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OZET

HYPERICUM PERFORATUM L. BITKISINDEN ELDE EDILEN KANTARON
YAGININ YARA IYILESMESINE OLAN ETKISININ DENEYSEL OLARAK
INCELENMESI

Dila CELIKKOL
Doktora Tezi, Agiz, Dis ve Cene Cerrahisi Anabilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Hasan Hiiseyin KOSGER

2015, 73 sayfa

Dokularin fiziksel biitiinliigiiniin bozulmasi sonrasi organizmanin verdigi lokal ve
sistemik yanita yara iyilesmesi denir. Insan hayatinda en karmasik fizyolojik
stireglerden biri olan yara iyilesmesi hakkinda yapilan arastirmalar sonucunda yeni

bilgilere ulagilmaktadir.

Hypericaceae familyasina ait olan Hypericum perforatum L. bitkisinin kurutulmus
ve taze cicekli dallar1 geleneksel tedavide pek ¢ok hastaligin tedavisinde c¢esitli
sekillerde kullanilmaktadir.

Ulkemizde genis bir alanda yayilis gosteren H. perforatum bitkisi halk arasinda
soguk alginliginda, bronsial ve iirogenital sistem yangilarinda, safra rahatsizliklar1 ve
mesane irritasyonlarinda, nevralji, migren agrilarinda, yatistirict olarak, siyatik ve gesitli
ulserde, diyabette, dispepsinin tedavisinde, antispazmodik, dilretik, kurt disiriici
antimalaryal, topikal olarak ise yara iyilestirici ve antiseptik amagla yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Bu calismada; Tirkiye’de yaygin olarak bulunan Hypericum perforatum L.
bitkisinin kurutulmus cicek ve yapraklarindan zeytinyaginda bekletilerek elde edilen
ekstrenin ratlarda deneysel olarak olusturulan yaralara; topikal olarak uygulanmasi

sonucunda, yara iyilesmesindeki degisikliklerin histopatolojik ve immunohistokimyasal



(ELISA) yontemlerle incelenmesi ve yara iyilesmesine katkida bulunabilecek yeni

ajanlarin gelistirilmesine yardimei olmak amaglanmustir.

Calismada 32 adet erkek Wistar albino cinsi rat kullanilarak 8’erli 4 grup
olusturulmustur. Biitiin gruplarda ratlarin sirt bolgesinde 6mm c¢apinda 2 defekt
olusturulmustur. Bu defektlerden sagdakine H. perforatum bitkisinden elde edilen
kantaron yagi topikal olarak uygulanmis, soldaki defektlere hicbir uygulama
yapilmamustir. Gruplar sirasiyla 4., 7., 14. ve 21. giinlerde sakrifiye edilmistir. Deney

sonrasinda kantaron yaginin yara iyilesmesine olan etkisi degerlendirilmistir.

Histopatolojik ve immunohistokimyasal degerlendirme sonuglarina gore; FGF,
VEGEF ve EGF gibi yara iyilesmesini etkileyen parametrelerde anlamli bir sekilde artig
goriilmesine ragmen epitelizasyon derecesi, PMNL infiltrasyonu, makrofaj miktari
bakimindan anlamli bir fark yoktur. Ayrica yara ylizey alan1 kantaron yagi uygulanan
yumusak doku defektlerinde uygulanmayan gruplara nazaran 4. ve 7. giinlerde anlaml

bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Hypericum perforatum L., kantaron yagi, yara iyilesmesi
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ABSTRACT

THE EXPERIMENTAL INVESTIGATION OF CENTAURY OIL THAT IS DERIVED
FROM HYPERICUM PERFORATUM L. ON WOUND HEALING

Dila CELIKKOL
Doctorate Thesis, Department of Oral and Maxillofacial Surgery
Supervisor: Assoc. Prof. Hasan Hiiseyin KOSGER

2015, 73 pages

Wound healing refers to local and systemic response of a tissue of an organism which is

given after the deterioration of its physical integrity. Although wound healing is one of

the most complex physiological processes of human life and less than fully understood

by scientists and clinicians, rapid progress leads to new information in this field.

The dried and fresh flowering branches of H. perforatum L. plants belonging to

the family Hypericaceae are used in various ways in the conventional therapy for the

treatment of many diseases.

Showing a wide distribution in our country, H. perforatum plants are widely used

among people to treat cold, for antiphlogistic purposes in bronchial and urogenital tract

inflammation, for biliary disease and bladder irritation, neuralgia, the migraine pain, as

sedative, for sciatica, and various ulcers, diyabetes, in dyspepsia treatment, as

antispasmodic, diuretic, emanagog, antimalarial, and as worm reducer internally, as

antiseptic and to treat wounds externally.

In this study, it’s intended to investigate the changes in wound healing, after plant

oil obtained from H. perforatum L. which is commonly found in Turkey, by waiting the

plant in the olive oil, is applied topically on wounds which are created experimentally

on rats are assessed by histopathological and immunohistochemical methods (ELISA)

and to help the development of new agents that could contribute to wound healing.

In this study, using a total of 32 Wistar male rats four groups were created

consisting 8 rats each. In all groups, on the back area of the rats, both at the right and the

Vii



left of the midline, defects were created in 6 millimeters in diameter. Oil derived from
H. perforatum L. plants is topically applied to the defects on the right, and no
application was performed to the defect on the left. Groups were sacrificed on days 4th,
7th, 14th and 21st. The effect of the centaury oil on wound healing was evaluated after

experiment.

According to the histopathological and immunohistochemical evaluation;
although the parameters that affect the wound healing such as FGF, VEGF and EGF, are
observed to increase significantly; there is no significant difference at the extent of
epithelialization, PMNL infiltration, and the amount of macrophages. Also wound
surface areas of centuary oil applied soft tissue defects compared to the untreated

groups are found significant in the 4th and 7th days.

Key Words: Hypericum perforatum L., centaury oil, wound healing
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1 GIRIS

Yara genel anlamiyla dokunun anatomik fonksiyonel ve hiicresel biitlinliigiiniin
kesintiye ugramasidir [51, 131]. Yara iyilesmesi ise bu devamliligin tekrar saglanmasi
icin olusan kompleks biyokimyasal ve hiicresel olaylar dizisidir. Yara iyilesmesi yapilan
cerrahi islemin basarisin1 direk olarak etkiler. Iyilesme ¢ogu zaman komplikasyonsuz
sonuglansa da bazi lokal ve sistemik faktorler iyilesme siirecini bozabilir. Bu nedenle
arastirmacilar uzun yillar boyunca yara iyilesmesi siirecini hizlandiracak materyaller ve
teknikler iizerinde calismiglar, farkli yara tiplerinde farkli yara iyilestirici ajanlarin

etkilerini incelemislerdir.

Tiirkiye bitkisel flora agisindan zengin bir yap: arz etmektedir. Ulkemizde yetisen
yaklasik on bine yakin bitki tiirii oldugu diisiiniiliirse bu ag¢idan zengin bir potansiyele
sahip oldugu goriliir. Bitkilerin tedavi amagh kullanilmasi ¢ok eski devirlere kadar
gitmektedir. Yiizyillar boyunca geleneksel olarak kullanilmis olan bitkisel kaynakli
ilaclarin bu yondeki etkilerinin ve varsa toksik Ozelliklerinin olup olmadiginin

belirlenmesi arastirmalar arasinda yer almaktadir.

Hypericum perforatum L. Hypericaceae familyasina ait olan ve sari kantaron,
kilig otu, mayasil otu, kan otu, yara otu, binbir delik otu olarak da adlandirilan sar
renkli bir bitkidir. Avrupa’da daha ¢ok St.John’s Wort (Aziz John bitkisi) olarak bilinir.
Diinya’da daha c¢ok Avrupa’da, bati Asya’da ve kuzey Afrika’da yaygin olarak
bulunurken, Tiirkiye’de genel olarak daglik alanda ve daha sik olarak Toroslar civarinda

rastlanmaktadir [157].

Kantarondan su, zeytinyag1 veya etil alkol kullanilarak ekstre hazirlanabilir fakat
tilkemizde geleneksel kullanimi daha ¢ok yag karigimi tizerinedir. Hypericum
perforatum’un ¢igekli kisimlartyla hazirlanan su karisiminin Tirk gelenegindeki
kullanim alanlar1 arasinda iirogenital enflamasyon, diyabetes mellitus, noralji, kalp
rahatsizliklari, gastrit, hemoroid ve peptik lilser sayilabilir. Yag karisiminin ise daha ¢ok
kesilerde ve yaniklarda yani yara iyilestirici amagla kullanildigini gosteren yayinlar

vardir [155, 156].



H. perforatum’un bilesenleri arasinda hyperforin, hyperisin ve flavonoid
grubundan hyperozid, isoquersitrin, rutin ve epikatesin yer almaktadir. Bunlar arasinda
yara iyilesmesinde en ¢ok hyperforinin etkili oldugu fakat diger maddelerin de yardime1

oldugu gosterilmistir [35,86].

Bu c¢alismada; Tiirkiye’de yaygin olarak bulunan H. perforatum L. bitkisinden
zeytinyaginda bekletilerek elde edilen ekstrenin ratlarda deneysel olarak olusturulan
yaralara; topikal olarak uygulanmasi sonucunda, yara iyilesmesindeki degisikliklerin
histopatolojik ve immunohistokimyasal yontemlerle incelenmesi ve yara iyilesmesine

katkida bulunabilecek yeni ajanlarin gelistirilmesine yardimci olmak amaglanmustir.



2 GENEL BIiLGILER
2.1 Yara

“Yara’> bir dokunun normal fonksiyonlarinin kesintiye ugrayacak sekilde
biitiinliigiiniin bozulmasidir [4]. Yaralanma sonrasinda dokularda hiicresel, fonksiyonel
ve anatomik devamlilik kesintiye ugrar [51,131]. Fonksiyonel kapasitenin ve doku
biitiinliigliniin geri kazanilmasi i¢in olusan biyokimyasal ve hiicresel cevaplarin
bltinune ise ’yara iyilesmesi’’ olarak tanimlanir [106,129]. Yara iyilesmesi yapilan
cerrahi islemin basarisini etkilediginden ¢ok eski zamanlardan beri arastirilmakta ve

hala gliniimuzde de birgok arastirmaya konu olmaktadir.
2.2 Yara lyilesmesi

Yaralanma olayi, travmanin tipine bagli olmaksizin yarali dokunun morfolojik ve
fonksiyonel 6zelliklerini yeniden kazanmasini saglayacak dinamik ve oldukg¢a karmasik
olaylar dizisini baslatir. Bunlara “’yara iyilesmesi fazlari’’ denilir [4]. Yara iyilesmesi
birbirlerinden ayri1, ancak birbirleriyle i¢i ige gecen ii¢ fazdan olusur [106,158]. Bu
fazlarin herhangi birinde gergeklesebilecek olan basarisizlik veya fazin gergeklesmesi
gereken silire icinde tamamlanamamasi, iyilesmede gecikmeyle veya yaranin

kapanmamasiyla sonuclanabilir [154].
Bu fazlar;

1- Inflamatuar (eksiidatif) faz,
2- Proliferasyon fazi,

3- Yeniden sekillenme (maturasyon) faz1 [4,103,153].
2.2.1 inflamatuar (eksudatif) Faz

Inflamatuar faz, viicudun tamir yanitmin habercisidir [4]; yaralanmadan hemen sonra

gerceklesir, genellikle 3-5 giin surer [57,75,78].

Bu asamanin fonksiyonel oncelikleri, hemostazin saglanmasi, 6lii ve devitalize
olmus dokularin uzaklastirilmasi, bakteri kolonizasyonlarinin olusumunun engellenmesi
ve invazif enfeksiyonlarin Onlenmesidir [16,84,94,122]. Plazma eksudasyonu, fibrin

formasyonu, 16kositlerin go¢ii ve ddem olusumu bu fazda goriilen olaylardir.



Inflamatuar fazinda ilk olarak travmadan sonra hasarlanmis damarlardan olusan
kanamaya yanit olarak gecici olarak vazokonstriksiyon meydana gelir. Damar duvar
biitiinliiglinlin bozulmasiyla ortaya ¢ikan subendotelyal kollajenler zorunlu olarak
trombositlerle temas eder ve Hageman faktorind (faktor XII) aktive ederler [16,56]. Bu
da trombositlerin sekresyonuna yol acar ve sitokinlerin, buylme faktorlerinin
salgilanmasina yol acar [15,16,48,56]. Dolasimdaki trombositler, hizla yaralanma
alaninda toplanirlar; birbirlerine ve aciga c¢ikmis vaskiiler subendotelyal kollajene
yapisarak, fibrin matriks i¢inde primer bir trombosit tikaci olustururlar [37,57]. Primer
hemostatik tika¢ i¢inde trombositlerin kiimelenmesiyle koagiilasyon sistemi aktive
edilmis olur. Pihtilagsma faktorleri protrombini trombine, fibrinojeni fibrine g¢evirerek
stabil pihttyt meydana getirir [4]. Meydana gelen bu pihti, hemostazi saglar ve
hlcrelerin tamir siireci sirasinda gegebilecegi gegici bir matriks olusturur. Ayrica pihti
aktif trombositler degraniile olduk¢a salinan sitokinlerin ve biiyiime faktorlerinin

rezervuari olarak da iglev goriir [12,129].

Inflamatuar fazinda ayrica birtakim hiicresel olaylar gergeklesir bunlar;
polimorfontkleer l6kositlerin (PMNL), makrofajlarin ve lenfositlerin yara bolgesine
gocudur [65].

Kanama, piht1 olusumu ile durdurulduktan sonra, endotel hiicrelerden salinan
histamin, prostoglandin E2, prostosiklin ve endotelyal biyime faktori ile
vazodilatasyon gelisir ve damar permeabilitesinde artis goriilir [100]. PMNL ve
plazma, damar yatagindan disariya cikip yara bolgesine goc ederler. Yara bolgesine
gelen I6kositler inflamasyon aracilarini serbestlestirirler [17,154]. Artan kan akimi ve
trombositlerden salinan kemotaktik faktorler araciligi ile bolgeye yogun inflamatuar
hiicre gogii olur. Inflamasyonun neden oldugu artmis damar gegirgenligi, kompleman
faktorler, interlokin-1, Tumor nekroz faktor- alfa (TNF-o)), Trombosit Faktor 4 (PF-4),
Transforming growth faktor-f gibi kemotaktik maddeler, nétrofil goclinii uyarir
[16,152,154].

Notrofiller travma sonrasi yarali bolgeye ilk ulasan hiicrelerdir. Travmaya bagl
olusan yara bolgesine ilk 6 saat icerisinde ulasir ve iki giin boyunca faaliyet gosterirler.
Bakteriler ve yabanci cisimlerin fagositozu ve proteaz salinimiyla travmaya bagli hasar
gormiis hiicre kalintilarimin ortamdan uzaklastirilmasi noétrofillerin ana gorevleridir

[16,56,100]. Yarada 2-3. giinlerde monosit yogunlugu baslar. Notrofil sayisinin



azalmasiyla beraber monosit/makrofaj sayisi da artar. Makrofajlar 3-5. giinlerde yarada
hakim hiicre olurlar. Aktif makrofajlarin yara bolgesinde bulunmasi yara iyilesmesi igin
esastir. Makrofajlarin yara iyilesmesindeki temel gorevleri ana hatlar1 ile fagositoz ve
antimikrobiyal etki, yara debridmani, matriks sentez regiilasyonu, hiicre aktivasyonu ve
anjiogenezdir [15,154]. Makrofajlarin tek gorevi fagositoz yapmak degildir, ayni
zamanda ¢esitli blyume faktorleri ve sitokinlerin salinimimi da gergeklestirirler [56].
Keratinosit ve fibroblast aktivasyonunu arttirirlar [125,152]. Aktive makrofajlar yara
iyilesmesinde Kilit rol oynayan hucrelerdir [15,17,56]. Proliferatif faza gegiste oldukca
onemlidir. Yara bolgesine lenfositlerin gelisi makrofajlarla beraber olur ve aktive
olmalarindan da makrofajlar sorumludur. inflamatuar fazin sonlarmna dogru ortamdaki
monosit/makrofajlarin agirhikta oldugu hiicre infiltrasyonu giderek azalir. inflamatuar

faz, yaranin derinligine ve genisligine gore degismekle beraber ortalama 3-5 giin devam

eder [17,78].
2.2.2 Proliferasyon Fazi

Inflamatuvar faz sirasinda salinan sitokinler ve biiyiime faktorleri, yara iyilesmesinin
ikinci evresi olan proliferasyon fazin1 stimile eder [153]. Proliferasyon fazi, saglikli
bireylerde yaralanmadan sonraki 48 saat i¢inde baslayip U¢ haftaya kadar devam
edebilir. Bu faz sirasinda etkin olan primer hiicreler fibroblastlar, epitel ve endotel
hicreleridir [4,100,153,154]. Proliferasyon fazinda inflamatuvar hiicrelerin sayisi
azalirken mezensimal hiicrelerin farklilagsmasiyla fibroblastlarin sayist artar [75,78,100,

153].

Proliferasyon fazi, anjiyogenez, graniilasyon dokusu olusumu, yara kontraksiyonu

ve epitelizasyonu igeren 4 6nemli asamadan olusur [103].

Dokularin artan metabolik ihtiyaglarini karsilamak i¢in gereken oksijen ve besin
maddelerini saglamak iizere bu bolgede mikrodolasimin saglanmasi gerekir. Bu amacla
yeni kapiller kan damarlarinin olusturulmasi islemi baslar ki bu olaya da anjiogenez
denir. Ozellikle VEGF, fibroblast biiyime faktorii (FGF-2) ve TNF-B gibi dogal
bliylime faktorlerinin etkisi altinda, endotel hiicrelerinin gogii, cogalmasi ve

organizasyonu ile anjiogenez gerceklesir [9,12,57,78,100,106].

Inflamatuvar faz esnasinda yara yatagindan cikarilan selliiler debris ve bakteriler,

iyilesmenin devam etmesi i¢in doldurulmasi gereken bir defekt birakirlar. Graniilasyon



dokusu, bu boslugu dolduran gegici bir vaskiilarize bag dokusu agidir [103].
Fibroblastlar, inflamatuvar hiicrelerin ve yaralanan dokunun saldigi sitokine ve biiylime
faktorlerine yanit olarak yaraya go¢ ederler. Fibroblastlar yeni ekstraselliiler matriksi ve
immatdr kollajeni (tip III) sentezlemeye baslarlar [57]. Kollajen sentezini uyaran
sitokinlerin basinda ise TGF-B, PDGF ve epidermal growth faktor (EGF) gelmektedir
[112]. Kollajen sentezi yaralanmanin ikinci giinii baslar ve en fazla aktivite 5-7.
gunlerde goralur [4,152,154]. Fibroblastlar ayn1 zamanda fibronektin, proteoglikanlar
ve glikozaminoglikanlar gibi proteinler de sentezler [100]. Bu maddeler kollajen
fibrillerinin kiimelenmesi esnasinda c¢apini ve biiyiikligiinii etkileyerek bag dokusunun

fiziksel 6zelliklerinin olugsmasinda rol oynarlar [15,16,56].

Doku  kaybi  olan  yaralanmalarda  aktin  filamentlerinden  zengin
miyofibroblastlarca baglatilan kontraksiyon hareketi, yaranin lokalizasyonuna bagh
olmakla beraber ginluk 0,6-0,7 mm’lik kontraksiyona ugrayarak yara kenarlarini
yaranin geometrik merkezine dogru ¢eker [100]. Bu kontraksiyonun boyutlari yaranin
derinligi ve boyutlarina goére degisir, Ornegin; lineer yaralar kare ve dikdortgen
yaralardan daha hizli kontraksiyon gosterirken, en yavas kontraksiyon daire seklindeki
yaralarda goriiliir. Ayrica yara kontraksiyonu tam kalinliktaki yaralarda graniilasyon
dokusu olusumu daha fazla oldugundan yarim kalinliktaki yaralara gore daha fazladir
[103]. Kontraksiyon sonucunda yara boyutu kiigiiliir ve gelismekte olan epidermis

granilasyon dokusunu tamamen ortmeye baslar.

Doku kaybi olan yaralarda epitelyal hiicre artisi, enfeksiyon olusumu ve sivi
kaybimin engellenmesinde dnemlidir. Epitelizasyon, insizyonel yaralarda, yaralanmadan
hemen sonra baglar ve 24-48 saat i¢inde tamamlanir [100]. Yara temiz, bazal lamina
biitiinliigli bozulmamis ve yara nemli tutulabilmisse epitelizasyon hizi artar.
Epitelizasyonun tamamlanmasinda, EGF, TGF-a, platelet kaynaklit EGF ve keratinosit
growth faktor (KGF diger adi FGF-7) etkili olan sitokinlerdir [150]. Ekstraseluler
matriks, biiylime faktorleri ve yaranin olusturdugu elektriksel alandaki degisiklikler
epitelyal hiicrelerin migrasyonu i¢in uyarici etki gosterirler. Dermis ve epidermisi igeren
tam kat yaralanmalarda epitel sadece yara kenarlarindan ilerlerken, kismi kalinlikli
yaralanmalarda dermisteki epidermal eklerden de ¢ogalma gergeklesir. Yaranin
altindaki kontrakte olmus bag dokusu yara yiizeyinde kiiclilmeye sebep oldugundan
reepitelizasyonu kolaylastirir [100]. Yara ylizeyinin oOrtiilmesinin tamamlanmasini

takiben epidermis keratinize olmaya baslar.
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Yara iyilesmesinde proliferatif asamanin en énemli 6zelligi, bu fazin belli bir
noktada sona ermesi, ekstraselliler matriks ve granulasyon dokusu olusumunun
durmasimin gerekmesidir. Bu ayarlanmis bir olgudur ve yara kavitesi kollajen matriks
ile birkez doldugunda, fibroblastlar hizlica ortadan kaybolur, bu durum apopitoz adi
verilen kompleks, diizenleyici bir mekanizma ile kontrol altina alinir. Apopitoz,
organizmada yaygin olarak gorllen, tipik morfoloji gosteren, programli fizyolojik bir
hiicre 6lim seklidir. Apopitozla, inflamasyona neden olmadan, istenmeyen ve hasarl

hiicreler yok edilmektedir [52].
2.2.3 Yeniden Sekillenme (maturasyon) Fazi

Yeniden sekillenme asamasi yara iyilesmesinin en uzun sire devam eden fazidir ve
insanlarda 21 gunden baslayarak 1 yila kadar siirdiigii tahmin edilmektedir. Yara
kavitesi granulasyon dokusu ile dolduktan sonra keratinosit migrasyonuyla

reepitelizasyon tamamlandiginda, yeniden sekillendirme asamasi baglar [68].

Kollajenin ortaya ¢ikmasi ile baslayan bir siiregtir. Bu fazin ana 6zelligi kollajen
depozisyonu, organizasyonu ve iyi bir sekilde ag yap1 olusturmasidir. Bu faz sirasinda
yogun hiicresel ve vaskiilaritesi olan doku, daha az yogun hiicre ve damardan olusan
skar dokusu ile yer degistirir. Inflamatuar hticreler ve fibroblastlarin sayis1 ise ortamdan
giderek azalir [15,16,154].

Yarada fibroblastlar tarafindan sentezlenen ilk kollajen olan tip III kollajen,
organize olmamis ve daha ¢ok jel benzeri yapidadir. Bu fazda tip III kollajen giderek
yikilir ve yerini tip I kollajene birakir. Olusan bu yeni kollajen lifleri uygulanan stres
cizgilerine uygun dizilirler ve organize olurlar [100]. Kollajen yapim ve yikimi
ekstraselliiler matriksin yeniden yapilanmasiyla birlikte devam eder ve 21 gin icerisinde
sabit bir dengeye ulasir. Kollajen yikimi fibroblastlar, graniilositler ve makrofajlarca

salgilanan matriks metalloproteinazlar1 (MMP) tarafindan saglanir.

Yaranin giiciinii kKollagen miktari, ¢apraz baglanma yogunlugu ve yapim yikim
arasindaki dengesi belirler. Kollajen fibrillerinin kalinlig1 ile kopma kuvveti arasinda
dogru orant1 vardir. Kollajen fibrillerin yerini daha yogun molekiiller aras1 baglar iceren

organize fibrillerin almasi ile gerilim kuvveti yavas yavas artar [15, 16, 56].

Maturasyon fazinda iyilesme gerceklesirken kollajende artig, damar ve fibroblast

miktarinda sayica azalma goriiliir. Damarlarin birgogunda dejenerasyon ve trombozis
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gelisir. Sonug olarak, granulasyon dokusu yogun kollajen demetleri, inaktif gérinimde
igsi sekilli fibroblastlar, ekstraselliler matriks, elastik doku pargalar1 ve az sayida
damarlar igeren skar dokusuna dondisiir [16,56,154].

Maturasyon fazinin siiresini, hastanin genetik yapist ve yasi, yaranin tipi ve
viicuttaki yerlesimi ve inflamasyon periyodunun siresi ile yogunlugu gibi bir¢ok

degisken belirler.

Yara iyilesmesinde bu 3 safhanin sonunda yaralarda morfolojik olarak ii¢ ana
Ozellik olan yara kenarlarinin kontraksiyonu, reepitelizasyon ve bag dokusu olusumu

saglanarak yara iyilesmesi tamamlanmis olur [15,16,75].
2.3 Yara Iyilesmesi Tipleri
2.3.1 Primer Yara lyilesmesi

Iyilesme yanitmin kalitesi, yaralanmanin sekli ve yara kapanmasmin hangi kosullar
altinda gergeklestigi ile belirlenir. Temiz bir yirtilma ya da cerrahi kesi dikisler ya da
diger yontemler ile kapatilir ve iyilesme hi¢ aralik kalmadan ve minimal skar olusumu
seklinde hizla gergeklesirse primer yara iyilesmesi s6z konusudur (Sekil 2.1). Primer
yara iyilesmesinde ilk 24 saatte hafif bir eksuda meydana gelir. Yaranin oldugu bolgede
hafif bir 6dem ve hiperemi vardir. Daha sonra 2-3 giin i¢inde cevredeki saglam
dokulardan ince kapillerler cogalarak yara araligini kapatirlar ve bu aralikta bir
graniilasyon dokusu meydana getirirler. Primer yarada yara kenarlarinda nekrotik
kisimlar ¢ok azdir, aciklik yoktur, meydana gelen graniilasyon dokusu dar bir alam

kaplar ve bakteri kontaminasyonu ¢ok azdir [36,51,132].
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Sekil 2.1 Primer yara iyilesmesinin sematik gosterimi (Broughton, G., Janis, J.E., Attinger,

C.E. (2006). The basic science of wound healing, Plast Reconstr Surg, 117)



2.3.2 Sekonder Yara Iyilesmesi

Yara kenarlarinin birbirinden uzak, doku harabiyetinin oldugu, agik ve enfeksiyona
ugramis yaralarda sekonder yara iyilesmesi meydana gelir (Sekil 2.2). lyilesme igin
bliylik miktarda graniilasyon dokusu gerekir. Nekrotik kisimlarin atilmasi veya rezorbe
edilerek temizlenmesi uzun zaman aldigindan, siddetli bir iltihabi reaksiyonun
varligindan ve doku kaybinin fazlaligindan dolayr bu yaralarin iyilesmesi uzun ve
karmagiktir. Esasen iyilesme fazlari her iki iyilesme tipinde de aynidir. Yalniz sekonder
iyilesmeyi primer iyilesmeden ayiran en dnemli fark proliferasyon fazi daha uzun siirer
ve kontraksiyon miktar1 ve olusan graniilasyon dokusu daha fazladir [51]. Sekonder
iyilesme genellikle avulsiv yaralanma, lokal enfeksiyon ya da yaranin yetersiz
kapanmasiyla birlikte gorilir [132,138]. Siitiir konulmadan spontan iyilesmeye
birakilmis veya sonradan siitiirleri alinarak kenarlari birbirinden ayrilmis ameliyat

yaralarinin iyilesmesi bu gruba girer [4,37].

N
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Sekil 2.2 Sekonder yara iyilesmesinin sematik gosterimi (Broughton, G., Janis, J.E.,
Attinger, C.E. (2006). The basic science of wound healing, Plast Reconstr Surg, 117)

2.3.3 Tersiyer Yara lyilesmesi

Komplike yaralarda cerrah sekonder iyilesme ile gecikmis primer kapamayi kombine
ederek tersiyer yara iyilesmesine basvurabilir (Sekil 2.3). Gecikmis primer kapama
olarak da adlandirilabilen bu iyilesme sekline kontamine dokudaki enfeksiyon riskini
azaltmak i¢in bagvurulur [103]. Avilsiv ya da kontamine yara debride edilir;
graniilasyon dokusunun olusmasi beklenir ve 5-7 giin boyunca sekonder iyilesmeye
birakilir. Yeterince graniilasyon dokusu olustugunda ve enfeksiyon riskinin minimal
oldugu diisiiniildiigiinde, yara primer iyilesmesi i¢in siitiire edilir. Bu tarz bir iyilesme

icin doku greftleri de kullanilabilmektedir [65,131,132].
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C.E. (2006). The basic science of wound healing, Plast Reconstr Surg, 117)

2.4 Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Son yillarda molekiiler biyoloji, biyomuhendislik ve immunohistokimya alanlarinda
saglanan gelismelerle yara iyilesmesi hiimoral, hiicresel ve metabolik diizeyde daha iyi

anlasilmis ve yara iyilesmesini etkileyen birgok lokal ve sistemik faktor belirlenmistir

[15,16,56,87].
2.4.1 Lokal Faktorler

2.4.1.1 Uygulanan Cerrahi Teknik:

Yara iyilesmesini etkileyen en onemli faktorlerden biri cerrahin uyguladigi teknikdir.
Acik yaranin kurutulmasi, elektrokoterin fazlaca kullanilmasi, ekartorlerin yarattig
travma, yara bolgesinin gergin kapatilmasi ve yetersiz debridman gibi faktorler yara

iyilesmesini geciktirebilir ya da bozabilir [4,142].
2.4.1.2 Doku Iskemisi (Vaskiiler Bozukluklar):

Lokal dolasim bozukluklarinda nétrofillerin ve enflamasyon mediatorlerinin yara
bolgesine ulagmasindaki gecikme fagositik aktivitenin ge¢ baglamasi yara bolgesinin
daha kolay enfekte olmasina sebep olur, bu durum yara iyilesmesinde gecikmeye neden
olur [4, 142].

2.4.1.3 Yarah Bolgedeki Kan Akimi-Oksijenizasyon (hipoksi):

Hipoksinin anlasilmasi yara iyilesmesinde dnemlidir ¢iinkii bir¢ok kronik yaranin temel
karakteristik ozelligi hipoksidir. Yara igerisindeki kiguk damarlarda gorulen hasar,
cevre dokuya gore yarali bolgeyi daha hipoksik yapar. Yarada ortalama oksijen basinci
25 mmHg, ¢evre normal dokuda ise 40 mmHg dir [2]. Bircok kronik yarada cevresel
fibrozis nedeni ile hipoksi olusur. Yeterli oksijenizasyon, bir takim problem ve
komplikasyonlar: olusmadan Onleyebilir bu sebeplerden otiirli yarali bélgenin uygun

oksijenizasyonu mutlaka saglanmalidir.
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Oksijenizasyonu artirmak igin;

e Debridman,

e Elevasyon,

e Agn kontroli,

e Sicak tutmak

e Sigaranin biraktirilmasi ve

e Hidrasyon gibi yontemler uygulanabilir [110].
2.4.1.4 Enfeksiyon:

Enfeksiyon gecikmis yara iyilesmesinin en biiyiik nedenlerinden biridir. Digaridan veya
kan yolu ile yara bolgesine ulagan bakterilere kars1 viicut bir direng gostermektedir.
Bu direnci bozan faktorler;

e Yabanci cisimler,

e Olii ya da iskemik dokular,

e Siddetli travmatize edilmis dokular,

e Yara bolgesinin asir1 gergin bir sekilde kapatilmasi,

e Hematom,

e Radyasyona maruz kalma ve

e Uygun secilemeyen situr materyalleridir [142].
2.4.1.5 Topikal Steroid
Steroid tedavisi lokal direnci baskilayabilir ve gesitli organizmalar i¢in uygun ortami
hazirlayabilir, bu durum yara iyilesmesini geciktirebilir [142].
2.4.1.6 Yara Yerinde Hematom Gelisimi ve Artmis Doku Basiner (6dem):
Yara cevresindeki 6dem ve hematom gelisimi dolagimi etkileyebilir, ayrica graniilasyon
dokusunun proliferasyonunu bozar [142].
2.4.1.7 Yabanci Cisim Varhg::
Yabanci cisimler potansiyel enfeksiyon kaynagidir. Kontamine yaralardaki yabanci
cisimlerin temizlenmesi, enfektif bakteriyel popilasyonun seviyesini biyik oranda
diistiriir [142].
2.4.1.8 Basinch Pansuman Ortii ve Sargilar:
Uygunsuz 0Ortii ve sargi uygulanmasi, ¢ok siku siitiir atilimi gibi faktorler dolasimi bozar,

olusan yeni epiteli bozarak yara iyilesmesinde gecikmeye neden olurlar [4,142].
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2.4.2 Sistemik Faktorler
2.4.2.1 Malnutrisyon:
Yara iyilegsmesinde, metabolik hiz ve nutrisyonel gereksinim artmaktadir.

Proteinler yara iyilesmesinde onemli bir yere sahiptir, 6zellikle serum protein
seviyesindeki azalma inflamatuar fazi uzatir ve fibroplaziyi geciktirir [142].

Vitamin C (askorbik asit) eksikliginde fibroplazi fazi hasarlanmaktadir ve yeterli
miktarda ve kalitede kollajen firetimi gerceklesmemektedir. Vitamin C, prolin
hidroksilasyonu ve lizin depolanmasi i¢in gerekmektedir. Hidroksiprolin eksikliginde,
yeni sentezlenen kollajen hicrelere transport edilememektedir. Hidroksilizin
eksikliginde de, kollajen fibriller arasindaki cross baglanma olmamaktadir [1,136].
Vitamin A (retinoik asit) yara iyilesmesinde fibroplazi, kollajen sentezi ve cross
baglanmas1 ve epitelizasyon asamalarinda etkili olmaktadir. Yapilan hayvan
caligmalarinda kronik steroid tedavisi ile birlikte verilen A vitamininin yara iyilesmesini
olumlu etkiledigi gosterilmistir [20].

Vitamin B6 (piridoksin) eksikliginde kollajen cross baglanmasi azalmaktadir.

Bakir ve ¢inko, bir¢ok Onemli enzimlerin kofaktoriidiirler ve eksikliklerinde

epitelizasyon azalmakta ve kronik, iyilesmeyen yaralar olugsmaktadir.

2.4.2.2 Kematerapi ve Radyoterapi:

Radyasyonun kronik etkileri daha 6nemlidir, ¢inki fibroblast, keratinosit ve endotel
hicreleri etkilenmektedir ve bu hiicrelerde DNA hasarlar1 olusabilmektedir. Endotelyal
hiicre hasar1 ve progresif endarterit olusmakta ve bunlarin sonucunda atrofi, fibrozis ve
doku onariminda azalma olmaktadir. Bu etkiler, spontan olarak geri doniisliidiir fakat
tekrarlayici radyoterapi sonucunda orta derecede hasar olmaktadir. Tedavide genellikle
hiperbarik oksijen terapisi gerekmektedir [41].

Bu tedaviler viicut savunma mekanizmasini bozar, dokularda lokal olarak iskemi
meydana getirebilir. Bu hastalarda 6zellikle kontamine yaralarin iyilesme siireci oldukca
zordur [142,143,144].
2.4.2.3 Yas:

Kronik yaralarm birgogu 60 yas ve iistii kisilerde goriilmektedir. Ornegin 45-65 yas
arast her 100.000 kiside 120 kisi, 75 yas tizeri her 100.000 kiside 800 kisinin kronik
yaradan etkilendigi tahmin edilmektedir [50]. Yara iyilesmesi yasli insanlarin
bircogunda komplikasyon goriilmeksizin gerceklesse de yas arttikca iyilesme hizi hafif

ama sabit bir oranda diismeye baslar. Yaslanma, iyilesme gerceklesirken iskemi,
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enfeksiyon gibi komplikasyonlar olusursa etkisini gosterir. Yaslilarda endotelyal
hicreler ve fibroblastlarda yapilan laboratuvar ¢aligmalarinda doku tamiri icin gerekli
bir takim molekiiler fonksiyonlarda azalma saptanmigtir. Bunlar; hipoksik ve toksik
stres durumunda yasayabilme kabiliyetinde azalma, biiylime faktorlerinde azalmis
uretim, ,kollajen ve diger matriks proteinlerinde azalmadir.

2.4.2.4 Cinsiyet ve Menapoz:

Cinsiyet ve pre-post menapozal dénemlerin yara iyilesmesinde etkisi olabilir. Skar
olusumu genglerde, bayanlarda daha sik goriilmekte, diger yas gruplarinda ise esit
olarak  goriilmektedir. Yapilan calismalarda postmenapozal kadinlarda yara
iyilesmesinin daha yavas ancak skar gelisiminin daha az oldugu goriilmiistiir. Yara
bolgesine ekzojen olarak eklenen Gstrojenin yara iyilesmesini hizlandirdigi ancak skar
gelisimini de arttirdig1 tespit edilmistir [44].

2.4.2.5 Kronik Hastaliklar:

Karaciger ve bobrek yetmezligi, hematopoetik hastaliklar, maligniteler, otoimmdn
hastaliklar, konnektif doku hastaliklar1 gibi kronik hastaliklar yara iyilesmesini bozar
[142].

2.4.2.6 Ilaclar:

Steroidler, aspirin, antikoagulanlar, antineoplastikler, penisilamin, fenilbutazon gibi
ilaglar yara iyilesmesini etkiler [142,144].

2.4.2.7 Sigara:

Sigaranin yara iyilesmesinde olumsuz etkileri bulunmaktadir. Bunlar; vazoaktif kan
akiminda, doku oksijenasyonunda, kollajen depozitlerinde ve nétrofil Oldiirme
mekanizmalarinda azalma seklinde olmaktadir. Ayn1 zamanda biiyime faktorleri ve
metalloproteinazlarda da azalma gozlenmektedir. Postoperatif yara enfeksiyonlarinin
onlenmesi agisindan sigara cerrahi prosediirlerden 4 hafta dnce kesilmelidir fakat yine
de sigaranin negatif etkileri tam olarak dnlenememektedir [44].

2.4.2.8 Endokrin Hastaliklar:

Ozellikle endokrin hastaliklardan diyabetin yara iyilesmesi iizerine olumsuz etkileri
tizerinde durulmaktadir. Diyabetin pek ¢ok organ iizerinde olumsuz etkisi vardir. Yara
iyilesmesi igin bir risk faktorii olarak kabul edilmesine ve birgok arastirmayla teyit
edilmesine ragmen diyabetin yara iyilesmesini nasil engellediginin isleyisi net bir

sekilde aydinlatilamamistir [42].
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Yara iyilesmesinde goriilen aksakliklar, yetersiz insiilin salinimi ve artan kan
glikoz miktar1 sebebi ile olabilir c¢ilinkii hiperglisemi hiicrelerin davranislarini
etkilemektedir [85].

Diyabetik insan ve hayvan modellerinde yapilan ¢alismalar, inflamasyon, kollajen
birikimi, hiicrelerarasi matriks farklilagsmasi, fibroblast ¢ogalmasi ve yara kontraksiyonu
gibi yara iyilesme siirecinde anormallikler oldugunu gostermektedir [74].

Diyabetlilerde goriilen yetersiz yara iyilesmesinin inflamatuar faz sirasindaki
anormal doku cevaplar ile ilgili oldugu disiiniilmektedir [74]. Yara iyilesmesinin ilk
evresi olan inflamatuar fazin tipik Ozellikleri, diyabetli hastalarin yaralarinda
anormallikler gosterir. Yara bolgesinde hiicre birikiminin azalmasi, inflamatuar hiicre
yogunlugunun azalmasina ve bdylece inflamatuar medyatorlerin azalmasia yol
acmaktadir. Bu da fibroblast gociiniin yavaslamasina ve kollajen sentezinde azalmaya
sonug olarak da yara iyilesmesinde gecikmeye neden olur. Azalmis anjiogenezin yol
actig1 hipoksi ve enfeksiyon riskinde artisin haricinde diyabetik yara iyilesmesinde
bahsedilen problemlerin ¢ogunlugu inflamatuar fazda yer almaktadir. Bu da bu fazin
dengesinin yara iyilesmesinin temelini olusturdugunu gosterir [140].

2.5 Yara Bakim

2.5.1 Debridman:

Debridman islemi, bakteri kolonizasyon yogunlugunu azaltarak dokular1 iyilesme igin
hazir hale getirir. Yeterli bir debridman olmaksizin, yara her zaman toksik streslere agik
olur ve besin ve oksijen gibi ihtiyaclar i¢in bakteriler ile miicadele etmek zorunda kalir
[7,144].

Debridman, klasik olarak cerrahi bir islem olarak adlandirilir. Enzimatik, mekanik
(kuretaj) ya da biyolojik ajanlar yoluyla debridman yapilabilir. Bu tekniklerin herhangi
birinin digerine istiinliigii tam olarak kanitlanmamustir [7].

2.5.2 Hiperbarik Oksijen Tedavisi:

Hiperbarik oksijen (HBO) tedavisiyle (2-3 atmosfer basinci altinda verilen % 100
oksijen) plazmadaki oksijen saturasyonu % 0.3 ile % 7 arasinda artis gostermektedir.
Oksijendeki bu artis oksijenin intertisyel difiizyon kabiliyetini 4 ile 5 kat kadar arttirir
[79].
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Hiperbarik oksijen tedavisinden beklenen faydalar sunlardir:

o Doku hipoksisini gidermek,

e Inflamatuar sitokinlerin iiretimini azaltmak,

¢ Antibiyotiklerin etkisini gu¢lendirmek,

e Cesitli bylme faktorlerinin tiretimini ve etkinliklerini arttirmak,

e Fibroblastik proliferasyonu arttirmak,

e Konnektif doku olusumunu ve neovaskiilarizasyonu destekleyerek granulasyon
dokusunun gelisimini saglamak,

e Epitelizasyonu desteklemek.
2.5.3 Antimikrobiyal Ajanlar:

Antimikrobiyal ajanlar; dezenfektanlar, antiseptikler ve antibiyotikler olmak Uzere 3

gruba ayrilirlar [6].

2.5.3.1 Dezenfaktanlar, mikroorganizmalar1 oldiirerek etki etmektedirler ve insan

dokusuna zararlh etkileri mevcuttur. Bu nedenle yaralarda kullanilmazlar [6].

2.5.3.2 Topikal Antiseptikler, mikrobik ajanlara mekanik ya da kimyasal
mekanizmalarla etki etmektedirler. Mikroorganizmalarin ¢ogalmalarini inhibe ederler.
Antibiyotiklerden daha genis etki spektrumuna sahiptirler ve bakteri, fungus, virus,

protozoa ve prionlara kars etkili olabilmektedirler [36].

Yapilan in vitro ¢alismalarda bu ajanlarin fibroblast, 16kosit ve keratinositlere
kars1 sitotoksik etkileri oldugu gozlenmis, fakat invivo caligmalarda bu etkiler
ispatlanamamistir. Bu etkiler graniilosit, monosit, keratinosit ve fibroblast kilttrlerinde

gozlenmistir fakat klinik kanit yoktur [36].

Giiniimiizde kullanilan  antiseptik  soliisyonlar1  arasinda; povidon-iodin,
klorheksidin (biguanid), alkol, hidrojen peroksid (H20.) ve sodyum hipoklorid
bulunmaktadir [6,59,92,105,148].

2.5.3.3 Topikal ve Sistemik Olarak Kullanilan Antibiyotikler, mikroorganizmalarin
blytmesini inhibe etmektedirler. Fakat kronik yaralar igin profilaktik ya da rutin
antibiyotik kullaniminin klinik enfeksiyonu azalttigina dair kanitlar yoktur. Buna
ragmen kullanilan topikal antibiyotikler kritik kolonize yaralarda bakteri sayisin
azaltmaktadir [138].
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2.5.4 Buyume Faktorleri:

Platelet derive biiyiime faktorii (PDGF) Amerika Birlesik Devletlerinde Besin ve Ilag
Kurumu (FDA) onay1 alan ilk biiyiime faktoriidiir. PDGF, yaslilarda mevcut olan kronik
yaralar ve radyoterapi gérmiis yaralar gibi birgok yaranin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Fakat peptid yapidaki bu faktér enfekte yaralarda mevcut olan
proteazlar tarafindan degredasyona ugrayacagindan sadece iyi hazirlanmig yara
yataginda ise yaramaktadir [24,135]. Vaskuler endotelyal buyume faktéri (VEGF) gibi
diger birgok biiylime faktorlerinin de klinik ¢alismalar1 halen yapilmaktadir [137].

2.54.1FGF

Fibroblast biiylime faktorleri (FGF) biiylime faktorleri igerisinde en ¢ok calisma yapilan
gruptur. FGF ailesinin ilk izolasyonu 1974 yilinda gerceklesmistir ve giinimiize kadar
da omurgali ve omurgasiz birgok canlida 23 farkli iiyesi oldugu gozlenmistir
[49,93,145]. FGF’ler embriyonik ve fetal gelisimde, yara iyilesmesi, damarlanma, doku
olusumu, sinirsel koruma, hiicre gogii, hiicre cogalmasi ve farklilasmasi, tiimor gelisimi
ve apoptosis gibi bircok énemli biyolojik surecin diizenlenmesinde gorev almaktadir
[63,107,117].

FGF’ler endotel hiicrelerden hem sentezlenir hem de bu hiicreler tarafindan FGF’e yanit
verilir. FGF’ler fibroblast growth faktor reseptorlerine baglanarak biyolojik olarak aktif
hale gelirler. GlUnlimiize kadar FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3 ve FGFR-4 olmak (izere 4
adet reseptor varligi tespit edilmistir [69]. Faktor ve reseptor baglandiktan sonra
reseptorde  otofosforilasyon gergeklesir ve aktif hale gelen FGF tarafindan

transkripsiyonu duzenleyici bir takim proteinler uyarilir [32].

Hucrelerin blylime ve diferansiyasyonunda gorev alan fibroblast blyiime faktorleri
polipeptid yapidadirlar. FGF ailesi i¢inde asidik fibroblast biiyiime faktorii (FGF-1 veya
aFGF) ve bazik fibroblast blyume faktorii (FGF-2 veya bFGF) one ¢ikan iki iiyedir.
bFGF, en cok insan endotel hiicrelerinden ve periodontal ligamentteki fibroblastlardan
uretilir. Ozellikle mezodermal kokenli hiicreler Uzerinde kemotaktik, mitojenik ve
anjiojenik etkileri mevcuttur. Bu etkileri sayesinde bFGF ‘leri periodontal dokularin

tamir ve rejenarasyonunda aktif gorev almaktadirlar [16].

Mezenkimal hiicreler icin mitojen olarak ilk kez bulunan bu faktdriin anjiogenezi

uyardig1 ve yara iyilesmesinde rolii oldugu gosterilmistir, Her iki tip FGF de endotel
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proliferasyonu ve motiliteyi arttirarak vaskiilarizasyonu arttirir. Heparinin etkilerini
giiclendirir. Bazik FGF, ayrica kollajen sentezini, yara kontraksiyonunu, fibronektin ile
proteoglikan sentezini ve epitelizasyonu uyarir. Bazik FGF'Un neovaskilarizasyonu
uyarici O6zelligi yaklasik 10 kat fazladir [83,85].

2.54.2 EGF

Dr. Stanley Cohen tarafindan 1962 yilinda ilk kez farelerin submandibuler tiikiiriik
bezinden Epidermal buyiume faktorii (EGF) izole edilmistir [27]. Cohen yapmis oldugu
klinik ¢alismalarda sinir biiylime faktoriinlin izolasyonunu gerceklestirmeye c¢alisirken,
erkek farelerin submandibuler tiikiirik bezlerinden elde ettigi ekstrenin yeni dogan
farelere enjeksiyonu sonrasi dis siirmesi ve goz kapagi agilmasinin erken gerceklestigini
gbozlemlemis ve epidermis gelisimini hizlandirict etkisi sebebiyle bu maddeye
Epidermal Growth Factor (EGF) adin1 vermistir [26,27]. EGF birgok memelinin vicut
stvilarinda ve degisik dokularinda bulunan, 53 aminoasitten olugsmus mitojenik bir

polipeptitdir [33,39,98].

EGF, fare submandibuler tikurtik bezinde sentezlenerek tibuler kanal hcrelerinde
depolanmaktadir. Fakat submandibular tiikiiriik bezinin ¢ikarildig: farelerde serum EGF
seviyesinde bir degisiklik goriilmemesi EGF’nin sadece tiikiiriik bezinde degil baska
dokularda da sentezlendigini diisiindiirmiistiir [28]. Insan viicudunda tiikriik ve idrarda,
pankreas, mide, seminal, serebrospinal ve prostat sivilarinda ayrica kan ve siitte EGF’ye
ait reseptorler bulunmaktadir. EGF bununla birlikte bir¢ok hiicrede, 6zellikle plasenta
ve karaciger hiicrelerinde bulunmakta ve mezodermal ve ektodermal bir¢ok hiicre i¢in
mitojenik 6zellige sahiptir [28,40,54]. Fibroblastlar, korneal endotel hiicreler ve sinir
sistemi destek dokusu hucreleri tzerinde mitojenik aktiviteye sahip olan EGF en ¢ok

mezodermal hiicreler tarafindan salgilanir [26,27,73].

Epidermal biyume faktorl, doku ve vaskuler sistemlerin tamirinde, anjiyogenezis ve
embriyogenezisde biiyiik rol oynamaktadir [76]. Neoplastik bilylmede ve yara
iyilesmesinde etkisi olan EGF [122] hiicrelerde iyon alinimini, DNA ve RNA ile protein
yapiminm1 ve glikolizisi artirict o6zellik gosterir [15,54]. EGF, yara iyilesmesinde
enflamatuvar faz, proliferasyon fazi ve yeniden sekillenme fazi olmak iizere, birbirinin
ardr sira gelisen bu 3 ayn siirecte de etkisini gostermektedir [89]. inflamatuvar fazin
bitiminden fibroblastlarin kollajen sentezine, yara kavitesinin granulasyon dokusu ile

dolumundan epitelizasyon tamamlanincaya kadar mitojenik etkisi oldugu goriilen
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polipeptid yapisindaki EGF’nin faaliyet gosterdigi bilinmektedir. [38,45,62,111,
113,127,143,149].

2.5.4.3 VEGF

Vaskdiler endoteliyal buylme faktori (VEGF), bircok fonksiyonel ve biyolojik
aktivitede onemli rol oynayan polipeptid yapida bir molekiildiir. Organlarin gelisim
evresinde aktif rol oynayan bu molekil ilk defa karsinoma hucrelerinden, timorlerin
asit sivist akimini arttiran bir permaalite faktorii olarak izole edilmis ve vaskiiler
permeabilite faktorii (VPF) olarak isimlendirilmistir. Sonrasinda yapilan ¢alismalarda
VEGF bir anjiogenik faktor olarak izole edilmis ve endotel hiicre migrasyonunu ve
proliferasyonunu indiikledigi goézlenmistir. Bilinen en gucli anjiogenik sitokindir
[14,16,124].

VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F ve plasental blyime
faktori (PLGF) olmak (izere VEGF ailesinin 7 iiyesi vardir [126,134]. VEGF’iin
biyoaktivitesi koreseptorlere ve spesifik reseptorlere baglanmasi ile olusur. Bu reseptor
ve koreseptorler, lenf ve vaskiler endotel hiicrelerinde, monosit ve makrofajlarda,
epitelyal hicrelerde, hematopoetik kok hicrelerde, diz kas hucrelerinde, myojenik

oncul hicrelerde ve fibroblastlarda bulunur [16,61].
2.5.5 Diger Uriinler:

Piyasada, etkinligi kanitlanmamis pek ¢ok iiriin bulunmaktadir. Piyasadaki pansuman
malzemelerinin bir¢ogunun temini kolay olmamakta ve maliyet acisindan ek kiilfet
getirmektedir. Bu nedenle yara iyilesmesine 151k tutabilecek alternatif iirlinler arayisi

stirmektedir.

Pansuman alternatifi  olabilecek pekgok iirliniin yara iyilesmesinde
kullanilabilecegi yapilan ¢aligmalarla giindeme getirilmistir. Bu iiriinler, ¢esitli
mekanizmalarla  etki  gostererek  yara iyilesmesini  etkilemektedirler. Bu
mekanizmalardan biri de antiinflamatuar etkidir ve antiinflamatuar etki gdsteren
driinlerin topikal kullaniminin yara iyilesmesi ilizerinde olumlu etkilerinin oldugu
yapilan caligmalarda gosterilmistir. Bu {rlinler yara iyilesmesinin enflamasyon
asamasina etki etmektedirler. Bu amaclh bir¢cok yag iirlinleri denenmistir. Bunlardan,
son zamanlarda piyasada kantaron yagi olarak bilinen H. perforatum icerikli yaglarin

yara bakiminda topikal tedavi amach kullanilabilecegi giindeme gelmistir. Bu yaglarin,
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icerdikleri quercetin ve 13- 118- biapigenin ile etki gosterdikleri ve antiinflamatuar ve

epitel rejenerasyon etkilerinin bulundugu gosterilmistir [157].
2.6 Hypericum Perforatum L.

Hypericum cinsi ozellikle Akdeniz Havzasi gibi iliman iklimlerin hakim oldugu
alanlarda yayilis gostermektedir. Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve Kuzey Amerika’da
dogal olarak yetismektedir [90].

Hypericum perforatum L., Hypericaceae ailesine ait olan ve sar1 kantaron,
kanotu, binbirdelikotu, koyunkiran, kuzukiran, kiligotu, yaraotu, mayasilotu gibi degisik
adlarla anilan bir bitkidir. Hypericum cinsinin Tiirkiye’de 70, dinyada ise 350-400
farklh tiirti vardir [10]. Dilinyanin iklimi 1liman ve tropikal bolgeleri boyunca, ¢cogunlukla
¢imenli nehir kiyilarinda, yol kenarlarinda, yazin kurak, kisi nemli olan bolgelerde ve
bakimsiz tarlalarda yaygin olarak goriiliir. Hafif asidik-notr topraklarda en iyi yetisir
[29].

H. perforatum L. ¢ok yillik ¢ali veya ot formunda olan, ugucu yag ve hiperisin
iceren bezleri olan, sar1 gigekli (Sekil 2.4, 2.5) son yillarda Amerika'da Kkultiri de
yapilan bir bitkidir [53]. Yapraklar tek, karsilikli ya da spiral sekilde dizilmislerdir
(Sekil 2.6). 5 adet sepal tomurcuk igerisinde yerlesmistir. Bes adet petal birbirinden
bagimsiz tomurcuk i¢inde burusuk bir sekilde yerlesmistir. Stamenler salkim seklinde
veya ¢ok sayidadir. Ovaryum Ust durumludur. Eksensel ya da parietal plasent dallanma

gosterir. Tohumlari endosperm tagimaz [97].
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Sekil 2.5 H. perforatum L. bitkisinin ¢igekli kisimlarinin goriintiisii
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Sekil 2.6 H. Perforatum L. bitkisinin yaprak gorintusi

H. perforatum oziitleri yiizyillardir travma, yanik, romatizma, agri, altin1 1slatma,
depresyon [53], morluk, sislik, enflamasyon, anksiyete ile bakteriyel ve viral

enfeksiyonlarin tedavisi igin geleneksel ilag olarak kullanilmaktadir [64].

Bu bitkinin yaralari iyilestirici etkisi ¢ok iyi bilinir. Anadolu’da yara iyi edici
ozelliginden ve insan sagligma olumlu daha bir¢ok etkisinden dolay1 halk arasinda
kullanilmaktadir. H. perforatum’un yara iyilestirici etkisinin yani sira sedatif, antiseptik,
antioksidan, antidepresif, spazm giderici, antiviral ve antimikrobiyal, hepatoprotektif,
ditretik ve antibiyotik etkilerinin varligindan bahsedilmektedir [10,13,25].

H. perforatum L.’nin yagh preparatlari, haricen kiigiik yaniklar, yaralar, deri
enfeksiyonlart ve gesitli agrilar i¢in kullanilmaktadir. Bitki preparatlar1 anksiyete ve
depresif problemlerde kullanilmaktadir [53].

H. perforatum’dan hazirlanan kantaron yaginin yara iyilestirici etkisi ¢ok uzun
zamandan beri bilinmektedir. Haricen ve dahilen kullanilan kantaron yaginin
inflamasyonu baskilayici ve yara iyilestirici etkisi vardir. Yagin rengi ve etkisi kirmizi

renkli bir diantron pigment olan hiperisinden otiradir [118]. Bu ilag asir
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kullanildiginda ve giines 1s18ina maruz kalindiginda fotosensitizasyona yol agar,

mukoza ve ciltde inflamasyon ve dermatit olusur [8,30].

Yara iyilesmesinde H. perforatum’un inflamasyon periyodunu kisalttig:
(antiinflamatuar etki), enfeksiyona direnci, fibroblast migrasyonunu ve kollajen
depolanmasini arttirdigr bulunmustur. Bunun yaninda fibroblast yiizdesinde artis

meydana getirdigi, fibroblastlardaki kollajen sentezini arttirdig1 da gosterilmistir [109].
2.6.1 Hypericum Perforatum L’nin Aktif Bilesikleri

H. perforatum L. en az 10 smf biyoaktif bilesik igerir; naftodiantron tiirevleri,
flavonoidler, floroglusinol tiirevleri, prosiyanidinler, tanninler, esansiyel yaglar,
aminoasitler, fenilpropanlar, ksantonlar ve diger suda ¢o6ziilebilen bilesikler (organik
asitler, peptidler ve polisakkaritler) [53]. Bu bilesenler her bitkide degisik yogunlukta
bulunur. Tiir icindeki ve/veya gelisimdeki genetik varyasyonlar, ekolojik biiylime
sartlari, hasat zamani, 6rnegin hazirlanma yontemi, 1s18a maruz kalma ve depolama
sartlar1 bu farkliligin nedenleridir [104,151]. Bunlar arasinda yara iyilesmesinde en ¢ok
hyperforinin etkili oldugu fakat diger maddelerin de yardimci oldugu gdosterilmistir
[35,53].

2.6.1.1 Floroglusinoller

H. perforatum L. nin ¢i¢ek ve tomurcuklarinda hiperforin ve adhiperforin (Sekil 2.7) adi
verilen floroglusinol bilesikleri vardir [53]. Isik ve havada stabil olmayan hiperforin H.
perforatum L. Ozutlerinde %1-5 oraninda bulunur. Miktarinda kurutma ve saklama
kosullart ¢ok Onemlidir [23]. Degisik sartlardaki deneylerde hiperforinin degisik

konsantrasyonlarda olmas1 degisik sonuglara neden olabilir [96].

R=H ___......._. Hiperforin
R =CHs......... Adhiperforin

0
T
0

Sekil 2.7 H. perforatum L. bitkisinin igerdigi floroglusinollerin kimyasal yapisi
(European Scientific Cooperative on Phytotheraphy (ESCOP). (2003). ABD)
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Medina ve ark. (1997), yaptiklar arastirmada hypericum tiirlerinde bulunan hiperforinin
siklooksijenaz-1 ve 5-lipoksijenazi inhibe ederek antienflamatuvar aktivite gosterdigini
belirtmislerdir. Hiperforinin ayrica l6kositlerin proenflamatuvar cevabiyla iliskili
oldugu belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada H. perforatum’un gram pozitif bakterilere
kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu ancak gram negatif bakterilerin gelisimi

uzerinde herhangi bir inhibitor etkisinin bulunmadig: belirtilmistir [95].
2.6.1.2 Naftodiantronlar

Ozellikle bitkinin ¢icek acan kisimlarinda ve tomurcuklarinda hiperisin  ve
psodohiperisin ad1 verilen naftodiantronlar bulunur [104]. Bitkide % 0.05-0.3 oraninda
bulunur. Hiperisin, psédohiperisin ve bu bilesiklerin biyosentetik prekiirsorleri olan
protohiperisin ve protopsodohiperisin ve eser miktarda bulunan siklopsédohiperisin
(Sekil 2.8) naftodiantron tiirevi bilesikler sinifindadir [35].

o olH H
- = ’ _
HO
O /\ ( Hjy HO
Hﬁ l
Ri=CH35 .«ou0uu Hiperisin R=CH;j;......... Protohiperisin
R = CH>OH....Ps6édohiperisin R = CH>OH....Protopsédohiperisin

Sekil 2.8 H. perforatum L. bitkisinin i¢erdigi naftodiantronlarin kimyasal yapisi
(European Scientific Cooperative on Phytotheraphy (ESCOP). (2003). ABD)

2.6.1.3 Flavonol Glikozitler

Flavonoidler biitiin damarh bitkilerde bulunan ve dolasiyla insan diyetinde de yer alan

bilesiklerdir [95]. Bu bilesiklerin biyolojik aktivitesi tam olarak bilinmemektedir.

Bitkinin yapraklar, sap, cicek ve tomurcuklar: gibi toprak istii kisimlarinda
quersetin, hiperosit, quersitrin, izoquersitrin, rutin, kampferol, luteolin ve mirisetin gibi
(Sekil 2.9) ¢ok sayida flavonoid bilesikleri vardir [86,95].

23



OH

OH
R = Glikoz-Ramnoz....Rutin

HO o R =Galaktoz............. Hiperozit
R=Glikoz.......co........ |zokersitrin
R=Ramnoz............. Kersitrin
R=He. Kersetin

R
OH 0

Sekil 2.9 H.Perforatum L. bitkisinin igerdigi flavonoitlerin kimyasal yapisi
(European Scientific Cooperative on Phytotheraphy (ESCOP). (2003). ABD)

Quersetin ve diger flavonoidler bitkinin antiinflamatuar etkisini gdstermesine
yardimer olur [147]. Quersetin, antioksidan aktivite de dahil olmak Uzere birgok
biyolojik aktiviteye sahiptir. Bircok patolojide 6nemli koruyucu olarak rol alir.
Flavonoidlerin malign hicrelerin biyimesini inhibe ettigine dair birgok ¢alisma vardir
[69].

Morikave ve ark. (2001) tarafindan yapilan galismada quersetinin inflamasyon
fazinin erken ve ge¢ evrelerinin her ikisini de etkiledigi, inflamatuar hiicrelerinin

inflamatuar mediatorler salinimini engelledigi gosterilmistir [101].

Radulovic ve ark. (2007), Balkanlar’da yetisen dokuz Hypericum turinin
antioksidan etkilerini arastirmiglardir. Bu amagla ekstrelerin antioksidan kapasiteleri
spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. En yiliksek antioksidan etkiye sahip olan iki tiiriin

H. perforatum ve H. barbatum oldugu tespit edilmistir [123].

Dogal bir flavon tiirevi olan rutinin antiinflamatuar ve vasoaktif ozellikleri
bilinmektedir [66,86]. Kapiller gegirgenligi azaltir, periferik kan damarlarmi biiziicii

etki gosterir ve trombosit-aktive edici faktoriin mukozadaki miktarini azaltir [67].
2.6.1.4 Ksantonlar

H. perforatum ‘ da bulunan ksantonlarin in vitro olarak MAO-A ve MAO-B’yi kuvvetli
olarak engelledigi gozlenmistir. Bu bilesik daha ¢ok bitkinin kdklerinde bulunmaktadir.
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2.6.1.5 Diger Bilesikler

Bitkide ayrica prosiyanidinler, tanninler, komarinler, aminoasitler, fenilpropanlar vardir

[57]. Tannin igeren birgok bitkinin antiiilserogenik 6zelligi oldugu bildirilmistir [5].

Tanninler ve polifenoller ortak bir takim fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahiptir;
bu 6zellikler onlarin fizyolojik ve farmakolojik faaliyetlerinin temelini olusturur; bunlar
antioksidan ve radikal temizleyici 6zellikleri ve proteinler ve polisakkaritler gibi diger
molekdllerle  kompleks yapabilmeleridir  [60]. Bitki  polifenollerinin  lipid
peroksidasyonunu engelledigi ve hidroksit, superoksit ve peroksit gibi radikalleri

temizleyebildigi bilinmektedir [11].
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3 MATERYAL ve METOT

Cumhuriyet Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (CUBAP) tarafindan
desteklenen bu g¢alisma deneysel ve immunohistokimyasal olarak iki bolim altinda
gerceklestirildi. Deneysel kismi; Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvari’nda, immunohistokimyasal degerlendirilmesi Cumhuriyet Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda, histopatolojik
degerlendirilmesi ise Cumhuriyet Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim

Dali’nda gerceklestirildi.

Calismaya baslamadan once 03.03.2014 tarih ve 23 sayili Cumhuriyet
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul onay1 alindi ve galisma sirastnda Cumhuriyet
Universitesi Etik Kurulu yénergesinin 13. maddesinde belirtilen ¢ Etik kurallara

uygunluk esas1’’ kararina uyuldu.

Bu calisma i¢in kullanilacak olan ratlar, Cumhuriyet Universitesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edildi. Calisma, veteriner kontrolii ile saglikli
oldugu belirlenen agirliklart yaklagik 250-300 gram arasinda olan, ortalama 12 haftalik
yetiskin 32 adet erkek Wistar albino rat iizerinde yapildi. Denekler, 12 saat aydinlik/12
saat karanlik siklusu saglanacak sekilde tutularak, serbest diyet ve i¢gme suyu ile
beslenmeleri saglandi. Oda 1s1s1 22 + 2 °C” de sabit tutuldu. Bulunduklar1 odanin nispi
nem oranit % 30-45 arasinda tutularak, odanin havalandirilmas: filtre edilerek,
kontaminasyon riski onlendi. Ratlar kafeslerde tek olarak ve altlarinda talas olacak

sekilde barindirildi.
3.1 Calisma Gruplarimin Tanimlanmasi

Deney hayvanlar1 her grup 8 deney hayvanindan olusacak sekilde 4 gruba ayrildi
(Cizelge 3.1). Bu gruplardaki deney hayvanlarinin sirtlarinda 6mm g¢apinda iki defekt
olusturuldu. Bu defeklerden soldakiler kontrol gruplarini sagdakiler ise deney gruplarini
olusturdu. Kontrol gruplarina defekt acildiktan sonra herhangi bir islem yapilmazken,
deney gruplarina defekt acildiktan sonra H. perforatum’dan elde edilen kantaron yagi

topikal olarak uygulandi. Her grup sirasiyla 4, 7, 14 ve 21. giinde sakrifiye edildi.
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Kontrol Grubu Deney Grubu Grup basina hayvan
Gruplar (ratlarin sol sirt bolgesi | (ratlarin sag sirt boélgesi adedi
defekt sayisi) defekt sayisi)
1. Grup
4. glin sakrifiye 8 8 8
edilecek grup
2. Grup
7. giin sakrifiye 8 8 8
edilecek grup
3. Grup
14. glin sakrifiye 8 8 8
edilecek grup
4. Grup
21. glin sakrifiye 8 8 8
edilecek grup
Toplam 32 32 32

Cizelge 3.1 Calisma gruplarinin sematik gosterimi

3.2 Cerrahi Teknik

Deney hayvanlarinin anestezisi intramuskiiler enjeksiyon yontemi ile 3 mg/kg xylazine

(Rompun, Bayer, Istanbul, Turkey) ve 90 mg/kg Ketamin HCI (Ketalar, Eczacibas,

Warner Lambert, istanbul, Turkey) kullanilarak saglandi. Yeterli bir anestezi derinligi

icin goz kapagi refleksinin kaybolmasi beklenildi ve ratlarin sirt bolgesindeki deri tras
edildi (Sekil 3.1). Serum ile yikanarak bu alandaki killar uzaklastirildi. Betadine

kullanilarak sirt ¢evresi boyandi (Sekil 3.2). Steril ortiiler kullanilarak islem yapilacak

alan operasyona hazir hale getirildi. Kullanilacak olan el aletleri dahil olmak {izere

biitiin malzemeler otoklavda sterilize edildi. Operasyonda asepsi ve antisepsi kurallarma

dikkat edilerek steril olarak calisildi.
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Tek kullanimlik steril 6mm ¢apindaki punch biyopsi aleti (Sekil 3.3) ile her bir
ratin sirtinda ikiser adet tam kalinlik yumusak doku defekti olusturuldu. Bu defektlerden
ratin sol tarafi kontrol grubu olarak kullanildi kontrol grubuna higbir islem

uygulanmazken, ratlarin sag tarafi ise deney grubu olarak kullanildi (Sekil 3.4).

.
x

h

Sekil 3.2 Operasyon sahasinin betadin ile boyanmast
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Sekil 3.3 Punch biyopsi aleti

Sekil 3.4 Punch biyopsi aleti olusturulan defektler
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Sekil 3.5 Defekte kantaron yaginin uygulanmasi

3.3 Hypericum Perforatum L. Bitkisinden Kantaron Yagmin Hazirlanmasi ve

Uygulanma Sekli

Calismada kullanilan H. perforatum bitkisi Sivas ilinden 2014 Haziran ayinda
toplanmigtir. Saglikli bitkiler secildikten sonra toprak iistii kisimlart kurutulmustur.
Bitkiler seffaf bir kavanoz igerisine sikistirilmadan yerlestirilmis ve iizerini ortecek
kadar saf zeytinyagi konulmustur. Hazirlanan yag en az dort hafta boyunca giines
gorecek sekilde giin asir1 karistirilarak bekletilmistir. Bu yontem literatiirde *’giines
15181 maserasyon yoOntemi’’ olarak gegmektedir [88]. Bir ay sonunda olusturulan
zeytinyagli bitki ekstresi filtre kagidindan siiziilerek deneysel ¢alismada kullanilabilecek

hale getirilmistir.

Cumhuriyet Universitesi Eczacilik Fakiiltesi laboratuvarinda hazirlanan kantaron yagi 5
cc’lik enjektdor yardimiyla topikal olarak gilinde bir kez olmak iizere defektlere

uygulandi (Sekil 3.5).
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3.4 Ratlarin Bakimi ve Deneyin Sonlandirilmasi

Postoperatif olarak deney hayvanlarina analjezik olarak Carprofen 4mg/kg (Rimadyl,
Pfizer) ve antibakteriyel olarak Ceftriaxon 25 mg/kg (Rocephin, Roche) 5 gin sire ile
intramuskiiler yontemle uygulandi. Deney hayvanlari islem sonrasi 1. grup 4. giinde, 2.
grup 7. glnde, 3. grup 14. giinde ve 4. grup 21. giinde 200mg/kg sodyum pentobarbital
(Petothal, Abbot, ABD) kullanilarak sakrifiye edildi. Sakrifikasyon sonrasi ratlarin
sirtlarinda  olusturulan defektlerden diseksiyonla yumusak doku ornekleri ¢ikarildi.
Cikarillan orneklerin bir kismi histopatolojik inceleme icin %10’luk formoliin icine
konuldu, diger bir kismi ise immunohistokimyasal degerlendirme i¢in kuru buz

icerisinde -80°C’ de saklandi.
3.5 Degerlendirme Yontemleri
3.5.1 Histopatolojik Ydntem

Ratlarin insizyon hattindan serit seklinde biyopsi Ornekleri alindi. Alinan 6rnekler %
10’luk formoliin i¢inde tespit edilerek rutin doku takip islemlerinden gegcirilerek parafin
bloklar hazirlandi. Hazirlanan parafin bloklardan alinan 5 mikrometre kalinligindaki
kesitler histopatolojik inceleme i¢in hemotoksilen eozin ile boyandi. Kesitler Leica DM
2500 markali 151k mikroskobunda 6dem, PMNL infiltrasyonu, hiperemi, makrofaj,
fibroblast miktar1 ve epitelizasyon agisindan degerlendirildi. (Sekil 3.6)

Sekil 3.6 Leica DM 2500 151k mikroskobu
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3.5.2 Immunohistokimyasal Yontem (ELISA Yontemi)

Immunohistokimyasal ydéntem yazili olan protokollere uyularak yapildi. Degerlendirme
oncesi dokular1 pargalayip homojen hale getirmek igin 100mg’lik doku PBS soliisyonu
ile yikandi, 1ml’lik Ornekler -20°C’de 24 saat boyunca inkube edildi. Hicre
membranlarinin pargalanmasi i¢in 2 kez dondur ¢ozdiir isleminden gecirilen 6rnekler
2-8 °C’de 5 dakika boyunca 5000 g’de santrifiij edildi (Sekil 3.7). Sipernat
incelendikten sonra ortamdan uzaklastirildi. Homejenizasyon sonrast elde edilen
ornekler -20°C’de tekrar inkiibe edildi. Degerlendirme asamasinda Ornekler tekrar

cozdiiriilerek santrifiij edildi ve doku homojenizasyon islemi tamamlandi.

Ornekler, reaktifler ve standartlar prosediire uygun olarak hazirland: (Cizelge 3.2).

120ng/L Standart no.5 120 pl orijinal standart + 120 pl standart ¢ozUcu

600ng/L Standart no.4 120 pl Standartno.5 + 120 ul standart ¢oziicl

300ng/L Standart no.3 120 pl Standartno.4 + 120 pl standart ¢oziicl

150ng/L Standart no.2 120 pl Standart no.3  + 120 pl standart ¢oziicl

75ng/L Standart no.1 120 pl Standartno.2  + 120 pl standart ¢oziicl

Cizelge 3.2 Ornekler, reaktifler ve standartlarin hazirlanma prosediirii

Hazirlanan 6rnekler ve standartlar, elisa sollisyonu ve biotin ile isaretlenmis antikorla
playte ilave edildi. Playt 60 dakika boyunca 37°C’ de inkiibasyona birakildi. 5 kez
yikama igleminden gegirilen playte A ve B kromojen reaktifi eklendi ve 37°C’de 1 dk
inkiibe edildi (Sekil 3.8) ve renk degisimi gbzlenmeye baslandi. Stop soliisyonu ilave
edilerek reaksiyon durduruldu. 10 dk igerisinde 450’nm’de degerler Elisa readerla
(Thermo Multiskan GO) okundu (Sekil 3.9) ve belirtilen sekilde hesaplandi.

( Degerlendirme araligi: 5-2000 ng/L, Duyarlilik: 2.25 ng/L)
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Sekil 3.7 Homojenizator lnitesi (Inovia ProH-6000)

Sekil 3.8 Inkubator cihazi (Biosan PST-60 HL-4)
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Sekil 3.9 Elisa reader cihazi (Thermo Multiskan GO)

3.5.3 Yara Yiizey Alanimin Degerlendirilmesi

Olusturulan tiim defektlerde iyilesmenin seyri, 4., 7., 14. ve 21. giinlerde ratlarin
tespitinin saglanmasindan sonra, milimetrik asetat kagidina 0.3 mm c¢apinda ucu olan

kalict marker kullanilarak yaralarin boyutu ¢izilmistir (Sekil 3.10).

Yara alaninin hesaplanmasinda CoreIDRAW X6 adli program kullanildi. Bu
program ii¢ boyutlu yeryiizli ¢izimleri ve kontur ¢izimleri yapmak {iizere tasarlanmus,
genellikle madencilik ve jeolojik harita ¢izimlerinde kullanilan bir bilgisayar

programidir.

Yaralar iizerinden gecilerek elde edilen ¢izimler tarayici ile taranarak bilgisayar
ortamina aktarildi. Elde edilen < TIFF’’ formatindaki dosya CoreIDRAW X6

programindaki sisteme aktarilarak yara yiizey alanlar1 iki boyutlu olarak hesaplanmaistir.
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Sekil 3.10 Yara ylizeyinin asetat kagidina aktarilmasi

3.6 istatistiksel Yontem

Caligmamizdan elde edilen veriler SPSS (Ver 22.0) programina yiiklenerek verilerin
degerlendirilmesinde parametrik test varsayimlari yerine getirildiginden (kolmogorof —
simirnov) 2 ortalamanin arasindaki farkin 6nemlilik testi, varyans analizi, Tukey testi,
Fisher Kesin Ki-kare testi, Ki-kare Exact testlerden Monte Carlo modeli kullanilmistir.
Verilerimiz tablolarda aritmetik ortalama +standart sapma seklinde belirtilerek yanilma

diizeyi 0,05 olarak alinmustir.
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4 BULGULAR
4.1 Klinik Bulgular

Deneysel calisma siiresince ratlarin uygulanan cerrahi islemi iyi tolere ettigi,
beslenmeleri acisindan herhangi bir olumsuzluk gelismedigi, operasyona bagli herhangi
bir enfeksiyon olusmadigi ve deneklerin genel saglik durumlarinin iyi oldugu

g6zlemlendi.
4.2 Histopatolojik Bulgular

Histolojik olarak gruplara ait kesitlerin mikroskobik degerlendirilmesinde 6dem, PMNL
infiltrasyonu, hiperemi, makrofaj ve fibroblast miktar1 ile epitelizasyon miktarina
bakilarak yara iyilesmesi degerlendirildi (Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8).
Histopatolojik degerlendirmede 0 = yok, 1 = hafif, 2 = orta ve 3= yogun olarak

skorlandi.
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Sekll 4.1 Kontrol grubu 4 gune ait hlstopatolopk gorintu. Pollmorfonukleer Iokosn

infiltrasyonu (siyah oklar) ve 6dem, Hematoksilen Eozin x160

infiltrasyonu (siyah oklar) ve 6dem, Hematoksilen Eozin x160.
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Sekil 4.3 Kontrol grubu 7. giine ait histopatolojik géruntu. Polimorfonikleer I6kosit
infiltrasyonu ve édem (siyah oklar), Hematoksilen Eozin x160.

W ’ q y T "
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N ot £ \ § I J'f" /f"_j e AN N
Sekil 4.4 Deney grubu 7. gune ait histopatolojik goriinti. Kas dokuya kadar yayilmis

polimorfonikleer 16kosit infiltrasyonu (siyah oklar) ve 6dem, Hematoksilen Eozin
x260.
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Sekil 4.5 Kontrol g}ubu 14 ‘gUne‘éit histopatolojik erntU. Polimorfonikleer I6kosit

infiltrasyonu (siyah oklar), Hematoksilen Eozin x200.

Al SOTRET An R ST Sl S
Sekil 4.6 Deney 14. giine ait histopatolojik gortnti. Polimorfonukleer 16kosit

infiltrasyonu (siyah oklar), Hematoksilen Eozin x200.
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' -Sel‘ci-l'4.7 Kontrol grubu 21, gi}ne ait histopatolojik goruntd. Polimorfoniikleer lokosit

infiltrasyonu (siyah oklar) ve 6dem (beyaz oklar), Hematoksilen Eozin x200.
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Sekil 4.8 Deney grubu 21. giine ait histopatolojik goriintii. Artmis bag dokusu (siyah

oklar), epitelizasyon (beyaz oklar) , Hematoksilen Eozin x200.
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4.2.1 Odem Mevcudiyetinin Degerlendirilmesi

Deney ve kontrol gruplarina ait 6dem mevcudiyeti karsilastirildiginda (Cizelge 4.1)
14. giindeki gruplar arasi farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05), 4.,7. ve 21. glnlerde

gruplar arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

ODEM Yok Hafif Orta Yogun Sonug
4.GUN DENEY
n - - 6 2
% - - %75 %25
p=0,132
4.GUN KONTROL (p>0,05)
n - - 2 6
% - - %25 %75
7.GUN DENEY
n - 3 5 -
% - %37,5 %62,5 - x2=2,01
p=0,608
7.GUN KONTROL (p>0,05)
n - 2 4 2
% - %25 %50 %25
14.GUN DENEY
n 7 1 - -
% %87,5 %12,5 - - x?=8,48
p=0,014*
14.GUN KONTROL (p<0,05)
n 1 5 2 -
% %2,5 %62,5 %25 -
21.GUN DENEY
n 8 - - -
% %100 - - -
P=0,500
21.GUN KONTROL (p>0,05)
n 7 1 - -
% %87,5 %12,5 - -

Cizelge 4.1 TUm gruplara ait ddem mevcudiyetinin karsilagtiritlmasi (Ki-kare testi)
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4.2.2 PMNL Infiltrasyonunun Degerlendirilmesi

Deney ve kontrol gruplarina ait PMNL infiltrasyonu karsilastirildiginda (Cizelge 4.2)

4.,7.,14. ve 21. giinlerde gruplar arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

PMNL Yok Hafif Orta Yogun Sonug
4.GUN DENEY
n - - 2 6
% - - %25 %75
p=0,315
4.GUN KONTROL (p>0,05)
n - - 5 3
% - - %62,5 %37,5
7.GUN DENEY
n - - 4 4
% - - %50 %50
p=0,608
7.GUN KONTROL (p>0,05)
n - - 6 2
% - - %75 %25

14.GUN DENEY

n - 1 7 -
% - %12,5 %87,5 -
p=0,500
14.GUN KONTROL (p>0,05)
n - - 8 -
% - - %100 -
21.GUN DENEY
n 5 3 - -
% %62,5 %37,5 - -
p=0,500
21.GUN KONTROL (p>0,05)
n 6 2 - -
% %75 %25 - -

Cizelge 4.2 Tim gruplara ait PMNL infiltrasyonunun karsilastirilmas: (Ki-kare testi)
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4.2.3 Hiperemi Mevcudiyetinin Degerlendirilmesi

Deney ve kontrol gruplarina ait hiperemi mevcudiyeti karsilastirildiginda (Cizelge 4.3)
14. giinde gruplar aras1 farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05), 4., 7. ve 21. giinlerde

gruplar arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

HiPEREMI Yok Hafif Orta Yogun Sonug
4.GUN DENEY
n - - 6 2
% - - %75 %25
p=0,132
4.GUN KONTROL (p>0,05)
n - - 2 6
% - - %25 %75
7.GUN DENEY
n - 2 5 1
% - %25 %62,5 %12,5
p=0,500
7.GUN KONTROL (p>0,05)
n - 1 5 2
% - %25 %62,5 %12,5

14.GUN DENEY

n 4 4 - -
% %50 %50 - -
p=0,006*
14.GUN KONTROL (p<0,05)
n - 2 6 -
% - %2 %75 -
21.GUN DENEY
n 8 - - -
% %100 - - -
P=0,500
21.GUN KONTROL (p>0,05)
n 7 1 - -
% %87,5 %12,5 - -

Cizelge 4.3 TUm gruplara ait hiperemi mevcudiyetinin karsilastiriimasi (Ki-kare testi)
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4.2.4 Makrofaj Miktarimin Degerlendirilmesi

Deney ve kontrol gruplarina ait makrofaj miktar1 karsilastirildiginda (Cizelge 4.4)

gruplar arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

MAKROFAJ Yok Hafif Orta Sonug
4.GUN DENEY
n 1 4 3
% %12,5 %50 %37,5 x?=3,4
p=0,354
4.GUN KONTROL (p>0,05)
n 2 6 -
% %25 %75 -
7.GUN DENEY
n - 6 2
% - %75 %25
p=0,75
7.GUN KONTROL (p>0,05)
n - 6 2
% - %75 %25

14.GUN DENEY
n - 8 - -
% - %100 - -

14.GUN KONTROL
n - 8 - -
% - %100 - -

21.GUN DENEY
n - 8 - -
% - %100 - -

21.GUN KONTROL

n - - -

% ) %100 ) )

Cizelge 4.4 Tim gruplara ait makrofaj miktarinin karsilastirilmasi (Ki-kare testi)
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4.2.5 Fibroblast Miktarinin Degerlendirilmesi

Deney ve kontrol gruplarina ait fibroblast miktar1 karsilastirildiginda (Cizelge 4.5) 14.
ve 21. giinde gruplar aras1 farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05), 4. ve 7. gunlerde

gruplar arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

FiBROBLAST Yok Hafif Orta Yogun Sonug
4.GUN DENEY
n - 8 - -
% - %100 - -
p=0,500
4.GUN KONTROL (p>0,05)
n 1 7 - -
% %12,5 %87,5 - -
7.GUN DENEY
n - 4 4 -
% - %50 %50 -
x2=5,41
7.GUN KONTROL p=0,354
n 1 7 - - (p>0,05)
% %12,5 %87,5 - -

14.GUN DENEY

n - 1 6 1
% - %12,5 %75 %12,5
x?=12,31
14.GUN KONTROL p=0,003*
n 1 7 - - (p< 0,05)
% %12,5 %87,5 - -
21.GUN DENEY
n - - 8 -
% - - %100 - x*=9,26
p=0,007*
21.GUN KONTROL (p< 0,05)
n 1 5 2 -
% %12,5 %62,5 %25 -

Cizelge 4.5 TUm gruplara ait fibroblast miktarinin karsilastirilmas: (Ki-kare testi)
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4.2.6 Epitelizasyon Derecesinin Degerlendirilmesi

Deney ve kontrol gruplarina ait epitelizasyon derecesi karsilastirildiginda (Cizelge 4.6)

gruplar arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

EPITELiZASYON Yok Hafif Orta Sonug
4.GUN DENEY
n 8 - - -
% %100 - - -
4.GUN KONTROL
n 8 - - -
% %100 - - -
7.GUN DENEY
n 6 2 -
% %75 %25 -
p=0,500
7.GUN KONTROL (p>0,05)
n 7 1 -
% %87,5 %12,5 -
14.GUN DENEY
n - 4 4
% - %50 %50 x?=5,52
p=0,086
14.GUN KONTROL (p>0,05)
n 4 3 1
% %50 %37,5 %12,5
21.GUN DENEY
n - 2 6
% - %25 %75
p=0,608
21.GUN KONTROL (p>0,05)
n - 4 4
% - %50 %50

Cizelge 4.6 Tim gruplara ait epitelizasyon derecesinin karsilastiritlmasi (Khi-kare testi)
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4.3 immunohistakimyasal Bulgular (ELIiSA Bulgulari)

Immunohistokimyasal olarak FGF, VEGF ve EGF miktar1 hesaplanarak yara iyilesmesi
degerlendirildi.

4.3.1 FGF Miktarimin Degerlendirilmesi

4.7. ve 21. giinde deney ve kontrol gruplarina ait FGF degerleri karsilastirildiginda
(Cizelge 4.7) gruplar arasi farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05), 14. giinde gruplar

arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

FGF 4.gin 7.gln 14.giin 21.giin
X+Ss X+Ss X+Ss X+Ss
Deney 726,44 + 40,07 702,20 + 42,56 597,61 + 52,66 594,46 + 35,93
Kontrol 458,82 + 91,37 598,25 + 42,89 550,78 + 99,92 475,45 + 51,44
t=7,58 t=4,86 t=1,17 t=5,36
Sonug p=0,001" p= 0,009 p=0,261 p=0,001"

X:ortalama deger, Ss: standart sapma, Varyans Analizi: Tukey testi * : (p <0,05)

Cizelge 4.7 Tim gruplara ait FGF miktarinin karsilastirilmasi

4.3.2 VEGF Miktarinin Degerlendirilmesi

4.,14. ve 21. giinde deney ve kontrol gruplaria ait VEGF degerleri karsilastirildiginda
(Cizelge 4.8) gruplar aras1 farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05), 7. glinde gruplar arasi

farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

VEGF 4.giin 7.gln 14.gin 21.giin
X+Ss X+Ss X+Ss X1Ss
Deney 771,74+ 41,04 715,73 £52,25 662,92 +72,48 640,19 + 48,90
Kontrol 735,69 + 23,45 714,89 +33,51 598,92 + 27,88 488,55 £ 52,12
Sonug t=2,15 t=0,03 t=2,39 t=6,00
p=0,049" p=0,970 p=0,035" p=0,001"

X:ortalama deger, Ss: standart sapma, Varyans Analizi: Tukey testi * : (p <0,05)
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4.3.3 EGF Miktarimin Degerlendirilmesi

4., 7. ve 21. giinde deney ve kontrol gruplarina ait EGF degerleri karsilastirildiginda
(Cizelge 4.9) gruplar arasi farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05), 14. glinde gruplar

arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

EGF 4.gin 7.gun 14.gin 21.giin
X+Ss X+Ss X+Ss X1Ss
Deney 552,27 +£27,94 522,87 £ 28,11 367,57 £52,30 403,42 + 55,83
Kontrol 444,74 + 57,69 389,66 * 60,82 318,37 £56,25 245,65 +51,35
Sonug t=4,74 t=5,62 t=1,81 t=6,00
p=0,001" p=0,001" p=0,092 P=0,001"

X:ortalama deger, Ss: standart sapma, Varyans Analizi: Tukey testi * : (p <0,05)
Cizelge 4.9 Tum gruplara ait EGF miktarinin karsilagtiritlmasi

4.3.4 Kontrol Grubuna Ait Immunohistokimyasal Degerlerin Karsilastiriimasi

Ginlere ait FGF olgimleri karsilastirildiginda (Cizelge 4.10) farkliik 6nemli
bulunmustur. Kontrol gruplarinda giinlere ait FGF oOl¢timleri 2’serli karsilagtirildiginda
4. ile 7. giin ve 7. ile 14. giin arasindaki farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05) diger

gruplar arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Glinlere ait VEGF o6lctimleri karsilastirildiginda farklilik énemli bulunmustur.
Kontrol gruplarinda giinlere ait VEGF ol¢timleri 2’serli karsilagtirildiginda 4. ile 14.
gun, 4.ile 21. gin, 7. ile 14. giin, 7. ile 21. giin ve 14. ile 21. giin aras1 farklilik 6nemli
bulunmustur (p<0,05). 4. ile 7. gilinler aras1 farklilik ise 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Giinlere ait EGF oOl¢limleri karsilastirildiginda farklilik 6nemli bulunmustur.
Kontrol gruplarinda giinlere ait EGF odl¢timleri 2’serli karsilastirildiginda 4. ile 14. giin,
4. ile 21. giin ve 7. ile 21. giinler aras1 farklihik 6nemli bulunurken (p<0,05) diger

gruplar arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

KONTROL FGF VEGF EGF
X +Ss X +Ss X +Ss

4.GUN 598,25 + 42,89 714,89 £ 33,51 444,74 £ 57,69
7.GUN 458,82 £ 91,37 735,69 £ 23,45 389,66 £ 60,82
14.GUN 550,78 £ 99,92 598,92 + 27,88 318,37 £56,25
21.GUN 475,45 £ 51,44 488,55 + 52,12 245,65 £ 51,35
SONUC f=5,98 f=81,05 f=19,35

p=0,003" p=0,001" p=0,001"

X:ortalama deger, Ss: standart sapma, * : (p <0,05)

Cizelge 4.10 Kontrol gruplarina ait FGF, VEGF ve EGF degerlerininin kiyaslanmasi
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4.3.5 Deney Grubuna Ait Immunohistokimyasal Degerlerin Karsilastirilmasi

Deney gruplarinda degisik gilinlerde FGF degerleri karsilastirildiginda (Cizelge 4.11)
giinler aras1 farklilik 6nemli bulunmus (p<0,05). Deney gruplarinda giinlere ait FGF
Olctimleri 2’serli karsilastirildiginda 4. ile 7. giin, 4. ile 14. giin, 7. ile 14. giin ve 7 ile
21. gilinler aras1 farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05) diger gruplar arasindaki farklilik
onemsiz bulunmustur (p>0,05).

Deney gruplarinda degisik giinlerde VEGF degerleri karsilastirildiginda giinler
arast farklihk Onemli bulunmus (p<0,05). Deney gruplarinda giinlere ait VEGF
Olgtimleri 2’serli karsilastirildiginda 4. ile 14. giin, 4. ile 21. giin ve 7. ile 21. giinler
aras1 farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05), diger gruplar arasindaki farklilik 6nemsiz
bulunmustur (p>0,05).

Deney gruplarinda degisik giinlerde EGF degerleri karsilastirildiginda giinler arasi
farklilik 6nemli bulunmus (p<0,05). Deney gruplarinda giinlere ait EGF Ol¢timleri
2’serli karsilastirildiginda 4. ile 14. giin, 4. ile 21. giin, 7. ile 14. giin ve 7. ile 21. giinler
aras1 farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05), diger gruplar arasindaki farklilik 6nemsiz
bulunmustur (p>0,05).

Deney FGF VEGF EGF
X +Ss X +Ss X +Ss
4. giin 726,44 + 40,07 771,74 £ 41,04 552,27 + 27,94
7. giin 702,20 + 42,56 715,73 £52,25 522,87 + 28,11
14.giin 597,61 + 52,66 662,99 + 72,48 367,57 + 52,30
21.giin 594,46 + 35,93 640,19 * 48,90 403,42 + 55,83
Sonug =20,37 =9,12 f=37,76
p=0,001" p=0,001* p=0,001*

X:ortalama deger, Ss: standart sapma, * : (p<0,05)
Cizelge 4.11 Deney gruplarina ait FGF, VEGF ve EGF degerlerininin kiyaslanmasi
4.4 Yara Yuzey Alam Bulgular
4.4.1 Deney ve Kontrol Gruplarina Ait Yara Yiizey Alanlarimin Karsilastirilmasi

4. ve 7. ginde deney ve kontrol gruplarina ait yara yilizey alan1 degerleri
karsilastirildiginda (Cizelge 4.12) gruplar arasi farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05),
14. giinde farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Yara yiizey alani
(mm?) 4. giin 7.giin 14.giin 21.giin
X+Ss X+Ss X+Ss XtSs
Kontrol 17,75 £ 3,06 15,66 + 4,10 7,54+1,47 -
Deney 12,96 + 4,08 575 £1,92 5,75 +1,93 -
Sonug t=2,65 t=6,17 t=2,07 -
p=0,019" p=0,001* p=0,057

X:ortalama deger, Ss: standart sapma, Varyans Analizi: Tukey testi * : (p<0,05)

Cizelge 4.12 Tum gruplara ait yara yiizey alaninin karsilastirilmasi
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4.4.2 Kontrol Gruplarina Ait Yara Yiizey Alanlarimin Karsilastirilmasi

Kontrol gruplarinda degisik giinlerde yara yiizey alami olgiimleri karsilastirildiginda
(Cizelge 4.14) gilinler arasi1 farklilik 6nemli bulunmus (p<0,05). Kontrol gruplarinda
giinlere ait yara yiizey alami Ol¢timleri 2’serli karsilastirildiginda 4. ile 21. giin ve 7. ile
21. giinler aras1 farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05) diger gruplar arasindaki farklilik
onemsiz bulunmustur (p>0,05).

KONTROL YARA YUZEY ALANI
XtSs

4.GUN 17,75 +3,06

7.GUN 15,66 +4,10

14.GUN 7,54 +1,47

21.GUN -

SONUC f=24,58
p=0,001"

X:ortalama deger, Ss: standart sapma, * : (p<0,05)

Cizelge 4.13 Kontrol gruplarina ait yara yiizey alaninin karsilagtirilmasi

4.4.3 Deney Gruplarma Ait Yara Yiizey Alanlarinin Karsilastirilmasi

Deney gruplarinda degisik giinlerde yara yiizey alani Olgiimleri karsilastirildiginda
(Cizelge 4.13) giinler aras1 farklilik 6nemli bulunmus (p<0,05). Deney gruplarinda
giinlere ait yara ylizey alami 6l¢iimleri 2°serli karsilastirildiginda 4. ile 7. giin ve 4. ile
14. giinler aras1 farklililk 6nemli bulunurken (p<0,05) diger gruplar arasi farklilik
onemsiz bulunmustur (p>0,05).

DENEY YARA YUZEY ALANI
XtSs

4.GUN 12,96 + 4,08

7.GUN 5,75+ 1,92

14.GUN 5,75+ 1,93

21.GUN -

SONUC f=17,21
p=0,001"

X:ortalama deger, Ss: standart sapma, * : (p<0,05)

Cizelge 4.14 Deney gruplarina ait yara yiizey alaninin karsilastiriimasi
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5 TARTISMA

Yara iyilesmesi yara olusumunun hemen ardindan baslayan ve ii¢ fazda gelisen bir
surectir. Bu fazlar, komplike ve g¢esitli dokularla organize etkilesim olusturan

inflamatuar (eksudatif), proliferasyon ve yeniden sekillenme (maturasyon) fazlaridir.

Dogal iiriinlerin tedavi amaciyla kullanilmasi insanlik tarihi kadar eskidir.
Glinlimiizde diinya niifusunun % 60’1 tedavi gereksinimlerini biiylik Olgiide tibbi
bitkilerden saglamaktadir [30]. Ozellikle bitkisel {iriinler halk arasinda, kolay
saglanabilmesi nedeniyle yara iyilestirici amagla yaygin olarak tercih edilmektedir
[139].

Eski ¢aglardan beri hem geleneksel tip, hem de modern tip sistemlerinde pek ¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilan en popiiler tirlerden biri Hypericum tirleridir.
Hypericum perforatum L. yapisindaki bilesenlerin oldukga ¢esitli olmasi dolayisiyla
Hypericum cinsi igerisinde Asya ve Avrupa’da en fazla kullanilan tiir olma 6zelligini
tasimaktadir. Anadolu’da halk arasinda antispazmodik, antitilser, analjezik, yatistirict,
parazit disiiriicli, antiseptik ve yara iyi edici amagla kullanilmaktadir. Bununla birlikte
1s18a duyarlilik ve bazi yiyecek ve ilaglarla etkilesebilme gibi bazi istenmeyen yan

etkileri oldugu bilinmektedir [70].

Hypericum perforatum L.’nin arastirildigi son ¢alismalarda; yara iyilestirici
[43,120], antidepresan [18,22,80], antifungal [99,119], antibakteriyal [46,47], anti-

enflamatuvar [81,91] ve antiviral [123] etkisi oldugu ortaya konmustur.

Avrupa fitoterapisi ve Tirkiye’de halk arasinda siklikla yara iyilesmesinde H.
perforatum L. kullanilsa da baska bircok Hypericum tiirliniin yara iyilesmesinde
kullanildig1 literatiirde mevcuttur. Hypericum patulum ve Hypericum hookerianum
tirliniin yapraklarinin ayni1 amacla kullanildigin1 rapor eden ¢aligmalar literatiirde

mevcuttur [13].

Mukherjee ve arkadaglart (2000) bu bitkilerin metanol ektresini ratlarda
olusturulan insizyonel ve eksizyonel yaralara uygulandiginda yara kontraksiyonunun,
doku rejenerasyonunun ve epitelizasyonun arttigini gézlemlemislerdir. Bununla birlikte
Hypericum scabrum tiiriiniin yara iyilesmesine ya da antienflamatuvar aktiviteye

etkisinin olmadig1 goriilmiistiir [102].
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H. perforatum’un su ile hazirlanan ektreleri siklikla tiro-genital inflamasyon,
diyabet, nevralji, kalp hastaliklari, gastroenterit, hemoroid ve peptik {ilser
rahatsizliklarinda kullanilmaktadir [155,156]. Zeytinyagi igerisinde giines 1s1ginda 4
hafta bekletilerek hazirlanan formu ise daha ¢ok kesik ve yaniklarda kullanilir [88].

Bitkinin geleneksel olarak yara iyilestirici amagla kullanilmasi g¢alismamizin
konusunu olusturmaktadir [10]. Yara iyilesmesi kendiliginden gelisen fizyolojik bir
stiregtir. Ancak yaranin enfeksiyon ve komplikasyonlara agik olmasi nedeniyle
iyilesmeyi hizlandiracak etkenlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Ozellikle diyabet ve iskemi
gibi rahatsizliklarda, beslenme yetersizligi, yaslanma ve agir yaralanma gibi durumlarda

bu ihtiya¢ daha da 6nem arz etmektedir [133].

Calismamizin konusu olarak seg¢ilen H. perforatum bitkisi, Glkemizde geleneksel
halk kullaniminda yara iyi edici amagla ¢ok yaygin olarak kullanilan bir bitkidir [10].
Bitki ekstrelerinin, fibroblastlardan kollajen Gretimini arttirict biyolojik aktivitesi
bulundugu in vitro deneylerle tespit edilmis olmasma karsilik, yara iyilestirici

etkinligini ortaya koyan ¢ok fazla in vivo bilimsel ¢alisma bulunmamaktadir [130].

Medikal alanda gergeklestirilen aragtirmalar icerisinde hayvan calismalar1 biiyiik
onem tasir. Segilecek olan deney hayvaniin yapilacak olan ¢alismaya uygun olmasi
gerekmektedir. Bu g¢alismalarda kullanilacak hayvan modelinin se¢iminde, hayvanin
vucut immdanitesi ile insan immdanitesinin benzerlik gdstermesine dikkat edilmelidir.
Buna gore deney hayvanlarindan domuz, kdpek, tavsan ve rat en uygun modeller olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Fakat etik olarak Ulkemizde kopekler (zerinde ¢alisma
yapilmamaktadir. Sonugta kolay bulunmasi, barinma ve beslenmesinin kolaylig1 ve
ucuz olmasindan dolay1 tavsan ve ratlar deneysel hayvan calismalarinda en sik

kullanilan modellerdir. Biz de ¢aligmamiz: ratlar {izerinde gerceklestirdik.

Yapilan galismalarda arastirmacilar 4. giinden itibaren 21 glnlik surenin ratlarda
yara iyilesmesi ve anjiyogenezi goOzlemlemek icin yeterli bir siire oldugunu
bildirmislerdir [4,15,16,75,154]. Bu calismada da iyilesmeyi degerlendirmek i¢in ratlar
4.,7.,14. ve 21. gunde sakrifiye edildi.

H. perforatum’un bilesenleri arasinda birgok etkin madde bulunmaktadir. Bu

maddeler ayr1 ayr1 yara iyilesmesi caligmalarinda denenmislerdir. Fakat bizim
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caligmamizda bu maddelerin ayr1 etkilerinden ¢ok geleneksel kullanimin etkisi

arastirildigindan Hypericum perforatum’un yag ekstresi hazirlanarak ¢aligildi.

Oztirk ve ark. (2007) H. perforatum’un yara iyi edici etkisini tavuk embriyonik
fibroblast kulttriinde dekspantenol ve Centella asiatica’nin titre edilmis ekstresi ile
kiyaslayarak degerlendirmislerdir. Dollenmis yumurtalardan saglanan embriyonik
fibroblastlar H. perforatum etanolllii ekstresi, dekspantenol ve C. asiatica ile
inktibasyona birakilmistir. Mikroskobik yontemlerle hiicre boyama 6zelligi kullanilarak
mitotik kabiliyet, morfolojik degisimler ve kollajen retimi tespit edilerek yara iyilesme
diizeyi tespit edilmistir. Sonuglar, H. perforatum’un yara iyilestirici mekanizmasinin
kollajen dretiminin artis1 ile C. asiatica’nin etki mekanizmasina benzer oldugunu
gostermektedir. H. perforatum’un yara iyilesme siirecinde epitelizasyonu arttirdigin
ancak mitojenik aktivite gostermedigi igin fibroblast artisina neden olmadiginm
gostermektedir. H. perforatum’un fibroblast artisina neden olmamasinin antikanser
aktivite deneylerinde tespit edilen hiperisin ve hiperforinin antiproliferatif etkisi ile
iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir [109]. Bizim calismamizda da 4. ve 7. glinlerde
fibroblast artig1 goriilmemesine ragmen, Hypericum uygulanan gruplarda 14. ve 21.

giinlerde fibroblast artis1 tespit edilmistir.

Medina ve ark. (2006) yaptiklart bir ¢alismada H. perforatum bitkisinin yara
iyilestirmedeki etkisinin fibroblast proliferasyonundan degil de mitotik aktiviteyi
arttirdigindan ileri geldigini savunmuslar ve bilesiklerinden biri olan hiperforinin

antiproliferatif ve apoptotik etkisi oldugunu rapor etmislerdir [95].

H perforatum L. bitkisinden elde edilen kantaron yagmin epitel rejenerasyonu
arttirict etkileri baska bir¢ok ¢alismada da kanmitlanmistir. Lavanga ve ark. (2001), H.
perforatum ve Calendula arvensis yagl ekstrelerinin sezaryen yaralarinin tedavisindeki
etkilerini  aragtirmiglardir.  Bitki  ekstrelerinin  hazirlanmasinda  bugday yagi
kullanilmistir. Deney sezaryen dogum yapmis olan 24 bayan iizerinde yapilmistir.
Hastalar iki gruba ayrilmis, bir grup % 70 H. perforatum L., % 30 C. arvensis yagh
ekstre karigimu ile tedavi edilirken, diger grup icin bugday yagi kullanilmistir. Ekstreler,
gunde iki defa 16 giin boyunca uygulanmistir. Yara alanlar1 dlgiilerek alandaki yizde
kiiclilme oranindan iyilesme tespit edilmistir. Sonucta deney grubunun yara alaninda
%37,6 oraninda kiigiilme goézlenirken, kontrol grubunun yara alaninda %15,83 oraninda

kiiciilme gozlenmistir [82]. Bu calismada H. perforatum igerikli yaglarin topikal
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kullanilmasiyla sezaryena bagli gelisen cerrahi yaralarda epitel rejenerasyonunda pozitif
etkilerinin oldugu gosterilmistir. Ancak bizim c¢alismamizda epitel rejenerasyonu

acisindan anlamli sonu¢ bulunmadi.

Pesin ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada H. perforatum ve H.
scabrum’un in vivo yara iyilestirici ve antiinflamatuar aktiviteleri incelenmistir. H.
perforatum’un etanollli ekstresinin doza bagli kuvvetli antiinflamatuar ve Yyara
iyilestirici etkisi tespit edilmistir. H. scabrum etanollii ekstresi ise bu parametreler
uzerinde etkisiz bulunmustur. H. perforatum’un etanolli ekstresinin yara iyilestirici ve
antiinflamatuar etkisinin yiiksek ¢ikmasina bagli olarak bu ekstre sivi-sivi ekstraksiyon
teknigi ile fraksiyonlanmis ve elde edilen ekstrelerden etil asetat ekstresinin yiksek
antiinflamatuar ve yara iyilestirici etkisi bulunmustur. Etkili bilesen olarak
naftodiantronlarin yara iyilestirici etkisi, flavonoit bilesenlerinin ise antiinflamatuar
etkisinin daha kuvvetli oldugu saptanmistir. H. Perforatum’un etanolli ekstresinin etil
asetat fraksiyonu icerisinde bulunan naftodiantron ve flavonoitlerin, birlikte yara
iyilestirici etkiyi kuvvetlendirdigi belirlenmistir. Boylece H. perforatum’un yara
iyilestirici etkisinin kanitlandigini, ayrica ekstre yapiminda tasiyici olarak kullanilan
zeytinyaginin da yara iyilesmesinde etkili oldugunu, H. perforatum L.’nin eklenmesiyle
bu etkinin arttigin1 gostermislerdir. Yara iyilestirici etkinin fibroblast migrasyonu ve

kollajen depolanmasindan kaynaklanabilecegini belirlemislerdir [116,140].

H. perforatum’un oral mukozitise etkilerinin incelendigi bir ¢alismada tedavi ve
kontrol gruplar1 arasinda belirgin fark gozlenmis ve ektrenin sistemik uygulamasinin
topikal uygulamaya nazaran daha iistiin oldugu rapor edilmistir. Kontrol gruplarina
nazaran epitelizasyonun daha iyi oldugu ve daha az inflamasyon bulgusu saptanmistir
[146].

Ratlarda olusturulan oral mukozitisin tedavisinde lokal olarak uygulanan kantaron
yagi, sumak ekstresi, lokal streoid ve klorheksidinin etkinligini karsilastiran Giimiis ve
arkadaslar1 (2010) histopatolojik (6dem, hemoraji, tlserasyon, reepitelizasyon, PMNL
infiltrasyonu) ve biyokimyasal degerlendirme (lipid peroksidasyon MDA ve glutatyon
peroksidaz GSH-Px analizi) sonucunda anlamli fark saptamadiklarini belirtmislerdir
[58].

Siintar ve arkadaslarmin (2011) yaptiklart baska bir ¢alismada ise zeytinyag,
adacay1 yagi, kekik yagi ve H. perforatum’dan elde edilen kantaron yagi ratlarda
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olusturulan insizyonel ve eksizyonel yara modellerine topikal olarak uygulandiktan
sonra epitelizasyon, fibroblast proliferasyonu, PMNL hiicre infiltrasyonu,
vaskularizasyon ve kollajen yogunlugunu histopatolojik olarak degerlendirmislerdir.
Kantaron yag1 uygulanan grupta yiiksek kopma direnci saptanmis ve yara kontraksiyon
yiizdesinin diger gruplara gore anlamli bir sekilde yiiksek c¢iktig1 goriilmiistiir.
Yapisinda bulunan flavanoid tiirevi (rutin, quersetin) ve naftodiantron turevi (hiperisin)
bilesiklerin antiinflamatuvar etkinligi saptanmistir. Tamir olan dokuda inflamatuvar
hicrelerin inhibe oldugu gozlenirken bag doku formasyonunun arttigi gorilmiistiir
[141].

H. perforatum un zeytinyaglh ekstresinin yanik yarasindaki epitelizasyona etkisini
inceleyen baska bir calismada ratlarda olusturulan 1. ve 2. derece yaniklarda: H.
perforatum’un zeytinyaglh ekstresi, zeytinyagi ve serum fizyolojik tedavide kullanilarak
yanik epitelizasyonu lizerine etkileri arastirilmistir. 3, 7 ve 14. giinlerde alinan deri
biyopsileri histopatolojik olarak incelenmistir. Ozellikle H. perforatum un ekstresinin 2.
derece yanik yarasi epitelizasyonunda etkili oldugunu ayrica H. perforatum’un
ekstresinin 1. ve 2. derece yaniklarda inflamasyonu ve 6demi azaltarak antiinflamatuar
etkisinin varligi kanitlanmistir. Bunun yaninda ekstrelerde tasiyici olarak kullanilan
zeytinyaginin da yanik yarasi epitelizasyonu {izerinde etkili oldugu ancak H.
perforatum un eklenmesiyle bu etkinin arttigi gosterilmistir. H. perforatum'un etkisinin
fibroblast proliferasyonu ve kollajenizasyonu artirarak epitelizasyonda etkili oldugu

gozlenmistir [108].

Peksen (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada H. perforatum bitkisinden elde
edilen kantaron yagmin, %]1’lik giimiis siilfodiazin (silverdin) ile yamik iyilesmesi
iizerine etkileri karsilastirilmistir. Subkutan 6dem, nekroz, hiperemi mevcudiyeti
degerlendirildiginde bunlarin kantaron yagi uygulanan grupta azaldigi gorullrken yeni
kollajen olusumu ve PMNL infiltrasyonunun anlamli bir sekilde arttigi goriilmiistiir

[115].

Akut temas tipi deneysel yaniklarda topikal H. perforatum uygulamasinin, giimiis
stilfadiazin tedavisi ile kiyaslandiginda 6dem miktarini, kollajen diskolorizasyonunu,
damar hasarlanmasini, kil kokii hasarlanmasini azalttig1, toplam kil kokii sayisini, damar

sayisint ve epidermis kalinligin1 korudugu gorilmiistiir. Deneysel yaniklarda yara
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iyilesmesinde ciddi etkileri goriilen topikal H. perforatum tedavisinin akut dénem

yaniklarda olumlu sonuglar verecegi rapor edilmistir [19].

Akut temas tipi deneysel yaniklarda H. perforatum ile Alpina officinarum
(Havlican) uygulamasinin yara iyilesmesi {lizerine etkilerinin karsilastirildigi benzer bir
calismada ilk 4 saat etkileri benzerken 8. ve 24. saatlerde kantaronun etkilerinin 6n
plana ¢iktig1 goriilmistiir. Kantarondan hazirlanan jelin damar sayisinin ve epidermis
kalinligimin korunmasindaki etkilerinin daha iistiin oldugu gézlenmistir. Bu ¢aligmada
tek sefer uygulanan topikal H. perforatum tedavisinin 6demi, kil kokii ve glandula
sebacea hasarini azalttigi, toplam kil kokii sayisinin, damar sayisinin ve epidermis
kalinligimin korunmasinda etkili oldugu goriilmiistiir. Ancak PMNL infiltrasyonu,
damar hasar1 ve kollajen diskolorizasyonunun azaltilmasinda istatistiksel farklilik

olusturmadig1 izlenmistir [128].

Schempp ve ark. (2003) yaptiklar1 klinik g¢alismada %1,5 hiperforin ile
standardize edilmis H. perforatum ekstresinin subakut atopik dermatitis tedavisindeki
etkisini degerlendirmislerdir. Hastalar Hypericum ile hazirlanmis krem ve bos krem ile
viicutlarinin sol ve sag taraflarina uygulamak suretiyle tedavi edilmistir. Kremler, dort
hafta boyunca giinde iki defa uygulanmistir. Tedavinin sonunda sag ve sol bolgelerdeki
deri lezyonlar1 tespit edilmistir. Hypericum igeren kremin plaseboya oranla atopik
dermatitisi buylk o0lcide azalttigi, aym1 zamanda Staphylococcus aureus’a karsi

antibakteriyel etki gosterdigi saptanmugtir [130].

Kara ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir c¢aligmada ise ratlar iizerinde
olusturulan cilt defektlerine kantaron yagi, susam yagi ve salinli tamponla yapilan
pansuman sonucunda, Susam yagi ile pansuman yapilan cilt defektlerinin, salinle
pansuman yapilan defektlerden daha erken epitelize oldugu gosterilmistir. Ayrica susam
yag1 ve kantaron yag: ile pansuman yapilan defektler birbirleri ile karsilastirilmis ve
susam yag1 ile pansuman yapilan defektlerin daha erken epitelize oldugu gozlenmistir

[71].

Altiparmak (2012) diyabetik ve saglikli ratlar lizerinde kantaron ve zeytinyagini
oral ve topikal olarak iki farkli yontemle uygulamistir. Oral kantaron ve zeytinyagi
uygulamasi yapilan gruplarin topikal uygulananlara gore yara kontraksiyon yiizdesinin
daha yiiksek oldugu saptanmustir. Inflamatuvar hiicre yogunlugu, fibroblast saysi,

kollajen yogunlugu ve epitelizasyon derecesi degerlendirildiginde oral kantaron
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uygulanan gruplarin degerleri anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur. Zeytinyaginin da
hem oral hem topikal kullanimmin bozuk yaralar iizerine iyilestirici etkisi oldugu

gozlenirken oral kantaronun etkisi kadar olmadig1 gortilmustiir [3].

Castro ve arkadaslarinin (2012) insizyonel yara modellerine transkutandz
elektriksel uyari, H. perforatum jeli ve Arnica montana L. jelini kombine ve tek basina
uyguladiklar1 bir ¢alismada 2., 6. ve 10. giin alinan doku 6rneklerinde H. perforatum
uygulanan gruplarda kontrol grubuna nazaran daha yogun ekstraseliiler matriks ve hiicre
proliferasyonu gozlenmis, maturasyon fazindaki yeni olusan kollajen miktarinin ve
doku organizasyonunun daha fazla oldugu goriilmiis ve vaskularizasyonun da diger

gruplara oranla anlamli bir sekilde yiiksek c¢iktigr goriilmiistiir [21].

Streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulmus siganlarin sirtlarinda meydana
getirilen insizyonel ve eksizyonel deri yaralanmalar1 tizerine H. perforatum bitki
merheminin makroskobik, histopatalojik, biyokimyasal ve biyomekanik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla yapilmis bir ¢alismada eksizyonel yaralarda en iyi makroskopik
iyilesme ve hidroksiprolin degerlerinin 14. ginde H. perforatum bitki merheminin
uygulandigi grupta oldugu, insizyonel yaralarda ise biitiin gruplarda epitelizasyonun iyi
oldugu saptanmigtir. H. perforatum uygulanan gruplarin sonuglart uygulama
yapilmayan gruplarin sonuglar1 ile karsilastirildiginda merhemler makroskobik olarak

daha iyilestirici olarak goriinse bile mikroskobik olarak beklenen etkiyi gdstermemistir
[31].

Peeva ve ark. (2010) H. perforatum’ un antibakteriyel etkinligini aragtirmak iizere
%30, %40 ve %50 olan ti¢ farkli konsantrasyondaki yagi dermis ve vajinal bolgeye
uygulayarak bakterilere kars1 (Streptococcus pyogenes, Streptococcus viridans,
Micrococcus luteus ATCC9341, Moraxella catarrhalis ve Lactobacillus) etkinligi kanl
agar kiiltiiriinde incelemis, ¢ikan sonuglarda bakteriyel gelisimin inhibe oldugu gibi bu

yagin vajinal floray1r bozmadigini saptamislardir [114].

Reichling ve arkadaslart (2001) H. perforatum’un gram pozitif bakterilere karsi
antibakteriyal etkinliginin gram negatiflere gére daha fazla oldugunu rapor etmislerdir.

Ayrica etanolle hazirlanan ekstrelerin etkinliginin daha {istiin oldugunu saptamislardir

[121].
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Immiin sistem {izerinde yapilan biyolojik aktivite calismalar1 H. perforatum’un
sitokin sekresyonunda rol oynayarak immunomodiilator etkili oldugunu géstermektedir
[34]. Bilindigi iizere sitokinler birgok hiicre tiirli lizerine farkli etkiler gosterebilirler
[72]. Bu bilgi g6z 6ninde bulunduruldugunda, H. perforatum ‘un yara iyilestirici
aktivitesinin; inflamasyonu durdurucu 6zellikteki IL-10, IL-13 ve TGF-f sitokinleri,
antienfeksiyoz etkili IFN-y, TNF-a ve TGF-p sitokinleri ile gesitli bliylime faktorlerinin
saliminin artig1 ile ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir [116,124].

Bu calismada da, yara iyilesmesini incelemek amaciyla 4. , 7., 14. ve 21. giinlerde
ratlardan elde edilen yumusak doku 6rnekleri histopatolojik ve immunohistokimyasal
olarak degerlendirilmistir. Calismamizin histolojik bulgularina gore kontrol grubu ve
kantaron yagi uygulanan deney grubu arasinda 6dem, PMNL infiltrasyonu, hiperemi,
makrofaj ve epitelizasyon bakimindan anlamli bir fark bulunmazken, fibroblast miktari
acisindan Ozellikle 14. ve 21. giinlerde gruplar arasindaki fark anlamli bulunmustur.
Calismamizin immunohistokimyasal bulgularina goére; kontrol ve deney grubu
karsilastirildiginda, FGF, EGF ve VEGF miktarlar1 deney gruplarinda anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. Yara yiizey alan1 degerlendirildiginde ise 4. ve 7. giinlerde deney

grubunda fark 6nemli bulunmustur.

Yaptigimiz ¢alismanin sonuglarina gore H. perforatum ’dan elde edilen kantaron
yaginin topikal uygulamasinin yara iyilesmesinde giivenli ve etkin olarak
kullanilabilecegi goriilmiistiir, bu bakimdan ¢alismamizin sonucu literatiirdeki bir¢ok
calisma ile uyumluluk gostermektedir. Bu calismadan elde edilen sonuclarin klinikte

kantaron yagi kullanim1 konusunda literatiire katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Kantaron yagi uygulanan yumusak doku defektlerinde kontrol grubuna nazaran
epitelizasyon derecesi, PMNL infiltrasyonu, makrofaj miktar1 bakimindan anlamli bir

fark bulunamadi.

Kantaron yagi1 uygulanan yumusak doku defektlerinde kontrol grubuna nazaran 6dem

ve hiperemi sadece 14. giinde anlamli derecede diisiiktiir.

Kantaron yagi uygulanan yumusak doku defektlerinde kontrol grubuna nazaran

fibroblast miktar1 sadece 21. glinde anlamli derecede ytiksektir.

Kantaron yagi uygulanan yumusak doku defektlerinde kontrol grubuna nazaran 4., 7.

ve 21. giinlerde dokulardan salinan FGF miktar1 anlamli derecede ytiksektir.

Kantaron yagi uygulanan yumusak doku defektlerinde kontrol grubuna nazaran 4., 14.

ve 21. giinlerde dokulardan salinan VEGF miktar1 anlamli derecede yiiksektir.

Kantaron yagi uygulanan yumusak doku defektlerinde kontrol grubuna nazaran 4., 7.

ve 21. gunlerde dokulardan salinan EGF miktar: anlamli derecede yiiksektir.

Kantaron yagi uygulanan yumusak doku defektlerinde uygulanmayan gruplara

nazaran yara yiizey alani 4. ve 7. giinlerde anlamli bir sekilde diistiktiir.

Bu c¢alismada elde edilen sonuglarin klinikte kantaronun kullanimi konusunda
literatiire katki saglayacagi kanaatindeyiz. Boylece halk arasinda yiizyillardir
kullanilan kantaron yagmin klinikte de kullanimimin yolunu acilabilecegini

diistinmekteyiz.
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