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OZET

Ratlarda Olusturulan ikinci Derece Yanik Yaralar1 Uzerine Bitkisel ila¢ Olma
Potansiyeli Tasiyan Formiilasyonun Etkilerinin Biyokimyasal ve Molekiiler Seviyede
Belirlenmesi

Amac: Deride olugan doku hasarmin derinligine gore siniflandirilan yaniklarin,
iyilesme siireci de biiyiik problemdir. Bu siireg i¢in ilag maliyetleri géz 6niine alindiginda
geleneksel yontemlerle yapilan tedaviler siirekli ilgi gormiistiir. Bu ¢alismada, ratlarda
olusturulan ikinci derece yanik modelinde; Olea europaea ve Aloe vera yapraklari, Cocos
nucifera meyvesi ve Chamomilla recutita ¢i¢egi bitkilerinin etanol ekstratlar1 kullanilarak
hazirlanan sprey formiilasyonunun iyilestirici etkisinin biyokimyasal ve molekiiler
parametreler kullanarak arastirilmasi hedef edinilmistir. Boylece geleneksel yontemlere
dayanarak yanik yaralarmma karsi etkili alternatif tedavi sekilleri gelistirilmesi

planlanmistir.

Materyal ve Metot: Bu ¢alisma, ikinci derece yanik modeli olusturulan 4 farkli
gruptan olusan wister albino ratlar iizerinden yiiriitiildii. Bitki ekstratlari ile formiilasyon
olusturulup 21 giin boyunca yara lizerine uygulandi. Belirli giinlerde alinan kan
orneklerinde MDA, SOD seviyeleri biyokimyasal olarak incelendi. Ozellikle yara
iyilesmesinde oksidatif stres siiregleri diizenleyen Tnf-q, 11-6, Tgf1-4 ve Vegf genlerinin

mRNA ifadeleri, Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile analiz edildi.

Bulgular: AOCC sprey formiilasyonu, yanik yarasi olusturulan ratlarda, MDA
seviyesini diisiiriirken, SOD seviyesini arttirdi. Ayrica TAK degerinin artmasina destek
olurken, TOD degerinin diismesine yardimc1 oldu. Yara iyilesme siirecinde GS grubu ile
birlikte AOCC grublar1 birbirine paralel sekilde iyilesme etkisi gosterirken, Tnf-a, 11-6,
Tgfl-p ve Vegf genlerinin diizenlenmesinde ve aktivite olmalarinda 6nemli derecede

tyilestirici etkisini gosterdi.

Sonu¢: Bu bulgular, AOCC karisiminin yara ve yanik iyilesmesinde iyilestirici
Ozelliginin oldugu gorildii. Bu siirecte toksik etki gostermeden, giiglii antioksidan etkisi

ile birlikte enflamasyon onleyici 6zelliginin oldugu saptandi.

Anahtar Kelimeler: Aloe vera, alternatif tedavi, giimiis stilfadiazin, oksidatif

stres, yanik yarasi



ABSTRACT

Biochemical and Molecular Determination of the Effects of a Formulation with the

Potential to be a Herbal Medicine on Second Degree Burn Wounds in Rats

Aim: The healing process of burns graded according to their intensity is a big
problem and considering the drug costs, treatments with traditional methods have
attracted continuous attention. The aim of this study was to investigate the healing effect
of a spray formulation prepared using ethanol extracts of Olea europaea and Aloe vera
leaves, Cocos nucifera fruit and Chamomilla recutita flower using biochemical and
molecular parameters in a second degree burn model in rats. Thus, it is planned to develop
effective alternative treatment modalities against burn wounds based on traditional

methods.

Material and method: This study was carried out on wister albino rats consisting
of 4 different groups of second degree burn model. Formulation was created with plant
extracts and applied on the wound for 21 days. MDA, SOD levels in tissue samples were
analysed biochemically. The mRNA expressions of Tnf-a, 11-6, Tgfl-# and Vegf genes,
which regulate oxidative stress processes especially in wound healing, were analysed by

Real Time Polymerase Chain Reaction.

Results: AOCC spray formulation decreased the MDA level and increased the
SOD level in rats with burn wounds. While it supported the increase in TAK value, it
helped to decrease the TOD value. In the wound healing process, while the GS group and
AOCC groups showed a parallel healing effect, it showed a significant improvement

effect on the regulation and activity of Tnf-a, /1-6, Tgfl-5 and Vegf genes.

Conclusion: These findings showed that AOCC mixture had healing properties in
wound and burn healing. In this process, it was determined that it has anti-inflammatory

properties with its strong antioxidant effect without toxic effect.

Key Words: Aloe vera, alternative treatment, burn wound, oxidative stress, silver

sulfadiazine
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AOCC : Aloe vera, Olea europaea, Cocos nucifera, Chamomilla recutita
cDNA : Komplementer deoksiribontikleik asit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

H202 : Hidrojen peroksit

EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit

1.p. : Intraperitonal

11-6 : Interldkin-6

LDH . Laktat dehidrogenaz
MDA : Malondialdehit

NAD* : Nikotinamid adenin dintikleotit
NADPH : Nikotinamid adenin dintikleotit fosfat

NADH : Nikotinamid adenin dinukleotid hydrid

NBT : Nitro blue tetrazolium

NO - Nitrik oksit

nm : Nanometre

PCR : Polymerase chain reaction
RNA : Ribontikleik asit

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

SOD : Siiperoksit dismutaz

TAK : Total antioksidan kapasitesi
Tnf-a : Tumor necrosis factor

Tofl-p : Transforme edici biliylime faktor

TOD : Total oksidan kapasitesi

VD : Vazodilatasyon

Vegf : Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
VK . Vazokonstriiksiyon

WHO : Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS

Yanik yaralanmalar1 kiiresel bir halk sagligi sorunudur ve biiyliik ¢ogunlugu
gelismekte ya da gelismemis iilkelerde meydana gelmektedir (Wang ve ark., 2023).
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) raporuna gore ciddi yaralanmalar kategorisinde dérdiincii
sirada yer almakta ve bu yaralanmalar her y1l diinya niifusunun yaklasik %1’ini etkiledigi
diisiniilmektedir (Lachowski ve ark., 2023). Kendi igerisinde siniflandirildiginda alev
yaniklari ile haglanma, sicak su ve buhar en yaygin olanlaridir (Al-Mutairi ve ark., 2023).
Ayrica yaygin bir travma olmasiyla birlikte; cilt, damar ve kan bilesenleri iizerinde
hemodinamik degisimlere de neden olarak ¢oklu organ yetmezligine kadar ulasabilen
karmasik bir durumdur (Bayir ve ark., 2019). Yanik yaralanmalarinda yiizeyel yaniklar
hastaneye yatis ve tibbi tedavi gerektirmezken daha ciddi vakalar i¢in her zaman cerrahi
miidahale gerekir (Csenkey ve ark., 2022). Birinci basamak saglik hizmetlerinde hastalar
ayrintili olarak degerlendirilip, vakanin 6nem derecesine gore uygun tedavi diizenlenerek
ileri merkezlere yonlendirilmelidir. Ayrica anotomik olarak énemli olup, 6zellikli bolge
yaniklar1 olarak nitelendirilen; goz, kulak, yliz, el, ayak ve genital bdlge yaniklar
deneyimli bir yanik/iinite merkezlerinde tedavi edilmesi gerekmektedir (Ozkaya ve ark.,
2014).

Yanik yaralanmalari karmasik bir durumdur ve en Onemli etkenler yanigin
derinligi, bulundugu bolgenin anatomik konumu, enfeksiyon olusmasi gibi nedenlerdir.
Bu nedenlerden dolay1 yanik tedavileri i¢in ¢ok gesitli yaklasimlar 6nerilsede modern
tedaviler ile iyilesmesi hala zor bir siiregtir (Oryan ve ark., 2017). Ciddi vakalarin tedavisi
uzun hastane siireclerini de beraberinde getirir (Bayir ve ark., 2019). Sonug¢ olarak
iyilesme siireci, gelismekte olan iilkeler de biiyiik problemdir ve alternatif olarak derin

olmayan yanik vakalarinda geleneksel bitkiler ile tedaviler yapilmaktadir. Gliniimiizde



ilaglarin maliyeti, alerji ve ila¢ direnglerinin olusmasi agisindan biiylik problemler
yasandig1 goz Oniine alindiginda geleneksel yontemlerde kullanilan ve yara iyilestirici
etkisi bulunan sifali bitkilerin daha uygun fiyath, etkili ve giivenilir oldugu kanitlanmistir
(Molla ve ark., 2021).

Calismamizda geleneksel sifali bitkilerden; Aloe vera ve Olea europaea yapragi
ile Cocos nucifera meyvesi ve Chamomilla recutita ¢igegi kullanilmistir. Bu bitkilerin
bilinen en onemli o6zelliklerine bakildiginda; Aloe vera’nin, anjiyogenezin yeniden
baslatilmasinni, kan akiginin hizlandirilmasini, fibroblast proliferasyonun uyarilmasini
artirirken ayrica anti-enflamasyon ve antimikrobiyal aktiviteleri de hizlandirdig:
bildirilmistir (Farzadinia ve ark., 2016). Olea europaea ise igerdigi fenolik bilesikler
sayesinde antiviral, antioksidan, anti-enflamatuar, antifungal etkilere sahiptir (Toulabi ve
ark., 2022). Cocos nucifera nin da yine antiviral ve antimikrobiyal 6zelliklerine ilaveten
iceriginde fazlaca tokoforolleri bulundurdugu tespit edilmistir (Amit ve ark., 2023). Son
olarak Chamomilla recutita’ nin enfeksiyonlar, noropsikiyatrik problemler gibi pek ¢ok
hastaligin patogenezinde yer alan makrofajlar i¢in 6neme sahip oldugu rapor edilmistir
(De Cicco ve ark., 2023).

Bu ¢aligsmada; ratlarda olusturulan ikinci derece yanik modelinde Aloe vera ve
Olea europaea yapragi, Cocos nucifera meyvesi ve Chamomilla recutita ¢igegi karigim
ekstratinin  (AOCC) sprey formiilasyonun yanik yarasi {iizerine iyilestirici etkisi
biyokimyasal ve molekiiler parametreler kullanilarak arastirildi. Bu amag i¢in cilt
rejenerasyonu, vezikiiler ve fibroblast aktivitesi iizerindeki etkileri histopatolojik analiz
ile ve antioksidan ozellikleri degerlendirmek i¢in de Siiperoksit dismutaz (SOD) ve
Monoaldehit (MDA) seviyeleri belirlendi. Son olarak 6zellikle yara iyilesmesi tizerine

etkisi bilinen mekanizmalardan inflamasyonu, angiogenezis ve oksidatif stres siireglerini



diizenleyen Tnf-a, 11-6, Tgfl-# ve Vegf-a genlerinin mRNA ifadeleri, Ger¢ek Zamanli

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR) ile analiz edildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Deri
Viicudumuzun en dis katmani ve ilk koruma hatt1 olarak derinin, fizyolojik
siireclerde hayati rolii vardir. Kimyasallara, patojenlere ve darbelere karsi birincil
savunmada yer alir. Ayrica hidrasyon, D vitamini sentezinin baslatilmasi ve viicut 1sisinin
diizenlenmesi gibi pek ¢ok gorevleri de bulunmaktadir (Akhoondinasab ve ark., 2015).
2.2. Derinin Yapis1
Deri; epidermis, dermis ve hipodermis olarak ii¢ tabakaya ayrilir. Ayrica ek olarak
saclar, tirnaklar, yag bezleri ve ter bezleri de deriden koken alir (Badilli ve ark., 2021).
Epidermis derinin en dis tabakas1 olup dis ¢evre i¢in koruma gorevi goriir ve dort
farkli tabakadan olusur. Bunlar boynuzsu tabaka (Stratum corneum), graniiler tabaka
(stratum graniilozum), stratum spinosum ve bazal hiicre tabakasidir (stratum bazale)
(Merev, 2016).
1. Boynuzsu Tabaka (stratum corneum): Epidermisin en dis katmanidir ve
fiziksel bariyer gorevi goriir (Kaymaz, 2018).
2. Graniiler Tabaka (stratum granulozum): Startum spinosumun {stlindeki
yerdir.
3. Stratum Spinosum: Stratum basalenin hemen {istiinde bulunur. Desmosom
ve keratin yapilarinin yiiksek yogunlugu sebebiyle dikensi goriiniimii vardir.
4. Bazal Hiicre Tabakast (stratum bazale): Basal membran ile temas halindedir

ve dermisi epidermisten ayirir.



i /e . Stratum comeum
Eofdermis{ , . — L s 5 : Stratum granulosum

: 5 : 7 Stratum spinosum
Stratum basale

Arrector

Dermis — plli muscle

Sweat giand

Hypodermis |

Sekil 2.1. Deri ve derinin yapis1

Dermis, alttaki tabakadir ve kollajen ve elastin bulundurur. Fibroblast hiicreleri
ile hiicresel olmayan baska yapilarida bulunduran agsi bir yapidir. Dermis tabakasi iki
farkli tabakadan olusur. Bunlar papiler ve retikiiler dermis tabakalaridir. Ustteki tabaka
olan papiller dermis ile epidermisin en altinda bulunan stratum spinosum arasinda bazal
membran bulunmaktadir (Shrivastava ve ark., 2010).

Subkutis ise hipodermis tabakasi olup, dermisin hemen altindaki dokudur. Is1
bariyeri olarak gorev yapar ve darbelere kars1 direng olusturur (Kaymaz, 2018).

2.3. Yanik Nedir?

Yanik dokularin tolere edeceginden fazla miktarda 1siya maruz kalarak, protein
denatiirasyonu ve hiicre harabiyetine bagl olarak gelisen bir travmadir (Pakoglu., 1998).
Temelde olusan hasar; 1siya bagli doku oOliimii, enflamatuar mediatorlere baglh
gerceklesen hasar ve 1sinin etkisi ile tromboze ugrayan damarlarin yol actigi iskemik

hasardir (Severcan, 2016).



2.4. Yanik Insidans: ve Epidemiyolojisi

WHO verilerine gore yanik kazalari; trafik kazalari, ciddi yaralanmalar, kisiler
arasi siddet ve diisme kazalarindan sonra dordiincii sirada yer almaktadir (Lachowski ve
ark., 2023). WHO arastirmasina goére yaklasik 11 milyon insan yanik vakasi igin tedavi
almis olup bu vakalarin 300.000’i &liim ile sonuglanmistir (Coskun, 2023). Ulkemizde
ise yanik vakalar1 bdlgesel olarak arastirilmis olup 1996 yilinda Devlet Istatistik Enstitiisii
(DIE) tarafindan yapilan arastirmaya gore de yilda 70.000 kisi yanik i¢in tedavi almis
olup 200 kisi ise yanik nedeniyle hayatin1 kaybetmistir (Coskun, 2023).

Yanik insidansin1 pek c¢ok faktor etkilemektedir. Yanik vakalarimin biiyiik
cogunlugu gelismemis ya da gelismekte olan iilkelerde meydana gelir. Genellikle diisiik
sosyo-ekonomik durum, kétii yasam kosullari, okuma yazma diizeyi, asirt kalabalik ortam
ve zemin seviyesinde yemek pisirmek gibi etkenler risk faktorleri ile iliskilendirilebilir.
Yaniklar neredeyse tamamen Onlenebilir bir durumdur. Yaniklarin 6nlenmesi, etyolojik,
cografi ve sosyo-ekonomik faktorler gibi durumlar dikkate alinarak giivenilir bilgilere
dayanmalidir. Onlem ile birlikte yanik tedavisindeki gelismeler, morbidite ve dolayistyla
tedavi maliyetlerini 6nemli 6lglide azaltacaktir (Lachowski ve ark., 2023).

2.5. Yanik Yara Simiflandirilmasi

Yanik yaralar1 dis etkenlerin yani sira radyasyon, elektrik akimi, kimyasal, sicak
ya da soguk kaynaklara direk temas nedeniyle olusabilir ve derinin en dis katmanindan
baglayarak en derin katmana kadar cilt bariyerini yok edebilir (Souza ve ark., 2023). Bu
durum cilt direncinin azalmasi ile birlikte, cildin ¢evresel etmenlere karsi koruyucu
bariyer 6zelliginin bozulmasi ve bagisiklik sistemini olumsuz etkilemesi gibi olaylara da
sebep olabilirler (Naseri ve ark., 2021).

Yanik yaralanmalarinin 6nemi ve tedavi zorlugu yanik derecesi ve yogunlugu ile

yakindan ilgilidir (Lachowski ve ark., 2023).



Yaniklar derecelerine gore dort farkli sinifa ayrilirlar:

Birinci derece yaniklar: Sadece epidermis tabakasi etkilenir. Kirmizi renklidir,
basmakla solar ve dokunuldugunda agrilirdir. Yaralanmadan sonraki 3-4 giin icerisinde
skarsiz iyilesir (Akkaya ve ark., 2014). Basit giines yaralanmalar1 buna 6rnektir (Naseri
ve ark., 2021).

Ikinci derece yaniklar: Epidermis tabakasinin tamami ve dermis tabakasinin bir
kismi zarar gormiistiir ve klinik olarak 6dem ve siddetli agri ile karakterizedir. En
karakteristik goriintiisii i¢i sivi dolu biillerin olusmasidir (Sekil 3.3). Ikinci derece
yaniklar yanik yaralari igerisinde en ¢cok meydana gelen grupdur. (Whitney ve ark., 2003).

Ugiincii derece yamiklar: Derinin tiim katmanlarini etkileyen tam yaniklardir.
Kuru goriiniimlii ve deride fonksiyon kaybi oldugu i¢in mineral bozukluklar1 vardir.
Cerrahi tedavi olmazsa ileri derecede enfeksiyon, sepsis, mortalite riski artar. Bu tiir
yaniklarda epitelizasyon higbir zaman ger¢eklesmez (Akkaya ve ark., 2014).

Dordiincii derece yaniklar: Genellikle 6liimciildiir. Deri ve kas doku yanmistir.
Bu tip yaniklar genellikle siyah, komiir renklidir (Wang ve ark., 2023).

2.6. Yanik Fizyopatolojisi

Yanik vakalarinda dokulardaki degisiklik; yanigin derinligine, 1s1 etki siiresine,
siddetine ve bdlgenin anatomik yapisina baglidir. Istya maruz kalan alandaki dokularin
su miktari, bolgenin dogal yag sekresyonlari, pigmentlerin yayilim1 ve keratin varligi gibi
etkenler 1sinin dokulara iletilmesinde ¢ok onemli faktorlerdir. Yaniklarda en onemli
fizyolojik degisim damarsal yapilarin canliligini yitirmesi ve yanik bolgesindeki kapiller
gecirgenligin artmig olmasidir. Olusan kapiller gecirgenligin artmasi kaynakli 6dem
gelismeye baglar. Bu 6dem hem yanik dokusunda hemde yanik olmayan dokularda da
goriliir. Bundan dolay1 yanik vakalarinda goriilen etkiler hem lokal hem de sistemik

etkilerdir (Bakir, 1999).



2.6.1. Yamkta Lokal Fizyopatolojisi

Jackson, 1947 yilinda yanik bolgelerinin 3 farkli alandan olustugunu sdylemistir.
Bunlar koagiilasyon zonu, staz zonu ve hiperemi zonudur. Koagiilasyon zonu, geri
doniissiiz deri hasarinin oldugu bolgedir. Staz zonunda doku perfiizyonu azalmistir ve
hasar olmasina ragmen doku canliligin1 kaybetmemistir. Bu alanda dokular iyilesebilir
veya koagiilasyon zonu olarakta kalabilir. Enfeksiyon ve 6dem, dokularin koagiilasyon
zonuna gegmesini destekleyebilir. Hiperemi alaninda ise doku canlidir ve hiicrenin en az
zarar aldig1 yerdir. Bu nedenle bu bdlgede kendiliginden iyilesme de goriilebilir (Ozkal,

2018).
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Hiperemi zonu
Epidermis ——
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Sekil 2.2. Yanik bolgesinin siniflandirilmasi



2.6.2. Yanikta Sistemik Fizyopatoloji

Yanikta hayati tehdit eden en 6nemli neden sok kaynaklidir. Viicut yilizeyinin %
20’ sinden fazlasinda yanik olustugunda sistemik olarak intersitisyel alanlarda sivi
birikimi gozlenir ve bunun sonucunda da hipovolemik sok gelisebilir. Yanik sonrasi
plazmadaki kayip sonrasi belli diizeyde hemokonsantrasyon goriiliir. Bu durum
intravaskiiler agliitinasyona neden olabilir ve plazma kayiplar1 ile beraber eritrosit
miktarida diiser. Bu azalma kademeli bir sekilde gerceklesir. Yaniktan sonra hayatini
kaybedenlerde beyin ve meningslerde hiperemi, akcigerlerde 6dem ve ser6z bosluklarda
stvi toplanmasi gibi dolagimsal olaylar goriilmiistiir. Bunun sonucu olarak dolasim
sokuna ait semptomlar gelisir. Ayrica kapillerden kaybedilen sivinin miktari, yanigin
derecelerine gore degisir (Bakir, 1999). Dokularda olusan hasarin etkisi, temelde
dokunun yanmiga kars1 verdigi akut inflamatuvar yanitdir. Verilecek olan yanit, termal
etkinin 6zelligine ve dokunun cevabina gore degisir. En erken meydana gelen hiicresel ve
molekiiler diizeydeki enflamatuvar yanitin vazodilatasyon (VD) oldugu diistiniilmektedir.
Bazen vazodilatasyon doneminden 6nce Tromboksan A2, Lokotrien C4, D4, E4 gibi
mediatdrlerin neden oldugu vazokonstriiksiyon (VK) donemi oldugu diisiiniilmektedir.
VD déneminden NO, PGI2, PGE2 ve PGD2 gibi damar yapisindaki diiz kaslar tizerinde
gevseme etkisi olan yapilar sorumludur ve bu durum sonucunda kan akisinin hizlanarak
hiperemi olusmasina zemin hazirlamaktadir. VD ile damar gegirgenligindeki artis
intersitisyel alana eksiida gecisine neden olur. Sonug olarak dokularda 6dem gelisir ve
siddetli yanik olgularinda fibrinojen gibi biiylik proteinlerinde damar disina ciktigi
bildirilmistir. Bunun sonucunda sok, akut bobrek yetmezligi gibi sistemik etkiler

meydana gelmektedir (Karabag, 2011).



2.7. Reaktif Oksijenler, Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma
Sistemleri

Enerjinin olustugu pek ok hiicresel reaksiyonlarda oksijen temel yakit olarak
kullanilir. Bu reaksiyon sonucunda molekiiler oksijen indirgenir ve su olusur. Bu esnada
oksijen kismi olarak indirgenirse hiicre canlilig1 i¢in zararli molekiiller olusur. Bunun
sonucu olarakta oksijenin serbest radikalleri yani reaktif oksijen tiirleri (ROT) meydana
gelir. Bu aktif oksijen tiirevleri hiicrede ve dokularda toksik etki yaparak hiicreler i¢in
tehlikeli bir durum olusturur (Bozkurt, 2023). Organizma olusan bu ROT lara kars1 viicut
savunma sistemi olarak antioksidan sistemini gelistirmistir. ROT ile antoksidan sistem
denge halindedir. ROT lar ve antioksidan savunma arasindaki bu dengenin, ROT larin
lehine kaymasi patolojik bir durum olan oksidatif stresi meydana getirir (Tung ve ark.,
2024). Olusan bu aktif radikaller, molekiiler oksijen ile reaksiyona girmesiyle lipit
peroksidasyon iiriinlerini olusturur. Bu durum hem yeni radikaller olusturabilmekte hem
de hiicre membran yapisindaki proteinlerin bozulmasina sebebiyet vermektedir. Boylece
hiicre membranindaki akiskanlik ve gecirgenlik ozellikleri bozulmakta ve Ca*2
elektrolitleri hiicre disina ¢ikmaktadir. Diger bir durum ise lipit hidroperoksitlerin
metabolize olmasiyla birlikte bir¢ok toksik hidrokarbon ve aldehitlerin olusmasidir.
Malondialdehit basta olmak {izere tiyol grubu iceren birgok yapi, ii¢ veya daha fazla cift
bag barindiran yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusur. Bu degerler kanda veya
idrarda 6l¢iilebilir. Lipit peroksidasyonunun klinik olarak tespit edilmesi oksidatif hasar
belirteci agisindan 6nem arz eder. Yanik travmalarinda doku lipit peroksidasyonu olarak
MDA seviyelerinde artigin oldugu belirtilmistir (Kaymaz, 2018).

1968’ de kesfedilen bir metalloprotein olan siiperoksit dismutaz (SOD), reaktif

oksijen tiirlerine kars1 olusturulan ilk antioksidan savunma enzimidir. SOD enziminin en
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onemli gorevi stiperoksit radikalinin (02°), hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene

(O2) doniisiim reaksiyonunu katalizlemesidir (Uguz, 2018).

SOD

20, +2H" - H)0,+ O

Sekil 2.3. Siiperoksit radikalinin hidrojen peroksite dontistimii

Oksidatif stres ve antioksidan seviyesini gosteren pek ¢cok parametre vardir. Biitiin
bu parametreleri ayni1 anda 6lgmek ve degerlendirmek zorlayici olacagi i¢in genel durum
gostergesi icin, total antioksidan kapasite (TAK) ve total oksidan durum (TOD)
diizeylerinin 6l¢iimii yapilmustir.

2.8. Yamk Yara lyilesme Fazlar

Yara olusumunu, ¢ogu zaman -ekstraseliiler matriks, noropeptid, biiylime
faktorleri gibi etkenler araciligr ile karmagsik bir fizyolojik siire¢ olan yara iyilesmesi
stireci takip eder. Derinin kendini onarim siireci olan yara iyilesmesinin mekanzimalari
ve evreleri birbiri ile Ortlisen {i¢ ayr1 evrede diizenlenmistir. Bunlar hemostaz evresi,
enflamasyon evresi ve proliferasyon evresidir (Moutsinga, 2020).

2.8.1. Hemostaz Evresi

Yara iyilesmesi siireci i¢in viicut tarafindan, hasarin olustugu bolgedeki kan
kaybini azaltmak adina, hizl1 bir sekilde pihtilasma baglatilir. Epidermal tabakaya kagan
kan trombositleri, dermal kokenli kolajenlere tutunur ve boylece ilk vaskiiler pihtilagma
devreye girer. Bu piht1, bakteriyel iiremeyi 6nler ve olusacak olan sivi kaybini engeller.
Hayati 6nem tasiyan bu olay birincil hemostaz olarak adlandirilmaktadir.

Siireci ikincil hemostaz evresi takip eder. Onemli ve asil olan pihtilasma siireci bu
evrede baglar. Bu siirecte trombin ve trombositler 6nemli rol oynarlar. Trombin yara almis

dokudaki trombosit hiicrelerini harekete gecirir. Trombositlerde pihtilasma faktorlerini
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uyarir. Diger bir yandan dokulardaki yaranin verdigi hasar ile arasidonik asit yolagi
tetiklenir ve boylece kinin kompleman sistemleri Hegaman faktorii aracilign ile
aktiflestirilir. Tim bu yolaklar sayesinde vazoaktif etkenler kisa siirelide olsa
vazokonstriiksiyon saglayarak kan kaybini minimal diizeye indirir (Kaymaz, 2018).

Biiylime faktorii beta (Tgfl-f), yaralanmis cildin onarilmasinda hayati 6neme
sahip bir bilyiime faktoriidiir. Iyilesmenin erken asamalarinda Tgfl-f salinmasi, yarali
bolgedeki enflamatuvar hiicrelerinin hareketine yardimci olur (Akhoondian ve ark.,
2022). Platet dondistiirticii bitylime faktorii (PDGF), platetlerin yapisindaki alfa graniilleri
tarafindan ortama verilir ve Tgf1-f’ y1 olusturur. Boylece immiin sistem igin 6nemli olan
notrofil, monosit ve fibroblastlar1 ortama ¢eker (Kaymaz, 2018). Tgf-fI ayrica
fibroblastlarin miyoblastlara farklilasmasina ve ekstraseliiler matriksin sentezlenmesine
de yardimci olur. Diger bir 6nemli nokta ise, diger sitokin sinyal yolaklarinin modifiye
olmasi ile yara bolgesindeki skar olusumunu engellemesidir (Akhoondian ve ark., 2022).

2.8.2. Enflamasyon Evresi

Dokularda olugan zedelenmeler sonucu kimyasal mediatorler ve hiicreler arasi
bilgi aligverisi i¢in sitokinler salinir. Bu maddeler araciligi ile birgok kompleks olay
indiiklenir (Parsak 2007; Sakman 2007). Yara olusumundan sonraki 1-2 giin igerisinde
akut enflamasyon siireci baslar. Enflamasyon evresi yani yangi evresi fazinda bolgeye ilk
ulasan immiin sistem hiicreleri notrofillerdir. Nortofillerin 6nemli gorevi; elastaz,
kollajenaz gibi proteazlari iireterek, denatiire olmus yapilari, atik yara dokularini ve hiicre
matriksinde bulunan zararli maddeleri uzaklastirip kontaminasyonu o6nlemektir.
Monositlerin bu evrede en 6nemli gorevi ise yara i¢in makrofajlara cevrilerek, bakterileri
fagosite edip, yara iyilesme siirecini yoneten, sitokin ve biiyiime faktorlerini iiretmektir.
Vegf, interlokin 1-a, 1I-6 ve sitokinler bu siirecte baslica etken olup, dengeli dagilim,

isleyis ve skarsiz bir yara iyilesmesi i¢in temelde gereklidir (Kaymaz, 2018).

12



2.8.3. Proliferasyon Evresi

Yaralanmadan sonraki 3-5. giinlerde enflamasyon evresi biter ve proliferasyon
evresi baglar, en belirgin hiicreler fibroblaslardir (Boyaciogli, 2022). Nekrotik doku, kan
pihtisi, yabanci cisim ve enfeksiyon gibi etkilerin bitmesi ile 2 hafta kadar proliferasyon
evresi devam eder. Fibroblast go¢ii, kollajen sentezi, anjiogenez ve graniilasyon
dokusunun olusmasi proliferasyon evresini kapsar. Bu evre, inflamatuar hiicrelerinden
salgilanan 1I-1, Tnf-a, Tgf-p1 ve Tgf-2 fibroblastlarin yara bdlgesine gogiinil,
cogalmasini ve kollajen tiretimini kapsar. Daha sonra fibroblastlar yara kontraksiyonunda
gorev almak i¢in miyofibroblastlara doniisiirler.

Yara olusumundan iyilesme siiresine kadar gegen siire de anjiyogenezis de denilen
neovaskiilarizasyon siireci baglar. Damarlagma ile gegici bir yara matriksi olusur. Amag
hemostaza katki saglamaktir. Clinkii gegici yara ortami yeni damar olusumunu ve
yapilanmalar1 destekler. Bu siireglerde bozulma gergeklesirse, yara bolgesinde kronik
iilserlere yol acabilen yara bozulmalar1 gdzlenir. Yara olusumunu takiben 5-6 giinde
kollajen yapimi pik seklindedir. Hemostaz evresinde yapilan gecici fibrin matriksine
fibroblaslarin tutunmasi ile tiretim baglar. Daha sonra aktif trombosit ve makrofajlar
sayesinde Transforming Growth Faktor —a (Tgf-a) ve Epidermal Growth Faktor (Egf) ile
beraber epitelizasyon uyarilir (Aslan, 2022).

2.9.Yanik Yara lyilesmesinde Kullanilan Geleneksel Bitkiler

2.9.1. Aloe vera (Tibbi Sarisabir)

Aloe vera’nin uzun yillardir geleneksel tipta kullanilmasinin en biiyiik nedeni
igeriginde pekcok aktif bilesigi bulundurmasidir. Aloe vera’nin anjiyogenezi yeniden
baslatip, fibroblast ve proliferasyonun uyarilmasma yardimci oldugu ayrica anti
enflamatuvar ve antimikrobiyal etkilere sahip cilt i¢in 1yi bir nemlendirici olabilecegi

bildirilmistir (Farzadinia ve ark., 2016). igeriginde amilaz, alkalin fosfataz, aliaz, katalaz,
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lipaz, bradikinaz gibi bir¢ok enflamasyon giderici maddeler ile antienflamatuvar olan C-
glukozil ve antialerjen bazi polisakkaritler ile birlikte gibberelin ve auksin gibi bazi
hormonlarin oldugu tespit edilmistir. Ayrica salisilik asit ve saponin igerigine de sahiptir

(Kaymaz, 2018).

Sekil 2.4. Aloe vera bitkisi

2.9.2. Olea europaea (Zeytin Agaci1 Yapragi)

Olea europaea yapisinda bir sekoiridoit olan oleuropein, triterpen olan oleanolik
asit, maslinik asit, flavanoit gibi pek c¢ok aktif bilesen bulundurur. Literatiir
calismalarinda, cilt hastaliklarina sebep olan mantarlara kars1 antimikrobiyal etkisinin
yiiksek oldugu belirtilmistir. Oleuropeinin antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuvar,
antiaterojenik, antikarsinojenik, antiviral, noreprotektif etkilerinin oldugu literatiir
bilgilerinde yer almaktadir. Ozellikle serbest radikal siipiiriicii olarak antioksidan

aktivitesi yliksektir (Karaboga ve ark., 2017).

Sekil 2.5. Olea europaea (Zeytin agaci) yapragi
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2.9.3. Chamomilla recutita (Mayis Papatyasi)
Chamomilla  recutita (mayis papatyasi)  bitkisinin  flavonoidlerinin
tanimlanmasina iliskin pekgok rapor bulunmaktadir. Ozellikle igeriginde en bol bulunan

apigenin flavonoidinin antioksidan ozelligi bilinmektedir (Svehlikova ve ark., 2004).

Sekil 2.6. Chamomilla recutita (Mayis papatyast)

2.9.4. Cocos nucifera (Hindistan Cevizi)

Cocos nucifera (hindistan cevizi) yiizyillardan bu yana geleneksel olarak insanlar
tarafindan kullanilan bir bitki meyvesidir. Klinik calismalar ile cilt bozukluklarini
iyilestirdigi desteklenmistir. Cildi nemlendirir ve yatistirir. Sitotoksisitesi diislik olarak
bulunmustur. Cildi orta diizeyde UV 1sinlarindan korudugu gosterilmistir. Fototoksik
Ozelligi olmamasi ile birlikte enflamatuari bastirarak cilt bariyerini korur (Varma ve ark.,

2019).

Sekil 2.7. Cocos nucifera (Hindistan cevizi)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitki Se¢imi

AOCC karisim ekstrati bitkilerinden Aloe vera, Olea europaea ve Chamomilla
recutita bitkileri tilkemizin Akdeniz Bolgesi’ nin dogu kesiminde yer alan ve Adana
bolgesinde kolay yetisebilen bitkilerdendir. Bolgede Aloe vera ve Olea europaea
yapraklar1 mevsiminde temin edildi. Chamomilla recutita ise kendi kendine yetisebilen
bir bitki olup ayni1 bolgede mayis ayinda taze olarak toplandi. Cocos nucifera meyvesi
iilkemizde yetismedigi icin satisa sunulan yerlerden satin alindi.

3.2. AOCC Karisim Sprey Formunun Hazirlanmasi

Sekil 3.1’ de galismada kullanilan bitki ekstraktlari gosterilmistir. Aloe vera
yapraklarindaki jel kisim c¢ikartilarak basingli vakum altinda nemi alinip toz haline
getirildi (Lachowski ve ark., 2023). Olea europaea ve Chamomilla recutita bitkileri
yikanarak golgede oda sicakliginda kurutulup toz haline getirildi. Foto-oksidasyondan
kacinmak ve biyoaktif molekiilleri ile metabolitleri korumak adma 6rnekler golgede
kurutuldu (Ghacham ve ark., 2023). Cocos nucifera ise kabugu soyulup beyaz kismi
rendelenerek giines altinda kurutuldu (Famutimi ve ark., 2023). Kat1 hale getirdigimiz
bitkiler ogiitiicli ile ayr1 ayr1 toz haline getirildi. Her bitki tozundan esit olacak sekilde
30g agirliginda tartilip, her biri ayr1 erlene aktarildi. Her erlene 1500 ml etanol eklenerek
agizlar parafinle siki bir sekilde kapatildi ve etken maddelerin ¢oziicliye gegmesi igin 48
saat beklemeye birakildi. 48 saat sonunda erlendeki ¢ozelti, siizge¢ kagidi yardimiyla
stiztildii ve iistte kalan ¢okeltiler temiz bir erlene alindi. Bir kere daha etanolle muamele
edildi. Daha sonra etanol kalmayincaya kadar rotavapora koyuldu. Rotavaporun su
haznesindeki 1s1 derecesi 47°C ayarlandi ve hizi 2. kademede c¢alistirildi.  Farkli

hazirlanan bitki ekstraktlar1 ortak bir balon jojeye aktarildi ve gliserin eklendi. Hazirlanan
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ekstrakt koyu siseye doldurulup, piiskiirtme basligi takilarak +4 °C *de muhafaza edildi

(Kaymaz, 2018).

Olea europaea ekstrati Chamomilla recutita ekstrati
AOCC Kkarisimi

Cocos nucifera ekstraty Aloe vera ekstratl

Sekil 3.1. AOCC karigimini olusturan bitkiler

3.3. Deney Hayvanlar

Bu calismanin yiiriitiilebilmesi igin Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’'ndan 25.12.2023 tarih ve E-75296309-050.01.04-2400001299 sayili karar
alinildi. Calismamizda kullanilmak tizere ortalama agirliklar1 280-375 gram arasinda olan
48 adet Wistar albino cinsi ratlar Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’nden (ATADEM) temin edildi. Hayvanlar 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik ortamda, standart oda sicakliginda (22 + 2°C), giinliik biitiin kafeslere yeterli ve
esit olacak sekilde yem ile su tedariki yapildi (Wang ve ark., 2023).

3.4. Deney Gruplar

Deney hayvanlari rastgele olacak sekilde 4 farkli gruplara ayrildi (n=12).
Uygulama gruplari tablo 3.1°de gosterildi. Grup A: Saglikli Kontrol (SK); Grup B: Yanik
Kontrol (YK); Grup C: Giumiis Silfadiazin-Silverdin (GS) ve Grup D: Tedavi (AOCC)

gruplarindan olustu (Akhoondinasab ve ark., 2015).
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Tablo 3.1. ikinci derece yanik modeli i¢in olusturulan kontrol ve deney gruplari

Kontrol ve Deney Gruplari Kullanilan Hayvan Sayis1
Grup A (Saglikli Kontrol = SK) 12
Grup B (Yanik Kontrol = YK) 12
Grup C (Glimiis Siilfadiazin = GS) 12
Grup D (Tedavi = AOCC) 12

3.5. Anestezi ve Analjezik Uygulamalar

Caligmamizda intraperitonal (i.p.) anestezi uygulandi. Anestezik ajan olarak 0.2
ml xylazine hydrocloride (Rompun, Bayer-Istanbul) (5mg/kg) ve 0.8 ml ketamine
hydrocloride (Ketalar, Pfizer-Istanbul) (40mg/kg) karistirilarak tiim ratlara i.p. yolla
enjeksiyon yapildi (Sekil 3.2). Yanik sonrasi kafeslerdeki 400 ml’lik suluklara
metamidazol sodyum 1mg/2ml (Novalgin Sanofi-Istanbul) ampul katild1. Deney boyunca

yem ve suya serbest erisim (adlibitum) ile uygun sartlar sagland1 (Akhoondinasab ve ark.,

2015).

Sekil 3.2. Deney hayvanlarina anestezi uygulamasi
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3.6. Deney Hayvanlarinda Yanik Yaralarimmin Olusturulmasi Asamasi
Ratlara genel anestezi altinda traslama ve yanik islemi gergeklestirildi. Traslama

islemi sag ve sol sirt bolgelerinde genis bir alana yapildi (Sekil 3.3) (Zhang ve ark., 2022).

Sekil.3.3. Deney hayvanlarinin traslanmasi

Traglama sonras1 hemen uygulama yapabilmek i¢in metal bloklar 95°C” ye kadar
termometre takibi ile 1sitilan su igerisinde birkag¢ dakika bekletildi (Sekil 3.4). Bu sekilde
1sitilan metal bloklar anestezi altindaki hayvanlara 20 saniye siireyle uygulanarak sag ve

sol sirt kisminda yaniklar olusturuldu (Sekil 3.5) (Wang ve ark., 2023).

Sekil 3.4. Yanik modeli olusturulmasi
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Sekil 3.5. ikinci derece yanik modeli goriintiisii

3.7. Deney Siireci ve Tedavi Asamasi

Deneyimizde gruplara hayvanlar rastgele yerlestirildi. Saglikli kontrol
hayvanlarma (Grup A) traglama disinda herhangi bir islem yapilmadi. Yanik kontrol
grubuna (Grup B) sadece yanik iglemi yapilmis olup herhangi bir tedavi uygulanmadi.
Silverdin grubuna (Grup C), yara yiizeyini Ortecek kadar Silverdin Krem (Giimiis
Siilfadiazin Krem %1, Deva) (40gr/kg) ile muamele edildi (Sekil 3.6). Grup D
hayvanlaria AOCC sprey karisimini giinde 1 defa, hergiin ayni saatte yara bolgelerini
yeteri kadar kaplayacak sekilde10 cm uzakliktan puskiirtiildii (Sekil 3.7) (Mehrabani ve
ark., 2015). Yanik uygulamadan 12 saat sonra gerekli tedavi baslatildi. Yanik sonras1 3.
giin her gruptan rastgele olacak sekilde tiger hayvan sakrefiye edildi. Sakrefiye edilen
hayvanlardan deri ve kan numuneleri alindi. Kalan grup hayvanlarina gerekli islemler

devam edildi.
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Sekil 3.6. Grup C yanik sonrasi 1. giin glimiis siilfadiazin uygulamasi

Yanik sonras1 7. giine gelindiginde tekrar her gruptan rastgele secilmek tizere liger
hayvan sakrefiye edilerek diger gruplara uyguladigimiz isleme devam edildi. Sakrefiye

islemi 14. giinde ve 21.giinde devam edildi.

Sekil 3.7. Grup D yanik sonrasi 1. giin AOCC ekstrat1 uygulamasi
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3.8. Doku ve Serum Orneklerinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Yanik sonrasi 3. giin se¢ilen hayvanlar anestezi altinda kosta bolgeleri agilarak
kalbin sol ventrikiiliine enjektorle girilip heparinli tiiplere kan 6rnekleri alindi. Tiim kan
ornekleri 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen serumlar biyokimyasal analizler
i¢in -80°C dondurucuda saklandi. Ayrica yine molekiiler ¢alismalar i¢in sag ve sol dorsal
bolgeden, saglikli deri ile gevrili olacak sekilde yanik deri 6rnekleri alinarak sivi azot ile
dondurulurken diger deri numuneleri ise histopatolojik inceleme igin formalin
doldurulmus kutulara ayr1 ayri eklendi. Analiz i¢in 6rnekler ¢alismalar baslayincaya
kadar -80°C” ye kaldirildi. Ayni islemler yanik sonrasi 7., 14. ve 21. giinler de tekrarlandi.

3.9. Yara Alanlarimin ve Iyilesme Déneminin Fotograflanmasi ve Gorsel
Olarak Incelenmesi

Dijital fotograflar 0., 3., 7., 14. ve 21. giinlerde ¢ekilmis olup, yanik tedavisi
Oncesi ve sonrasinda yara degisimi ile birlikte yara alanlarin1 kaydetmek icin Image J
yazilimi (NTH, ABD) kullanilarak degerlendirildi (Wang ve ark., 2023).

3.10. Homojenat Hazirlama

Homojenat iglemi igin -80° C *deki deri dokular1 +4° C dereceye ¢ikartilip bir giin
bekletildi. Her bir dokudan 0,3 mg kesit alinarak makro parcalama islemi gerceklestirildi.
Dokular parcalanana kadar islem tekrarlandi. Daha sonra dokular vidal tiiplere konuldu
ve lizerine 1 ml (0,1 M KH2PO4-10 Mm EDTA, Ph:7) igerigindeki homojenizasyon
tamponu ve celik homojenat boncuklar1 eklendi. Tipler TissueLyser LT (Qiagen)
homojenizator cihazinda 5 tekrar ile 3000 rpm de homojenize edildi. Santrifiijden sonra
siipernatant kisimlar1 1.5 ml ependorflara alinarak pellet kisimlar1 uzaklastirildi.

3.11. Biyokimyasal Calismalar

Tez kapsaminda yapilan biyokimyasal ¢aligmalar lipit peroksidasyon tayini i¢in

malondialdehit (MDA) miktar1, antioksidan enzim tayini i¢in stiperoksitdismutaz (SOD),
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total oksidan durum tayini (TOD) ve total antioksidan kapasite (TAK) testleri
gerceklestirldi. Calismalarin analizleri Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilimdali Aragtirma Laboratuvari’nda yapildi. Analiz sonuglar1 ELISA
cihazinda spektrofotmetrik yontem ile Olgililerek yorumlandi. Caligmalarin tiimi g
tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi.
3.11.1. Total Oksidan Durum (TOD) Tayini
TOD tayini i¢in Rel Assay Diagnostics firmasina ait kitler kullanildi. Bu metod
ile oksidatif kapasitesi dl¢iilmek istenilen serumda bulunan oksidanlar, ferréz iyon selator
kompleksini ferrik iyona oksitler. Ferrik iyonlar asidik ortamda, kromojen ile renkli bir
kompleks olusturular. Bu renk yogunlugu spektrofotometrik olarak olciilebilmekte olup,
numunede var olan toplam oksidan molekiill miktar1 ile orantilidir. Degisen renk
durumuna gore spektrofotmetrik olarak absorbans degisimi 530 nm’de olgiiliir. TOD
Ol¢timii hidrojen peroksit ile kalibre edilip, elde edilen veriler mikromolar hidrojen
peroksit equivalent / Litre olarak verilir (Savas, 2019).
3.11.2. Malondialdehit Ol¢iim Prensibi
MDA prensib olarak lipit peroksidasyonu sonucu olusur ve 6l¢iim metodlarinda
temel prensip tiyobarbiitirik asitin (TBA) reaksiyonu sonucunda pembe renkli bilesigin
olusmas1 ve bu bilesigin 532 nm de sprektrofometrik olarak Olgiilmesine dayanir
(Ohkawa ve ark., 1979).
MDA Analizi i¢in Kullamilan Cézeltilerin Hazirlamis
1. SDS Cozeltisi (% 8.1): 4.05 g SDS bir miktar saf suda ¢oziiniir ve hacim 50 mL ye
tamamlanda.
2. Asetik Asit Cozeltisi (% 20): %100’ lik asetik asitten 20 mL alinir, iizeri saf su

eklenerek toplam hacim 100 mL ye tamamlandi.
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3. TBA Cozeltisi (% 0.9): 0.9 g TBA tartilarak bir miktar saf suda hafif 1sitilarak
¢Oziinlir. Hacim 100 mL ye tamamlanir. Calismadan dnce taze olarak hazirlandi.
4. Piridin/n-Biitanol Cozeltisi (1/15): 30 mL 1-biitanole 2 mL piridin eklendi.

Stok Standart Cozeltisi (200 uM): 1,1,3,3-tetraectoksipropandan 25 pL alinip 500 mL saf
suda bir miktar ¢6zildii. Seri diliisyon ile stok standarttan 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25,
3.125 ve O (saf su ile) uM’lik standartlar hazirlandi.

Deneyin Yapilisi ve MDA Ol¢iim Yontemleri

+4°C deki serumlar tamamen c¢Oziindiikten sonra vortekslendi ve 2mL lik
ependorf tiiplere pipetlendi. Daha sonra ependorf tiipler tekrar vortkslenerek, 95°C de 30
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda tiipler fazla karistirlmadan sogutuldu.
Tiiplerde bulunan siipernatanlardan 500 puL alind1 ve temiz ependorflara aktarildi. Her bir
tiipe pipetleme islemi yapildi. Pipetleme isleminden sonra tiipler vortekslendi ve 3500
rpm de 10 dakika santrifiij edilerek fazla karigtirlmadan st kisimdan 200 pL alinip
mikroplate kuyucuklarina tekrar pipetlendi. Daha sonra 532 nm de kore karsi dalga
boylar1 okutuldu. Cihaz yazilimi olarak KC Junior kullanilarak konsantrasyon ol¢limii
yapild1 ve konsantrasyon ifadesi umol/L degerinde verildi.

3.11.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Ol¢iim Prensibi

SOD enzim aktivitesinin Ol¢timiinii, temeli ksantin-ksantin oksidaz sistemi
tarafindan olusturulan siiperoksit radikalinin SOD enzimince ortadan kaldirilamadigi
reaksiyon ortaminda nitroblue tetrazolium (NBT) bilesiginin indirgenmesi esasina
dayanir (Durak ve ark., 1996).

SOD Analizi I¢in Kullamlan Cézeltilerin Hazirlamisi
[k adim olarak Assay Reaktifi elde edildi:

1. Ksantin (0.3 mM) hazirlama: 0.00913 gr ksantine tartip, 200 ml distile su eklendi.
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2. EDTA (0.6 mM): 0.023gr EDTA tartip iizerine 100 ml distile su ile
tamamlandi.

3. Nitrubluetetrazolium (NBT) hazirlama: 0.0123 gr NBT tartip tizerine 100 ml
distile su ile tamamlay1p agzini1 kapatip karanlik siseye aktarildi.

4. Sodyum karbonat hazirlama (0.4M): 2.544 gr NapCOs (Sodyum Karbonat)
tartip 60 ml distile su eklendi.

5. Bovine serum hazirlama (1gr/L): 0.030 gr bovine serum albiimin tartip {izerine
30 ml distile su eklendi ve dolapta saklandi.

Tim bu 5 ¢ozeltiyi +4°C de karanlik sisede saklayip deneye yakin karistirarak
Assay reaktifi elde edildi.

Ikinci adim amonyum siilfat hazirlama (NH4);SO4 (2M): 2.643 gr (NH4)2SOx4
tartild1 ve tlizerine 10 ml distile su ekleyip calkalandi. Karisim sogumasi i¢in buzluga
kaldirildi.

Ugiincii adim ksantin oksidaz hazirlama: 50 pl ksantin oksidaz {izerine
hazirladigimiz amonyum siilfattan 600 ul alarak diliie edildi ve amonyum siilfat soguk
olarak eklendi.

Deneyin Yapisi ve SOD Olciim Yéntemleri

Her kuyucuga 10 pl ksantin oksidaz, 200 pl assay reaktifi, 10 numune ve 40 pl
distile su eklendi. 25°C de 20 dk inkiibe edildi. 20 dk sonra olusan renkli kompleksin
absorbanslar1 spektrofotometrik yontemlerle 560 nm dalga boyunda okutuldu.

3.11.4. Total Antioksidan Kapasite (TAK) Tayini

TAK testi i¢in Rel Assay Diagnostics marka kitler kullanildi. Numunede bulunan
antioksidan molekiiller, koyu mavi-yesil renkli ABTS (2-2’-Azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)) ¢ozeltisini, renksiz olan ABTS formuna dogru

degistirdi. Numunede bulunan toplam antioksidan molekiil miktar1 ile renk degisimi
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orantilidir ve spektrofotometrik olarak renk yogunlugundaki degisim olgiildii. Degisen
renk yogunluguna gore absorbans degisimi 660 nm’de okutuldu ve TAS Olgiimii;
geleneksel olarak Trolox Equivalent seklinde isimlendirilen, E vitamini analogu olan,
stabil bir antioksidan standart solusyonu tarafindan kalibre edildi. Sonuglar mmol Trolox
Equivalent / Litre olarak belirlendi (Savas, 2019).

2mL lik ependorf tiiplere 30 L CAL standart ile 500 uL Reaktif 1 eklenip 30
saniye beklendi. Dalga boyu 660 nmde ilk absorbans degeri okutulup kaydedildi. Sonra
ayni tiiplere 75uL’lik Reaktif 2 eklenildi. 37 °C°de 5 dk bekletilerek 600nm’de ikinci kez
okutuldu. ikinci absorbans degeri kaydedildi. Kaydedilen absorbans degerleri asagida
belirtilen uygun formiil ile mmol Trolox Eq/L cinsinden TAK diizeyleri hesaplandi.

Hesaplama:

AAbs =A2- A1 (absorbans degerleri arasindaki fark)

Sonu¢ = [(AAbsH20) / (AAbs Ornek)] [(AAbsH20) / (AAbsStandart)]

3.12. Histopatolojik inceleme ve Dokularin Isik Mikroskobuna Hazirlanmasi

Histopatolojik incelemeler icin deri dokular1 kaset boyutlarina uygun sekilde
isleme tabi tutularak kasetlere alindi. Kasetlenen dokular, doku takibine alinarak 13 saat
boyunca (Tissue-Tek VIP® 6 Al Vacuum Infiltration Processor) cihazinda alkol, ksilen
ve parafin asamalarindan gecirildi. Doku gdmme iglemi i¢in ise en uygun kaliplar
kullanildi. 4 pm ¢apli mikrotom ile alinan 6rnekler 6nce su banyosuna (30°C-45-C) tabi
tutuldu. Sonra 30 dakika siireyle 80°C'de ksilen soliisyonunda bekletilerek hematoksilen-
eozin ile boyamasi1 yapildi. Analiz i¢in Leica CV5030FullyAutomatedGlassCoverslipper
(Chicago, UnitedStates) cihazi kullanilarak mikroskop ile inceleme yapildi.

3.13. Molekiiler Calismalar

Bu tez kapsaminda bulunan molekiiler ¢alismalar Atatiirk Universitesi Fen

Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Molekiiler Arastirma
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Laboratuvari’nda yapildi. Tnf-a, 11-6, Tgf g1 ve Vegf-a gen ckspresyonlar1 deri
dokularinda gen ekspresyon analiz sistemi ile degerlendirildi.

3.13.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in Eco Tech RNA izolasyon kiti kullanildi. -20°C derecedeki
dokudan 0,03 gr tartildi. Vidali tiiplere 400 ul Lysis Buffer, 4 ul B-merkaptoe
nol, 0.03 gr doku ve homojenat boncujlar1 eklendi. 4000 rpm’de homojenize edildi.
Homojenize edilen dokular 13000 rpm’de 3dk santrifiij edildi. Santrifiij edilen dokularin
siipernatanlar1 baska bir tiipe aktarildi. Daha sonra aktarilan doku kadar {izerine etanol
eklendi ve 10 sn vortekslendi. Sonra kolonlu tiipe aktarilip maksimum hizda 2dk santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra RNA tiipe tutunacag i¢in tiipiin altindaki siv1 atildi. Kolona
tutunan RNA y1 yikamak i¢in 400 pl yikama tamponu 1 eklenerek maksimum hizda 30
sn santrifiij edildi. Uzerine 500 ul yikama tamponu 2 eklenip maksimum hizda 30 sn
santrifiij edildi. Bu adim iki kez tekrarlandi. 200 pl yikama tamponu eklenerek maksimum
hizda 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra kolon 1.5 ml lik temiz bir tiipe alinarak
50 pl Eliisyon Buffer eklendi. 1 dk oda sicakliginda inkiibe edilip maksimum hizda 30 sn
santrifiij edildi. Nanodrop ile 6l¢iim yapildi.

3.13.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in iScript cDNA Synthesis Bio-Rad deney kiti kullanildi.
Bunun i¢in PCR tiipiiniin igerisine;

4 ul 5x iScript Reaksiyon miks

1 ul iScript Ters transkriptaz

3 ul RNA kalib1

12 pl Niikleazsiz su

Seklinde eklendi. Toplam hacim 20 pl olarak tamamlandi. Sonra PCR tiipleri

SensoQuest Thermal Cycler cihazina yiiklendi. Sicaklik ve siireleri olarak;
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25°C ’de 5 dakika

46°C’de 20 dakika

95°C’de 1 dakika

4°C’de oo olacak sekilde ayarlandi.

3.13.3. Genlerin Reeltime pCR ile Gen Ekspresyon Seviyesinin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda Gapdh (Gliseraldehit 3-Fosfat Dehidrogenaz) housekeeping
gen kullanildi. Sentebiolab Biokim firmasindan satin alinan Tnf-a, 11-6, Tgf-f1, Vegf-a ve
housekeeping gen olarak Gapdh primerleri kullanildi ve Real-time PCR (Bio-Rad) Kiti ile
gerceklestirildi. Ilk olarak gerekli olan Master mix olusturuldu ve her tiip icerisine 18 ul
kadar ilave edildi. Master mix eklenen tiiplere cDNA numuneleri 2’ser ul eklenerek
ornekler hazirlandi. Daha sonra hazirlanan 6rnekler Rotor-Gene PCR cihazina yiiklendi
ve dongiileri ayarlandi. Real Time PCR dongiisti;

50c’de 2 dk 1 dongii

95c’de 30 sn 1 dongii

95C’de 5 sn

60C’de 30 sn 40 dongii

72C’de 20 sn olarak ayarlandi.

Bu islemin tiim adimlar1 herbir gen i¢in ayr1 ayr1 uygulanarak sonuglar analiz

edildi.
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3.14. Istatistiksel Analiz

Analiz verilerinin istatistiksel degerlendirmesi i¢in elde edilen verilere ait varyans
analizi (ANOVA) uygulandi. Gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklar1 gostermek igin
Duncan testi kullanildi. Kantitatif olarak ger¢ek zamanli PCR sonuglari igin istatistiksel
analizinde GraphPadPrismversionl0 kullanildi. Verilerin ortalamasi + standart sapma
olarak sunuldu. p degerleri eslestirilmemis t-testi kullanilarak belirlendi. Anlamlilik
diizeyi ise **** p<0.0001 ¢ok 6nemli, *** p<0.0001 ¢ok 6nemli, **p<0.0001 6nemli ve

p>0.0001 6nemsiz olarak degerlendirildi.
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4.BULGULAR

4.1. Yara Boyutlarimin Gorsel Olarak Degerlendirilmesi

Yara boyutu ve iyilesme hizi takibi i¢in 3, 7, 14 ve 21. giinlerde yanik bolgesi
fotograflanarak farkli gruplarin ayni giin igerisindeki yaralar karsilastirildi. Elde edilen
sonuglar Sekil 4.1 —4.4’te gosterildi. Deneysel siirecin 3. giiniinde tiim uygulama gruplari
birbirine benzer nitelikteydi. Gorsel olarak aralarinda belirgin bir fark gézlenmedi (Sekil
4.1). Deneyin 7. giiniinde YK grubuna kiyasla diger uygulama gruplarinda yara
boyutunda kiigiilmeler ve daha belirgin yara alanlar izlendi. AOCC grubundaki yara
gorseli, yanik tedavisinde ¢ok kullanilan GS grubu ile ayn1 iyilesme etkisi gosterdi (Sekil
4.2). Uygulamalarin 14. giiniinde ise yine YK grubuna kiyasla 6zellikle AOCC grubunda,
yara boyutunun kii¢iildiigli ve tiiylenmelerinde daha hizli oldugu goriildii. AOCC deki
yara iyilesmesinin GS grubuna gore de daha hizli oldugu gézlendi (Sekil 4.3). Son olarak
deneyin son giinii olan 21. giinde AOCC grubundaki deney hayvanlarinda deri
epitelizasyonunun tamamen gergeklestigi ve yara yerinin tamamen kapandigi goriildii.
Benzer durum GS grubunda yer alan deney hayvanlarinda da tespit edilmisken YK grubu

canlilarinda yaranin heniiz kapanmadig belirlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.2. 7. giin yanik yara boyutlarinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.4. 21. Giin yanik yara boyutunun karsilagtirilmasi



4.2.Biyokimyasal Analizler

4.2.1.0ksidatif Stres Belirtecleri

Calismamizda uygulama gruplarindan elde edilen serum orneklerindeki oksidatif
stres belirteglerine (MDA, SOD, TAK ve TOD) ait sonuglar Tablo 4.1 — Tablo 4.4’te ve
Sekil 4.5 — Sekil 4.12°de verildi.

4.2.1.1. Malondialdehit

Serum orneklerinden elde edilen MDA degerleri incelendiginde SK grubunda 3.,
7., 14. ve 21. giinlerde MDA diizeyinin hafif bir sekilde arttig1 goriildii. Ancak bu artis
istatistiksel olarak ©nemli degildi (p>0.0001). YK grubundaki MDA diizeyleri
incelendiginde SK grubuna gére MDA degerlerinin istatistiksel olarak 6nemli derecede
bir artis gosterdigi bulundu (p<0.0001). Bu artisin SK grubu MDA degerlerine gore
yaklagik olarak 5 kat1 buldugu gozlendi. YK grubunun giinliik olarak degisen MDA
diizeylerinde ise kendi aralarinda istatistiksel olarak onemli bir fark olmadig1 goriildi
(p>0.0001). GS grubunda ve AOCC gruplarindaki MDA sonuglar1 ise 3. giinden itibaren
21. giine kadar istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bir azalis sergiledi (p<0.001). Bu azalis

AOCC tedavi gruplarinda ¢cok daha barizdi (Tablo 4.1 ve Sekil 4.5, Sekil 4.6).

Tablo 4.1. Grup ortalama verilerine ait MDA degerleri (Ortalama + SD, n=4)

Gruplar  3.Giin(nmol/mg) 7.Giin(nmol/mg)  14.Giin(nmol/mg) 21.Giin(nmol/mg)

SK 46.1714£3.04 51.351+8.10 65.540+3.76 67.79242.06
YK 234.684+4.79 247.972+2.02 254.729+7.30 260.360+3.72
GS 229.504+8.11 215.089+5.62 190.990+5.41 155.630+12.84
AOCC 227.477+11.90 191.891+7.67 151.126+7.83 121.396+9.77
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4.2.2.2. Siiperoksit Dismutaz

Serum orneklerinden elde edilen SOD degerleri incelendiginde SK grubunda 3.,
7., 14. ve 21. giinlerde SOD seviyesinde hafif bir azalig goriildii ve bu durum 7. giinde
daha belirgindi. Ancak bu azalis istatistiksel olarak 6nemli degildi (p> 0.0001). YK
grubundaki SOD diizeylerine bakildiginda SK grubuna gére SOD degerlerinin
istatistiksel olarak ©Onemli derecede bir azalig gosterdigi goriildi (p<0.0001). YK
grubunun giinlik SOD degerinde de istatistiksel olarak onemli azaliglar tespit edildi
(p<0.0001). Ancak bunun tersine GS ve AOCC grubundaki SOD miktarindaki artislar 3.
giin itibari ile 7., 14., 21. giinlerde oldukca fazla gozlendi (p<0.0001). GS grubu SOD
degerlerindeki artiga kiyasla AOCC grubunda artis ¢ok daha ytiksek rapor edildi. Ayrica
AOCC grubundaki bu artisin SK grubu SOD degerlerine kiyasla yaklasik 3 kat1 oldugu

gozlendi (Tablo 4.2 ve Sekil 4.7, Sekil 4.8).

Tablo 4.2. Grup ortalama verilerine ait SOD seviye degerleri (Ortalama + SD, n=4)

Gruplar 3.Giin (nmol/mg) 7.Giin(nmol/mg) 14.Giin(nmol/mg)  21.Giin(nmol/mg)
SK 11.166+3.93 9.466+6.46 9.792+7.17 10.694+7.17

YK 8.976+4.52 7.387+6.08 5.583+7.87 3.092+5.61

GS 15.332+3.64 16.299+10.02 19.885+8.57 23.501+9.66
AOCC 15.52544.55 19.069+2.57 23.278+9.04 30.837+10.33
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4.2.2.3. Total Antioksidan Kapasitesi

Tablo 4.3. Grup ortalama verilerine ait TAK seviye degerleri (mmol/TroloxEg/L) (Ortalama

+ SD, n=4)
Gruplar 3.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin
SK 0.493+0.003 3.905+0.005 0.153+0 0.759+0
YK 0.483+0.004 4.875+0.025 0.708+0.043 0.948+0
GS 0.890+0 5.955+0.005 0.816+0.036 0.934+0
AOCC 0.565+0 3.455+0.005 0.978+0 1.047+0.003

Tiim gruplara ait toplam antioksidan kapasitenin belirteci olan TAK sonuglar
Tablo 4.3, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da gosterildi. 3. glin gruplarina bakildiginda, YK
grubunda artis olmazken en belirgin artis GS grubunda ( 0.890+0 mmol/Trolox Eq/L)
goriildii. GS grubu 3. ve 7. giinlerde gruplar arasi en yliksek degere sahipti ve istatistiksel
olarak anlamliyd: (p>0.0001). Ardindan yiikselise sahip diger grup ise AOCC grubu
olarak goriildii ve istatistiksel olarak anlamliydi (p>0.0001). 7. giine bakildiginda tiim
gruplarda farkli oranlarda total antioksidan seviyesi yiikselmeye devam etti. Gruplar arasi
yiikselme oranlarina bakildiginda 7. giinde 10 kat artis yaparak en anlaml ytikselis YK
grubunda gergeklesti (p>0.0001). GS ve AOCC grubunda ise yaklasik 6 kat1 bir ylikselme
rapor edildi ve gruplar arasi en yiiksek seviye GS grubunda goriildii (5.955+0.005
mmol/Trolox Eqg/L). 14. giin TAK degerleri incelendiginde genel olarak diisiis hakimdi.
Grup i¢inde en fazla diisiis seviyesi YK grubunda izlenirken (0.708+0.043 mmol/Trolox
Eq/L), en az diisiis seviyesi AOCC grubunda izlendi (0.978+0 mmol/Trolox Eq/L). 21.
giinlerde elde edilen sonuglara gore ise gruplar hafif yiikselme egilimi gosterdi. En fazla
yiikselis iki kat1 olarak tedavi grubumuz olan AOCC grubunda rapor edildi (1.047+0.003
mmol/Trolox Eqg/L).
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4.2.2.4. Total Oksidan Durum

Tiim gruplara ait toplam oksidan kapasitenin belirteci olan TOD sonuglar1 Tablo
4.4, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de gosterildi. Gruplarina bakildiginda, YK grubunda artis en
yiiksekti (9.148 £0.040 mmol/Trolox Eq/L). GS ve AOCC grubundaki degerler birbirine
yakindi. 7. giinde tiim gruplarda artis gézlendi. En belirgin artis YK grubunda gelisti. GS
ve AOCC seviyesindeki yiikselis degerleri birbirine yakin deger olarak izlendi. Bu
yiikselis 14. glinde hizla diisiise gecti. Tiim gruplar sifira yakin degerlere ulasirken,
gruplar arasinda en fazla diisiis GS grubunda gozlendi (0.070+£0.009 mmol/Trolox Eq/L).
AOCC ve YK grubundaki diisiis degerleri SK grubuna yakindi. 21. giinde tiim gruplarda
total oksidan seviyesinde hafif yiikselmeler gozlendi. 21. giinde 14. giine kiyasla en
belirgin ylikselme GS grubunda goriildii ve istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.0001). En
fazla yiikselme degerini ise SK grubunda gozlendi (0.540+0.039 mmol/Trolox Eq/L).
AOCC grubundaki diisiis grup igerisinde en fazla diisiis olarak izlendi ve anlaml olarak

degerlendirildi. (p<0.0001) (0.270+0.030 mmol/Trolox Eq/L).

Tablo 4.4. Grup ortalama verilerine ait TOD seviye degerleri (umolH202 Eq/L) (Ortalama
+ SD, n=4)

Gruplar 3.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin

SK 8.684+0.084 9.819+0.813 0.332+0.028 0.540+0.039
YK 9.148 +0.040 10.690+0.219 0.244+0.016 0.390+0.030
GS 7.567+0.060 8.768+0.720 0.070+0.009 0.355+0.005
AOCC 7.057+0.690 8.348+1.081 0.210+0.010 0.270+0.030

39



oy

Serum TOS (pmolH202 Eqg/L)

=y
o
1

co
1

3.Giin 7.Giin 14.Giin

—
wn
]

ns

o
K
|

ns

ns ns
ns

—_— ns ns

—

e
w
|
=}
17
t

—
=
[ ]

H

o
1

e

Serum TOS (umolH202 Eq/L)
(=]
a
|

o
=)
|

T T
SK YK GS AOCC

Serum TOS (umolH202 EqlL)
0
1

Serum TOS (pmolH202 Eqg/L)

=
L

T T
SK YK GS AOCC SK YK GS AoCcC

Sekil 4.11. Uygulama gruplarinda analiz edilen TOD seviyesi siitun grafigi.

.
oo
]

=
o
1

=
B
|

=
v
1

=
o
|

SK

21.Giin
ns s
T * ey
-
T T
YK GS AQCC

Sonuglar p<0.001 anlami, p>0.001 (ns) anlamsiz olarak ve **** en yiiksek derecede, * en diisiik derecede anlamlilik olarak analiz edildi.

SK YK GS AOCCC

Sekil 4.12. Gruplarinda ortalama TOD degerinin 21 giinliik degisim grafigi

— |

1= mm 3. Gun
o = 7. Guan
£ 10 = 14. Guan
= s 21 Gun
=

oD —

o 5

=

=

=

D 0 —

oD



4%

4.3. Doku Ornekleri i¢in Histopatolojik Bulgular

Sekil 4.13. SK grubuna ait histopatolojik goriintiiler

Epidermis (mavi ok), dermal alanda deri ekleri (kil folikiilleri-kirmiz1 ok), subkutan yag doku (sar1 ok). Sekil 4.13’te ki histopatolojik
goriintlilerde SK grubuna ait fizyolojik olan cilt ve cilt alti dokusuna ait goriintiilerdir. Dermal alanda deri ekleri ve daha derin kisminda ise yag

dokusu goriintiisii vardir. 21 giin boyunca herhangi anormal bir cilt yapist izlenmemistir.
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Sekil 4.14. YK grubuna ait histopatolojik degerlendirme

3. giin: Hipereozinofili (mavi ok), inflamatuar infiltrat (beyaz ok). 7. giin: Inflamatuar infiltrat (mavi ok), hipereozinofili (sar1 ok). 14. giin:
Intraepidermal vezikiil yapilar1 (beyaz ok), nétrofilik infiltrat (mavi ok), fibroblastik aktivasyon (kirmiz1), kalsifikasyon (sar1 ok). 21.giin: Yiizeyde
notrofilik infiltrasyon devamliligi (mavi ok) mevcut, yogun fibroblastik aktivasyon (kirmizi ok) arasinda yer yer kollojenizasyon (sar1 ok) alanlari
izlenmektedir.

Sekil 4.14’teki histopatolojik goriintiilerde YK grubunun kendi grup i¢indeki iyilesme siireci izlenmistir. 3. giinde epidermiste kayip ve
dermis tabakasinda hasar hipereozinifili ve inflamatuvar infiltrat izlenmistir. 7. giinde nétrofillerin ¢ok yogun oldugu inflamatuar infiltrat ve

hipereozinofili izlenmistir. 14. giinde epidermiste intraecpidermal vezikiiler yapilarin goriinmesi ile birlikte yilizey epitel rejenerasyonu ve



(17

keratinizasyon olusumu yoktur. Bu siiregte baskin nitelikte nétrofilik infiltrat devam etmektedir. Fibroblast aktivasyonu baslamis olup yer yer

kalsifikasyonlar olugsmustur.

Sekil 4.15. GS grubuna ait histopatolojik degerlendirme

3. giin: Hipereozinofili (sar1 ok), inflamatuar infiltrat (mavi ok). 7. giin: Inflamatuar infiltrat (mavi ok), dermiste kil folikiilleri (sar1 ok).
14. giin: Epitel rejenerasyonu ve keratinizasyonu (sar1 ok), Inflamasyon (mavi ok), fibroblastlar (kirmiz1 ok), kalsifikasyonlar (beyaz ok). 21. giin:
Yiizeyde nétrofilik infiltrasyon (mavi ok) devamliligi mevcut. Yanik alani bitisiginde intraepidermal vezikiil (beyaz ok) yapist izlenmektedir.

Fibroblastik aktivite yogun bir sekilde (kirmizi ok) goriilmektedir.
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3. glin GS gruplarinda epidermiste kayiplar yanikli tiim dokularda oldugu gibi burada da gozlenmistir. Hipereozinofili, dermal alanda
goriiliirken, derin dermis tabakasinda inflamatuvar infiltrat da goriilmiistiir. Ayrica inflamasyon bugiinde az miktarda izlenmistir. 7. giinde
notrofiller yogun olup inflamatuvar alanlar1 ve kil folikiillerine ait deri ekleride goriilmiistiir. 14. giinde epitel rejenerasyon ve keratinizasyon

olusumlar1 baslamistir. Inflamasyon derin dermiste dahil olmak iizere devamliligini1 devam ettirmektedir.

Sekil 4.16. AOCC grubuna ait histopatolojik degerlendirme

3. giin: Hipereozinofili (sar1 ok), inflamatuar infiltrat (mavi ok). 7. giin: intraepidermal vezikiil yapilar1 (beyaz ok). Yer yer inflamatuar
infiltrat devamliligi mevcut (mavi ok). 14. giin: Yiizeyde krut yapisi (beyaz ok), altinda devam eden inflamasyon (kirmizi ok) ve dermal alanda
yogun fibroblastik aktivasyon (mavi ok) izlenmektedir. 21. giin: Yiizeyde notrofilik infiltrasyon (mavi ok) devamliligi mevcut. Yanik alani

bitisiginde intraepidermal vezikiil (beyaz ok) yapisi izlenmektedir.



Fibroblastik aktivite yogun bir sekilde (kirmizi ok) goze ¢arpmaktadir. Gruplarda
yanik kaynakli epidermis ve dermis tabakalar1 6nemli derecede etkilenmisti ve hepsinde
az ya da yogun sekilde, hipereozinofili, koagilatif nekroz ve ddemlesme goriildii.
Ozellikle 3. giin degerlendirmesinde yanik kontrol grubunda 6demlesme en fazla
goriiliirken, GS ve AOCC grubunda koagiilatif nekroz en ¢ok gozlenen gruptu.

7. giinde dereceleri degisken olmasina ragmen her grupta nétrofiller ilk bugilinde
gozlenmistir. Epitel rejenerasyon heniiz higbir grupta baslamamisti. Hipereozinofili az
derecede varligini stirdiirmektedir. Ayrica tiim gruplarda yanik yeri yakininda epidermis
tabakasinda vezikiiller goriilmiistiir. Odem higbir grupta tamamen kaybolmasada GS ve
AOCC tedavi gruplarinda fibroblast aktivitesi baglamis ve inflamatuar siireci gerilemeye
basglamuisti.

14. giinde GS ve AOCC tedavi gruplarinda epidermiste epitelizasyon ve yer yer
keratinizasyon aktivitesi izlendi. Ayrica GS ve AOCC gruplarinda kollojenizasyon
alanlarida goriilmiistiir. Yine tiim vakalarda YK grubunda yogun olmak iizere inflamatuar
hiicrelerin varhig1 izlendi. Odem az olmakla birlikte diisiik seviyede olsada nekroz ve
hipereozinofili tamamen gruplarda kaybolmustur.

4.4. Real-Time PCR (g-RT PCR) Kullamlarak Elde Edilen Genlerin
Ekspresyon ifadeleri

Calismamizda AOCC etanollii ekstrat karisiminin yanik dokusunda iyilestirici
etkilerini gozlemlemek igin 11-6, Tgfl-5, Tnf- a ve Vegf gen ekspresyon seviyeleri Reel-
time PCR yontemi kullanilarak 3., 7., 14. ve 21. giinlerde dl¢iilmiistiir. Elde edilen
sonuglar Tablo 4.5-Tablo 4.8 ve Sekil 4.16-Sekil 4.21°de goriilmektedir.

[1-6 gen seviyeleri SK grubunda 21 giin boyunca herhangi bir degisiklik
gbzlemlenmedi. YK grubunda bu deger istatistiksel olarak 6nemli derecede artis sergiledi
(p<0,001). En fazla artis 14. giinde goriildii ve 21. glinde en diisiik seviyesine indi ancak

gruplar arasi en yiiksek degerlerdeydi (1.135+0.020). GS grubunda 21 giin boyunca diisiis
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gbzlendi ve gruplar arasi en diisiik seviyede olgiildi (0.906+0.044). AOCC gruplarinda

azalan I1-6 gen seviyeleri daha sonralar1 da azalarak devam edip SK seviyelerine yaklasti.

Tablo 4.5. Grup ortalama verilerine ait 11-6 gen seviye degerleri (Ortalama + SD, n=4)

Gruplar  3.Giin (nmol/mg) 7.Giin(nmol/mg) 14.Giin(nmol/mg) 21.Giin(nmol/mg)
SK 0.603+0.008 0.756+0.038 0.830+0.021 0.940+0

YK 1.360+0.080 1.246+0.026 1.810+0.035 1.135+0.020

GS 1.190+0.024 1.086+0.021 0.793£0.031 0.906+0.044
AOCC 1.060+0.021 1.013+0.010 1.008+0.001 1.016+0.005

Tgf-p1 gen diizeylerine bakildiginda 21 giin boyunca tiim giin gruplarinda YK
gen diizeyleri en yiiksek seviyedeydi (1.356+0.049). GS gruplarinda ise diisiis gozlendi.
Bu dislis 21. giinlin sonunda gruplar aras1 en diisiik seviyeye ulast1 ( 0.736%0.040).
AOCC gruplarinda Tgf-f1 gen diizeylerinin 1liml1 olarak artisa gectigi tespit edildi. Bu

artis 21. gliniin sonunda SK grubuna yaklasik deger aldi (1.023+0.008).

Tablo 4.6. Grup ortalama verilerine ait Tgf1-f seviye degerleri (Ortalama + SD, n=4)

Gruplar  3.Giin (nmol/mg) 7.Giin(nmol/mg) 14.Giin(nmol/mg) 21.Giin(nmol/mg)
SK 0.536+0.087 0.416+0.061 0.713£0.069 1.013£0.040
YK 1.303+0.091 0.920+0.086 1.156+0.020 1.356+0.049
GS 1.210+0.040 1.053+0.024 0.830+0.069 0.736+0.040
AOCC 0.948+0.040 1.213+0.082 1.150+0.040 1.023+0.008

3. giin YK grubunda Tnf-a geni diger gruplara gore 2 kat arttis gostermistir. 7.
giinden sonra azalmaya bagladi ve 21. giiniin sonunda YK grubu 3. giin seviyelerinin

yarisina kadar diistiigii gozlendi. Fakat bu diislis sonrasinda gruplar arasi1 en yiiksek
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seviyede izlendi (1.166+£0.036). GS grubunda 7. giinde azalisa geg¢se de 14. giinde
artmaya bagladi ve 21. giinde gruplar aras1 en diisiik seviyede gozlendi (0.886+0.074).
AOCC gruplarinda benzer durum olarak Tnf-a gen seviyeleri 7. giinde azalmaya basladi.
14. giinde tekrar artmaya baslayan gen seviyeleri 21. giinlin sonunda diiserek SK grubuna

yakin seviyede rapor edildi.

Tablo 4.7. Grup ortalama verilerine ait Tnf-a seviye degerleri (Ortalama + SD, n=4)

Gruplar  3.Giin (nmol/mg) 7.Giin(nmol/mg)  14.Giin(nmol/mg) 21.Giin(nmol/mg)
SK 0.360+0.030 0.560+0.050 0.780+0.048 0.903+0.069
YK 2.360+0.139 1.450+0.086 1.603+0.036 1.166+0.036
GS 1.136+0.159 0.733+0.089 0.846+0.106 0.886+0.074
AOCC 1.068+0.002 0.970+£0.016 1.002+0.003 0.988+0.020

Vegf gen diizeyleri incelediginde YK grubunda inis ¢ikislar gozlenlese de 21.
giiniin sonunda gruplar aras1 en yiiksek seviyede gozlendi (1.206+0.036). GS ve AOCC
gruplarindaki gen seviyelerine bakildiginda ilk 6nce bir artis sonrasinda ise azalis tablosu
izlendi. 21. glinde GS ve AOCC gruplar1 iliml diistise gectigi goriildii. 21. giinlin sonunda
AOCC grubu, GS grubundan daha diisiik seviyelere inerek SK grubuna en yakin grup

oldugu izlendi.

Tablo 4.8. Grup ortalama verilerine ait Vegf seviye degerleri (Ortalama + SD,n=4)

Gruplar 3.Giin 7.Giin(nmol/mg) 14.Giin(nmol/mg) 21.Giin(nmol/mg)
(nmol/mg)

SK 0.800+.0.0 0.560+0.032 0.730+0.024 0.89+0.072

YK 1.170+0.04 1.306+0.073 0.980+0.016 1.206+0.036

GS 1.133+0.028 1.353+0.069 1.680+0.048 1.060+0.058

AOCC 1.070+0.016 1.478+0.008 1.250+0.057 1.048+0.016
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Sekil 4.16. Uygulama gruplarinda analiz edilen 3.gilin gen ekspresyon seviyeleri.

Sonuglar p<0.001 anlami, p>0.001 (ns) anlamsiz olarak ve **** en yiiksek derecede, * en diisiik derecede anlamlilik olarak analiz edildi.
Farkli gruplarda 3. giin gen ekspresyon seviyeleri incelendiginde, 11-6 gen seviyesi en diisiik deger olarak AOCC grubunda goriilmektedir.
Bu deger GS grubu ile kiyaslandiginda anlamsiz iken (ns) diger gruplar ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak en yliksek derecede anlamli
gorilmistir (****p<0.0001). YK ve GS gruplarindaki gen seviyerindeki diisiisler ise gruplar i¢inde anlamli kabul edilmistir (***p<0.0001).
3. giin Tgfl-f gen seviyelerine bakildiginda, GS seviyesindeki yiikselme grup igerisinde en anlamli yiikselme olarak test edilmistir (***p<0.0001).

YK grubundaki gen seviyeleri de anlamli olarak degerlendirilmistir (**p<0.0001). Grup igerisinde en diisiik anlamli olan grup AOCC grubudur
(*p<0.001)



Tnf-a gen sevilerine 3. giin degerlendirmesine bakildiginda, YK ve AOCC grubundaki yiikselme seviyeleri grup i¢inde en yiiksek anlamli
olarak degerlendirildi (***p<0.0001).GS grubundaki yiikselme seviyeleri grup i¢inde daha diisiik anlamli olarak degerlendirildi (**p<0.0001).
AOCC grubu ile GS Tnf-a gen sevileri kiyaslandiginda ise aralarinda belirgin bir fark gozlenmemistir (p>0.0001).

3. giin igerisinde inceledigimiz Vegf gen seviyelerine baktigimizda, grup igerisinde GS ve AOCC gruplarindaki yiikselis anlamli olarak goriildii
(****p<0.0001). GS ve AOCC gruplarinm1 arasindaki yiikselis yorumlandiginda aralarinda herhangi bir fark gézlemlenmedi (p>0.0001). YK

grubundaki gen artis1 anlamli bulunurken diger gruplara gére daha diisiik degerde yorumlandi (***p<0.0001).
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Sekil 4.17. Uygulama gruplarinda analiz edilen 7.giin gen ekspresyon seviyeleri.

Sonuglar p<0.001 anlami, p>0.001 (ns) anlamsiz olarak ve **** en yiiksek derecede, * en diisiik derecede anlamlilik olarak analiz edildi.
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7. giin 11-6 gen seviyelerine bakildiginda grup icerisindeki en diisiik deger AOCC
grubuna aittir (***p<0.0001). AOCC grubuna ait veriler ile GS grubundaki gen verileri
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.0001). Grup icerisindeki YK degerleri en
yiiksek seviyelere ulast1 (***p<0.0001).

7. giin Tgfl-f gen diizeyleri incelendiginde en yiiksek ve en anlamli sonuglar
AOCC grubunda goriildii (****p<0.0001). Bu degerler GS grubu ile kiyaslandiginda
anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.0001). YK grubundaki yiikselis grup icerisinde en az
olmasina ragmen bu artis anlamli olarak goriildii (***p<0.0001).

Tnf-a gen sevilerine 7. giin degerlendirmesine bakildiginda, en fazla artis YK
grubunda gozlemlendi (****p<0.0001). AOCC grubundaki yiikselis istatistiksel olarak
anlamli gorildi (¥**p<0.0001). GS grubu Tnf-a gen seviyeleri artigina bakildiginda bu
deger istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0.0001). GS grubu AOCC grubu ile
karsilastirildiginda aralarindaki fark diisiik derecede anlamli olarak goriildii (*p<0.0001).

7. giin yanik dokusunda inceledigimiz Vegf gen seviyelerine baktigimizda, grup
icerisinde en yiiksek seviye tedavi grubumuz olan AOCC grubunda rapor edildi
(****p<0.0001). GS grubundaki yiikselmelerde anlamli olarak goriildii (*p<0.0001).
AOCC grubu ile GS grubundaki artan Vegf gen seviyelerine bakildiginda aralarinda
anlaml bir farklilik gézlenmedi (p<0.0001). YK grubundaki gen artiglar1 anlamli olarak

goriildii (***p<0.0001).
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Sekil 4.18. Uygulama gruplarinda analiz edilen 14.giin gen ekspresyon seviyeleri.

Sonuglar p<0.001 anlami, p>0.001 (ns) anlamsiz olarak ve **** en yiiksek derecede, * en diisiik derecede anlamlilik olarak analiz edildi.
14. giin 11-6 gen ekspresyon seviyelerine bakildiginda en diisiikk deger GS grubunda gozlendi fakart bu istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.0001). AOCC degerindeki gen seviyesi de istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.0001). Fakat iki grup arasindaki deger istatistiksel olarak
anlamliydt (** p>0.0001). Grup igerisindeki en yiiksek deger YK grubuna ait olup bu deger istatistiksel olarak anlamli olarak goriildi
(***p<0.0001).
Tgfl-p gen diizeyleri incelendiginde en yiiksek seviye AOCC grubunda goriildii ve yiikselis istatistiksel olarak anlamliydi (****p>0.0001).
GS grubundaki gen seviyeleri anlamli goriilmedi (p>0.0001). Grup igerisinde diger yiikselis gdsteren YK grubu olup bu yilikselme anlamli goriildii

(***p<0.0001). AOCC ve GS seviyeleri kendi aralarinda incelendiginde ise anlamli bir fark goriildii (**p<0.0001).



Tnf-o gen seviyeleri 14. giinde en yiiksek seviye YK grubunda goriildii ve bu istatistiksel olarak anlamliydi (***p<0.0001). AOCC
grubundaki gen seviyelerindeki yiikselis anlamli olarak analiz edildi (**p<0.0001). GS grubundaki gen seviyeleri yanik gruplar arasindaki en diisiik
seviyede yiikselis gosterdi ve istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.0001). GS ve AOCC gruplar1 arasindaki gen seviyeleri kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (*p>0.0001).

Vegf gen seviyeleri incelendiginde yanik dokusunda en anlaml yiikselis GS grubunda gorildi (****p<0.0001). Grup igerisinde diger
yiiksek seviye AOCC grubunda analiz edildi ve istatistiksel olarak anlamlryd: (***p<0.0001). Iki grup arasindaki gen seviyeleri anlaml1 goriildii

(***p<0.0001). Grup icerisinde en diisiik Vegf gen seviyesi YK grubuna aitti ve bu deger anlamliyd: (**p<0.0001).
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Sekil 4.19. Uygulama gruplarinda analiz edilen 21.giin gen ekspresyon seviyeleri.

Sonuglar p<0.001 anlami, p>0.001 (ns) anlamsiz olarak ve **** en yiiksek derecede, * en diisiik derecede anlamlilik olarak analiz edildi.
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Son giin olan 21. giinde Il-6 seviyelerine bakildiginda en diistik deger GS
grubunda gozlendi fakat bu deger istatistiksel olarak anlamsizdi (p>0.0001). AOCC
tedavi grubumuzdaki gen seviyeleri GS grubuna gore yiiksek seviyede olup anlamsiz
olarak degerlendirildi (p>0.0001). Iki grup arasindaki gen seviyeleri anlaml1 goriildii
(**p<0.0001). Grup igerisindeki en yiiksek deger YK grubunda gézlendi ve istatistiksel
olarak anlamliydi (***p<0.0001).

Tgfl-f gen seviyeleri grup iginde en yiikksek deger YK grubunda goriildi
(****p<0.0001). Diger yiiksek deger AOCC grubunda goriildii fakat istatistiksel olarak
anlamsizdi (p>0.0001). GS grubundaki gen seviyeleri anlamli goriildii (***p<0.0001).
AOCC ve GS gruplar1 arasindaki gen seviyeleri anlamli olarak kaydedildi
(***p<0.0001).

Tnf-a gen seviyesi 21. ginde GS ve AOCC gruplarinda ve kendi aralarinda
anlamsiz olarak degerlendirildi (p>0.0001). Grup i¢inde en anlamli yiikselis YK
grubunda goriiliirken istatistiksel olarak anlaml goriildi (**p<0.0001).

Vegf gen seviyeleri en yiiksek seviyede ve anlamli olarak YK grubunda gozlendi
(****p<0.0001). AOCC grubundaki gen seviyesindeki yiikselis anlamli olarak goriildii
(***p<0.0001). GS grubundaki gen seviyeleri en diisiik anlamli olarak analiz edildi
(*p<0.0001). GS ve AOCC gruplar arasindaki degerlendirmede aralarinda anlamli bir

farklilik goriilmedi (p>0.0001).
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Sekil 4.20. Gruplara ait giinlerdeki gen ekspresyon seviyeleri
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Sekil 4.21. Gruplara ait gen ekspresyon seviyelerinin giinlere gore dagilimi



5. TARTISMA

Diinya Saglik Orgiitii’ne gore her y1l 11 milyon kadar tibbi miidahale gerektiren
yanik vakasi meydana gelmektedir ve bunlarin % 1.6’ s1 6liim ile sonug¢lanmaktadir (Chan
ve ark., 2024). Bundan dolayi1 yanik yaralanmalar1 dnemli bir halk saglig1 problemidir ve
diinya ¢apinda diger yaralanma vakalarina nazaran en ciddi olanlar1 i¢erir (Guesmi ve
ark., 2022).

Cilt, insan viicudunun en dis tabakasidir ve ilk savunma hatt1 olarak gorev yapar
ve yaygin klinik yaralanmalara kars1 hassastir. Travmadan sonra cilt dokusunun iyilesme
slireci, ¢esitli onarici hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi, gogii, apopitozu ve kaybolmasi
gibi bir dizi olay1 igerir. Bu, farkli hiicre tipleri, yapisal proteinler, biiyiime faktorleri ve
protein kinazlar1 arasindaki karmasik etkilesimlerden kaynaklanir (Sorg ve ark., 2023).
Travma, cildi veya mukoza zarlarini hasara ugratarak yarayr dogrudan havaya maruz
birakabilir ve patojenler tarafindan enfeksiyona karsi savunmasiz hale getirebilir. Buda,
yara iyilesme siirecini uzatabilir. Yara onarimi dort asamadan olusur: hemostaz,
iltthaplanma, hiicre ¢ogalmas1 ve dokunun yeniden sekillenmesi. Bu siirecte kizariklik,
sisme ve agr1 gibi semptomlar siklikla goriiliir (Eming ve ark., 2007; Rodrigues ve ark,
2019). Travmadan sonra yara bolgesinde olusan lokal inflamatuar reaksiyonlar, yara
lyilegsmesinin veya doku onariminin temelini olusturur. Asir1 inflamasyon ve zayiflamig
bagisiklik tepkisi normal dokulara zarar verebilir ve yaranin kapanmasini engelleyerek
anormal yara olusumunun birincil nedenleri haline gelebilir (Jagdeo ve ark., 2021).
Serumda veya dokuda Tnf-a, 7/-6 ve Il-1f gibi proinflamatuar sitokinlerin ekspresyon
seviyelerinin tespit edilmesi yara iyilesme ¢aligmalarinda siklikla tercih edilen markirlar

arasinda yer almaktadir (He ve ark., 2024).
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Toplumdaki yiiksek sikligi ile birlikte yayginligi nedeniyle, cilt yaralarinin
onarilmasi igin terapétik tedavilerin gelistirilmesi bilim insanlarinin 6nceligi olmustur (H.
Zhang ve ark., 2024). Sik¢a kullanilan ve diinya genelinde yaygin bir pazarlama alani
bulunan topikal ilaglar genellikle antibiyotik, antimikrobiyal ve antiseptik etken maddeler
ile {retilmektedir. Bunlarin yaninda son zamanlarda epitel olusumunu arttirici,
destekleyici ve antioksidan 6zellikli bitki ekstratlar1 i¢eren tirtinlerin kullanimi da hizla
artmaktadir (Kaymaz, 2018).

Calismamizda bu bilgiler 1s1¢inda yola c¢ikarak daha 6nce karisim olarak
arastirtlmamis olan Aoe vera, Olea europoea, Chamomilla recutita ve Cocos nucifera
(AOCC) bitki ekstratlarinin, ikinci derece yanik olusturulan ratlarda in vivo olarak
tyilestirici etkisi arastirildi. Deney hayvanlar1 4 farkli gruba ayrildi (Tablo 3.1). Tiim
uygulama gruplarinda bulunan deney hayvanlarindan 3., 7., 14. ve 21. giinlerde kan ve
deri dokusu ornekleri temin edildi. Elde edilen kan serum 6rneklerinde oksidatif stres
belirteglerinden MDA, SOD, TOD, TAK degerleri belirlendi. Son olarak yara
iyilesmesinde oksidatif stres siiregleri ve enflamasyonu diizenleyen Tnf-a, 11-6, Tgf1-5 ve
Vegf-a genlerinin ekspresyon seviyeleri ol¢iildii. Caligmamizda kullandigimiz yontemler
daha Once birgok arastirici tarafindan kullanilmis olup, basaris1 gosterilmis, alternatif
yontemlere gére daha basit ve maliyetinin diisiik olmas1 bakimindan tercih edildi.

Hiicreler genel olarak hiicresel redoks dengelerini koruyabilirler fakat bazi
durumlarda redoks ortaminda dengesizlikler gelisebilir. Genellikle bu durum antioksidan
sistemindeki bozulmalar ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) iiretimindeki artis kaynakli
olurlar. Sonug olarak her iki neden de ROT seviyelerinin ortamda yiikselmesine neden
olur. Bu nedenle oksidatif stres (OS), cesitli patolojik durumlarin baslangicinda ve
ilerlemesinde ¢ok dnemli role sahiptir (Singh ve ark., 2023).

Doku ve hiicrelerdeki oksidatif stresin goOstergesi olan MDA, bir lipit
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peroksidasyon metabolitidir. Lipit peroksidasyonu, doku hasar1 devam ettigi siirece
organizmada yliksek seviyelerde kalmayi secer (Ercan, 2004; Tung, 2024). Benzer
sekilde dokularda antioksidan mekanizmalarin belirlenmesinde kullanilan bir diger
parametre Siiperoksit dismutaz enzim degerlerinin Olgiilmesidir. Dokularda MDA
seviyesinin artmasi ve SOD seviyesinin azalmasi1 oksidatif stresin gostergeleri olarak
kabul edilmektedir (Prabowo ve ark., 2022). Calismamizda, hiicre i¢in oksidatif
homeostazdaki bilinen islevleri ve potansiyel terapotik etkileri ile birlikte, redoks
dengesini yansitmada onemli belirtegler olmalarindan dolayt MDA ve SOD parametreleri
secildi (Singh ve ark., 2023).

Calismamizda, literatiirlere paralel olarak, yanik kontrol grubu bireylerinden elde
edilen MDA ve SOD diizeyleri saglikli kontrol grubu bireylerinden elde edilen MDA ve
SOD diizeyleri ile karsilastirildiginda 3., 7., 14. ve 21. giinlerde yanik kontrol grubu
bireylerinde MDA seviyelerinin anlamli derecede arttig1 (p>0.05), SOD seviyelerinin ise
anlamli derecede azaldigi tespit edilmistir (p<0.05). Gilimiig-siilfadiazin ve AOCC
gruplarda ise MDA diizeyi 3., 7., 14. ve 21. giinlerde anlaml1 derecede azalirken (p<0.05),
SOD seviyeleri anlamli derecede arttig1 tespit edildi (p>0.05). Bizim bulgularimiza
paralel olarak Tammam ve ark., (2023) tarafindan yapilan, mezenkimal kok hiicre ve
trombositten zengin hiicrelerin cilt yaniklarinda iyilestirici, genglestirici ve yara izlerinde
tedavi edici etkilerinin incelendigi c¢alismada, yanik kontrol gruplarinda SOD
aktivitelerinde azalma goriiliirken, lipit peroksidasyonu model gruplarinda MDA
seviyeleri belirgin bir sekilde yiikseldigi rapor edilmistir. Bu durumun aksine tedavi
gruplarindaki yanmis doku orneklerinde SOD aktivitelerinde artis goriiliirken, MDA

seviyelerinde ise azalma tespit edilmistir (Tammam ve ark., 2023).
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Foschi ve arkadaslarimin (1988) serbest oksijen radikallerinin yanik yarasi
tizerinde etkilerini inceledigi bir ¢alismada serbest oksijen radikallerinin serbest radikal
olusumunun yara iyilesmesi tizerinde inhibe edici etkilerinin oldugu goriilmiistiir (Foschi
ve ark., 1988). Calismamizda elde ettigimiz veriler paralel olarak bu sonuglari
desteklemektedir. 21. giliniin sonunda total antioksidan seviyesinin 3. giin seviyesinin 2
kat1 olarak en yiliksek seyrettigi grup tedavi grubumuz olan AOCC grubudur. GS
grubundaki yiikselis ise daha sinirli idi. TOD seviyesinin ise yine 3. giine nazaran 21.
giine kadar gruplar arasi en az yiikselis AOCC grubunda g6zlenmistir. Ardindan bu siray1
GS takip etmektedir. Sonug olarak grup icerisinde AOCC bitki ekstratinin hiicre ici TAK
seviyesini yiikseltip, TOD seviyesini diisiireren en belirgin grup olarak gézlenmektedir.
Boylece TAK/TOD dengesini saglayip serbest radikal olusumunu engelleyebilecegi ve
yara iyilesme siirecine katki saglayabilecegini diistinmekteyiz.

Literatiirde yanik ve yanik yarasi iyilesmesi ile ilgili ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin genelinde epidermis ve dermis tabakasinda lezyon
yetersizligi ve hasarlanma tespit edilmistir (Avsar ve ark., 2016; Rosique ve ark., 2017).
Yanik gibi deri defektlerinde histopatolojik analizler en 6nemli parametredir ¢iinkii deri
bu defektlerden ilk etkilenen organdir. Tedavide de deri tabakasinin yenilenmesi yanik
yarast iyilesmesinin en Onemli gostergelerinden birisidir (Singer ve ark., 2018).
Histopatolojik degerlendirmemize goére AOCC tedavisi dermis ve epidermis
katmanlarinda rejeneratif etki gostermistir. Calismamizin sonucunda 6zellikle fibroblast
aktivitesi ve epitel rejenerasyonunun iyilesmeler oldugu goriilmistir. Yanik
tedavisindeki tiim histopatolojik parametrelere yakin olarak cilt nemi korunmali ve
boylece yara iyilesmesi saglanmalidir (Mennini ve ark., 2016).

Zeytin yapragi ekstresindeki polifenollerin antioksidan aktiviteye sahip oldugu,

yara iyilesme siirecini etkiledigi ve kolaylastirdigi, ayrica zeytin yapraginin antibakteriyel

58



aktivitesinin bulundugu diyabetik sicanlar {izerinde yapilan ¢alismalar ile belirlenmistir
(Elnahas ve ark., 2021). Noori ve ark., (2022) yaptiklar1 bir ¢alismada Aloe vera
yapraklarindan elde edilen ekstraktin cildin kil folikiillerinin ortaya ¢ikmasi ve ozellikle
mikrodalga plazma sistemini kullanarak 5-7 dakikalik bu ekstrakta maruz kalmanin cildin
dogal epitel hiicrelerinin artmasma ve bdylece kolajen oranindaki artigla hiicrelerin
normal aktivitesine geri donmeye basladigini1 belirlemislerdir (Noori ve ark., 2022).
Hindistan cevizi kabugu liflerinden ve meyvesinden elde edilen ekstraktlarin incelenmesi,
bu ekstraktlarin cilt enfeksiyonlarinin yaygin bir nedeni olan Staphylococcus aureus'a
kars1 antimikrobiyal aktivite gdsterdigini ortaya koymustur (Chakraborty ve ark., 2008).
Jamalian ve ark. (2012) yaptiklar1 arastirma ile Matricaria recutita’nin dermatofitoz ve
diger fungal enfeksiyonlarin tedavisine uygun etkili antifungal formiilasyonlarin
tasarlanmasinda potansiyel bir aday olarak degerlendirilebilecegini bildirmislerdir
(Jamalian ve ark., 2012). Bu besleyici ve enfeksiyonlara karsi koruma saglayan {iriinler
cilt katmanlarin1 yenileyebilme kabiliyetlerinin yani sira cildin neminin korunmasinda
fayda saglamaktadir.

Yara iyilesme siirecinde histopatolojik rejenerasyonu saglayan en oOnemli
mekanizmalardan birisi de biiyiime faktorleridir (Bayir ve ark., 2019). Biiyiime faktorleri,
proliferasyon, anjiyogenez ve graniilasyon dokusu olusumunda rol oynar ve yara iyilesme
siirecinde onemlidir (Massague, 1990; Gale ve Yancopoulos, 1999; Nessler ve ark.,

2013).
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Mevcut ¢alismada Transforming Growth Factor-betal (Tgf-f1) ve Vaskiiler
Endotelyal Growth Factor-alfa (Vegf-a)'y1 analiz ettik. Vegf-a, cilt rejenerasyon siirecinde
onemli olan anjiyogenezde bir¢ok rol oynar (Lauer ve ark., 2000). Li ve arkadaslar
(2015) yaptiklar1 ¢alismada ikinci derece yanik ciltte Vegf-a mRNA ekspresyonlarinin
azaldigimi gosterdiler (Li ve ark., 2015). Benzer bir ¢alismada Bayir ve ark., (2019)
yilinda yaptiklar1 ¢alismada da yanik kontrol grubunda Vegf-a ekspresyon degerlerinin
azaldigini gostermislerdir. Bu arastiricilar tedavi icin kullandiklar1 balmumu, zeytinyagi
ve tereyagl karisiminin Vegf-a mRNA ekspresyon diizeyini olduk¢a yiikselttigini
gostermiglerdir. Mevcut ¢aligmamizda benzer sekilde, yanik ciltte Vegf-a diizeylerinin
azaldigini, AOCC tedavisinin ise Vegf-a ekspresyonlarini artirdigini gésterdik. AOCC
tedavisinin Vegf-a diizeylerini artirarak yeni damar olusumunu sagladigi ve bu sonucun
histopatolojik degerlendirmelerle de desteklendigi goriildii.

Vegf-a gibi Tgf-f1 de yara iyilesme merkezinde 6nemli roller oynar (Nessler ve
ark., 2013; Bayir ve ark., 2019). Gliniimiizde Tgf-f'nin fibrotik hastaliklarin bir 6zelligi
olan miyofibroblast farklilagmasini uyardig: iyi bilinmektedir (Kapoun ve ark., 2006).
Ayrica Tgf-8, yara iyilesmesinde rol alan onemli hiicre tipleri olan keratinositleri,
fibroblastlari, endotel hiicrelerini ve monosit hiicrelerini uyarir (Faler ve ark., 2006). Tgf-
B1, proliferasyonu, hiicresel farklilagmasi, motilite ve adezyon gibi fonksiyonel olaylar1
diizenleyen bir sitokin tiiriidiir (Semsi, 2021). Schultze ve arkadaglar1 (2004) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada Tgf-f aktivitesinin inhibisyonuyla daha az fibroz ve belirgin
kollajen tip I-IV lif iretimi gosterilmistir (Schultze ve ark., 2004). Bu nedenle Tgf-/, yeni
bag dokusu olusumunun arkasindaki itici gii¢ olabilir. Ghahary ve arkadaslari, saglikli
cilt olusumunun yanmis cilde gore daha fazla Tgf-f# mRNA seviyesine sahip oldugunu
duyurdu (Ghahary ve ark., 1993).

Son olarak Kamarazaman ve ark., (2024) Baeckea frutescens etanolik 6ziitiiniin
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keratinositler ve fibroblast hiicreleri tizerinde onemli proliferatif ve go¢ edici etkiler
gosterirken, Tgf-g, -1, Vegf ve MMP-2 genleri ve proteinlerinin ekspresyonunu arttirici

Ozellikler gosterdigini bildirmislerdir (Kamarazaman ve ark., 2024).

Bu sonuglara paralel olarak normal deriden daha az Tgf-$1 mRNA ekspresyonu
gosterdik. Ayrica AOCC tedavisi Tgf-f1 seviyelerini artirarak fibroblast aktivitesini,
epitel rejenerasyonunu ve keratinizasyonu indiikler. Ayrica bir ¢aligmada arastirmacilarin
Tgf-p izoformlarinin ozellikle Tgf-pl'in re-epitelizasyonu geciktirdigini ve Tgf-51
inhibisyonunun yara iyilesmesini destekledigini gosterdigi zit bir sonu¢ vardir. Ancak
ayni caligmada Tgf-f inhibisyonunun yara iyilesme siireci sirasinda fibrozu ve
miyofibroblast farklilagmasini azalttigi gosterilmistir (Carrington ve ark., 2006). Bu
celiskili sonuglar farkli doku yaralarinda arama yapmaktan kaynaklaniyor olabilir ¢iinkii
onlar korneal yara iyilesmesi iizerinde ¢alisirken biz deri yaras1 lizerinde calistik.

Mevcut ¢alismada biiyiime faktorleri ile yakindan iliskili 11-6 ve Tnf-a genlerine
ait mMRNA gen ekspresyon seviyelerini de ¢alistik. Ozellikle 11-6 geninin dogal ya da
kazanilmis bagisiklik sistemi tizerinde etkisi ve sistemik etkiler agisindan inflamatuvar
hastaliklarin patogenezinde etkileri biiyiiktir. Bundan dolay1 11-6 tedavilerde hedef
durumuna gelmistir. Hiicre zarina baglanarak hiicre igi sinyal iletiminde gen
aktivasyonunu ve hiicre i¢i genis bir biyolojik aktivitenin baslamasinda rolii vardir.
Ayrica Il-6 geni, nétrofillerin aktivasyonunu arttirir, marjinal nétrofilleri dolagima geker,
Tnf-o ile sinerjik etki olusturarak sinovyal hiicreler lizerinden Vegf seviyesinde artisa
neden olur. Bu sekilde etkilesim zinciri ile anjiogenesis ve endotel hiicre
proliferasyonundan sorumludur (Dalkilig ve ark., 2012).

Palumbo ve ark.,, (2012)’de yaptig1 yanikli hastalar tizerindeki 11-6 gen

seviyelerinin sepsis gelisimini arastiran ¢alismada 3. giin yiiksek seyirde I1-6 gen seviyesi
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tagtyan yanik hastalarinda sepsis gelisme riskinde artis oldugu tespit edilmistir. Bu
seviyenin saglikli insanlarda yanikli hastalara gore daha diisiik izlendigi gortilmiistiir
(Palumbo ve ark., 2012). Calismamizda literatiirleri destekler nitelikte sonuglar elde
edildi. YK grubundaki 11-6 gen seviyelerinde ilimli diisiis viicudun dogal iyilesme
stirecine girdiginin gostergesidir. 11-6 gen seviyeleri GS ve tedavi grubunda da beklenen
sekilde 1lilml1 bir diistisle sonuglandi. Buna paralel olarak Tnf-a seviyeleri YK grubunda
yar1 yartya diisiise ge¢gmisken, GS ve AOCC tedavi gruplarinda birbirlerine yakin degerler
aldi. Gen seviyelerinin birbiri ile iligkilerine tekrar bakildiginda Vegf seviyeleri YK grubu
beklenenin aksine artisa gegen tek gruptu. GS ve AOCC gruplar diistise gecerek en fazla

diisiis AOCC tedavi grubunda gergeklesti.
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6. SONUC VE ONERILER

Giliniimiizde ilaglara kars1 gelisen direngler, maliyet ve uzun siireli kullanim
sonrasinda istenmeyen yan etkiler nedeniyle tedavilerde yeni arayiglara gidilmistir.
Ozellikle yanik vakarinda tiim diinyanin referans iiriinii olan giimiis siilfadiazin, uzun
kullanim sonrasinda renk degisikligi ve 1okopeniye neden olurken, kismi ikinci derece
yaniklarda ve gebe ile yenidogan grubunda kullaniminin sakincali olmasi yanik
tedavilerinde yeni arayislara agirlik verilmesinin nedeni olmustur.

Bu calismada, AOCC etanol ekstratinin ikinci derece yanik vakalarindaki
oksidan/antioksidan dengesi tizerine etkileri ile birlikte deri dokusunda gergeklesen
molekiiler seviyedeki degisimleri, deneysel hayvan modeliyle arastirmay1 amaglandi. Bu
amagla MDA, SOD biyokimyasal parametreler ile 11-6, Tgfl-8, Tnf-o ve Vegf gen
ekspresyon seviyelerindeki degisimler incelendi.

Elde ettigimiz veriler 15181nda AOCC etanol karigiminin 6zellikle yeterli dozda
tedavi uygulandiginda istatistiksel olarak 6nemli bir etkiye sahip olabilecegi net sekilde
gozlendi. Calismamizda ikinci derece yanik olusturulan ratlarda AOCC etanol ekstratinin
tedavi edici ve iyilestirici etkiye sahip olabilecegi gosterildi. Yanik vakalarinin derecesine
gore yogunluklar1 artarken, lokal ve sistemik olarakta pek cok faktor ayni anda
etkilenmektedir. Bu siiregte farkli etkenler rol alirken reaktif oksijen tiirleride 6nemli yer
tutmaktadir. Sonuglara gére AOCC etanol ekstratinin gii¢lii bir antioksidan oldugu ve
ikinci derece yanik vakalarinda inflamatuar siirecin siddetini de azaltmada yardimci
oldugu soylenebilir. Ayrica yara modelleri tizerindeki debriman (yara dokusundaki
enfesiyona neden olabilecek etkenlerin temizlenmesi) uygulamalarinin kronik yara
doneminde akut inflamasyona karsi iyilesme etkisini hizlandirdigini diistinmekteyiz.
Doku sitokin seviyeleri Ol¢iimlerinden yola ¢ikarak immiinomodiilatoér etkiler

gosterebilecegi de deneysel veriler 1s181nda desteklendi.
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Calismamizin  gelecek arastirmalarda yara iyilesme siirecini etkileyen
biyokimyasal ve metabolik yollarin ayrintili incelenmesine 151k tutacagina inanmaktayiz.
Yanik ve yara iyilesme siirecinde kullanilan tibbi bitkilerin epitel olusumunu destekledigi
ve kollajen doku yapimini hizlandirmasi ile birlikte yanik tedavisinde onemli bir katki
sunacagini gostermektedir. Arastirmalar sonucunda AOCC ekstraktinin yan etki olarak
az ve maliyet olarak disiik, gelencksel yontemler ile etkin bir yara bakim riini

olabilecegine inanmaktayiz.
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