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OZET

HELENALIN’IN YARA IYILESMESI UZERINDEKI ANTIENFLAMATUVAR
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Sevda Nur YUKSEL

Farmakoloji Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2019
Danisman: Prof. Dr. Miris Dikmen
(Ikinci Damigman: Dog. Dr. Zerrin CANTURK)

Arnica montana travma, cirikler veya doku yaralanmalarindan sonra
antienflamatuvar ve doku iyilestirici 6zelliklerindan dolayr kullanilmakta olup hiicresel
ve molekiiler mekanizmalar1 heniiz tam olarak bilinmemektedir. A. montana'nin temel
aktif bilesiklerinden biri Asteraceae familyasindaki ¢esitli bitkilerde de bulunabilen bir
seskiterpen laktonu olan helenalindir. Bu ¢aligmada, helenalinin LPS ile uyarilmis ve
uyartlmamis kosullarda HaCaT hiicreleri {izerindeki yara iyilesme aktivitesi
degerlendirilmistir. THP-1 hiicreleri, LPS igeren besiyeri ile uyarilmgtir. ilk olarak
HaCaT ve THP-1 hiicreleri, WST-1 yontemi kullanilarak toksik veya toksik olmayan
konsantrasyonlari belirlemek i¢in farkli konsantrasyonlarda (50-0,095 uM) helenalin ile
muamele edilmistir. Ardindan, sitotoksik olmayan helenalin konsantrasyonlarinin (0,02,
0,2 ve 2 uM) HaCaT hiicre proliferasyonu ve migrasyonu iizerindeki etkileri Gergek
Zamanlt Hiicre Analiz Sistemi (xCELLigence) kullanilarak belirlenmistir. Yara
kapanmasi ile iligkili olarak ¢izik deneyi yapilmistir. Helenalinin enflamasyonlu ve
enflamasyon olmayan durumlarda 48. saatteki sitokin diizeyleri 6lgtilmiistiir.

Sonug olarak 1,56 uM'den yiiksek konsantrasyonlarda Helenalin, HaCaT ve
THP-1 hiicreleri lizerinde 6nemli sitotoksik etkiler géstermistir. Bu nedenle 0,02, 0,2 ve
2 uM konsantrasyonlarda helenalin yara iyilesme aktivitesi arastirilmistir. Gergek
zamanli hiicre ¢ogalmasi, migrasyon, ¢izik ve sitokin analizlerinin sonuglarina gore LPS
ile uyarilmig besiyerinde 0,02 ve 0,2 pM helenalin ile muamele edilmis HaCaT
hiicrelerinin hiicre cogalmasi, ¢izik kapanmasi ve antienflamatuvar etkileri 6nemli
olgiide artmustir. Ozellikle, HaCaT hiicreleri iizerindeki en yiiksek yara iyilesme
aktivitesi, LPS ile uyarimis ortamda 0,02 pM Helenalin konsantrasyonunda
belirlenmistir.

Anahtar Sézciikler: Helenalin, Yara lyilesmesi, Antienflamatuvar Etki, Sitokin.



ABSTRACT

INVESTIGATING THE ANTI-INFLAMMATORY EFFECTS OF HELENALIN ON
WOUND HEALING

Sevda Nur YUKSEL

Department of Pharmacology

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, July 2019
Supervisor: Prof. Dr. Miris Dikmen
(Co-Supervisor: Dog. Dr. Zerrin CANTURK)

Arnica montana is used for its anti-inflammatory and tissue healing properties
after trauma, bruises, or tissue injuries, but its cellular and molecular mechanisms are
completely unknown yet. One of the main active compounds of A. montana is helenalin,
a sesquiterpene lactone that can be found in various plants in Asteraceae. In this study,
wound healing activity of helenalin in LPS-stimulated and non-stimulated medium
conditions on HaCaT cells was evaluated. THP-1 cells were stimulated by LPS
containing medium. Firstly, HaCaT and THP-1 cells were treated with different
concentrations (between 50 to 0,095 uM) of helenalin for determining the toxic or non-
toxic concentrations by using WST-1 method. Then the effects of non-cytotoxic
concentrations (0,02, 0,2 and 2 uM) of helenalin on HaCaT cell proliferation and cell
migration were determined using Real Time Cell Analysis System (XCELLigence).
Scratch assay was performed in relation to wound closure. Cytokine levels of helenalin
were measured at inflammatory and non-inflammatory conditions at 48h.

As a result, high concentrations (higher than 1,56 uM) of helenalin showed
significant cytotoxic effects on HaCaT and THP-1 cells. Therefore, wound healing
activity at 0,02, 0,2 and 2 uM concentrations of helenalin were investigated. According
to the results of real time cell proliferation, migration, scratch and cytokine analyses,
HaCaT cells treated with 0,02 and 0,2 uM helenalin in LPS-stimulated medium have
significantly increased cell proliferation, scratch closure and antiinflammatory effects.
In particular, the highest wound healing activity on HaCaT cells was determined with
0.02 uM helenalin concentration in LPS-stimulated medium.

Keywords: Helenalin, Wound Healing, Anti-Inflammatory Effect, Cytokine.
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, ozgiin bir ¢alhigma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve
kurallara uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler
icin kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu c¢aligmanin
Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla
tarandigin1  ve hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir
zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GENEL BIiLGI

1.1. Derinin Histolojik Yapis1 ve Fonksiyonlari

Deri viicudun i¢ ortaminin biitiinliiglinii ve dis ortam ile iletisimini saglayan en
biiyiik organdir. Toplam viicut agirliginin yaklasik %16’sin1 ve toplam viicut alaninin
yaklagik 1,8 m?’sini olusturur (Kasap, 2013, s.16; Otiin, 2015, s5.3). Organizmanin cevre
ile simirlarimi olusturur (Cheng vd., 2008, s. 160). Siirekli kendini yenileyen skuamoz
epitel hiicrelerden olusan keratinize bir yapidir (Unver ve Emre, 2008, s. 70). Viicudu
dis etkenlerden, patojenlerden ve fiziksel hasardan koruyan bir bariyer gorevi goriir
(Fredrikkson, 2008, s.7; Acartiirk vd., 2009, s. 338). Mckanik sarsilmalara kars1 diger
organlar1 korurken ayni1 zamanda su ve 1s1 kaybini1 da onler (Bediz-Olger ve Goniil,
2002, s. 34; Acartiirk vd., 2009, s. 338). Viicudu ultraviyole 1ginlardan korumak, su ve
elektrolit dengesini saglamak, viicut isisini kontrol etmek, immiinoregiilasyon gibi
gorevleri sebebiyle deri biitlinliigii hayati onem tasimaktadir (Fredrikkson, 2008, s.7).

Derinin yapisi viicudun anatomik bolgelerine gore farklilik gostermektedir.
Ornegin govde ve bas derisinde 1s1 kaybini ve ultraviyole 1sinlarm hasarini en aza
indirmek tizere kil kokleri bulunurken el ve ayak iglerinde kil kokleri bulunmaz, fakat
dokunma duyusunun en iist diizeyde olabilmesi igin sinir ag1 ile kaplanmistir (Evans,
2013, s. 398). Sekil 1.1°de de goriilecegi iizere epidermis, dermis ve hipodermis olmak

lizere li¢ tabakadan olusur.

Epidermis—{

Dermis

Hypodermis{ “J%

Sekil 1.1. Derinin tabakalari (http-1)



1.1.1. Epidermis

Memelilerde deri temel olarak epidermis ve dermis adi verilen, ekstraseliiler
matriks proteinlerinden olusan bazal membran ile hem birbirinden ayrilan hem de
birbirine baglanan iki tabakadan olusur (Evans, 2013, s. 398).

Derinin en dis tabakast olan epidermis, temel olarak keratinize olmus ¢ok katl
yassi epitel hiicrelerden olusur (Pesin, 2007, s. 99; Tirk6z-Uluer, 2009, s. 27).
Embriyonun ektoderm tabakasindan koken alir (Fredrikkson, 2008, s.7). Kan damarlar
ve lenfatik sistem bu tabakada bulunmaz, oksijen ve besin ihtiyacini dermisten difiizyon
yolu ile karsilar. Agr1 algilanmasinda gorevli bazi sinir sonlanmalart bulunur
(Fredrikkson, 2008, s.7; Acartiirk vd., 2009, s. 339). Kalinligi viicudun gesitli
bolgelerinde degisken olan bu tabaka belirli periyotlarla en iistte bulunan 6lii hiicreleri
atarak kendini yeniler. Epidermiste hakim olan hiicre tipi %95 kadar yiiksek oranla
keratinositlerdir (Bediz-Olger ve Géniil, 2002, s. 34). Epidermiste keratinositlerden
baska melanositler, langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleri de bulunur (Tiirk6z-Uluer,
2009, s. 29-33; http-1). Cok katli yapisi sayesinde derinin temel bariyer fonksiyonunun
yerine getirilmesinde biiyiik rol oynar (Cheng vd., 2008, s. 160).

1.1.1.1. Keratinositler

Bu hiicrelerin temel irtinii ara filaman proteini keratindir (Kasap, 2013, s. 17).
Keratinositler bazal tabakadan {iist ylizeye dogru farklilagarak olusturduklar: 5 tabaka ile
epidermise Sekil 1.2°de goriilen ii¢ boyutlu yapiyr kazandirir (Bediz-Olger ve Goniil,
2002, s. 34; Unver ve Emre, 2008, s. 70). Yara iyilesmesinde epidermal cevaptan
sorumlu hiicrelerdir (Kasap, 2013, s. 19).

Keratinositler epidermisin temel hiicre grubu olarak fiziksel ve immiinolojik
koruma gorevini istlenmistir. Endojen ve eksojen uyaranlara karsi enflamatuvar ve
metabolik yanit1 diizenleyen ve sitokinler, kemokinler, eikozanoidler gibi enflamatuvar
medyatorler saliveren dinamik bir bariyer olarak gorev yapar. LPS gibi ekzojen uyari
sonucunda yiiksek miktarlarda IL-1p, IL-6, TNF-a ve interferonlar gibi sitokinleri
tiretebilir (Cheng vd., 2008, s. 161, 164).



[ > Dead cells filled

with keratin

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

ST = S — Lamellar granules

= B ————— Keratinocyte

Stratum spinosum ¢ _—

Stratum basale
Merkel cell

Melanocyte

Sensory neuron

Dermis

Sekil 1.2. Epidermisin tabakalar: (http-2)

1.1.1.1.1. Stratum bazale (germinativum)

Epidermisin en derin tabakasidir. Tek sirali kiibik ve silindirik hiicrelerden olusur
(Pesin, 2007, s. 100; Acartiirk vd., 2009, s. 340). Bu tabakadaki hiicrelerin niikleuslari
tist kisma yakin, biiyiik ve bazofiliktir (http-4). Béliinme hiz1 yiiksek olan hiicrelerin bir
kismi stratum bazale nin kok hiicrelerini olustururken digerleri stratum corneum’a
kadar giden farklilagsma siirecine katilir (Tiirkdz-Uluer, 2009, s. 28-29). Ust tabakalara
dogru hareket eden bu hiicreler zamanla yassilasir ve niikleuslarin1 kaybeder (http-4).
Bu tabakada yer alan keratinositlerin sitoplazmalarinda bulunan ara filamanlar
desmozomlar ile birbirlerine ve hemidesmozomlar ile bazal membrana ve dermise
baglanirlar (Kasap, 2013, s. 20). Stratum bazale’de bulunan hiicrelerin Stratum
corneum’a ulagsmasi 14 giin stirer. Stratum corneum hiicreleri ile yer degistirmesi de bir
14 giin daha siirer (Kolarsick vd., 2011, s. 2).
1.1.1.1.2. Stratum spinosum

Bazal tabakadaki keratinositlerin bdliinmesi ile olusan yeni hiicreler bu tabakay1

olusturur (http-4). Stratum spinosum’a ¢ikan hiicrelerin ¢ekirdekleri yuvarlaklasmistir,



bazofilik olup merkezi konumlanmistir. Hiicreler yassi poligonal sekillidir (Pesin, 2007,
s. 100; Kasap, 2013, s. 20). Stratum spinosum epidermisin en kalin tabakasidir.
Desmozomlar ve tonofibriller agisindan zengin bir tabakadir (Pesin, 2007, s. 100). Ayni
zamanda epidermiste lipitler bakimindan da en zengin tabakadir (Bediz-Olger ve Goniil,
2002, s. 36). Hiicre sitoplazmalarinda lipitlerden olusan lamelli yapidaki kiigiik
graniiller goriiliir ve bu graniillere membran kapli graniil veya lamelli cisimcik denir
(Kasap, 2013, s. 20).
1.1.1.1.3. Stratum granulosum

Epidermisin canli hiicreler i¢in son katmani olan bu tabaka birkac¢ sira yassi
cekirdekli keratinositten olusur (Kolarsick vd., 2011, s. 3; Kasap, 2013, s. 20).
Yassilasmis hiicreler keratinizasyonun ilk bulgularidir. Cekirdek dagilmasi baslamis
olsa da genel olarak hiicrelerde ¢ekirdek bulunmaktadir (Acartiirk vd. 2009, s. 340). Bu
tabakadaki keratinositlerin sitoplazmalarinda keratohyalin graniilleri ve tonofilamanlar
goriiliir (Kasap, 2013, s. 20; http-4). Keratohyalin graniilleri ve tonofilamanlar igeren
hiicreler keratinizasyonla iligki proteinlerin sentezi ve diizenlenmesinden sorumludur
(Kolarsick vd., 2011, s. 3). Stratum spinosum’da goriilmeye baslanan lamelli
cisimciklerin sayilart bu tabakada artar ve graniillerin i¢inde bulunan seramid yapili
maddeler hiicreler arasi bosluga salmir. Bu maddeler stratum lucidum’da
keratinositlerin ylizeyini kaplayarak su bariyeri islevi goriir (Kasap, 2013, s. 20).
1.1.1.1.4. Stratum lucidum

Avug i¢i ve ayak tabani gibi derinin kalinlastig1 bolgelerde goriilen oldukga yassi
eozinofilik hiicrelerden olusan soluk pembe renkli tabakadir (Acartiirk vd., 2009, s. 340;
Kasap, 2013, s. 20; http-4). Organeller ve c¢ekirdekler biitiinliigiinii kaybetmistir.
Sitoplazma matriks i¢ine gdmiilmiis olarak paketlenmis filamanlardan olusur. Komsu
hiicreler ile baglanti saglayan desmozomlar halen belirgindir (Tirkoz-Uluer, 2009, s.
30).
1.1.1.1.5. Stratum corneum

Epidermisin en dis tabakasi olup 15-20 kat yassilagmis, canliligini kaybetmis ve
tamamen keratinize olmus keratinositlerden (korneosit) olusur. Temel olarak 6-15 um
kalinliktadir (Acartiirk vd., 2009, s. 340).

Stratum corneum ‘un %80’i korneositlerden olusmaktadir (Bediz-Olger ve Géniil,

2002, s. 35). Hiicrelerin bir arada tutulmasi lamelli cisimciklerden salinan lipitler



sayesinde olmaktadir. Bu lipitler hiicre kapsiillerini birbirine baglayarak bilesik hiicre
kapsiilii yapisini olusturur (Tiirk6z-Uluer, 2009, s. 30; http-4).

Stratum bazale’deki canli hiicrelerin boliinmesi ile olusan yeni hiicreler st
tabakalara dogru hareket eder ve zamanla yassilasarak niikleuslarin1 kaybeder. Stratum
corneum’da ise bu hiicreler canliligin1 tamamen kaybederek keratin ile dolar. Bu siirece
keratinizasyon denir (http-4). Yeni hiicreler deri yiizeyine geldiginde eskimis hiicreler
arasindaki desmozomlar proteolitik yikima ugrar ve deskuamasyon gerceklesir, hiicreler
pul pul dokiiliir (Acartiirk vd., 2009, s. 340; Kolarsick vd., 2011, s. 3).

Stratum corneum 'un %40’1n1 olusturan protein yapinin %80’1 fibréz yapida olan
keratindir (Acartirk vd., 2009, s. 340). Stratum corneum’da keratinositler yiiksek
miktarda a-keratin filamentleri igeren bir matrikste gdmiilii durumdadir. Bu matriks ¢ift
katli lipit tabaka seklinde olup hem lipofilik hem de hidrofilik bilesikler igin bariyer
gorevi goriir. Derinin gerginligine bagl olarak gecirgenlik ozellikleri degismektedir

(Bediz-Olger ve Géniil, 2002, s. 35).
1.1.1.2. Melanositler

Melanositler epidermisin pigment sentezleyen noral krista kokenli hiicreler olup
stratum bazale’de bulunurlar (Pesin, 2007, s. 101; Kolarsick vd., 2001, s. 4; http-4).
Epidermis icinde dendritik yapilar olustururlar. Keratinositler ile herhangi bir
desmozom baglantis1 kurmazlar. Dendritleri epidermis i¢inde uzak mesafelere uzanarak
cok sayida keratinosit ile baglanti kurar. Keratinositler, melanositlerin dendritik uglarini
kendilerine baglayarak melanin igeren graniilleri kendi sitoplazmalarina alir (Tiirkoz-
Uluer, 2009, s. 31; http-4). Melanosit graniilleri keratinosit niikleusu iizerinde

konumlanarak genetik materyali ultraviyole 1sinlardan korur (http-1)
1.1.1.3. Langerhans hiicreleri

Epidermisin stratum spinosum tabakasinda bulunan yildiz sekilli, kemik iligi
kokenli makrofajlardir. Derinin bagisiklik yanitinda 6nemli role sahiptir (Pesin, 2007, s.
100). Stratum spinosum’daki keratinositler arasinda dendritik uzantilar1 vardir. Fakat
komsu hiicreler ile seliiler baglantilar1 yoktur (Tiirkoz-Uluer, 2009, s. 32; Kolarsick vd.,
2011, s. 5). Temel gorevi antijenlerin taninmasi, yakalanip iglenmesi ve T lenfositlere

sunulmasidir (http-4). Antijen sunumundan sonra epidermisten lenf diiglimlerine



gegerek burada T lenfositleri uyaran aktif hiicrelere doniisiirler (Tirkoz-Uluer, 20009, s.
32).

1.1.1.4. Merkel hiicreleri

Stratum bazale’de bulunan oval sekilli, mekanik basinci algilayan hiicrelerdir
(http-1). Bazal Kkeratinositlerle desmozomal baglantilar1 bulunan ve dermisten
epidermise uzanmis miyelinli afferent sinir lifleriyle baglantili, yavas adapte olan,
yiiksek duyarlilikta mekanoreseptor yapilardir. (Tiirkéz-Uluer, 2009, s. 33; Kolarsick
vd., 2011, s. 4). Sitoplazmalarinda ¢ok sayida norotransmitter igeren bu hiicreler parmak
uglart gibi dokunma duyusuyla iliskili bolgelerde daha fazla bulunur (Tirkoz-Uluer,
2009, s. 33; http-4). Merkel hiicreleri ile baglantida olan keratinositlerde kiiglik
deformasyonlarm olmasi bile komsu afferent néronda aksiyon potansiyelini baslatacak

kimyasal medyatorlerin salgilanmasina sebep olur ve sinyaller beyine iletilir (Kolarsick

vd., 2011, s. 4).

1.1.2. Dermis

Derinin elastikiyetini ve dayanikliligin1 saglayan tabakadir (Varol, 2008, s. 5).
Genellikle epidermisten daha kalindir. Epidermise kiyasla daha az hiicre fakat daha ¢ok
lif igerir. Temel olarak ekstraseliiler matriks proteinleri, tip 1 kolajen ve elastin gibi
mekanik gii¢ saglayan lifler igerir (Evans, 2013, s. 398; http-1). Mezenkimal kokenli
olup deri kalinliginin yaklasik %90’m1 olusturur (Fredrikkson, 2008, s. 7). Bag doku
hiicreleri, lifler (kolajen, elastin) ve temel maddeden (hyaluronik asit, kondroitin stilfat
ve dermatan siilfat) olusur (Varol, 2008, s. 5; Kasap, 2013, s. 21). Dermis iginde
dagilmig halde bulunan fibroblastlar dermal matriksin olusumunu saglar (Evans, 2013,
s. 398).

1.1.2.1. Papiller dermis

Epidermisin hemen altinda yer alan papiller dermis girintili yapisiyla epidermisle
baglantilidir (Varol, 2008, s. 5). Gevsek yapida diizenlemis kolajen lifler igerir
(Kolarsick vd., 2011, s. 8). Gevsek bag dokudan olusan bu tabaka fibroblast, makrofaj,
mast hiicreleri, plazma hiicreleri, sinir lifleri ve kilcal damarlar igermektedir. Meissner

cisimcikleri de bu tabakada yer alir (Varol, 2008, s. 5; http-1).



1.1.2.2. Retikiiler dermis

Dermisin alt tabakasi olan retikiiler dermis daha yogun ve kalin bir lif agina sahip
olup daha az sinir ve kilcal damar yapisi igerir (http-1). Kolajen lifleri deri yiizeyine
paralel olarak kalin demetler halinde yer alir (Varol, 2008, s. 5; http-5). Bu tabakada
fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri, lenfositler ve yag hiicrelerine ilaveten ter
bezleri, kil folikiilleri ve yag bezleri icerir. Mekanoreseptorler olan Paccini ve Ruffini
cisimcikleri de retikiiler dermiste yer alir (Pesin, 2007, s. 101).

Dermis, damarlanmanin zengin oldugu bir bdlgedir. Papiller dermis ile retikiiler
dermis sinirinda subkutis arterin dallar1 olan bir ylizeysel arter ag1 bulunmaktadir. Bu ag
dermis papillasinda bir arter ve bir venden olusan kapiller damarlar1 olusturur (http-5).
Epidermiste damar bulunmadigindan oksijen ve besin ihtiyacini bu agdan karsilar.
Dermis ile hipodermis sinirinda ise Sekil 1.3’te de goriilecegi tlizere daha biiylik bir

damar ag1 bulunur (http-4).
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Sekil 1.3. Derinin tabakalar: (http-3)

1.1.2.3. Bag doku hiicreleri

Fibroblastlar hiicreler arasi matriksin depolanmasini ve yenilenmesini saglar,
biliylime faktorlerini salgilar (Kasap, 2013, s. 21). Temel gorevi dermisin devamliligini
saglamak iizere kolajen liretmektir. Fibroblastlar kolajen ile birlikte esnekligi saglayan
elastin ile fibronektin gibi baglanti proteinlerini ve yapisal proteoglikanlar1 da salgilar

(Fredrikkson, 2008, s. 8; http-5).



Mast hiicreleri dogustan gelen yerlesik immiin popiilasyona ait hiicrelerdir
(Turabelidze ve Dipietro, 2012, s. 28). Temel olarak kan damarlar1 yakinlarinda yerlesip
histamin ve heparin salgilayan, derinin alerjik reaksiyonlarinda gorevli hiicrelerdir
(http-1, http-4). Herhangi bir hasar olusumunda degraniile olarak daha Once
graniillerinde depoladiklar1 ¢esitli medyatorleri saliverirler. Doku biitiinliigiiniin

saglanmasinda 6nemli gérevleri vardir (Turabelidze ve Dipietro, 2012, s. 28).
1.1.2.4. Lifler

Dermisin temel yapisin1 fibroz bir protein olan, fibroblastlar tarafindan
sentezlenen kolajen olusturur (http-4, http-5). Kolajen lifler dermisin %70’ini
olustururken insan viicudunda kuru agirligin yaklasik %30’unu olusturur. Saglam ve
yaralanmis dokuda en fazla bulunan tip I ve tip III kolajendir (Kasap, 2013, s. 22).
Dermiste proteoglikanlar hidrasyonu ve viskoziteyi saglarken elastin esnekligin

stirdiiriilmesini saglar (http-5).
1.1.2.5. Temel madde

Dermiste bag doku hiicreleri ve liflerin yaninda bulunan fibronektin,
glikozaminoglikan, hyaluronik asit, kondroitin siilfat ve dermatan siilfat gibi bilesikler

temel maddeyi olusturur (Kasap, 2013, s. 22).

1.1.3. Hipodermis

Gevsek bag doku ve yagdan olusan hipodermisin kalinlig1 karin bdlgesinde 3cm’e
kadar ¢ikabilir (http-5). Damar ve sinir yoniinden ¢ok zengindir. Bu tabaka darbelere
karst i¢ organlar1 korur, 1s1 kaybini engeller, yedek besin deposu islevi goriir (Kasap,
2013, s. 22).

1.1.4. Deri ekleri

Killar, tirnaklar, yag bezleri ve ter bezleri deri eklerini olusturan yapilardir. Killar
el ayasi, ayak tabani, el ve ayak parmaklarinin yan taraflari, meme uclari, glans penis ve
klitoris hari¢ olmak {izere viicudun neredeyse tamaminda bulunur. Kil folikiilii ve kil
kokii olmak tizere iki bolimden olusur. Daima sebase bezler ile birlikte

bulunduklarindan pilosebase iinite olarak anilir. Epidermiste yer alan pilosebase iinite



epitelizasyonda gorev alan bazal keratinositlere doniisebilen kok hiicrelere sahiptir
(Tirkoz-Uluer, 2009, s. 34-35; Kasap, 2013, s. 22).

Yag bezleri-sebase bezler 6zellikle yiizde ve sagli deride yogun olarak bulunur.
Buna karsin g6z kapaklarinin kirpiklere yakin kisminda, dudaklarda, peniste siinnet
derisinde, gogiis ucunda bulunmaz. Skualen, balmumu esterleri, kolesterol esterleri,
trigliseritler ve serbest kolesterolden olusan sebum salgilamakla gorevlidir. Bu salgi
derinin bariyer fonksiyonunu gergeklestirir ve deriden su kaybini1 engeller. Salinim1 giin
igerisinde degismekle birlikte androjenlerin etkisiyle artirmakta ve Ostrojenlerin
etkisiyle azaltmaktadir. Sebase bezlerden salgilanan lipitler deri biitlinligiiniin
saglanmasindan ve deri yiizeyinin ti¢ boyutlu organizasyonundan sorumludur (Zhou vd.,
2013, s. 1; http-6).

Ter bezleri viicudun biiyiik bir kisminda bulunan ekrin bezlerdir. Viicut 1sisinin
diizenlemesinden sorumludur. Viicutta 2-3 milyon kadar ekrin ter bezi bulunmaktadir.
Genellikler el ayasi ve ayak tabaninda olmakla birlikte sirtta da yogun bulunulurlar.
Apokrin ter bezleri ise terlemenin haricinde esas olarak viicut kokusunun olusmasinda
gorevlidir. Koltuk alti, kasik ve gobek deligi ¢evresinde daha ¢ok bulunur (Uysal vd.,
2016, s. 6; http-6).

Tirnaklar el ve ayak parmaklarinin uglarinda bulunan sert keratin plaklardir. Hem
koruyucu hem de kavrama islevinde ve dokunma ile derin duyuyu algilamada rol
oynarlar. Tirnak {initesi; tirnak matriksi, tirnak plagi, tirnak yatagi ve periungual deriden
olusur. Tirnak plag: sert ve saydam yapidadir, matriks keratinositlerinin keratinlesmesi

ile olusur. (Tiirk6z-Uluer, 2009, s. 40; Aksakal, 2010, s. 21; http-4).
1.2. Yara ve Yara lyilesmesi

Derinin epitelyal biitiinliigiiniin travma veya cerrahi insizyon ile bozulmasina yara
denir. Deride meydana gelen hasar daha derin dokulara, dermise, hipodermise, kaslara
ve hatta kemige kadar ulasabilir (Fredrikkson, 2008, s. 9; Deniz, 2010, s. 7).

Yara iyilesmesi ise biitiinliigii bozulmus olan derinin anatomik ve fizyolojik
ozelliklerinin yeniden kazandirilmasi amaciyla baslatilan hemostaz, enflamasyon,
proliferasyon, yeniden yapilanma ve olgunlasma siireglerini kapsayan bir siiregtir
(Deniz, 2010, s. 7; Berk vd., 2015, s. 185). Bu siiregler temel olarak ortamu istila etmis
olan organizmalar ile hasarlt doku ve hiicre artiklarinin uzaklastirilmasini takiben cilt

bariyerinin yeniden olusturulmasini amaclar (Rajan ve Murray, 2008, s. 122).
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Kismi kalinlikli yaralar sadece epitelizasyon ile iyilesebilirken tam kalinlikli
yaralarda skar olusumu goriiliir (Cetinkaya, 2010, s. 3). Skar olusumunun goriilmedigi
durumlar dévmeler, yiizeysel ¢izikler ve fetal yara iyilesmesi ile simirhidir. Ag1z ici gibi
mukozal bolgelerde de yara iyilesme siireci ¢ok hizli olup skar olusumu minimum
diizeydedir (Rajan ve Murray, 2008, s. 122).

Yara iyilesmesi sadece hasar goren hiicreleri degil komsu hiicreleri, fibroblastlari,
kan damarlarini, enflamatuvar hiicreleri, ortama ¢agirilan 16kositler gibi diger pek cok
hiicreyi de ilgilendiren kompleks bir siiregtir. Ortamda yabanci maddeler, bakteriler ve
kirlilik bulunmasi gibi durumlar yara iyilesmesini olumsuz etkileyebilir (Battaglia vd.,
2005, s. 7017; Dikmen ve Er, 2017, s. 902).

Yara iyilesmesinin saglik acisindan Onemi Hammurabi zamanindan beri
bilinmektedir. Siimerlere ait M.O. 2150 tarihli kil tabletlerde yara bdlgesinin sicak su
veya bira ile yikanmasi, sarap tortusu veya kertenkele digkisi ile lapa yapilmast ve
yaranin bandajlanmasi gibi yara bakimina ait bilgilere rastlanilmistir. Hipokrat yaradan
iltihap drenajimni acgiklamig, Galen ise yara iyilesmesinin ilkelerini agiklamistir. Yara
iyilesmesi konusundaki gelismeler oldukca yavas ilerlese de 19. yy’da enfeksiyon,
hemostaz ve nekrotik doku kontroliiniin neminin anlagilmasiyla 6nemli gelismeler
yasanmistir. 1950’lerde sitokinler ve biliylime faktorlerinin yara iyilesmesindeki

Ooneminin ortaya ¢ikmasi pek ¢ok ¢alismanin oniinii agmistir (Eming vd., 2007, s. 514).

1.2.1. Primer yara iyilesmesi

Cerrahi insizyon alanlar1 gibi doku kaybinin minimum oldugu, yara kenarlarinin
cerrahi yontemler ile birlestigi durumlarda goriilen (Sekil 1.4) en basit yara iyilesmesi
tipidir (Pesin, 2007, s. 106; Tiirkoz-Uluer, 2009, s. 40; Kasap, 2013, s. 33).

Yara alan1 saniyeler i¢inde fibrin ve kan hiicreleri ile dolar ve yara kabugu olusur
(Turkodz-Uluer, 2009, s. 40). Agiga ¢ikmis olan ekstraseliller matriks elemanlari ve
¢Ozlinmis olan faktorler epitel tarafindan algilanir (Klarlund ve Block, 2011, s. 106).
Yara bolgesinde nétrofil ve monosit infiltrasyonu goriliir (Pesin, 2007, s. 106-107).
Insizyon alanina komsu epidermisin bazal tabakasindan prolifere olan keratinositler kesi
yeri boyunca fibrin kabugun altinda devamli bir tabaka olusturur. Makrofajlarin bolgeye
gelmesiyle kolajen sentezi baslar ve zamanla epitel tabaka olgunlasir (Kasap, 2013, s.
33-34).
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1.2.2. Sekonder yara iyilesmesi

Doku kaybinin daha fazla oldugu enfekte olmus yaralar goriiliir (Deniz, 2010, s.
32; Kasap, 2013, s. 34). Yara kontraksiyonu ve graniilasyon dokusu olusumu ile
karakterizedir (Pesin, 2007, s. 107; Deniz, 2010, s. 32). Primer yara iyilesmesinden
farkli olarak ortamda bulunan nekrotik dokular ve eksudanin uzaklastirilabilmesi i¢in
daha siddetli enflamatuvar yamit goriiliir (Tirk6z-Uluer, 2009, s. 42; Kasap, 2013, s.
34). lyilesmenin ileri donemlerinde graniilasyon dokusu yerini skar dokusuna birakir

(Sekil 1.4) (Pesin, 2007, s. 34).

Primer yara iyileymes|

24 saat

itox
Granlilasyon

3-7gUn

Birkag
hafta
sonra

Sekil 1.4. Primer ve sekonder yara iyilesmesi asamalar (Otiin, 2015, s. 7)

1.2.3. Tersiyer yara iyilesmesi

Baslangicta ileri derece enfekte olmasi sebebiyle kapatilamayan ve sekonder

iyilesmeye birakilan yaralarin kapatilmaya engel olan durumu ortadan kalktiktan sonra
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primer iyilesmede oldugu gibi cerrahi olarak kapatildigr durumlarda goriilir (Arab vd.,
1994, s. 162; Kasap, 2013, s. 34).

1.3. Yara lyilesmesinin Evreleri

Deride olusan hasar onarilmadiginda dokular mikrobiyolojik kontaminasyona ve
mekanik hasara agik hale geleceginden dokunun hizla onarilmasi énemlidir (Walter vd.,
2010, s. 1271). Derinin yaralanmasi erken enflamasyon, yeni doku olusumu,
ekstraseliiler matriksin yeniden yapilanmasi gibi yarali dokunun rekonstriiksiyonu ile
sonuc¢lanan kompleks bir reaksiyon zincirini baglatir (Korkina vd., 2007, s. 87).

Yara iyilesme siireci birbiri ile iligkili, zamansal olarak g¢akisan, iyi organize
olmus 3 evreden olusur (Fredrikkson, 2008, s. 9; Berk vd. 2015, s. 185). Bu kompleks
evreler dermal ve epidermal hiicreler, ekstraseliller matriks, hasarli doku ve ¢evre
dokunun sinirsel ve damarsal bilesenleri arasinda siki bir etkilesim gerektirir. Temel
olaylar pihtilagma, 16kosit infiltrasyonu, matriks depozisyonu, epitelizasyon,
enflamatuvar yanit gelismesi, enflamasyonun ortadan kalkmasi ve olgunlagsmis skar
dokusu olusumu olarak siralanabilir. Sitokinler, biiylime faktorleri ve proteazlar gibi
pek ¢ok faktoriin yara iyilesme siirecinde 6nemli gorevleri vardir (Walter vd., 2010, s.
1271; Kiling, 2012, s. 1; Ashcroft vd., 2012, s. 38). Biitiin yaralanma sekillerinde bu
evreler ayni sirayi takip eder (Varol, 2008, s. 9).

1.3.1. Hemostaz ve enflamasyon evresi

Koagiilasyon ve hemostaz ile baglayan bu evre l6kosit infiltrasyonu ve sitokin

salinimi ile devam eder (Erfan-Tiirker, 2009, s. 4-5).
1.3.1.1. Hemostaz

Yaralanma esnasinda damar hasarina bagli olarak kanama olusur, yara bdlgesi kan
kaybini ve patojenlerin kontaminasyonunu 6nlemek amaciyla hizli bir sekilde piht1 ile
kapatilmaya ¢alisilir (Erfan-Tiirker, 2009, s. 5; Evans vd., 2013, s. 398).

Kanamaya ilk tepki olarak hasarlanmis damardan katekolamin salinimi
gerceklesir ve vazokontriksiyon olusur (Kasap, 2013, s. 25; Berk vd. 2015, s. 185).
Damar biitlinliigiiniin bozulmasiyla endotelyum igindeki von-Willebrand faktorii (VWF)
ve doku tromboplastini agiga c¢ikar. vVWF, trombositlerin subendotelyal tabakadaki tip

IV ve tip V kolajenlere yapismasini ve adenozin difosfat ile tomboksan A,
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aktiflesmesini saglar. Boylelikle trombosit agregasyonu baslar (Werner ve Grose, 2003,
s. 836-837; Cetinkaya, 2010, s. 4; Kasap, 2013, s. 25). Yara bolgesi pihtilasma
faktorlerinin aktiflesmesine yanit olarak, kanamay1 durdurmak tizere hizla trombositler,
capraz bagl fibrin ve fibronektinden olusan piht1 ile dolar (Fredrikkson, 2008, s. 9-10;
Rajan ve Murray, 2008, s. 122; Kiling, 2012, s. 2). Trombositler igin aktivasyon,
adezyon ve agregasyon siireci baslamis olur. Degraniile olan trombositlerin o
graniillerinden tromboksanlar, prostaglandinler, serotonin, fibrinojen, fibronektin,
trombosit kokenli bliytime faktorleri (PDGF), insiilin benzeri biiyiime faktérii (IGF),
tranforme edici biiytime faktorii p (TGF- ) gibi enflamatuvar hiicreler i¢in kemotaktik
faktorler salinir (Arikan vd., 2007, s. 86; Erfan-Tirker, 2009, s. 6; Deniz, 2010, s. 12;
Yilmaz ve Kesikburun, 2013, s. 339). Trombositler ile pek ¢ok faktoriin etkilesimiyle
olusan bu piht1 hiicrelerin gé¢ etmesine imkan saglayan gegici fibrin matriksi olusturur
(Fredrikkson, 2008, s. 10). Fibrin olgunlastik¢a yaralanan boélgede pihti sayesinde
elektrolit ve su kaybi ile kontaminasyon 6nlenmis olur (Er, 2010, s. 4).

Bes-on dakika siiren vazokonstriksiyondan sonra hipoksi ve endotel hiicrelerinden
salinan histamin, prostaglandin E, (PGE;), prostasiklin ve endotelyal biiyiime faktori
(EGF) etkisiyle vazodilatasyon gelisir ve damar gegirgenligi artar. PGE, monositlerin,
tromboksan B; ise 16kositlerin ortama gelmesinde 6nemli rol oynar (Deniz, 2010, s 12-
13; Er, 2010, s. 4; Kasap, 2013, s. 25-26).

1.3.1.2. Enflamasyon

Enflamasyon temel olarak viicudu cesitli etkenlerden koruyan bir yanittir
(Magcweveva, 2012, s. 2). Yaralanmay: takip eden 24-48 saat i¢inde baslar. Platelet
agregasyonunu takiben yara bdlgesine graniilosit ve polimorfoniikleer 16kosit
infiltrasyonu ile karakterizedir (Fredrikkson, 2008, s. 10; Evans vd., 2017, s. 514-515).
Bu hiicrelerin yarada toplanmasi bakterilere karst savunmada ve hasarli dokunun
degradasyonunda 6nemli rol oynar. Proteazlar, reaktif oksijen ve nitrojen molekiilleri
tarafindan savunma desteklenir (Korkina vd., 2007, s. 87).

Vazodilatasyon ile kapiller gegirgenlikteki ve kan akimindaki artma ¢ok miktarda
stvinin interstisyel araliga ¢ikmasi sebep olur. Bu sivinin fibrinojen ve diger proteinlerin
etkisiyle pihtilagsmasi, enflamatuvar hiicrelerin ortama gelmesi ve doku hiicrelerinin
sismesi ile birlikte enflamasyonun karakteristik gostergeleri agiga ¢ikar. Bunlar sicaklik,
kizariklik, sislik, agr1 ve fonksiyon kaybidir (Er, 2010, s. 5).
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Kandaki hiicre toplulugu i¢inde bol miktarda bulunan nétrofiller damar
zedelenmesi ile pasif olarak yara bolgesine toplanir (Gillitzer ve Goebeler, 2001, s.
514). Notrofillerin pasif gociinii takiben ortamdaki PDGF gibi faktorlerin etkisiyle daha
fazla notrofil yara yerine gog etmeye baslar ve enflamasyon baslamis olur (Deniz, 2010,
s. 14-15; Kiling, 2012, s. 2). Yara bolgesinde bulunan mast hiicreleri salgiladiklar1 aktif
aminler sayesinde nétrofiller ve diger enflamatuvar hiicrelerin damar yatagindan yara
alania go¢ etmesini kolaylastirir (Beyhan, 2008, s. 4; Kasap, 2013, s. 25).

Kil Fibrin prhti

Kapiler Nowofil | | Trombost Makrofa

Sekil 1.5. Yara iyilegmesinde enflamasyon evresi (Erfan-Tiirker, 2009, s. 8)

Notrofiller artmis vazodilatasyon sonucu interlokin-1 (IL-1), tiimor nekroz faktor
(TNF) ve TGF gibi faktorler yardimiyla olay yerine ilk gelen hiicrelerdir (Besler, 2007,
s. 25; Kasap, 2013, s. 26). Notrofillerin temel gorevi yara bolgesindeki hiicresel yikim
maddelerini, yabanci cisimleri ve bakterileri fagosite ederek dekontaminasyonu
saglamaktir. Bu amagla MMP’ler gibi ¢esitli degrade edici enzimler ile reaktif oksijen
molekiilleri, katyonik peptidleri, eikozanoitler gibi antimikrobiyal maddeleri ortama
salarlar (Beyhan, 2008, s. 4; Fredrikkson, 2008, s. 10; Rajan ve Murray, 2008, s. 122;
Eming vd., 2007, s. 515). Notrofiller tarafindan salgilanan enzimler sadece Yyara
bolgesinde etkilidir, saglam doku proteaz inhibitorleri tarafindan korundugu igin
etkilenmez (Besler, 2007, s. 25). Yara kontaminasyonu kontrol altina alindiginda
notrofiller apoptoza ugrayarak ve/veya makrofajlar tarafindan fagosite edilerek yerini
monosit ve makrofajlara birakirlar (Er, 2010, s. 5).

Monositlerin ortama gelmesi yara olusumundan 48 saat sonra keratinositler,

notrofiller, trombositler ve fibroblastlardan salinan c¢esitli medyatorlerin etkisiyle
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gerceklesir. Monositler igin en giliglii kemotaktik faktor trombositlerden ve
nétrofillerden salman TGF-B’dir (Rajan ve Murray, 2008, s. 124; Otiin, 2015, s. 10).

Ortamda bulunan bakteriyel {iriinler, kompleman yikim iiriinleri, trombin,
fibronektin, kolajen, TGF-B ve PDGF monositlerin gogiinii kolaylastirir (Cetinkaya,
2010, s. 6). Kanda dolasan monositler yara yerine gog ettiklerinde aktifleserek doku
makrofajlarma doniisiirler (Beyhan, 2008, s. 4; Otiin, 2015, s. 10; Eming vd., 2007, s.
516). Makrofajlar erken evrede hasarli dokunun temizlenmesini saglayarak doku
onarimina zemin hazirlarken ge¢ enflamatuvar evrede (48-72 saat) iyilesmenin esas
diizenleyicileri olarak en oOnemli hiicrelerdir ve skar olusumunda Onemli rol
oynamaktadirlar (Fredrikkson, 2008, s. 10; Rajan ve Murray, 2008, s. 124; Mirza vd.,
2013, s. 2586). Temel gorevi yara bolgesini bakterilerden ve yara artiklarindan
temizlemek, matriks sentezini diizenlemek ve anjiogenezi baslatmak olan makrofajlar
ayn1 zamanda salgiladiklar1 ve salinmasini diizenledikleri pek ¢ok biiylime faktorii ile
yara iyilesmesinde kilit rol oynar (Fredrikkson, 2008, s. 10; Deniz, 2010, s. 14-15;
Kasap, 2013, s. 26). TGF-p tarafindan uyarilan makrofajlar PDGF, vaskiiler endotelyal
biiytime faktorii (VEGF), TNF-a, fibroblast biiyiime faktorii (FGF), IL-1 ve diger pek
cok sitokin salgilar (Kiling, 2012, s. 2; Eming vd., 2007, s. 516). Fibroblast
proliferasyonu, anjiogenez, enflamatuvar evrenin sonlanmasi, kolajen depozisyonu gibi
cesitli olaylar1 organize ederler. Enflamatuvar evrenin sonlanmasindaki mekanizmalari
tam anlasilamamis olmakla birlikte IL-10 gibi antienflamatuvar sitokinler iireterek
proenflamatuvar molekiilleri baskilayarak gerceklestirdikleri diisiiniilmektedir (Rajan ve
Murray, 2008, s. 124; Mirza vd., 2013, s. 2579).

Makrofajlarin M; ve M; olmak {izere iki fenotipi tanimlanmis olup graniilosit
makrofaj koloni stimiile edici faktor ve bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) ile
uyarilmasiyla proenflamatuvar sitokinler (IL-1p, TNF-a, IL-6 gibi), nitrik oksit (NO),
proteazlar ve reaktif oksijen molekiillerinin {iretimi gergeklesir. M; hiicrelerin kemik
iligi kokenli oldugu belirtilmistir. M, ise IL-10 gibi antienflamatuvar sitokinler, ornitin
ve poliaminlerin tliretimi ile karakterize olup enflamasyonun sonlanmasinda ve yeniden
yapilanmada gorevlidir. Genellikle daha fazla miktarda IL-10 tiretimi ile karakterizedir
(Rodero ve Khosrotehrani, 2010, s. 644; Zheng vd., 2013, s. 1; Wang vd., 2018, s. 398).

Monosit ve makrofajlarin yara ortamindan uzaklastirilmasi yara iyilesmesini
onemli Olglide yavaglatir, fibroblast proliferasyonunu geciktirir ve anjiogenezde
bozukluga yol agar (Er, 2010, s. 5).
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Sekil 1.6. Yara iyilesmesinde makrofajlarn rolii (Deniz, 2010, s5.15)

Keratinositler bazal tabakadan ayrilarak yara sinirlarina go¢ eder, lezyonu kaplar
ve derinin bariyer fonksiyonunu yerine koyar (Walter vd., 2010, s. 1279). Nétrofiller ve
makrofajlar yara yiizeyinin hemen altinda ¢ok miktarda IL-8 salgilayarak yara
kenarindaki keratinositlerin ¢cogalmasini ve proliferasyonunu baslatir. IL-8 salinimi IL-
1, TNF-a ve bakteri iirlinleri tarafindan stimiile edilir (Tirk6z-Uluer, 2009, s. 46;
Kasap, 2013, s. 26). Keratinositler mekanik uyaranlara duyarl hiicreler oldugundan
yara iyilesmesi ile dogal olarak iliskilidir (Evans vd., 2013, s. 403).

Aktif makrofajlar tarafindan ortama cagirilan lenfositler, lenfokinleri salgilayarak
ekstraseliiler matriks sentezi ve kolajen yapilanmasinda gorev alir (Kasap, 2013, s. 27,
Berk vd., 2015, s. 186). Ayni zamanda interferon, TNF-a, IL-1 gibi lenfokinleri de
salgilar (Deniz, 2010, s. 15-16).

Makrofajlar ve lenfositler tarafindan salgilanan faktorler enflamatuvar yaniti
arttirir, diiz kas hiicreleri ile fibroblastlarin gogiinii kontrol eder, kolajen ve kolajenaz
sentezini diizenler (Kiling, 2012, s. 2).

Keratinositler, makrofajlar ve endotel hiicreleri tarafindan salgilanan monosit
kemoatraktan protein (MCP-1) ortama mast hiicre gogiinii arttirir. Sayilar1 5 kat artan
mast hiicreleri salgiladiklart IL-4 ile IL-8 salimmmi sinirlayarak enflamasyonu

azaltirken fibroblast proliferasyonunu arttirir (Kasap, 2013, s. 27). Mast hiicreleri ayni
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zamanda enzim, histamin ve diger aktif aminleri iceren graniilleri ortama salarak
enflamasyonun karakteristik gostergelerinin olusumuna katki saglar (Diegelmann ve
Evans, 2004, s. 284). Yara olusumunu takip eden birkag saat iginde degraniile olan mast
hiicrelerinin sayis1 48. saatte normale doner. Mast hiicrelerinin temel olarak nétrofil
gocii, kolajen depozisyonu ve yeniden yapilanmada gorevli oldugu belirtilmistir (Eming
vd., 2007, s. 517).

1.3.2. Proliferasyon evresi

Yara bolgesi fagositoz yoluyla temizlendikten sonra ortama gelen fibroblastlar
proliferasyon evresini baslatir (Diegelmann ve Evans, 2004, s. 285). Proliferasyon
evresi temelde graniilasyon dokusu olusumu, fibroplazi, reepitelizasyon ve anjiogenez
asamalarindan olusur (Pushparani, 2015, s. 2472). Fibroblastlar tarafindan kolajen
sentezi ve yeni kapiller olusumuyla karakterize olan bu evrede temel hedef yaranin yeni
epitel doku ile kaplanmasidir (Varol, 2008, s. 10). Bu donemde yaranin gerilme
kuvvetinde belirgin bir artig goriiliir (Deniz, 2010, s. 17). Proliferasyon evresinde
fibroblastlar, endotel hiicreleri ve monosit sayis1 artar. Bu hiicreler kalic1 ekstraseliiler
matriksi olusturmak iizere gegici fibrin matriks icine ilerler (Otiin, 2015, s. 10-11).

Kil

Kapiller GAG Ko#liajen Fibrilleri  Epitel Hucreleri

Epidermis

Kapiller
" Tomurcuk

Subkutan doku

Sekil 1.7. Yara iyilesmesinde proliferasyon evresi (Erfan-Tiirker, 2009, s. 8)

1.3.2.1. Graniilasyon dokusu olusumu

Graniilasyon dokusu, hasar sonucu azalan damarlanmay1 yerine koymak {izere
fibrin-fibronektin kompleksinin yerine olusan vaskiiler bag dokudur (Fredrikkson, 2008,
s. 11; Kiling, 2012, s. 2). Fibroblastlar yara bolgesinde kolajen bakimindan zengin

ekstraseliiler matriks (graniilasyon dokusu) sentezlemek iizere yara bolgesine goc
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ederler (Evans vd., 2013, s. 398). Graniilasyon dokusunun temel bilesenleri fibronektin,
hyaluronik asit ve kolajenden olusan gevsek bir matrikste bulunan makrofajlar,
fibroblastlar ve graniillii gériiniimdeki yeni kan damarlaridir. Fibronektin ve hyaluronik
asit makrofaj ve fibroblastlarin gocii i¢in zemin olusturur (Werner ve Grose, 2003, s.
837; Deniz, 2010, s. 17). Ortama go¢ etmis olan fibroblastlar, makrofajlar ile birlikte
VEGF, ve TGF-B gibi biiylime faktorlerini salgilayarak anjiogenezi baglatir (Kiling,
2012, s. 2-3).

Enflamatuvar evrede artmis olan vaskiiler permeabilite albiimin ve fibrinojen gibi
biiyiik molekiil agirlikli maddelerin yara bolgesine ¢ikmasina ve ddeme sebep olur.
Olusan 6dem fibrositlerin fibroblastlara doniisiimiinii baslatir (Deniz, 2010, s. 17). Yeni
olusan fibroblastlar makrofajlar tarafindan ortama c¢agirilan diger fibroblastlar ile
birlikte yeni dokunun devamliligini saglayan kolajen sentezini baslatir (Varol, 2008, s.
10). Makrofajlar tarafindan salgilanan biiyiime faktorleri ve sitokinler de fibroblastlarin
proliferasyonunu ve kolajen sentezini stimiile eder (Deniz, 2010, s. 18). Graniilasyon

dokusu, yara iyilesme siirecinin sonunda yerini skar dokusuna birakir (Evans vd., 2013,

s. 398).
1.3.2.2. Reepitelizasyon

Derinin bariyer fonksiyonunun yerine koyulabilmesi adina reepitelizasyon yara
lyilesmesinin en onemli kismudir (Safferling vd., 2013, s.681). Yaralanmay: takiben
keratinositler, migrasyona izin verebilmek amaciyla birbirinden ayrilir ve bazal
laminadaki baglantilar1 kopar (Biith vd., 2017, s. 748). Tam kat epidermis olusumunu
saglamak iizere ortama gelen keratinositlerin proliferasyonu ile bazal membranin
yeniden olusturulmasi amaclanir. Yara kenarindaki bazal tabaka keratinositleri yara
olusumunu takip eden giinlerde asir1 proliferasyon gosterir (Erfan-Tiirker, 2009, s. 8).
Keratinositlerin biiylime ve bdliinme yeteneklerinde meydana gelen artis ekstra seliiler
matriks ile etkilesim ve baglanma 6zelliklerine baglidir (Evans vd., 2013, s. 403).

Reepitelizasyon igin gerekli olan keratinositler deri eklerindeki kok hiicrelerden
ve yara ¢evresindeki saglam dokudan kaynaklanir (Gillitzer ve Goebeler, 2001, s. 517).
Aktif yara makrofajlari, trombositler, fibroblastlar ve keratinositlerden salgilanan
keratinosit biiylime faktorii (KGF), EGF, TGF-a ve FGF epitelizasyonu stimiile eder
(Turkoz-Uluer, 2009, s. 48; Tokgiin, 2011, s. 21-22). Keratinosit migrasyonunda

matriks metalloproteinazlar1 (MMP), biiylime faktorleri ve ekstraseliiler matriks gorev
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alir. MMP’ler ekstraseliiler matrikste keratinositlerin gociine engel olan yapilari yikarak
keratinosit migrasyonunu kolaylastirir (Erfan-Tiirker, 2009, s. 9). MMP-2 ve MMP-9
bazal tabakadaki keratinositlerin bazal membrandan ayrilmasini ve hareketlerini
kolaylastirir (Han vd., 2001, s. 22341). Reepitelizasyon asamasinda ortamda bulunan
fibroblastlarin ¢ogu apoptoza ugrarken digerleri farklilagsma siirecine girer (Evans vd.,
2013, s. 398).

Prolifere olan keratinositlerde go¢ etmek {lizere bazi fenotipik degisiklikler
meydana gelir. Hiicre sekilleri degisir, hiicre i¢i tonofilamanlar kisalir, hiicreler arasi
desmozomlar ¢oziliir, epidermis ile dermis arasindaki baglant1 bozulur. Keratinositler
ameboid hareketlerle yara alanina go¢ eder. Hiicreler burada boliinme faaliyetinin yani
sira bazal membran bilesenleri olan tip IV kolajen ve heparin siilfat sentezleyerek bazal
membran1 asamali olarak tamir eder ve keratinositler normal sekillerine donerek
birbirlerine ve bazal membrana baglanir (Deniz, 2010, s. 19). Yara keratinositler
tarafindan tamamen Ortiildiikten sonra yara kabugunun tabanindaki baglantilari
koparacak enzimler salgilanir (Diegelmann ve Evans, 2004, s. 286). Keratinositler
boliinerek ve farklilagarak epidermisin tabakalarini olusturur ve yeni olusan epidermisin

bazal membran ve dermis ile baglanmasini saglar (Oz, 2011, s. 9; Otiin, 2015, s. 11).
1.3.2.3. Fibroplazi

Fibroplazi stirecinde fibroblast proliferasyonu, migrasyonu ve yeni kolajen ile
birlikte diger ekstraseliiler matriks proteinlerinin {iiretimi ile graniilasyon dokusu
sekillenmektedir. Bu donemde gorevli olan esas hiicreler fibroblastlardir (Erfan-Tiirker,
2009; Deniz, 2010, s. 19). TGF-0, EGF ve PDGF dermis kaynakli fibroblastlarin
kolajen sentezini uyarir (Kasap, 2013, s. 28). Burada amag kalic1 ekstraseliiler matriks
olusturmaktir. Aktiflesen fibroblastlarda protein sentezi artar, boliinmeye hazirlik
baslar. Hiicre boliinmesi ve proliferasyonun ardindan fibroblastlar kalict ekstraseliiler
matriks proteinlerini (kolajen, proteoglikan, glikozaminoglikan gibi) sentezleyip
salgilamaya baglar. Gegici fibrin matriks, hyaluronan ve fibronektin ile yer degistirir
(Er, 2010, s. 7; Oz, 2011, s. 9).

Fibroblastlar proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar da sentezleyerek kolajen
fibrillerin kiimelesme esnasindaki kalinligin1 etkileyerek bag dokunun fiziksel

Ozelliklerini belirler (Deniz, 2010, s. 19).
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1.3.2.4. Kolajen sentezi

Viicutta sentezlendigi bilinen 19 tipi bulunan kolajen insan viicudundaki
proteinlerin yaklasik %30’unu olusturmaktadir (Diegelmann ve Evans, 2004, s. 283;
Deniz, 2010, s. 26). Yara bolgesinde kolajen tiretimi yaralanmadan 3-5 giin sonra baslar
ve EGF, PDGF, TGF-B, IGF-1, FGF-2 ve sfingosin-1 tarafindan stimiile edilir (Er,
2010, s. 7). Fibroblastlar gegici fibrin matriks {izerine tutunarak kolajen sentezlemeye
baslar (Diegelmann ve Evans, 2004, s. 286). Kolajen sentezinde ilk asama prokolajen
sentezidir. Prokolajen-o zincirleri graniillii endoplazmik retikulumda sentezlenir ve
golgi cisimciginde sarmal yapilar1 olusturulur. Salgi vezikiilii icinde ekstraseliiler alana
ciktiginda baglant1 peptidleri koparilarak kolajen fibrilleri haline gelir (Er, 2010, s. 7).
1400 aminoasitten olusan prokolajen molekiiliiniin yapisinda yaklasik %35 glisin, %21
prolin ve hidroksiprolin ile %11 alanin bulunur. Lizil ve hidroksilizin kalintilar
arasinda capraz baglar olusarak sarmal yapi kurulurken, prolin ve hidroksiprolin
rotasyonu sinirlayarak stabiliteyi arttirir (Deniz, 2010, s. 25).

Anaerobik kosullar veya vitamin C yetersizligi gibi durumlarda {iretilen kolajende
oldugu gibi hidroksiprolin bulunmadiginda da kolajen farkli bir yapida olur ve diisiik
sicakliklarda bile denatiire olabilir hale gelir. Ektraseliiler alanda prokolajenin N ve C
terminal peptidleri ayrilir. Bu alanda stabil capraz baglarin olusumunda en 6nemli
enzim lizil oksidazdir. Kolajen olgunlastik¢a intermolekiiler ve intramolekiiler ¢apraz
bag sayisi artar ve kolajen gii¢ ve stabilite kazanir (Diegelmann ve Evans, 2004, s. 286).
Normal kosullarda kolajen sentezi ile birlikte kolajen yikimi da fibroblastlardan
sentezlenen kolajenaz enzimi ile gergeklesir. Kolajen yapim ve yikimi arasindaki denge
kolajen kalitesini belirler. Olgun kolajen normal viicut sicakligi, pH ve iyonik

konsantrasyonlarda proteolitik enzimlere kars1 dayaniklidir (Deniz, 2010, s. 26).
1.3.2.5. Anjiogenez

Onarim alaninda bulunan aktif makrofajlar tarafindan salinan anjiogenik
faktorlerin etkisiyle endotelyal hiicrelerin tomurcuklanarak yeni damarlar olusturdugu
stirectir (Deniz, 2010, s. 20; Kasap, 2013, s. 28). Yara bolgesindeki diisiik pH, azalmig
oksijen miktar1 ve laktat artis1 gibi faktorler yeni kan takviyesini gerekli kilar
(Diegelmann ve Evans, 2004, s. 286). Endotelyal hiicreler proteolitik enzimler

salgilayarak vaskiiler bazal membran1 pargalar ve perivaskiiler alana ¢ikar (Erfan-
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Tiirker, 2009, s. 11). Endotelyal hiicreler, ekstraseliiler matriks {izerinde fibroblastlara
paralel hareket ederek yeni damar yapilarimi olusturur. Boliinip farklilasan endotel
hiicreleri tiibliler liimen olusturarak damar aginin yeni dallarin1 olusturur. Yeni olusan
damarlar, yiiksek basingtan algak basinca dogru kan akisi baglarken kolajen salgilayarak
kendilerini korumaya alir. Ayn1 zamanda hareket halinde iken de kolajenaz salgilayarak
kendilerine yol agar (Beyhan, 2008, s. 7; Deniz, 2010, s. 20). Anjiogenez igin tetikleyici
ozellikte olan VEGF, TGF-B ve FGF salinimi i¢in temel etken yara bolgesindeki oksijen
azhigidir. Hipoksinin yaninda endotel hiicrelerinde tretilen NO da VEGF {iretimi
tizerinde uyarici etkilidir (Besler, 2007, s. 27; Erfan-Tirker, 2009, s. 11).

1.3.2.6. Yara kontraksiyonu

Graniilasyon dokusu olusumu ile es zamanli olarak epitelizasyonu
tamamlanmamis yaralarda aktin filamentlerince zengin myofibroblastlar tarafindan yara
kontraksiyonu baglatilir. Myofibroblastlar migrasyon ve proliferasyon esnasinda
fenotipik degisikliklere ugrayarak kontraktil kapasite kazanmis fibroblastlardir (Deniz,
2010, s. 20; Kasap, 2013, s. 29). Aktin filaman igerigi ile yara kontraksiyonunu saglarlar
(Erfan-Tirker, 2009, s. 10). Yara kontraksiyonunun altinda yatan mekanizma
bilinmemekle birlikte myofibroblastlar ile matriks bilesenleri arasindaki etkilesimlerden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Diegelmann ve Evans, 2004, s. 286). Burada amag
yara alaninm kiigiilterek onarimi hizlandirmak ve daha az skar olusumu saglamaktir.
Viicudun farkli bélgelerinde yara kasilmasi da farklilik gosterir (Oz, 2011, s. 7). Yara
kontraksiyonu doku kalinligin1 azaltmak ve diizensiz skar olusumunu Onlemek icin
oldukga 6nemlidir (Cetinkaya, 2010, s. 10).

Yara iyilesmesi ilerledikge myofibroblastlar apoptoz ile 6lmeye baslar ve yerini
yeni ekstraseliiler matriks liretmek {izere ikinci bir dermal fibroblast dalgas1 alir (Walter

vd., 2010, s. 1279).

1.3.3. Yeniden yapilanma ve olgunlasma evresi

Bu evre yaranin graniilasyon dokusu ile dolup proliferasyon, reepitelizasyon ve
anjiogenezin tamamlanmasindan sonra baglar ve omiir boyu siirer (Arab vd., 1994, s.
161; Beyhan, 2010, s. 7). Burada temel amag kolajen depozisyonu ve organizasyonuyla
kaliteli bir skar dokusu olusturmak ve yara gerilme kuvvetinin maksimum diizeye

ulagmasi ile hasarlanmig dokuya yara oncesi fonksiyonunu kazandirabilmektir (Erfan-
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Tiirker, 2009, s. 11-12; Kasap, 2013, s. 31). Yara iyilesme siireci ilerledikge yeni
damarlarin yogunlugu, nétrofil, makrofaj, fibroblast ve diger enflamatuvar hiicrelerin
sayist azalir (Deniz, 2010, s. 22-23). Kolajen yikimui ile karakterize olan bu siiregte
gecici matrikste bulunan fibronektinin yerini tip III kolajen alir. Tip III kolajen daha
sonra agsamali olarak daha dayanikli olan tip I kolajene degrade olur (Fredrikkson, 2008,
s. 11; Erfan-Tiirker, 2009, s. 12; Cetinkaya, 2010, s. 12). Yara iyilesme siirecinin ilk
evrelerinde goriilen amorf kolajenler zamanla diizenli, kii¢iik fibrilli kolajen aglarina
doniistir, lifler arasindaki kovalent baglarin artmasiyla stabilizasyon saglanir (Arab vd.
1994, s. 161; Otiin, 2015, s. 13). Tip I kolajen lifleri saglam dokuda longitudinal
yerlesmis iken skar bolgesinde adeta bir basket potasi seklinde konumlanir (Evans vd.,
2013, s. 398).

Kolajen yapim ve yikiminin dengeye ulagmasi fibroblastlar, epitel hiicreleri,
notrofiller ve makrofajlar tarafindan salinan kolajenazlar ve MMP’ler sayesinde
olmaktadir (Fredrikkson, 2008, s. 12; Erfan-Tirker, 2009, s. 9; Kasap, 2013, s. 31).
Yeniden yapilanma siireci graniilasyon dokusunun yerine kolajen bakimindan zengin
olan skar dokusu olusumu ile sonug¢lanir (Kiling, 2012, s. 3). Kolajenazin ¢inko igeren
bir MMP olmas1 nedeniyle ¢inko yara iyilesmesinde énemlidir (Otiin, 2015, s. 13).

Kil

Kapiller Makrofg

7 Graayaiatolafoy
=)
Y —

_Yara
Blzusmesi

G5l

=)

=
)
(2

Sekil 1.8. Yara iyilesmesinde yeniden yapilanma ve olgunlasma evresi (Erfan-Tiirker, 2009, s. 12)

Yara iyilesme siirecinde gerceklesen tiim olaylarin sonucunda yara gerilim
kuvveti maksimuma ulasir. Baglangigta fibroblastlar, endotel hiicreleri ile fibrin-
fibronektin kompleksi arasinda adezyonu ile saglanan gerilme kuvveti ileriki
asamalarda kolajen lifleri ile saglanir (Tiirkoz-Uluer, 2009, s. 50). Yaklasik bir y1l veya

daha uzun siiren bu evrenin sonunda yara gerilim kuvveti normal deridekinin en fazla

22



%80’ine ulasabilir (Erfan-Tirker, 2009, s. 11; Kasap, 2013, s. 32; Berk vd., 2015, s.
187). Skar dokusunda kil folikiilleri, ter bezleri gibi deri ekleri bulunmaz (Evans vd.,
2013, s. 398).

Ozet olarak hemostaz ve fibrin depozisyonu ile baslayan yara iyilesme siireci
enflamasyon ile devam eder. Kolajen sentezi, depozisyonu ve yeniden
yapilandirilmasini takiben skar olusumu ile sonuglanir. Bu normal yara iyilesme
siireclerinde bir aksaklik oldugunda fibrozis veya kronik {ilser gibi patolojik durumlar

olusabilir (Diegelmann ve Evans, 2004, s. 287).
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2 * A
' | | |
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Sekil 1.9. Yara iyilesmesinin dénemleri ve fizyopatolojisi (Er, 2010, s. 9)
1.4. Yara Iyilesmesinde Onemli Baz Sitokinler ve Biiyiime Faktorleri

Sitokinler ve biiyiime faktorleri yara iyilesmesinde 6nemli gorevleri olan biyolojik
medyatdrlerdir. Sitokin sekresyonu, bakteriyel iiriinler, immiin kompleksler, toksinler,
fiziksel incinmeler ve gesitli enflamatuar olaylarla uyarilabilirler (Park ve Barbul, 2004,
s. 11). Sitokinler genellikle diger sitokinlerin fonksiyonlar1 tizerinde etkili olabilir. Bazi
dokularda birbirleriyle sinerjistik etkili olabilen sitokinler, baska dokularda antagonist
etki de gosterebilmekte ve birbirlerini inhibe de edebilmektedirler. Sitokinler, hiicrelerin
cevresel kosullarina gore farkli etkiler gosterebilmektedir. Bir sitokin degisik tip
hiicreler tarafindan yapilabilir ve degisik tip hiicreler iizerine etki gosterebilir

(pleiotropizm), bagka sitokinlerin sentezlenmesini uyarabilir ya da engelleyebilir. Bir
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sitokinin ayni hedef hiicre iizerinde farkli etkileri olabilir. Baz1 etkiler ayni anda
meydana gelirken, bazi etkiler farkli zaman araliklariyla olusabilir (dakikalar, saatler,
giinler). Birden fazla sitokin ayni etkiyi gosterebilir (Onat vd., 2002, s. 557-559).
Sitokinler, diger polipeptid hormonlarda oldugu gibi hedef hiicrenin yiizeyindeki 6zel
membran reseptorlerine baglanarak etkilerini baslatirlar. Bu reseptorler transmembran
proteinler olup, ekstraselliiler domainleri vardir ve 6zel olarak sitokinleri ve biiyiime
faktorlerini tanir ve baglarlar. Sitokin reseptorleri, ligandlarina karsi asir1 affinite
gosterirler. Biyolojik etki olusturabilmek i¢in ¢ok kiigiik miktarlarda sitokin yeterlidir.
Bir¢ok sitokin reseptoriiniin ekspresyonu ozel sinyaller tarafindan iretilir. Sitokinlere
verilen hiicresel yanitlarin ¢ogu yeni mRNA ve protein sentezini gerektirmektedir.
Bir¢ok hedef hiicre i¢in sitokinler hiicre boliinmesini diizenlerler yani biiyltime faktorii
gibi etki ederler (Giiner vd., 1997, s. 65).

Sitokinler hedef hiicrelerdeki kendilerine ait spesifik ligandlara baglanarak etki
gosterirler. Baglanma ile baslayan sinyal transdiiksiyonu ve ikincil habercilerin iletimi,
gen aktivasyonu, mitotik boliinme, biiyiime ve farklilagma, migrasyon veya apoptoza
yol agar (Bekalp vd., 2014, s. 36). Sitokin sekresyonu bakteriyel iiriinler, immiin
kompleksler, toksinler, fiziksel incinmeler ve ¢esitli enflamatuvar olaylarla
indiiklenebilir (Kuralay ve Cavdar, 2006, s. 146).

Dogal immiinitede rol alan sitokinler genel olarak aktive olmus makrofajlarda ve
NK hiicrelerinde salgilanan sitokinler mikroplara kars1 erken enflamatuvar reaksiyonlari
diizenler ve mikroplarin eliminasyonunu kolaylastirir. Bu sitokinlerin etkileri sayesinde
notrofil ve monositlerin enfeksiyon bdlgesine go¢ etmeleri ve mikroplar ortadan
kaldirmak amaciyla uyarilmalar gerceklesmektedir. Baslica sitokinler; TNF, Tip |
interferonlar (IFN-a, IFN-f), kemokinler. IL-1, 1L-12,IL-10, IL-6, IL-15, IL-18 (Abbas
ve Lichtman, 2003, s. 243-275).

Edinsel bagisiklikta rol oynayan sitokinler; &zellikle lenfositlerin antijeni
tanimalarindan sonra gelisen farklilasma ve ¢ogalmasini uyarirlar ve makrofajlar gibi
Ozel efektor hiicreleri aktive ederler. Baslica sitokinler; IL-2, IL-4, IL-5, IL-13 TGF-§,
IFN-y, lenfotoksin (Abbas ve Lichtman, 2003, s. 243-275).

Sitokinler akut ve kronik enflamasyonda rol oynayan énemli potansiyel aracilardir
ve otoimmiinitenin 6nemli bir parcasidir (http-8).

a) Akut Inflamasyonda Sitokinler:
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Sitokinler akut enflamasyonun her asamasinda immiin cevabin olusmasini
saglarlar. Notrofiller, dogal oldiriici (NK) hiicreler, makrofajlar, mast hiicreleri,
eozinofiller doku hasar1 gibi durumlarda sitokin iiretmeye ve salgilamaya baslarlar.
Sitokinler de lokositleri ve endotel hiicrelerini, mikroorganizmalara veya Kimyasal
uyarana karsi harekete gecirerek, ortama reaktif oksijen mediatorleri, nitrik oksit,
vazoaktif aminler, néropeptidler, kinin, prostaglandinler ve l6kotrienlerin salinmasini
saglarlar. Akut enflamasyona katilan baslica sitokinler TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-11
ve diger kemokinler, graniilosit koloni uyaricit faktor ve graniilosit-makrofaj koloni
uyarici faktordiir (http-8).

Yapilan caligmalar pek ¢ok sitokinin 6zellikle enflamatuvar yanitta anahtar rol
oynadigim géstermistir. Ozellikle IL-1, IL-6 ve TNF-a akut enflamatuvar evre i¢in
olduk¢a 6nemlidir (Kondo ve Ohshimo, 1996, s. 233). Sitokinler proenflamatuvar veya
antienflamatuvar olarak nitelendirilirken, biiyime faktorleri iyilesme tetikleyiciler
olarak degerlendirilir (Zubaidi vd., 2018, s. 412). Sitokinler ve biiyime faktorleri yara
bolgesindeki hedef hiicrelerine endokrin, parakrin, otokrin veya intrakrin yolla ulasirlar
ve hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanarak sessiz durumda bekleyen genleri
aktiflestirirler. Sinyal yolaklar1 ¢ogunlukla tirozin kinaz reseptorler araciligiyla ¢aligir
(Diegelmann ve Evans, 2004, s. 284; Quing, 2017, s. 189). Ozellikle IL-1, IL-6, IL-8 ve
TNF-o 6nemli proenflamatuvar sitokinlerdir (Turabelidze ve Dipietro, 2012, s. 30).
Yara iyilesme siirecinde sitokin seviyelerindeki degisiklikler bozulmus yara iyilesmesi
veya hipertrofik skar olusumu gibi patolojik sonuglara sebep olabilir (Cornelissen,
2004, s. 9-10).
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Sekil 1.10. Yara iyilesmesi siiresince bazi sitokin seviyelerinin zamana gore degisimi (Cornelissen, 2004,
s. 15).

1.4.1. PDGF

PDGF’ler homo veya hetero dimerik biiylime faktorlerinden olusan bir ailedir
(Werner ve Grose, 2003, s. 838). Trombositlerin a graniillerinde bulunan PDGF, disiilfit
kopriileri ile bagli A ve B zincirlerinden olusan dimerik bir proteindir (Slavin, 1996, s.
5, http-7). Yara olusumunun hemen ardindan plateletlerden saliverilir. Ayrica
makrofajlar, fibroblastlar ve endotelyal hiicrelerde de salgilanir (Cornelissen, 2004, s.
9). Etkinliklerini transmembranal tirozin kinaz reseptorler {izerinden gosterirler. PDGF
yara iyilesmesinde notrofil, monosit ve fibroblastlarin yara bolgesine gelmesini
sagladig1 gosterilen ilk bliylime faktoriidiir. Ayn1 zamanda fibroblast proliferasyonunu,
ekstraseliiler matriks sentezini, anjiogenezi ve kolajen ile kolajenaz sentezini de arttirir.
Bu sebeple yara iyilesmesinde etkili major faktér oldugu diistiniilmiis ve terapdotik
olarak {ilserler iizerinde uygulanmistir (Werner ve Grose, 2003, s. 838; Quing, 2017, s.
189). Monositlerin makrofajlara doniismek {izere olgunlagsmasini saglar. Monosit ve
makrofajlardan TGF-p gibi diger biiyiime faktorlerinin salinmasini da saglar. Ayrica
fibroblastlarin myofibroblastlara doniismek tizere hazirligini stimiile eder (Slavin, 1996,
s. 5; Cornelissen, 2004, s. 9).

1.4.2. FGF

FGF familyasinin {iyeleri tirozin kinaz reseptorler iizerinden etki gdsteren

polipeptid yapil1 bliylime faktorleridir. FGF’nin karakteristik 6zelligi kendilerini termal
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denatiirasyondan ve proteolizden koruyan heparin veya heparan = siilfat
protoglikanlariyla olan iliskileridir (Werner ve Grose, 2003, s. 839). Yara olusumundan
sonra keratinositler, makrofajlar, endotelyal hiicreler ve fibroblastlarda FGF sentezi
artar (Cornelissen, 2004, s. 9). Fibroblastlar gibi mezenkimal ve noroektodermal
kokenli hiicreler i¢in mitojenik etkili olan FGF ayni zamanda endotelyal hiicreler igin de
potansiyel mitojendir (Slavin, 1996, s. 6). Mitojenik etkilerinin yaninda FGF, hiicre
migrasyonu ve diferansiyasyonunu diizenler ve stres kosullarinda sitoprotektif etkilidir
(Werner ve Grose, 2003, s. 839). Yeni damar olusumu i¢in gerekli olan kapiller bazal
membraninin agilmasi, endotelyal hiicrelerin gboc¢li ve boliinmesi, kapiller yapilarin
yeniden olusumu gibi olaylar stimiile eder. Yapilan ¢aligmalarda FGF antikorlarinin
yara bolgesinde graniilasyon dokusu depozisyonunu bozdugu gosterilmistir. Buradan
yola ¢ikilarak FGF’nin yeni damar olusumunda ve graniilasyon dokusu depozisyonunda

onemli role sahip oldugu diisiiniilmektedir (Slavin, 1996, s. 6).

1.4.3. KGF

FGF familyasinin bir tiyesi olan KGF’nin (FGF-7 olarak da bilinir) etki alan1 ¢ok
genis olmamakla birlikte keratinositler igin kemoatraktan ve mitojen olarak
tanimlanmistir. FGF familyasinin diger iiyelerinden fakli olarak mezoderm kokenli
hiicreler tizerine etkili degildir. Reepitelizasyonu stimiile eden dermal/epidermal
uyarilar1 olusturur. Keratinositlerin proliferasyon ve migrasyonunun uyarilmasinin yani
sira farklilasmasina da katki saglar. En yiiksek KGF ekspresyonu yara cevresinde
dermiste ve hipodermiste gortliir (Slavin, 1996, s. 6; Cornelissen, 2004, s. 10). Yara
olusumundan sonra biitlin FGF familyas1 {iyelerinin ekspresyonunda artis goriilse de
KGF, 24 saat i¢inde 100 kat artmaktadir (Werner ve Grose, 2003, s. 839-840). KGF
sentezinin en 6nemli uyaricist PDGF olmakla birlikte IL-1p, IL-6 ve TNF-o da KGF
indiikleyicidir (Cornelissen, 2004, s. 10).

1.4.4. EGF

EGF familyasi, EGF ve TGF-a gibi pek ¢ok {iyesi bulunan bir ailedir (Werner ve
Grose, 2003, s. 841). EGF, trombosit degraniilasyonu sirasinda epitelyal hiicreler ve
lenfositlerden salinan bir biiyiime faktoriidiir. Fibroblastlar, diiz kas hiicreleri ve
endotelyal hiicrelerde de EGF ile uyarilan reseptdr bulunmakla birlikte EGF’ye en

duyarli hiicreler epitel hiicrelerdir. EGF fibroblastlar, endotelyal hiicreler ve epitel
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hiicreler i¢in kemotaktiktir. Anjiogenez ve kolajenaz aktivitesi lizerinde uyarici etkilidir.
TGF-a da bu familyanin bir iiyesi olup keratinositlerin ve fibroblastlarin boliinmesini

uyararak reepitelizasyonda gorev alir (Cornelissen, 2004, s. 11; http-7).

1.45. TGF-B

Homodimerik bir peptid olan TGF-B’nin 6nemli sekans homolojisi ve benzer
biyolojik aktivite gésteren ti¢ tipi tanimlanmustir. Proliferasyon evresinde trombositler,
fibroblastlar, makrofajlar ve T lenfositlerden salinan TGF-B, bir propeptid ile bagh
olarak inaktif sekilde salgilanir ve proteoliz veya yara bolgesindeki asidik ortam
etkisiyle aktiflesir (Slavin, 1996, s. 5; Kiling, 2012, s. 6). TGF-B’nin fibroblast
fonksiyonlar1 iizerinde etkili temel faktér oldugu disiiniilmektedir. Matriks
depozisyonunda da etkili olan TGF-B kolajen, proteoglikan ve fibronektin sentezini
arttirir ve matriks yikimindan sorumlu olan proteazlarin sentezini azaltir (Diegelmann
ve Evans, 2004, s. 286). Cok diisiik konsantrasyonlarda bile hem makrofajlar hem de
fibroblastlar i¢in kemotaktiktir. Kolajen sentezinin en kuvvetli uyaricisi olarak bilinir,
kolajenazi aktive eden diger faktorlerin uyarici etkisini de azaltir (http-7).

Yara olusumundan hemen sonra temel olarak trombositlerden salinan TGF-3
notrofiller, makrofajlar ve fibroblastlar i¢in kemotaktik olmakla birlikte bu hiicreler
TGF-B’nin diger hiicrelerdeki diizeylerini de arttirir. TGF-B’nin yara bdlgesinde
anjiogenezi, fibroblast proliferasyonunu, myofibroblast farklilagmasini ve matriks
depozisyonunu yonettigi bilinmektedir (Werner ve Grose, 2003, s. 848).

TGF-B’nin fibroblastlar tizerindeki etkisi EGF ile birlikteyken inhibitor, PDGF ile
birlikte stimiilator niteliktedir (Cornelissen, 2004, s. 11). Diisiik konsantrasyonlarda
fibroblast boliinmesini stimiile ederken yiiksek konsantrasyonlarda farklilagsmay:
stimiile eder. TGF-B hiicreleri yara bdlgesine c¢agirmasi, kolajen ve matriks
depozisyonunu tetiklemesi, MMP sentezini modiile etmesi ve yara kontraksiyonunda
gorev almasi1 sebebiyle onarim igin 6nemli bir proteindir. “Yara Hormonu” olarak
adlandirilacak molekiil TGF-§ olabilir (Slavin, 1996, s. 5; Kiling, 2012, s. 7-8; http-7).
TGF-B miktarinin normalden daha yiliksek olmasinin hipertrofik skar ve fibrozis ile
iligkili oldugu belirtilmistir (Han vd., 2001, s. 22341).

TGF-B; yara iyilesmesinin biitiin asamalarinda aktif olup immiin hiicrelerin
ortama gelmesini uyarir, matriks proteinlerinin sentezini arttirir ve degradasyonunu

azaltir, reepitelizasyonu stimiile eder, yara kontraksiyonu gibi olaylarda gorev alir.
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Dermal fibroblastlarda ve keratinositlerde migrasyonu stimiile eder. Hipertrofik skar ve
keloid olusumuyla iliskili oldugu belirtilmistir. TGF-B3 monosit ve makrofaj
infiltrasyonunu ile fibronektin, tip I kolajen ve tip III kolajen miktarin1 azaltarak skar
olusumunu azaltir (Rajan ve Murray, 2008, s. 127; Walter vd., 2010, s. 1279;
Turabelidze ve Dipietro, 2012, s. 31).

1.4.6.1L-1

Saglam epidermiste yiiksek miktarlarda tretilip depolanmaktadir. Yara olusumu
aninda keratinositler tarafindan biriktirilmis olan IL-1 saliverilerek bariyer hasarinin
onarilmasi igin nétrofillerin yara bdlgesine toplanmasimi saglar (Cornelissen, 2004, s.
13; Turabelidze ve Dipietro, 2012, s. 30). Makrofajlar, monositler, fibroblastlar,
keratinositler ve notrofiller tarafindan tretilen bir polipeptittir. Enfeksiyon, yaralanma
veya antijenik invaziv olaylara yanit olarak tretilir. IL-1a ve IL-1PB olmak tizere iki alt
tipi vardir. Yara iyilesmesinin enflamatuvar evresinde iiretimi oldukga artar (Kondo ve
Ohshimo, 1996, s. 233-234; Turabelidze ve Dipietro, 2012, s.30). Notrofil ve
makrofajlarin aktivasyonu ile keratinositler ve fibroblastlarin proliferasyonunda,
anjiogenezde, matriks sentezinde ve kolajen firetiminde etkilidir. Makrofajlardan
kendisinin ve diger sitokinlerin iretimini uyarir (Cornelissen, 2004, s. 13; Safferling
vd., 2013, s. 684; Rozlomiy ve Markov, 2010, s. 280). Keratinositlerin proliferasyonu
ve migrasyonu i¢in hem parakrin hem de otokrin etkilidir (Turabelidze ve Dipietro,
2012, s. 30).

IL-1 ile TNF-a birlikte diger sitokin, kemokin, biiyiime faktorleri gibi sekonder
medyatdrlerin liretimini saglamak iizere sinyal kaskadini baslatir, ikisi birlikte karsilikli
olarak birbirinin tretimini arttirir. IL-1a biyolojik olarak aktif prekiirsor olarak
tiretilirken IL-1fB inaktif prekiirsér formda bulunur (Chan vd., 1995, s. 1552;
Magcwebeba, 2012, s. 2). IL-1, NF-«kB’yi aktive etmesi nedeniyle enflamatuvar
dermatozlar ile iliskili oldugu diistintilmektedir (Cheng vd., 2008, s. 161)

1.4.7.1L-6

Keratinositler lizerindeki mitojenik ve nétrofiller icin kemoatraktan aktivitesi
sayesinde yara iyilesmesi yanitinin baslayabilmesi igin kritik 6neme sahiptir (Lin vd.,
2003, s. 713; Cornelissen, 2004, s. 13). Polimorfoniikleer lokositler, makrofajlar,

fibroblastlar, lenfositler ve aktif keratinositler tarafindan iiretilir. Lokosit infiltrasyonu,
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B hiicreleri, T hiicreleri ve makrofajlarin stimiilasyonu ile keratinosit biiylimesi ve
cogalmasi iizerinde, anjiogenez ve kolajen akiimiilasyonunda etkilidir. Fibroblastlarda
KGF reseptor ekspresyonunu indiikler. Salinim1 IL-1 ve TNF-a tarafindan indiiklenir ve
ikisi birlikte T hiicrelerinin aktivasyonu ile akut faz proteinlerinin salgilanmasini saglar.
IL-6’nin makrofajlar iizerindeki etkisinin NF-kB sinyal yolagi {izerinden oldugu tahmin
edilmektedir. TNF-a iretimini azalttigi rapor edilmis ve bu Ozellikleri ile hem
proenflamatuvar hem de antienflamatuvar oldugu belirtilmistir. Epitelizasyona katki
sagladigr IL-6 iiretiminin baskilanmis oldugu wild-type farelerde yara iyilesmesinin
retardasyona ugramasi ile gosterilmistir (Kondo ve Ohshimo, 1996, s. 234; Tonks vd.,
2003, s. 243-245; Choi vd., 2014, s. 210). IL-6 normal kiitandz yara iyilesmesinde
dermal fibroblast migrasyonunu etkilemesi sebebiyle temel bilesenlerden biri olarak
kabul edilir. Keratinosit migrasyonu ve proliferasyonunu arttirdigi da gosterilmistir
(Walter vd., 2010, s. 1279).

Yara bolgesinde IL-6 diizeylerinin yiiksek olmasinin skar olusumu ile baglantili
oldugu belirtilmistir (Rajan ve Murray, 2008, s. 126). Ayrica IL-6 endojen pirojen olup
B hiicrelerinin biiylimesi, farklilasmasi ve immiinoglobulin sentezlemesini uyarir

(Turabelidze ve Dipietro, 2012, s. 30).

1.4.8. 1L-8

IL-8 notrofiller icin potansiyel kemoatraktan olup keratinositler dahil pek ¢ok
hiicre tipi tarafindan tretilebilen aktivator faktordiir. Temel olarak nétrofiller ve yara
bolgesinin hemen altindaki makrofajlardan salgilanarak daha fazla nétrofilin
toplanmasini saglar. Yara bolgesinde IL-8’in gii¢lii sekilde ekspresyonu basta TNF-a
olmak tizere IL-1, LPS ve hipoksi gibi ¢esitli faktorler tarafindan indiiklenir (Gillitzer
ve Goebeler, 2001, s. 514; Hong ve Lyu, 2011, s. 43, 44, 47). Keratinositlerin
migrasyon ve proliferasyonunu arttirarak reepitelizasyonu stimiile eder (Walter vd.,
2010, s. 1279). Fibroblastlar tarafindan olusturulan kolajen kafesin kasilmasini inhibe
eder. Notrofiller gibi polimorfoniikleer I16kositler i¢in en gii¢lii kemoatraktan oldugu
belirtilmistir (Cornelissen, 2004, s. 13). Notrofillerden lizozomal enzimlerin salinmasini
uyartr, fibroblastlardan kolajen tiretimini azaltir (Wedler vd., 2014, s. 1679).

IL-8 ekspresyonunun cilt hastaliklarinin patogenezinde T hiicreler ile nétrofillerin
kemotaksisinde ve aktivasyonunda, keratinosit proliferasyonunda yiiksek seviyelerde

bulundugu gosterilmigtir. LPS ile stimiile edilmis keratinositler iizerinde yapilan
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caligmalarda IL-8 seviyelerinin diisliriilmesinin deri enflamasyonunu 6nlemeye katki

saglayacagi on gorilmiistiir (Hong ve Lyu, 2011, s. 47).

1.4.9. 1L-10

IL-10 35 kD molekiil agirligina sahip homodimerik bir sitokindir (King vd., 2014,
S. 317). Makrofajlar ve bir miktar da lenfositler tarafindan sentezlenen antienflamatuvar
bir sitokindir. Makrofajlar1 deaktive ederek proenflamatuvar sitokin salinimini azaltir
(Rajan ve Murray, 2008, s. 126; Bermudez vd., 2011, s. 235). In vitro immiinospuresor
etkileri oldugu gosterilmistir (Kieran, 2013, s. 428). Dimerize olarak monositler
tizerindeki tetramerik reseptor kompleksine baglanir ve fosforilasyon ile etki gosterir
(King vd., 2014, s. 317). Enflamatuvar siirecin sinirlandirilmasi ve sonlandirilmasinda
major diizenleyici faktoér olarak bilinir. Keratinositler, endotelyal hiicreler ve immiin
hiicrelerin biiylimesi ve/veya farklilagmasini uyarirken nétrofillerin infiltrasyonu ile
birlikte ¢esitli enflamatuvar sitokinlerin sentezini inhibe eder. Aymi zamanda
monositler, makrofajlar ve nétrofiller gibi enflamatuvar hiicrelerin gd¢iinii de inhibe
eder. IL-10’un fazla miktarda iretilmesinin skarsiz yara kapanmasi ile iliskili oldugu
belirtilmektedir (Cornelissen, 2004, s. 14; Peranteau vd., 2008, s. 1853; Balaji vd.,
2014, s. 359). Temel antienflamatuvar etkilerinin yaninda yeniden yapilanma
asamasinda etkili olan TGF-B gibi fibrojenik sitokinleri de diizenler (King vd., 2014, s.
317).

1.4.10. 1L-12

IL-12 sitokin ailesinin enflamasyon siirecindeki kaynagi monositler, makrofajlar,
keratinositler, langerhans hiicreleri ve notrofillerdir. IL-12; IL-12p40 ve IL-12p35
olmak iizere iki protein alt iinitesinden olusan heterodimerik bir sitokindir. THP-1
hiicrelerin uyarilmasinda etkilidir, ilaveten NK hiicreler ile T hiicrelerin biiyiimesinde

etkilidir (Cetinkaya, 2009, s. 20; Zheng vd., 2013, s. 2).

1.4.11. TNF-a

Enflamasyon patogenezinde 6nemli bir medyator olan TNF-a, 157 aminoasitten
olusur ve molekiil agirhigi 17 kD’dir. Yara bolgesinde baslangigta makrofajlar,
monositler, endotelyal hiicreler ve T hiicreler tarafindan tiretilen bu medyator ortamdaki

konsantrasyonuna bagli olarak enflamasyondan, doku yeniden yapilanmasina ve
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sitotoksisiteye kadar degisik etkiler gosterir. Enflamatuvar hiicrelerin yara bdlgesine
goc etmesini saglar. Keratinositlerden integrinlerin salinmasini uyararak ekstraseliiler
matriks proteinleri arasindaki etkilesimlerin diizenlenmesinde rol oynar. Enflamatuvar
evrede TNF-a’nin temel kaynagi noétrofiller ve makrofajlardir. Fibroblastlar,
keratinositler ve vaskiiler endotelyal hiicrelerin aktivasyonu ile ekstra seliiler matriks
proteinlerin ile MMP inhibitorlerinin iiretilmesini azaltirken MMP’lerin {iretilmesini
arttirtr. Makrofajlarin anjiogenik etkilerinin TNF-o kaynakli oldugu diisiiniilmektedir
(Frank vd., 2003, s. 209-210; Turabelidze ve Dipietro, 2012, s. 31; Ritsu vd., 2017, s.
15). Makrofajlar tarafindan kendisinin sentezini stimiile eder ve yine makrofajlardan
diger sitokinlerin salinmasini uyarir (Cornelissen, 2004, s. 13).

Yara iyilesmesinin erken evrelerinde doku degradasyonunda ve hiicre gociinii
kolaylastiracak gecici ekstraseliiler matriks olusumunda etkilidir. PGE’yi stimiile
ederek makrofajlarda kolajen tiretimini uyarir. Anjiogenez ve epitelizasyonda gorevli
MMP’lerin sentezini arttirir (Frank vd., 2003, s. 218). IL-1 iiretimini stimiile eder ve IL-
1 ile sinerjistik ¢alisir (Kondo ve Ohshimo, 1996, s. 234). Deride pro-MMP-9 iiretimini
uyarir (Han vd., 2001, s. 22349).

Iyilesmeyen yaralarda ve hipertrofik skar olusumu durumlarinda TNF-o
miktarmin yiiksek oldugu ve yara iyilesmeye basladiginda TNF-a seviyesinin IL-1 ile
birlikte azaldig1 belirtilmistir (Han vd., 2001, s. 22341; Battaglia vd., 2005, s. 7017).

1.4.12. VEGF

VEGF familyasi ii¢ farkli transmembranal tirozin kinaz reseptdr iizerinden etki
gosteren alt1 Giyeli bir familyadir. Yara iyilesmesinde en sik goriilen VEGF-A olup
temel olarak keratinositler ve makrofajlardan salinir. VEGF reseptdrlerinin graniilasyon
dokusundaki kan damarlarinda tespit edilmesi VEGF-A’nin parakrin yol ile anjiogenezi
stimiile ettigi disilintilmektedir. Temel olarak VEGF’in yara iyilesmesindeki rolii
graniilasyon dokusu olusumunu ve anjiogenezi uyarmasidir (Werner ve Grose, 2003, s.
843-844).

1.5. Arnica montana ve Helenalin

1.5.1. Arnica montana

Arnica montana (Sekil 1.11 ve Sekil 1.12) ilk defa 1753 yilinda Linnaeus

tarafindan kesfedilmis olan, Asteraceae (eski adi Compositae) familyasina ait,
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antienflamatuvar 6zellikleriyle bilinen bir bitkidir (Macedo vd., 2004, s. 84; Lass vd.,
2008, s. 849). 20-60 cm yiikseklikte, kalin, silindirik, egik veya hafif siirliniicii sagak
kok salan, ¢ok yillik bir bitkidir. Radyal agik yesil yapraklari biitiin, sapsiz, oval,
lanseolat, tabanda diizlesmis bir rozettir; lamina nispeten dentattir; ana yaprak damari
bes sekonder paralel damara ayrilir. Yapraklarin iist ve alt yiizeyleri tiiyler ve salgi
tiyleri ile kaplidir. Cigekler 6-8 cm ¢apta sar1 turuncu renktedir. Kapitulum 18-24 adet
lanseolat brakteden olusan involukrum ile ¢evrilidir (Fransiz Farmakopesi, 2008; May,

2013, s. 1).

Sekil 1.12. A. montana ¢i¢ekleri (Baser, 2016, s. 27)

33



Dag okiizg6zii olarak bilinen Arnica montana Avrupa kitasina 6zgii bir bitkidir.
Orta Avrupa’da, Iskandinavya’nin giineyinde, Rusya’da, Kuzey Ispanya’da,
Balkanlarda 2500 m rakima kadar olan vadilerde dogal olarak yetismektedir. Almanya,
Italya, Fransa, Isvigre ve Sili’de tarimi yapilarak iiretim saglanmaktadir (Macedo vd.,
2004, s. 84; May, 2013, s. 1; Baser, 2016, s. 26). Avrupa Farmakopesi'nin 5.
versiyonunda Arnica montana L. Avrupa daglarinda yetisen endemik bir bitki olarak
yer almaktadir (Ganzea vd. 2008, s. 196). Giiniimiizde nesli tilkenmekte olan bitki
olarak koruma altina alinmistir (Purkait ve Sharma, 2015, s. 59).

Arnika kelimesi Latince hapsirmaya sebep olan anlamindaki “ptarnica”
kelimesinden gelmektedir. Arnika ayn1 zamanda hapsirtan agag, kutsal ot ve diisen ot
olarak da bilinmektedir (Macedo vd., 2004, s. 84; Alfredo vd. 20009, s. 467).

Bu bitki temel olarak %0,4-0,6 oraninda flavonoitler (kersetin ve tiirevleri), %0,3-
0,9 oraninda seskiterpen laktonlar: (arnikolit, helenalin ve dihidrohelenalin), alkoller
(arnidiol, arnilenediol, izoarnilenediol), karotenoitler, %0,23-0,35 oraninda ugucu yag,
polisakkaritler, inulin, recine ve tanenler i¢cermektedir (Macedo vd., 2004, s. 84;
Ahmad, 2013, s. 590; May, 2013, s. 2). Ayrica lignanlar, pinorezinol, matairezinol ve
kafeik asit tiirevlerini de igermektedir (Purkait ve Sharma, 2015, s. 59). Avrupa
Farmakopesi’ne gore kuru drogda helenalintiglat olarak hesaplanmis total lakton miktari
%0.40’tan az olmamalidir (Staneva vd., 2011, s. 94).

Arnica montana ilag ve kozmetik sanayinde yaygin olarak kullanilan, tibbi 6nemi
olan bir bitkidir. Seskiterpen laktonlari, flavonoitler, ugucu yaglar, terpenoitler ve
fenolik asitlerden zengin olup antiseptik, antienflamatuvar, antiradikal, antibakteriyel,
antisklerotik, antifungal, dekonjestan, yara iyilestirici ve antioksidan etkiler
gostermektedir (Ahmad, 2013, s. 590; Kowalski vd., 2015, s. 857-858; Baser, 2016, s.
25).

Arnica montana batida 16. yy.’dan beri bilinmekte olup topikal olarak tentiirleri
ve merhemleri hematomlar, ezilmeler, burkulmalar, romatoid durumlar, deride ve
agizda yiizeysel enflamasyonlar, yaniklar, serebral bozukluklar, deri kanseri ve
uykusuzluk gibi ¢esitli durumlarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir (Woerdenbag vd.,
1995, s. 127; Alfredo vd., 2009, s. 467; Ahmad, 2013, s. 590; Baser, 2016, s. 25).

Geleneksel olarak cicek ekstreleri hematomlar, ekimozlar, kemik kiriklari,
burkulmalar, kramplar, kas agrilari, romatizmal sikayetler, konkiizyon, alopesi gibi

durumlarda kullanildig1 bilinmektedir ve yakin zamanda yapilan klinik ¢aligmalar A.
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montana’nin geleneksel kullanimini destekler niteliktedir (Lass vd., 2008, s. 849; May,
2013, s. 1; Purkait ve Sharma, 2015, s. 60). Avrupa Farmakopesi’nde Arnicae flos (dag
oklizgozl ¢igegi) ve Arnicae tinctura (dag okilizgozi tentiiri) kayithdir. Avrupa
Farmakopesi, Fransiz Farmakopesi, ABD Homeopatik Farmakopesi ve Avrupa Ilag

Ajanst (EMA) dag 6kiizgozii monograflar: yayimlanmistir (Baser, 2016, s. 26).
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Sekil 1.13. A. montana 'nin etki mekanizmalar: (lannitti vd., 2014, s. 2).

Oral olarak alindiginda vazodilatasyon, kapiller gecirgenlikte artis, endotel
membraninin hasar gormesi, kanama gibi etkiler olusabilir. Kaslarda agr1 ve rjidite
gortilebilir, santral ve sempatik sinir sistemi etkilenebilir (Macedo vd., 2004, s. 85).
Ancak homeopatik preparatlar halinde dahilen kullanimi bulunmaktadir. Sadece
Almanya’da 360 adet homeopatik preparati kayithidir (May, 2013, s. 5; Baser, 2016, s.
27).

Genellikle A. montana ticari olarak sampuanlar, kepek Onleyici triinler, sag
tonikleri gibi ¢esitli kozmetik {iriinlerde kullanilmaktadir (Baser, 2016, s. 26).

Bitkinin etkilerinden sorumlu bilesenlerin helenalin, 11-a, 13- dihidrohelenalin ve
chamissonolide gibi seskiterpen laktonlar1 ve bunlarin kisa zincirli esterleri (Sekil 1.14)
oldugu ileri siiriilmektedir (Staneva, 2011, s. 94; Purkait ve Sharma, 2015, s. 59;
Rodrigues vd., 2016, s. 331).
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R = H - Helenalin R =H- 11a,13-Dihydrohelenalin

= Acetyl = Acetyl
= |sobutyryl = |sobutyryl
= a-Methacryloyl = a-Methacryloyl
= Tigloyl = Tigloyl
= |sovaleryl = lsovaleryl
= 2-Methylbutyry! = 2-Methylbutyryl
= Angelicoyl = Angelicoyl
= Senecioyl
= Propionyl

Sekil 1.14. Helenalin ve 11-a, 13- dihidrohelenalinin kimyasal yapilari (May, 2013, s. 2)

Antienflamatuvar etkiler temel olarak niikleer faktor (NF) kB ve NF-AT’nin
seskiterpenlaktonlari tarafindan inhibisyonu ile agiklanir (Ganzera vd., 2008, s. 196). Bu
etkinin helenalin, 11-o0, 13- dihidrohelenalin ve bunlarin ester tiirevleri gibi
psddoguaianolit tip seskiterpen laktonlarindan olusan sekonder metabolitler tarafindan
yonetilmektedir (Lass vd., 2008, s. 849).

A. montana igeriginde bulunan seskiterpen laktonlar1 (6zellikle helenalin ve 11-
alpha 13-dihydrohelenalin gibi tiirevleri) bitkinin temel aktif bilesenleri olarak bilinir.
Antienflamatuvar etkinlik gosterdikleri pek ¢ok In vivo ve in vitro calismada
gosterilmistir, deriden penetre olduklari ve NF- kB aracili etki gosterdikleri
bilinmektedir (Alfredo vd., 2009, s. 469-470; Huber vd., 2011, s. 279).

A. montana’nin genellikle ¢igekli kisimlarinin kullanildigi cesitli ¢aligmalarda
antioksidan, asetilkolin esteraz inhibitorii, kolajen ile indiikklenmis platelet agregasyonu
inhibitort, antienflamatuvar, analjezik, anksiyolitik etkilerinin oldugu gosterilmistir
(Macedo vd., 2004, s. 85; Alfredo vd., 2009, s. 467; Dimitrova ve Balabanova, 2012, s.
736; Ahmad, 2013, s. 590). Topikal formiilasyonlarinin kontakt dermatite yol
acabilecegi ve varfarin ile etkilesime girdigi belirtilmistir (Hill vd., 2016, s. 47).
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1.5.2. Seskiterpen laktonlar:

Dogal Bilesenler Sozliigii'nde seskiterpen laktonlarina ait yaklasik 5000 yapi
kayithidir. Bunlarin 4000°den fazlas1 Asteraceae familyasina aittir (Talhouk vd., 2015, s.
1-2). Bunun yaninda Umbelliferac ve Magnoliaceae familyalarinda da kuru bitki
agirhiginin %1 inden fazla miktarlarda bulunurlar. Lipofilik yapidaki sekonder metabolit
familyasi olan terpenoitlerin alt grubu olup renksiz, ac1 ve stabildirler. Kimyasal olarak
bakildiginda ii¢ adet izopren (5 karbonlu) biriminden ve bir lakton halkasindan olusan
15 karbonlu bilesiklerdir (Ghantous vd., 2010, s. 668).

Asteraceae familyast bol miktarda terpenoitler, alkaloitler, fenolikler ve
poliasetilenler icermesi sebebiyle biyolojik ve farmakolojik agidan 6nemli bir familya
olup bu familyada en bol bulunan sekonder metabolitlerin seskiterpen laktonlar1 oldugu
belirtilmistir (Chadwick vd., 2013, s. 12781).

Seskiterpen laktonlari agisindan zengin bitki ekstrelerinin enflamasyonlar,
enfeksiyonlar ve bas agris1 gibi c¢esitli hastaliklarin tedavisinde ilgi ¢ektigi
bilinmektedir. Yine bu grupta yer alan aktif bilesenler olan tapsigargin, artemisin ve

partenolit kanser klinik ¢alismalarindadir (Ghantous vd., 2010, s. 668).

1.5.3. Helenalin

Arnica montana L. ve Asteracea familyasindaki birkag¢ bitki tiiriinde bulunan
antienflamatuvar, antiparazitik ve antitiimor etkileri bulunan bir seskiterpen laktonudur
(Supornsilchai vd., 2006, s. 631; Jang vd., 2013, s. 588). Avrupa’nin daglik
bolgelerinde, 6zellikle Rusya’da dogal olarak yetisen A. montana bitkisinin toprak tistii
kisimlarinda helenalin bulunur (Auld vd., 2006, s. 314).

Helenalin tiyol grubu tasiyan enzimlerin aktivitelerini engellemesi nedeniyle
sitotoksiktir. Fakat tarihte yillar boyunca helenalin ve tiirevlerini igeren alkollii ekstreler
hematomlari, burkulmalari, romatoid hastaliklar1 ve yilizeysel deri enflamasyonlarini
tedavi etmek i¢in antienflamatuvar olarak kullanilmistir (Woerdenbag vd., 1995, s. 127,
Berges, 2009, s. 2892). Temel kullanim1 antienflamatuvar etkinlik olsa da helanalinin in
vivo hayvan modellerinde siklik AMP’yi yiikselterek kardiyotonik etki gosterdigine dair
kanitlar vardir (Auld vd., 2006, s. 314).

Helenalinin selektif olarak NF- kB’yi inhibe ettigini ve bunu yiiksek ihtimalle p65
alt biriminde DNA baglanma bdlgesindeki s-38 ve s-120 sistein rezidiilerini alkilleyerek

hedef DNA sekanslarina baglanmasini engelleyerek yaptigi ileri siiriilmiistiir. Bu yolla
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DNA tanima ve baglanmayi inhibe etmektedir. Farkli bir ¢alismada ise helenalinin ayni
zamanda insan kan hiicrelerinde 5-Lipoksigenaz ve Lokotrien C4 sentazi inhibe ederek
etki gosterdigi rapor edilmistir (Tornhamre vd., 2001, s. 904; Supornsilchai vd., 2006, s.
631; Gautam ve Jacback, 2009, s. 776; Chadwick vd., 2013, s. 12785). Helenalin NF-
kB inhibisyonu {izerinden pek c¢ok enflamatuvar sitokinin {iretimini inhibe etmektedir.
Bu durum makrofajlar, nétrofiller gibi immiin hiicrelerin goérev yapmasini engelleyerek
enflamasyonu azaltir (May, 2013, s. 4).

Helenalin ve diger seskiterpen laktonlari, sistein ve glutatyon gibi tiyol grubu
tastyan enzimler ile reaksiyona girer ve kovalent bag olustururlar (Tornhamrea vd.,
2001, s. 903; Supornsilchai vd., 2006, s. 631).

1.5.4. NF- kB

Enflamasyonun baslangicinda aktiflesen transkripsiyon faktorlerinden biridir
(Chan, 1995, s. 1551). 50 kD’lik p50 ve 65 kD’lik p65 alt birimlerinden olusur.
Sitoplazmada I- B ile birlikte inaktif halde bulunur. TNF-a, IL-1 ve endotoksin gibi
uyaranlar, 1-xB’nin fosforilasyon ile degradasyonunu tetikler. Boylece aktiflesmis olan
NF-kB niikleusu i¢ine go¢ eder ve proenflamatuvar sitokinlerin gen ekspresyonunu
baglatir (Cheng vd., 2008, s. 161; Huang vd., 2015, s. 32).

NF-kB insanlarda sitokinler, enflamatuvar molekiiller ve hiicre adezyon
molekiillerine yanitin1 kontrol ederek immiin cevabi yonetir. Ayn1 zamanda apoptoz ve
metastaz yolaklarinin regiilasyonu tizerinden kanser ile de iligkilidir. NF-xB inhibisyonu
enflamatuvar yanit1 azaltir ve kanser biiylimesini inhibe eder (Chadwick vd., 2013, s.
12784-12785).

Seskiterpen laktonlarmin  NF-kB’nin  p65 alt biriminin alkilasyonu ile
antienflamatuvar etkili, antijenik T hiicre determinantlari olugturmak iizere proteinlerin
hapten modifikasyonu ile proenflamatuvar ve proalerjik etki gosterdigi belirtilmektedir
(Lass vd., 2008, s. 854).
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2. GERECLER

2.1. Kullanilan Maddeler ve Malzemeler

THP-1 (ATCC-TIB 202, Amerika Birlesik Devletleri)

HaCaT (CLS no: 300493, Almanya)

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (D6429, Sigma—Aldrich, Almanya)
RPMI-1640 medyum (1X) (HyClone, Thermo Scientific, Almanya)

Fetal Bovine Serum (FBS) (FBS-HI-11A, Capricorn Scientific, Almanya)
Penisilin/Streptomisin (Gibco, Almanya)

Merkaptoetanol (Sigma—Aldrich, Almanya)

25 cm® ik hiicre kiiltiir flask (Greiner bio-one, Amerika Birlesik Devletleri)
10, 100, 1000 ve 5000 ul’lik otomatik pipetodr (Eppendorf, Kanada)

10, 200, 1000 pul’lik mikropipet ucu (Greiner bio-one, Amerika Birlesik Devletleri)
12 kanall1 otomatik pipet (Axygen, Ingiltere)

50 mI’lik santrifiyj tiipleri (Isolab, Almanya)

Cedex Smart Slide (Roche, Almanya)

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma—Aldrich, Almanya)

Sarjli pipetor (Starlab, Almanya)

Tripan mavisi (Roche, Almanya)

Kryotiip (2 ml) (Greiner bio-one, Amerika Birlesik Devletleri)

Lamel (Isolab, Almanya)

Hiicre kaziyict (Greiner bio-one, Amerika Birlesik Devletleri)

Phosphate Buffer Saline (PBS) (Invitrogen, Almanya)

Tripsin-EDTA 10X (Pan, Biotch)

LPS, L4391, E. coli (Sigma—Aldrich, Almanya)

WST-1 sitotoksisite kiti (25 ml) Cat n0:11644807001 (Roche, Almanya)
Helenalin (sc-218579, Santa-Cruz Biotechnology, Amerika Birlesik Devletleri)
Cell Proliferation Reagent WST-1(Roche, Almanya)

6 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakas1 (TPP, Isvigre)

XCELLigence E-plate 16 (Roche, Almanya)

CIM-plate 16 (Roche, Almanya)

39



2.2. Kullanilan Cihazlar

HERACcell 150 Steril CO; inkiibatorii (Thermo Scientific, Almanya)

Laminer flow kabini (Heal Force, Cin)

Masaiistii sogutmali santrifiij (5810 R, Eppendorf, Kanada)

Hiicre sayimi igin Cedex XS (Innovatis, Almanya)

Inverted mikroskop (Leica, Almanya)

Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader (Biotek, Amerika Birlesik Devletleri)
xCELLigence Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) (Roche, Almanya)
Akis Sitometri Cihazi (BD) (Accury, Amerika Birlesik Devletleri)

Sterilizator (Nuve, Tiirkiye)

Su banyosu (Nuve BM 302, Tiirkiye),

Vorteks (Daihan, Giiney Kore)

Otoklav (Alp, Tiirkiye)
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3. YONTEMLER

3.1. Deneylerde Kullanilan THP-1 Hiicre Hatt1 ve Ozellikleri

1980°de Tsuchiya ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen THP-1 hiicre hatt
kesfedildikleri giinden itibaren monosit ve makrofajlarin  fonksiyonlarinin
aragtirtlmasinda, antienflamatuvar etkilerin degerlendirilmesinde en sik kullanilan
hiicrelerden olmustur. Bununla birlikte bu hiicreler akut monositik 16semi hastasinin
kanindan elde edildigi i¢in monosit ve makrofajlar1 ne Olglide taklit ettigi heniiz tam
olarak bilinmemektedir. Baglangicta yapilan ¢aligmalar THP-1 hiicrelerinin morfolojik
ve farklilagma oOzellikleri bakimindan primer monosit ve makrofajlara benzedigini
gostermistir (Shah vd., 2007, s. 1; Qin, 2012, s. 2). Dolayisiyla bu hiicre hatt1 sadece
monosit ve makrofaj benzeri hiicrelerin immiin yanit ¢aligmalarinda kullanilmaktadir.
Monosit durumundaki THP-1 hiicreleri forbol 12-miristat 13-asetat (PMA) gibi bazi
ajanlar kullanilarak makrofaja doniistiiriilebilir (Shah vd., 2007, s. 2; Chanput, 2014, s.
37).

THP-1 hiicrelerinin makrofajlara doniisiimii i¢in yapilan c¢alismalarda PMA
maruziyetini takiben THP-1 hiicrelerinin neredeyse tamamui kiiltiir plaklarina yapismaya
baslamis, belirgin morfolojik degisiklikler (gelismis golgi aygiti, graniillii endoplazmik
retikulum, sitoplazmada bol miktarda serbest ribozom ve ameboid sekil) ile makrofaj
fenotipine doniismiistir. PMA’dan baska 1a,25-dihidroksi vitamin D; de THP-1
hiicrelerini makrofaja doniistiiriicti etki géstermektedir. THP-1 hiicrelerinin primer insan
monosit-makrofaj hiicrelerine kiyasla homojen genetik yap1 sayesinde hiicre fenotip

degisikliklerini en aza indirmek gibi bazi avantajlari vardir (Qin, 2012, s. 3-4).
3.2. Deneylerde Kullanilan HaCaT Hiicre Hatt1 ve Ozellikleri

HaCaT hiicreleri (Human adult Calcium high Temperature) 6liimsiizlesmis insan
keratinosit hiicreleri olup epidermal homeostaz ve bunun patofizyolojisinin arastirildigi
caligmalarda siklikla kullanilmaktadir (Seo vd., 2012, s. 171; Hofmann vd., 2014, s.
11295). Uygun besiyeri icerisinde uzun kiiltiire edilebilir (Deyrieux ve Wilson, 2007, s.
78). Normal keratinosit morfolojisini ve epidermal farklilagma kapasitesini
stirdiirmektedir, sitokin ve kemokin salinimi gergeklestirebilir (Wedler vd., 2014, s.
1681).
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HaCaT hiicreleri oliimsiizlesmis hiicreler (140 pasajdan daha fazla yasayabilir)
olmasina ragmen non-tiimorojenik yapidadir. Morfojenez ve farklilagsma o6zellikleri olup
nlide fareye transplante edildiginde veya baska sekilde optimal kosullar saglandiginda
normal keratinositler gibi davranmakta ve diizenli yapilanmis epidermis
olusturabilmektedir (Boukamp vd., 1988, s. 761; Sandt vd., 1999, s. 727; Szabowski
vd., 2003, s. 2938).

HaCaT hiicre hattinin IL-1p ve TNF-a ekspresyonunun LPS ile indiiklenmesi
Ozelliginden dolay1 deri enflamasyonunun molekiiler mekanizmalarinin arastirilmasi
icin yaygin kullanilan bir keratinosit hiicre hattidir (Cheng vd., 2008, s. 165).

Daha once yara iyilesmesi ¢alismalarinda kullanilan bu hiicre hatt1 primer insan
keratinositlerine benzer migrasyon indeksine sahiptir, normal keratinositlerin pek ¢ok
Ozelligini taklit eder, kalsiyum ve retinoitler gibi farklilasma modiilatorlerine yanit verir
(Sandt vd., 1999, s. 728; Ranzato vd., 2008, s. 538).

3.3. Kullanilan Arag ve Gereclerin Hazirlanmasi

3.3.1. Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu

Calismalarda kullanilacak cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara sarili
olarak kuru sterilizatérde 180°C’de 2 saat; siv1 soliisyonlar ise 121°C, 1,5 atm/Hg’de

otoklavda 20 dakika steril edilmistir.

3.3.2. Helenalin konsantrasyonlarimin hazirlanmasi

Toz haldeki Helenalin DMSO iginde ¢oziilerek 20 mM konsantrasyonda ana stok
hazirlanmistir. Bu stok soliisyon kullanilarak kiiltiir medyumu ile gesitli seyreltmeler
yapilarak 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39, 0,19 ve 0,095 uM Helenalin
calisgma konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. En yiiksek Helenalin konsantrasyonunda
DMSO konsantrasyonu %0,1 oldugu igin kontrol grubuna, kiiltir medyumu ile
hazirlanmis  %0,1 DMSO uygulanmistir. Helenalin ile hazirlanan ana stok
aliquatlanarak -20°C’de saklanmigtir. Deneylerde kullanilan Helenalin ¢alisma

konsantrasyonlari her deney i¢in taze hazirlanarak kullanilmistir.
3.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

HaCaT hiicre hatti %5 FBS ve %1 penisilin-streptomisin igeren Dulbecco’s

Modified Eagles Medium (DMEM) besiyerinde %70-80 yogunluga ulasana kadar %5
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CO; ve %95 bagil nemli inkiibatorde 37°C’de inkiibe edilmistir (HaCaT hiicreleri
Ankara Universitesi’nden Sayin Prof. Dr. Arzu ONAY BESIKCI’den temin edilmistir).

THP-1 hiicre hatt1 %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %0,37 merkaptoetanol
iceren RPMI-1640 besiyerinde %70-80 yogunluga ulasana kadar %5 CO; ve %95 bagil
nemli inkiibatorde 37°C’de inkiibe edilmistir.

3.4.1. Hiicre sayimlari

3.4.1.1. HaCaT hiicrelerinin sayimi

25 cm?lik flaskta biiyiitilen HaCaT hiicrelerinin iizerinden kiiltir medyumu
pipetle alinarak atilmis ve PBS ile hiicreler yikanmistir. Yikama sollisyonu pipetle
alindiktan sonra hiicrelerin kalkmasini saglamak amaciyla 1ml tripsin EDTA eklenerek
inkiibatorde 3 dakika bekletilmistir. inkiibatorden alinan hiicrelerin iizerine tripsinin
etkisini notralize etmek i¢in 5 ml kiiltiir medyumu eklenmis ve hiicreler santrifiij tiipiine
alimmustir. 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant alinmis ve pelet
tizerine 1 ml kiiltiir medyumu ilave edilmistir. Bu siispansiyondan alinan 10 pl 6rnek,
bir lamel {izerinde 10 pl Tripan mavisi ile karistirilarak Cedex Smart Slide’a aktarilmig
ve Cedex XS (Innovatis) cihazi ile 1ml’deki hiicre sayisi bulunmustur. Deneylerde

kullanilmak istenen hiicre sayisina gore besiyeriyle diliisyonlar yapilmistir.
3.4.1.2. THP-1 hiicrelerinin sayimi

25 cm®lik flaskta bulunan THP-1 hiicreleri pipet yardimiyla santrifiij tiipiine
alinmis ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant alindiktan sonra pellet
tizerine 1 ml besiyeri ilave edilmistir. Bu silispansiyondan alinan 10ul 6rnek, bir lamel
tizerinde 10 pl Tripan mavisi ile karistirilarak Cedex Smart Slide’a aktarilmis ve Cedex
XS (Innovatis) cihazi ile 1 ml’deki hiicre sayisi bulunmustur. Deneylerde kullanilmak

istenen hiicre sayisina gore besiyeriyle diliisyonlar yapilmistir.
3.5. WST-1 Yontemiyle Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Metabolik aktivitenin 6l¢timiine dayali testlerde yaygin olarak 2-(4-iyodofenil)-3-
(4-nitrofneil)-5-(2, 4- disilfofenil)-2 H-tetrazolyum monosodyum (WST-1) gibi
tetrazolyum tuzlar1 kullanilir (Terzioglu vd., 2013, s. 78). Bu yontemin temel prensibi

sar1 renkli tetrazolyum tuzunun mitokondriyal dehidrogenaz enzimleri araciligiyla suda
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¢oziinmeyen koyu kirmizi renkte formazan kompleksine doniismesine dayanir (Mutlu-

Altundag, 2016, s. 35).
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WST-1 Formazan

Sekil 3.1. WST-1’in formazana doniigiimii (Canakli, 2016, s. 31).

WST-1 yontemi sitotoksisite, hiicre canliligi, hiicre aktivasyonu ve hiicre
proliferasyonunun belirlenmesinde kullanilmaktadir. WST-1 reaktifi canli hiicrelerin
mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimleri ile bir ara elektron alicist varliinda
pargalanarak (Sekil 3.1) formazan kristallerini olusturur. Bu durum canli hiicrelerde
nikotinamid adenin diniikleotid fostat (NAD/NADP) ve indirgenmis NADP (NADPH)
olusumuna baghdir, dolayisiyla bu yontem sadece metabolik olarak aktif (canli)
hiicreleri tespit eder (Canakli, 2016, s. 31). Formazan miktarindaki artis kiiltiir
ortamindaki canlt hiicre sayisi ile korelasyon gosterdiginden spektrofotometrik olarak
absorbans Ol¢iimii canli hiicre sayisi hakkinda bilgi verir (Kapuci, 2011, s. 19-20).
Hiicre canlilik oran1 asagidaki yontemle hesaplanir (Toplayici, 2015, s. 34):

% Canlilik = Ornegin absorbans degeri % 100 31
0 LA = Kontrolin absorbans degeri 1)

WST-1 yonteminin diger yontemlere karsi avantajlari; diisiik hiicre sayilarinin
tespit edilebilir olmasi, absorbans-hiicre sayisi korelasyonunun yiiksek olmasi, daha
verimli ve daha parlak sinyal vermesidir (Terzioglu vd., 2013, s. 85).

WST-1 toksik olmayan, suda ¢ozilinebilen membran-gegirgen iirlinlere metabolize
edilmesi nedeniyle kiiltiirde kolayca difiize olur. Bu sayede hiicre kiiltiirlerinin
canliligini riske atmaz, arada ¢oziinme gibi baska bir asama da icermediginden
uygulanmasi diger yontemler ile karsilastirildiginda daha kolaydir (Galluzi vd., 2009, s.
10).
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HaCaT hiicreleri %5 FBS ve %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM besiyerinde
%5 CO3 ve %95 bagil nemli inkiibatdrde 37°C’de kiiltiire edilmistir. Hiicreler yeterince
¢ogaldiktan sonra hiicre sayimi yapilmis ve 96 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 3000
hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. HaCaT hiicreleri yapigmalart icin %5 CO; ve
%95 bagil nemli inkiibatdrde 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

THP-1 hiicreleri %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %0,37 merkaptoetanol
iceren RPMI-1640 besiyerinde %5 CO; ve %95 bagil nemli inkiibatorde 37°C’de
kiltiire edilmistir. Hiicreler yeterince ¢ogaldiktan sonra hiicre sayimi yapilmis ve 96
kuyucuklu plaklara her kuyucukta 3000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmaistir.

DMSO ile ¢oziilerek hazirlanmis olan Helenalin stok ¢ozeltisinde her iki hiicre
kiiltiir besiyeri ile gerekli seyreltmeler yapilarak uygun Helenalin konsantrasyonlari (50,
25,125, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39, 0,19, 0,095 uM) hazirlanmistir.

HaCaT hiicrelerinin tizerindeki besiyeri pipet yardimi ile alinmis ve kuyucuklara
taze olarak kiiltiir besiyerinde hazirlanmis olan Helenalin konsantrasyonlari
uygulanmistir. Kontrol grubundaki hiicrelere ise %0,1 oraninda DMSO igeren besiyeri
uygulanmustir.

THP-1 hiicreleri siispansiyon halinde oldugu i¢in konsantrasyonlar1 verilmeden
once %5 CO; ve %95 bagl nemli inkiibatérde 37°C’de 3-4 saat bekletilmistir.
Kuyucuklara taze olarak kiiltiir besiyerinde hazirlanmis olan Helenalin
konsantrasyonlari uygulanmigtir. Kontrol grubundaki hiicrelere ise %0,1 oraninda
DMSO igeren besiyeri uygulanmustir.

Helenalin konsantrasyonlari uygulanan plakalar 24 ve 48 saat %5 CO; ve %95
bagil nemli inkiibatdrde 37°C’de inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon siiresi bitiminde
her bir kuyucuktaki hiicrelerin tlizerine WST-1 kit (Katalog no:11644807001, Roche)
prosediirii talimatlarina gore 10 ul WST-1 reaktifi ilave edilmis ve hiicreler 3 saat %5
CO; ve %95 bagil nemli inkiibatérde 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda ELISA okuyucu cihazinda her bir grupta 8 kuyucuk olacak sekilde 420 nm
dalga boyunda absorbans degerleri Olciilmiistiir. Renk olusumuna goére Olgiilen
absorbans degerleri direkt olarak hiicre canlilig1 ile iliskilendirilmistir. Sonuglar canlilik

formiiliine gore hesaplanip % canlilik ve % inhibisyon olarak hesaplanmstir.
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3.6. xCELLigence Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde Hiicre Proliferasyonu

ve Migrasyon Analizi

3.6.1. Proliferasyon analizi

Gergek zamanli hiicre analiz sisteminde kullanilacak Helenalin konsantrasyonlari,
On tarama testimiz olan WST-1 yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore
Helenalinin belli konsantrasyonlar1 hiicre hatlar1 i¢in xCELLigence cihazinda
uygulanmustir.

XCELLigence geleneksel olarak hiicre kiiltiirlerinden belirli zamanlarda &rnek
alarak yapilan biyokimyasal dl¢timlerden farkli olarak elektriksel empedans Ol¢iimii ile
hiicre canliligin tespit eder. Hiicre kiiltlirlerindeki ¢ogalma ve oliimler gergek zamanh
olarak hiicrelerin elektrik akimina kars1 gosterdikleri direncin 6lgiilmesi ile tespit edilir.
Olgiimiin yapilabilmesi i¢in ¢alisilacak hiicrelerin adhezif nitelikte olmasi ve E-plakanin
tabanina tutunmasi gerekir (Biilbiil, 2011, s. 1; Limame vd., 2012, s. 2).

XCELLigence RTCA-DP sisteminin temel g¢alisma ilkesi kiiltiir flaski iizerine
yapisan hiicre miktarinin artmasi ile elektrik akimina karst direncin de artmasi
prensibine dayanir. Bu sistem uzun siireli sitotoksisitenin, hiicre canliliginin ve hiicre
proliferasyonunun degerlendirilmesinde kullanilir (Urcan vd., 2010, s. 52; Biilbiil, 2011,
s. 1; Serdaroglu, 2015, s. 23-24).

Sekil 3.2. XCELLigence RTCA-DP sisteminde kullanilan 16 kuyucukulu E-plaka

E-plakalarda kuyucuklarin dibinde bulunan altin mikroelektrotlar araciligiyla

sistem tarafindan Olgililen empedans degerleri literatiirde kabul edilen ‘cell index’ (CI)
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(hiicre indeksi) degeri olarak hesaplanir. Bu deger, hiicreler E-plakanin tabanini
kaplayip ¢ogaldikc¢a verilen elektriksel yanitla (Sekil 3.2) paralel olarak artar (Xi vd.
2011, s. 416; Limame vd., 2012, s. 2; Ozdemir ve Ark, 2013, s. 16). Ayrica
XCELLigence sisteminde zamana bagl olarak EC50 degerinin hesaplanabiliyor olmasi
klasik toksisite testlerinde hesaplanan EC50 degerinden daha aydinlaticidir (Urcan vd.,
2010, s. 52).

Hiicre indeksi (CI) = maks;—; N+ (Rhl;ic—lgi()ﬁ) — 1) (3.2)
0

Ruicre Y& da Ro degerleri plakanin her bir goziinde bulunan hiicreli ya da hiicresiz

alanlarin verdigi direncin sikligina gore dl¢iiliir.
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Sekil 3.3. RTCA DP Cihazinda E-plakalardaki hiicre sayisimin artisina bagh olarak Cl degerlerinin

gosterilmesi. (Limame vd., 2012, s. 2)

Bu sistem ile HaCaT hiicre hattinda helenalinin hiicre proliferasyon ve
migrasyonuna etkileri gercek zamanli olarak kayit altina alinmis ve bilgisayar baglantili

sistemle es zamanli olarak izlenmistir.

3.6.2. Migrasyon analizi

RTCA DP sistemi ile CIM plaka kullanilarak  farkli  helenalin
konsantrasyonlarinin hiicre migrasyonuna etkilerine bakilmistir. CIM plakalar iki odali

bir sistem olup hiicrelerinin gecisine izin veren mikro gozenekli membrandan
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olusmustur. Hiicreler serumsuz medyum ile {ist odaciga ekilirler. Ust odaciktaki
hiicreler porlu membrant gecerek alt odaciktaki serumlu medyuma dogru hareket
ederler. Migrasyon Ozelligine sahip hiicreler serumsuz medyumun oldugu odaciktan
serumlu medyumun oldugu alt odaciga gegme egilimindedirler. Dolayisiyla migrasyonu
hizli olan hiicreler daha ¢ok alt odaciga gecerek cogalirlar ve gecis sirasinda cihaz
tarafindan sinyal alinir. Migrasyona ugramayan hiicreler ise iist odacikta kalirlar ve

sinyal alim1 olmaz.

Sekil 3.4. Migrasyon Calismalarinda Kullanilan CIM Plakalar

3.6.3. Proliferasyon ve migrasyon ¢ahsmalarinda kullanilmak iizere hiicre
hatlarimin ve maddelerin hazirlanmasi

Lipopolisakkarit (LPS), Gram negatif bakteriler ile enfeksiyonun neden oldugu
cesitli konakg1 yanitlarinin baslamasinda énemli rol oynar. Bu tiir bir etki, 6rnegin pro
ve anti-enflamatuvar sitokin genlerinin up-regiilasyonu gibi sitokin proteinlerinin
salgilanmasi ile sonuglanan sistemik enflamatuvar yanita yol acar. Bazi transkripsiyon
faktorlerinin, enflamasyonla iliskili sitokin ve enzim genlerinin reseptdr aracilt
ekspresyonu ile dogrudan veya dolayli olarak iliskili oldugu gosterilmistir (Bardas, R.,
2015, s. 11-12).

Insan monosit hiicrelerinin LPS ile stimiilasyonu, LPS nin Toll-benzeri reseptor-4
(TLR4) ve iligkili proteinlere baglanmasi ile baslar. Olusan bu kompleks cesitli
intraseliiler yolaklar1 aktive eder. NF-kB, Akt/fosfoinositit-3-kinaz (PI3K) yolaklar1 ve
mitojen aktif protein (MAP) kinazlar aktifleserek cesitli proenflamatuvar ve
antienflamatuvar sitokinlerin liretimine sebep olur (Olafsdottir vd., 2014, s. 1452).

THP-1 hiicrelerinin enflamatuvar sitokin tiretmek {izere stimiile edilmesi amaciyla

5 ng/ul konsantrasyonda LPS stok ¢ozeltisinden 1 ul alinip 500 pl besiyerine eklenmis
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ve bu c¢ozeltiden 10 pl alinarak 1 ml besiyerine eklenmesiyle 100 ng/ml LPS
konsantrasyonu stimiilasyon i¢in kullanilmistir.

THP-1 hiicreleri flasktan alinmis, santrifiij edilmis ve 1 ml besiyerinde dagitilip
sayim yapilmistir. THP-1 hiicrelerinin stimiilasyonu icin 25 cm? flaska 6 m1’de 600.000
hiicre ekimi yapilip 60 pl LPS ¢ozeltisi verilerek 4 saat %5 CO; ve %95 bagil nemli
inkiibatérde 37°C’de inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda santrifiij yapilmis ve
XCELLigence hiicre proliferasyon analizi ve ¢izik deneylerinde kullanilmak iizere
stipernatant alinmig, -20°C’de stoklanmustir.

Helenalin konsantrasyonlarinin hazirlanmasi i¢in 20 mM olan stok ¢ozeltisinden
taze besiyeri ve THP-1 hiicrelerinin LPS ile stimiile edilmesinden sonra alinmis olan
stimiile silipernatant ile gerekli diliisyonlar yapilarak 4 uM, 0,4 uM, ve 0,04 uM
helenalin konsantrasyonlari hazirlanmstir.

HaCaT hiicreleri flasktan kaldirilmis, santrifiij edilmis ve dagitilmistir. Hiicrelerin
yeterince ¢ogalip cogalmadiginin ve hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in Cedex

cihazinda hiicreler sayilmistir.

3.6.4. Hiicre proliferasyonun gercek zamanh olarak belirlenmesi

Proliferasyon c¢alismasinda hiicrelerin adezif nitelikte olmasi gerektiginden
HaCaT hiicre hatt1 ile ¢alisgilmistir. 3 adet 16 kuyucuklu altin elektrot kapli E-plakaya
ekim yapilmistir.

Calismada kullanilacak E-plakalara 100 ul hiicreye ait besiyeri eklenmistir ve
cithazda ilk okuma alindiktan sonra E-plakalar cihazdan ¢ikarilip 100 pl besiyeri iizerine
100 ul’de 1x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir. 30 dakika steril kabinde
bekletilen plakalar daha sonra cihaza yerlestirilmis ve saatte 1 Olgiim alacak sekilde
cihaz programlandiktan sonra deney baslatilmistir. Kontrol gruplart i¢in %0.1 DMSO
ve LPS ile kosullandirilmis medyum uygulanmis ve sistem 48 saat daha calistirilmistir.
Elektriksel empedans, RTCA DP sisteminin RTCA’ya bagli yazilimi ile CI ad1 verilen
boyutsuz bir parametre ile analiz edilmistir.

24 saat sadece HaCaT hiicreleri ve besiyeri ile sistem calistirilmis ve hiicreler log
fazina ulagmistir. 24 saatin sonunda sistem durdurulmus, plakalar ¢ikarilmistir. Plaka
kuyucuklarindan 100 pl besiyeri g¢ekilmistir. Bir grup hiicrenin iizerinde 100 pl
Helenalin ¢ozeltisi (son konsantrasyon 2 uM, 0,2 uM ve 0,02 uM olacak sekilde)

eklenmistir. Bir grup hiicrenin iizerine ise THP-1 hiicrelerinin LPS ile stimiile
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edilmesinden alinan siipernatant ile hazirlanmig LPS’li besiyerinde hazirlanmis
helenalin konstantasyonlart (2 uM, 0,2 uM ve 0,02 uM olacak sekilde) uygulanmstir.
Kontrol gruplarina %0,1 DMSO iceren taze besiyeri ile THP-1 hiicrelerinin LPS ile
stimiile edilmesinden sonra alinan %0.1 DMSO igeren medyum uygulanmustir. Sistem
konsantrasyonlarin uygulanmasindan sonra 48 saat daha calistirilmstir.

Toplamda 72 saatin sonunda c¢alisma durdurulmus ve sonuglar CI degeri olarak

hesaplanmustir.

3.6.5. Hiicre migrasyonun belirlenmesi

RTCA DP sisteminde migrasyon analizi i¢in kullanilan CIM plakalar iki odali bir
sistem olup hiicrelerinin gegisine izin veren mikro gozenekli membrandan olugmustur.
Hiicreler serumsuz medyum (SFM) ile iist odaciga ekilirler. Ust odaciktaki hiicreler
porlu membrani gegerek alt odaciktaki serumlu medyuma (SM) dogru hareket ederler.
Migrasyon Ozelligine sahip hiicreler serumsuz medyumun oldugu odaciktan serumlu
medyumun oldugu alt odaciga ge¢me egilimindedirler. Dolayisiyla migrasyonu hizl
olan hiicreler daha ¢ok alt odaciga gecerek cogalirlar ve gecis sirasinda cihaz tarafindan
sinyal alinir. Migrasyona ugramayan hiicreler ise iist odacikta kalirlar ve sinyal alimi

olmaz.

Migrasyon ¢alismasi i¢in CIM plakanin alt odaciklarina 160 nLL SM eklenmis ve
iist ile alt odacik birlestirilmistir. Ardindan migrasyon i¢in iist odaciklara 20 pL SFM
eklenmistir. CIM plakalar 1 saat 37°C’de etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda cihazda ilk 6l¢iim alinmustir. Olgiim alindiktan sonra her bir {ist kuyucuga
2x10* HaCaT hiicresi ekilmistir ve hiicreler iizerine XCELLigence proliferasyon
analizine gore belirledigimiz 0,2 ve 0,02 pM helenalin konsantrasyonlart LPS’li
medyum i¢inde uygulanmigtir. Daha sonra CIM plakalar cihaza yerlestirilmis ve 10
dakikada bir 6l¢iim alacak sekilde cihaz programlanmis ve deney baslatilmigtir. 24 saat

sonunda deney durdurulmustur.

3.7. Cizik Deneyi ile Helenalinin Yara Iyilesmesi ve Hiicre Migrasyonu Uzerindeki

Etkilerinin Degerlendirilmesi

Keratinosit fizyolojisini arastirmak i¢in genellikle HaCaT gibi hiicre hatlar1 veya

deri rezeksiyonundan elde edilen primer hiicreler kullanilir (Subalakshmi vd., 2014, s.

130). In vitro yara iyilesmesi testleri arasinda cizik deneyi standart bir teknik olarak
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kabul edilir (Liang vd., 2007, s. 329). Cizik deneyi yara iyilesmesinde hiicre
migrasyonunun iki boyutlu olarak 6l¢iilmesinde kullanilan basit, teknik gerektirmeyen,
ekonomik bir yontemdir (Kramer vd., 2013, s. 15; Subalakshmi vd., 2014, s. 130). Tek
tabaka hiicre kiiltiirlinde mekanik, termal veya kimyasal tahrip ile diiz bir ¢izgi seklinde
hiicresiz alan olusturulmasi esasina dayanir. Hiicresel pargcalanma sebebiyle ATP gibi
intraseliiler molekiillerin aciga ¢ikmasi reaksiyonlari baslatir. Olusan hiicresiz alan
hiicrelerin boslugu doldurmak iizere gé¢ etmesini uyarir. Epitelyal migrasyonun gesitli
hiicresel sinyaller ile baglatilmasinin ve siirdiiriilmesinin arastirilmasi i¢in kullanilan en
yaygin yontemdir (Klarlund ve Block, 2011, s. 106-107; Jonkman vd., 2014, s. 440).

Epitelyal ve mezenkimal kanser hiicreleri, keratinositler, normal epitelyal
hiicreler, endotelyal hiicreler ve fibroblastlar gibi ¢esitli hiicrelerin migrasyon analizi bu
yontemle yapilabilir (Kramer vd., 2013, s. 15). Genel olarak tek tabakali hiicre
kiiltiirinde mikropipet ucu ile ¢izik olusturulur. Fakat 6nceden 1sitilmig veya isitilmamis
damga, kisa siireli yiikksek voltaj uygulamasi veya lazer ile yara olusumu bu yontemde
uygulanabilir (Jonkman vd., 2014, s. 440; Planz vd., 2018, s. 20). Hiicreler olusan
boslugu doldurmak iizere yara bolgesine go¢ etme baslar. Belirli zaman araliklariyla
mikroskop yardimiyla yara bolgesinin gorlntiileri alinarak yara bdlgesinin
bliytikliglindeki degisikliklere gore hiicre migrasyonu hakkinda bilgi sahibi olunmasini
saglar (Subalakshmi vd., 2014, s. 130). Kiltiir plaklar1 hiicrelerin ekiminden 6nce
kolajen, fibronektin veya bazal membran ekstresi ile kaplanmasi farkli zeminler
tizerinde hiicre migrasyonunun degerlendirilmesine olanak saglar (Kramer vd., 2013, s.
15). Cizik deneyinde tek tabakali hiicre kiiltiiriinde biiylime faktorleri ve sitokinler de
Olctilebilir (Mzindle, 2017, s. 64). Uygun ekipman ile kombine edilerek intraseliiler
sinyallerin analizi gergeklestirilebilir (Liang vd., 2007, s. 329).

Avantajlari: Ozel ekipman gereksinimi olmadig1 igin herhangi bir hiicre kiiltiirii
laboratuvarinda uygulanabilir (Liang vd., 2007, s. 329). Diger yontemlere kiyasla
oldukg¢a ekonomiktir (Jin vd., 2017, s. 225). Kurulumu ve sonuglarin okunmasi kolaydir
(Kramer vd., 2013, s. 15).

Dezavantajlari: Kiiltiir plaginda tek tabakanin olugabilmesi icin 24-48 saat ve
yaranin kapanmasii gozlemlemek icin en az 8-18 saat gereklidir. Cok sayida hiicre
kullanilmasmi gerektirir ve bu nedenle hiicrelerin veya kullanilacak kimyasal
maddelerin erisilebilirligine gore tercih nedeni olmayabilir (Liang vd., 2007, s. 329).

Bireysel olarak cizik olusturuldugu durumlarda iyi siirlanmamis bir yara olusabilir
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fakat bu sorunu ¢ozmek amaciyla gesitli teknikler gelistirilmistir (Kramer vd., 2013, s.
15; Jin vd., 2017, s. 225). Fizyolojik nemlenme kosullarini yansitmadig i¢in kati veya
yar1 kati dozaj sekillerinin arastirllmasina uygun degildir, ayn1 zamanda bu dozaj
formlarinin uygulanmasi kiiltiir yapisini1 bozabileceginden tercih edilmez (Planz vd.,
2018, s. 20).

Hiicre migrasyonu, biiyiimede ve fizyolojik onarimda énemli role sahip olup ayni1
zamanda kanser invazyonu ve metastaz, anjiogenez ve enflamatuvar reaksiyonlar ile de
iligkilidir. Farkli hiicre tiplerinin migrasyon potansiyelinin degerlendirilmesi, ilgili
molekiiler mekanizmalarin anlagilmasinin yani sira hiicre migrasyonunu modiile eden
farmasotik bilesenlerin izlenmesi ve patolojik durumlarda fayda saglayabilecek etkilerin
goriilebilmesi i¢in 6nemlidir. Bu anlamda en yaygin kullanilan teknik in vitro ¢izik
deneyidir. Bu deneyde plastik kapta konfluent hiicre tabakasi olusturulur, yapay olarak
yaralanir ve agilan bolgenin go¢ eden hiicreler ile kapanmasinin zamanla degismesi
goriintiileme yontemleri ile 6lgiiliir. Bu yontemin sinirliliklart yara agikliginin manuel
ve oldukca bireysel faktorlere bagli olmasidir. Bu sinirliliklarin iistesinden gelebilmek
calismalarda 6nemli Ol¢lide hiz ve otomasyon saglanmasi ile kantitatif yiiksek verim
saglayacaktir (Geback vd., 2009, s. 265; Klarlund ve Block, 2011, s. 106).

Hiicre kiiltiiriinde HaCaT hiicrelerinin migrasyonunun degerlendirilebilmesi
amaciyla ¢izik deneyi yapilmistir. Hiicreler flasktan kaldirilmis, santrifiij edilmis ve
sayim yapilmustir. 24 kuyucuklu plakanmn her kuyucuguna 1 ml’de 1x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapilmis ve 24 saat %5 CO; ve %95 bagil nemli inkiibatorde 37°C’de
kiltiire edilmistir.

24 saatin sonunda hiicrelerin kuyucugun tabanini yeterli yogunlukta kapladigi
mikroskopta kontrol edildikten sonra steril 200 pl mikropipet ucu ile kuyucuklara yara
olusumunu taklit etmek {izere kuyucugun ¢ap1 dogrultusunda ¢izik yapilmigtir (Ho vd.,
2016, s. 3-8; Muniandy vd.,2018, s. 3-5). Kuyucuklardaki besiyeri pipetle ¢ekilmis ve
hiicre artiklarinin temizlenmesi icin PBS ile yikama yapilmistir. Cizik yapilmis
kuyucuklara helenalin konsantrasyonlar1 THP-1 hiicrelerinin LPS ile stimiile
edilmesinden sonra alman siipernatant besiyerinde ya da LPS’siz medyumda
hazirlanmistir (0,2 uM ve 0,02 uM olacak sekilde). Kontrol gruplarina %0,1 DMSO
iceren taze besiyeri ile THP-1 hiicrelerinin LPS ile stimiile edilmesinden sonra alinan
medyum uygulanmistir. Helenalin konsantrasyonlarinin uygulanmasindan sonra 24 saat

ve 48 saat sonunda Leica DM 300 Inverted mikroskop ile yara kapanmasini belirlemek
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tizere gruplarin her grup icin farkli bolgelerden 3 adet olmak {izere fotograflar ¢ekilmis
ve goriintiilerde Leica LAS Image Analysis programi ile yara genislikleri 6lgiilmistiir.
Graphpad Prism 6.0 one way ANOVA ve Tukey’s post hoc test yazilimi ile analiz
edilmistir. Daha sonra 48. saatte her kuyucuktan 100 pl ¢ekilmis ve akis sitometrisi ile

sitokin 6l¢iimii yapilmak lizere -20°C’de stoklanmustir.
3.8. Akis Sitometri Cihaz ile Sitokinlerin Ol¢iimii

CBA antikor kapli boncuk sistemi, enfeksiyon gibi sitokin diizeylerinin ¢ok
yiiksek oldugu durumlarda ELISA’dan daha elverigli bir yontemdir. Esnek ve maliyet-
etkili bir sistemdir. Olduk¢a az manuel islem gerektirir ve yiiksek konsantrasyonlu
numuneler i¢in ilave diliisyon gerektirmez. (Tarnok vd., 2003, s. 1001).

Farkli floresan yogunluklarina sahip bes ¢ekirdek popiilasyonu, IL-1p, IL-6, IL-8,
IL-10 ve TNF- a proteinlerine 6zgili yakalama antikorlar1 ile kaplanmistir. Bu bes
cekirdek popiilasyonu, akis sitometresinin kirmizi kanalinda (FL3 veya FL4) hiicre
siipernatantlariyla inkiibe edilerek sitokin 6l¢iimleri gergeklestirilir.

Bu c¢alismada, Helenalinin HaCaT ve THP-1 hiicreleri {izerindeki anti/pro-
enflamatuvar etkilerini arastirmak iizere BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human
Inflammatory Cytokines Kit ile ¢alisilmistir.

Cizik deneyinde 48. saatte alinan siipernatantlarda sitokin seviyelerinin
belirlenebilmesi i¢in CBA insan enflamasyon sitokin kiti (BD 551811) kullanilmistir.
Kit i¢inde bulunan IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF-a diizeyleri kit prosediiriine uygun
olarak belirlenmistir. Once kit icinde bulunan sitokin standartlari 1:2-1:256 araliginda
diliiye edilerek ve iizerine 300 pl diliisyon tamponu eklenerek florometrik olarak
okutulmustur. Elde edilen standartizasyondan sonra kontrol, 0,2 ve 0,02 uM helenalin
konsantrasyonlarint uyguladigimiz (LPS’li ve LPS’siz medyumda) hiicrelerin
slipernatantlari, medyuma salinan sitokin seviyeleri acisindan incelenmek tizere kit
prosediiriinde belirtilen yikama ve inkiibasyon islemlerine uyularak yapilmis ve 1,5 saat
sitokin kapli boncuklarla igeren kitle inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra yikama
islemi yapilip santrifiij edildikten sonra hiicrelerin florometrik olarak sitokin seviyeleri
akim sitometre kullanilarak belirlenmis ve ayni anda FCAP Array Software ¢oklu analiz

yazilimi kullanilarak veriler analiz edilmistir.
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3.9. istatistiksel Analiz

Grafikler Graphpad Prism 6.0 yazilimi ile ¢izilmis ve one way ANOVA ve
Tukey’s post hoc test kullanilarak analiz edilmistir. Sonuglar, ortalama + standart sapma
ve li¢ bagimsiz deney olarak verilmistir (n=8), p>0,1*, p<0,01**, p<0,001***,
p<0,0001****,
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4. BULGULAR

4.1.WST-1 Yontemiyle Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Helenalin konsantrasyonlarinin HaCaT ve THP-1 hiicrelerinde konsantrasyona ve
zamana bagli olarak sitotoksik etkileri belirlenmistir. HaCaT hiicreleri i¢in kontrol ve
50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39, 0,19, 0,095 uM; THP-1 hiicreleri i¢in ise
kontrol ve 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39, 0,19, 0,095, 0,047 uM helenalin
konsantrasyonlarina ait WST-1 sonuglari ELISA cihazinda 420 nm dalga boyunda
okutulmustur. Daha sonra her bir gruba ait 24. saat ve 48. saat icin kontrole gore %
hiicre canlilik degerleri hesaplanmistir. HaCaT hiicrelerine uygulanan helenalin
gruplarina ait % hiicre canlilik degerleri Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Tablo 4.1 de; THP-1
hiicrelerine uygulanan helenalin gruplarma ait % hiicre canlilik degerleri ise Sekil 4.3,

Sekil 4.4 ve Tablo 4.2 de verilmistir.

HaCaT 24 saat

8

8

%dHicre Canliiga
g

Kontrol0,085 0,19 0,39 0,78 1,56 3125 625 125 25 &0
Konsantrasyonlar (L)

Sekil 4.1. Helenalin konsantrasyonlarinin HaCaT hiicre hattinda WST-1 sonuglarina gére 24 saatlik %
canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirmesi. Degerler: ortalama =+ standart sapma
(n=8), p<0,001***, p<0,0001****,

24. saatteki % hiicre canlilik degerleri HaCaT hiicrelerinde kontrol grubuna gore
50, 25, 125, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39, 0,19, 0,095 uM helenalin
konsantrasyonlarinda sirasiyla % 38,54, 44,77, 65,22, 67,07, 69,39, 84,71, 85,32, 96,70,
98,46, 100,57 olarak hesaplanmistir. 3,125 ve 6,25 uM helenalin konsantrasyonlarinda
kontrole gore, hiicre canlilik degerlerinde meydana gelen azalma istatistiksel anlamlilik
olarak p<0,001***; 12,5, 25 ve 50 uM helenalin konsantrasyonlarinda da
p<0,0001**** olarak belirlenmistir.
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HaCaT 48 saat

8

8

%dHicre Canliice
g

Kontrol0,095 0,19 0,39 078 1,56 3125 625 125 25 50
Konsantrasyonlar (L)

Sekil 4.2. Helenalin konsantrasyonlarinin HaCaT hiicre hattinda WST-1 sonuglarina gére 48 saatlik %
canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirmesi. Degerler: ortalama + standart sapma
(n=8), p<0.01**, p<0.001***, p<0.0001****,

48. saatteki % hiicre canlilik degerleri HaCaT hiicrelerinde kontrol grubuna gore
50, 25, 125, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39, 0,19, 0,095 uM helenalin
konsantrasyonlarinda sirasiyla %32,22, 32,57, 33,05, 34,22, 35,21, 77,42, 81,98,
110,68, 114,80 ve 114,57 olarak hesaplanmistir. Kontrole gore hiicre canlilik
degerlerinde meydana gelen azalmalarin istatistiksel anlamlilik degerleri, 0,95 ve 0,19
uM helenalin konsantrasyonlarinda p<0.01**; 0.78 uM helenalin konsantrasyonunda
p<0,001***; 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 ve 1,56 uM helenalin konsantrasyonlarinda ise
p<0,0001**** olarak belirlenmistir. HaCaT hiicreleri i¢in IC50 degeri 24. saatte 10,359
uM, 48. saatte 2,531 uM olarak Microsoft Excel 2013 ile hesaplanmistir.

WST-1 analizi sonuglarina gore Sekil 4.1 ve Sekil 4.2 de gorildiigii tizere HaCaT
hiicrelerinde helenalin konsantrasyonuna ve zamana bagli olarak % hiicre canlilik
degerlerinde artis ve azalmalar goriilmektedir. Grafikler Graphpad Prism 6.0 yazilimi
ile ¢izilmis ve one way ANOVA ve Tukey’s post hoc test kullanilarak analiz edilmistir.
Sonuglar, ortalama + standart sapma ve ili¢ bagimsiz deney olarak verilmistir (n=8),

P<0,01**, p<0,001***, p<0,0001%***,
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Tablo 4.1. WST-1 Sonuglarina Gore Helenalinin HaCaT Hiicreleri Uzerindeki % Inhibisyon Degerleri
(Kontrol % Inhibisyonu 0 dur)

% Inhibisyon Degerleri
(HaCaT-helenalin)

Konsantrasyonlar 24 .saat 48.saat
(uM)
0,78 14,68 18,02
1,56 15,29 22,58
3,125 30,61 64,79
6,25 32,93 65,75
12,5 34,78 66,95
25 55,22 67,43
50 61,45 67,78

Tablo 4.1’deki WST-1 sonuglarina gére HaCaT hiicre hatti {izerinde kontrole gore
24. saatte; 0,78 uM helenalin konsantrasyonunda %14,68; 1,56 uM’da %15,29; 3,125
uM’da %30,61 ve 6,25 uM’da %32,93 oraninda hiicre canliliginda inhibisyon meydana
gelmistir. 48. saatte ise bu sitotoksik etkinin kontrole kiyasla 0,78 puM helenalin
konsantrasyonunda %18,02; 1,56 uM’da %22,58; 3,125 uM’da %64,79 ve 6,25 uM’da
%65,75 oraninda oldugu belirlenmistir. Diger konsantrasyonlarda proliferasyon
goriildiigi i¢in % inhibisyon degerleri verilememistir. Tablo 4.1 ve Sekil 4.2 ‘de de
goriildiigii iizere Helenalin ile 48 saatlik inkiibasyondan sonra ozellikle 3,125 uM
konsantrasyondan sonra HaCaT hiicrelerinde 6nemli %50 den fazla sitotoksik etki

meydana gelmistir(p<0,0001****.)
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8

%Hicre Canlihg
g

Kontrol0,047 0,095 0,19 039 0,78 1,56 3125 625 125 25
Konsantrasyonlar (LIV)

Sekil 4.3. Helenalin konsantrasyonlarimin THP-1 hiicre hattinda WST-1 sonug¢larina gére 24 saatlik %
canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirmesi. Degerler: ortalama + standart sapma
(n=8), p<0,01**, p<0,0001****

THP-1 hiicrelerinde 24. saatteki % hiicre canlilik degerleri, kontrol grubuna gore
25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39, 0,19, 0,095 ve 0,047 puM helenalin
konsantrasyonlarinda sirasiyla %65,02, 69,60, 72,69, 82,39, 82,53, 124,76, 127,08,
119,13, 106,37 ve 99,87 olarak hesaplanmistir. Istatistiksel anlamlilik degeri kontrol
grubuna gore 0,19, 1,56 ve 3,125 uM helenalin konsantrasyolarinda (hiicre canliligida
artig) p<0,01** iken 0,39, 0,78, 6,25, 1,25 ve 25 uM konsantrasyonlarda da (hiicre

canliliginda azalma) p<0,0001**** olarak belirlenmistir.

THP-1 48 saat

:

%dHicre Canlihg
— -—
g8 8

8

0-

Kontrol0,047 0,095 0,19 039 078 1,5 3125 625 125 25
Konsantrasyonlar (LIV)

Sekil 4.4. Helenalin konsantrasyonlarimin THP-1 hiicre hattinda WST-1 sonuglarina gore 48 saatlik %
canlilik degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirmesi. Degerler: ortalama + standart sapma
(n=8), p<0,0001****,

48. saatteki % canlilik degeri THP-1 hiicrelerinde, kontrol grubuna gore 25, 12,5,
6,25, 3,125, 1,56, 0,78, 0,39, 0,19, 0,095 ve 0,047 uM helenalin konsantrasyonlarinda
sirastyla %44,88, 59,62, 60,65, 64,43, 63,09, 115,31, 164,80, 142,95, 140,48 ve 104,75
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olarak hesaplanmustir. Istatistiksel anlamlilik degeri, kontrol grubuna gore 25, 12,5,
6,25, 3,125, 1,56, 0,39, 0,19 ve 0,095 uM helenalin konsantrasyonunda p<0,0001****
olarak belirlenmistir. 0,78 uM ve altindaki helenalin konsantrasyonlarinda hiicre
canliliginda artis oldugu goriilmektedir. THP-1 hiicreleri i¢in IC50 degeri 24 saatte
26,931 uM, 48 saatte 24,583 uM olarak hesaplanmuistir.

WST-1 analizi sonuglarina gore Sekil 4.3 ve Sekil 4.4 ’te gortldiigii tizere THP-1
hiicrelerinde helenalin konsantrasyon ve zamana bagli olarak % canlilik degerinde artis
ve azalmalar belirlenmistir. HaCaT hiicrelerinde 50 uM helenalin konsantrasyonunda
onemli sitotoksik etki goriildiigii i¢in THP-1 hiicrelerinde 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56,
0,39, 0,19 ve 0,095 uM helenalin konsantrasyonlari kullanilmstir.

Tablo 4.2. WST-1 Sonuglarina Gére Helenalinin THP-1 Hiicre Hatti Uzerindeki % Inhibisyon Degerleri
(Kontrol % Inhibisyonu 0 dur)

% Inhibisyon Degerleri
(THP-1-helenalin)

Konsantrasyonlar

24.saat 48.saat

(uM)
1,56 17,47 36,91
3,125 17,6 35,57
6,25 27,31 39,35
12,5 30,39 40,37
25 34,98 51,11

Tablo 4.2°deki WST-1 sonuglarina gére THP-1 hiicre hatti {izerinde kontrole gore
24. saatte; 1,56 uM helenalin konsantrasyonunda %36,90; 3,125 uM’da %35,56; 6,25
uM’da %39,34; 12,5 uM’da %40,37 ve 25 uM’da %51,11 oraninda hiicre canliliginda
azalma meydana gelmistir. Bu sitotoksik etkinin kontrole gore 48. saatte ise 0,78 uM
konsantrasyonda %18,02; 1.56 uM’da %22,58; 3,125 uM’da %64,79 ve 6,25 uM’da
%65,78 oraninda oldugu belirlenmistir. Diger konsantrasyonlarda proliferasyon
goriildiigi i¢in % inhibisyon degerleri verilememistir. Tablo 4.2 ve Sekil 4.2 ‘de de
goriildiigii lizere Helenalin ile 48 saatlik inkiibasyondan sonra ozellikle 1,56 uM
konsantrasyondan sonra HaCaT hiicrelerinde %35 den fazla sitotoksik etki meydana
gelmistir (p<0,0001****))
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4.2. xCELLigence Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde Hiicre Proliferasyon
Analizi

Bu sistem kullanilarak 16 kuyucuklu altin ve elektrot kapli plakalarin her bir
kuyucuguna 1x10* sayida HaCaT hiicreleri ekilmis ve hiicrelerin proliferasyon egrisi
belirlenmistir. 24 saat sonunda log fazina girmis hiicrelere helenalin konsantrasyonlari
uygulanmis ve proliferasyonlar1 belirli zaman araliklarinda ger¢cek zamanli olarak,
konsantrasyona gore bilgisayar baglantili sistemle es zamanli olarak izlenmistir. Gergek
Zamanl Hiicre Analiz Sisteminde (RTCA DP), WST-1 sonuglarina gore sectigimiz 2,
0,2 ve 0,02 uM helenalin konsantrasyonlarmin, normal medyumda veya THP-1
hiicrelerinde LPS ile sitiimiillasyon yapilmis medyumda HaCaT hiicrelerine
uygulamalarinin zamana bagli olarak hiicre indeks grafikleri elde edilmistir (Sekil 4.5
ve Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Helenalin ve LPS’li medyumda helenalin konsantrasyonlarimin 24 saatte HaCaT hiicrelerinin
proliferasyonu iizerindeki etkisinin RTCA DP’de Izlenmesi (n=6, orttst.sapma)

Sekil 4.5’te goriildiigii gibi konsantrasyonlarin uygulandiktan 24 saat sonra 2 uM
ve LPS’li 2 uM helenalin konsantrasyonlarda belirgin diizeyde antiproliferatif etki
goriiliirken diger konsantrasyonlarda ve 6zellikle LPS’li besiyeri ile hazirlanmis 0,02
uM helenalin konsantrasyonunda kontrole ve diger gruplara gore proliferatif etki

belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Helenalin ve LPS'li helenalin konsantrasyonlarimn 48 saatte HaCaT hiicrelerinin
proliferasyonu iizerindeki etkisinin RTCA DP de Izlenmesi (n=6, orttst.sapma)

Helenalin konsantrasyonlar1 uygulandiktan 48 saat sonra ise 24 saat sonunda elde
edilen verilere benzer sekilde 2 uM ve LPS’li 2 uM konsantrasyonlarda belirgin
diizeyde antiproliferatif etki goriilirken diger konsantrasyonlarda ve 6zellikle LPS’li
besiyeri ile hazirlanmis 0,2 uM ve 0,02 uM helenalin konsantrasyonlarinda kontrole
gore daha belirgin proliferatif etki gorilmistir. 0,02 uM ve 0,2 uM helenalin
konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyon grafikleri kontrole yakin olarak belirlenmistir.
48 saatlik inkiibasyon sonucuna gore LPS’1i 0,02 uM helenalin konsantrasyonundaki ClI
degerlerinde uygulamanin hemen sonunda hizli bir artis gosterirken yaklasik 36 saat
sonra LPS’li 0,2 uM grubuna gore asir1 proliferasyona bagli olarak azalma goriilmiistiir.

Helenalin ile 48 saatlik inkiilbasyon sonunda ise LPS’li 0,2 puM helenalin
konsantrasyonunda hiicre proliferasyonunun fazla oldugu goriilmekle birlikte, LPS’li
0,02 uM helenalin proliferasyonunun uygulama anindan itibaren hizlica artis gostermesi
ve 36 saat sonra da CI degerindeki azalmalarin kuyucukta hiicre ¢cogalmasi icin yeterli
alanin kalmamasina bagli olarak yorumlayabiliriz (Sekil 4.6).

RTCA DP cihazindan elde edilen gergek zamanli CI degerlerine gore ¢izilmis
olan grafiklerden hesaplanan 24. saatteki Cl degerleri (egim) grafigi Sekil 4.7°da

verilmistir.
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Sekil 4.7. RTCA DP sisteminde HaCaT #hiicrelerinde helenalin konsantrasyonlarimin 24 saat sonraki
slope degerleri (n=6, ortxst.sapma)(Kontrole gire p<0,1*, p<0,01**, p<0,0001****),

4.3. xCELLigence Ger¢ek Zamanlh Hiicre Analiz Sisteminde Hiicre Migrasyon

Analizi

Bu migrasyon c¢alismasinda, proliferasyon egrilerine ve hiicre indeksi ile
hesaplanan slope grafiklerine gore LPS’li 0,2 ve 0,02 pM helenalin
konsantrasyonlarimin HaCaT hiicre migrasyonuna olan etkileri arastirilmistir.
Migrasyon ¢alismasinda iki odacikli bir sistem olan CIM plakanin {ist odaciginin her bir
kuyucuguna 2x10* hiicre ekilmis ve hiicreler iizerine gercek zamanli hiicre
proliferasyon analizi sonuglarma gore sectigimiz helenalin konsantrasyonlart LPS
medyumu iginde uygulanmugtir. 24 saatlik inkiibasyon siiresince RTCA-DP sistemi
kullanilarak ger¢cek zamanli olarak migrasyon analizi yapilmistir. Kontrol olarak da

LPS’li medyum kullanilmistir.
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Sekil 4.8. RTCA DP sisteminden elde edilen LPS’li helenalin konsantrasyonlarimin HaCaT
hiicrelerindeki migrasyon verileri
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Sekil 4.9. RTCA DP sisteminde HaCaT hiicrelerinde LPS’li Helenalin konsantrasyoniarimin 24 saat
sonraki migrasyon degerlerine ait slope degerleri (n=6, orttst.sapma)(Kontrole gore
p<0,0001****),

Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da goriildiigli tizere HaCaT hiicrelerine uygulanan LPS’li
helenalin konsantrasyonlari kontrole gore migrasyonu arttirmistir. LPS’li 0,02 uM

helenalin konsantrasyonunda en fazla hiicre migrasyonu medyana gelmistir.

4.4. Cizik Deneyi Ile Helenalinin Yara Iyilesmesi ve Hiicre Migrasyonu Uzerindeki

Etkilerinin Degerlendirilmesi

24 kuyucuklu plakada kiiltiire edilmis HaCaT keratinosit hiicrelerinde steril
mikropipet ucu ile yara olusturulmustur. LPS’li ve LPS igermeyen medyumlarda
hazirlanan 0,2 puM ve 0,02 puM helenalin konsantrasyonlari hiicreler {iizerine
uygulandiktan sonra 24. ve 48. saatlerde yara kapanmasimi oOlgmek tiizere Leica
mikroskop ile kuyucuklarin fotograflari x100 biiyiitme ile g¢ekilmistir (Sekil 4.10).

Gortintiilerde Leica LAS Image Analysis programi ile yara genislikleri dl¢tilmiistiir.
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24. Saat 48. Saat

617.217 pm

Sekil 4.10. HaCaT keratinosit hiicre kiiltiirii ¢izik deneyinde helenalin konsantrasyonlarinin 24. ve 48.
saatlerde yara genislikleri (Mikroskop biiyiitmesi: 100X, Fotograf skalast: 500 um)
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24. Saat 48. Saat

Sekil 4.11. HaCaT keratinosit hiicre kiiltiirii ¢izik deneyinde LPS’li helenalin konsantrasyonlarinin 24. ve
48. saatlerde yara genislikleri (Mikroskop biiytitmesi: 100X, Fotograf skalasi: 500 um)

Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de goriildiigi gibi 24 ve 48. Saatlerde, LPS’li
helenalin konsantrasyonlarinda, LPS i¢cermeyen helenalin konsantrasyonlari ile ve LPS
ve medyum kontrol gruplarina gére migrasyon aktivitesinin artisina bagli olarak yara
kapanmasinin daha fazla oldugu gériilmiistiir. Ozellikle 48. satte LPS’li 0,2 uM grubuna
gore LPS’li 0,02 uM helenalin grubunda yara kapanmasinin az bir fark ile daha fazla
oldugu belirlenmistir.
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Yara Ackhig (4m)

Sekil 4.12. HaCaT keratinosit hiicre kiiltiiriinde ¢izik deneyinde 24. ve 48. saatlerde yara aciklik

degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirmesi. Degerler: ortalama =+ standart sapma
(n=3), p<0,01**, p<0,001***, p<0,0001****,

4.5. Akis Sitometri Cihaz ile Sitokinlerin Ol¢iimii

Cizik deneyinde 48. saatte 0,2 uM ve 0,02 uM helenalin konsantrasyonlarinin
uygulandigi HaCaT hiicrelerinin her bir kuyucugundan toplanan 100 pl siipernatant
orneklerinde CBA insan enflamasyon kiti kullanilarak IL-8, IL-18, IL-6, 1L-10 ve TNF-
a sitokin diizeyleri ol¢iilmiis ve FCAP Array v 3.0 ¢oklu analiz yazilimi kullanilarak

analiz edilmistir. Bu ¢aligmaya iliskin sonuglar Sekil 4.13’te yer almaktadir.
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Sekil 4.13. Helenalin konsantrasyonlarmmin HaCaT hiicrelerinde sitokin diizeylerine etkileri

LPS’li medyum uygulanan HaCaT kontrol grubunda (100 ng/ml LPS, THP-1

hiicrelerine 4 saat uygulanmis ve medyum alinarak HaCaT hiicrelerine konsantrasyon
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uygulanmasinda sitiimiilasyonlu LPS’li medyum olarak kullanilmistir), stimiilasyona
bagh olarak IL-8, IL-1PB, IL-6, IL-10 ve TNF-a sitokin diizeyleri sadece medyum
uygulanan kontrole gore artmustir (p<0,0001****), 0,2 uM ve 0,02 uM helenalin
gruplarinda IL-8, IL-1B, IL-6, IL-10 ve TNF-a sitokin diizeylerinde kontrole gore bir
miktar artig meydana gelmistir. LPS’li 0,2 uM ve 0,02 uM helenalin gruplarinda ise IL-
8, IL-1pB, IL-6, IL-10 ve TNF-a sitokin diizeylerinde ise LPS-kontrole gore azalma
goriilmiistiir. Ozellikle LPS-kontrol grubuna gére IL-8, IL-1p, IL-6, IL-10 ve TNF-a
sitokin diizeyleri en fazla LPS’li 0,02 uM helenalin grubunda belirlenmistir (Sekil
4.13).
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5. TARTISMA VE SONUC

Arnica montana, Asteraceac familyasina ait, antienflamatuvar ozellikleri ile
bilinen bir bitkidir (Macedo vd., 2004, s. 84). Dag 6kiiz gozii olarak bilinen A. montana
geleneksel olarak ¢igek esktreleri seklinde antiseptik, antienflamatuvar, antibakteriyel,
antisklerotik, antifungal, dekonjestan, yara iyilestirici ve antioksidan ozellikleri ile
kullanilmaktadir (Baser, 2016, s. 26). Bitkinin etkilerinden sorumlu bilesenin bir
seskiterpen laktonu olan helenalin oldugu ileri siiriilmektedir (Rodrigues vd., 2016, s.
331).

Tarihte yillar boyunca helenalin ve tiirevlerini igeren alkollii ekstreler
hematomlari, burkulmalari, romatoid hastaliklar1 ve ylizeysel deri enflamasyonlarini
tedavi etmek i¢in kullanilmistir (Woerdenbag vd., 1995, s. 127; Berges, 2009, s. 2892).
Helenalinin selektif olarak NF-kB inhibisyonu yaptigi ve bu sayede antienflamatuvar
etki gosterdigi cesitli caligmalarda belirtilmistir (Tornhamre vd., 2001, s. 904). NF- kB
inhibisyonunun yani sira pek ¢ok enflamatuvar sitokinin iiretimini inhibe etmektedir.
Ozellikle makrofaj ve nétrofiller gibi immiin hiicrelerin gérev yapmasm engelleyerek
enflamasyonu azaltir (May, 2013, s. 4).

HaCaT hiicre hatti deri enflamasyonunun molekiiller mekanizmalarinin
arastirilmasinda, ozellikle LPS ile indiiklenerek IL-1B ve TNF-a ekspresyonunun
belirlenmesi i¢in uygun keratinosit hiicre hattidir (Cheng vd., 2008, s. 165). Bu hiicre
hatti primer insan keratinositlerine benzer migrasyon indeksine sahiptir, normal
keratinositlerin pek c¢ok Ozelligini taklit eder, kalsiyum ve retinoitler gibi
diferansiyasyon modiilatorlerine yanit verir (Sandt vd., 1999, s. 728; Ranzato vd., 2008,
S. 538). THP-1 hiicreleri de kesfedildikleri giinden itibaren monosit ve makrofajlarin
fonksiyonlarmin arastirilmasinda, antienflamatuvar etkilerin degerlendirilmesinde en sik
kullanilan hiicre hattidir (Shah vd., 2007, s. 1; Qin, 2012, s. 2).

Bu calismada helenalinin HaCaT keratinosit hiicreleri lizerinde yara iyilesmesi
tizerindeki antienflamatuvar etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmistir. THP-1 monosit
hiicreleri ise enflamatuvar etkinin arastirilmasi i¢in kullanilmistir.

Schildberger vd. (2013, s.1-10) tarafindan yapilan bir ¢alismada THP-1
hiicrelerinin LPS ile stimiile edilmesinden elde edilen, ¢esitli sitokinleri (TNF-a, IL-1j,
IL-6, IL-8 ve IL-10) iceren siipernatant ile insan umblikal ven endotelyal hiicrelerinin

uyarilmasina yonelik bir hiicre kiiltiirli modeli tasarlanmigtir. Bu dogrultuda yapilan
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deneyde insan umblikal ven endotelyal hiicrelerinin uyariya cevap olarak sitokin tirettigi
gorilmiistiir.

Bu c¢alismada HaCaT keratinosit hiicrelerinde hem yara iyilesmesini hem de
antienflamatuvar etkiyi arastirmak iizere; THP-1 hiicrelerinin LPS ile stimiile edilerek
sitokin liretiminin saglanmasi ve buradan alinan siipernatantin HaCaT keratinositler
tizerine uygulanmasi ile enflamatuvar kosullarin saglanacagi bir hiicre kiiltiirii modeli
tasarlanmistir. Bu dogrultuda WST-1 yontemi ile helenalin konsantrasyonlarinin
sitotoksisite analizi yapilarak, toksik olmayan dozlar belirlenmistir. Ayrica RTCA-DP
hiicre analiz sisteminde HaCaT keratinosit hiicreleri 24 saat inkiibe edildikten sonra
helenalin konsantrasyonlart LPS’li ve LPS’siz sartlarda hiicrelere uygulanarak
helenalinin hiicre proliferasyonu itizerindeki etkileri ger¢ek zamanli olarak izlenmistir.
Daha sonra 24. saatte elde edilen veriler dogrultusunda en yiiksek proliferasyon
gosteren helenalin konsantrasyonlar: ile yine RTCA-DP hiicre analiz sisteminde hiicre
migrasyon analizi yapilmistir. Yara iyilestirici etkiye ilave olarak ¢izik deneyi de
yapilmstir. HaCaT keratinosit hiicreleri ile yapilan c¢izik deneyinde helenalin
konsantrasyonlart1 LPS’li medyum ve LPS’siz medyumda hazirlanarak keratinosit
hiicrelerine uygulanmistir. Boylelikle helenalinin yara iyilestirici ve antienflamatuvar
etkilerinin arastirilmasi amaclanmistir. Cizik deneyinde 48 saatlik inkiibasyon sonunda
kuyucuklardan alinan siipernatant 6rneklerinde de sitokin analizi yapilarak helenalinin
antienflamatuvar etkileri degerlendirilmistir.

Calismamiz WST-1 yontemi sonucunda, THP-1 hiicre hattinda 24. saatte 0,78,
0,39, 0,19, 0,095, 0,047; 48. saatte 0,78, 0,39, 0,19, 0,095, 0,047 uM
konsantrasyonlarda % canlilik degerinde goriilen artis hiicre proliferasyonunu ifade
etmektedir. HaCaT hiicre hattinda ise 24. saatte 0,095 uM helenalin konsantrasyonunda;
48. saatte 0,39, 0,19, 0,095 uM konsantrasyonlarda % canlilik degerinde goriilen artis
hiicre proliferasyonunu ifade etmektedir. Hiicre proliferasyonundaki en belirgin artis
THP-1 hiicre hatt1 i¢in 0,39 uM konsantrasyonda goriilirken HaCaT hiicre hatt1 i¢in
0,19 uM konsantrasyonda 48. saatte goriilmiistiir. HaCaT hiicreleri i¢cin IC50 degeri 24.
saatte 10,539 uM, 48. saatte ise 2,531 uM olarak hesaplanmistir.

WST-1 yontemi ile sitotoksisite analizinden elde edilen veriler ile her iki hiicre
hatti i¢in de toksik olmayan konsantrasyon belirlenmis ve ileri ¢alismalar yapilmistir.

Yapilan literatiir taramasinda bizim ¢alismamizda oldugu gibi; helenalin ile HaCat

veya THP-1 hiicre hatlarindan herhangi biri kullanilarak LPS stimiilasyonlu ve
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stimiilasyonsuz, WST-1 yontemi ve xCELLigence ile proliferasyon analizi,
xCELLigence ve ¢izik deneyi ile migrasyon analizi ve antienflamatuvar etkiye yonelik
herhangi bir ¢aligma bulunamamastir.

Jang vd. tarafindan yapilan bir ¢alismada (2017, s. 590) Caki hiicre hattinda 4 ve 6
puM helenalin konsantrasyonlarinin hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli 6lgiide
azalttig1 belirlenmistir.

Zwicker vd. tarafindan yapilan calismada (2017, s. 48) {i¢c farkli hiicre tipinde
helanlinin  THP-1 monositlerde 0,19 uM ve iizeri konsantrasyonlarda, Jurkat T
hiicrelerinde 0,75 pM ve tizeri konsantrasyonlarda, periferal kan mononiikleer
hiicrelerinde ise 0,38 uM ve lizeri konsantrasyonlarda hiicre canliligini istatistiksel
olarak anlamh Olciide azalttig1 gosterilmistir. Yine ayni calismada THP-1 hiicre hatti
icin helenalinin IC50 degeri 1,08 uM olarak tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda ise
THP-1 hiicreleri i¢in IC50 degeri 24 saatte 26,931 uM, 48 saatte 24,583 uM olarak
hesaplanmustir.

xCELLigence gercek zamanli hiicre analiz sisteminde hiicre proliferasyon
analizinde 2 uM ve 0,2 puM helenalin konsantrasyonlarinda belirgin diizeyde
antiproliferatif etki goriiliirken diger konsantrasyonlar kontrol grubu ile benzer
proliferasyon gdstermistir. Ozellikle LPS’li besiyeri ile hazirlanmis 0,2 uM ve 0,02 uM
helenalin konsantrasyonlarinda ise kontrol gruplarina gore berlirgin bir proliferatif etki
goriilmistiir. Bu sonuglar WST-1 yontemi sonuglarimiz ile uyumludur.

xCELLigence Ger¢cek Zamanli Hiicre Analiz Sisteminde hiicre proliferasyonu
verilerine bakildiginda LPS kontrol ile kontrol arasinda farklilik oldugu goriilmiistiir. 2
ve 0,2 uM helenalin konsantrasyonlarinda énemli antiproliferatif etki goriiliirken, 0,02
UM helenalin proliferasyonu sadece medyum uygulanan kontrolden daha diisiikken
LPS’li 0,2 uM ve 0,02 uM konsantrasyonlarindaki proliferasyon degerinin medyum
kontrol ve LPS’li medyum kontrolden daha yiiksek olmasi helenalinin enflamatuvar
kosullarda hiicre proliferasyonu tlizerinde pozitif etkili oldugunu gostermektedir.

In vitro ¢izik deneyi ile yapilan yara kapanmasi Slciimlerinde kontrol grubuna
kiyasla LPS-kontrol grubunda yaranin daha fazla kapandigir goriilmiistiir. Bu durum
proenflamasyonun yara iyilesmesinde Onemli bir adim oldugunu gdstermektedir.
Kontrol ve LPS-kontrol gruplarina kiyasla LPS’li medyum ortaminda helenalin verilmis
gruplarda yara kapanmasinin daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu durum Helenalin’in

yara iyilesmesi tizerinde olumlu etkisi oldugunu gostermektedir. 24. ve 48. saatlerin
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sonunda tiim yara kapanma oOlgiileri degerlendirildiginde en fazla yara kapanmasinin
LPS’li 0.02 uM Helenalin konsantrasyonunda oldugu belirlenmistir.

Balekar vd. tarafindan grandiflorenik asitin yara iyilestirme potansiyelinin
arastirildig1 ¢alismada (2013, s. 542-544) keratinosit ve fibroblast hiicre kiiltiirlerinde
cizik deneyi yapilmistir. Her kuyucukta iki ¢izik yapilmistir. 0., 1. ve 2. giinlerde
fotograf cekilerek yara kapanmasi 6l¢iilmiis ve bunlarin ortalamasi alinarak migrasyon
verileri elde edilmistir. Fibroblastlardaki migrasyon oraninin HaCaT keranitositlerden
daha fazla oldugu bulunmustur.

Perfetto vd. 2012 tarafindan krom ve nikelin yara iyilesmesindeki etkilerinin
arastirildigr ¢alismada (2012, s. 393-395) HaCaT keratinositler ve THP-1 monositler ile
ko-kiiltir ¢alismast yapilmistir. HaCaT keratinositlere krom ve nikel ile 6n uygulama
yapildiktan sonra ¢izik deneyi yapilmis, ko-kiiltiir uygulanmis ve 72 saat sonra
mikroskop ile fotograflari ¢ekilmistir. Bizim g¢alismamizda direkt kokiiltiir modeli
uygulanmasa da bu modele uygun olarak THP-1 hiicrelerinin LPS ile stimiilasyonunda
elde edilen siipernatantlar kullanilmigtir. Hiicre proliferasyon ¢alismasinda RTCA DP
yontemi kullanilmistir. RTCA DP sisteminden elde edilen proliferasyon verileri ile ¢izik
deneyinden elde edilen veriler paraleldir. Proliferasyonun en yiiksek oldugu
konsantrasyonda yara kapanmasinin da en yliksek oldugu belirlenmistir.

Takada vd. tarafindan poliriboinosinik asit ve poliribositidik asitin IL-8 aracili
migrasyonu indiikledigi yoniinde yapilan calismada (2017, s. 3-6) yara kapanmasi doz
ile orantili olarak artmigtir. IL-8 keratinosit migrasyonunu indiikleyici olarak etki
gostermistir. Bizim ¢alismamizda da bu bulguya paralel olarak sitokin dl¢iimleri ve yara
kapanmasi degerlendirildiginde helenalin konsantrasyonlarinda 1L-8’in yiiksek oldugu
gruplarda yara kapanmasinin daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Girija vd. tarafindan Aristolochia bracteolata’nin yara iyilestirici, proliferatif ve
antienflamatuvar etkilerinin arastirildigi ¢alismada (2017, s. 131-133) HaCaT ve insan
dermal fibroblast hiicrelerinin in vitro yara iyilesmesi esnasindaki proliferasyon ve
migrasyon Ozellikleri incelenmis, antienflamatuvar etki i¢in ise RAW 264.7 makrofajlar
kullanilmistir. Tiim konsantrasyonlarda yara agikligi kiiclilmiis fakat hicbirinde tam
kapanma ger¢eklesmemistir.

Cizik deneyinde 48. saatte 0,2 uM ve 0,02 uM helenalin konsantrasyonlariin

uygulandigt HaCaT hiicrelerinin her bir kuyucugundan toplanan siipernatant
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orneklerinde CBA insan enflamasyon kiti kullanilarak 1L-8, IL-1, IL-6, IL-10 ve TNF-
a protein diizeyleri 6l¢iilmiistiir.

IL-8, IL-1B, IL-6 ve TNF-a o6nemli proenflamatuvar sitokinler olup yara
tyilesmesinde dnemli gorevleri bulunmaktadir (Turabelidze ve Dpipetro, 2012, s. 30).
NF-xB yi aktive ettigi bilinen IL-1f, keratinosit proliferasyonunda ve migrasyonunda
etkilidir. Keratinositler iizerinde mitojenik etkili olan IL-6, yara iyilesmesi yanitinin
baslamasinda olduk¢a 6nemlidir. IL-6’nin TNF-a iiretimini azalttig1 yoniinde ¢aligsmalar
bulundugundan hem  proenflamatuvar hem de antienflamatuvar  olarak
degerlendirilmektedir (Lin vd., 2003, s. 713). IL-8’in keratinosit migrasyonu ve
proliferasyonunu arttirarak reepitelizasyona katki sagladigi bilinmektedir (Wedler vd.,
2014, s. 1679). IL-10 ise antienflamatuvar sitokin olarak enflamatuvar siirecin
sonlandirilmasi veya sinirlandirilmasinda temel bir faktordiir (Cornelissen, 2004, s. 14).

Lipopolisakkaritler olarak da adlandirilan endotoksinler, Gram (-) bakterilerin
dis membranimin ana bilesenidir (Kirikae vd., 1998, s. 1015). Endotoksinlerin
olusturdugu doku hasari, sok ve oliim gibi fizyopatolojik etkiler ¢esitlilik gosterir
(Ogikubo vd., 2004, s. 89). Endotoksinler hiicre ve organlar tizerine direkt etki etmezler.
Fakat bunun yerine, monosit ve makrofajlar basta olmak lizere immiin sistemin aktive
edilmesiyle ve dolayisiyla immiin yanitin artirilmast ile etki gosterirler. Bu durum,
aktive edilen immiin sistem hiicrelerinden 6zellikle TNF, interlokinler, prostoglandinler,
koloni sitiimiile edici faktorler, trombosit aktivite edici faktorler ve serbest radikaller
gibi mediyatorlerin salinmasina sebep olur (Magalhaes vd., 2007, s. 388-392).

LPS'lerin molekiiler aktiviteleri, LPS molekiiliiniin kendisinden kaynaklanmaz.
Makrofajlarin, LPS molekiiliintin Lipid A boliimii tarafindan indiiklenen aktivasyonu,
biyoaktif lipidlerin, reaktif oksijen tiirlerinin ve 6zellikle de TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 ve
IL-10 gibi peptit mediyatorlerinin iiretilmesine yol agar (Ergiin, 2013, s. 8).

Akis sitometri yontemi ile yapilan sitokin 6l¢timiinde LPS’li medyum uygulanan
HaCaT stimiilasyona bagli olarak IL-8, IL-1p, IL-6, IL-10 ve TNF-a sitokin diizeyleri
kontrole gore artmistir (p<0,0001****). LPS’siz kosullarda ise helenalin
uygulandiginda konsantrasyon ile orantili olarak 6lgiilen sitokin miktarlarinda, kontrole
gore ¢ok az artis oldugu belirlenmistir. LPS’li kosullarda ise helenalin uygulamas ile
olgiilen sitokin miktarlarinda LPS-kontrole gore azalma goriilmekle birlikte en belirgin
azalma 0,02 uM helenalin konsantrasyonunda oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunda

IL-8, IL-1p, IL-6, IL-10 ve TNF-a iiretimi oldugunun goriilmesi, HaCaT keratinositlerin
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insan keratinosit hiicrelerine benzer sekilde yara iyilesme yaniti verdigini
gostermektedir.

Enflamasyon olgularinda sitokin olarak ilk 6nce TNF-ao uyarilmaktadir (Van der
Poll, 2001, s. 302). Sepsis/endotoksemi olgusunun en Onemli belirtegleri, serumda
yiiksek diizeyde belirlenen TNF-o ve IL-1p’dir. Iki sitokin sinerjistik etkiyle,
enflamasyonu artirarak klinik bulgularin biiyiikk kisminin ortaya ¢ikmasina neden olurlar
(Bochud vd., 2003, s. 264-265).

Cheng vd. tarafindan (2008, s. 162) HaCaT hiicre hattinda farkh
konsantrasyonlarda LPS ile yapilan hiicre stimiilasyon c¢aligmalar1 degerlendirildiginde
100 ng/ml LPS ile stimiile edilen grupta IL-1p ve TNF nin maksimum artis gosterdigi
goriilmiistiir. Bizim ¢aligmamizda da 100 ng/ml LPS ile stimiile edilen kontrol grubunda
IL-1B ve TNF seviyelerinin benzer sonuglar verdigi goriilmiistiir. Bizim calismamizda
da 0,02 uM helenalin uygulanan grupta hem IL-1B hem de TNF-o goriilen azalma,
helenalinin antienflamatuvar etki gosterdigini ortaya koymaktadir (Sekil 4.13)

Hong ve Lyu tarafindan (2011, s. 44-46) yapilmis olan Kore Kirmiz1 Ginseng
ekstresinin LPS ile stimiile edilmis HaCaT hiicre hattinda sitokin artis1 lizerindeki
etkisini arastiran bir ¢alismada IL-8 ve TNF’nin benzer azalma géstermesinin nedeni
olarak TNF’nin IL-8 i¢in uyarici oldugunu belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda kullanilan
tim konsantrasyonlarda IL-8’in TNF-a ile paralellik gostermesi TNF’nin IL-8 i¢in
uyarict oldugunu gostermektedir.

Lin vd. tarafindan (2014, s. 204-210) helenalinin alkol ile indiilenmis karaciger
hasar1 tizerindeki etkilerinin arastirildigr calismada model grupta kontrole gore oldukga
yikselmis olan serum TGF-f1, TNF-o, IL-6 ve IL-1p seviyelerinin helenalin
uygulamasi ile diistiigli gosterilmistir. Bizim calismamizdan elde edilen sitokin
sonuglarina gore de helenalinin sitokin iiretimini azaltti1 ve yara iyilesme stirecleri
tizerinde olumlu etkisi oldugu dogrulanmistir.

Walter vd. tarafindan (2010, s. 1278-1279) yapilmis olan ¢alismada 1.929
fibroblast ve HaCaT hiicre hatlarinda LPS ile stimiile edilmis durumda IL-8’in yiiksek
oldugu grupta yara kapanmasimin daha fazla oldugu goriilmiistir. IL-8’in
reepitelizasyonu ve keratinosit migrasyonunu stimiile ediyor olmasi yoniindeki
bulgular1  dogrultusunda bizim ¢alismamizda da benzer olarak helenalin

konsantrasyonunun uygulandigi gruplarda kendi i¢inde kiyaslandiginda IL-8’in yiiksek
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oldugu gruplarda yara kapanmasinin daha fazla olmasi IL-8’in enflamatuvar sitokin
olarak yara iyilesmesini katki sagladigini desteklemektedir.

Zhou vd. tarafindan (2013, s. 3-6) HaCaT hiicre hattinda palmitik asitin
etkilerini arastirmak tizere yapilan bir ¢alismada IL-6, IL-1B ve TNF-a iiretimi ile hiicre
proliferasyonunu arttirdigir gosterilmistir.  Bizim ¢aligmamiz da helenalin normal
kosullarda IL-6, IL-1B ve TNF-a iiretimini arttirirken, enflamatuvar kosullarda ayni
sitokinlerin iiretimini azaltmistir.

Huang vd. tarafindan (2015, s. 86-90) TNF ile indiiklenmis HaCaT hiicre
hattinda daha Once antienflamatuvar oldugu gosterilmis olan floretin ile kemokin
seviyelerinin, yara iyilestirilmesi iizerine etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada, hiicrelere
once floretin uygulanmig, daha sonra ise TNF-a ile stimiile edilmistir. Bu durumda
kontrole kiyasla IL-6 ve IL-8 seviyelerinde doza bagli bir artis goriilmiistiir. Bizim
calismamizda ise HaCaT hiicre hatt1 oncelikle LPS ile stimiile edilmis THP-1 hiicre
hattindan alman siipernatant ile muamele edilmis, daha sonra helenalin
konsantrasyonlar1 uygulanmistir. Bu durumda yine yukaridaki ¢calismaya benzer sekilde
IL-6 ve IL-8 seviyelerinde azalma goriilmistiir, ancak bu azalma 0,02 uM helenalin
konsantrasyonunda 0,2 pM helenalin konsantrasyonundan daha fazla olarak
belirlenmistir.

Lyss vd. tarafindan (1997, s. 952-958) Jurkat T hiicreler, 70Z/3 ¢ Mo7/E
hiicrelerin TNF-a ve LPS ile stimiile edilmesiyle yapilan calismada helenalinin
mikromolar konsantrasyonlarda NF-«kB aktivasyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir.

Nguyen vd. tarafindan (2007, s. 7) yapilan kalofillolidin yara iyilestirici ve
antienflamatuvar etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, kalofillolidin proenflamatuvar
sitokinler olan IL-1pB, IL-6 ve TNF-o’y1 azaltirken antienflamatuvar sitokin olan IL-10
seviyesini arttirdigin1 gostermistir. Bizim ¢alismamizda da IL-10 salinimi oldugu ancak
bu salinimin LPS-Kontrolden fazla olmadig: belirlenmistir.

Weng vd. tarafindan (2014, s. 2-4) luteolin ile HaCaT keratinositlerde NF-xB
inhibisyonu iizerinde yapilan bir ¢calismada psoriyatik deriyi taklit etmek amaciyla TNF
ile stimiile edilmis olan keratinositlere 6n uygulama olarak luteolin uygulandiginda IL-
6, IL-8 ve VEGF sevilerinde azalma goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada Weng vd. (2014, s. 5-
6) luteolinin HaCaT keratinositlerin proliferasyonunu azalttigi ve NF-«B inhibisyonu

yaptigin1 gdstermistir. Bizim ¢alismamizda kullanmis oldugumuz helenalin de NF-xkB
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inhibitorii oldugu i¢in yukaridaki ¢alismaya benzer olarak enflamasyon kosullarinda IL-
6 ve IL-8 seviyelerinde azalmaya neden olmustur.

Wiegand vd. tarafindan (2012, s. 1) yapilan ¢alismada TNF-a stimiilasyonunun
HaCaT keratinositlerde proliferasyonu etkilemedigi, fakat IL-6 ve IL-8 iiretimini
artirdigi  gosterilmistir. Bu sonuca benzer olarak bizim c¢alisgmamizda da kontrol
gruplarinda LPS stimiilasyonunun proliferasyonu etkilemedigi fakat proenflamatuvar
sitokinlerin tiretimini arttirdig1 gérilmiistiir.

Hennen ve Blomeke tarafindan yapilan (2017, s. 283) HaCaT keratinositlerin
THP-1 hiicreleri ile birlikte kiiltlire edildigi bir caligmada keratinositlerin duyarlilastiric
bir madde ile karsilastiginda proenflamatuvar sitokinler salgiladiklar1 agiklanmistir.
Lass vd. (2008, s.849-857) tarafindan yapilan c¢aligmada A. montana tentiirlerinin
hipersensitizasyona sebep oldugu gosterilmistir. Bu dogrultuda bizim sonuglarimiza
gore enflamatuvar olmayan (LPS’siz) gruplarda helenalin konsantrasyonlari
uygulandiginda, doz ile orantili olarak sitokin seviyelerinin artmis olmasi helenalinin
duyarlilastirici etkisini dogrulamaktadir.

Valsero vd. tarafindan (2014, s. 190) insan korneal epitel hiicre hattinda yapilan
yara iyilegsmesi ¢alismasinda IL-6 ve IL-10’un in vitro yara iyilesmesini arttirdigi
gosterilmistir.

Gaspar vd. tarafindan (2014, s. 9362) yapilan bir calismada Arnika’dan elde
edilen polifenol ve polisakkarit ekstrelerinin antienflamatuvar etkileri arastirilmistir.
Fibroblast hiicre hatt1 ekstreler ile 6n uygulamaya tabi tutulduktan sonra hidrojen
peroksit ile stimiile edilmistir. ELISA ile yapilan dl¢limler neticesinde kontrole kiyasla
helenalin uygulanan gruplarda IL-6, IL-8 ve TNF-o seviyelerinde azalma oldugu
gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda kulladigimiz helenalin de Arnika’dan elde edilen bir
seskiterpen laktonu olmasi nedeniyle enflamasyon durumunda ayni sitokinlerin
seviyelerinde benzer sekilde azalma meydana getirmistir.

Wang ve Zhang tarafindan (2018, s. 107-110) yapilan bir ¢alismada HaCaT
keratinositler enflamasyonu indiiklemek tizere 12 saat boyunca LPS ile inkiibe edilmis
daha sonra da ¢esitli resveratrol konsantrasyonlari ilave edilerek 24 saat daha inkiibe
edilmistir. 1L-6, 8 ve TNF-a i¢in m-RNA diizeyleri belirlenmistir. Sadece LPS
verilenlerde her ti¢ sitokin de artmig olup en fazla da TNF-o artisi belirlenmistir.
LPS+resveratrol verildiginde her {i¢ sitokinin de azalmis oldugu, en fazla azalmanin

TNF, en az azalmanin ise IL-8’de gerceklestigi gosterilmistir. Bizim ¢aligmamizda ise
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LPS-kontrol grubunda en fazla iiretilen sitokin IL-8 olmakla birlikte yine en ¢ok azalma
gosteren de IL-8 olarak belirlenmistir.

Svensson vd. (2018, s. 120-121) HaCaT Kkeratinositler ve insan dermal
fibroblastlar tizerinde, seskiterpen laktonu olan kronofilin ve damsinin antienflamatuvar
etkilerini caligmistir. Her iki bilesenin, her iki hiicre tipinde proenflamatuvar sitokin
tiretimini azalttigi gosterilmistir. Bizim c¢aligmamizda kullanilan helenalin de bir
seskiterpen laktonudur ve enflamatuvar sartlarda proenflamatuvar sitokinlerin tiretimini
azaltmastir.

Pastore vd. tarafindan (2011 bitki polifenollerinin (verbaskozit, resveratrol ve
kersetin) UVA, LPS ve TNF-a ile indiiklenmis hiicrelerdeki stres enflamasyon yanitinin
arastirlldigl ¢calismada HaCaT keratinositler ile normal insan epidermal keratinositleri
kullanmilmistir. UVA, LPS ve TNF-a ile stimiilasyon her iki hiicre tipinde de strese bagh
enflamatuvar yaniti1 arttirmistir. Bitki polifenolleri ise her iki hiicre tipinde sitokin
tiretimini (IL-8, IL-10 ve MCP-1) azaltmistir. Bizim ¢alismamizda da A. montana’dan
elde edilmis olan helenalin enflamatuvar kosullarda IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF-a
seviyelerini azaltmistir, uygulama olarak yukaridaki ¢aligmadan farki ise Pastore vd. nin
calismasinda bitki polifenolleri hiicreler stimiile edilmeden 6nce 6n uygulama olarak
verilmistir, bizim ¢alismamizda ise HaCaT keratinositlere helenalin ve LPS ayn1 anda
uygulanmugtir.

Bu calismada, cesitli literatiirlerde belirtildigi lizere temel aktif bileseni, anti
enflamtuvar etkili helenalin olan A. montana’nin yara iyilestirici etkileri olmasindan
yola ¢ikilarak, helenalinin yara iyilesmesinde antienflamatuvar etki gostererek
tyilesmeye katki saglayacagi disiiniilmiistir. Bu dogrultuda yapilan deneylerde
helenalinin 6zellikle enflamasyonlu durumlarda enflamatuvar sitokinlerin iiretimini
azalttig1, hiicre proliferasyonu ve migrasyonu iizerinde pozitif etkiler yaparak yara
kapanmasini arttirdigit  bulunmustur. Ancak farkli deney modelleri ile ¢alismanin
sonuglari destekleyecek ilave molekiiler calismalarin yapilmasinin 6nemli oldugu

kanaatindeyiz.
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