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Yara, dokunun anatomik, hiicresel ve fonksiyonel biitiinliigliniin bozulmas1
olarak tanimlanir. Yara yeri iyilesmesi; inflamatuar, proliferatif ve yeniden yapilanma
fazlarindan olusmaktadir. Bu fazlarda goriilebilecek herhangi bir olumsuzlukta yara
iyilesmesi gecikmekte veya yara kapanmamaktadir. Butin bu fazlar boyunca
olusabilecek enfeksiyon ve diger patolojik durumlarin olusmamasi igin yara yerinin
hizli iyilesmesi 6nemlidir.

Satureja Cuneifolia, Satureja familyasina aittir ve pek ¢ok hastaligin
tedavisinde farkli sekillerde kullanilmaktadir. Ulkemizde genis bir alanda yayilim
gOsteren Satureja Cuneifolia bitki ekstresinin yara iyilestirici ve antiseptik amagla
yaygin oOlarak kullanimmin yani sira kanser tedavisi, infertilite, antimikrobiyal -
Ozellikle de antiviral- etkileri tizerine pek c¢ok calisma yapilmistir. Antibakteriyel
ozelligine ek olarak antikolinesteraz, fungisidal, anti HIV etkilere de sahiptir.

Bu caligmada; Tiirkiye’de yaygin olarak bulunan Satureja Cuneifolia

bitkisinden hazirlanan etanollli ekstraktin yara iyilesmesi Uzerine etkilerinin



arastirilmasi amactyla 16-18 haftalik 250-300 g agirhiginda saglikli Wistar albino tir
erkek sicanlar (n=72) kullanilmistir. Ketamin ile anestezileri saglanan sicanlarmn sirt
bdlgelerinin sag tarafinda 6 mm capinda tek kullanimlik punch biyopsi aletiyle tam
kalinlikta yara olusturulmustur. Tedavi 21 giin stirdiiriilmiis ve islem sonrasinda 7, 14
ve 21. glnlerde tim gruplardan kardiyak kan ve biyopsi 6rnekleri almmuistir.
Orneklerde biyokimyasal, histopatolojik / immunohistokimyasal analizler ile Satureja
Cuneifolia’nin etanolli ekstraktinin yara iyilesmesi Gzerine etkileri arastirildi.
Histopatolojik ve immunohistokimyasal degerlendirme sonuglarina gore;
Satureja Cuneifolia ekstrakti uygulanan grupta FGF, VEGF ve IL-1 gibi yara
iyilesmesini etkileyen parametrelerde anlamli bir artis gorilmesine ragmen
epitelizasyon derecesi, PMNL infiltrasyonu, makrofaj miktar1 bakimindan gruplar
arasinda anlamli bir fark izlenmemistir. Ayrica yara yiizey alan1 Satureja Cuneifolia
ekstrakti uygulanan yumusak doku defektlerinde uygulanmayan gruplara nazaran 7.

ve 14. glnlerde anlamli olarak daha ki¢Uk bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Satureja Cuneifolia, yara iyilesmesi, VEGF, EGF, ILI,

hidroksiprolin, timol, karvakrol
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ABSTRACT
SATUREJA CUNEIFOLIiA’NIN ETANOLIK EKSTRESININ YARA
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Ph.D. Thesis

Department of Oral and Maxillofacial Surgery

Supervisor: Assoc. Prof. Turgay Peyami HOCAOGLU

2022, 97 Pages

Wound is defined as the disruption of the anatomical, cellular and functional
integrity of the tissue. Wound healing consists of three phases classified in
inflammatory, proliferative and remodeling. Wound healing is delayed or cannot be
accomplished in case of any distraction that can be seen in these phases. It is important
that the wound heals timely in order to prevent possible infection and pathological
conditions that may occur during all these phases.

Satureja Cuneifolia belongs to the Satureja family and is used in different ways
at the treatment of variable diseases. Satureja Cuneifolia plant extract, which is an
endemic specy in our country, is widely used for wound healing and antiseptic

purposes. A variety of studies have been conducted on its use in cancer treatment,

Vii



infertility, antiviral, and especially antimicrobial effects (2-5). In addition to its
antibacterial properties, it also has anticholinesterase, fungicidal and anti HIV effects
(2-6-7).

In this study; in order to investigate the effects of ethanolic extract prepared
from Satureja Cuneifolia plant, on wound healing, 16-18 weeks old healthy male
Wistar albino rats (n=72) weighing 250-300 g were used. A full-thickness wound was
created with a 6 mm diameter via a disposable punch biopsy instrument on the right
side of the dorsal region of rats anesthetized with ketamine. The treatment lasted for
21 days and following the procedure, samples of cardiac blood and biopsy were taken
from all groups on 7, 14, 21. days. The effects of ethanolic extract of Satureja
Cuneifolia on wound healing were investigated by performing biochemical,
histopathological/immunohistochemical analyzes on these samples.

According to the histopathological and immunohistochemical evaluation
results; although there was a significant increase in parameters affecting wound
healing such as FGF, VEGF and IL-1 in study group, no significant difference was
found between the groups in terms of the degree of epithelialization, PMNL
infiltration, and amount of macrophages. Besides, the wound surface area was found
to be significantly smaller on the 4th and 7th days in the soft tissue defects treated with

Satureja Cuneifolia extract compared to the groups that did not received the exctract.

Key Words: Satureja Cuneifolia, wound healing, VEGF, EGF, IL1, hydroxyproline,

thymol, carvacrol
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1. GIRIS

Yara, dokunun anatomik, hiicresel ve fonksiyonel biitiinliigiiniin travma ya da
hastalik nedeni ile bozulmasi olarak tanimlanmaktadir (1, 2). Yara iyilesmesi ise bu
bozunumun geri gevrilmesi ya da eski haline en yakin haliyle tekrar kurulmasi stirecine
verilen addir. Yara iyilesmesinde organizmanin performanst hem yasamsal islevlerin
stirdiiriilmesi i¢cin vazgegilmez olup hem de cerrahi yaralarda ameliyatin basarisi i¢in
onemlidir. Cerrahi yaralarda iyilesmenin komplikasyonsuz ilerlemesi ve hatta iyilesme
performansinin arttirilmast hem organizmanin kendisi i¢in 6nemli hem de ameliyatin
sonuglar1 icin ylz gulduriicii olacaktir. Ozellikle malnitrisyon, alkol-sigara
bagimliligi, diyabetes mellitus, konjestif kalp yetersizligi gibi yara iyilesmesini
giiglestiren durumlar ve kronik hastaliklarda siire¢ uzamakta; mortalite ve morbidite
riski artmaktadir (3). Bu nedenle arastirmacilar uzun yillar boyunca yara iyilesmesi
strecini hizlandiracak materyaller ve teknikler Uzerinde g¢alismiglar, farkli yara
tiplerinde farkli yara iyilestirici ajanlarin etkilerini incelemislerdir. Bu amagla
kollajen, aljinat, kitosan gibi farkli icerikli dogal ve sentetik pek cok malzeme

kullanilmustir (4-8).

Son yillarda Ozellikle cerrahi yara iyilesmesinde olasi morbidite ve
mortalitenin dnlenmesi icin yara Ortileri, hidrojeller ve yara bakim ekstraktlar
gelistirilmekte ve bu konuda pek ¢ok bitkisel {iriinden yararlanilmaktadir (9). Bu
konuda giderek artan sayida ¢aligmada bitki ekstraktlarindan elde edilen tGriinlerin yara

iyilesmesindeki olumlu etkileri gosterilmektedir (10-13).



Ulkemiz bitkisel flora ve endemik tirler acisndan oldukca zengindir.
Tiirkiye’de yetisen yaklagik on bine yakin bitki tlirii hem tedavi hem sanatsal amaclarla
uzun yilardir kullanilmaktadir.

Geleneksel olarak kullanilan bitkisel kaynakli ilaglarin yara iyilestirme
performansi, sahip olduklar1 antimikrobiyal etkilere dayandirilmakta ve bu alandaki
calismalarin sayis1 giin gectikge artmaktadir.

Yara iyilesmesinde etkinligi gosterilmis olan Satureja cinsi 50 alt tdr
icermektedir. Bitkinin boyu 15-50 cm, yapraklar1 1-3 cm boyutlarinda beyazdan
pembe mora kadar degisen cesitli renklerde olabilmektedir (Resim 1). Tirler kendi
aralarinda farklihk gostermekle beraber tek yillik ya da ¢ok yillik olabilmektedir.
Ancak Satureja cinsinin yara iyilesmesi Uzerine etkilerini gosteren sinirli sayida
calisma bulunmaktadir (14-16). Bu ¢aligmalarda 6zellikle Satureja Multica, Satureja

Khuzistanica, Satureja Hortensis ve Satureja Genus lzerinde durulmustur.

Sekil 1. Satureja Cuneifolia (kaya kekigi)’nin dogal goriiniisii

Ulkemizde endemik olan Satureja Cuneifolia (kaya kekigi) ise Tirkiye ve Iran

basta olmak (izere italya, Romanya ve Bulgaristan’da yetismektedir (17). Satureja



Cuneifolia cinsi aromatik ve medikal amaclh kullanilan antimikrobiyal 6zellige sahip
bitkilerden biridir.

Satureja Cuneifolia’nin bilesenleri arasinda timol, karvakrol ve linalolun yani
sira bilinen bagka 25 bilesen daha yer almaktadir (18). Yara iyilesmesine iligkin
calismalar bunlar arasinda en ¢ok timol ve karvakrol iizerine yogunlasmistir. Ancak
bilgilerimize gore literatlirde Ulkemizde endemik olan Satureja Cuneifolia (kaya
kekigi)’nin ise yara iyilesmesi lizerine etkilerini yansitan tek calisma bulunmaktadir
(16).

Bu nedenle bu c¢alismada; Tiirkiye’de yaygin olarak bulunan Satureja
Cuneifolia bitkisinden hazirlanan etanolli ekstraktin deneysel bir modelde yara

iyilesmesi Uzerine etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmustir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Yara

Yara, travma ya da hastalik nedeniyle dokunun biitiinliigiiniin bozulmasi ve bu
nedenle islevlerinin tamamini yerine getirememesi olarak tanimlanmaktadir (19).
Anatomik devamliligin kesintiye ugradigi ve fonksiyonlarm bozuldugu bu patolojinin
coziilmesi icin gerceklesen biyokimyasal ve hiicresel cevaplarm biitiinii ise ‘yara
iyilesmesi’ olarak tanimlanmaktadir (20, 21). lyilesme, organizmanin yasamsal
faaliyetlerinin devami igin oldugu kadar ameliyat basarisinda da belirleyici
oldugundan uzun yillardir arastirilmakta ve glinlimiizde de bir¢ok arastirmaya konu

olmaktadir.



2.2 Yara Iyilesmesi

Yaralanma travmanin tirine bagli olmaksizin yarali dokunun butln
Ozelliklerini yeniden kazanmasi igin bir dizi karmasik olaylar dizisini baglatir. Bunlara
‘yara iyilesmesi fazlar1’ denilmektedir (19, 22). Yara iyilesmesinde rol alan hiicresel
ve biyokimyasal bilesenler keratinositler, inflamatuar hiicreler, endotel hicreleri,
ekstraselliler matriks ile sitokinler ve buyiume faktorleridir (15).

Yara iyilesmesi birbiriyle i¢i ice gecen ii¢ fazdan olusmaktadir (20, 23). Bu
fazlarin herhangi birinde ortaya ¢ikabilecek komplikasyon veya bu fazin ger¢eklesme
siiresinin uzamasi, iyilesmede gecikmeye, enfeksiyon ihtimalinin artmasina veya yara
kapanmasinda basarisizliga neden olacaktir (24). Bu da yara boyutunun biiytikliigiine
ve bulundugu bolgeye baglh olarak hayatin kaybedilmesi, sepsis, ya da basarisizlikla
sonuclanan operasyonlar, bosa giden is giicii ve maliyetin artmasi gibi genis bir
yelpazede bir dizi olumsuz tablo doguracaktir.

Bu fazlar sunlardir:

1- Hemostaz / Inflamatuar (ekstidatif) faz,

2- Proliferasyon fazi,

3- Yeniden sekillenme (maturasyon) fazi (19, 25, 26).

2.2.1 Hemostaz / Inflamatuar (eksudatif) Faz

Yaralanmadan hemen sonra tamir yanitinin habercisi olarak baslamakta (19)
ve genellikle 3-5 giin siirmektedir (27-29). Inflamatuar fazin amaci; hemostazin
olusturulmasi, devitalize dokularin uzaklastirilmasi, bakteri kolonizasyonu

olusumunun engellenmesi ve invazif enfeksiyonlarin 6nlenmesidir (30-33). Plazma



ekstidasyonu, fibrin formasyonu, l6kositlerin gocu ve 6dem olusumu bu fazda gorilen
olaylardir.

Travma sonras1 bolgeye ilk ulasan hiicreler nétrofillerdir. ik alt1 saatte bolgeye
ulasan notrofiller iki giin boyunca gorevlerine devam etmektedir. Bu siiregte yabanci
cisimlerin ve bakterilerin fagositozu ile travmaya bagli hasar goérmiis hlcrelerin
ortamdan uzaklastirilmasindan sorumludurlar (30, 38, 43).

Kanamaya verilen ilk cevaptir vazokonstriksiyondur ve bu inflamatuar fazin
baslangic1 sayilir. Damarda defekt olusumuyla subendotelyal kollojenler trombositlere
temas ederek Hageman faktoru aktive ederler (faktor XII) (30, 34-38). Bu buylime
faktorlerinin, sitokinlerin salgilanmasma ve trombosit sekresyonuna yol acar
(30,36,38,39). Trombositler birbirlerine ve subendotelyal kollojene yapisarak fibrin
matriksi olusturur. Buna trombosit tikaci adi verilir (1,27,40). Burada trombositler
kiimelenir ve koagtlasyon sistemi aktive edilmis olur. Protrombin trombine, fibrinojen
fibrine doniistiirmesiyle piht1 meydana gelir (19). Piht1, hemostaz saglamanin disinda,
aktif trombositlerin, degraniile olduk¢a salinan sitokinlerin ve biiyiime faktorlerinin
rezervuaridir (41, 42).

Yara agilmasi ile olusan kanamanin piht1 olusumu ile durdurulmasiyla endotel
hiicrelerden salinan histamin, prostoglandin E2, prostosiklin ve endotelyal blylime
faktorii ile vazodilatasyon gelisir ve damar permeabilitesinde artis goriiliir (43). Poli
Morf Niiveli Lokositler (PMNL) ve plazma, damar yatagindan disariya ¢ikip yara
bolgesine go¢ ederler. Yara bolgesine gelen lokositler inflamasyon aracilarini
serbestlestirirler (24, 35). Artan kan akimi ve trombositlerden salman kemotaktik
faktorler araciligi ile bolgeye yogun inflamatuar hiicre gocii olur. inflamasyonun

neden oldugu artmig damar gegirgenligi, kompleman faktorler, interlokin-1, TUmor



nekroz faktor- alfa (TNF-a)), Trombosit Faktor 4 (PF-4), Transforming growth faktor-
B gibi kemotaktik maddeler, notrofil gociinii uyarir (24, 30, 44).

Notrofillerin azalmaya basladigi 2. glnden sonra monosit / makrofaj
yogunlugu baslamaktadir. Iyilesme siirecinde 3-5. giin arah@inda yaradaki hakim
hiicreler olarak ¢alisan makrofajlarin gorevi; antimikrobiyal etki, yara debrimaninin
uzaklastirilmasi, fagositoz, hiicre disi matriks sentezinin dizenlenmesi ve
anjiogenezdir (24, 39). Bitun bunlarin yani sira gesitli biylme faktorleri ve
sitokinlerin  salinimindan da sorumludurlar (38). Keratinosit ve fibroblast
aktivasyonunu da arttrrmaktadirlar (44, 58). Ayrica makrofajlar; yara bdlgesine
lenfositlerin gelisi ve aktivasyonlarida rol oynamaktadir. inflamatuar fazin sonlarina
dogru makrofaj yogunlugu da azalmaktadir. Bu siire¢ yara derinligine ve genisligine
bagli olmakla beraber 3-5 giin araliginda tamamlanmaktadir (29, 35).

Bu ¢alismada da degerlendirilen ve yara iyilesmesinde rolii olan sitokinlerden
TNF-a ve Interlokin-1 (IL-1) ve bilyiime faktorlerinden VEGF, EGF ve FGF hakkinda
asagidaki bilgiler verilmistir.

2.2.1.1 TNF- a

Yara iyilesmesinde ilk adim olarak birincil hemostaz fazi olugsmaktadir. Bu
fazda inflamasyon ve granilasyon dokusu olusumu; yara kapanmasmna yol acan
keratinosit ve bunu takiben fibroblast proliferasyonu ve hiicre dis1 matriksin yeniden
diizenlenmesi olmaktadir (47, 48). Proinflamatuar sitokinler bu siirecte merkezi bir
diizenleyici olarak rol oynamaktadir (49)

Tumaor nekroz faktord (TNF-a), IL-1, ve interlokin 6 (IL-6) yara iyilesmesinde
rol oynayan anahtar proinflamatuar sitokinlerdendir (45). Timor nekroz faktori

(TNF-a) akut faz reaksiyonunu olusturan sistemik inflamasyonda yer alir. Ayn1 zaman



da bir hucre sinyal proteini olan TNF-a, multifonksiyonel bir sitokin olarak bir yandan
iltihabin indiiklenmesi, kontrol edilmesi ve dokularin enfeksiyondan korunmasinda
gorev alirken diger yandan, bagisiklik dizenlemesinin/immin regilasyonun
strdurulmesinde ve ikincil lenfoid organlarin yapismin korunmasinda rol
oynamaktadir.

TNF-a, romatoid artrit, multipl skleroz, sedef hastalig1 ve Crohn hastali1 gibi
cesitli otoinflamatuar ve otoimmiin bozukluklarin patogenezinde yer alan ana
faktorlerden biridir (46). Sistemik TNF-o inhibitorleri, bu bozukluklarin tedavisinde

yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.2.1.21L-1

IL-1 ailesi proinflamatuar sitokinlerin prototipidir. Biyolojik islevleri agisindan
birbirine oldukca benzeyen IL-1 alfa ve IL-1 beta olmak tizere iki sekli bulunmaktadir.
Lokosit ve endotelyal hicreler Uzerindeki integrinlerin ekspresyonu yoluyla
inflamatuar yanit1 dizenlemektedir (50). IL-1 yogun olarak doku makrofajlari,
monositler, fibroblastlar ve dendritik hiicreler tarafindan iretilirken, B lenfositler,
dogal oldiirticii hiicreler (NK hiicreleri), mikroglia ve epitel hiicreleri tarafindan da
eksprese edilmektedir. Viicudun enfeksiyona karsi inflamatuar yanitinin 6nemli bir
bolumind  olusturmaktadirlar.  Bu  sitokinler,  fagositler, lenfositler gibi
immiinokompetan hiicrelerin go¢iinii (diyapedez olarak da adlandirilir) saglamak i¢in
endotel hiicreleri lizerindeki yapisma faktorlerinin ekspresyonunu arttirmaktadir (51).
Hipotalamusun aktivitesini viicut 1sis1 artigina sebep olarak artirirlar bu nedenle IL-1
endojen pirojen olarak adlandirilmaktadir. Bundan baska IL-1 ayrica hiperaljezi (artan

agr1 duyarlilig1), vazodilatasyon ve hipotansiyona neden olmaktadir (50, 51).



IL-1, noroinflamasyonda da Onemli bir role sahiptir (52). Enflamasyon
sirasinda beyinde artis gosteren TNF ve IL-1 miktarlari, kan-beyin bariyerinin
bozulmasina neden olabilir (53, 54). IL-1 genlerindeki polimorfizmlerin bazi
kanserlerin gelisiminde rol aldigi, ankilozan spondilit, ve Graves hastaliginda ise
genetik duyarliligi artirdig1 gézlenmistir (55-57).

2.2.1.3 FGF

Fibroblast blyume faktorleri (FGF) ailesinin ilk izolasyonu 1974 yilinda
gerceklesmistir. Omurgali ve omurgasiz birgok canlida 23 farkli Uyesi oldugu
gozlenmistir (93-95). FGF’ler embriyonik ve fetal gelisimde, sinirsel koruma,
damarlanma, doku olusumu, yara iyilesmesi, hicre goc¢l, hiicre ¢ogalmasi ve
farklilagmasi, tUmor gelisimi ve apoptosis gibi bircok 6nemli biyolojik surecin
dizenlenmesinde gorev almaktadir (96-98).

FGF’ler endotel hiicrelerden hem sentezlenmekte hem de bu hucreler
tarafindan FGF’e yamt verilmektedir. FGF’ler fibroblast biylime faktor
reseptorlerine baglanarak aktif hale gelmektedir. FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3 ve
FGFR-4 olmak Uzere 4 adet reseptor tespit edilmistir (97). Faktdr ve reseptor
baglandiktan sonra reseptorde otofosforilasyon gergeklesmekte ve aktif hale gelen
FGF tarafindan transkripsiyonu diizenleyici proteinler uyarilmaktadir (99).

Hucrelerin blyime ve diferansiyasyonunda gorev alan fibroblast biylime
faktorleri polipeptid yapidadirlar. FGF ailesi i¢inde asidik fibroblast biiyiime faktorii
(FGF-1 veya aFGF) ve bazik fibroblast buytime faktéri (FGF-2 veya bFGF) dne ¢ikan
iki Uyedir. bFGF, en cok insan endotel hicrelerinden ve periodontal ligamentteki
fibroblastlardan Gretilmektedir (95). Ozellikle mezodermal kokenli hiicreler lizerinde

kemotaktik, mitojenik ve anjiojenik etkileri mevcuttur (97). Bu etkileri sayesinde



bFGF ‘leri periodontal dokularin tamir ve rejenarasyonunda aktif gérev almaktadirlar
(30). 9

Mezenkimal hicreler icin mitojen olarak ilk kez bulunan bu faktorin
anjiogenezi uyardig1 ve yara iyilesmesinde rolii oldugu gdsterilmistir. Her iki tip FGF
de endotel proliferasyonu ve motiliteyi arttirarak vaskiilarizasyonu arttirmaktadir.
Heparinin etkilerini giiglendirmektedir. Bazik FGF, ayrica kollajen sentezini, yara
kontraksiyonunu, fibronektin ile proteoglikan sentezini ve epitelizasyonu uyarir. Bazik

FGF'lin neovaskiilarizasyonu uyarici 6zelligi yaklagik 10 kat fazladir (81, 100).

2.2.1.4 EGF

Epidermal Growth Factor (EGF) bircok memelinin viicut sivilarinda ve degisik
dokularinda bulunan, 53 aminoasitten olusmus mitojenik bir polipeptitdir (101, 102).
Fibroblastlar, korneal endotel hucreler ve sinir sistemi destek dokusu hicreleri
iizerinde mitojenik aktiviteye sahip olan EGF en ¢ok mezodermal hiicreler tarafindan
salgilanmaktadir (103).

Epidermal buyume faktori, doku wve vaskller sistemlerin tamirinde,
anjiyogenezis ve embriyogenezisde buyik rol oynamaktadir (102). Neoplastik
biiylimede ve yara iyilesmesinde etkisi olan EGF hiicrelerde iyon alimimini, DNA ve
ribo nikleik asit (RNA) ile protein yapmmini ve glikolizisi artiric1 6zellik
gostermektedir (33,39,103). EGF, yara iyilesmesinde enflamatuvar faz, proliferasyon
fazi ve yeniden sekillenme fazi olmak iizere, birbirinin ardi sira gelisen bu 3 ayri
surecte de etkisini gostermektedir (104). inflamatuvar fazin bitiminden fibroblastlarin

kollajen sentezine, yara kavitesinin granulasyon dokusu ile dolumundan epitelizasyon



tamamlanincaya kadar mitojenik etkisi oldugu gorilen polipeptid yapisindaki

EGF’nin faaliyet gosterdigi bilinmektedir (95,102,104,105).

2.2.1.5 VEGF

Vaskiler endoteliyal blyime faktori (VEGF), pek cok fonksiyonel ve
biyolojik aktivitede dnemli rol oynayan polipeptid yapida bir molekiildiir. Organlarin
gelisim evresinde aktif rol oynayan bu molekiil ilk defa karsinoma hiicrelerinden,
tiimorlerin asit sivis1 akimini arttiran bir permeabilite faktorii olarak izole edilmis ve
vaskiiler permeabilite faktorii (VPF) olarak isimlendirilmistir. Sonrasinda yapilan
calismalarda VEGF bir anjiogenik faktor olarak izole edilmis ve endotel hiicre
migrasyonunu ve proliferasyonunu indiikledigi goézlenmistir (106). Bilinen en giicli
anjiogenik sitokindir (30).

VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F ve plasental
biliytime faktorii (PLGF) olmak iizere VEGF ailesinin 7 {iyesi bulunmaktadir (107,
108). VEGF’1lin biyoaktivitesi ko-reseptorlere ve spesifik reseptorlere baglanmasi ile
olusmaktadir. Bu reseptor ve ko-reseptorler, lenf ve vaskiler endotel hiicrelerinde,
monosit ve makrofajlarda, epitelyal hiicrelerde, hematopoetik kdk hiicrelerde, diiz kas

hicrelerinde, myojenik 6ncul hiicrelerde ve fibroblastlarda bulunmaktadir (30, 109).

2.2.2 Proliferasyon Fazi

Inflamatuar faz sirasinda salman sitokinler ve biyime faktorleri, yara
iyilesmesinin ikinci evresi olan proliferasyon fazini uyarir (59). Proliferasyon fazinda
gerceklesen en Onemli olay doku rejenerasyonudur. Proliferasyon fazi, saglikli

bireylerde yaralanmadan sonraki 48 saat i¢inde baslayip U¢ haftaya kadar devam
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edebilmektedir. Bu faz sirasinda etkin olan primer hiicreler fibroblastlar, epitel ve
endotel hiicreleridir (19,24,43,59). Proliferasyon fazinda inflamatuar hicrelerin sayisi
azalirken mezensimal hiicrelerin farklilagsmasiyla fibroblastlarin sayisi artmaktadir
(28,29,43,59).

Proliferasyon fazi, anjiyogenez, granilasyon dokusu olusumu, Yara
kontraksiyonu ve epitelizasyonu iceren dort dnemli asamadan olugmaktadir (25).

Hiicrelerin metabolik ihtiya¢larin1 karsilamak i¢in gereken oksijen ve besin
maddelerini saglamak iizere bu bolgede mikro dolasimin saglanmasi gerekmektedir.
Bu amacla yeni kapiller kan damarlarinin olusturulmasi islemi bu evrede baglar. Bu
olaya anjiogenez denilmektedir. Ozellikle vaskiler endotelyal blyiume faktori
(VEGF), fibroblast blyime faktori (FGF-2) ve TNF-B gibi dogal blylime
faktorlerinin etkisi altinda, endotel hiicrelerinin gogii, ¢ogalmasi ve organizasyonu ile
anjiogenez gercgeklesmektedir (20, 27, 29, 41, 43, 60).

Inflamatuar faz esnasinda yara yatagindan c¢ikarilan selliler debris ve
bakteriler, iyilesmenin devam etmesi i¢in doldurulmasi gereken bir defekt
birakmaktadir. Bu defekt grantlasyon dokusu ile doldurulmaktadir. Granilasyon
dokusu burada gecici bir vaskilarize bag dokusu agi olarak kalmaktadir (25).
Fibroblastlar yeni ekstraselliler matriksi ve immatir Kkollajeni (tip 1)
sentezlemektedir (27). TGF-B, trombosit kaynakli blyume faktéri (PDGF) ve
epidermal buyime faktéri (EGF) kollojen sentezinin basroliinii oynamaktadir (61).
Kollajen sentezi yaralanmanin ikinci gini baglamakta ve en yiksek aktivasyonunu 5-
7. gunlerde gostermektedir (19, 24, 44). Fibroblastlar ayni zamanda fibronektin,
proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar gibi kompleks protein bilesiklerini de

sentezlemektedir (43). Bu maddeler kollajen fibrillerinin kiimelenmesi esnasinda
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capin1 ve biiyiikligiinii etkileyerek bag dokusunun fiziksel 6zelliklerinin olugsmasinda
rol oynamaktadir (30, 38, 39)

Yaralanma doku kaybi olusturmus ise miyofibroblastlarca baslatilan
kontraksiyon gunluk 0,6 - 0,7 mm’lik mesafeler katederek geometrik olarak merkeze
dogru ilerlemektedir (43). Yara kontraksiyonunun miktar1 yaranin lokalizasyonuna,

derinligine ve toplam ylizey alan1 biiyiikliigiine gore degisebilmektedir. Ornegin
dairesel yaralar ¢cok yavas kontrakte olurken lineer yaralar en hizli kontrakte olan
yaralardir. Ote yandan tam kalinlik yaralardaki grantilasyon miktar1 yarmm kalmlik
yaralara gore daha fazla oldugundan kontraksiyon miktar1 daha fazla olmaktadir (25).
Bu tip yaralarda epitelyal hiicre artis1 hiz1 enfeksiyonun ve sivi kaybinin
engellenmesi agisindan 6nemlidir. Insizyonel yaralanmalarda hemen baslayan
epitelizasyon 24-48 saat icinde tamamlanmaktadir (43). Yaranin temiz, nemli kaldig:
ve bazal laminasinda bir bozukluk olusmadigi durumlarda ise epitelizasyon suresi
kisalmaktadir. Bu asamada EGF, TGF-a, platelet kaynakli EGF ve keratinosit biyiime
faktori (KGF ya da FGF-7) gibi sitokinler etkili olmaktadir (62). Tam kalmlikli
yaralanmalarda epitel sadece yara kenarlarindan ilerlerken kismi kalinlikli
yaralanmalarda dermisteki epidermal eklerden de ¢ogalma gergeklesmektedir.
Kontrakte olan bag dokusu yizey alanmi Kigllterek epitelizasyonu
kolaylastirmaktadir (43). Yara yizeyinin tamamen kapanmasmnin ardindan
keratinizayon baslamaktadir. Yara kollojen matriksle doldugunda fibroblastlar

apoptoza ugramaktadir (63).
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2.2.3 Maturasyon faz (Yeniden sekillenme)

Maturasyon fazi, yara sekillenmesinin en uzun fazidir. Maturasyon fazi ii¢
hafta gibi bir slirede baslamakta, bir yila kadar uzayabilmektedir. Yaranin grantlasyon
dokusuyla  dolmasmi takiben keratinosit  migrasyonuyla reepitelizasyon
tamalandiginda yeniden sekillenme baslamaktadir (64). Bu fazda damarsal yapilarin
onarmmi tamamlanmakta ve ekstraselltler matriks yeniden bigimlenmektedir.

Maturasyon fazinda damardan zengin olan doku daha az hiicre ve daha az
damardan olusan skar dokusuyla yer degistirirken inflamatuar hicrelerin ve
fibroblastlarin sayis1 giderek azalmaktadir (24,30,39).

Fibroblastlar ilk olarak Tip I11 kollojen sentezlemektedir. Bu az organize ve jel
yapidadir. Maturasyon fazinda bu kollojen, yerini Tip | kollojene birakmaktadir. Tip |
kollojen daha olgundur ve lifleri stres cizgilerine paralel dizilmektedir (43).
Ekstraseliiler matriksin yeniden yapilanmasiyla birlikte kollojen yapim ve yikimi 21
gun icinde dengelenmektedir.

Maturasyon fazinda iyilesme gerceklesirken kollajen artarken, damar ve
fibroblast miktar1 azalmaktadir. Damarlarda dejenerasyon ve trombozis gelismektedir.
Sonugta, granilasyon dokusu yogun kollajen demetleri, inaktif gérinimde igsi sekilli
fibroblastlar, ekstraselliler matriks, elastik doku pargalari ve az sayida damarlar iceren
skar dokusuna doniismektedir (24, 30, 38,).

Bu fazm siresi hastanin yasi, genetik Ozellikleri, yaranin tipi, vicuttaki
yerlesimi ve inflamasyonun yogunlugu gibi bir¢ok faktore baghdir. Saydigimiz bu ii¢
fazin sonunda yara kenarlarinda kontraksiyon, reepitelizasyon ve bag dokusu olusumu

ile birlikte yara iyilesmesi tamamlanmis olmaktadir (28,30,39).
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2.2.4 Hidroksiprolin

Hidroksiprolin, yara Dbolgesinde kollajen  biyosentezinin en iyi
gostergelerindendir ve yara iyilesmesinin uyarildig1 erken doku rekonstriksiyonunda
belirgin oranda arttigir bildirilmistir (148, 149). Hidroksiprolin ((2 S, 4R)-4-
Hydroxypyrrolidine-2-carboxylic acid), kolajen ve diger birkac¢ hiicre dis1 hayvan
proteininde bulunan esansiyel olmayan bir amino asittir (123). iki izomerik formu olan
trans-4-hidroksi-L-prolin ve trans-3-hidroksi-L-prolin, kolajen sentezinde ve kolajen
ve 1lgili dokularin {i¢lii sarmal yapisiin termodinamik stabilitesinde ¢ok 6dnemli bir
katkida bulunmustur (124, 125). Hidroksiprolin metabolizmasindaki gesitli
anormalliklerin, farkli hastaliklarin patofizyolojisinde ve patogenezinde anahtar rol
oynadig1 gosterilmistir. Yiksek hidroksiprolin seviyesi, graft versus host hastaligi,
keloidler ve vitiligo gibi ¢esitli bozukluklarda gozlenirken, azalmis seviyesi zayif yara

iyilesmesinin bir gostergesidir (123, 126, 127).

2

HOw»-
NH

Sekil 9. Hidroksiprolin ((2 S, 4R)-4-Hydroxypyrrolidine-2-carboxylic acid) (wp)
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2.3 Yara iyilesmesi tipleri

Yara iyilesmesi U¢ tiirde gerceklesebilmektedir.

2.3.1 Primer iyilesme

Primer iyilesme tipik olarak temiz ve temiz kontamine, doku kaybi1 olmayan
cerrahi yaralarm iyilesmesidir. Bu iyilesme tipinde yara bolgesi primer olarak
dikilerek ya da baska cerrahi yontemler kullanilarak kapatilabilmektedir. Primer
kapatilan bu yara tipinde hig aralik kalmamasindan dolay1 ya hig skar olusmamakta ya
da skar olusumu minimal diizeyde kalmaktadir (Sekil 2.1). 1lk 24 saat hafif bir 6dem
ve hiperemi esliginde eksuda gelismektedir. Yara olusmasimi izleyen 48-72 saat
araliginda cevre dokulardan yara bolgesine dogru Kapillerler g¢ogalmakta ve
granilasyon dokusu gelismektedir. Yara dudaklarinin birbirine yakin olmasindan

dolay1 graniilasyon dokusu ve bakteri kontaminasyonu da az olusmaktadir (1, 65, 66).

Sekil 2.1 Primer Yara lyilesmesi Semas1 (Valerie Nelson:

2.3.2 Sekonder yara iyilesmesi

Sekonder yara iyilesmesinde yara kenarlar1 birbirine uzak kalacak sekilde doku
defekti bulunmaktadir. (Sekil 2.2) Cerrahi olarak ya da yara kontraksiyonuyla
kapanamadigindan olusan graniilasyon dokusu hacmi fazladir. Nekrotik alanlar primer
yara iylesmesine oranla oldukga fazladir. Bu dokularin rezorbsiyonunun uzun siirmesi
nedeniyle iltahabi reaksiyon daha siddetli gegmekte ve doku kaybi daha ¢ok oldugu

icin yara iyilesme streci belirgin olarak uzun surmektedir.
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Her iki iyilesme tlirlinde fazlar ayni olmasina ragmen sekonder iyilesme tipinde
proliferasyon fazi uzun siirdiigii igin sekonder yara iyilesme sireci de uzun olmaktadir.
Kontraksiyon primer yara iyilesmesinde ya ¢ok az ya da hi¢ olmazken, sekonder yara
iyilesmesinde dikkat ¢ekici 6lgiide fazla olmaktadir. Bu da yaranin sekillenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Sekonder yara iyilesmesi, avulsiv yaralanmalarda, lokal
enfeksiyonun eslik ettigi yaralarda ya da yaranmn primer kapanamadigi durumlarda

gorulmektedir (66, 67).

Sekil 2.2 Sekonder Yara Iyilesmesi Semas1 (Valerie Nelson:
2.3.3 Tersiyer Yara lyilesmesi
Tersiyer yara iyilesmesi sekonder olarak iyilesmesi gecikmis yaralarm primer
suture edilerek kapatilmasi seklinde tanimlanmaktadir (25) (Sekil 2.3). Enfekte
dokular uzaklastirildiktan sonra yara dnce sekonder iyilesmeye birakilir, ardindan

dikilerek ya da doku grefti kullanilarak tersiyer iyilesmeye birakilmaktadir (2,66,68).

Sekil 2.3 Tersiyer Yara lyilesmesi Semas1 (Valerie Nelson:

16



2.4 Yara Iylesmesini Etkileyen Faktorler
Yapilan c¢alismalarla hem metabolik hem de hicresel dizeyde iyilesmeyi

etkileyen lokal ve sistemik faktorler belirlenmistir.

2.4.1 Lokal Faktorler

2.4.1.1 Cerrahi Teknik

Yara iyilesmesini etkileyen en 6nemli eksternal faktor cerrahin teknigidir. Bu
asamada yapilan; yaranin kurumasina izin verilmesi, elektrokoterin gereginden fazla
ve yuksek ayarda kullanilmasi, ekartorlerin ya da diger cerrahi el aletlerinin travmatik
ve yanlis kullanimi, siiturlarin gergin olmasi ve beslenmeye izin vermemesi gibi

hatalar cerrahi uygulama hatalar1 ad1 altinda listelenebilir (19, 69).

2.4.1.2 Doku Iskemisi

Lokal dolagim bozukluklarinda enflamasyon mediatdrleri ve notrofillerin geg
ulagmasi, fagositozun ge¢ baslamasi yaranin enfekte olmasina neden olmaktadir. Bu
durum cerrahi suturlama sirasinda dikisin olmasi gerekenden daha gergin uygulanmasi
ya da periostun Kortikal kemige baglanmasini dolayisiyla kortikal tabakanin
beslenmesini geciktirebilecek diger bazi uygulama hatalar1 bir¢ok olumsuz tabloyu
beraberinde getirecektir (4, 69).

2.4.1.3 Hipoksi

Bircok kronik yaranin ortak noktasi olarak hipoksi mutlaka anlasiimasi gereken
bir konudur. Yara bolgesinde damarlarin zarar gérmesi, ¢evre dokulara gére bolgeyi

daha hipoksik hale getirmektedir. Bu fark 25 mmHg / 40mmHg orani altindadir (3).
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Calismalar yeterli oksijenizasyonun bir¢cok komplikasyonu onledigini ve yara
iyilesmesini hizlandirdigini géstermektedir (70).

Oksijenizasyonu arttirmak igin:

-Debriman

-Elevasyon

-Agr1 Kontrolu

-Yaray1 Sicak Tutmak

- Sigaranin Birakilmasi

- Hidrasyon Gibi Yontemler Uygulanabilir (71)

2.4.1.4 Enfeksiyon

Enfeksiyon yara iyilesmesinin gecikmesinin en dnemli sebebidir. Enfeksiyon
etiyolojileri arasinda dokunun iskemik ya da nekrotik kalmasi olabilecegi gibi uygun
olmayan sutur uyulamasi ve yanlis dikis teknigi gibi dis faktorler yer almaktadir (69).

2.4.1.5 Yabanci Cisim

Non-self dokular nemli enfeksiyon kaynaklaridir. Bu yaralanmaya sebep olan
cisim olabilecegi gibi cerrahi olarak ©Onceden yerlestirilmis protezler de
olabilmektedir. Bakteriler i¢in retansiyon alani olusturarak enfeksiyonun tutunmasini

kolaylastirmaktadirlar (69).

2.4.1.6 Topikal Steroidler
Steroidler lokal direnci ve inflamasyon yanitin1 baskilayarak bakterilerin
yerlesmesi i¢in  uygun ortami olustururlar. Bu durum yara iyilesmesini

geciktirmektedir (69)
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2.4.1.7 Yanhs Pansuman

Pansumanin basingh yapilmasi, siki suturler ve yara yerinin kurutulmasi epiteli
bozarak yara iyilesmesini geciktirmektedir. Bu da enfeksiyon riskini arttrmaktadir
(19,69).

2.4.1.8 Hematom Gelisimi ve Odem

Hematom ve oOdem dolasimi etkilemekte ve granilasyon dokusunun
proliferasyonunu bozmaktadir. Dolasimi bozulan doku hem imminolojik olarak

baskilanmakta hem de hipoksik kalarak daha zayiflamaktadir (69).

2.4.2 Sistemik Faktorler

2.4.2.1 Yas

Yas, yara iyilesmesinde etkili olan faktorlerin basinda gelmektedir. 45-65 yas
arast her 100.000 kisiden 120’sinde ve 75 yas tizeri her 100.000 kisinin 800’iinde
kronik yara gorilmektedir (37). Her ne kadar yasin ilerlemesi yara iyilesmesinde
fazladan bir komplikasyona neden olmasa da yara iyilesme hizinda azalmaya yol
acmaktadir. Yasmn ilerlemesiyle doku tamiri icin gerekli birtakim molekuler
fonksiyonlarda azalma gorilmektedir. Bunlar; hipoksik ve toksik stres durumunda
yasayabilme kabiliyetinde azalma, biiylime faktorlerinde azalmis iiretim, kollajen ve
diger matriks proteinlerinde azalmadir (37).

2.4.2.2 Tlaclar

Steroidler,  aspirin, antikoagulanlar, antineoplastikler,  penisilamin,

fenilbutazon gibi ilaglar yara iyilesmesini etkilemektedir (69,72).
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2.4.2.3 Sigara

Sigaranin kan akiminda, doku oksijenasyonunda, kollajen depozitlerinde ve
notrofil 6ldiirme mekanizmalarinda azalmaya neden oldugu bilinmektedir. Ayrica
blylime faktorleri ve metalloproteinazlarda azalmaya neden olmaktadir. Postoperatif
yara enfeksiyonlarmin dnlenmesi agisindan sigara kullanimi cerrahi prosediirlerden 4
hafta dnce kesilmelidir. Buna ragmen sigaranin olumsuz etkilerini tam olarak 6nlemek
her zaman miimkiin olmamaktadir (73).

2.4.2.4 Cinsiyet ve Menapoz

Skar olusumu genclerde ve kadinlarda daha sik gorilmekte, diger yas
gruplarinda ise esit olarak gorilmektedir. Yapilan galismalarda postmenapozal
kadinlarda yara iyilesmesinin daha yavas ancak skar gelisiminin daha az oldugu
goriilmiistiir. Yara bdlgesine ekzojen olarak eklenen 6strojenin yara iyilesmesini
hizlandirdig1 ancak skar gelisimini de arttirdigi tespit edilmistir (73).

2.4.2.5 Malnutrisyon

Yara iyilesmesinde, vicudun metabolizma hizi, enerji ve nutrisyonel
gereksinimi artmaktadir. Serum protein seviyesindeki azalma inflamatuar fazi
uzatmakta ve fibroplaziyi geciktirmektedir (69). Vitamin C (askorbik asit)
eksikliginde fibroplazi fazi hasarlanmaktadir ve yeterli miktarda ve kalitede kollajen
iretimi gerceklesememektedir (74, 75). C vitamini, prolin hidroksilasyonu ve lizin
depolanmasi igin gerekmektedir. Hidroksiprolin eksikliginde, yeni sentezlenen
kollajen hcrelere transport edilememektedir (75). Hidroksilizin eksikliginde de,
kollajen fibriller arasindaki ¢apraz baglar olusamamaktadir (76). Vitamin A (retinoik
asit) yara iyilesmesinde fibroplazi, kollajen sentezi ve ¢apraz baglarin olusumu ve

epitelizasyon asamalarinda etkili olmaktadir. Yapilan hayvan ¢alismalarinda kronik
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steroid tedavisi ile birlikte verilen A vitamininin yara iyilesmesini olumlu etkiledigi
gosterilmistir (40). Vitamin B6 (piridoksin) eksikliginde kollajen ¢apraz baglanmasi
azalmaktadir (77). Bakir ve c¢inko, birgok onemli enzimlerin kofaktorudir ve
eksikliklerinde epitelizasyon azalmakta ve kronik, iyilesmeyen yaralar olugsmaktadir
7).

2.4.2.6 Kemoterapi ve Radyoterapi

Radyasyonun kronik etkilerinden biri de deoksi niikleik asit (DNA) hasarlar1
olusturabilmesidir. Endotelyal hiicre hasar1 ve progresif endarterit olusmakta ve
bunlarin sonucunda atrofi, fibrozis, doku onariminda azalma olmaktadir. Bu etkiler,
spontan olarak geri doniisliidiir fakat tekrarlayici radyoterapi sonucunda orta derecede
hasar olugmaktadir. Tedavide genellikle hiperbarik oksijen uygulanmasi
gerekmektedir (78). Bu tedaviler viicut savunma mekanizmasini bozmakta, dokularda
lokal olarak iskemi meydana getirebilmektedir. Bu hastalarda ¢zellikle kontamine
yaralarin iyilesme stireci oldukca zorlu olmaktadir (69, 72).

2.4.2.7 Kronik Hastalhklar

Karaciger ve boObrek yetmezligi, hematopoetik hastaliklar, maligniteler,
otoimmiin hastaliklar, konnektif doku hastaliklar1 gibi kronik hastaliklar yara
iyilesmesini bozmaktadir (79).

2.4.2.8 Endokrin Hastaliklar

Endokrin hastaliklardan 6zellikle diyabetin yara iyilesmesi {izerine olumsuz
etkileri iizerinde durulmaktadir. Diyabetin pek ¢ok organ iizerinde olumsuz etkisi
bulunmaktadir. Yara iyilesmesi i¢in bir risk faktori olarak kabul edilmesine ve birgok
aragtirmayla teyit edilmesine ragmen diyabetin yara iyilesmesini nasil engellediginin

isleyisi net bir sekilde aydinlatilamamistir (80).
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Yara iyilesmesinde goriilen aksakliklar, yetersiz insiilin salinimi ve artan kan
glikoz miktar1 sebebi ile olabilir ¢unku hiperglisemi hucrelerin davranislarini
etkilemektedir (81).

Diyabetik insan ve hayvan modellerinde yapilan g¢alismalar, inflamasyon,
kollajen birikimi, hiicrelerarast matriks farklilagsmasi, fibroblast ¢ogalmasi ve yara
kontraksiyonu gibi yara iyilesme siirecinde anormallikler oldugunu goéstermektedir
(82, 83). Diyabetlilerde gorilen yetersiz yara iyilesmesinin inflamatuar faz sirasindaki
anormal doku cevaplari ile ilgili oldugu diistiniilmektedir (81). Yara iyilesmesinin ilk
evresi olan inflamatuar fazin tipik Ozellikleri, diyabetli hastalarin yaralarinda
anormallikler gostermektedir. Yara bolgesinde hiicre birikiminin azalmasi,
inflamatuar hiicre yogunlugunun azalmasina ve boylece inflamatuar medyatdrlerin
azalmasma yol agmaktadir. Bu da fibroblast gociinin yavaslamasina ve kollajen
sentezinde azalmaya (88), sonu¢ olarak da yara iyilesmesinde gecikmeye neden
olmaktadir. Azalmis anjiogenezin yol agtigi hipoksi ve enfeksiyon riskinde artigin
disinda diyabetik yara iyilesmesinde bahsedilen problemlerin ¢ogunlugu inflamatuar
fazda yer almaktadir (84). Bu da bu fazin dengesinin yara iyilesmesinin temelini

olusturdugunu gostermektedir.

2.5 Yara Bakim
2.5.1 Antimikrobiyal Ajanlar
Antimikrobiyal ajanlar; dezenfektanlar, antiseptikler ve antibiyotikler olmak

Uzere 3 gruba ayrilmaktadir (85).
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2.5.1.1 Dezenfaktanlar
Dezenfaktanlar, mikroorganizmalar1 Oldirerek etki etmektedirler ve insan

dokusuna zararl etkileri mevcuttur. Bu nedenle yaralarda kullanilmazlar (85).

2.5.1.2 Topikal Antiseptikler

Topikal antiseptikler mikrobik ajanlara mekanik ya da kimyasal
mekanizmalarla etki etmektedirler. Mikroorganizmalarin ¢ogalmalarini inhibe ederler.
Antibiyotiklerden daha genis etki spektrumuna sahiptirler ve bakteri, fungus, virus,
protozoa ve prionlara kars etkili olabilmektedirler (65).

Yapilan in vitro ¢alismalarda bu ajanlarin fibroblast, 16kosit ve keratinositlere
kars1 sitotoksik etkileri oldugu goézlenmis, fakat in vivo calismalarda bu etkiler
ispatlanamamustir. Bu etkiler grandlosit, monosit, keratinosit ve fibroblast
kalturlerinde go6zlenmistir fakat Kklinik kanit yoktur (65). Gilnumizde kullanilan
antiseptik soliisyonlar1 arasinda; povidon-iodin, klorheksidin (biguanid), alkol,

hidrojen peroksid (H202) ve sodyum hipoklorid bulunmaktadir (85-87).

2.5.1.3 Topikal ve Sistemik Olarak Kullanilan Antibiyotikler

Topikal ve sistemik olarak kullanilan antibiyotikler mikroorganizmalarin
blylmesini inhibe etmektedirler. Fakat kronik yaralar icin profilaktik ya da rutin
antibiyotik kullaniminin klinik enfeksiyonu azalttigma dair kanit bulunmamaktadir.
Buna ragmen kullanilan topikal antibiyotikler kritik kolonize yaralarda bakteri sayisini

azaltmaktadir (67,88).
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2.5.2 Hiperbarik Oksijen Tedavisi

Hiperbarik oksijen (HBO) tedavisiyle (2-3 atmosfer basinci altinda verilen %100

oksijen) plazmadaki oksijen saturasyonu %0,3 ile %7 arasinda artig gostermektedir.

Oksijendeki bu artig oksijenin intertisyel difiizyon kabiliyetini 4 ile 5 kat kadar

arttirmaktadir (89). Hiperbarik oksijen tedavisinden beklenen faydalar sunlardir:

>

YV V. V¥V 'V V

Doku hipoksisini gidermek,

Inflamatuar sitokinlerin tiretimini azaltmak,

Antibiyotiklerin etkisini gliclendirmek,

Cesitli buytime faktorlerinin Gretimini ve etkinliklerini arttirmak,

Fibroblastik proliferasyonu arttirmak,

Konnektif doku olusumunu ve neovaskilarizasyonu destekleyerek
granilasyon dokusunun gelisimini saglamak,

Epitelizasyonu desteklemek.

2.5.3 Debridman

Debridman islemi, bakteri kolonizasyon yogunlugunu azaltarak dokulari

iyilesme i¢in hazir hale getirmektedir. Yeterli bir debridman olmaksizin, yara her

zaman toksik streslere agik hale gelmekte ve besin ve oksijen gibi ihtiyaglar icin

bakteriler ile micadele etmek zorunda kalmaktadir (90, 72). Debridman, klasik olarak

cerrahi bir islem olarak adlandirilmaktadir. Enzimatik, mekanik (kiretaj) ya da

biyolojik ajanlar yoluyla debridman yapilabilir. Bu tekniklerin herhangi birinin

digerine ustiinliigii tam olarak kanitlanmamistir (90).
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2.5.4 Diger Urlinler

Yara iyilesmesini etkiledigi diisiiniilse de etkinligi tam olarak kanitlanamamis
pek ¢ok Uriin bulunmaktadir. Piyasadaki pansuman malzemelerinin birgogunun temini
kolay olmamakta ve maliyet acgisindan ek kilfet getirmektedir. Bu nedenle yara
iyilesmesine 1s1k tutabilecek alternatif {iriin arayis1 devam etmektedir.

Pansuman alternatifi olabilecek pek c¢ok Urinin vyara iyilesmesinde
kullanilabilecegi yapilan caligmalarla glindeme getirilmistir. Bu Urlnler, ¢esitli
mekanizmalarla etki gostererek yara iyilesmesini etkilemektedirler. Bu
mekanizmalardan biri de antiinflamatuar etkidir ve antiinflamatuar etki gosteren
dirlinlerin topikal kullanimimnin yara iyilesmesi iizerinde olumlu etkilerinin oldugu
yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir. Bu Urlnler yara iyilesmesinin enflamasyon
asamasina etki etmektedirler. Bu amagla bir¢cok yag iiriinleri denenmistir. Bunlar
arasinda son zamanlarda giderek artan sayida ¢alismalar1 yapilan kekik (Satureja)
ckstratlar1 yer almaktadir. Satureja cinsinin kanser tedavisi ve infertilite Uzerine
etkileri arastirildigr gibi antiviral, 6zellikle de antimikrobiyal 6zellikleriyle ilgili

calismalar yapilmistir (110, 111).

2.6 Satureja Cuneifolia

Satureja Cuneifolia (kayakekigi) Tiirkiye ve Iran basta olmak iizere Italya,
Romanya ve Bulgaristan’da da yetismektedir. Satureja Cuneifolia cinsi aromatik ve
medikal amach kullanilan 6nemli antimikrobiyal Ozellik tasiyan bitkilerdendir.
Satureja cinsi ise 50 alt tiirden olusur. Bitkinin boyu 15-50 cm civarinda olurken

yapraklar1 1-3 cm boyutlarinda beyazdan pembe-mora kadar degisen renklerde
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olabilmektedir. Tiirler kendi aralarinda farklilik gostermekle beraber tek yillik ya da
¢ok yillik olabilmektedir (112).

Satureja cinsinin kanser tedavisi ve infertilite lizerine etkileri arastirildigi gibi
antiviral, ozellikle de antimikrobiyal Ozellikleriyle ilgili c¢aligmalar yapilmustir.
Antibakteriyal dzelliginin yam sira antikolinesteraz, fungisidal, anti insan Immiin
Yetmezlik Virtist (HIV) etkilerine de sahiptir (17).

Bu bitkinin spontan ve operasyonel vyaralarla ilgili iyilestirici etkisi

bilinmektedir. Anadolu’da bu 6zelliginin yan1 sira insan saghg ile ilgili pozitif daha

bircok etkisinden dolay1 halk arasinda kullanilmaktadir.

Sekil 3.1: Satureja Cuneifolia bitkisinin genel fotografi
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Sekil 3.2: Satureja Cuneifolia bitkisinin ciceklerinin fotografi

Sekil 3.3: Satureja Cuneifolia bitkisinin yapraklarimmn fotografi
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2.6.1 Satureja Cuneifolia Bilesenleri

2.6.1.1 Timol

Timol (5-Methyl-2-(propan-2-yl) phenol) dogal bir monoterpenoid fenol turevi
p-Cymene, Ci- 10, H 14, O, karvakrol ile izomerik olan ve kekik yag1 i¢inde bulunan,
hos bir aromatik kokuya ve guclu antiseptik 6zelliklere sahip beyaz kristal bir

maddedir.

CHs;

OH

H5C CHs

Sekil 4. Timol (5-Methyl-2-(propan-2-yl) phenol)
Timol ve ana dogal kaynagi olan kekik pozitif antioksidan, antiinflamatuar, lokal
anestezik, antinosiseptif, antiseptik, antibakteriyel ve antifungal 6zelliklerinin yani sira

kardiyovaskuler sistem tzerine olumlu etkileri nedeniyle kullanilmaktadir. (114)

Sekil 5. Timol kristalleri (wp)
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1960’lardan itibaren Timoliin muhtemel faydalari iizerine birgok ¢alisma yapilmistir.
Calismalar gram-negatif (Escherichia coli, E. coliO157: H7, Proteus mirabilis, P.
vulgaris, Salmonella typhimurium, Serratia marcescens, Yersinia enterocolitica,
Pseudomonas fluorescens, P. putida) ve gram-pozitif (Micrococcusspp., Sarcinaflava,
Staphylococcus aureus, Bacillus licheniformis, B. thuringiensis, Listeria innocua)
bircok bakteriye karsi bakteriostatik etkiye sahip oldugunu gostermistir (115). Baska
bir calismada, timolin karvakrol, trans-sinnamik asit, Ojenol ve diasetil ile
karsilastirildiginda, Escherichia coli ve Salmonella entericasero typhimurium'a karsi
1.0 mmol/L'lik en diisiik minimal inhibitor konsantrasyon (MiK) degerleriyle en etkili

antibakteriyel aktiviteye sahip belirlenmistir. (116)

2.6.1.2 Karvakrol
Karvakrol (2-methyl-5-(1-methylethyl)phenol) timol izomeri bir monoterpen
olan, kekik alt tlrlerinde %5 ile %75 arasinda oranlarda buluna ucucu bir yagdir.

Satureja alt tirleri %1 ile %45 arasinda bir karvakrol igerigine sahiptir (117).

S. thymbra S. cuneifolia

Bioactivity Scores (|>_ Ln MIC|) 11.96 8.49
p-Cymene 10.7 16.9
y-Terpinene 8.87 3
Thymol 54.3 23.6
Carvacrol 6.15 38.8
Myrcene 0.93 0.5
z-Terpinene 0.86 1.2
Linalool 1.18 0.2
p-Caryophyllene 1.65 0.2
Caryophyllene oxide 3.8 3

Tablo 1. Satureja Cuneifolia ile Satureja Thymbra igeriginin karsilastiriimasi
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CH,

OH

H;C CHj;

3 >

Sekil 6. Karvakrol (2-methyl-5-(1-methylethyl) phenol)

S. cuneifolia, %38,8 karvakrol oraniyla Satureja tirleri arasinda en yiiksek
seviyelerden birine sahiptir ve MIK degerleri 0,25ul/ml ile 0,75ul/ml araliginda
degismektedir (118).
S. cuneifolia yetistigi bOlgeye bagli olarak farkli kimyasallar icermekle birlikte
temelde linalon ve timol agirlikli Orta Akdeniz modeli ve karvakrol agirlikli dogu
Akdeniz modeli olmak Uzere iki grup sekilinde de siniflanabilmektedir (119).

2.6.1.3 Linalool

Linalool (3,7- Dimethylocta-1,6-dien-3-o0l) Lamiaceae ailesininde icinde
bulundugu 200 farkl bitki tird tarafindan Gretilen gigeklerde ve baharatlarda bulunan,

ticari olarak kullanimi yaygin renksiz bir yagdir.

HO
AN =

Sekil 7. Linalool (3,7- Dimethylocta-1,6-dien-3-ol)
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Sabunlar, deterjanlar, sampuanlar ve losyonlar dahil tum parfimld hijyen trinlerinin
ve temizlik maddelerinin %60 ila %80'inde koku olarak kullanilmaktadir (120).
Antifungal 6zellikler gostermektedir (121).

Ayn1 zamanda kimyasal ara madde olarak da kullanilmakta olup yaygin alt
drlinlerinden biri de E vitaminidir.

2.6.1.4 p-Cymene:

Satureja Cuneifolia toplandig1 cografya ve toplanma zamanina gore igerigi
bakimidan farklilik gostermektedir. Turkiyede toplanan Satureja Cuneifolia
tiirlerinde ana bilesen olarak Timol ve Karvakrol bulunmaktadir. Bu ikisinin disinda
p-Cymene de Satureja Cuneifolia igeriginde biiyuk bir yiizdeye sahiptir ve ana bilesen
olarak sayilmaktadir (17). p-Cymene bioaktivitesi acisinda degerlendirildiginde de

yuksek bir skora sahiptir (122).

HsC _CHs

CHs

Sekil 8. p-Cymene (1-Methyl-4-(propan-2-yl) benzene)

p-Cymene , dogal olarak olusan aromatik bir organik bilesiktir . Yapisi, bir

metil grubu ve bir izopropil grubu ile para -siibstitiie edilmis bir benzen halkasindan

olugmaktadir. p-Cymene suda ¢6ziinmez, ama organik ¢oziiciilerle karisabilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu caligma deneysel ve immunohistokimyasal olarak iki bolim altinda
gerceklestirildi. Deneysel kismi; Sivas Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlar
Laboratuvari’nda, Sivas Cumhuriyet Universitesi Eczacihik Fakiiltesi Farmasotik
Mikrobiyoloji  Anabilim Dali’nda, histopatolojik ve immunohistokimyasal
degerlendirilmesi ise Sivas Cumhuriyet Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’nda gergeklestirildi.

Bu calisma i¢in kullanilacak olan ratlar, Sivas Cumhuriyet Universitesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edildi. Calisma, veteriner kontrolii ile saglikl
oldugu belirlenen agirliklar1 yaklasik 250-300gram arasinda olan, ortalama 16 haftalik
yetiskin 72 adet erkek Wistar albino rat tizerinde yapildi. Denekler, 12 saat aydinlik/12
saat karanlk siklusu saglanacak sekilde tutularak, serbest diyet ve igme suyu ile
beslenmeleri saglandi. Oda 1s1s1 22 * 2 °C’ de sabit tutuldu. Bulunduklar1 odanin nispi
nem orant %50-70 arasinda tutularak, odanin havalandirilmas: filtre edilerek,
kontaminasyon riski dnlendi. Ratlar kafeslerde tek olarak ve altlarinda talas olacak
sekilde barmdirild1.

3.1. Satureja Cuneifolia Ekstraktinin Hazirlanmasi

Araziden toplanan bitkilerin yapraklar1 6nce ¢esme suyu, ardindan distile su
ile yikanir. Laboratuvar ortaminda 2 hafta boyunca kurutulan 6rnekler 6giitiiliir. 100
gram Ogiitlilmiis yaprak almarak 100 ml etanolde soxhlette ekstresi hazirlanir. Ekstre
elde edildikten sonra Whatman No. 1 filtre kagidi ile siiziilerek 30°C’ta evaparatdrde
kurutulur. Kurutulan 6rnekler (1:5) etanol: su karisiminda ¢oziilerek kullanima hazir

cozelti haline getirilir. Ekstreler kullanilincaya kadar -20 C’de bekletilir (128).
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3.2. Deneysel Gruplarinin Olusturulmasi

Calismaya baslamadan once 03.05.2018 tarih ve 65202830 050.04.04-178
sayil1 Sivas Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul onayr alindi ve
caliyma sirasinda Sivas Cumhuriyet Universitesi Etik Kurulu yonergesinin 13.
maddesinde belirtilen ’Etik kurallara uygunluk esasi’’ kararina uyuldu.

Bu calisma icin kullanilacak olan ratlar, Cumhuriyet Universitesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edildi. Calisma, veteriner kontrolii ile saglikli
oldugu belirlenen agirliklar1 yaklasik 250-300 gram arasinda olan, ortalama 16haftalik
yetiskin 72 adet erkek Wistar albino rat tizerinde yapildi. Denekler, 12 saat aydinlik/12
saat karanlk siklusu saglanacak sekilde tutularak, serbest diyet ve igme suyu ile
beslenmeleri saglandi. Oda 1s1s1 22 + 2 °C’ de sabit tutuldu. Bulunduklar1 odanin nisbi
nem orant %30-45 arasinda tutularak, odanin havalandirilmas: filtre edilerek,
kontaminasyon riski 6nlendi. Ratlar kafeslerde 6’sarli olarak ve altlarinda talas olacak
sekilde barmdirild: (Tablo 2).

Tablo 2. Hayvan Gruplar1 ve sayilari

7.gln 14. gln 21. gln

Deney ve kontrol gruplar1 hayvan hayvan hayvan

sayisi sayisi sayisi
1.Grup: Kontrol 6 6 6
2.Grup: Bitki ekstrati (satureja cuneifolia) 6 6 6
3.Grup: HybenX + Bitki ekstrat1 (S. Cuneifolia) 6 6 6
4.Grup: HybenX 6 6 6
Toplam hayvan sayis1 72
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3.3 Cerrahi Teknik

Deney hayvanlarinin anestezisi intramuskiiler enjeksiyon yontemi ile 3 mg/kg
xylazine (Rompun, Bayer, Istanbul, Turkey) ve 90 mg/kg Ketamin HCI (Ketalar,
Eczacibasi, Warner Lambert, istanbul, Turkey) kullanilarak saglandi. Yeterli bir
anestezi derinligi i¢in goz kapagi refleksinin kaybolmasi beklenildi ve ratlarin sirt
bdlgesindeki deri tras edildi (Sekil 10.1). Serum ile yikandi. Steril 6rtliler kullanilarak
islem yapilacak alan operasyona hazir hale getirildi. Kullanilacak olan el aletleri dahil
olmak Uzere butin malzemeler otoklavda sterilize edildi. Operasyonda asepsi ve
antisepsi kurallarina dikkat edilerek steril olarak ¢aligildi. Tek kullanimlik steril 6mm
capmdaki punch biyopsi aleti (Sekil 10.2) ile her bir ratin sirtinda tam kalinlik

yumusak doku defekti olusturuldu (Sekil 10.3).

Sekil 10.1 Ratin sirt derisi tras edildi ve serum ile yikandi
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Sekil 10.2 Punch biyopsi aleti (6mm)

Sekil 10.3 Punch Biyobsi aletiyle 6mm lik tam kat yara olusturuldu

Fjemer.
! “7. afte og biister
jer smerter
Pindenp i setsnder

Sekil 10.4 Hyben X preparati
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Sekil 10.5 7. GUn iyilesme

3.3.1 Ekstraktin uygulanma sekli

Cumhuriyet Universitesi Eczacilik Fakiltesi laboratuvarlarinda hazirlanan
ekstre glinde bir kez olmak iizere sakrifikasyona kadar her giin 5 cc’lik enjektor
yardimiyla yara yerine uygulandi. Ekstrenin etkisini belirlenmesi igin kontrol ve ekstre
uygulanan modelleri HybenX (Hydroxybenzenesulfonic asit,
Hydromethoxybenzenesulfonic asit, Sulfurik asit, su, FD&C Red 40. Oral Medic;
Epien Medical Inc.) etken maddesi uygulanan ratlarla karsilastirildi.

3.4 Deneyin Sonlandirilmasi

Deney hayvanlarinin sirtlarinda 6 mm capinda defekt olusturuldu. Kontrol
gruplarina defekt agildiktan sonra herhangi bir islem yapilmazken, deney gruplarina
defekt acildiktan sonra Satureja Cuneifolia’dan elde edilen ekstrakt topikal olarak
uygulandi. Her grup swrasiyla 7, 14 ve 21. giinde sakrifiye edildi. Tiim 6rneklerden
kardiak kan 6rnegi alindi. Ayrica sakrifikasyon sonrasi ratlarin sirtlarinda olusturulan
defektlerden diseksiyonla yumusak doku ornekleri ¢ikarildi. Cikarilan 6rneklerin bir
kismu histopatolojik inceleme i¢in %10’luk formolin i¢ine konuldu, diger bir kismi ise

immunohistokimyasal degerlendirme i¢in kuru buz icerisinde -80°C’ de sakland.
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Deneysel kismi; Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda,
biyokimyasal degerlendirilmesi Cumhuriyet Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali’nda, histopatolojik degerlendirilmesi ise Cumhuriyet

Universitesi Veteriner Fakiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirildi.

3.5 Degerlendirme Yontemleri

3.5.1 Biyokimyasal Ydntem

Her gruptan ¢alismada belirlenen glnlerde rattan kardiyak kan drnekleri alindi.
Alinan kan ornekleri 4000 rpm 12 dk santrifiij edildikten sonra plazma i¢in ayrildi.
Plazma drneklerinde yara iyilesmesinde yeri olan biyokimyasal parametreler Enzyme-
Linked Immunsobent Assay (ELISA) yontemiyle calisildi. Orneklerde VEGF, TNF-
alpha, IL-1 sitokin ve biylime faktorlerine bakilirken ayrica bir yara iyilesme belirteci
olan hidroksiprolin kitin protokoliine gore calisildi. Asagida her bir kite ait protokol
verilmistir.
Rat Interlokin-1 ELISA kiti (Cat No: E0107Ra) BT LAB marka ELISA Kiti ile
caligilmustir.
Protokol:
1. 320-10 pg/mL araliginda standartlar hazirlandi,
2. Reaktifler 6rnekleri iceren standart soliisyonlar seklinde hazirlandi. Kullanimdan
once oda sicakligina gelmesi beklendi ve oda sicakliginda ¢alisilds,
3. Standart kuyucuklara 50 pL standart eklendi,
4. Ornek kuyucuklara 40 pL 6rnek eklendi ve 10 pL anti-IL-1 antibody eklendi,
5. Standart ve 6rnek kuyucuklarin hepsine 50 pL steptavidin-HRP eklendi ve 37

derecede bir saat inkibe edildi,
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6. inkiibasyon sonras1 plak bes kez yikands, (Her bir kuyucugu 35 ml yikama tamponu
ile yikadik ve 45 saniye bekletildi),

7. Biitiin kuyucuklara 50 pL ¢6zelti A eklendi ve ardindan yine hepsine 50 pL ¢ozelti
B eklendi,

8. Karanlik ortamda 37 derecede 10 dakika inkuibe edildi.

9. Bitiin kuyucuklara 50 pL durdurma soliisyonu ekledik ve 450 nm de okundu.

10. Durdurma solusyonunu ekledikten sonra 10 dakika iginde 450 nm'ye ayarlanmis

bir mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyunun optik yogunlugu belirlendi.

Rat Tumor Necrosis Factor Alpha ELISA kiti (Cat No: EO764Ra) BT LAB marka
ELISA Kiti ile calisilmustir.
Protokol:
1. 1280-40ng/L araliginda standartlar hazirlandi,
2. Butln reaktifler oda sicakligina getirildi,
3. Ornek kuyucuklarma 6nce 40pl 6rnek sonrasinda 10 pl anti-TNF-a eklendi.
4. Standart ve 6rnek kuyucuklarin tiimiine 50pul streptavidin-HRP eklendi ve 37
derecede 1 saat inkUbe edildi.
5. Inkiibasyon sonrasi plaklar yikama solusyomuyla 5 kez yikandu.
6. Butin kuyucuklara 50ul cozelti A eklendi ve yine hepsine 50ul ¢ozelti B
eklendi. Karanlik ortamda 37 derecede 10 dakika inkube edildi.
7. Butun kuyucuklara 50 pl durdurma soltisyonu eklendi ve 450nm’de okundu.
8. Durdurma solusyonunu ekledikten sonra 10 dakika icinde 450 nm'ye
ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyunun optik yogunlugu

belirlendi.
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Rat Vascular Endothelial cell Growth Factor ELISA kiti (Cat No: EO659Ra) BT LAB

marka ELISA Kiti ile caligilmistir.

Protokol:

1. 3200-100ng/l araliginda ¢o6zeltiler hazirland.

2. Butdn reaktifler oda sicakligina getirilip standar ¢ozeltileri yikama tamponu ve
ornekler hazirlandi.

3. Ornek kuyucuklarina énce 40ul 6rnek sonrasinda 10 pl anti-VEGF eklendi.

4. Standart ve 6rnek kuyucuklarin tiimiine 50ul streptavidin-HRP eklendi ve 37
derecede 1 saat inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonrasi plaklar yikama solusyonuyla 5 kez yikand.

6. Butin kuyucuklara 50ul cozelti A eklendi ve yine hepsine 50ul ¢ozelti B
eklendi. Karanlik ortamda 37 derecede 10 dakika inkube edildi.

7. Durdurma solusyonunu ekledikten sonra 10 dakika icinde 450 nm'ye

ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyunun optik yogunlugu

belirlendi.

Rat Hydroxyproline ELISA Kiti (Cat No:E0511Ra) BT LAB marka ELISA Kiti ile

caligilmustir.

Protokol:

1. 24-0.75 pg/ml araliginda ¢ozeltiler kullanild.

2. Butun reaktifler oda sicakligina getirilip standar ¢ozeltileri yikama tamponu
ve ornekler hazirlandi.

3. Ornek kuyucuklarina 6nce 50ul standart eklendi. (Standart kuyucuklarina

antibody eklenmedi)
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4. Ornek kuyucuklarina 40pl 6rnek eklendi ve ardindan 10l anti-hyp antibody
eklendi.

5. Standart ve 6rnek kuyucuklarin timtine 50l streptavidin-HRP eklendi ve 37
derecede 1 saat inkUlbe edildi.

6. Inkiibasyon sonras plaklar yikama solusyonuyla 5 kez yikandi

7. Butdn kuyucuklara 50pl ¢ozelti A eklendi ve yine hepsine 50ul ¢ozelti B
eklendi. Karanlik ortamda 37 derecede 10 dakika inkube edildi.

8. Durdurma solusyonunu ekledikten sonra 10 dakika iginde 450 nm'ye
ayarlanmig bir mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyunun optik yogunlugu

belirlendi.

3.5.2 Histopatolojik Ydntem

Sicanlarm nekropsileri yapilarak alian deri dokular1 %10’luk notral formalin
solusyonunda tespit edildi. Dokular rutin alkol-ksilol takip islemlerinden gegirilerek
parafin bloklara alind1. Poly-lysinli lamlara aliman 4 p’ lik kesitler hematoksilen-eosin
ile boyanarak rastgele 6 alandaki epitelizasyon sekillenmesi, graniilasyon dokusu
olgunlugu, yangisal hicre infiltrasyonu, ©6dem, hemoraji asagidaki sekilde

degerlendirildi.
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Tablo 3. Histopatolojik bulgu ve histopatolojik skorlama

Histopatolojik Bulgu Histopatolojik Skorlama

Epitelizasyon Yok (-)
Epitel kisminda tek kat hiicre (+)
Epitel kisminda 1-3 kat hilicre (++)

Epitel kisminda 3>kat hiicre (+++)

Granulasyon dokusu olusumu Yok (-)
Dermis kisminin >50%’ si (+)
Dermis kisminin 50-70 %’ si (++)

Dermis kisminin <70 %’ si (+++)

Yangisal hiicre infiltrasyonu Yok (-)
Tim alanda >20 hiicre (+)
Tim alanda 20- 50 hiicre (++)

Tim alanda <50 hiicre (+++)

Hemoraji Yok (-)
Tim alanda >5 adet (+)
Tim alanda 5-10 adet (++)

Tum alanda <10 adet (++4+)

Odem Yok (-)
Dermis kisminin >10%’ si (+)
Dermis kisminin 10-30 %’ si (++)

Dermis kisminin <30 %’ si (+++)
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3.5.3 immunohistokimyasal Y6ntem

Polilisinli lamlara alman 4 pm’ lik kesitler ksilol ve alkol serilerinden
gecirilecek, Phosphate-Buffer Saline (PBS) ile yikandiktan sonra ise %3’liik H2O>’ de
10 dk. tutularak endojen peroksidaz inaktivasyonu saglandi. Dokulardaki antijeni
ac1ga ¢ikarmak i¢in antijen retrieval solisyonu ile 2x5 dk 500 watt” da muamele edildi.
Daha sonra PBS ile yikanan dokular, Bek (Santa cruz, Cat no. sc-6930, 1/100 dilution),
Cox2 (Abcam, Cat no. ab-15191, 1/100 dilution) primer antikorlar ile oda sicakliginda
40 dk. inkubasyona birakildi. Sekonder olarak; Large Volume Detection System: anti-
Polyvalent, HRP (Thermofischer, Katalog no: TP-125-HL) iiretici firmanin 6nerdigi
sekilde uygulandi. Kromojen olarak DAB (3,3’-Diaminobenzidine) kullanild.
Mayer’s Hematoksilen ile zit boya yapildiktan sonra entellan ile kapatilarak 11k
mikroskobunda incelendi. Incelemede, tespit edilen immunreaktiviteler asagidaki
sekilde asagidaki sekilde degerlendirildi.

Tablo 4. Primer antikor ve immunohistokimyasal skorlama

Primer antikor Immunohistokimyasal skorlama

BEK Yok (-)

(Santa cruz, Cat no. sc-6930, 1/100 Tim alanda >10 hiicrede immunpozitiflik (+)
dilution) Tiim alanin 10- 20 hiicrede immunpozitiflik (++)

Tlm alanin <20 hiicrede immunpozitiflik (+++)

COX2 Yok (-)

(Abcam, Cat no. ab-15191, 1/100 dilution) Tlm alanda >10 hiicrede immunpozitiflik (+)

Tiim alanin 10- 20 hiicrede immunpozitiflik (++)

Tim alanin <20 hiicrede immunpozitiflik (+++)
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3.5.4 Yara Yuzey Alanimin Degerlendirilmesi

Olusturulan tiim defektlerde iyilesmenin seyri, 7., 14. ve 21. giinlerde ratlarin
tespitinin saglanmasmdan sonra, milimetrik asetat kagidina 0.3 mm ¢apinda ucu olan
kalict marker kullanilarak yaralarin boyutu ¢izilmistir (Sekil 3.10). Yara alaninin
hesaplanmasinda Core]DRAW X6 adli program kullanildi. Bu program {i¢ boyutlu
yerylzu ¢izimleri ve kontur gizimleri yapmak lizere tasarlanmis, genellikle madencilik
ve jeolojik harita gizimlerinde kullanilan bir bilgisayar programidir. Yaralar Uizerinden
gegcilerek elde edilen ¢izimler tarayici ile taranarak bilgisayar ortamina aktarildi. Elde
edilen “TIFF’’ formatindaki dosya CoreIDRAW X6 programindaki sisteme
aktarilarak yara ylzey alanlari iki boyutlu olarak hesaplanmistir.

3.6 Istatistiksel Yontem

Histopatolojik verilerde gruplar arasindaki farklilik nonparametrik testlerden
olan Kruskal Wallis ile farkliligi olusturan grup ise Mann Whitney U testi ile

belirlendi. (p <0.05).
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4. BULGULAR

4.1 Klinik Bulgular

Bu deneysel ¢aligma boyunca ratlarin yapilan cerrahi islemi iyi tolere ettigi,
beslenme durumlar1 bakimindan higbir olumsuzluk gelismedigi, cerrahiye iliskin
herhangi bir enfeksiyon olusmadigi ve deneklerin genel saglik durumlarinimn iyi oldugu

g6zlemlendi.

4.2 Histopatolojik Bulgular
Doku orneklerinde histopatolojik incelemelerde gruplar arasi istatistiksel
olarak anlamli farklar tespit edildi (Tablo 4, Tablo 5, Tablo 6, p <0.05).

Tablo 5. Gruplar aras1 7. glin bulgularmin karsilastiriimasi

Gruplar Epitelizasyon | Granulasyon | Yangsal Hemoraji Odem
Gin7 Dokusu Hucre

Olusumu infiltrasyonu
Kontrol 0.16+0.40* | 0.33+0.51* | 2.83+0.40% | 2.85+0.37? | 2.83+0.40°
Ekstrakt 2.16+0.40° | 2.85+0.37° | 1.83+0.40° | 2.71+0.75% | 1.33+0.51°
Hybenx 0.33x0.51% | 2.71+0.75° | 2.57+0.78% | 2.83+0.40° | 2.16+0.40°
Hybenx+ 1.33£0.51° | 2.57+0.78 | 2.66+0.51% | 2.57+0.78? | 1.16+0.40°
Ekstrakt

abe Gruplar arasi farklilig1 gostermektedir (p<0.05). Giin 7

Gun 7’de Kontrol grubunda epitalizasyon go6zlemlenmezken, Hybenx
grubunda hafif dizeyde epitelizasyon, Ekstrakt grubunda orta ve Hybenx+Ekstrakt
grubunda ise hafif diizeyde oldugu belirlendi. Granulasyon dokusu olusumu kontrol

grubunda hafif siddetteyken, diger gruplarda siddetli dizeydeydi. Yangisal hiicre
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infiltrasyonu ekstrakt grubunda orta siddetteyken diger gruplarda siddetli diizeydeydi.
Hemorajik gorunimler tum gruplarda siddetli dizeydeydi. Kontrol ve Hybenx
grubunda 6dem siddetli diizeydeyken, Ekstrakt ve Hybenx+Ekstrakt grubunda ise

hafif siddetteydi (Sekil 1-2).

Tablo 6. Gruplar arasi 14. giin bulgularinin karsilagtirilmasi

Gruplar | Epitelizasyon | Granulasyon | Yangisal Hemoraji | Odem
Gun 14 Dokusu Hicre

Olusumu Infiltrasyonu
Kontrol | 0.33£0.51% | 1.33+0.51% 2.83+0.40° 2.85+0.37% | 1.33+0.51?2
Ekstrakt | 2.16+0.40° |0.25+0.46° | 1.83+0.40° 0.71+0.48" | 2.16+0.40°
Hybenx | 1.16+0.40° | 1.16+0.40% 2.66+0.51° 1.85+0.37¢ | 1.14+0.37°
Hybenx+ | 1.85+0.37° | 1.14+0.372 2.00+0.57° 0.16+0.40° | 1.16+0.40?
Ekstrakt

abe Gruplar arasi farklihigi gostermektedir (p<0.05). Giin 14

Gun 14’te Epitelizasyon yoninden Kontrol grubunda hafif epitelizasyon
olusumu go6zlemlenirken, Ekstrakt ve Hybenx+Ekstrakt gruplarinda orta siddette,
Hybenx grubunda ise hafif dizeydeydi. Granulasyon dokusu olusumu Ekstrakt
grubunda hafif siddetteyken, diger gruplarda orta siddette oldugu gozlemlendi.
Yangisal hicre infiltrasyonu agisindan Kontrol ve Hybenx gruplari siddetli
diizeydeyken, Ekstrakt ve Hybenx+Ekstrakt gruplarinda orta diizeydeydi. Hemoraji

Kontrol grubunda siddetli diizeydeyken, Hybenx grubunda orta, diger gruplarda ise
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hafif siddette oldugu tespit edilmistir. Odem Ekstrakt grubunda siddetli, diger

gruplarda ise orta hafif siddette oldugu goriilmiistiir (Sekil 1-2).

Tablo 7. Gruplar aras1 21. guin bulgularinin karsilagtirilmasi

Gruplar | Epitelizasyon | Granulasyon | Yangisal Hemoraji | Odem
Gun 21 Dokusu Hicre

Olusumu Infiltrasyonu
Kontrol | 1.85+0.372 2.71+0.752 2.16+0.40° 2.83+£0.40% | 0.13+0.47%
Ekstrakt | 2.00+0.57° 0.33+0.51° | 1.16+0.40° | 0.71+0.48" | 2.16+0.40°
Hybenx | 2.16+0.40° 0.16+0.40° | 2.00+0.57° 1.83+0.40° | 1.85+0.37"
Hybenx+ | 2.85+0.37° 1.83+0.40° 1.14+0.37° | 0.13+0.47%| 0.83.+0.40°
Ekstrakt

abed Gruplar arasi farkhilig1 gostermektedir (p<0.05). Giin 21

Gun 21°’de Epitelizasyon Hybenx+Ekstrakt grubunda siddetliyken, diger

gruplarda orta siddetli diizeyde oldugu tespit edilmistir. Granulasyon dokusu olusumu

Kontrol grubunda siddetli, Hybenx+Ekstrakt grubunda orta siddette, Ekstrakt

grubunda hafif siddette, Hybenx grubunda ise granulasyon dokusu olusumuna

rastlanamamistir. Yangisal hiicre infiltrasyonu Kontrol ve Hybenx grubunda orta

siddette, Ekstrakt ile Hybenx+Ekstrakt gruplarinda ise hafif siddetteydi. Hemoraji

Kontrol grubunda siddetli, Hybenx grubunda orta siddette, Ekstrakt grubunda hafif

siddette gozlemlenirken, Hybenx+EKkstrakt grubunda ise Hemoraji goriilmemistir.

Kontrol grubunda 6dem goriilmezken, Ekstrakt ve Hybenx grubunda orta siddette,

Hybenx+Ekstrakt grubunda ise hafif siddettedir (Tablo 6/ Sekil 11, 127?).
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EKSTRAKT KONTROL

HYBENX

HYBENX+
EKSTRAKT

Sekil 11.

Kontrol Gun 7. Epitelizasyon yoklugu (ok), 6dem (ok basi) ve siddetli hemorajik
alanlar (ince ok). Kontrol Gin 14. Epitelizasyon yoklugu (ok), 6dem (ok bast),
siddetli hemorajik alanlar (ince ok) ve kisitli alanda granulasyon dokusu (Gr). Kontrol
Gun 21. Orta diizeyde epitelizasyon (ok), 6dem (ok bas1), siddetli hemorajik alanlar
(ince ok) ve genis alanda granulasyon dokusu (Gr). Ekstrakt Gin 7. Orta diizeyde
epitelizasyon (ok), 6dem (ok bas1), siddetli hemorajik alanlar (ince ok) ve genis alanda
granulasyon dokusu (Gr). Ekstrakt Gun 14. Orta duzeyde epitelizasyon (ok), 6dem
(ok bas) ve hafif siddetli hemorajik alanlar (ince ok). Ekstrakt Giin 21. Orta diizeyde
epitelizasyon (ok), 6dem (ok basi) ve hafif siddetli hemorajik alanlar (ince ok).
Hybenx Giin 7. Epitelizasyon yoklugu (ok), 6dem (ok bas1), siddetli hemorajik alanlar

(ince ok) ve genis alanda granulasyon dokusu (Gr). Hybenx Gun 14. Hafif diizeyde
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epitelizasyon (ok), 6dem (ok bas1), orta siddetli hemorajik alanlar (ince ok) ve kisith
alanda granulasyon dokusu (Gr). Hybenx Gun 21. Orta diizeyde epitelizasyon (0k),
6dem (ok bas1) ve orta siddetli hemorajik alanlar (ince ok). Hybenx+Ekstrakt Gin
7. Epitelizasyon yoklugu (ok), 6dem (ok bas1), siddetli hemorajik alanlar (ince ok) ve
genis alanda granulasyon dokusu (Gr). Hybenx+Ekstrakt Gun 14. Orta diizeyde
epitelizasyon (ok), 6dem (ok basi) ve kisith alanda granulasyon dokusu (Gr).
Hybenx+Ekstrakt Giin 21. ileri diizeyde epitelizasyon (ok), ddem (ok bas1) ve kisitli

alanda granulasyon dokusu (Gr). x10-H&E

EKSTRAKT KONTROL

HYBENX

HYBENX+
EKSTRAKT

Sekil 12.

Kontrol Glin 7. Siddetli diizeyde yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (okbast). Kontrol
Gun 14. Siddetli diizeyde yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (okbas1). Kontrol Gun 21.
Orta diizeyde yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (okbasi) ve mature granulasyon dokusu
(o) Ekstrakt Guin 7. Orta diizeyde yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (okbas1). Ekstrakt

Gun 14. Orta duzeyde yangisal hicre infiltrasyonlar1 (okbasi) ve immature
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granulasyon dokusu (o) Ekstrakt Gun 21. Hafif dizeyde yangisal hicre
infiltrasyonlar1 (okbasi) ve mature granulasyon dokusu (o) Hybenx Gun 7. Siddetli
diizeyde yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (okbasi). Hybenx Gun 14. Siddetli diizeyde
yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (okbas1). Hybenx Giin 21. Orta diizeyde yangisal hlicre
infiltrasyonlar1 (okbasi) ve immature granulasyon dokusu (o) Hybenx+Ekstrakt Gun
7. Siddetli diizeyde yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (okbasi). Hybenx+Ekstrakt Gin
14. Orta dlizeyde yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (okbasi1). Hybenx+Ekstrakt Guin 21.
Hafif diizeyde yangisal hiicre infiltrasyonlar1 (okbasi) ve mature granulasyon dokusu
(o). x40-H&E

4.3 immunohistokimyasal Bulgular

Doku orneklerinde immunohistokimyasal incelemelerde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edildi (Tablo 7, Tablo 8, Tablo 9, p <0.05).

Tablo 8. Gruplar aras1 7. glin BEK ve COX2 aktivitelerinin karsilastirilmasi

Gruplar BEK COX2
Gln 7

Kontrol 0.00+0.00% 0.71+0.48%
Ekstrakt 2.85+0.37° 2.71+0.75°
Hybenx 1.16+0.40° 1.14+0.372
Hybenx+Ekstrakt | 2.00+0.57¢ 0.00+0.00°

abed Gruplar arasi farklihigr gostermektedir (p<0.05). Giin 7
Giin 7°de Kontrol grubunda Bek immunreaktivitesi goriilmezken ayn1 grupta
Cox2 aktivitesi hafif diizeydeydi. Ekstrakt grubunda hem Bek hem de Cox2 aktivitesi

siddetli diuizeydeyken, Hybenx grubunda ise Bek ve Cox2 immunreaktivitesine hafif
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dizeyde rastlandi. Hybenx+Ekstrakt grubunda Bek immunreaktivitesi orta siddette

iken ayn1 grupta Cox2 yonunden immunnegatiflik gozlemlendi (Sekil 3-4).

Tablo 9. Gruplar aras1 14. giin BEK ve COX2 aktivitelerinin karsilastirilmasi

Gruplar BEK COX2
Gin 14

Kontrol 1.16+0.40° 1.83+0.40°
Ekstrakt 0.16+0.40° 2.00+0.572
Hybenx 2.16+0.40° 2.85+0.37°
Hybenx+Ekstrakt | 0.00+0.00° 0.71+0.48°

abed Gruplar arasi farklihigi gostermektedir (p<0.05). Giin 14

Giin 14’te Bek immunreaktivitesi hafif siddetteyken, Cox2 yoniinden orta
siddetteydi. Ekstrakt grubunda Bek immunreaktivitesi gozlemlenmezken, Cox2 ise
orta siddetteydi. Hybenx grubunda hem Bek hem de Cox2 immunreaktivitesi
gorulurken, Bek orta Cox2 ise siddetli olarak goruldi. Hybenx+Ekstrakt grubunda Bek
immunreaktivitesi gorilmezken, Cox2 immunreaktivitesi hafif siddetteydi.

Tablo 10. Gruplar aras1 21. giin BEK ve COX2 aktivitelerinin karsilastirilmasi

Gruplar BEK COX2

Sin 21

Kontrol 0.83.£0.402 2.85+0.372
Ekstrakt 1.85+0.37° 2.71+0.75%
Hybenx 2.71+0.75° 1.85+0.37°
Hybenx+Ekstrakt | 0.00+0.00° 0.33+0.51°

abcd Gruplar arasi farkhligi gostermektedir (p<0.05). Giin 21
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Glin 21°’de Bek immunreaktivitesi Kontrol grubunda hafifken, ayni1 grupta
Cox2 immunreaktivitesi siddetli diizeydeydi. Ekstrakt grubunda orta siddette Bek
immunreaktivitesi goriiliirken, Cox2 ise siddetliydi. Hybenx grubunda BEK siddetli,
Cox2 immunreaktivitesi ise orta siddette goriildii. Hybenx+Ekstrakt grubunda hem

Bek hem de Cox2 immunreaktivitesi g6zlemlenmemistir.

EKSTRAKT KONTROL

HYBENX

HYBENX+
EKSTRAKT

Sekil 13.

Kontrol Giin 7. immunnegatiflik Kontrol Gin 14. Hafif diizeyde Bek ekspresyonu
(okbas1). Kontrol Guin 21. Hafif diizeyde Bek ekspresyonu (okbasi). Ekstrakt Giin
7. Siddetli diizeyde Bek ekspresyonu (okbasi). Ekstrakt Gun 14. Immunnegatiflik
Ekstrakt Gun 21. Orta diizeyde Bek ekspresyonu (okbasi). Hybenx Gin 7. Hafif
diizeyde Bek ekspresyonu (okbasi). Hybenx Guin 14. Orta diizeyde Bek ekspresyonu

(okbasi). Hybenx GuUn 21. Siddetli duzeyde Bek ekspresyonu (okbasi).
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Hybenx+Ekstrakt Gun 7. Orta dizeyde Bek ekspresyonu (okbasi).
Hybenx+Ekstrakt Gun 14. Immunnegatiflik. Hybenx+Ekstrakt Gun 21.

Immunnegatiflik. x40-1HC

KONTROL

EKSTRAKT

COX2

HYBENX

HYBENX+
EKSTRAKT

Sekil 14.

Kontrol Giin 7. Hafif diizeyde Cox2 ekspresyonu (okbast). Kontrol Gun 14. Orta
dizeyde Cox2 ekspresyonu (okbasi). Kontrol Gun 21. Siddetli diizeyde Cox2
ekspresyonu (okbas1). Ekstrakt Giin 7. Siddetli diizeyde Cox2 ekspresyonu (okbast).
Ekstrakt Gun 14. Orta diizeyde Cox2 ekspresyonu (okbasi). Ekstrakt Gun 21.
Siddetli diizeyde Cox2 ekspresyonu (okbasi). Hybenx Gun 7. Hafif dizeyde Cox2
ekspresyonu (okbasi). Hybenx Gun 14. Siddetli dizeyde Cox2 ekspresyonu (okbast).
Hybenx Gin 21. Orta diizeyde Cox2 ekspresyonu (okbasi). Hybenx+Ekstrakt Gin

7. Immunnegatiflik. Hybenx+Ekstrakt Giin 14. Hafif diizeyde Cox2 ekspresyonu
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(okbast). Hybenx+Ekstrakt Gun 21. Hafif diizeyde Cox2 ekspresyonu (okbasi). x40-

IHC

4.4 Biyokimyasal Parametreler

Olusan yaranin iyilesme evresi yaklasik 4. giiniinde baslayip 22-28. glinde
tamamlanmaktadir.

Yapilan ¢alismada alman kardiyak kanlardan serum o6rnekleri elde edildi.
Calisilan orneklerde 1L-1, TNF-a sitokinleri ile VEGF anjiyogenez belirteclerine
bakildi. Ayrica yara iyilesmesinde gérev alan kollajenin 6n maddesi hidroksiprolin
calisilarak yara iyilesmesi degerlendirilmistir.

Yaralanmadan sonraki iyilesmenin ikinci evresi, yaklasik 4. glinde baslamakta
ve 12 giine kadar siirmekte. Bu donemde hasarlanan ve yitirilen dokularin yeniden
yapilmakta ve doku devamliligi saglanmaktadir. Bu donemde yara alanina
fibroblastlar ve endotel hiicreleri go¢ etmekte. sonra, gegici hiicre dis1 destek dokusu
olusmaya baglar. Derinin kalici elamanlar1 fibroblastlar tarafindan Uretilmeye
baslanmaktadir. Fibroblastlar yara iyilesmesinde g6rev alan en 6nemli mezankimal
hiicrelerdir. Hem “iiretim” hem de “mekanik™ gorevleri vardir. Fibroblastlar kollagen
liflerini Uretirler. Kollagen de yaranin kontraksiyonunu ve gerilme kuvvetini olusturur.
Doku hasar1 ¢ok biiyiikk doku kaybi ile beraberse rejenerasyon yara kenarlarindan
baglar. Epitel granilasyon dokusunun Gzerinden ilerler. Migrasyon epitellerin
karsilikl1 bir araya gelmesine kadar devam eder. Daha sonraki asama kontraksiyondur.
Yara kontraksiyonu ile yara biiyiikligii azalir. Bu olay ¢ogunlukla miyofibroblastlarca
gerceklesir. Graniilasyon dokusu olusup epitelizasyon tamamlanmca proliferasyon

asamasi sona erer.
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Endotel hiicreleri bu evrenin diger dnemli pargasi olan anjiogenezde gorev alirlar.
Endotel hicreleri yaraya yakin saglam venullerden go¢ ederler. Bu migrasyon,
replikasyon ve replicas yeni kapiller tibul formasyonu TNF alfa, TGF- beta ve VEGF
gibi sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin etkisi altindadir. VEGF 6zellikle makrofaj

kaynaklidir ve reseptorleri endotel hiicrelerinde bulunur.

4.3.1 IL-1 Miktarinin Degerlendirilmesi

Absorbans (nm)
o
D
1

0.0 I I I 1
0 50 100 150 200

C (IL-1)(pg/mL)

Sekil 15. IL-1 standart egri (y=0.0041x+0.008)(R?=0,9961)

Yapilan ¢alisma kitin prosediiriine uygun olarak calisildi. Calismada
standart grafik hazirlandi. Grafikten hesaplanan standart sonucunda
y=0.0041x+0.008 denklemi elde edildi. Elde edilen denklemden bilinmeyen
numunelerin derisimleri hesapland1 ve asagidaki grafik elde edilen verilere

uygun olarak cizildi.
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Sekil 16. Tedavi uygulanan ratlarin IL-1 miktarlarinin giine gore degisimi
Yapilan ¢caligmada en iyi sitokin firtinasinin uygulanan ekstrakta oldugu gozlendi. 14
ve 21. Ginlerde ise distisii gozlendi. HybenX ve Ekstrakt karisimiyla uygulanan
tedavide ise sitokin firtinasiin 7. Gunlinde olusan yiksek IL-1’in 14 ve 21. Glniunde
hizla anlamh olarak distiigiinii soyleyebiliriz. Kontrol grubunda ise sitokin

miktarinda degisme olmamis ve en az seviyede oldugu gézlenmistir.

4.3.2 VEGF Miktarinin Degerlendirilmesi

Absorbans (nm)

0.0 I I I 1
0 500 1000 1500 2000

C (VEGF)(ng/mL)

Sekil 17. VEGF standart egri (y=0.0005x-0.0368)(R?=0,9998)
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Yapilan ¢alisma kitin prosediiriine uygun olarak calisildi. Calismada
standart grafik hazirlandi. Grafikten hesaplanan standart sonucunda
y=0.0005x-0.0368 denklemi elde edildi. Elde edilen denklemden bilinmeyen
numunelerin derisimleri hesaplandi ve asagidaki grafik elde edilen verilere

uygun olarak ¢izildi.

500
B FEkstrakt
400 - = HybenX+Ekstrakt
- » B3 HybenX
= 300+ p— —
£ =3 Kontrol
LL
8 200
>
100
0- T T T
7 14 21
Gun

Sekil 18. Tedavi uygulanan ratlarin VEGF miktarlarinin gline gore degisimi

VEGF (Vaskiler Endotelyal Biylime Faktor(), vaskillogenezi ve anjiyogenezi
uyaran hcreler tarafindan Uretilen bir sinyal proteinidir. Yapilan c¢alismada
bakildiginda 7,14 ve 21. En ¢ok anjiyogenezin Ekstrakta arttigi en az da kontrol

olustugu gozlemlenmistir. Ekstraktin artig1 hizi da digerlerinde fazladir.
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4.3.3 TNF-a Miktarinin Degerlendirilmesi

0.8
'€ 0.61 o
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2
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< 0.2

°
0.0 | | 1 |
0 200 400 600 800

TNF-a (ng/mL)

Sekil 19. TNF-a standart egri (y=0.0009x-0.0127)(R?=0,9871)

Yapilan ¢alisma kitin prosediiriine uygun olarak c¢aligildi. Calismada
standart grafik hazirlandi. Grafikten hesaplanan standart sonucunda
y=0.0009x-0.0127 denklemi elde edildi. Elde edilen denklemden bilinmeyen

numunelerin derisimleri hesapland1 ve asagidaki grafik elde edilen verilere

uygun olarak ¢izildi.
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Sekil 20. Tedavi uygulanan ratlarin TNF-o miktarlarinin giine gore degisimi
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Yapilan c¢alismada en iyi sitokin firtinasmin uygulanan HybenX oldugu
gbzlendi. 7. 14 ve 21. Glinlerde nerdeyse ayni oldugu goézlemlendi. HybenX ve
Ekstrakt karigimiyla uygulanan tedavide ise sitokin firtinasinda azalma gozlenirken
kendi icinde 7.14 ve 21. Glnlerde ayni seviyede oldugu gozlemlendi. Sitokin
firtmasmin ise en disiik Ekstrakta oldugu godzlemlendi. Ekstrakta 7.14. ve 21.
Giinlerde kendi igerisinde yine ayini seviyede oldugu goriildii. Kontrol grubunda da
TNF-a’nin kendi igerisinde ayni seviyede oldugu g0zlenirken ekstrakttan biraz daha

fazla oldugu goriilmektedir.

4.3.4 Hidroksiprolin Miktariin Degerlendirilmesi
Arjinin, bag doku proteini olan kollajenin ana maddesi hidroksiprolin ve keratin gibi
proteinlerin olusumunda yer alan bir proteindir (Ellinger, 2014). Bu proteinler yara

lyilesmesinde gorev almaktadir.

o o
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1 1

Absorbans (nm)
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1

o
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o
()]

Sekil 21. Hidroksiprolin  standart egri (y= 0,0623x +

0,0119)(R2=0,9939)
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Yapilan ¢alisma kitin prosediiriine uygun olarak ¢alisildi. Calismada
standart grafik hazirlandi. Grafikten hesaplanan standart sonucunda y=
0,0623x + 0,0119 denklemi elde edildi. Elde edilen denklemden bilinmeyen
numunelerin derisimleri hesaplandi ve asagidaki grafik elde edilen verilere

uygun olarak ¢izildi.
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Sekil 22. Tedavi uygulanan ratlarin Hidroksiprolin miktarlarinmn degisimi

Hidroksiprolin seviyesi en fazla 7. Giinde ekstrakt uygulanan siganda
gozlemlenirken 14. Ve 21. Giinde anlamli olarak diismiistiir. Ayrica yapilan
calismada diger tedavilerle kontrol grubu kiyaslandiginda degerler arasinda

anlamli olarak bir fark gdzlemlenmemistir.
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4.5 Yara Yuzey Alam1 Bulgulan

8-
B Ekstrakt
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£ 44 =3 Kontrol
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0 7 14 21
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Sekil 23. Tedavi uygulanan ratlarin yara yiizey alanlarinin giine gére degisimi
Yapilan ¢alismada siganlarin sirt bélgesinde 6 mm punch biyopsi uygulandi.
Dort farkli grupta agilan punch biyopsi de ¢alismanin 21 giiniinde ekstrakt uygulanan
sicanlarda ve hybenx+Ekstrak uygulanan siganlarda yara izinin kalmadigi gézlenirken

kontrol de 2 mm yaranin kaldig1 gézlemlenmistir.
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5. TARTISMA

Yara iyilesmesi, hemostaz / inflamasyon fazi, proliferasyon fazi ve yeniden
sekillenme faz1 olmak izere ¢ok yonli karmasik bir stirectir. Deride bir yaralanmadan
sonra, maruz kalan alt endotel, kollajen ve doku faktéri trombosit agregasyonunu
aktive eder, bu da degraniilasyona ve pihtiy1 olusturmak i¢in kemotaktik faktorlerin
(kemokinler) ve biiylime faktorlerinin (GF'ler) salinmasma neden olur. Yaralanma
bolgesinde ortaya ¢ikan ilk hiicreler olan notrofiller, yara iyilesmesi i¢in iyi bir ortam
saglayarak kalintilar1 ve bakterileri temizler. Beraberinde makrofajlar artar ve
bakterilerin fagositozunu kolaylastirir. Hemostaz ve inflamatuar fazin tamamlanmasi
genellikle 72 saat siirer. Son olarak fibroblastlarin yara bdlgesinde olusturduklari
kollajen ile yeni doku olusur ve iyilesme tamamlanir. Karmasik bir biyokimyasal ve
hiicresel olaylar biitiinii olan yara iyilesmesinin hizlandirilmasinda pek ¢ok bitkisel
kaynakli Griinin bu fazlar Gizerine etkilerinden yararlanilmigir.

Calismamizda olusturulan deneysel modelde de Satureja Cuneifolia
antioksidan, antiinflamatuvar ve antimikrobiyal 6zellikleri ile yara tedavisinde etkili
bulunmustur. Histopatolojik degerlendirmede Satureja Cuneifolia etanolik ekstresinin
yara bolgesine lokal olarak uygulanmasi ile yara iyilesmesinde epidermis olusumu,
granilasyon dokusu, hemoraji ve 6demde kontrol grubuna gore 7, 14 ve 21. glnlerde
belirgin iyilesme saptanmustir.

Satureja khuzistanica ve Satureja rechingeri ekstrelerinin ¢alismamiza benzer
deneysel c¢alismalarda yara iyilesmesinde epitelizasyonu artirdign gosterilmistir
(15,129). Calismamizda da Satureja Cuneifolia ekstresinin uygulandigi gruplarda 14
ve 21. gunlerde belirgin olmak Uzere epitelizasyon derecesinin kontrol grubundan

yuksek oldugu tespit edilmistir.
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Grantilasyon dokusu olusumu yara yerine go¢ eden yangisal hiicreler ve yeni
damar olusumu ile meydana gelmekte ve yara iyilesmesi siirecinde 7. giinde en iist
diizeye ulagmaktadir. Bu asamadan sonra graniilasyon dokusunun giderek kii¢iilmesi
ile yara iyilesmesi tamamlanmaktadir. Sahraei H ve ark olusturduklar1 deneysel yara
modelinde Satureja khuzistanica ve Satureja rechingeri ekstraktlarinin yara
iyilesmesinin 7 ve 14.gunlerinde graniilasyon dokusunun azalmasina katkida
bulunduklarmi gostermislerdir (129). Calismamizda da sadece Satureja Cuneifolia
ekstrakti uygulanan grupta kontrol grubuna gore graniilasyon dokusunda 7. giinden
sonra anlamli oranda kii¢tilme izlenmis olup bu durumun Satureja Cuneifolia ekstrakti
ile Hybenx uygulanan grupta sadece Hybenx uygulanan gruba gore daha belirgin
oldugu goriilmiistiir.

Yara iyilesmesinde serbest oksijen radikallerinin inflamatuar fazin uzamasina
yol acarak sureci olumsuz etkiledigi, yangisal hiicre gocini ve ddemi artirdigi
bilinmektedir. Bu nedenle antioksidan Ozellikli esansiyel yag asitleri ve
biyoflavonoidler barindiran bitkisel ekstraktlarin inflamatuvar fazin uzamasini
engelleyip proliferasyon fazinda kollajen olusumunu artirarak yara iyilesmesini
kolaylastirdig1 bildirilmistir (130-132). Calismamizda iyilesme slresince yara yerinde
yangisal hiicre infiltrasyonu belirgin sekilde farklililk g0Ostermekteydi. Yara
degerlendirmesinin sirasiyla 7, 14 ve 21. giinlerinde yangisal hiicre infiltrasyonu
kontrol ve Hybenx gruplarinda siddetliden hafife ilerlerken, sadece ekstrakt ve Hybenx
ile ekstrakt karisim1 uygulanan gruplarda zamanla orta diizeyden hafif dizeye ilerleyen
yangisal hlcre infiltrasyonu izlenmistir. Bu bulgular Satureja Cuneifolia igeren
ekstraktin bulundugu gruplarda daha stabil bir inflamasyon sireci olustugunu

gostermektedir.
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Literatirde Satureja Cuneifolia’nin  bulundurdugu esansiyel yaglardan
oOzellikle timol ve karvakroliin antiinflamatuvar 6zelliklerinin yara iyilesmesinde etkili
oldugu gosterilmistir (133). Calismamizda elde edilen yangisal hiicre infiltrasyonu
uzerinde de bu antiinflamatuvar etkinin sorumlu oldugu disiiniilmektedir.

BEK reseptorleri (FGF reseptér 2) sicanlarda bulunan FGF baglanma
reseptorleri olarak tanimlanmistir (134). Kemotaktik, mitojenik ve anjiogenik etkileri
ile FGF yara iyilesmesinde 6nemli rol almaktadir (135). Calismamizda kontrol
grubunda 7. giinde BEK negatifligi izlenirken 14. ve 21. glnlerde hafif BEK pozitifligi
saptanmus; Satureja Cuneifolia ekstrat1 uygulanan gruplarda ise 7. giinden itibaren
anlamli derecede daha fazla BEK ekspresyonu izlenmistir (Sekil 13, Tablo7-9). Bu
sonuclara benzer sekilde Omarizadeh ve arkadaslarinin olusturduklar1 akut yara
iyilesmesi modelinde Satureja sahendica igeren ekstraktin uygulanmasinin FGF-2 ve
kollajen biyosentezini artirarak yara iyilestirmesini hizlandirdig1 gosterilmistir (136)

Prostaglandin sentezinde rol alan siklooksijenaz enziminin mitojen-
indiklenebilir formu olan COX-2; yaralanma / hasar, inflamasyon ve proliferasyon
slireclerinde gorev almaktadir (137). Yara olustuktan sonra lezyon bélgesinde bulunan
COX-2’nin fibroblastlarin migrasyon, proliferasyon ve farklilagsmasini engelleyerek
yeni bir graniilasyon dokusunun olusmasini geciktirdigi bilinmektedir (138). Ayrica
COX-2 inhibisyonunun yara iyilesmesini hizlandirdigini gosteren c¢aligmalar
bulunmaktadir (139, 140).

Caligmamizda immunhistokimyasal olarak COX-2 aktivitesinin 7. glinden
itibaren 21. giine dek kontrol grubunda progresif olarak artmasina karsin, ekstrakt
grubunda yiiksek-stabil kaldigi, ekstrakt ile Hybenx’in birlikte uygulandigi grupta ise

anlaml1 olarak baslangigtan itibaren diisiik seyrettigi gézlenmistir (Tablo 7-9). Bu
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durum literatir ile uyumlu olarak yara iyilesmesi Uzerinde ekstraktin COX-2
inhibisyonu ile olumlu etki sergiledigini gostermekte olup bu etkinin doza bagimli
olabilecegi diisiniilmiistiir.

Proinflamatuvar sitokinlerden olan IL-1 baslica makrofaj/monositlerden
salgilanmakta ve inflamasyonun ilk fazinda yangisal hiicre infiltrasyonunu artirip,
blyume faktorlerinin Gretimini azaltarak yara iyilesmesinde diizenleyici rol almaktadir
(136, 141). Deney hayvanlar1 tzerinde olusturulan pek ¢ok yara iyilesmesi modelinde
IL-1 diizeylerinin yara iyilesmesinin erken doneminde arttig1 sonrasinda ise azalarak
stabil kaldig1 goriilmiistiir (135,141,142). Calismamizda da literatiirle uyumlu olarak
IL-1 diizeyinin ve dolayisiyla yara iyilesmesinin erken evrelerinde olusan sitokin
firtmasmin kontrol grubunda belirgin degisime ugramamasina karsin ekstrakt
uygulanan gruplarda 7. glinde fazla olup 14 ve 21. giinlerde ise diistiigli izlenmistir

(Sekil 16).

VEGF, yara iyilesmesinin proliferasyon fazinda anjiogenezi uyaran hiicreler
tarafindan salian bir sinyal molekiludur. Travma ya da yara olusumu sonrasi salinan
VEGF, FGF-2 ile birlikte re-epitelizasyon, anjiogenez, graniilasyon dokusu olusumu
ve kollajen liflerinin depolanmasini artirarak proliferasyon fazini hizlandirmaktadir
(143). Bu ¢alismada VEGF diizeylerinin en ¢ok ekstrakt uygulanan gruplarda arttig1
ve artis hizinin da ekstarkt grubunda belirgin olarak yiliksek oldugu gosterilmistir
(Sekil 18).

Bitkisel tiriinlerin yara iyilesmesinde roliinii inceleyen ¢aligmalarda Satureja
Cuneifolia’nin da birlesiminde bulunan timol ve karvakrolin VEGF ve FGF-2
salinimini artirarak yeniden damar olusumunu, fibroblast metabolizmasini uyararak

tip 3 kollajenin tip 1 kollajen ile yer degistirmesini ve yara kontraksiyonunu sagladigi
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saptanmustir (144-146). Bu nedenle ¢alismamizda Satureja Cuneifolia’nin VEGF’ i
artirmadaki bu etkisinin i¢erdigi timol ve karvakrole bagl oldugu diisiiniilmiistiir.

Pek cok hlicre membraninda reseptéri bulunan ve inflamasyon surecinde
sekonder sitokinlerin dretimini uyaran 6nemli bir proinflamatuar sitokin olan TNF-a,
yara iyilesmesinin de 6nemli bir pargasidir. Bu nedenle bitkisel ilaglar igeren pek cok
yara Ortisunde TNF-a’y1 inhibe eden antioksidan ve antiinflamatuvar o6zellikli
bilesenler kullanilmaktadir (9, 147). Calismamizda da TNF-o diizeylerinin kontrol
grubunda ekstrakt grubundan fazla olmak kaydiyla kendi i¢inde stabil oldugu, en
diistik diizeylerin ise ekstrakt grubunda oldugu bulunmustur (Sekil 19, 20).

Hidroksiprolin, yara bolgesinde kollajen  biyosentezinin  en iyi
gostergelerindendir ve yara iyilesmesinin uyarildigi erken doku rekonstriiksiyonunda
belirgin oranda arttig1 bildirilmistir (148, 149). Bu c¢alismada istatistiksel olarak
anlamli olmasa da sayisal olarak hidroksiprolin diizeyinin en fazla 7. giinde ekstrakt
uygulanan grupta saptandigi, 14 ve 21. giinlerde ise diizeylerin yara iyilesme fazlarina
uygun sekilde distiigii izlenmistir (Sekil 21,22). Yara iyilesmesinde kollajen olusumu
ve yara kontraksiyonu ile iyilesmenin son evresinde kollajen diizeylerinin azaldigi
bilinmektedir. Calismamizda bu durumu yansitmak Uzere degerlendirilen
hidroksiprolin diizeylerinde anlamli fark saptanamamis olmasi, bu durumun doza
bagimli olarak gelistigini diistindiirmektedir.

Bu calismada deney hayvanlarinin sirt bolgesinde 6 mm biiyiikliikkte punch
biopsi ile yara olusturulmustur. Deney siiresince dort farkli grupta olusturulan yara
bolgelerinde ¢aligmanm 21. giiniinde ekstrakt uygulanan sicanlarda ve hybenx ile
ekstrakt karisimi uygulanan si¢canlarda yara izinin kalmadigi gozlenirken kontrol de 2

mm yaranin kaldig1 goézlemlenmistir (Sekil 23).
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Calismamizdan elde edilen histopatolojik, immdinhistokimyasal ve fiziksel
bulgular dogrultusunda Satureja Cuneifolia’nin yara iyilesmesinde belirgin olumlu
etkileri saptanmig olup, bu sonuclarin daha ileri klinik ¢alismalarla dogrulanmasi
durumunda yara iyilesmesinde Satureja Cuneifolia iceren bir Urln gelistirilmesi

Onerilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Satureja Cuneifolia etanolik ekstresi uygulanan gruplarda kontrol grubuna
nazaran epitelizasyon derecesi, kontrol grubuna nazaran 7, 14 ve 21. gunlerde
anlamli olarak daha yuksekti.

Calismamizda sadece Satureja Cuneifolia ekstresi uygulanan grupta kontrol
grubuna nazaran graniilasyon dokusunda 14 ve 21. giinlerde anlamli oranda
kigilme izlendi.

Yangisal hicre infiltrasyonu kontrol ve Hybenx gruplarinda sirasiyla 7, 14 ve
21. giinlerinde siddetliden hafife ilerlerken, sadece ekstrakt ve Hybenx ile
ekstrakt karigimi uygulanan gruplarda zamanla orta diizeyden hafif diizeye
ilerleyen yangisal hiicre infiltrasyonu izlenmistir.

Calismamizda kontrol grubunda 7. giinde BEK negatifligi izlenirken 14. ve 21.
gunlerde hafif BEK pozitifligi saptanmis; Satureja Cuneifolia ekstresi
uygulanan gruplarda ise 7. giinden itibaren anlamli derecede daha fazla BEK
ekspresyonu izlenmistir

Calismamizda COX-2 aktivitesinin 7.glinden itibaren 21. giine dek kontrol
grubunda progresif olarak artmasma karsin, ekstre grubunda yiiksek-stabil
kaldigi, ekstre ile Hybenx’in birlikte uygulandigi grupta ise anlamli olarak
baslangictan itibaren diisiik seyrettigi gézlenmistir.

Caligmamizda IL-1 duzeyinin kontrol grubunda belirgin degisime
ugramamasina karsin ekstre uygulanan gruplarda 7. glinde anlaml olarak fazla
olup 14 ve 21. giinlerde ise diistiigii izlenmistir.

Bu calismada VEGEF diizeylerinin en ¢ok ekstrakt uygulanan gruplarda artt1g1

ve artis hizinin da ekstre grubunda anlamli olarak yiiksek oldugu gosterilmistir.
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Calismamizda TNF-o diizeylerinin kontrol grubunda ekstre grubundan fazla
olmak kaydiyla kendi iginde stabil oldugu, anlamli olarak diisiik diizeylerin ise
ekstre grubunda oldugu bulunmustur.

Bu caligmada istatistiksel olarak anlamli olmasa da sayisal olarak
hidroksiprolin duzeyinin en fazla 7. gunde ekstrakt uygulanan grupta
saptandigi, 14 ve 21. gilinlerde ise diizeylerin yara iyilesme fazlarina uygun
sekilde diistiigli izlenmistir.

Histopatolojik degerlendirmede Satureja Cuneifolia etanolik ekstresinin yara
bolgesine lokal olarak uygulanmasi ile yara iyilesmesinde kontrol grubuna
nazaran epidermis olusumu, graniilasyon dokusu, hemoraji ve 6demde kontrol
grubuna gore 7, 14 ve 21. glnlerde belirgin iyilesme saptanmuistir.

Tez ¢alismamizda siganlarda 6 mm’lik punch biyopsi olusturulmus ve Satureja
Cuneifolia ekstraktr uygulanmustir. Satureja Cuneifolia ekstrakti uygulanan
grupta ve hybenX+ekstrakt igeren gruptaki yara iyilesmelerinin histopatoloji

ve biyokimyasal sonuglar g6z 6nline alinarak daha iyi oldugu gézlemlenmistir.

Sadece ekstrakt uygulanan ve hybenx ile Satureja Cuneifolia ekstrakt karigimi
uygulanan gruplarda kontrol grubuna nazaran yara yiizey alan1 7., 14 ve 21.

gunlerde anlamli bir sekilde diisiiktiir.

Calismada kontrol olarak bilinen ila¢ olan HybenX kullanilmis ve kullanilan
kontrole gore ekstarktimizin daha iyi sonug verdigi kanisina varilmustir.

Bu ¢alismani sonuglarina dayanarak Satureja Cuneifolia bilesenlerinin ileride
yara tedavisi amaglt bir iiriiniin ya da {riinlerin yapiminda kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.
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