluk suyu ile saglandi. Oda sicakligi ve nemi dijital veri kaydedici (Hasvet
datalogger, Antalya, Tiirkiye) ile kayit altina alindi. Farelerin yem ve su miktarlar1 giinliik

olarak kontrol edildi, eksilmeler tamamlandi. Farelerin altliklar1 giinliik olarak degistirildi.

Resim 3. Caligma siirecinde bireysel kafeslenmis farelerin goriiniimii.

3.1.2. Bitki (Aymsefa Bitkisi, Calendula officinalis) Temini

Calismada kullanilan Aynisefa bitkisi ¢igegi Tarim ve Orman Midiirliigii tarafindan
isletme kay1t belgesine sahip olan, gida iiretimi yapan, 9 ~ 51 - 40 “ 55 ' kuzey enlemleri ile 35
* 27 - 37 " 39 dogu boylamlari arasinda bulunan bélgede faaliyet gdsteren ticari bir firmadan
(By Organik, Tokat, Tiirkiye) giineste kurutulmus halde temin edildi. Kurutulmus ¢igekler 2022

May1s ay1 hasatina aitti.
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3.2. Yontem

3.2.1. Calisma Gruplarimn Belirlenmesi

Fareler her grupta 24 adet fare; 1. grup AYSEF (sulu Aynisefa bitkisi ¢igegi ekstrakti,
n=24), 2. grup FTS (fizyolojik tuzlu su %0,9 NaCl, n=24) ve 3. grup NEGKON (negatif
kontrol/tedavi uygulanmayan, n=24) olarak rastgele 3 ¢alisma grubuna ayrild1 (Tablo 4).

Tablo 4. Farelerin calisma gruplarina ayrilmasi ve uygulamalar.

Cahsma Gruplar1  n Uygulanan Tedavi Uygulama
1. grup AYSEF 24 Sulu Aynisefa Bitkisi Cigegi Ekstrakti  Eksizyonel tam katmanli yara
2.grup FTS 24 FizyolgiTuziu 24 Eksizyonel tam katmanli yara

(%0,9 NaCl, Pozitif Kontrol)
Negatif Kontrol
(Tedavi Uygulanmayacak)

3. grup NEGKON 24 Eksizyonel tam katmanl yara

3.2.2. Aymsefa Bitkisi (Calendula officinalis) Ciceginin Gaz Kromatografi-Mass
Spektrometri (GC-MS) Analizi

Bitki [Aynisefa bitkisi (Calendula officinalis) ¢igegi] ekstraktinin igeriginin/kimyasal
bilesenlerinin ve miktarlarinin tayini gaz kromatografi/mass spektrometri analiz yontemi
kullanilarak gerceklestirildi. Bu analiz igin GC-MS cihazi (8890 GC System, Agilient
Technologies, Santa Clara, Amerika Birlesik Devletleri; (Resim 4) kullanildi.
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Resim 4. Caligmada kullanilan GC-MS cihazi ve numunelerin cihaza yerlestirilmesi.

Cihaz enjektor sicakhigi 350°C olarak ayarlandi, tasiyict gaz olarak helyum gazi (1
mL/dakika) kullanildi. Analizler sirasinda cihaz firin sicaklik programi asamali olarak 40°C’den
150°C’ye 4 derece/dakika, 150°C’den 180°C’ye 3 derece/dakika, 180°C’den 230°C’ye 2
derece/dakika ve 230°C’den 280°C’ye 1 derece/dakika hizinda ulastirildi. Enjeksiyon modu
10:1 bolinmis olup, enjeksiyon hacmi 1 pl olarak belirlendi. Elektron iyonizasyonuyla
olusturulan iyonlar, kiitle-yiik oranlarina gore ayrilarak dedektorde kaydedildi ve veriler
bilgisayarda toplandi (Tunca-Pinarli ve digerleri, 2023). Bilesik tanimlamasi, elde edilen
verilerin en gilincel NIST ve Wiley veri kiitliphanelerindeki tanimlanmis bilesiklerle

karsilagtirilmasiyla gerceklestirildi (Resim 5).
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Resim 5. GC-MS analizi sonug¢larinin NIST-Wiley kiitliphanelerinde karsilastirilmasi.

3.2.3. Aymisefa Bitkisi (Calendula officinalis) Ci¢eginin Ekstraktinin Hazirlanmasi

Temin edilen bitki ¢gigeginin Izmir Dokuz Eyliil Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Bolimii Laboratuvarinda Aynisefa bitkisinin (Calendula officinalis) ¢igegi oldugu teyit edildi.
Daha sonra yine ayn1 laboratuvarda (Izmir Dokuz Eyliil Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Bolimiu Laboratuvari) bu bitkinin ¢iceginden su ekstrakti hazirlandi. Bu amagla ¢igekler
ogiitiicii kullanilarak ince toz haline getirildi. Ogiitiilen bu ¢igek tozundan 7,5 gram alimarak
150 mL saf su ile 96 saat boyunca 140 rpm hizda ¢alkalanmaya (Wiseshake SHO-2D, Witeg
Labortechnik GmbH, Wertheim, Almanya) birakildi ve sulu bir ¢dzelti hazirlandi (Resim 6).
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Resim 6. Aynisefa bitkisi ¢igegi ¢ozeltisinin ¢alkalanmaya birakilmasi.

Calkalama isleminden sonra kati kalintilar1 ayirmak igin ¢ozelti Whatman No. 1 filtre
kagidi ile siiziildi (Resim 7). Siiziilen s1v1 déner cam balon buharlastirma sisesinde (BUCHI,
Labortechnik AG, Postfach, Isvigre) toplandi. Steril ¢dzelti elde etmek amaciyla elde edilen
stvi 0,45 um por biiyiikliigiine sahip membran filtreden (MF-Millipore, Merck, Istanbul,
Turkiye) gegirildi.
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Resim 7. Sulu Aynisefa bitkisi ¢igegi ¢ozeltilerinin filtre kagidindan siizdiiriilmesi.

Filtrasyon islemini takiben dondurularak (-80°C) buz haline geltirilen karisimin
icerisindeki su liyofilizatér (HyperCOOL HC3110, LaboGene, Lillerod, Danimarka)
kullanilarak uzaklastirildi. Suyun uzaklastirilmasi ile ¢aligmada kullanilmak istenen Aynisefa
bitkisi (Calendula officinalis) Gigeginin ekstraktinin kuru maddesi elde edildi. Kuru madde
tartilarak tizerine saf su eklendi, cam tiiplere aktarildi, sonra cam balon icerisinde su kalma
ihtimaline kars1 tekrar dondurulup tekrar liyofilize edildi ve son asamada tekrar edildi (Tunca-
Pinarli ve digerleri, 2023). BOylece topikal uygulamaya hazir, 150 mL saf suda ¢ozdiiriilmiis
7,50 g Aynisefa bitkisi ¢igegi tozu ile %5’lik steril Aynisefa bitkisi ¢igcegi su ekstrakti edildi
(Resim 8).
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Resim 8. Islemler sonucu elde edilen %5°lik steril Aynisefa bitkisi ¢icegi su ekstrakti.

3.2.4. Farelerde Tam Katmanh Deri Yaralarimin Olusturulmasi

Iki haftalik adaptasyon siirecini takiben farelerde yara olusturma islemi gergeklestirildi.
Anestezi amactyla 90 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketasol® 10%, Interhas, Ankara, Tiirkiye)
ve 10 mg/kg ksilazin hidrokloriir (Xylazinbio® %2, Bioveta, Ankara, Tiirkiye) karisimi1 8,6 mL
%0,9 fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi (%0,9 NaCl, Polifarma®, Tekirdag, Tiirkiye) ile karistirilarak
10 mL anestezik stok soliisyon elde edildi. Anestezik stok soliisyon farelere viicut agirligina
0,01 mL/g dozda intraperitoneal enjeksiyon yolla uygulandi (Wixson ve Smiler, 1997; Hawk
ve digerleri, 2005; Flecknell, 2009). Anestezinin ardindan fareler operasyon masasinda sternal
pozisyona getirilerek dorsal alanda bulunan killar1 jilet ile uzaklastirildi (Resim 9a-b).
Tiraslanan deri %70’lik etil alkol soliisyonu ile temizlenerek bolgenin antisepsisi saglandi.
Fareler sag taraflarina yatirildi, dorsal deri sol elin isaret ve bas parmagi ile zemin arasina
katlanarak saglam bir sekilde tutuldu (Resim 9c¢). Katlanmis deri (izerine, sag elde tutulan steril
4 mm ¢apli biyopsi punch yerlestirildi ve bastirildi. Boylece deri, deri alti bag doku ile
panniculus carnosus kasini kapsayan bu dokular uzaklastirilarak, 4 adet simetrik tam katmanli
deri yarasi olusturuldu (Moreira ve digerleri, 2015; Masson-Meyers ve digerleri, 2020; Wu ve

Landen, 2020; Resim 9d-e).
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Resim 9. Yaralarin olusturulma agamalari. a: Farelerin sternal pozisyona getirilmesi, b:

Farelerin dorsal bdlgesinin tiraglanmasi ve alkolle antisepsisinin saglanmasi, ¢: Dorsal derinin

katlanmasi, d: dorsal deride yaralarin olusturulmasi, e: Olusturulan deri yaralarinin goriiniimi.

3.2.5. Calisma Gruplarinda Tam Katmanh Deri Yaralarinda Tedavilerin Uygulanmasi

Tablo 4’te de belirtildigi iizere 1. ve 2. gruba ait deneklerin yara bolgelerine topikal
ajanlar (ilag/tedavi) pamuklu bir ¢ubuk kullanilarak uygulandi [1. grup AYSEF (sulu Aynisefa
bitkisi ¢igegi ekstrakti), 2. grup FTS (fizyolojik tuzlu su %0,9 NaCl)]. Pamuklu ¢ubugun ucu
once aktif bilesene batirildi ve her farede yara yiizeyini kaplayana kadar bir kez yaralara
uygulandi. Tedaviler 14 glin boyunca, gunde bir kez ve ayni saatte uygulandi. Kontrol grubu
olan 3. gruba [3. grup NEGKON (negatif kontrol/tedavi uygulanmayan)] herhangi bir uygulama

yapilmadi. Tlm farelerin genel saglik durumu giinliik olarak takip edildi.

3.2.6. Planimetrik Olgumler

Calismanin 1., 3., 5., 7., ve 14. giinlerinde planimetrik 6lgiimlerin yapilabilmesi i¢in
fareler izofluran (Isoflurane USP®, Adeka Ilag, Istanbul, Tiirkiye) ile kisa siireli inhalasyon
anestezisine (izofluran emdirilmis bir pamuk iceren kapali bir kaba yerlestirilerek) alindi.
Fareler sternal pozisyona getirilerek yaralari {izerine yerlestirilen seffaf asetath kagit {izerine

yara alanlar ¢izildi. Cizim igsleminden sonra her fareye kendi ¢aligma grubunda uygulanan
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topikal ajan siiriilerek kafeslerine geri yerlestirildi. Cizimler seffaf asetatli kagittan milimetrik
kagida aktarildi (Resim 10).

Resim 10. Seffaf asetathi kagitta yer alan ¢izimlerin milimetrik kagida aktarilmasi.

Milimetrik kagitlarda yer alan yara ¢izimleri dijital bir kumpas (AS-309-06-1, Asimeto,
Istanbul, Tiirkiye) yardimu ile dlciildii (Keast ve digerleri, 2004; Langemo ve digerleri, 2008;
Nichols, 2015). Her bir 6lglim ginlinde (1., 3., 5., 7. ve 14. giinler) oOlgiilen yara alani
hesaplamasi asagida yer alan denklem kullanilarak (Nichols, 2015) hesapland: ve kaydedildi:

“Yara Alan1 = Birbiri ile 90° a¢iyla kesisen yaranin en uzun boyu X Yaranin en genis eni”

3.2.7. Otenazi ve Dokularin Toplanmasi

Calismada 1., 3., 5., 7. ve 14. glnlerde toplanan dokularda imminohistokimyasal,
biyokimyasal ve genomik incelemeler yapildi. Calismanin 1. giin dokularini, ¢alismanin ilk
giinii, yara olusturulmasi ile elde edilen dokular olusturdu (6tenazi uygulanmadi). Takiben 3.,
5., 7. ve 14. giinlerde yara dokusu toplamak amaciyla her ¢alisma grubundan rastgele (SPSS®
23.0, IBM Corp., Armonk, Amerika Birlesik Devletleri) 6’sar fare 6tenazi edildi ve bu farelerin
yara dokular1 toplandi.
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Farelerin Otenazisi, anestezi igin kullanilan ksilazin/ketamin kombinasyonunun dort kati
dozda (40 mg/kg ksilazin hidrokloriir ve 360 mg/kg ketamin hidroklorur) intraperitoneal yolla
uygulanmasi ile gergeklestirildi (Charbonneau ve digerleri, 2010). Toplanan dokularm bir kismi1
immunohistokimyasal incelemeler icin falkon tuplere, diger kismi biyokimyasal ve genomik
incelemeler icin eppendorf tiiplere aktarildi. Toplanan doku ornekleri analizleri igin -80°C'de
sakland1 (Moreira ve digerleri, 2015; Wu ve Landen, 2020).

3.2.8. Immiinohistokimyasal Analizler

Alinan deri 6rnekleri %10 formalin solusyonunda tespit edilerek rutin yontemler ile takip
edildi. Bu amagla, 24 saat boyunca akan suda yikanan dokular trimlenerek doku takip cihazinda
(Leica TP1020) farkli derecelerde alkol serileri ve devaminda ksilolden (Katalog no:
TK.090270, Tekkim Kimya, Bursa, Turkiye), ge¢irilip parafinde bloklandi. Parafin bloklardan
sirastyla hematoksilen-Eozin ve immuinohistokimyasal boyamalar icin her bir bloktan 5-6 pm
kalinliginda seri kesitler alind1 (Resim 11; Mikrotom, Leica RM 2135) Tum parafin kesitler
ksilene tabi tutularak deparafinize, alkol serilerinden gegirilerek dehidre edildi.

Resim 11. Dokulardan elde edilen kesitlerin gosterimi.
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Immunohistokimyasal analizler i¢in Ibal ve a-SMA immiinoreaktivitesi semikantitatif
olarak degerlendirildi. Sayim islemi i¢in incelenen alanlardaki pozitif hiicre sayisi baz alinarak
yiiksek yogunlukta reaksiyon goriilen alanlar segildi. Isik mikroskobunda her 6rnek i¢in, toplam
40x’lik mikroskop biiylitmesinde 5 ayr1 saha incelendi. Her sahadaki immiinopozitif hicre
verileri toplanarak ortalamasi alindi ve o dokunun verisi olarak belirlendi. Dokuda makrofaj
sayisini belirlemek i¢in makrofaj spesifik Iba-1 antikoru, fibroblast sayisini belirlemek i¢in -
SMA antikoru kullanildi. Bu amagla; deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden sonra
peroksidaz aktivitesini 6nlemek i¢in kesitler %3 liik hidrojen peroksit soliisyonunda 30 dakika
inkiibe edildi. Devaminda, kesitler sodyum sitrat (pH: 6.0) soliisyonunda 1sil isleme tabi
tutularak antijenik epitoplarin ac13a ¢ikarilmasi saglandi. Istenmeyen antikor baglanmalarinin
Online gegmek i¢in blokaj gergeklestirildi. Sonrasinda kesitler rabbit polyclonal anti-lbal
(#013-27691, Wako, Japonya), mouse monoclonal anti-a-SMA (#M0851, Agilent, Amerika
Birlesik Devletleri) antikorlari ile 1 saat inkiibe edildi. Ardindan sirasiyla biotinlenmis sekonder
antikor ve HRP ile isaretlenmis streptavidin ile 30 dakika inkiibasyonu (#MRT621, Biocare,
Amerika Birlesik Devletleri) takiben kesitler 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)
ile muamele edilerek reaksiyon sonlandirildi. Hazirlanan preparatlar 1sik mikroskobunda

(Olympus BX-51, Tokyo, Japonya) degerlendirildi (Resim 12).

Resim 12. Sayim islemine hazir hale getirilmis doku kesitleri. a: Ibal antikoru ile boyanan

preparat goriinlimii, b: a-SMA antikoru ile boyanan preparat goriintimii.
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3.2.9. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler i¢in toplanan dokularda oksidatif stres belirtegleri [malondialdehit
(MDA), oksidatif stres indeksi (OSI; total oksidan kapasitesi/total antioksidan kapasitesi),
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx)], bliylime faktorleri [platelet kaynakli
biiyiime faktorii (PDGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF)], inflamasyon belirtecleri
[miyeloperoksidaz (MPO), tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a), interlokin 1 (IL-1), interlokin
6 (IL-6), graniilosit makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF)], matriks metalloproteinaz 2
(MMP-2) ve matriks metalloproteinaz 9 (MMP-9) enzimleri, hidroksiprolin (HP), ve total
protein miktar1 (TP) dlgiimleri yapildi (Patel ve digerleri, 2016; Masson-Meyers ve digerleri,
2020).

Dokular ¢alisilmadan 6nce tartim iglemleri ve homojenizasyon islemleri yapildi ve soguk
zincir saglanarak dokular ortam 1sisindan etkilenmeyecek sekilde ¢aligma planlandi. Dokular -
80°C’den cikarilarak ¢coziinmesi beklendi ve buz igerisinde bekletildi. Tlk giin (1. giin) dokular
6 ayr1 eppendorf tiipe ayrilarak havuzlama yapildi. Dokular pH degeri 7,4 olan %1 PBS (fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile yikanarak iizerlerindeki kan temizlendikten sonra tartim islemi
yapilarak her bir eppendorf tiipiine 100 mg doku olacak sekilde aktarildi. Protein denatiirasyonu
icin %0,1 tween 20 (polisorbat 20), pH degeri 7,4 olan %1 PBS, %0,1 SDS (sodyum dodesil
stilfat) ve geri kalan kism1 1x PBS igeren bir tampon soliisyonu hazirlandi ve dokularin

bulundugu eppendorf tiiplerine 500 ul eklenerek karistirildi.

Tampon solusyonuyla tartim yapilan ve itizerine lizis tampon eklenen dokulari igeren
eppendorf tiipler -20°C'de bir gece boyunca donduruldu. Ertesi giin dokular ¢éziinerek buz
igerisine alind1 ve mekanik bir homojenizator (Tissue Tearor Variable Speed Homogenizer,
Cole-Palmer, Illinois, Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak 2000 rpm hizda 10 dakika
boyunca buz icerisinde homojenize edildi (Resim 13).
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Resim 13. Dokularin homojenizasyon islemine hazirlanmasi.

Elde edilen homojenatlarin tizerine 500 pl lizis soliisyonu daha eklendi. Homojenatlar
12000 rpm hizda (4°C) 15 dakika boyunca santrifiij (Mikro 200R Zentrifugen, Hettich,

Kirchlengern, Almanya) edilerek stipernatantlar elde edildi (Resim 14).

Resim 14. Homojenatlarin santrifiyj edilmesi.

Stipernatantlardan biyobelirte¢ miktarlarinin Sl¢iimii ticari ELISA test kitleri (Sunred

Biological Technology, Shangai, Cin; Protein Colorimetric Assay Kit, Elabscience, Wuhan,
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Cin) kullanilarak iretici protokollerine gore enzim bagli immUinosorbent analizi (ELISA) ile

oOl¢iildii. Calismada kullanilan ELISA test kitlerinin markasi ve katalog numaralari Tablo 5°te

sunuldu.

Tablo 5. Caligmada kullanilan ticari test kitlerinin marka ve katalog numaralari.

Marka Katalog Numarasi Biyobelirtec
Sunred 201-02-0543 Hidroksiprolin
Sunred 201-02-0118 Tilmor nekrozis faktor-alfa
Sunred 201-02-0192 Interl6kin-1
Sunred 201-02-0050 Interl6kin-6
Sunred 201-02-0437 Miyeloperoksidaz
Sunred 201-02-0347 Platelet kaynakli biyiume faktorl
Sunred 201-02-0291 Slperoksit dismutaz
Sunred 201-02-0039 Graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor
Sunred 201-02-0626 Malondialdehit
Sunred 201-02-4151 Total antioksidan kapasite
Sunred 201-02-3840 Total oksidant kapasite
Sunred 201-02-0395 Glutatyon peroksidaz
Sunred 201-02-0275 Fibroblast blytme faktori
BTLAB E0108Mo Matriks metalloproteinaz-2
BTLAB E0277Mo Matriks metalloproteinaz-9
ElabScience E-BC-K318-M Total protein

3.2.9.1. Dokularda Enzim Bagh immunosorbent Analizi ile Biyobelirteclerin Olgiim

Asamalan

1- Kitler iginden ¢ikan tiim reaktifler kullanilmadan 6nce oda sicakligma (22+2°C)
getirildi.
2- Standart stok ¢ozeltisi her bir ticari test kitinde yer alan miktara (kullanim talimatina)

gore diliie edilerek hazirland1 ve seyreltme islemine baslamadan once 15 dakika boyunca

nazikce calkalanarak bekletildi.

3- Standart stok solusyonlar ticari test kitleri icinde belirtilen miktarlarda seri seyreltilerek

standart soliisyonlar hazirlandi.

4- Her bir 6l¢iim i¢in belirlenen kuyucuk tasarimina gore, standart kuyucuklarina 50 pl
standart sollisyonu, kontrol kuyucuklarina 50 pl ilgili antikor, 6rnek kuyucuklarma ise 40 pl

stpernatant ve 10 ul ilgili fare antikoru eklendi.
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5- Ornek ve standart kuyucuklarma (bos kontrol kuyucuklari harig) 50 pl streptavidin-
HRP eklendi ve mikroplakalarin {istli plaka kapatma filmi ile kapatilarak karistirildi.

6- Mikroplakalar 37°C'de 60 dakika boyunca inkiibe edildi.

7- Plaka kapatma filmleri kaldirilarak mikroplakalarda yer alan her kuyucuga 300 pl
yikama tamponu sikilarak 30 saniye beklenerek 300 pl yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

8- Mikroplak kagit havlu ile kuruland.

9- Her kuyucuga 50’ser ul substrat ¢ozeltisi A ve B eklenerek mikroplakalar plaka
kapatma filmi kapatildi ve 10 dakika boyunca inkiibe edildi (Resim 15).

10- Her kuyucuga 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklendi ve renk degisimi sekillendi (Resim
16).

l

Resim 15. Mikroplaka kuyucuklarina substrat ¢ozeltilerinin eklenmesi.

48



Resim 16. Mikroplaka kuyucuklarina durdurma ¢ozeltisi eklendikten hemen sonra sekillenen

renk degisimi.

11- Her kuyucugun optik yogunluk degeri durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra 10 dakika
icinde 450 nm dalga boyuna ayarlanmis mikroplaka okuyucu spektrofotometrede (BioTek
Epoch, Agilient Technologies, Santa Clara, Amerika Birlesik Devletleri) okutuldu (Resim 17).

Resim 17. Hazirlanma islemleri tamamlanmis mikroplakanin mikroplaka okuyucu

spektrofotometreye yerlestirilmesi.
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Kor kuyucuklarin optik yogunluk degeri, tiim Ornek ve standart serilere ait optik

yogunluk degerlerinden ¢ikarildi. Standart konsantrasyonlarina karsilik gelen net optik

yogunluk degerleri her bir biyobelirteg i¢in CurveExpert ver 1.4 programi kullanilarak standart

grafikler olusturuldu. Tiim ELISA testlerinin standart egri grafikleri bu programdan elde

edilerek Olgiilen biyobelirte¢ degerleri ayn1 dokudaki protein konsantrasyonuyla orantili olarak

(ng/mg protein) sunuldu. Numuneler ve standartlar ¢ift tekrar olacak sekilde calisildi.

3.2.9.2. Dokularda Total Protein Olgtimleri

Protein konsantrasyonlarimin o6lglimii yapilarak sonuglar mg protein degerlerine

boliinerek hesaplandi. Protein lgiimii BCA protein Kiti (Elabscience) kullanilarak {iretici

firmanin protokoliine uygun olarak 6l¢iildii, asagida yer alan adimlar izlendi:

Kit i¢inden ¢ikan tiim reaktifler kullanilmadan énce oda sicakligia (22+2°C) getirildi.
Protein standardi 1 mL protein standart diliienti ile karistirilarak 10 mg/mL
konsantrasyonunda stok soltisyonu elde edildi.

Stok soliisyonu 1 mg/mL konsantrasyonda dilte edildi.

BCA calisma soliisyonunun hazirlanmasi icin reaktif A ve reaktif B 50:1 oraninda
karistirildi.

Standart soliisyondan sirayla 0, 4, 8, 12, 16, ve 20 ul alinarak kuyucuklara ilave edildi.
Her kuyucuga standart diluent eklenerek hacim 10 pl’ye tamamlandi.

Doku siipernatantlarindan 10 pl alinarak mikroplaktaki diger kuyucuklara eklendi.
Her bir kuyucuga 100 pl BCA calisma soliisyonu eklendi ve 37°C ‘de 30 dakika
inkiibasyona birakildi (Resim 18).

Her kuyucugun optik yogunluk degeri 562 nm dalga boyuna ayarlanmis mikroplaka
okuyucu spektrofotometrede (BioTek Epoch, Agilient Technologies, Santa Clara,
Amerika Birlesik Devletleri) okutuldu.
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Resim 18. Spektrofotometrik okuyucuya hazir hale getirilmis BCA protein mikroplag:.

Spektrofotometrede standart ¢ozeltilerin 562 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
kullanilarak ND-1000 v3.5.2 yazilimi yardimiyla standart egri ¢izildi. Ornek ¢ozeltilerinin
absorbanslart tiger kez 6l¢iilerek standart egri lizerinden konsantrasyonlari hesaplandi. Bulunan

konsantrasyon degerleri diliisyon faktor( ile ¢arpilarak protein konsantrasyonlart hesaplandi.

3.2.10. Genomik Analizler

Matriks metalloproteinaz 2 ve 9’un gen ekspresyon farkliliklarinin kantitatif analizi icin
genomik analizler yapildi. Elde edilen dokularin bir kismi ile ger¢cek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (gRT-PCR) teknigi ile izole edilen genlere ait mesajct RNA (mRNA) miktarlari

kantitatif olarak incelendi (Resim 19).
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Resim 19. Genomik analizler i¢in ayrilan dokular ve RNA izolasyonu islemi hazirliginin

gosterimi.

Sunulan ¢aligmada genomik analiz 'SYBR green' metodu ile PCR sirasinda olusan yeni
DNA fragmentlerine baglanan boyanin cihazdaki dedektor tarafindan algilanmasi yoluyla

yapildi.

RNA izolasyonu islemi ticari bir kit (HY-GRNA-100, Hydra Biyoteknoloji Ar-Ge, Van,
Tiirkiye) yardimiyla kitin kitap¢iginda yer alan prosediirler izlenerek yapildi:

1- Doku ornekleri steril bistiiri ile kiicilik parcalara kesilerek tartimlart yapild.

2- Calismaya buz lizerinde devam edilerek dokunun iizerine 500 pl guanidin tiyosiyanat
iceren liziz tampon solusyonu eklenerek dokular bistiri ile kiiclik pargalara bolindu.

3- Dokularin tizerine 500 pl daha liziz tampon soliisyonu eklenerek toplamda 1 mL siv1
icinde dokular tamamen parcaland.

4- Elde edilen homojenatlar mikrotiiplere alinarak oda sicaklifinda 5 dakika inkiibe
edildi.

5- Homojenatlar 5 dakika 12.000 rpm hizda santifiij edilerek slipernatantlar elde edildi.

6- Slpernatantlar mikrotuplere aktarilarak tizerine 200 ul kloroform eklendi.
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7- Siipernatant 20 dakika boyunca hizlica vortekslendikten sonra 3 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

8- Siipernatant 10 dakika 12.000 rpm hizda santifiij edildi.

9- Mikrotiipte gbzlemlenen iist fazlar dikkatlice yeni bir mikrotiipe aktarildi.

10- Alinan miktarin yaris1 kadar absoliit etanol eklendi ve hizlica karigtirilarak kolona
aktarildi.

11- Kolon 12.000 rpm hizda 30 dakika santrifiij edildi.

12-Kolondan gecerek altta kalan etanol atildi. Filtre iizerine 500 pl yikama tamponu
eklendi.

13- Kolon 12.000 rpm hizda 30 dakika boyunca santrifiij edildi. Altta kalan yikama
tamponu uzaklastirildi.

14- Filtre iizerine 500 pl ikinci yikama tamponu eklendi. Oda sicakhiginda (22+2°C) 1
dakika boyunca inkube edildi.

15-Kolon 12.000 rpm hizda 30 dakika santrifiij edildi. Ardindan altta kalan ikinci yikama
tamponu uzaklastirildi.

16- Kolon 12.000 rpm hizda 30 dakika santrifiij edildi. Ardindan altta kalan ikinci yikama
tamponu uzaklastirildi. Kolonun kurumasi i¢in 12.000 rpm hizda 2 dakika santrifijj
edildi.

17- Filtreler RNaAz icermeyen mikrotiiplere aktarildi. Uzerine 40 pul elution soliisyonu
(DEPC igeren su, dietil pirokarbonat) eklenerek 2 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi.

18- Ornekler 2 dakika 12.000 rpm hizda santrifiij edildi.

19- Elde edilen total RNA miktarini ve safligint 6l¢gmek i¢in nanodropta 260/280 nm’de
absorbans 6l¢iimleri yapildi. Elde edilen RNA kademeli olarak énce -20°C sonra -

80°C ‘ye alinarak saklandi.

Total RNA’lardan cDNA izole etmek i¢in ticari olarak iiretilen cDNA sentez kiti (A.B.T.
cDNA Synthesis Kit, katalog no: C03-01-05, Atlas Biotechnologies, Ankara, Turkiye)
kullanildi. Test kitinde enzim diizeyleri yeterli gelmedigi icin reaksiyonlar iki kat mix

kullanilarak yapildi.

1- Bir mikrotipte 1000 ng/ul ve total reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde 4 pl 10x
reaksiyon tamponu, 2 pul dNTP mix, 2 ul random hexamer, 2 pul reverse transkriptaz,
0,5 ul RNase inhibitord, 0,5 pul RNase free su ve 9 ul RNA template ile karistirilarak

master mix hazirlandi.
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2- Eppendorf tiipler sirastyla 25°C’de 10 dakika, 37°C’de 2 saat, 85°C’de 5 dakika
boyunca inkiibe edildi (Resim 20).

Resim 20. Eppendorf tiiplerin inkiibatore yerlestirilip cDNA eldesi igin inkiibe edilmesi.

3- Her bir tiipteki cDNA miktar1 nanodropta (Nabi UV/Vis Nano spectrophotometer,
Microdigital Co., Ltd, Gyeonggi-do, Giiney Kore) 6lculdi (Resim 21).

Resim 21. Elde edilen cDNA miktarlarinin nanodropta 6l¢iimii.
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4- Elde edilen cDNA’lar, gPCR c¢alismalarinda kullanilana kadar -20°C’de muhafaza
edildi.

Kantitatif gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu analizi i¢in (QRT-PCR) genler ve
primer dizilimleri NCBI veritabant (BLAST, Primer designing tool, National Institues of
Health) ve Ensembl Gen Bankasi (Ensembl genome browser 110) yardimiyla primer ¢ift
(forward ve reverse) tasarlanarak ticari bir firmadan temin edildi. Calismada kullanilan

primerlerin dizilimleri asagida sunulmustur:

MMP-2 Forward primer dizilimi : 5’GGATACCCCAAGCCACTGAC’3
MMP-2 Reverse primer dizilimi : 5> ATTGTACCTGGGACCCCCTT’3
MMP-9 Forward primer dizilimi : S’TCTAGGCCCAGAGGTAACCC’3
MMP-9 Reverse primer dizilimi : 5> AGGAAGGTGGACAAGCGATG’3
GAPDH Forward primer dizilimi : 5’CCCACTCTTCCACCTTCGAT’3
GAPDH Reverse primer dizilimi : 5’GTTTCCCATCCCCACATACC’3

Elde edilen kalip cDNA'larin MMP-2, MMP-9 ve GAPDH gen ekspresyonlarini lgmek
icin cDNA dilue edildi ve ticari test kiti Sybr Green master mix (A.B.T.™ 2X gPCR EVA-Green
MasterMix wit ROX, katalog no: Q02-02-01, Atlas Biotechnologies, Ankara, Turkiye)
kullanildi (Resim 22). Test kitinde enzim diizeyleri ekspresyonlarda yeterli gelmedigi icin

reaksiyonlar iki kat mix kullanilarak yapildi.

Resim 22. PCR analizi i¢in plakalarin hazirlanmasi.
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Kit protokoliine gore her bir tlip icerisinde cDNA, total reaksiyon hacmi 20 ul ve déngi
parametreleri 95°C 5 dakika, 95°C 30 saniye, 58°C 1 dakika, 65°C 5 saniye ve 40 dongii olacak

sekilde qRT-PCR (StepOnePlus Real-Time PCR, Applied biosystems, Waltham Amerika
Birlesik Devletleri) kuruldu (Resim 23, Resim 24).
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Resim 23. qRT-PCR analizi i¢in hazirlanan plakalarin cihaza yerlestirilmesi.

GAPDH referans gen olarak secildi ve hesaplamalarda “24¢” formiilii kullanilarak

ekspresyon farkliliklar1 hesaplandi (Livak ve Schmittgen, 2001; Aksoy ve digerleri, 2019). Her

bir gruba ait birinci giin degerleri baslangic degeri hesaplanarak ¢alisma giinlerine ait gen
ekspresyon kat degisim degerleri hesaplandi.
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Resim 24. qRT-PCR i¢in cihazda kurulmus deney diizenegi goriintiisii.

3.2.11. istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler dijital ortama [Microsoft Excel® (Microsoft Corporation, 2018)
programina] aktarildi. Istatistiksel analizlerde SPSS® 23.0 (IBM Corp., Armonk, Amerika
Birlesik Devletleri) paket programi kullanildi. Elde edilen verilerin dagilimi Kolmogorov
Smirnov testi, varyanslarin homojenligi ise Levene testi ile degerlendirildi. Normal dagilimin
tespit edilmedigi veriler igin Kruskal-Wallis siralamali tek yonlii varyans analizi kullandi.
Normal dagilimin bulundugu ve varyanslarin homojen oldugu durumda One-Way ANOVA
testi ile galisma gruplari arasi farkliliklar analiz edildi. Gruplar arasi farkliliklarin tespitini
takiben farkliligin hangi gruplar arasi oldugunun tespiti i¢in Bonferroni ve Games-Howell
coklu karsilagtirma testleri kullanildi. MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyon ve protein dlzeyleri
arasindaki iliskinin varh@: i¢in Pearson korelasyon testi kullanildi. Istatistiksel anlamliligin
tespiti amaci ile p<0,05 anlamli kabul edildi. Normal dagilimin tespit edildigi verilerde sonuglar
ortalamazstandart hata (SH) olarak, normal dagilimin tespit edilmedigi verilerde ise ortanca,

minimum ve maksimum degerler olarak sunuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Siireci ve Klinik Muayene Bulgular:

Deney suresince ginlik kontroller ve uygulamalar herhangi bir aksama olmadan
gerceklestirildi; higbir farede anormal bir durum (mortalite veya morbidite, yaralarda
enfeksiyon genel durum bozuklugu vb.) goriilmedi. Deney ¢alisma planinda yer aldig1 sekilde

strdurdldi ve her bir gruba ait deney protokolii 14. giinde sonlandirildi.

4.2. Aymisefa Bitkisi Ciceginin GC-MS Analiz Bulgulari

Aynisefa bitkisi ¢icegi igeriginin kimyasal analiz sonucu Tablo 6’da sunuldu. Calismada
kullanilan Aynisefa bitkisi ¢igeginin iceriginde GS-MS analizi ile 36 farkli kimyasal bilesen
belirlendi. Bu bilesenler arasinda karboksilik asit ve tlrevleri, karboksilli esterler, 1,2-
aminoalkol, antioksidan bilesikler, aldehitler, seskiterpenoidler, hidrokarbonlar, karboksilik
bilesenler, seskiterpenoid alkol, etil esterler, benzofuran, diterpen, alkan hidrokarbon, metil
ester, elemen ve yag asitleri gibi ¢esitli kimyasal gruplara ait maddeler tespit edildi (Tablo 6).
Bitki i¢eriginde bulunan etken maddeler arasinda en fazla %12,33'lik bir oranla terpen sinifina

ait seskiterpen grubunda yer alan viridiflorene bulundu.
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Tablo 6. Aynisefa bitkisi ¢iceginin GC-MS analiz sonucu.

Allkonma Yizde Kimyasal Molekduler
Zamani Alan Bilesik Ad1 Formiilii Agirhg
(Dakika) (%) (g/mol)

7,104 0,43 2-(Ethylamino)ethanol C4H1:0 89,14

8,728 1,36 N,N-Dimethylglycine methyl ester CsH11NO, 117,15
10,139 0,57 4-Cyclopentene-1,3-dione CsH40, 96,08

13,476 0,64 5-Methylfurfural CsHsO2 110,11
44,321 1,09 Copaene CisH2 204,35
45,622 1,08 .beta.-Cubebene CisHas 204,35
49,515 2.28 (4alpha,5beta,6alpha,7alpha,10alpha)-1- CueHae 204,35

Aromadendrene
51,155 2,27 Aromadendrene CisHo4 204,35
53,491 5,42 (-)-alpha-Gurjunene CisHag 204,35
54,344 12,33 Viridiflorene CisHaz4 204,35
54,646 2 .alpha.-Muurolene CisHaa 204,35
55,647 437 (+)-gamma-Cadinene CisHo4 204,35
56,467 1,47 delta-Cadinene CisHa 204,35
56,874 1,89 Cadina-1,4-diene CisHos 204,35
57,223 0,92 .alpha.-Amorphene CisHos 204,35
61,068 2,11 Globulol Ci5H260 222,37
62,039 2,3 Oplopenone CisH240 220,35
64,401 2,97 T-Muurolol CisH260 222,37
2-Naphthalenemethanol, decahydro-
64,894 3,91 .alpha.,.alpha.,4a-trimethyl-8-methylene-, Ci1sH260 222,37
[2R-(2.alpha.,4a.alpha.,8a.beta.)]-

65,273 3,67 alpha-Cadinol CisH260 222,37
65,887 0,87 Curlone C15H2.0 218,33
70,195 3,07 Oplopanone Ci5H260- 238,36
73,200 0,86 Ethyl tetradecanoate Ci16H320, 256,42
73,638 1,17 Loliolide C11H1603 196,24
74,192 0,68 Tetradecanoic acid C14H280- 228,37
75,377 1,94 Neophytadiene CaoHazs 278,5
75,844 1,13 6,10,14-Trimethylpentadecan-2-one C1gH360 268,5
78,513 1,44 Nonadecane C19H40 268,5
79,913 0,96 Methyl palmitate C17H3402 270,5
81,188 0,8 Beta-Elemene CisHos 204,35
83,281 2,21 Ethyl palmitate C1gH3602 284,5
85,115 13,3 Palmitic Acid C16H3202 256,42
88,081 3,45 Heneicosane CaiHua 296,6
90,774 1 Ethyl Linoleate C20H3602 308,5
91,078 1,07 Ethyl linolenate C2oH3402 306,5

4.3. Yara Alanlarimin Planimetrik Ol¢iim Bulgular

Caligmada yer alan farelerin 6l¢iim glnlerindeki yara alanlarina ait ortalama ve standart

hata degerleri ¢alisma gruplarina gore bagliklar altinda simiflandirilarak sunuldu. Yara alani

verileri Tablo 7 ve Sekil 4’te gosterildi.
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4.3.1. Aymisefa Cicegi (AYSEF) Grubu Yara Alanlarinin Planimetrik Olciim Bulgulari

Bu calisma grubunda yer alan farelerin yaralarma 14 giin boyunca her giin steril sulu
%35’lik Aynisefa bitkisi cicegi ekstraktt kulak pamugu yardimiyla yaranin {istii tamamen
kapanincaya kadar uygulandi. Calisma grubu iginden 38 numarali farenin 6l¢lim gunlerinde

¢ekilmis yara fotograflar1 Resim 25°de sunuldu.

1.Giin 3.Giin 5.Giin 7.Giin 14. Giin

Resim 25. AYSEF caligma grubundan 38 numarali farenin ¢alisma siirecinde yara

fotograflari.

AYSEF calisma grubunda yer alan farelerin yaralarinin ¢alismanin sonlandirildigi giine
(14. gilin) kadar olan siirecte tamamen kapanmadigi, yaralarda 3. giinden itibaren kabuk
olustugu ve tiraglanan bolgede tuylerin 3. giinden itibaren uzadigi gozlendi. AYSEF grubunda
yer alan hayvanlarin yara alani ortalama ve standart hata degerleri sirasiyla 1. gln: 15,29+0,27;
3. giin: 23,22+1,13; 5. giin 19,77+1,06; 7. giin: 10,29+0,37 ve 14. giin 4,15+0,13 mm? olarak
olgiildii (Sekil 4). AYSEF grubunda yer alan farelerin yara alanlarinin 3. giin biytidiigi,

calismanin 5., 7., ve 14. giinlinde ise diizenli olarak kiigtildiigii g6zlendi.
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4.3.2. Negatif Kontrol (NEGKON) Grubu Yara Alanlarimin Planimetrik Ol¢iim Bulgular:

Bu grupta yer alan farelerin yaralarina 14 giin boyunca higbir uygulama yapilmadi.
NEGKON grubundan 17 numarali fareye ait 6l¢im gunlerinde ¢ekilmis yara fotograflart Resim
26°da sunuldu.

1. Giin 3. Giin S. Giin 7. Giin __ 14. Giin

Resim 26. NEGKON calisma grubundan 17 numarali farenin ¢alisma siirecinde yara

fotograflari.

NEGKON caligma grubunda yer alan farelerin yaralarinin ¢alismanin sonlandirildigi
gline (14. giin) kadar olan siirecte tamamen kapanmadigi, yaralarda 3. giinden itibaren kabuk
olustugu ve tiraglanan bolgede tuylerin 7. giinde uzamaya basladigi gozlendi. NEGKON
grubunda yer alan hayvanlarin yara alani ortalama ve standart hata degerleri sirasiyla 1. gin:
15,40+0,27; 3. guin: 15,13+0,60; 5. giin 19,59+0,69; 7. gun: 13,18+0,71 ve 14. glin 8,48+0,45
mm? olarak &lgiildii (Sekil 4). NEGKON c¢alisma grubunda yer alan farelerde ¢alismanm 5.
giiniinde yara alaninda biiyiime goézlendi. Calismanin 3., 7., ve 14. gununde ise yara alaninda

kigilme gozlendi.
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4.3.3. Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) Grubu Yara Alanlarimn Planimetrik Ol¢iim Bulgular:

Bu grupta yer alan farelerin yaralarina 14 giin boyunca her giin %0,9’luk NaCl soliisyonu
kulak pamugu yardimiyla yaranin {istii tamamen kapanincaya kadar uygulandi. FTS grubundan

68 numarali fareye ait 6l¢lim guinlerinde ¢ekilmis yara fotograflar1 Resim 27’de gosterildi.

1. Giin 3. Giin S. Giin 7. Giin 14. Giin

Resim 27. FTS caligma grubundan 68 numarali farenin ¢aligma siirecinde yara fotograflari.

FTS ¢aligma grubunda yer alan farelerin yaralarmin ¢alismanin sonlandirildig: giine (14.
giin) kadar olan siiregte tamamen iyilesmedigi, yaralarda 3. giinden itibaren kabuk olustugu ve
tiraglanan bolgede tiiylerin 5. giinden itibaren uzadigi gozlendi. FTS grubunda yer alan
hayvanlarin yara alan1 ortalama ve standart hata degerleri sirasiyla 1. gin: 15,41+0,27; 3. gun:
21,29+1,24; 5. giin 17,98+0,96; 7. guin: 12,67+0,70 ve 14. giin: 5,46+0,33 mm?olarak 6lculdii
(Sekil 4). FTS grubunda yer alan farelerin yara alanlarinin 3. giin biiytidiigii, ¢aligmanin 5., 7.,

ve 14. guniinde ise diizenli olarak kii¢iildiigii g6zlendi.
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Sekil 4. Calisma gruplarinda 6lciim giinlerinde yara alani dl¢iim ortalama degerleri (mm?).

4.3.4. Yara Alanlarinin Planimetrik Ol¢iim Bulgularimmin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi

Calismanin 1. ve 5. giinlinde yara alaninin planimetrik 6l¢iimlerle takibinde calisma
gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05). Calismanin 3. giiniinde
(p<0,001) NEGKON c¢aligma grubu ile AYSEF ve FTS c¢alisma gruplari arasinda; ¢alismanin
7. gununde (p=0,002) AYSEF calisma grubu ile NEGKON ve FTS ¢alisma gruplari arasinda;
calismanin 14. giiniinde (p<0,001) ise U¢ grup arasinda da istatistiksel dlizeyde anlamli
farkliliklar bulundu (Tablo 7).
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Tablo 7. Calisma gruplariin Ol¢lim zamanlart yara alam degerleri ve istatistiksel

karsilastirmalar (mm?).

Calisma Gruplarn
AYSEF NEGKON FTS
Olgiim Zamanlar: (n=24) (n=24) (n=24) p-degeri
Ortalama+SH OrtalamatSH OrtalamatSH
1. Gln 15,29+0,27 15,40+0,27 15,41+0,27 0,930
3. Gln 23,22+1,132 15,83+0,60° 21,29+1,242 <0,001
5. Gln 19,77+1,06 19,59+0,69 17,98+0,96 0,317
7. Gln 10,29+0,372 13,18+0,71° 12,67+0,70° 0,002
14. Gin 4,150,132 8,48+0,45° 5,46+0,33° <0,001

AYSEF: Sulu aynisefa ¢igegi ekstraktt grubu; NEGKON: Tedavi uygulanmayan/negatif
kontrol grubu; FTS: Fizyolojik tuzlu su (%0,9 NaCl, izotonik sodyum kloriir solisyonu) grubu;
SH: Standart hata. Farkli sist karakter harfler gruplar arasi istatistiksel farkliliklar1 (p<0,05)

temsil etmektedir.

4.4. Yara Dokularinin Immunohistokimyasal Analiz Bulgulari

Calismada yer alan farelerin 6lcim glnlerindeki yara dokularina ait fibroblast ve
makrofaj sayim bulgulari ilgili hiicre basliklari altinda 6zetlendi, ve bu hicrelerin sayim verileri
Tablo 8’de sunuldu.

4.4.1. Fibroblast Sayim Bulgular1

Calisma gruplarinda yer alan farelerin 6l¢im giinlerinde alinan yara dokusu fibroblast
sayim degerleri Tablo 8’de sunuldu. Tum calisma gruplarinda fibroblast sayim degerlerinin
yara olusumundan sonraki siiregte (3., 5., 7. ve 14. giin) arttig1 gézlendi. Calismanin 1. giiniinde
calisma gruplarinin fibroblast sayim degerleri arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik
bulunmadi (p>0,05). Calismanin 3. giiniinde AYSEF c¢alisma grubu fibroblast sayim degerinin
FTS ¢alisma grubuna kiyasla istatistiksel anlamli manada (p=0,007) yiiksek oldugu; ¢calismanin
5. (p=0,003), 7. (p=0,005) ve 14. (p=0,001) guniinde ise AYSEF ¢alisma grubu fibroblast sayim
degerinin NEGKON ve FTS calisma gruplarina kiyasla istatistiksel agindan anlamh diizeyde
yiiksek oldugu bulundu (Tablo 8).
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4.4.4. Makrofaj Sayim Bulgular:

Calisma gruplarinda yer alan farelerden ol¢iim giinlerinde alinan yara dokularina ait
makrofaj sayim degerleri Tablo 8’de sunuldu. Tim calisma gruplarinda makrofaj sayim
degerinin yara olusumundan sonraki siiregte (3., 5., 7. ve 14. giin) arttig1 gézlendi. Caligmanin
1. ve 3. giininde ¢alisma gruplarinin makrofaj sayim degerleri arasinda istatistiksel agidan
anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05). Caligmanin 5. (p=0,016), 7. (p=0,001) ve 14.
(p=0,012) gununde AY SEF ¢aligma grubu makrofaj sayim degerinin NEGKON ve FTS ¢alisma
gruplarina kiyasla istatistiksel agidan anlamli diizeyde diisiik oldugu bulundu (Tablo 8).

Tablo 8. Ol¢iim zamanlarma gore ¢alisma gruplarinda fibroblast ve makrofaj sayim degerleri.

Calisma Gruplar
. . WY AYSEF NEGKON FTs
Belirteg Olgim Gunleri (n=24) (n=24) (n=24) deseri
Medyan Medyan Medyan p-degen
(min-maks) (min-maks)  (min-maks)
8 8 8
1 (6-12) (5-10) (6-10) 0,598
25,50° 16%F 13
© (20-28) (12-26) (10-20) 0,007
. 37 20° 18°
Fibroblast S (34-44) (16-26) (16-24) 0,003
29° 21 19°
! (24-32) (16-26) (16-24) 0,005
447 40°0 33°
14 (40-48) (36-44) (28-36) 0,001
5 5 4,50
1 (4-7) (4-6) (3-7) 0.732
18 21 21
3 (16-24) (18-28) (16-24) 0,345
_ 32 370 460
Makrofaj 5 (26-38) (24-40) (36-50) 0,016
30° 44 518
/ (16-44) (36-48) (48-54) 0,001
15° 18" 20P
14 (13-18) (16-22) (16-24) 0,012

AYSEF: Sulu aynisefa ¢igegi ekstraktt grubu; NEGKON: Tedavi uygulanmayan/negatif
kontrol grubu; FTS: Fizyolojik tuzlu su (%0,9 NaCl, izotonik sodyum klortir soliisyonu) grubu;
SH: standart hata. Farkli iist karakter harfler gruplar arasi istatistiksel farkliliklart (p<0,05)

temsil etmektedir.
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4.5. Yara Dokularimin Biyokimyasal Analiz Bulgular:

Caligmada kullanilan farelerin dokularinin 6l¢iim giinlerine gdre biyokimyasal
yontemlerle takip edilen biyobelirte¢ (hidroksiprolin, oksidatif stres, buyume faktorleri ve
inflamasyon belirtecleri) bulgulari ilgili belirte¢ basliklar altinda 6zetlendi, ve biyobelirteclerin
dizeyleri Tablo 9, Tablo 10, Tablo 11 ve Tablo 12°de gosterildi.

4.5.1. Hidroksiprolin (HP) Bulgular:

Calisma gruplarinda yer alan farelerden her bir 6l¢im giiniinde alinan yara dokusu
orneklerine ait hidroksiprolin diizeyleri Tablo 9°da gosterildi. Tim ¢alisma gruplarinda HP
diizeylerinin 14. giin itibariyle 1. giine kiyasla azaldig1 gozlendi. Calismanin 1. ve 5. giinlinde
calisma gruplar1 hidroksiprolin diizeyleri arasinda istatistiksel anlamli bir farklilik bulunmadi
(p>0,05). Calismanin 3. giiniinde AYSEF c¢alisma grubu HP dizeyinin FTS g¢alisma grubuna
kiyasla istatistiksel anlamli diizeyde (p=0,003) yiiksek oldugu; calismanin 7. giiniinde AYSEF
calisma grubu HP diizeyinin NEGKON ve FTS galisma gruplarina kiyasla istatistiksel anlamli
diizeyde (p=0,001) yiiksek oldugu; ¢alismanin 14. giiniinde ise her ii¢ ¢alisma grubu arasinda
(p<0,001) istatistiksel anlaml1 farkliliklar oldugu bulundu (Tablo 9).

Tablo 9. Calisma gruplarinda 6l¢iim giinlerine gore hidroksiprolin diizeyleri (Ortalama+SH).

Calisma Gruplan

AYSEF NEGKON FTS

Belirteg Olgtim Gunleri (n=24) (n=24) (n=24) p-degeri
1 236,40+32,01 236,43+37,63 235,65+19,45 0,998

HP 3 265,20+20,28?2 209,58+20,552P 161,92+7,05° 0,003

(ng/mg protein) 5 173,70+,10,45 149,59+8,98 154,41+9,56 0,210
7 197,07+12,59° 139,71+9,84° 140,65+7,55" 0,001
14 175,21+2,992 144,67+2,64° 120,11+4,62¢ <0,001

AYSEF: Sulu aynisefa ¢igegi ekstrakti grubu; NEGKON: Tedavi uygulanmayan/negatif
kontrol grubu; FTS: Fizyolojik tuzlu su (%0,9 NaCl, izotonik sodyum kloriir sollisyonu) grubu;
SH: standart hata; HP: Hidroksiprolin. Farkli st karakter harfler ¢aligma gruplari arasi
farkliliklar (p<0,05) temsil etmektedir.
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4.5.2. Oksidatif Stres Biyobelirte¢ Bulgular:

Calisma gruplarinda yer alan farelerden her bir 6l¢im giiniinde alinan yara dokusu
orneklerine ait oksidatif stres belirte¢ bulgular ilgili belirte¢ basligr altinda 6zetlendi, ve

biyobelirteglerin diizeyleri Tablo 10°da sunuldu.

4.5.2.1. Malondialdehit (MDA) Duzeyleri

Calismanin 1., 3., 5. ve 7. glinlerinde ¢alisma gruplar1 arasinda MDA diizeyleri a¢isindan
istatistiksel olarak anlaml bir farklilik bulunmadi (p>0,05). Calismanin 14. giinlinde AYSEF
calisma grubuna ait MDA diizeyinin NEGKON ve FTS ¢alisma gruplarina kiyasla istatistiksel
acidan anlamli diizeyde (p=0,007) yiiksek oldugu bulundu (Tablo 10).

4.5.2.2. Total Oksidan Kapasitesi (TOS) Duzeyleri

Calismanin 1., 5. ve 7. giiniinde ¢alisma gruplar1t TOS diizeyleri arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05). Calismanin 3. ve 14. giiniinde AYSEF ¢alisma
grubu deneklerde TOS diizeyinin NEGKON ve FTS calisma gruplarina kiyasla istatistiksel
ac¢idan anlamli diizeyde (p=0,008) daha diisiik oldugu belirlendi (Tablo 10).

4.5.2.3. Total Antioksidan Kapasitesi (TAS) Duzeyleri

Calismanin 1., 3., 5. ve 7. guninde galisma gruplar1 TAS diizeyleri arasinda istatistiksel
anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05). Calismanin 14. giiniinde AYSEF ¢alisma grubu TAS
dizeyinin NEGKON c¢alisma grubuna kiyasla istatistiksel anlamli diizeyde (p=0,037) daha
yuksek oldugu tespit edildi (Tablo 10).
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4.5.2.4. Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Duizeyleri

Calismanmn 1., 5., ve 7. giiniinde ¢alisma gruplarnt OSI diizeyleri arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05). Calismanin 3. (p=0,012) ve 14. (p=0,047)
guniinde AYSEF ¢alisma grubu OSI diizeyinin NEGKON ve FTS calisma gruplarina kiyasla
istatistiksel agidan anlamli diizeyde daha diisiik oldugu belirlendi (Tablo 10).

4.5.2.5. Suiperoksit Dismutaz (SOD) Diizeyleri

Calisma 6lgim ginlerinde (1., 3., 5., 7. ve 14. gilin) ¢alisma gruplari SOD diizeyleri
arasinda istatistiksel agidan anlaml bir farklilik bulunmadi (p>0,05; Tablo 10).

4.5.2.6. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Duzeyleri

Calismanin 1., 5., ve 7. giniinde ¢alisma gruplari GPx diizeyleri arasinda istatistiksel
anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05). Calismanin 3. giiniinde NEGKON c¢alisma grubu GPx
diizeyinin FTS ¢alisma grubuna kiyasla istatistiksel anlamli bir diizeyde (p=0,028) daha yiiksek
oldugu; ¢alismanin 14. giiniinde ise AYSEF ¢alisma grubu GPx diizeyinin NEGKON c¢alisma
grubuna kiyasla istatistiksel anlamli diizeyde (p=0,029) daha yiiksek oldugu bulundu (Tablo
10).
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Tablo 10. Oksidatif stres belirteglerinin ¢aligma gruplarinda dl¢lim giinlerine gore diizeyleri

(Ortalama+SH).

Calisma Gruplar
Belirteg Olgiim Guinleri ?::SZE)F NI(Erilz(gN (5;84) p-degeri
1 0,72+0,04 0,70%0,03 0,7740,05 0,476
VDA 3 0,660,08 0,59£0,05 0,57+0,04 0,531
na/ma protein) 5 0,49£0,07 0,48+0,07 0,5740,07 0,579
7 0,560,07 0,44+0,08 0,59:0,06 0,319
14 0,890,072 0,45£0,01° 0,57+0,06° 0,007
1 0,4920.29 0,47+0.28 0,4320.21 0,987
o8 3 0,2140,01° 0,320,04° 0,33+0,02° 0,019
imol/ma protein) 5 0,3120,04 0,25£0,02 0,34+0,03 0,119
7 0,32+0,02 0,2740,02 0,3120,02 0,162
14 0,18£0,03° 0,2740,02° 0,29+0,01° 0,008
1 1,50£0.11 1.43£0,07 1472012 0,916
TAS 3 1.4720,10 1.35:0.11 1.19+0.06 0,135
(U/mg protein) 5 162£0.16 1.35£0,09 1.36£0,08 0.216
7 2,0320.28 1.3920.06 1.99£0.25 0,108
14 1,680,057 1,32+0,04° 1,50+0,13% 0,037
1 0.3020.16 0,32:0.20 0.2640.11 0,960
osi : i B s e
+ + +
(TOS/TAS Orani) 7 0,18+0,03 0,19+0,01 0,18+0,04 0,907
14 0,120,022 0,20£0,03° 0,21+0,01° 0,047
1 2+0.85 3.7820,61 2.34+0,52 0,844
oD 3 4.13+0.24 3,0940,51 3,70£0,38 0,740
/g protein) 5 3,85£0.57 4,3740.98 3,2740.46 0,555
7 4.92+0,08 3,23+0,92 4,48+0,51 0,159
14 4.64+0.60 4,71+0.68 3,58£0.43 0,333
1 2,0120.38 2.1120.14 2,2020.21 0.875
px 3 4,80+0,60°° 5,35+0,32% 3,55+0,20° 0,028
(orma protein) 5 3.03+0,64 4,66+0,44 3,5140.45 0,313
7 4,32+0.24 3,9320.24 4,61+0.29 0,206
14 6,610,60° 4,1240,73° 5,63+0,38%0 0,029

AYSEF: Sulu aynisefa ¢igegi ekstraktt grubu; NEGKON: Tedavi uygulanmayan/negatif
kontrol grubu; FTS: Fizyolojik tuzlu su (%0,9 NaCl, izotonik sodyum klorir soliisyonu) grubu;
SH: Standart hata; MDA: Malondihaldehit, OSI: Oksidatif stres indeksi; SOD: Superoksit
dismutaz; GPx: Glutatyon peroksidaz. Farkli iist karakter harfler gruplar arasi istatistiksel

farkliliklar (p<0,05) temsil etmektedir.
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4.5.3. Biiyiime Faktorleri Belirte¢c Bulgular:

Calisma gruplarinda yer alan farelerin o6lgiim giinlerinde aliman yara dokusu
orneklerindeki biiyiime faktorleri belirteg bulgulari ilgili belirteg bagliklari altinda 0zetlendi, ve

biiylime faktorleri biyobelirteg diizeyleri Tablo 11°de sunuldu.

4.5.3.1. Platelet Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF) Duzeyleri

TUm calisma gruplarinda PDGF diizeylerinin ¢aligmanin 14. giintinde 1. giiniine kiyasla
arttignt bulundu. Calisma Ol¢lim ginlerinde calisma gruplart PDGF diizeyleri arasinda
istatistiksel anlaml1 bir farklilik tespit edilmedi (p>0,05; Tablo 11).

4.5.3.2. Fibroblast Buytume Faktori (FGF) Duzeyleri

Tim c¢alisma gruplarinda ¢alismanin 14. giin FGF diizeylerinin 1. giindeki diizeylerinden
daha yiiksek oldugu bulundu. Caligmanin 1., 3. ve 5. giliniinde ¢alisma gruplar1 FGF diizeyleri
arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Calismanin 7. (p=0,025) ve
14. (p=0,047) giiniinde AYSEF c¢alisma grubu FGF diizeyinin NEGKON c¢alisma grubuna
kiyasla istatistiksel agidan anlamli diizeyde yiiksek oldugu bulundu (Tablo 11).
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Tablo 11. Biiylime faktorii belirteglerinin ¢aligma gruplarinda 6l¢iim giinlerine gore diizeyleri

(Ortalama+SH).

Calisma Gruplan

Belirteg Olgiim Ginleri ?::SZE.)F NES;SN (r|1::'l'284) p-degeri
1 0,34+0,01 0,32+0,05 0,31+0,03 0,861
PDGE 3 0,36+0,06 0,28+0,01 0,27+0,01 0,146
(ng/mg protein) 5 0,28+0,03 0,44+0,13 0,27+0,05 0,298
7 0,35+0,03 0,33+0,04 0,34+0,06 0,944
14 0,45+0,13 0,39+0,05 0,35+0,08 0,766
1 4,90+0,60 4,86+0,97 5,36+0,73 0,884
FGE 3 8,88+2,71 5,50+1,16 9,09+1,38 0,344
(pg/mg protein) 5 6,42+0,98 6,30+2,36 8,30+1,27 0,635
7 10,18+0,902 6,19+1,13° 8,87+0,71° 0,025
14 8,95+0,382 5,99+1,13° 6,08+0,922° 0,047

AYSEF: Sulu aynisefa ¢igegi ekstrakti grubu; NEGKON: Tedavi uygulanmayan/negatif
kontrol grubu; FTS: Fizyolojik tuzlu su (%0,9 NaCl, izotonik sodyum kloriir soltisyonu) grubu;
PDGF: platelet kaynakl biiytime faktorii; FGF: fibroblast bliyime faktorii; SH: Standart hata.
Farkli tist karakter harfler gruplar arasi istatistiksel farkliliklar1 (p<0,05) temsil etmektedir.

4.5.4. inflamasyon Biyobelirte¢c Bulgulari

Calisma gruplarinda yer alan farelerin Olgiim giinlerinde alinan yara dokusu
orneklerindeki inflamasyon belirteg¢ bulgulari, belirteglere gore basliklar altinda 6zetlendi, ve

ilgili biyobelirte¢ diizeyleri Tablo 12’de sunuldu.

4.5.4.1. Miyeloperoksidaz (MPO) Dizeyleri

Calismanin 3., 5., 7. ve 14. giinlinde ¢alisma gruplar1 arasinda istatistiksel agidan
anlamli farkliliklar bulundu (p<0,05). Calismanin 3. (p=0,004), 5. (p<0,001), 7. (p=0,001) ve
14. (p<0,001) giiniinde AY SEF ¢alisma grubunda 6l¢iilen MPO diizeylerinin NEGKON ve FTS
calisma gruplarina kiyasla istatistiksel agcidan anlaml diizeyde diisiik oldugu gozlendi (Tablo
12).
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4.5.4.2. Tumor Nekrozis Faktor Alfa (TNF-a) Diizeyleri

Calismanin 1., 3., ve 5. giiniinde ¢alisma gruplarinda 6l¢iilen TNF-a diizeyleri arasinda
istatistiksel acidan anlaml bir fark tespit edilmedi (p>0,05). Calismanin 7. (p<0,001) ve 14.
(p<0,001) giiniinde ise AYSEF ¢aligma grubunda 6l¢iilen TNF-a diizeylerinin NEGKON ve
FTS calisma gruplarina kiyasla istatistiksel agidan anlamh diizeyde diisiik oldugu belirlendi

(Tablo 12).

4.5.4.3. interlokin 1 (1L-1) Diizeyleri

Calismanin 1. ve 14. giinliinde ¢alisma gruplarinda o6lgiilen IL-1 diizeyleri arasinda
istatistiksel agidan anlaml bir farklilik bulunmadi (p>0,05). Calismanin 3. (p=0,021) ve 5.
(p=0,002) giinlinde AYSEF c¢alisma grubunda olgiilen IL-1 dlzeylerinin NEGKON ve FTS
gruplarina kiyasla istatistiksel agidan anlamli diizeyde diisiik oldugu; calismanin 7. giiniinde ise
AYSEF calisma grubunda ol¢iilen IL-1 diizeyinin FTS grubuna oranla istatistiksel ag¢idan
anlamli diizeyde (p<0,001) diisiik oldugu belirlendi (Tablo 12).

4.5.4.4. Interlokin 6 (1L-6) Diizeyleri

Calismanin 3. giiniinde AYSEF ¢alisma grubunda 6lctlen IL-6 diizeyinin FTS grubuna
oranla istatistiksel agidan anlamli diizeyde (p=0,005) diisiik oldugu; 5. giinde her bir grup
arasinda istatistiksel agidan anlamli diizeyde farkliliklarin (p<0,001) oldugu go6zlendi.
Calismanin 7. glnlinde AYSEF c¢alisma grubunun IL-6 dizeylerinin NEGKON ve FTS
gruplarina gore istatistiksel a¢idan anlamli diizeyde (p=0,007) diisiik oldugu; ¢alismanin 14.
giiniinde ise AYSEF calisma grubunda olgllen IL-6 diizeyinin NEGKON grubuna kiyasla
istatistiksel agidan anlamli diizeyde (p=0,022) diisiik oldugu tespit edildi (Tablo 12).
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4.5.4.5. Graniilosit Makrofaj Koloni Uyaric1 Faktor (GM-CSF) Duzeyleri

Calismanin 1. ve 5. giinlinde gruplar arasinda GM-CSF diizeyleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Calismanin 3. giiniinde AYSEF grubunda 6l¢iilen
GM-CSF diizeyinin NEGKON c¢alisma grubuna kiyasla istatistiksel agidan anlamli diizeyde
(p=0,016) diistik oldugu; 7. giinde AYSEF grubunun GM-CSF diizeyinin FTS grubuna kiyasla
istatistiksel agidan anlamli diizeyde (p=0,018) diisiik oldugu gézlendi. Calismanin 14. giiniinde
ise AYSEF grubu GM-CSF diizeyinin NEGKON ve FTS calisma gruplarina kiyasla istatistiksel
acidan anlamli diizeyde (p=0,013) diisiik oldugu belirlendi (Tablo 12).

4.5.4.6. Matriks Metalloproteinaz 2 (MMP-2) Duzeyleri

Caligmanin 3. (p<0,001), 5. (p<0,001), 7. (p<0,001) ve 14. (p<0,001) giiniinde AYSEF
grubu MMP-2 diizeyinin NEGKON ve FTS gruplarina kiyasla istatistiksel agidan anlamli
sekilde diisiik oldugu bulundu (Tablo 12).

4.5.4.7. Matriks Metalloproteinaz 9 (MMP-9) Duzeyleri

Calismanin 3. (p=0,007) ve 5. (p=0,038) giiniinde AYSEF grubunda ol¢iilen MMP-9
diizeyinin NEGKON grubuna oranla istatistiksel agidan anlamli sekilde diistik oldugu bulundu
(Tablo 12). Calismanin 7. (p=0,002) ve 14. (p=0,002) giiniinde ise AYSEF grubunda 6l¢iilen
MMP-9 diizeyinin NEGKON ve FTS gruplarina kiyasla istatistiksel agidan anlaml diizeyde
diisiik oldugu tespit edildi (Tablo 12).
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Tablo 12. Inflamasyon belirteclerinin ¢alisma gruplarinda dl¢iim giinlerine gére diizeyleri

(Ortalama+SH).
Calisma Gruplan

. o AYSEE NEGKON FTS L
Belirtec Olg¢uim Gunleri (n=24) (n=24) (n=24) p-degeri

1 0.36+0,04 0,65+0,32 0.39+0,10 0,543

3 3.65+0,38° 6,14+0,58 6,080,517 0,004

MP/O o 5 3,3620,34° 7.29+0 46P 6,50£0,40° <0,001

(ng/mg protein) 7 3,85+0,40° 6,35+0,46 6,22+0,40° 0,001
14 2.56+0,32° 6.62+0,77° 8,30+0 45P <0,001

1 14.13+0,58 14,23+0,45 14,3240,78 0,976

N 3 11,67+1,64 14,30+1,30 12,44+1 51 0,458

n /r;]“ rotein) 5 10,24+0,90 12,75+2,24 10,46+1,01 0,449
g/mgp 7 8,24+0,66° 11,7420 45 13+0,61° <0,001
14 7,30%0,63° 14,660,867 13,81+0,89° <0,001

1 4.89+0,64 5 29+0,79 4.74+0,52 0,834

3 4.72+0,10° 5.94+0,27 5,78+0,42 0,021

”"/1 i 5 4.,12+0,24° 5,38+0,190 6,55+0,58" 0,002
(ng/mg protein) 7 4.16+0,25° 5,75+0,83%0 8,770,517 <0,001
14 5.70+0,24 5 34+0,28 5 .82+0,42 0,568

1 7.1520,60 6,680,683 6,95+0,59 0,886

L6 3 11,49+0,63" 14,32+1,112P 16,05+0,69" 0,005
(naing protein) 5 76420 67° 10,80+0,33° 16,37+0,88° <0,001

g/mgp 7 9,20+084° 13,71+1,01° 12,83+0,86" 0,007
14 10,30+0,442 14,11+1,26° 13,53+0,8620 0,022

1 4.13+0,29 3,82+0,45 4,08+0,55 0,808

CM.CSE 3 3,89+0,26° 5,57+0,46° 4.23+0,39%0 0,016
(ngimg protein) 5 3,29+0,28 4,09019. 3,83+047 0,256
7 3,36+0,38° 4.26+0,28% 4.73+0,23 0,018

14 272+0,20 4.45+0,36° 4,64+0,62° 0,013

1 46,03+1,72 48.36+1,72 46 75+1,71 0,627

MIMP-2 3 31,332,572 44.48+1,39P 47.77+2,48° <0,001
| i 5 24.46+1,58 3522+1,63° 37,80+1,23 <0,001
(ng/mg protein) 7 25.15+1 14° 41.71%2,59 36,04+1 49 <0,001
14 27 68+1,22° 47 88+2,33° 52,662 61P <0,001

1 0.33+0,04 0.330,02 0.310,02 0.725

MMP-S 3 0,25+0,01° 0,39+0,03° 0.34+0,030 0,007
(ngimg protein) 5 0,22+0,03 0,39+0,06° 0,34+0,03%0 0,038
g/mgp 7 0,21+0,02° 0,41%0,05° 0,39+0,02° 0,002
14 0,18+0,05° 0,36+0,02° 0,38+0,03 0,002

AYSEF: Sulu aynisefa c¢icegi ekstrakti grubu; NEGKON: Tedavi uygulanmayan/negatif

kontrol grubu; FTS: Fizyolojik tuzlu su (%0,9 NaCl, izotonik sodyum klorur soliisyonu) grubu;

SH: Standart hata; MPO: Miyeloperoksidaz; TNF-a: Timor nekrozis faktor-alfa; IL-1:

Interleukin 1; IL-6: Interleukin 6; GM-CSF: Graniilosit makrofaj koloni uyarici faktér; MMP-

2: Matriks metalloproteinaz 2; MMP-9: Matriks metalloproteinaz 9. Farkli iist karakter harfler

gruplar arasi istatistiksel farkliliklar1 (p<0,05) temsil etmektedir.
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4.6. Genomik Analiz Bulgular:

Calismada yer alan farelerin 6lgim gunlerine ait gRT-PCR y0Ontemi ile Olgilen
biyobelirteclerin (MMP-2 ve MMP-9) gen ekspresyon kat degisim degerleri ortalama ve
standart hata olarak, ilgili belirteg¢ basliklar1 altinda 0zetlendi, ve gen ekpresyon kat degisim

degerleri Tablo 13’te sunuldu.

4.6.1. Matriks Metalloproteinaz 2 (MMP-2) Gen Ekspresyon Bulgulari

Calismanin 3. (p=0,010), 5. (p=0,002), 7. (p=0,003) ve 14. (p=0,006) giinlerinde AYSEF
grubundaki MMP-2 gen ekspresyonunun kat ortalama degerlerinin NEGKON ve FTS
gruplarina kiyasla istatistiksel agidan anlamli diizeyde diisiik oldugu tespit edildi (Tablo 13).

4.6.2. Matriks Metalloproteinaz 9 (MMP-9) Gen Ekspresyon Bulgulari

Calismanin 3. (p=0,002), 5. (p=0,002), 7. (p=0,011) ve 14. (p=0,011) guniunde AYSEF
grubundaki MMP-9 gen ekspresyonunun kat ortalama degerlerinin NEGKON ve FTS
gruplarina oranla istatistiksel agidan anlamli sekilde diisiik oldugu belirlendi (Tablo 13).
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Tablo 13. Olgiim zamanlarma gére galisma gruplarinda MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonu
kat degisim degerleri (Ortalama+SH).

Calisma Gruplar

Belirteg Olgiim Giinleri '?rLSZIi)F NI(EnGzlggN (rl]:;ri) p-degeri
3 2,650,112 3,54+0,30° 3,78+0,65° 0,010

MMP-2 5 1,99+0,172 12,72+1,46° 13,22+1,37° 0,002
7 1,99+0,12? 4,46+0,47° 4,43+0,51° 0,003
14 1,03+0,072 2,20+0,32° 2,260,22° 0,006
3 0,11+0,542 2,70+0,45° 1,90+0,47° 0,002

MMP-9 5 0,34+0,13% 1,97+0,24° 1,99+0,34° 0,002
7 0,54+0,222 1,66+0,14° 1,79+0,25° 0,011
14 0,20+0,072 0,42+0,05° 0,62+0,10° 0,011

AYSEF: Sulu aynisefa ¢igegi ekstrakti grubu; NEGKON: Tedavi uygulanmayan/negatif
kontrol grubu; FTS: Fizyolojik tuzlu su (%0,9 NaCl, izotonik sodyum klorir sollisyonu) grubu;
SH: standart hata; MMP-2: Matriks metalloproteinaz 2; MMP-9: Matriks metalloproteinaz 9.
Farkli tist karakter harfler gruplar arasi istatistiksel farkliliklar1 (p<0,05) temsil etmektedir.

4.7. MMP-2 Gen Ekspresyonu Kat Degisim ve Protein Diizeylerinin iliskisi

Calismanin 3. giiniinde gergeklestirilen 6lgtimler arasinda istatistiksel agidan anlamli bir
iliski gozlenmedi (r=0,497, p=0,100). Calismanin 5., (r=0,828, p=0,001) 7. (r=0,679, p=0,015)
ve 14. ginlnde (r=0,719, p=0,008) doku protein dlzeyleri ile gen ekspresyonu kat degerleri
arasinda istatistiksel agidan anlamli diizeyde korelasyonlar gézlendi. Caligma giinleri bir biitiin
halinde, kiimiilatif olarak degerlendirildiginde doku protein diizeyleri ile gen ekspresyonu kat

degerleri arasinda istatistiksel agidan anlamli diizeyde bir iliski gézlenmedi (r=0,048, p=0,747).

4.8. MMP-9 Gen Ekspresyonu Kat Degisim ve Protein Diizeylerinin iliskisi

Calismanin 7. giiniinde 6l¢timler arasinda istatistiksel agidan anlamli bir iligki bulunmadi
(r=0,197; p=0,540). Calismanin 3., (r=0,835; p=0,001) 5. (r=0,681; p=0,015) ve 14. gliniinde
(r=0,816; p=0,001) doku protein dizeyleri ile gen ekspresyonu kat degerleri arasinda
istatistiksel anlamli diizeyde korelasyonlar gozlendi. Caligma giinleri bir biitiin halinde,
kiimiilatif olarak degerlendirildiginde doku protein diizeyleri ile gen ekspresyonu kat degerleri

arasinda istatistiksel agcidan anlamli diizeyde bir korelasyon gozlendi (r=0,598; p<0,001).
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5. TARTISMA

Geleneksel tip; farkli kiiltiirlere 6zgii teorilere, inanglara ve deneyimlere dayanan bilgi,
beceri ve uygulamalarin toplami1 olarak tanimlanmaktadir (World Health Organization, 2013).
Bu uygulamalardan fiziksel ve zihinsel hastaliklarin 6nlenmesi, teshisi ve tedavisi ile mevcut
sagligin siirdiiriilmesinde faydalanilir (Majumdar ve Sangole, 2016). Bitki kaynakli materyaller
yara iyilesmesinde sik¢a kullanilmaktadir (World Health Organization, 2013). Mevcut ilaglarin
%73’e¢ yakimi doga ve/veya bitkisel kaynaklidir; bitkisel Grlnler az maliyetli ve glvenli
alternatif tedaviler sunabilmeleri sebebiyle ilgi gekmektedir (Thakur ve digerleri, 2011; Tiwari
ve digerleri, 2013; Wangchuk, 2018). Klinik uygulamalarda bir¢ok topikal yara bakim {iriini
olmasina ragmen, bu iirlinlerin etkinligini bilimsel olarak irdeleyen yetersiz sayida arastirma
bulundugu bilinmektedir (Harding ve digerleri, 2002; Fonder ve digerleri, 2008; Lohi ve
digerleri, 2010; Givol ve digerleri, 2019). Aynmisefa bitkisi (Calendula officinalis) Avrupa ilag
Ajansi tarafindan bitkisel tibbi bir {iriin olarak siniflandirilmistir (European Medicines Agency,
2018). Bitkinin igerdigi metabolitler ve kimyasal maddelerin farmakolojik etkiler sagladigi ve
halihazirda gida ve ilag endiistrisinde kullanildig bildirilmistir (European Medicines Agency,
2018; Shahane ve digerleri, 2023). Givol ve digerleri’nin (2019) yaptig1 sistematik derlemede
bu (Aynisefa bitkisi) bitkinin yara iyilesmesinde etkinligini arastiran ¢aligsmalarda
limitasyonlarin bulundugu, konu ile ilgili 1yi tasarlanmis, kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ oldugu
vurgulanmustir (Givol ve digerleri, 2019). Sunulan tez ¢alismasinda Aynisefa bitkisi gigeginin
%S5’1lik sulu ekstraktinin farelerin tam katmanli deri yaralarindaki etkisinin ¢ok yonli ve
kapsamli incelemelerle (yara alani, hidroksiprolin diizeyi, oksidatif stres belirtecleri, buyume
faktort belirtecleri, inflamasyon belirtecleri ve gen ekspresyonu) ortaya konulmasi
amaclanmistir. Elde edilen bitki ekstraktinin igerdigi kimyasal bilesenler ve miktarlari, GC-MS
ile detayli bir sekilde analiz edilmis ve sunulmustur. Aynisefa bitkisi ¢igeginin ekstraktinin
icerdigi kimyasal bilesenlerin saflagtirilarak, ilgili parametrelerdeki etkilerinin daha detayli bir
sekilde incelenmesi ve tedavi sonuglarmnin ayrintili bir sekilde sunulmasi konuya katki
saglayabilir. BOylece, Aynisefa bitkisi ¢igeginin ekstraktinin yara iyilesmesi {izerindeki
etkilerinin daha anlasilabilir olacagi ve potansiyel olarak yeni tedavi yontemlerinin

gelistirilmesine zemin hazirlayabilecegi diistiniilmiistiir.

Yara tedavisinde kullanilmasi disliniilen terapdtik ajanlarm  etkinliklerinin

belirlenebilmesi i¢in klinik asamalardan once laboratuvar hayvanlar iizerinde g¢alisiimasi
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gerekmektedir (Grada ve digerleri, 2018; Wu ve Landen, 2020). Laboratuvar hayvanlarinda
yapilacak deneysel uygulamalarda deney dizayni calismanin kalitesini ve sonuglarin
dogrulugunu etkiler (Johnson ve Besselsen, 2002; Grada ve digerleri, 2018; Wu ve Landen,
2020). Bu ¢alismalarda kullanilan negatif kontrol grubu, ajanin tedavi edici etkisinin olmadigi
bir durumu, pozitif kontrol grubu ise ajanin tedavi edici etkisini gosteren bir uygulamayi temsil
etmektedir. Her iki kontrol grubunun deneysel ¢alismaya dahil edilmesi, sunulan tedavinin
etkinliginin giivenilir bir sekilde arastirilmasina zemin hazirlar. Bu yontem deneysel calismanin
giivenilirligini artirir ve sonuglarin daha verimli bir sekilde yorumlanmasini saglar (Johnson ve
Besselsen, 2002). Sunulan ¢alismada bu amaglar géz oniinde bulundurularak negatif (tedavi
uygulanmayan) ve pozitif (fizyolojik tuzlu su/%0,9 NaCl soliisyonu) kontrol gruplar
kullanilmistir. Ayrica, ¢alisma hipotezini test etmek i¢in gerekli olan minimum fare sayisi
orneklem biiyiikliigii hesaplanarak belirlenmistir. Ilk giin (1. giin) dokular1 (baslangig verileri),
fareler arasinda farkliliklarin bulunmadigi ve o6rneklemin homojen oldugunu test etmek
amaciyla toplanmistir. Yaralarin olusturulmasini takiben ¢alismanin 3., 5., 7. ve 14. giininde,
yara iyilesmesinin farkli asamalarini izlemek amaciyla her bir ¢alisma grubundan
immunohistokimyasal, biyokimyasal ve genomik analizler igin yara dokusu o6rnekleri
toplanmistir (Moreira ve digerleri, 2015; Grada ve digerleri, 2018; Masson-Meyers ve digerleri,
2020; Wu ve Landen, 2020). Sunulan tez ¢alisma diizeninin aynisefa ¢igegi ekstraktinin yara

tyilesmesine etkisi hakkinda gii¢lii kanitlar sundugu diistiniilmektedir.

Basaril1 yara tedavisinin gostergelerinden biri yaranin kapanmasidir. Yara kapanincaya
kadar siiren iyilesme asamalarinda farkli olaylar gelisir. Bu gelismeler makroskobik olarak yara
alaninda degisiklikler meydana getirir (Masson-Meyers ve digerleri, 2020). Tam katmanli deri
yaralarinin iyilesmesinde yara kenarlarinda kontraksiyon gergekleserek yara alan1 merkeze
dogru kiiciiliirken, yara yiizeyinde de epitelizasyon ve proliferasyon ile yara bolgesi dolmaya
baslar (Swaim ve digerleri, 2001; Boukovalas ve digerleri, 2022). Yara alaninin diizenli
araliklarla dl¢lilmesi, iyilesmenin yan sira siiregteki olaylarin takibini saglamak amaciyla da
onemli bir kriterdir (Lait ve Smith, 1998; Nichols, 2015; Boukovalas ve digerleri, 2022). Yara
alan1 6l¢iimi farkli yontemlerle (planimetrik, optik koherens tomografi gibi 6zel aletler veya
dijital yontemler) yapilabilir (Lait ve Smith, 1998; Williams, 2000; Papazoglou ve digerleri,
2010; Koschwanez ve Broadbent, 2011; Andrade ve digerleri, 2011; Weingarten ve digerleri,
2012; Tan ve Wahli, 2013; Tsai ve digerleri, 2013; Sattler ve digerleri, 2013; Greaves ve
digerleri, 2014; Okuma ve digerleri, 2015; Nichols, 2015). Sunulan ¢alismada literatiirde yer

alan metodolojiden faydalanilarak yaralar {izerine yerlestirilen seffaf asetathi kagitlara yara
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alanlar1 ¢izilmis ve milimetrik kagida aktarilarak kumpasla (planimetrik olarak) ol¢lilmiistiir
(Nichols, 2015). Aynisefa bitkisinin yara iyilesmesindeki etkinligini makroskobik (yara alani)
olarak sunan bes ¢alisma ile karsilasilmistir (Preethi ve digerleri, 2009; Parente ve digerleri,
2012; Shafeie ve digerleri, 2015; Dinda ve digerleri, 2016; Gunasekaran ve digerleri, 2020). Bu
caligmalar bitki ekstraktinin topikal uygulamasinda yara iyilesmesinin hizlandigim
belirtmislerdir. Bahsi gegen literatiirlere benzer sekilde mevcut ¢alismanin 7. (p=0,002) ve 14.
(p<0,001) glinlinde yapilan yara alan1 6l¢iimlerinde en kii¢iik yara alan1 AYSEF grubunda
bulunmus ve bu gruptaki deneklerin diger gruptakilere kiyasla daha hizli bir iyilegsme gosterdigi
goriilmiistiir (Tablo 7). Yara iyilesmesinin inflamasyon agsamasi yara olusumundan sonra 3 giin
kadar siirebilir ve bu siiregte yara alani genisleyebilir (Waldron ve Pope, 2003; Attah ve
digerleri, 2015; Boukovalas ve digerleri, 2022). Uzamis inflamasyon asamasi yara iyilesmesi
icin istenmeyen bir durum olmasinin yaninda patojenlerin engellenmesi ve nekrotik doku
yikimi i¢in 6nemli bir siirectir (Eming ve digerleri, 2014). Yara alaninda inflamasyonun
sonlanmasiyla birlikte yara biiyiimesi durur ve yara iyilesmesi inflamasyon asamasindan
proliferasyon asamasina gegisle devam eder (Waldron ve Pope, 2003; Attah ve digerleri, 2015;
Boukovalas ve digerleri, 2022). Sunulan ¢alismada AYSEF ve FTS grubundaki yara alaninin
3. giinden sonra kii¢iildiigii ve AYSEF grubunun 3. giinde diger gruplardan daha biiyiik bir
alana sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 7, p<0,001). Yara alanlarimin 7. (p=0,002) ve 14.
(p<0,001) giin degerleri dikkate alindiginda, AYSEF grubunun diger gruplardan daha hizli bir
kicilme gostermesi, bu grubun inflamasyon asamasini diger gruplara gore daha hizli bir sekilde
tamamlayarak proliferasyon asamasina gegtigini diisiindiirmiistiir. Literattrde yara tedavisinde
topikal fizyolojik tuzlu su uygulanmasinin, izotonik bir ¢dzelti olmasi sebebiyle dokulara hasar
vermeden yara iyilesmesini hizlandirdig1 raporlanmistir (Salami ve digerleri, 2006; Resende ve
digerleri, 2016; Fernandez ve digerleri, 2022). Benzer sekilde, sunulan ¢alismada 3. ve 7.
giinlerde NEGKON ve FTS gruplan arasinda istatistiksel farkliliklarin bulunmasi, topikal
fizyolojik  tuzlu suyun, inflamasyon asamasinin hizlica tamamlanmasina ve
proliferasyon/remodelleme asamalarinda yara iyilesmesine, hi¢bir uygulama yapilmamasina

kiyasla katki sagladigini ve iyilesme stirecini hizlandirdigini géstermektedir.

Yara dokusunun imminohistokimyasal yontemlerle boyanmasi, fibroblast ve makrofaj
gibi hiicrelerin sayillmasini saglayarak yara alanindaki morfolojik degisimlerin izlenmesine
olanak tanimaktadir (Romanelli ve digerleri, 2013; Masson-Meyers ve digerleri, 2020). Yara
dokusunda fibroblast sayisi inflamasyon siirecinin sonlanmasiyla artar ve epitelizasyonun

tamamlanmasina kadar mevcudiyetini korur (Aikawa, 2011; Bainbridge, 2013). Makrofajlar,
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inflamasyon asamasinda 6nemli rol oynayan inflamatuvar hucrelerdir. Farelerde yapilan
calismalarda, akut yaralarda makrofaj sayisinin yara olusumuyla birlikte arttig1, takip eden 2-5
gun boyunca yiiksek seviyede kaldig1 ve epitelizasyon asamasinin baglamasiyla birlikte (7. guin
ve sonrasl) azalmaya bagladigi bildirilmistir (Rodero ve digerleri, 2013; Aitcheson ve digerleri,
2021). Makrofajlarin yara alaninda gereginden uzun sire bulunmasi yaranin inflamasyon
asamasini Uzatarak iyilesmeyi geciktirir (Krzyszczyk ve digerleri, 2018). Shafeie ve digerleri
(2015) yaptiklar1 ¢alismada, topikal Aynisefa bitkisi uygulamasimin yara dokusunda
inflamatuvar hucrelerin (makrofaj ve lenfositlerin) sayilarini azaltarak yara iyilesmesine katki
sagladigimi belirtmistir. Calismamizin AYSEF grubundaki makrofaj sayim degerlerinin 5.
(p=0,016), 7. (p=0,001), ve 14. (p=0,012) giinde diger ¢alisma gruplarina kiyasla istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik olmasi, kullanilan ekstraktin makrofajlarin sayisin1 kontrol
altinda tutarak yara iyilesmesinin inflamasyon asamasini diizenledigi/uzamasini engelledigine
isarettir. Aynisefa bitkisi ekstraktinin in vitro ve in vivo ¢alismalarda yara dokusunda fibroblast
hiicre sayisinm arttirdigi raporlanmistir (Fronza ve digerleri, 2010; Dinda ve digerleri, 2016).
Benzer sekilde sunulan ¢alismada yara olusumundan sonraki siirecte (3., 5., 7. ve 14. giin)
fibroblast sayim degerlerinin diger gruplara gére AYSEF grubunda [farkli p degerleri ile (Tablo
8)] istatistiksel agidan anlamli diizeyde yiiksek oldugu goézlendi. Bu durum Aynisefa bitkisi
cicegi ekstraktinin topikal yara tedavisinde dokuda fibroblast miktarini arttirarak iyilesmeyi

hizlandirdigini géstermektedir.

Hidroksiprolin, yara iyilesmesinde graniilasyon dokusunun yapisal bilesenlerini
giiclendiren ve kollajen dokusunun iyilesme siirecindeki durumu hakkinda bilgi saglayan
onemli bir belirtectir (Kokane ve digerleri, 2009; Nayak ve digerleri, 2011). Aynisefa bitkisinin
oral (Chandran ve digerleri, 2008; Preethi ve digerleri, 2008) ve topikal (Gunasekaran ve
digerleri, 2020) kullaniminin hidroksiprolin diizeylerini artirarak ratlarin eksizyonel (Preethi ve
digerleri, 2008; Gunasekaran ve digerleri, 2020) ve yanik (Chandran ve digerleri, 2008) yara
iyilesmesine katki sagladigi bildirilmistir. Bu sonuglara benzer sekilde mevcut caligmada
kullanilan BALB/C farelerin tam katmanli yara iyilesme siirecinde ¢alismanin 3. (p=0,003), 7.
(p=0,001) ve 14. (p<0,001) gununde AY SEF grubu hidroksiprolin diizeyleri diger gruplara gére
yliksek bulunmustur (Tablo 9). Bu durum Aynisefa bitkisi ¢icegi ekstraktinin topikal yara
tedavisinde dokuda kollajen miktarin1 arttirarak iyilestirmeyi hizlandirdigi kanaatini
glglendirmektedir. Calismanin 14. giiniinde, FTS grubunun hidroksiprolin diizeylerinin

NEGKON grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik olmasi, yara tedavisinde
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topikal fizyolojik tuzlu su uygulamasmnin yara alani bulgularmma tezat olarak, yaranin

proliferasyon/remodelleme asamalarinda doku kollajen miktarini azalttigini gostermektedir.

Hiicre metabolizmasinin sonucunda reaktif oksijen tiirleri olusur. Bu tiirlerin fizyolojik
siirlar i¢inde tutulmasi antioksidanlar tarafindan saglanir ve bu durum dokularin fizyolojik
dengesini yansitir (Gorrini ve digerleri, 2013; Kauppila ve digerleri, 2017; Poprac ve digerleri,
2017; Hameister ve digerleri, 2020). Reaktif oksijen tiirlerinin belirli sinirlarin iizerine ¢ikmasi
veya antioksidan kapasitenin azalmasi ile yara iyilesmesinin olumsuz etkilendigi bildirilirken
(Pizzino ve digerleri, 2017; Poprac ve digerleri, 2017; Hayes ve digerleri, 2020), bunlarin belirli
sinirlar i¢inde tutulmasinin yara iyilesmesini tesvik edici oldugu da vurgulanmaktadir (J. Park
ve digerleri, 2018; Schworer ve digerleri, 2020). Reaktif oksijen tiirlerinin takibi i¢in birgok
oksidatif stres belirteci mevcut iken, yara iyilesmesinde siiperoksit dismutaz (SOD),
malondialdehit (MDA) ve glutatyon peroksidaz (GPx) siklikla incelenen antioksidanlar
arasindadir (Masson-Meyers ve digerleri, 2020; Wang ve digerleri, 2023). Sunulan ¢aligmada
SOD, MDA, GPx, TOS, TAS ve OSI degerleri oksidatif stres belirteci olarak irdelenmistir
(Tablo 10). Literatiirde, yara iyilesmesinde oksidatif stresin gdstergesi olarak TOS, TAS ve OSI
diizeylerini inceleyen c¢alismalara rastlanmamistir. Ancak, bu 6l¢iimlerin kan ve dokularda
oksidatif stres diizeyini belirlemede 6nemli oldugu bildirilmistir (Vassalle, 2008; Marrocco ve
digerleri, 2017). Sunulan calismada, bu belirteglerin de incelenmesi ilgili parametrelerin
yorumlanmasi bakimindan ileride yapilacak yara iyilesmesi ¢caligmalarina yardimci olacaktir.
AYSEF grubunda 3. giinde TOS (p=0,019) ve OSI (0,012) diizeylerinin diger gruplara kiyasla
istatistiksel agidan anlamli diizeyde diisiik bulunmasi kullanilan Aynisefa bitkisi ¢igcegi
ekstraktinin inflamasyon ve proliferasyon asamalarinda oksidatif stresi azalttig1 izlenimini
uyandirmistir. Calismanin 14. giiniinde AYSEF grubuna ait TOS (p=0,008), TAS (p=0,037),
MDA (p=0,007), OSI (p=0,047) ve GPx (p=0,029) diizeyleri istatistiksel agidan yiiksek
bulunmustur. Bu durum, topikal Aynisefa bitkisi cicegi ekstraktinin yara iyilesmesinin
proliferasyon-remodelleme asamalarinda oksidatif stres belirtecleri iizerine olumlu etkisi
oldugunu ve yara iyilesmesine pozitif katki sagladigimi gostermektedir. Calisma gruplari
arasinda 6rneklem giinlerinde SOD degerleri arasinda herhangi bir fark bulunmamasina karsin,
Gunasekaran ve digerleri (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada topikal Aynisefa bitkisi
cigeginin sulu ekstraktinin yara iyilesmesinde SOD diizeylerini arttirdig1 ve oksidatif strese yol
acan yan iriinlerin kontroliinde etkili oldugu bildirilmistir. Bu ¢eliskili durumun iki ¢alismada
kullanilan ekstraktlarin konsantrasyon farkliligindan (sunulan ¢alismada: %5; Gunasekaran ve

digerleri, 2020; %10 ve %20’lik konsantrasyonlarda) kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmiistiir.
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Aynisefa bitkisi ¢icegi igcinde oksidatif stres iizerine etkili oldugu bildirilen karetenoid,
terpenoid, kumarin ve fenolik asit gibi bilesenlerin varlig1 bilinmektedir (Cetkovic ve digerleri,
2003; Preethi ve digerleri, 2008; Naveed ve digerleri, 2018; Chamansara ve digerleri, 2022;
Shahane ve digerleri, 2023). Bu bitki ekstraktinin yara iyilesmesi ilizerine olan etkilerini
arastiran ¢alismalarda (Chandran ve digerleri, 2008; Preethi ve digerleri, 2008; Gunasekaran ve
digerleri, 2020) kimyasal bilesen analizleri sunulmamis, sunulan ¢alismalarda da sadece ana
kimyasal bilesen gruplari raporlanmistir (Fonseca ve digerleri, 2010; Buzzi ve digerleri, 2016;
Givol ve digerleri, 2019; Shahane ve digerleri, 2023). Mevcut tez ¢aligmasinda kullanilan bitki
iceriginin ayrintili bir sekilde sunulmasinin (Tablo 6) literatiir bilgiye olumlu katki saglayacag:
disiiniilmektedir. Oksidatif stres, yara iyilesmesi asamalarinda fizyolojik dengeyi gostermek
adina 6nemli rol oynamaktadir (Cabello-Verrugio ve digerleri, 2016; Kunkemoeller ve
Kyriakides, 2017; Sanchez ve digerleri, 2018). Literatiirde (Givol ve digerleri, 2019; Shahane
ve digerleri, 2023) ve sunulan calismada kullanilan Aynisefa bitkisi igeriginde (Tablo 6)
oksidatif stres {izerine etkisi olan antioksidan bilesiklerinin varligi kanitlanmistir. Calismada
elde edilen oksidatif stres bulgular1 ve literatiir bilgi bir biitiin olarak degerlendirildiginde,
aynisefa bitki ¢icegi ekstraktinin tam katmanli deri yaralarinin iyilesmesinde oksidatif stres
dengesinin diizenlenmesine katki sagladig1 sdylenebilir. Bitkinin igerik analizi de sunularak,
yara iyilesmesinde farkli konsantrasyonlarda uygulanmasi ile olumlu sonuglar ortaya

cikarabilir.

Iyilesen yara dokusunda bilyiime faktorlerinin gdrevleri arasinda ekstraseliiler matriksin
sentezi, anjiyogenez, kollajen tiretimi, epitelizasyon protein sentezi yer almaktadir (Cowin ve
digerleri, 2001; Hsu ve Chang, 2004; Lee ve digerleri, 2011; Jaferian ve digerleri, 2017; Park
ve digerleri, 2017; Ishihara ve digerleri, 2019). PDGF, FGF, TGF-f ve VEGF insan ve
hayvanlarin yara iyilesmesinde takip edilen biiylime faktorleri arasindadir (Werner ve Grose,
2003; Zarei ve Soleimaninejad, 2018; Titan ve digerleri, 2019). Sunulan ¢alismada literatiirde
yara iyilesmesi siirecinde siklikla incelenen PDGF ve FGF (Pierce ve digerleri, 1995; Werner
ve Grose, 2003; Pikula ve digerleri, 2015; Masson-Meyers ve digerleri, 2020; Zarei ve
Soleimaninejad, 2018) diizeyleri irdelenmistir. Yapilan literatiir taramasinda Aynisefa bitkisi
ile tedavi edilen deri yarasi1 dokularinda FGF diizeyi ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlanmamus;
VEGEF (Parente ve digerleri, 2012) ve PDGF’nin (Gunasekaran ve digerleri, 2020) ise iyilesme
stirecinde arttig1 bildirilmistir. Sunulan ¢alismada VEGF diizeyleri incelenmemis, PDGF ve
FGF diizeyleri olgiilmistiir. AYSEF grubunda PDGF diizeyleri arasinda anlamli fark
bulunmazken, FGF’ye ait 7. (p=0,025) ve 14. giin (p=0,047) degerlerinin diger gruplara gore
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istatistiksel acidan anlamli sekilde yiiksek oldugu tespit edilmistir (Tablo 11). Elde edilen
sonuclar, topikal Aynisefa bitkisi ¢icegi uygulamasinin yara iyilesmesinin proliferasyon
asamasinda FGF sentezini olumlu etkileyerek iyilesmeye katki sagladigini diistindtirmektedir.
Calismada FGF diizeylerinin sunulmasi, konu ile ilgili gelecek arastirmalar i¢in karsilastirma

ve/veya tartisma bilgisi sunmaktadir.

Yara iyilesme siirecinde gergeklesen inflamasyonun patojenlerden korunma ve nekrotik
dokularin atilimi i¢in olduk¢a 6nemli oldugu bilinmektedir (Wang ve digerleri, 2022). Ancak
inflamasyonun asir1 ve uzun siireli olmasi, yara iyilesme siirecinde aksamalara neden olarak
yaranin kroniklesmesine ve/veya iyilesmemesine yol acabilir (Eming ve digerleri, 2014; Wang
ve digerleri, 2022). Yaralarda inflamasyon asamasinin degerlendirilmesinde MPO, TNF-a, IL-
1, IL-6, GM-CSF, MMP-2 ve MMP-9 gibi belirtecler incelenmektedir (Fang ve digerleri, 2007,
Eming ve digerleri, 2014; Komi ve digerleri, 2020). Literatiir bilgide yara iyilesmesinin
degerlendirilmesinde kullanilan bu belirte¢ler sunulan ¢alismada da incelenmistir. Aynisefa
bitkisinin anti-inflamatuvar etkisinin literatiirde yer aldigi bilinmektedir (Givol ve digerleri,
2019; Shahane ve digerleri, 2023). Topikal olarak uygulanan Aynisefa bitkisi c¢igegi
ekstraktinin  IL-6 ve TNF-a diizeylerini azalttigi ve yara iyilesmesini hizlandirdigi
raporlanmistir (Gunasekaran ve digerleri, 2020). Calismada incelenen tiim inflamasyon
belirtecleri, yara olusumundan sonraki siirecte (3., 5., 7. ve 14. giin) diger gruplara gére AYSEF
grubunda [farkli p degerleri ile (Tablo 12)] istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur. Bu sonuglar, kullanilan Aynisefa bitkisi ¢icegi ekstraktinin topikal uygulamasinin
yara iyilesmesinde anti-inflamatuvar etkisi oldugunu desteklemektedir. Caligmanin 5. giiniinde,
FTS grubundaki IL-6 diizeyinin NEGKON ve diger tedavi gruplarina kiyasla istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek olmasi, topikal fizyolojik tuzlu su uygulamasinin yara iyilesmesinde
IL-6 diizeyini diger gruplara gore daha ge¢ baskiladigini gostermektedir. Bu bulgunun mevcut
calisma metodolojisi ile agiklanmas1 miimkiin olmadigindan, gelecek calismalarda arastirilmasi

gerektigi kanaatine varilmastir.

Gen ekspresyonu bir genin talimati ile yiirtitiilen protein sentezinin gdzlemlenebilir hale
getirilmesi olarak tanimlanabilir (Gann, 2010) ve gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(QRT-PCR) gibi yontemler ile izlenebilmektedir (Rugo ve digerleri, 1992; Friedhoff ve
digerleri, 1993; Taniguchi ve digerleri, 1994; Esnault ve digerleri, 1996; Adam 2020). Yara
iyilesmesinde gerekli olan protein sentezi mRNA varligina ihtiya¢ duyar (Buccitelli ve Selbach
2020). Bir proteinin sentezi icin gerekli olan gen ekspresyon degerleri ile ilgili protein

diizeyinin ayn1 paralellikte yiiksek veya diisiik seviyede olmamasi normal kabul edilmektedir
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(Pradet-Balade ve digerleri, 2001; Maier ve digerleri, 2009; Vogel ve Marcotte, 2012;
Fassbinder-Orth, 2014; Jackson, 2015). Ilgili proteinlerin gen ekspresyon degeri ile birlikte
protein konsantrasyonlarinin da oSlgtilmesinin daha saglikli sonuglar sundugu bildirilmistir
(Jackson, 2015). Bu nedenle sunulan ¢alismada hem MMP-2 ve MMP-9 protein diizeyleri, hem
de gen ekspresyon kat degisim degerleri incelenmistir. Calismada MMP-2 ve MMP-9 gen
ekspresyon kat degisim degerleri ile protein dizeyleri arasinda bazi gunlerde istatistiksel
anlamli iliskiler (MMP-2 icin 5. giinde r=0,828, p=0,001; 7. giinde r=0,679, p=0,015; 14. glinde
r=0,719, p=0,008 ve MMP-9 icin 3. glinde r=0,835, p=0,001; 5. giinde r=0,681, p=0,015; 14.
gunde r=0,816, p=0,001) gézlenmistir. Bu bulgu yara iyilesmesinin farkli asamalarinda farkl
gen ekspresyon velveya protein sentezi mekanizmalarin etkili olabilecegi kanaatini
uyandirmistir. Bu mekanizmalarin aciklanmasi sunulan ¢alismanin metodolojisi ve elde edilen
sonuglarla miimkiin degildir. Ancak bu degerler gelecek ¢alismalar igin alt yap1 olusturabilir ve

ileri galismalarda daha ayrintili bir sekilde incelenerek ele alinabilir.

Matriks metalloproteinazlar icerisinde bulunan MMP-2 ve MMP-9 yara iyilesmesinde
hiicrelerin biiylimesi, inflamasyon, proliferasyon ve anjiyogenez gibi olaylarda rol alirlar ve
bunlarin aktivitesi ilgili gen ekspresyonlari ile diizenlenmektedir (Elkington ve digerleri, 2005;
Martins ve digerleri, 2013). MMP diizeylerindeki artisin yara iyilesmesinin remodelleme
asamasinda iyilesmeye katki sagladigi bilgisinin yaninda (Xue ve Jackson, 2015), bu artigin
stireci olumsuz etkiledigi ve kronik yaralarda MMP gen ekspresyonunu artirdigi da
belirtilmektedir (Fray ve digerleri, 2003; Smigiel ve Parks, 2018). Literatirde MMP-2 ve
MMP-9’un yara iyilesme siirecindeki rolleri hakkinda celigkili sonuglar oldugu, bu nedenle
halen detayli arastirmalara ihtiya¢ oldugu vurgulanmistir (Kandhwal ve digerleri, 2022).
Caligsmada farelerde agilan yaralari takip eden siiregte (3., 5., 7. ve 14. glinler) AYSEF grubunun
MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyon kat degisim degerleri diger gruplara kiyasla [farkli p
degerleri ile (Tablo 13)] istatistiksel agidan anlamli diizeyde daha diisiik bulunmustur. Bu
durum uygulanan ekstraktin MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunun diizenlenmesinde etkili
oldugunu desteklemektedir. Yapilan literatiir taramasinda topikal uygulanan Aynisefa bitkisi
cicegi ekstraktinin yara iyilesmesinde gen ekspresyon miktarlarini inceleyen bir ¢alismaya
rastlanmamig, ancak MMP-2 gen ekspresyonunun yara olusumunu takiben arttigi ve yara
tyilesmesinin 7. giiniinde pik yaptigini bildiren bir literatiire rastlanmistir (Jansen ve digerlert,
2007). Sunulan ¢alismada MMP-2 gen ekspresyonuna ait bu pik degerin NEGKON ve FTS
gruplarinda 5. gilinde gerceklestigi goriiliitken AYSEF grubunda bdyle bir durum
gbzlenmemistir (Tablo 13). Yara iyilesmesinde MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyon miktarlari
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hakkinda daha saglikli yorumlarin yapilabilmesi i¢in Kandhwal ve digerleri (2022)’nin
belirttigi gibi daha detayli ¢alismalara ihtiya¢ oldugu kanatine varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sunulan ¢alismada %5'lik konsantrasyonda topikal olarak uygulanan Aynisefa bitkisi
cicegi ekstraktinin yara iyilesmesine katkisi aragtirilmigtir. Calismada kullanilan Aynisefa
bitkisi ¢igcegi ekstraktinin igerik analizi GC-MS ile detayli bir sekilde sunulmustur. Topikal
Aynisefa bitkisi ¢icegi ekstraktinin yara kapanmasini hizlandirdigi, yara bolgesinde kollajen
miktarmn arttirdigl, oksidatif stresi azalttigi, biiylime faktorlerini arttirdigl ve yara iyilesme
stirecinde inflamasyon belirteclerini baskilayarak anti-inflamatuvar etki gosterdigi tespit
edilmistir. Aynisefa bitkisi ¢igegi ekstraktinin MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonunu
baskilayarak inflamasyonu genomik diizeyde de kontrol altina aldig bulunmustur. Ote yandan,
calismada elde edilen bulgular MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonunun yara iyilesmesinin
farkl1 asamalarinda farkli mekanizmalarin etkili olabilecegi izlenimini uyandirmaktadir. Bu
nedenle, gelecekte yapilacak calismalarin bu konuyu daha detayli olarak incelemesi

gerekmektedir.

Yara tedavisinde topikal bir uygulama yapilmasinin veya hicbir uygulama
yapilmamasimin her bir yara iyilesme asamasi i¢in 6zel uygulanan bir tedaviye ihtiyag
olabilecegi izlenimini uyandirmistir. Yara iyilesme asamalarina gore uygun etken madde
seciminin veya hicbir uygulama yapilmamasimin yara iyilesmesi i¢in faydali olabilecegi
diisiinlilmiis ve bu konuda detayli metodolojik incelemeler iceren ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu

goriilmiistir.

Gelecek caligmalarda, sunulan calismanin gere¢ ve yontem kisimlarinda yer alan
bilgilerin haricinde, farkli ekstrakt tiplerinin, doz ve konsantrasyonlarin, uygulama
sikliklarinin, bitkinin farkli uygulama yollarinin ve uygulama siiresinin, ayrica farkli yara
modellerinde etkinliginin  degerlendirilmesinin literatiir  bilgiye katki saglayacagi

disiiniilmektedir.

Sonug olarak, sunulan tez ¢alismasinda Aynisefa bitkisi ¢igegi ekstraktinin yara iyilesme
stirecine olumlu etkileri oldugu gozlenmistir. Bitkisel tedavilerin yara iyilesme asamalarindaki

potansiyellerinin arastirilmasi amaciyla ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.
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