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OZET

Iyilesmeyen veya gec iyilesen yaralar diyabetik hastalarda yasam kalitesini diisiiren ve
saglik harcamalarmni arttiran Onemli faktorlerden biridir. Bu c¢alismada etnobotanik
arastirmalarda tibbi acidan etkin oldugu bildirilen Potentilla erecta ve Tragopogon
dshimilensis ekstraktlarinin diyabetik ratlardaki yara iyilesmesi ve oksidatif parametreler
tizerine etkilerini arastirmak amaglanmistir. Deneylerde kullanilan 48 adet Wistar rat 4
genel gruba ayrildi: kontrol (diyabetsiz, NDM), kontrol (diyabetli, STZ-DM), P. erecta
ekstrakti uygulanan grup, T. dshimilensis ekstrakti uygulanan grup. Diyabet modelinin
olusturulmasi igin streptozotosin (STZ) enjeksiyonu gerceklestirildi. Hayvanlarin dorsal
kisminda eksizyonel tam kalinlikta cilt yaralart 8 mm punch biyopsi aleti ile anestezi
altinda olusturuldu. Tedavi gruplarinda metanol ¢o6ziiciisii ile hazirlanan P. erecta veya T.
dshimilensis ekstraktlar1 giinliikk doz 50 mg/kg olacak sekilde yara bolgesine topikal olarak
uygulandi. Kontrol gruplarinda ise herhangi bir tedavi uygulanmadi. 3 ve 7. giinlerde
ratlarm  yara dokular1 alinarak analizler gergeklestirildi. Iyilesme siirecinin
degerlendirilmesi i¢in; kollajen diizeylerinin tayini ve de yara kontraksiyonlarinin 6l¢iimii
yapildi. Oksidatif olaylart incelemek amaciyla ise; yine alinan yara dokularindaki nitrik
oksit (NOx), tiyobarbitiirik-asit reaktif maddeleri (TBARS) ve glutatyon (GSH) diizeyleri
spektrofotometrik olarak belirlendi. P. erecta ve T. dshimilensis ekstraktlarinin yara
kontraksiyonlarint kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede arttirdigir goriilmiistiir. P.
erecta ve T. dshimilensis uygulanan ratlarda istatiksel olarak NOx, GSH ve kollajen
diizeylerinde anlamli bir artis, TBARs diizeylerinde ise anlamli bir diigiis goriilmistiir.
Ayrica yapilan in vitro ¢calismalar neticesinde P. erecta ve T. dshimilensis ekstraktlarinin
fenolik bilesikleri ve antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Elde edilen
veriler gbz oniine alindiginda P. erecta ve T. dshimilensis bitkilerinin diyabetik ratlarda
etnobotanik caligmalar1 destekler nitelikte yara iyilesmesini gelistirdigi, hizlandirdig1 ve
oksidatif olaylar etkiledigi, ilk kez, sdylenebilir.
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Anahtar Kelimeler : Antimikrobiyal, antioksidan, diyabet, fenolik, oksidatif stres,
potentilla, tragopogon, yara iyilesmesi
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ABSTRACT

In diabetic patients, impaired wound healing or non-healing wounds are one of the
important factors that decrease the quality of life and increase healthcare costs. In this
study, it was aimed to investigate the effects of Potentilla erecta and Tragopogon
dshimilensis (ethobotanically selected) extracts on wound healing and oxidative parameters
in diabetic rats. The study was performed on 48 Wistar rats, which were divided into four
main groups: control (non-diabetic, NDM), control (diabetic, STZ-DM), P. erecta and T.
dshimilensis. Diabetes was induced in rats by using streptozotocin (STZ). After anesthesia,
full-thickness dorsal wounds were created using a biopsy punch (8 mm). The wounds were
topically treated with 50 mg/kg P. erecta or T. dshimilensis methanolic extract in the
treatment groups, once a day during the experimental period. No treatment was applied to
the control groups. The wound tissues were collected on the 3rd and 7th days and were
analyzed. The wound contraction and collagen levels in wound tissue were determined for
the evaluation of the healing process. The nitric oxide (NOXx), thiobarbituric-acid reactive
substances (TBARs), glutathione (GSH) levels in wound tissue were
spectrophotometrically determined for the evaluation of the oxidative events. Our results
demonstrated that P. erecta and T. dshimilensis extracts significantly increased wound
contractions compared to the control group. P. erecta treated and T. dshimilensis treated
rats showed a statistical increase in the levels of NOx, GSH, and also collagen and a
statistical decrease in the levels of TBARs. Additionally, the in vitro phenolic compounds,
antioxidant and antimicrobial activities of extracts of P. erecta and T. dshimilensis were
determined. Our results, for the first time, may indicate that P. erecta and T. dshimilensis
improves and accelerates wound healing and alters oxidative events in diabetic rats, and
these obtained findings support the ethnobotanical studies.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

cm Santimetre

dk Dakika

dL Desilitre

Fe Demir

FeCls Demir 3 kloriir
FeSOq4 Demir 2 siilfat

g Gram

H20:2 Hidrojen peroksit
HOCI Hipokloroz asit
KCI Potasyum kloriir
kg Kilogram

L Litre

mm Milimetre

mL Mililitre

mg Miligram

ng Mikrogram

nL Mikrolitre

M Molarite

nm Nanometre

N Normalite

. Radikal

NaOH Sodyum hidroksit
NazH2PO4 Sodyum fosfat
Na2COs Sodyum karbonat
NaNO:2 Sodyum nitrit
NO Nitrik oksit

O2 Singlet oksijen



Simgeler

Os

OH
ONOO
VCls
°C

Kisaltmalar

AGE
ALT
AST
BHT
CAT
COX
DM
DNA
DPPH
DTNB
ECM
EPC
FGF
FRAP
GSH
GSH-Px
GSSG
HDL
HPLC
INT
IM

IP
KGF
LOD

Aciklamalar

Ozon
Hidroksil

Peroksinitrit

Vanadyum kloriir

Santigrat derece

Aciklamalar

Ileri glikasyon son iiriinleri
Alanin amino transferaz
Aspartat amino transferaz

Biitillendirilmis hidroksi toliien

Katalaz

Siklooksijenaz

Diabetes mellitus
Deoksiriboniikleik asit
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

5,5 ditibios 2-nitrobenzoik asit
Ekstraselliiler matriks
Endotelyal projenitdr hiicre
Fibroblast biiyiime faktorii

Demir (II) indirgeme antioksidan gii¢

Glutatyon

Glutatyon peroksidaz
Okside glutatyon
Yiiksek yogunluklu lipoprotein

Yiiksek performansl s1vi kromatografisi

Xiv

2-4-iodofenil-3-4-nitrofenil-5-fenil-tetrazolym-klorid

Intramiiskiiler

Intraperitonal

Keratinosit biiyiime faktorii

Lipoksijenaz
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MDA
MIC
mM
MMPs
mMRNA
NADPH
NOS
NOx
PDGF
ROT
Rpm
SOD
STZ
TBA
TBARs
TCA
TEP
TGF-p
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TPTZ
VEGF
XOD

Aciklamalar
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Minimal inhibitor konsantrasyon
Milimolar

Matriks metalloproteinazlari
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Ksantin oksidaz



1. GIRIS

Canlilarin yasami boyunca bir¢ok nedene bagli olarak (kesici-delici alet, atesli silah, 1s1,
elektrik, 1sirik vb.) alinan hasarlar sonucu viicudun cesitli bolgelerinde yaralar olusabilir.
“Yara” kelimesi bir hasar sonucu doku biitiinliiglinlin bozulmasi olarak tanimlanir.
Dogustan gelen bir yetenek olan yara iyilesmesi siireci ise yaralanmay1 takiben baglar ve
biliytime faktorleri ve sitokinlerin kontroliinde devam eder. Cesitli biyolojik ve fizyolojik
olaylardan olusan bu siire¢ genellikle i¢ ice gegmis 3 asama altinda incelenir: inflamatuar

faz, proliferasyon fazi ve olgunlagma (yeniden sekillenme) fazi [1-3].

Yaralamanin ardindan baslayan inflamatuar fazda hemostaz ve inflamasyon olaylar
meydana gelir. Pihti olusumu ile kanama durmaya baglar ve gegici matriks olusumu
gerceklesir [4]. Aktif trombositlerden iyilesme siirecini yoneten ¢ok sayida biiylime faktorii
ve sitokin salgilanir [5, 6]. Yara bolgesine gelen notrofil ve makrofajlar ise 6lii dokulari,
bakterileri ve yabanci cisimleri fagosite ederler [5]. Fibroblastlarin yara bolgesine gogil,
cogalmasi [7] ve endotelyal hiicrelerden yeni damarlarin olusmasi (anjiyogenez) sonucu
graniilasyon doku meydana gelir [4, 8]. Es zamanli olarak da yara kenarlarinda
epitelizasyonun baglamasi ile yaranin {izeri kapanmaya baglar [7]. Olgunlagma fazi yara
iyilesmesinin son fazi olup, yaklasik olarak yaralanmay1 takiben 2-3 hafta sonra baslar. Bu
fazda graniilasyon dokunun yerini olgun skar dokusu alir. Fibroblast, makrofaj ve kan

damari yogunlugu azalirken kollajenin yapis1 degisir [7, 9].

Diyabet, enfeksiyon, yaslanma, oksidatif stres vb. birgok lokal ve sistemik faktor yara
iyilesmesi {izerine etki ederek siireci geciktirebilir veya engelleyebilir [10]. Serbest
radikaller (Reaktif oksijen tiirleri, ROT) lipidler, proteinler ve DNA {izerine etki ederek
hiicresel hasara yol agabilir. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durumun pek ¢ok
hastaligin etiyolojisinde rol aldigi disiiniilmektedir [11-13]. Dolayisiyla yara iyilesmesi
esnasindaki oksidatif degisimler iyilesme silirecini olumlu veya olumsuz yonde

etkileyebilir.

Diyabet (Diabetes mellitus, DM) diinya g¢apinda yiiz milyonlarca insani etkileyen
metabolik bir hastaliktir [10]. Basta kan damarlar1 ve sinirler olmak iizere ¢ogu viicut

sistemlerini ciddi bi¢cimde hasara ugratir [14]. Diyabette su an igin tam bir iyilesme



olmadigin1 da g6z Oniine alirsak, diyabetlilerin diisen yasam kalitesini ylikseltmek igin
diyabetin neden oldugu komplikasyonlarin en etkili sekilde tedavi edilmesi onemlidir.
Iyilesmeyen veya geg iyilesen yaralar diyabet hastalarmin yasam kalitesini diisiiren dnemli
faktorlerden biridir. Sorunun altinda yatan mekanizma tam olarak bilinmemekte birlikte
noropati, periferal damar hastaliklari, anormal hiicresel aktiviteler, enfeksiyon, bozulan
oksidatif denge, biiylime faktorleri yapim ve yikimindaki diizensizlikler gibi nedenlerle

olustugu distiniilmektedir [15-17].

Bu tiir durumlarda iyilesmeyi gelistirmek veya hizlandirmak igin eksojen olarak bazi
kimyasallar veya materyaller yara bolgesine uygulanmaktadir. Bu tedavi edici iiriinler,
yapilan arastirmalar sonucu laboratuvar ortaminda liretilen sentetik maddeler olabilecegi

gibi, gecmisten-gilinlimiize bu amacla kullanilan folklorik bitkiler de olabilir.

Doga binlerce yildir tibbi tedaviler i¢in bir kaynak konumundadir. Dogal tedaviler
iyilesmeyi ve doku rejenerasyonunu uyarirken minimal seviyede yan etki gosterirler. Bu
nedenle son yillarda yara tedavisinde bitkilerin kullanimi ve tibbi bitkiler alanindaki

arastirmalara ilgi gittik¢e artmaktadir [18].

Rosaceae (giilgiller) familyasinda yer alan Potentilla L. cinsi (besparmak otu), 6zellikle
Kuzey Yarimkiirede yayilis gdsteren biiyiik bir cins olup, Ulkemizde ise yaklasik 60 tiirii
bulunmaktadir. Cigekleri sari, kirmizi, turuncu renkte olabilen bu cinste ¢igekler yaz
basinda acip sonbahar ortalarina kadar agik kalir [19]. Tragopogon L. cinsi (yemlik) ise
Asteraceae (papatyagiller) familyasinda yer almaktadir. Bir, iki veya cok yillik otsu
bitkiler olan bu cinsinin tiyeleri genel olarak siit salgis1 icermekte ve step benzeri ve yari
kurak alanlarda yayilis gdstermektedir [20]. Ulkemizde ve diinyanin cesitli bolgelerinde
yapilan etnobotanik arastirmalarda Potentilla ve Tragopogon tiirlerinin folklorik olarak
pek c¢ok hastaligin tedavisinde veya hastaligin semptomlarinin hafifletilmesinde
kullanildig1 rapor edilmistir. Potentilla cinsinin iiyeleri genellikle yara, yanik, kanama,
tilser, enfeksiyon, mide ve sindirim rahatsizliklarin1 geleneksel olarak tedavi etmek
amaciyla kullanilirken [21-24], Tragopogon cinsi iyelerinin mide ve bagirsak
rahatsizliklari, yara, iilser ve kabizlik tedavisinde tercih edildigi ¢esitli calismalarda

bildirilmistir [25-29].



Calismamizda etnobotanik arastirmalarda yara tedavisinde etkili cinsler oldugu bildirilen
Potentilla ve Tragopogon cinslerine ait P. erecta (kurtpengesi) ve T. dshimilensis (cimil
porini) bitki tiirlerinin STZ ile indiiklemis diyabetik ratlardaki yara iyilesmesi ve oksidatif
parametreler {izerine etkilerini incelemek amaglanmistir. Ayrica, kullanilan bitki
ekstraktlarmin bahsedilen etkilerinin degerlendirilmesi agisindan 6nemli olmasi sebebiyle
fenolik bilesikleri ve biyolojik aktiviteleri (antioksidan ve antimikrobiyal etkileri) in vitro

olarak belirlenmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Derinin Temel Yapisi

Deri, viicudun en biiyiik organi olup temel fonksiyonu viicudu dis etkenlerden korumaktir.
Toplam viicut agirliginin yaklasik % 16’sin1 olusturan deri ayn1 zamanda viicudun en agir
ve en genis organi olma Ozelligine de sahiptir. Derinin tiim tabakalar1 ektoderm veya
mezoderm orijinlidir [30]. Deri anatomik olarak temelde epidermis, dermis ve subkutan
yag doku tabakalarindan olusur (Sekil 2.1). Bu tabakalarin haricinde ter bezleri, kan

damarlari, sinirler, yag doku, tirnaklar ve kil folikiilleri de derinin yapisinda yer alir [31].

Kil foliklt

Epidermis

Dermis

Subkutan
yag doku |

Sekil 2.1. Derinin katmanlar1 [32]

2.1.1. Epidermis

Derinin goriinen kism1 olan epidermis baslica keratinosit hiicrelerinden olusur. Ektoderm
kaynakli bir katman olup fetal yasamin ilk haftalarinda gelisir. Kalinlig1 ortalama 0,1 mm’
dir. Epidermisin keratinositlerin farklilagmasi ile olustugu diisiiniilen 5 tabakasi mevcuttur

[30] (Sekil 2.2).

1. Stratum bazale: Mitotik faaliyet gosterme 6zelligine sahip vertikal dizilimli tek sirali
hiicrelerden olusur. Bu hiicreler arasinda noral krest kokenli melanositler bulunur.
Bazal tabakanin da altinda, epidermis ve dermisi ayiran bazal membran ismi verilen

fibroz bir membran vardir.



2. Stratum spinozum (malpighi): 6-7 sira ¢ok kdoseli, desmozom ismi verilen hiicreler
arast yapismaylr ve baglantiyt saglayan plaklar araciligiyla birbirine bagh
keratinositlerden olusur. Antijen sunumunda gorevli langerhans hiicreleri de bu
tabakada igerisinde yer alir.

3. Stratum graniilozum: Keratohiyalin graniilleri igerir.

4. Stratum lusidum: Sadece el i¢i ve ayak tabaninda bulunur.

5. Stratum korneum: Canli olmayan, derinin en {ist tabakasidir. Tiimiiyle keratinlesmis,

nukleuslarini kaybederek lameller halini almis keratinositlerden olusturur [30].

stratum korned

R,
stratum lusidam . foaet oF AET =
o . ¢ TGt -
stratum graniiloz 3 - . Yo,
.o

stratum spinozum Q r—

. . ey 1, @
langerhans hiicri J [ w E
merkel hiicresi . | ‘
melanosit\' ‘ L~

bazal membran

kan damarl——— |

stratum bazale =

Sekil 2.2. Epidermisin tabakalar1 [33]

Eriskin epidermisinde keratinositler diginda melanosit, langerhans hiicresi ve merkel
hiicreleri de bulunur. Keratinositler epidermisdeki hiicrelerin % 80-95’ini olusturan
ektodermal orijinli hiicrelerdir. Keratinositler ayn1 zamanda sa¢ ve tirnaklarin yapisal
proteini de olan keratin iretiminden sorumludur. Melanositler, melanozom denilen
melanin yiiklii organelleri yapan ve salgilayan dendritik hiicrelerdir. Deri rengini
melanozomlarin sayist ve ¢api belirler. Koyu renkli kisilerde ve uzun siireli glinese maruz
kalanlarda melanositler daha biiyiik ¢apta melanozom tiretir. Langerhans hiicreleri kemik
iliginden koken alir. Antijenlerin duyarlanmig T-lenfositlere sunumundan sorumludurlar.
Merkel hiicreleri ise 0Ozellesmis epitelyal hiicreler olup, duysal ve noroendokrin
fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Dokunmaya yiiksek derecede duyarli bolgelerde yerlesme
egiliminde olup 6zellikle uclardaki kilsiz deride ve ayrica kil folikiilleriyle iliskili olmak

tizere, epidermisin bazal tabakasinda bulunurlar [30].



2.1.2. Dermis

Epidermisin destekleyici tabakasi olan dermis, baslica fibroz kisim (kollajen ve elastin) ile
birlikte temel maddeden olusur. Sinirler haricinde mezoderm kokenlidir. Epidermis igine
papillalar seklinde uzanan komsu {ist kismina papiller dermis, subkutan dokuya komsu alt
kismina ise retikiiler dermis denir [30] (Sekil 2.3).

1. Papiller dermis: Epidermisin hemen altinda yer alir. Papiller uzantilar yaparak
epidermisin girintileri ile siki bir baglant1 yapar. Papillalarda terminal kapiller ve sinir
sonlanmalar1 bulunur. Kollajen lifler vertikal dogrultuda ve gevsek demetler halinde
uzanir.

2. Retikiiler dermis: Subkutisin {izerinde yer alir. Kollajen lifler horizontal uzanir. Elastik

lifler bunlara paralel uzanir ve bu tabakada daha yogundur [30].

Papiller dermis

Retikuler dermi

Sekil 2.3. Dermisin tabakalar1 [34]

2.1.3. Subkutan yag dokusu, kan damarlar1 ve sinirler

Subkutan yag dokusu fibroz septumlar ile bolinmiistiir. Is1 yaliimi gorevinin yaninda,

besin deposu gorevi de bulunmaktadir [30].

Derinin subkutan yag dokusundan gelen zengin bir damar ag1 bulunmaktadir. iki vaskiiler
ag olusumu saptanir. Bunlardan biri epidermis ve dermisin arasinda ve subkutan yag

dokusunda bulunan derin vaskiiler ag, digeri ise retikiiler dermisin yilizeyinde bulunup
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papiller dermisi besleyen ve kapiller halka sisteminden olusan yiizeysel vaskiiler agdir. Iki
pleksus aradaki epidermise dik damarlar sayesinde birbiriyle baglantida olup, anastomozlar

siktir. Lenfatikler de kan damarlar1 boyunca yer alir [30].

Somatik sinir sistemi agri, 1s1, dokunma, basing gibi uyarilar iletir. Pacini cisimcikleri
derin duyunun ve olasilikla titresimin algilanmasindan sorumludur. Palmoplantar bdlge,
parmaklarin dorsal yiizlerinde ve genital organlarin civarinda bulunurlar. Meissner
korptiskiilleri ise dokunmanin algilanmasini saglarlar. Baslica el ve ayaklar ile 6nkol
onytizdeki dermal papillalarda bulunurlar. Otonom sinir sistemi ise vaskiiler tonusun,

pilomotor yanit ve terlemenin diizenlenmesinden sorumludur [30].

2.2. Yara ve Yara Iyilesmesi

Yara, doku biitiinliigliniin anatomik ve fonksiyonel olarak yikimi olarak tanimlanir ve
fiziksel, kimyasal veya termal hasarlar sonucu olusabilir [5]. Yara iyilesmesi siireci ise
yaralanmay1 takiben baslar ve dogustan gelen bir yetenektir [4]. Normal iyilesme
stirecindeki hatalar sonucu akut ve kronik yaralarda iyilesme siireci gecikebilir. Tahminlere
gore gilinlimiizde yaklagik 6 milyon insan diinya ¢apinda kronik yaralardan dolay1 aci
cekmektedir. Ayrica iyilesmeyen veya kronik yaralar anormal saglik harcamalarina neden

olmaktadir [5, 35, 36].

2.2.1. Yaratipleri
Yaralar baslica asagidaki sekilde siniflandirilabilir [37, 38]:

1. Mekanik travmalara bagl yaralar
a) Kiint travmatik yaralar

Abrazyon

- Bere

- Laserasyon

- Kemik kiriklari

b) Kesici-delici-ezici alet yaralari

C) Atesli silah yaralari

2. Fiziksel travmalara bagli yaralar
a) Is1 yaralari

b) Isik yaralari
c) Elektrik yaralar
d) Basing yaralar1



3. Kimyasal travmalara bagli yaralar

a) Asit

b) Baz

4. Biyolojik etmenlere bagl yaralar

a) Hayvan 1sirik yaralari

b) Bocek sokmalarina bagl yaralar

c) Toksinler

5. lyilesme siiresine bagl yaralar

a) Akut yaralar

b) Kronik yaralar

6. Vaskiiler kaynakli yaralar

a) Arteriyel dolasim bozuklugu yaralari
b) Venoz dolagim bozuklugu yaralar

7. Hastaliklar sirasinda ortaya ¢ikan yaralar
a) Metabolik hastaliklar

b) Hematolojik

€) Malign hastaliklar

d) Enfeksiyon hastaliklari

2.2.2. Yara iyilesmesi fazlari

Yara iyilesmesi siireci inflamatuar faz, proliferasyon fazi ve olgunlagsma (yeniden
sekillenme) fazi olmak iizere genellikle 3 kisim altinda incelenir (Sekil 2.4). Bu fazlar,
ozellikle de inflamatuar ve proliferasyon fazlari, olduk¢a i¢ ice ge¢mis durumdadir.
Iyilesme siireci cesitli igsel ve dissal etkilere bagl oldugu igin sabit bir sekilde ilerlemez
[1, 4].
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Yaralanmadan
Sonra >
Gegen stire saatler 3. gun 7. giin haftalar yillar
Hemostaz ve inflamasyon ]
‘ Proliferasyon
Trombosit ngunla§ma
N6trofil (Yeniden Sekillenme)
Monosit-Makrofaj
Mast hiicresi
Lenfosit
Makrofaj
Fibroblast
Endotelyal hiicre
Endotelyal progenitor hiicre
Keratinosit
Damar buzulmesi Miyofiorobiast
Pihtilasma
inflamatuvar hiicrelerin kemotaksisi ve goci
Enfeksiyonun kontrol altina alinmasi
Granulasyon doku olusumu
Fibroplazi
- ) Ekstraseltler matriks sentezi
D Yara iyilesmesi asamasi Anjiyogenez
; 2 e Epitelizasyon
E] Baskin (dominant) hicre tipleri
Kollajenin yeniden sekillenmesi
[] Hiicresel olaylar Yara daralmasi
1z olusumu

Sekil 2.4. Yara iyilesmesinin fazlari [7]

Inflamatuar faz

Yaralanmay: takiben baslayan bu faz genellikle yaralanmadan sonraki 4. giine kadar
devam eder. Bu fazda siklikla agri, siz1 hissedilirken karakteristik olarak hemostaz ve
inflamasyon olaylar1 meydana gelir. Tarihte bu siire¢ “rubor et tumor cum calore et dolore”
yani ates ve agrinin eslik ettigi kizariklik ve siskinlik seklinde tanimlanmistir. Bu agsamada
trombositler énemli bir rol oynar [4, 7]. Dolasimdaki trombositler hasarli dokudaki
kollajene maruz kalarak aktif hale gelir, kiimelesir ve hasarli endotele yapisirlar.
Pihtilagma (koagulasyon) siirecinin baslamasi ile fibrinojen fibrine doniistiiriiliir ve gegici
ekstraselliiler matriks (ECM) olusur. Aktif trombositler trombosit kokenli biiyiime faktorii
(PDGF), transforme edici biiylime faktorii p (TGF-P), epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve
fibroblast biiyiime faktori (FGF) [5, 6] gibi yara iyilesmesini gelistiren faktorler
salgilayarak notrofil ve monositlerin gogiinli ve yapiskanligini saglarlar. Hasarli dokunun
etrafindaki vaskiiler endotelyal dokunun adezyon molekiilleri nétrofillerin endotele
yapigmasint saglar [7]. Cevre dokulardan gelen nétrofiller doku kalintilarini ve

mikroorganizmalar1 fagosite ederek enfeksiyona karsi ilk savunma hattin1 olustururlar.
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Daha sonra makrofajlar bu gorevi devralir ve endotelyal ve diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasi

icin kolaylik saglarlar [5].

Proliferasyon fazi

Ikinci faz olan proliferasyon fazi yaklasik 3-4 giin sonra baslar ve graniilasyon doku
olusumu (fibroplazi+anjiyogenez) ve epitelizasyon ile karakterizedir [4, 39]. Makrofajlar
araciligiyla salian biliylime faktorleri tarafindan aktive edilen fibroblastlar yara bolgesine
goc ederler ve gegici matriksi iskele gibi kullanirlar. Cogalmaya ve kollajen ve diger ECM
bilesenlerini iiretmeye baslarlar (fibroplazi) [7]. Yeni olusan kollajen fibrillerinin sentezi 5
ve 7. giinler arasinda maksimum diizeye ¢ikar. Ancak bunlar diizensiz ve gerilme kuvveti
acisindan zayiftr [39, 40]. Fibroblastlarin ¢ogalmasi siirecini yeni damarlarin olusumu
(anjiyogenez) olay1 izler. Mevcut kapiller agdan yeni kan damarlarinin olusumu igin
oksijen ve besin gereklidir. Bu sayede hiicre ¢ogalmasi (proliferasyon) hizlanir ve yara
iyilesir. Yeni damar olusumu endotelyal projenitér hiicrelerin (EPC) takviyesiyle
gergeklesir [8]. Anjiyogenez PDGF, FGF-2 ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF) gibi pro-anjiyogenik faktorlere bagli dinamik ve diizenli bir siirectir. 3 ve 7.
giinler arasinda yeni damar olusumu belirginlesir. Fazin sonlarina dogru damar yogunlugu
azalir [7]. Graniilasyon doku yeni kapiller ve yeni bag dokudan olusur ve en sik sekonder
yaralarda goriiliir [40]. Graniilasyon doku olusumuna es zamanl olarak keratinositler yara
kenarlarindan yeni matrikse dogru goc ederler ve epitelizasyonu baslatirlar. Bu yap1
graniilasyon dokuyu orter ve yarayi kapatir. Epidermisten ¢esitli biiyiime faktorleri (EGF,
keratinosit biiyiime faktorii (KGF) ve FGF-2 vb.) salinir ve epitelyal gogalmayi uyarir [7,
9].

Olgunlasma fazi

Iyilesmenin son fazi olan olgunlasma faz1 yaklasik olarak yaralanmay takiben 2-3 hafta
sonra baslar. Bu fazda graniilasyon doku yerini olgun skar dokuya birakir. Fibroblast,
makrofaj ve kan damar1 yogunlugu azalir ve kollajenin yapist degisir. Bu fazda hem eski
kollajen yikimi hem de yeni kollajen sentezi matriks metalloproteinazlariin (MMPs)
araciligiyla devam eder [7, 9, 41]. Yeni sentezlenen kollajen fibrilleri ¢apraz bagli diizen
alarak doku gerilme kuvvetini arttirirlar. Miyofibroblastlar ise yara daralmasini

(kontraksiyon) saglayarak yara boyutunu azaltirlar [7, 42].
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2.2.3. Yara lyilesmesi tipleri

Baslica 3 tip yara iyilesmesi vardir (Sekil 2.5):

Primer vara ivilesmesi

Biitiinliigii bozulan dokunun dudaklarinin dikis veya stapler ile kapatilmasi esasina
dayanan iyilesme tipidir. Kollajenin ve matriks proteinlerinin sentezi, depolanmasi kollajen
lifleri arasindaki baglarm olusumu dengeli bir sekilde devam eder. Iyilesme minimum
diizeyde 6dem ve ince bir skar doku ile tamamlanir. Enfeksiyon goriilmez. lyilesme
ertesinde yara, yaralanmadan Onceki giliciiniin % 85-90° 11 geri kazanir. Primer yara

iyilesmesi en ¢ok tercih edilen iyilesme tipidir [43].

Sekonder vara ivilesmesi

Tam katmanli yara ozellikle doku defektli durumlarda agik birakilarak, graniilasyon
dokusu ve takiben yara kontraksiyonu ve epitelizasyonu ile iyilesme saglanir. Bu yaralara
situr konulmaz. Primer iyilesmedeki olaylar goriiliir ancak bazi 6nemli farklar vardir.
Graniilasyon dokusu yeni damarlar, ¢ogalmis fibroblastlar, kollajen, proteoglikan
fibronektin ve laminin igerir. Sekonder iyilesmede 6nemli olan epitelizasyonun biitiinltigii
saglayacak sekilde tamamlanmasidir. Sekonder iyilesme yavas isleyen bir siirectir ve

gelismesi 4-8 haftayi alabilir [43].

Gecikmis primer vara iyilesmesi

Genis doku yaralanmalarinda, yabanci cisimle temas sonucu ciddi bakteri kontaminasyonu
olusan yaralarda, yara enfeksiyonunu engellemek amaciyla yara birkag giin sonra kapatilir.
Yara iyilesmesinin normal fazlar1 yasanir. Yara birkac¢ giin agik birakilarak enfeksiyon

riski azaltilmis olur. Tersiyer iyilesmede denir [43].
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Tersiyer
(gecikmis) kapanma

Sekil 2.5. Yara iyilesmesi tipleri [44]

2.2.4. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler

Yara iyilesmesi ¢ok sayida i¢ ve dis faktorden etkilenebilir. Genel anlamda bunlar lokal ve
sistemik faktorler seklinde siniflandirilmistir. Lokal faktorler yara karakteristiklerini direkt
olarak bizzat etkilerken, sistemik faktorler ise bireyin iyilesme kabiliyetini genel saglik

veya hastalik durumuna gore etkiler [10].

Lokal faktorler

Desikasyon

Nemli bir ortam, yaralarin kuru ortamdan daha hizli ve daha az agrili bir sekilde
iyilesmesine imkan verir. Kuru ortamlarda hiicreler genellikle dehidratasyona ugrar ve

oliirler. Bu durum, yara alaninin iizerinde bir kabuk olusturarak iyilesmeyi engeller [45].
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Enfeksiyon

Yara enfeksiyonu konakg¢inin tepkisine yol agacak sekilde dokudaki bakteri veya diger
organizmalarin sayisinin artmasi seklinde tamimlanabilir. Deri hasar aldiktan sonra,
normalde cilt yilizeyinde ve dis ortamda bulunan mikroorganizmalar alt dokulara gegerler.
Bu durum yara iyilegsmesini olumsuz yonde etkileyebilir [10, 46].

Oksidasyon

Oksijen enerji iiretimi agisindan hiicre metabolizmasi ve dolayisiyla da yara iyilesmesi icin

oldukga 6nemlidir [10]. B6liim 2.2.5” de bu konudan daha detayli olarak bahsedilecektir.

Sistemik faktorler

Yaslanma

Artan yas yara iyilesmesini geciktiren onemli faktdrlerden biridir. Bozulan inflamatuar faz
(inflamatuar hiicrelerin yaraya go¢ etmesi, kemokin iiretimi ve fagositik aktivitedeki
sorunlar), kollajen sentezi, anjiyogenez ve epitelizasyonun gecikmesi, biiyiime
faktorlerinin salgilanmasindaki azalma gibi sebeplerle iyilesme gecikebilir ve yash niifus

i¢cin 6nemli bir sorun haline gelebilir [10, 47-49].

Stres

Stres insan sagligi ve sosyal yasam iizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir. Cogu hastalik
(kardiyo-vaskiiler hastaliklar, kanser vb.) stres ile iliskilidir. Cesitli insan ve hayvan temelli
calismalarda psikolojik stresin yara iyilesmesinde gecikmeye sebep oldugu bildirilmistir

[10, 50, 51].
Diyabet
Kandaki glikoz seviyesinin artmasi olarak ifade edilen diyabet yara iyilesmesini olumsuz

yonde etkileyen bir hastaliktir. Bolim 2.2.6° da bu konudan daha detayli olarak
bahsedilecektir.
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2.2.5. Yara iyilesmesi, oksijen ve reaktif oksijen tiirleri

Yaranin iyilesmesi (yeni hiicre olusumu ve dokularin biiylimesi) i¢in yara bolgesinin
yeterli oksijenle beslenmesi gereklidir [52]. Oksijen dokunun yenilenmesi igin gerekli
enerjiyi saglar [53] ve bakterilerin ortadan kaldirilmasinda, kollajen sentezinde,

anjiyogenezde ve epitelizasyon olaylarinda destekleyici rol oynar.

Hiicreler normal metabolik siirecte oldugu gibi yara iyilesmesi esnasinda da oksijen
kaynakli serbest radikaller (reaktif oksijen tiirleri, ROT) iiretirler [54]. ROT disiik
seviyelerde hiicre igi sinyal iletiminde ikincil mesajc1 olarak gérev alir [53, 55]. Ornegin
H.0, diisiik seviyede anjiyogenez igin &nemlidir [55, 56]. lyilesmenin ilk fazi olan
inflamatuar fazda notrofil ve makrofajlar fagositoz ile doku artiklarini ve bakterileri
ortadan kaldirirken NADPH oksidaz enzimi araciligiyla yiiksek miktarda olduke¢a reaktif
olan siiperoksit (O2¢) radikalini iiretirler (solunumsal patlama) [55]. O radikali spontan
veya siliperoksit dismutaz (SOD) enzimi araciligiyla distumasyona ugrayarak H>O, ye
dontistir. H2O2 radikal olmamasina ragmen demir iyonlarmin varliginda OH radikalini
(OHe) olusturabilir (fenton reaksiyonu). Ayrica notrofil ve makrofajlar miyeloperoksidaz
enzimi araciligiyla H20> ile klor iyonlarimi katalizleyerek oldukga reaktif olan hipoklorik
asit (HOCI) meydana getirirler [55]. Asin1 ROT diretimi veya bunlarin
detoksifikasyonundaki sorunlar (oksidatif stres) ise hiicresel hasara (lipid, protein veya
DNA hasar1) ve yara iyilesmesinin gecikmesine neden olabilir [53, 54, 57]. Serbest

radikaller ve antioksidan sistemlerden Boliim 2.3’ de daha detayl olarak bahsedilecektir.

2.2.6. Yara iyilesmesi ve diyabet

Diyabet, pankreas tarafindan iretilen insiilinin salgilanmast ve/veya etkisindeki
degisikliklerden kaynaklanan ve yiiksek kan sekeri (hiperglisemi) ile karakterize bir dizi
metabolik hastaliklardan olusur [14, 15]. Yara iyilesmesinin gecikmesi ve kronik yaralar
diyabetin onemli komplikasyonlarindan olup, giinlimiizde ciddi tedavi problemi ve
ekonomik sorunlar olusturmaktadir [15]. Iyilesmeyen veya gec iyilesen yaralar diyabet
hastalarinin yasam kalitesini diisliren 6nemli faktorlerden biridir. Sorunun altinda yatan
mekanizma tam olarak bilinmemekte birlikte noropati, periferal damar hastaliklari,

anormal hiicresel aktiviteler, enfeksiyon, bozulan oksidatif denge, biiylime faktorlerinin
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yapim ve yikimindaki diizensizlikler gibi nedenlerle olustugu diistiniilmektedir (Sekil 2.6)

[15-17].

Hiperglisemi, kollajen ve diger proteinlerin enzimatik olmayan glikasyonuna ve ileri
glikasyon son {iriinleri (advanced glycation end products, AGE) olusumuna neden olabilir.
Olusan bu son iirlinler diyabetlilerde ekstraselliiler matriksin ¢oziiniirliigiinii azaltirken,
inflamatuar degisiklikleri siirdiiriirler [7]. Ayrica hiperglisemide antioksidan kapasiteyi
asan ROT tiretimi oksidatif strese katkida bulunabilir [10]. Diyabet diisiik kalitede kronik
bir inflamatuar hali ve yara kapanmasina zarar veren uzatilmis bir inflamatuar cevap ile
karakterizedir [7]. Anjiyogenezin iyilesmeyen diyabetik yaralarda geciktigi belirlenmistir.
Diyabetlilerde EPC azalmasi diyabetik ayak {ilseri riskini beraberinde getirmektedir.
Hiperglisemi ve kronik inflamasyonun EPC’ lerin fonksiyonlarini bozan ana sebepler
oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, diyabetik ayak iilserlerinde MMPS seviyeleri yiiksektir.
Kronik yara sivisinda MMP seviyeleri akut yaralara kiyasla daha yiliksek bulunmustur. Bu
artan proteaz aktivitesi doku yikimini destekler ve normal iyilesmesi siirecini engeller [10].
Diyabetlilerde mikro- ve makrovaskiiler hastaliklar sebebiyle yara bélgesine yetersiz
oksijen ulasmasi ve kotii doku perflizyonu yara bolgesinde hipoksiye, dolayisiyla da
iyilesme siirecinin gecikmesine neden olur [7]. Diyabetik noropati yaygin bir rahatsizliktir
ve diyabetlilerde periferik sinir fonksiyonlarmin bozulmasinin (tutulumu) semptomlar:
olarak tanimlanir [58]. Diyabetik noropati azalan endotelyal bagimli ve bagimsiz
vazodilatasyon ve sonucunda bozulan mikrosirkiilasyon ile iligkilidir [7]. Diyabetik
yaralarda ¢esitli diizensiz hiicresel fonksiyonlar (kusurlu T-hiicresi bagisikligi, 16kosit
kemotaksisi, fagositoz ve bakterisidal kapasitedeki kusurlar ve fibroblastlar ve epidermal
hiicrelerin iglev bozukluklar1) bulunmaktadir. Bu kusurlar, diyabetlilerde yetersiz

bakteriyel temizleme ve gecikmis veya bozulmus onarimdan sorumludur [10].
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Diyabet
Keratinosit ve fibroblast "
; ; - Bozulan Anjiyogenez
Hipoksi fonksiyonlarindaki Yiksek MMP e
bozulmalar
ROT ve AGE
. Azalan bagisiklik
Hiperglisemi
Geciken (Bozulan) Yara i_\'ilcsmcs'i

Noéropati

Sekil 2.6. Diyabetin yara iyilesmesi siirecine etkileri [10]

2.3. Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest oksijen radikalleri dis orbitalarinda bir veya daha fazla eslenmemis elektron igeren
molekiiller yapilar olarak tanimlanir [12]. Serbest radikaller canlilar tizerinde olumlu ve
olumsuz etkiler gosterebilir. Son yillarda bu alana olan yogun ilgi, serbest radikallerin
rollerini daha iyi anlamamiza yardim etmis ve bu maddelerin sebep oldugu doku hasarini

sinirlandiran antioksidanlarin faydalarinin anlagilmasinda biiyiik rol oynamistir [59].

2.3.1. Serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri

Biyolojik sistemlerde fotoliz, organik materyalin termal yikimi, radyoliz, metal iyonlarmnin
ve enzimlerin katalize ettigi redoks reaksiyonu gibi ¢esitli reaksiyonlar sonucunda serbest
radikaller olusur [12]. Oksijen bir oksidan ajandir ve viicuttaki metabolizmasi sirasinda
olusan ROT nedeniyle toksik etki gosterebilir (Cizelge 2.1) [11]. Molekiiler oksijen paralel
spin durumlu 2 eslesmemis elektrona sahiptir. Bu elektronlardan herhangi biri, bir
orbitalden digerine gectiginde veya farkli orbitallerde farkli yonde dondiigiinde singlet
oksijen olusmaktadir. Orbitallerden birine veya ikisine ters doniislii bir veya ters doniisli

iki elektron yerlestirilmesi ile radikal elde edilmektedir [60].
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Cizelge 2.1. Baslica reaktif oksijen tiirleri [61]

Radikaller Radikal olmayanlar
Siiperoksit (O2¢) Hidrojen peroksit (H202)
Hidroksil (OH¢) Hipoklorik asit (HOCI)
Peroksil (ROz¢) Ozon (03)

Alkoksil (RO¢) Singlet oksijen
Hidroperoksil (HOO-) Peroksinitrit (ONOQO)
Nitrik oksit (NO) Nitroz asit (HNO3)

Siiperoksit (O2-)

Molekiiler oksijen bir elektron indirgendiginde siiperoksit radikali olusur [61]. Siiperoksit
gecis metal iyonlarinin indirgeyicisidir ve H202 kaynagidir. Haber-Weiss reaksiyonu (Es
2.1) sonucu, Oz¢” ve HxO2, demir varliginda etkilesime girerek oldukga reaktif olan OHe

meydana getirir [62].
Fe

Hidroksil (OHe)

Hidroksil radikali, oksidatif streste en olasi toksik reaktan olarak goriinmektedir. Asir
derecede reaktif olup sadece difiizyon ile sinirlandirilabildiginden ¢ok hizli bir sekilde hem
diisiik, hem yiiksek molekiil agirlikli bilesikleri hasara ugratabilir veya degistirebilir [59].
OH-, Haber-Weiss (Es 2.1) ve Fenton (Es 2.2) reaksiyonlariyla olusabildigi gibi, suyun X-
151n1 veya gama 1sin1 gibi iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucu da meydana

gelebilir [11].
Fe*? + H,0, » Fe*3+ OH - +0H - (2.2)

Hidrojen peroksit (H>O»)

Hidrojen peroksit reaktif 6zellik gdstermese de okside edici ajan olmasi nedeniyle oldukga
onem tasir [59]. Molekiiler oksijen iki elektron indirgendiginde, siiperoksit radikali bir
elektron indirgendiginde veya Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlar1 sonucu olusabilir (Es
2.1-2.4) [61].
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0, +2e~ +2H* = H,0, (2.3)
02 * +e_ + 2H+ - H202 (24)

Nitrik oksit (NO)

Nitrik oksit en Onemli reaktif nitrojen cesitleri arasinda yer almaktadir. NO memeli
hiicrelerindeki endotel (damar i¢ yiizii), néron, makrofaj gibi farkli hiicrelerde L-arjininden
nitrik oksit sentaz enzimi (NOS) aktivitesine bagh olarak ortaya ¢ikmaktadir. NO kan
damarlarin1 genisletirken, trombosit kiimelenmesini engellemektedir. Nitrik oksit ve
stiperoksit radikalinin reaksiyona girmesi sonucu kuvvetli bir oksidan olan peroksinitrit
(ONOO") meydana gelir (Es 2.5) [61].

0, +NO - ONOO~ (2.5)

Serbest radikaller hem endojen hem de eksojen kaynaklar tarafindan meydana
getirilebilmektedir. Serbest radikallerin baslica endojen kaynaklari arasinda mitokondri,
sitokrom P450 metabolizmas: ve peroksizomlar yer almaktadir. Siiperoksit radikallerinin
genellikle mitokondriyal veya mikrozomal elektron transferi sirasinda meydana geldigi
belirtilmektedir. Serbest radikaller ayrica fagositoz, arasidonik asit metabolizmasi,
bayanlarda ovulasyon ve iireme sirasinda da ortaya ¢ikmaktadir. Ksantin oksidaz, triptofan
dioksidaz ve indol-amin dioksijenaz gibi az sayidaki enzimin direk olarak serbest radikal
meydana getirdigi belirlenmistir. L-amino asit oksidaz ve monoamin oksidaz tarafindan
katalizlenen reaksiyonlar sonucunda ise radikal olmayan, ancak oksidan 6zellik gosteren
hidrojen peroksit olustugu belirlenmistir. Lipoksigenaz, siklooksijenaz, tirosin hidroksilaz,
nitrik oksit sentetaz ve riboniikleoksit rediiktaz enzimleri tarafindan da serbest radikal

olusturuldugu bildirilmistir [61].

Serbest radikaller hiicrede baslica DNA, lipit ve proteinler iizerine etki ederek hasara
neden olmaktadir (Sekil 2.7) [12]. Poliansatiire yag asitleri serbest radikal hasarina karsi
hassastirlar. Bu oksidatif hasara “lipit peroksidasyonu” adi verilir. Sonugta membran
akigkanlifinda azalma ve permeabilite degisiklikleri meydana gelir. Peroksidasyon, bir
metilen grubundan bir H atomunu yeniden ¢ikartan herhangi bir serbest radikal tiirii ile

baslayabilir. Oksijen bir peroksit radikali olusturmak i¢in karbon radikaline eklenir ve
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sonucta diger bir lipit molekiiliinden bir H atomu c¢ikarir, lipit hidroperoksiti olusturur.
Boylece zincirleme reaksiyon baglar. Siklik peroksitler yeniden diizenleme ile
endoperoksitlere, daha ileri oksidasyon ile de malondialdehit (MDA) doniisebilirler. DNA’
da ise serbest radikal etkisi (6zellikle hidroksil) sonucu sarmal ayrilmasi, yikimi ile baz ve
deoksiriboz fragmantasyonu tespit edilmistir. Sonugta sitotoksisite, mutasyon ve malign
degisimler meydana gelir. Serbest radikallerin proteinler iizerine etkisi sonucu ise
fragmantasyon, capraz baglanma, agregasyon meydana gelir. Yine bu nedenlere baglh

olarak enzim inaktivasyonu veya aktivasyonu gerceklesebilir [59].

HOCI : e
>

‘0,

_» Lipit peroksidasyonu

B, ,0

NADPH P450
reduktaz

'—\»I DNA oksidasyonu ]

[ Protein oksidasyonu]

Sekil 2.7. Baz1 reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, detoksifiyesi ve etkileri [63]

2.3.2. Antioksidan savunma

Hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin olusturdugu oksidan yikima karsi antioksidanlar
olarak isimlendirilen bir¢ok koruyucu mekanizma bulunmaktadir [12]. Antioksidanlar
etkilerini baslica dort farkl sekilde gostermektedir [11]. Bunlar:
1. Serbest radikalleri tutarak daha zayif bir molekiile doniistiirmek (yok edici etki)
2. Serbest radikallere bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya etkisiz hale
getirmek (baskilayic etki)
Serbest radikallerin olusturdugu hasar1 onarmak (onarict etki)

4. Serbest radikalleri baglayarak fonksiyonlarini engellemek (zincir kirici etki)

Antioksidanlar temelde enzimatik olan ve enzimatik olmayan antioksidanlar seklinde

smiflandirilirlar (Sekil 2.8). Bunlardan bazilari;
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| Antioksidanlar |
v
‘ Enzimatik Antioksidanlar | ‘ Non-Enzimatik Antioksidanlar |
[ Minaraller L » ::::::: C vitamini
7 u‘ ' E vitamini, K vitamini
Birincil Enzimler

50D, katalaz, glutatyon  [4——
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Hidroksibenzoik
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pelarg

Sekil 2.8. Antioksidanlar [64]

Enzimatik antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit radikali dismutasyon reaksiyonu ile ortadan kaldirir (Es 2.6). SOD biitiin
aerobik organizmalarda mitokondri ve sitozolde bulunur ve tek bilinen substrati stiperoksit
radikalidir.

SOD
202 * +2H+ — H202 + 02 (26)
Katalaz (CAT)

Katalaz bitkiler, hayvanlar ve aerobik bakterilerde peroksizom adi verilen organellerde yer
alan bir enzimdir. Bu enzim H2O’ i son derece etkin bir sekilde su ve molekiiler oksijene
donitistirmektedir (Es 2.7) [61].

Katalaz

2H202 —_— 2H20 + 02 (27)
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Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
Rediikte glutatyonun (GSH) yiiksek konsantrasyonlar1 ve okside formunun (GSSG) diisiik

diizeyleri hayvanlarin yasami igin gereklidir. Gerekli GSH-GSSG oranlar1 GSH-Px enzimi
tarafindan devam ettirilir (Es 2.8) [59]

GSH—-Px
H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0 (2.8)

Enzimatik olmayan antioksidanlar

Glutatyon (GSH)

Glutatyon, glutamat, sistein ve glisin’ den olusan bir tripeptittir [11]. Antioksidan aktivitesi
icerdigi siilfiir gruplarindan kaynaklanmaktadir. Glutatyonlar, glutatyon peroksidaz,
glutatyon transferaz gibi oksidatif stresi o6nleyen enzimlerin kofaktoriidiir. Glutatyonlar
hidroksil radikali ile singlet oksijeni direk olarak yakalama, H>O> ve lipit peroksidazlari
detoksifiye etme, C ve E vitaminlerini aktif formlarina rejenere etme gibi fonksiyonel
ozellikleri tagimalar: nedeni ile son derece 6nemli antioksidan mekanizmalari arasinda yer

almaktadir. [61].

Vitamin C (Askorbik asit)

Vitamin C, kollajen biyosentezinde kullanilan prolin hidroksilaz ve dopamini nor-

adrenaline doniistiiren dopamin-beta-hidroksilaz igin 6nemli bir kofaktordiir [59].
Vitamin E
Vitamin E, lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu bir antioksidandir. Lipitte ¢oziiniir

dogasi, hiicre zarlarinin fosfolipit tabakasi ve kan lipoproteinleri igerisinde konsantre

olmasina izin vermektedir [59].
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Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler genellikle bitki sekonder metabolitleri olarak bilinirler [65]. Alt1 iiyeli
aromatik halkaya direkt bagli bir hidroksil grubu ig¢eren aromatik bilesenlerdir [66].
Bitkilerin fizyolojik islevleri i¢in yararli olmalarinin yani sira insan sagligi agisindan da
olumlu etkiler gosterirler [65, 67, 68]. Fenolik bilesikler genellikle antioksidan ve
antimikrobiyal aktivite gostererek oksidatif strese ve patojen mikroorganizmalara karsi bir
ajan olarak ¢esitli rahatsizliklarin (deri hastaliklar1 vb.) tedavisinde kullanilirlar [65, 67—
70]. Genel olarak fenolik asitler ve flavonoidler olmak {izere 2 baslik altinda

degerlendirilmektedirler [71].

Fenolik asitler sinnamik ve benzoik asitten hidroksillenerek tiirevlenen bilesikler olup,
bitkilerin major iyelerindendir. Bagslicalart hidroksisinamik asit, hidroksibenzoik asit ve
hidroksisinamik asit tiirevleridir [71, 72]. Flavanoidler ise bitkilerin dogal yapilarinda
bulunan polifenolik antioksidanlardir. Bu bilesikler bitkinin biiylime ve gelismesini
etkiledikleri gibi, hastalik etmenlerine karst savunma sisteminin de bir parcasin
olustururlar. Flavanoidlerin antioksidan, antifungal, antimikrobiyal, farmokolojik,
antiinflamatuar, antikanserojen ve antialerjik 6zelliklerinin oldugu bilinmektedir [71, 73,
74]. Yaklasik 6500 farkli flavonoid tiirii yapisal olarak antosiyanidinler, flavonlar ve
flavonollar, flavanonlar, katesinler ve ldykoantosiyanidinler, proantosiyanidinler
basgliklarinda toplanmaktadir [75].

2.4. Yara Tedavisinde Bitkiler

Doga binlerce yildir tibbi tedaviler icin bir kaynak konumundadir. Diinya capindaki
gelismemis ve gelismekte olan lilkelerin saglik harcamalarinda bitkisel bazli sistemler
temel rol oynar. Cogu bitki ve bunlarin ekstraktlari ise yara tedavisinde geleneksel olarak
tercih edilmektedir. Dogal tedaviler iyilesmeyi ve doku rejenerasyonunu uyarirken
minimal seviyede yan etki gosterirler. Bu nedenle son yillarda yara tedavisinde bitkilerin
kullanim1 ve tibbi bitkiler alanindaki arastirmalara ilgi gittikge artmaktadir [18]. Ek
olarak, geleneksel olarak kullanilan her ii¢ ilagtan biri yara ve cilt hastaliklarinin
tedavisinde kullanilirken sentetik ilaglarin sadece %1-3’1i bu hastaliklarda kullanilmaktadir
[76]. Tim bunlar yara tedavisinde kullanilan tibbi bitkilerin sentetik ilaglara alternatif

olusturma agisindan potansiyel tasidigini diisiindiirmektedir [15].



24

2.4.1. Potentilla L. cinsi botanik ozellikleri

Potentilla L. cinsi (besparmak otu), Rosaceae (giilgiller) familyasinda yer alan ve 6zellikle
Kuzey Yarimkiirede yayilis gosteren biiylik bir cinstir. Tiirkiye’ de ise yaklasik 60 tiirti
bulunmakta olup, bunlardan 20 tanesi endemiktir. Cigekleri sari, kirmizi, turuncu renkte
olabilen bu cinste cicekler yaz basinda agip sonbahar ortalarima kadar agik kalir.
Cigeklerinin bu renkliliginden dolayr olduk¢a dikkat g¢eker [19] (Bkz. Resim 2.1).
Calismamizda kullanilan P. erecta tiirii ise yerel olarak “kurtpengesi” ismi ile bilinir. Cok
yillik otsu bir bitki olup Ulkemizde Istanbul, Hakkari, Zonguldak, Bitlis, Artvin, Erzurum,
Nigde, Ordu, Sivas, Tokat, Trabzon ve Tunceli illerinde dagilim gostermektedir [77].
Potentilla tormentilla ve Tormentilla erecta gibi sinonimleri bulunmaktadir [78].

2.4.2. Potentilla tiirlerinin geleneksel tedavi sistemlerinde kullanilisi

Ulkemizde ve diinyanin gesitli bolgelerinde yapilan etnobotanik arastirmalarda Potentilla
tiirlerinin folklorik olarak pek ¢ok hastaligin tedavisinde veya hastaligin semptomlarinin
hafifletilmesinde kullanildigi bildirilmistir. Tomczyk ve Latte yayinlamis olduklari
etnobotanik derlemede P. erecta tiriiniin kok kisminin gesitli iilkelerde yaralarda,
kanamalarda ve iltihapli bagirsak hastaliklarinda tedavi amagli kullanildigini rapor etmistir
[21]. P. tormentilla (sinonim P. erecta) bitkisinin yaralanmalarda, mide ve bagirsak
iilserlerinde geleneksel olarak kullanildig:r bitkisel ilaclar1 konu alan kitaplarda da
belirtilmistir [22, 79]. Tunon ve digerleri isve¢’ te yapmis olduklar etnobotanik ¢alismada
P. anserina (yaprak) tiiriiniin goz enfeksiyonlar1 ve yaralarda ve P. erecta (kok) tiiriiniin

ise hematiiri ve dizanteri tedavisinde kullanildigini bildirmistir [23].

Ivancheva ve Stantcheva Bulgaristan’ da yapmis olduklari ¢calismada P. erecta koklerinin
mide ve sindirim hastaliklarinda anti-inflamatuar, agiz ve bogazda ise antiseptik olarak
kullanildig1 belirtmistir [24]. Sharma ve digerleri P. atrosanguinea tiiriiniin Hindistan’ da
yara tedavisinde kullanildigini belirtmistir [80]. Kumar ve digerleri P. nepalansis tiiriiniin
Hindistan’ da yanik tedavisinde folklorik olarak kullanildigini bildirmistir [81]. Malla ve
digerleri Nepal’ de P. polyphylla tiiriiniin koklerinin iilser, enfeksiyon, kesik ve yaralarda
geleneksel olarak kullanildigini rapor etmistir [82]. Kayani ve digerleri Pakistan’ da P.
astroguinea ve P. nepalansis tiirlerinin kanamanin durdurulmasinda ve yaralarda tedavi

amach kullanildigini bildirmistir [83]. Ozdemir ve Alpmar Nigde ¢ de yapmus olduklari
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caligmada P. recta tiirliniin yara tedavisinde kullanildigini belirtmiglerdir [84]. Ayrica
Avrupa Ilag Ajansmnin (European Medicines Agency, EMA) degerlendirme raporunda P.
erecta bitkisinin rizom kisminin yanik ve kotii iyilesen yaralarin tedavisinde geleneksel

olarak kullanildig: bildirmistir [85].

2.4.3. Potentilla tiirleri iizerinde yapilan biyolojik aktivite calismalar:

Grochowski ve digerleri yapmus olduklari in vitro ¢alismada P. thuringiaca tiiriiniin gii¢lii
antioksidan aktivite gosterdigini ve a-amilaz, a-glukozidaz, asetilkolinesteraz, tirozinaz ve
lipaz enzimleri igin inhibitér aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir [86]. Uysal ve
Aktiimsek Ulkemizde yapmus olduklari ¢alismada ise endemik olan P. anatolica tiiriiniin
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve palmitik asit, oleik asit ve stearik asit gibi ugucu
yaglar1 igerdigini bildirilmistir. Ayrica aym ¢alismada o-amilaz, o-glukozidaz ve
asetilkolinesteraz enzimlerini inhibe ettigi de rapor edilmistir [87]. Song ve digerleri
fareler lizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada P. discolor tiiriiniin anti-hiperglisemik etki
gosterdigini bildirmistir [88]. Avei ve digerleri Ulkemizde gesitli rahatsizliklarda folklorik
olarak kullanilan P. reptans bitkisinin yiiksek kolesterol diyetine tabi tutulan farelerde
serum yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ve NOx diizeylerini arttirdigini bildirmistir
[89]. Giirbiiz ve digerleri ratlar iizerinde yapmis olduklar1 ¢aligmada P. reptans bitkisinin
gastrik iilserden korunmada potansiyel vaat ettigini belirtmistir [90]. Kundu ve digerleri
yapmis olduklar1 ¢alismada P. fulgens tiiriiniin epitelizasyonu arttirarak yara iyilesmesine

onemli katkida bulundugu belirtilmistir [91].

Chen ve digerleri yapmis olduklar1 ¢alismada P. freyniana’ nin rizom kismindan elde
etilen ekstraktin, siklooksijenaz-2 (COX-2) mRNA ekspresyonunu inhibe ettigini ve
ksantin oksidaz (XOD), lipoksijenaz (LOX) enzim aktivitelerini baskiladigini
bildirmislerdir [92]. Zhang ve digerleri ratlarda yapmis olduklari ¢alismada P. discolor
tiirliniin hipoglismik ve hipolipidemik etkisi oldugunu tespit etmistir [93]. Bazylko ve
digerleri P. recta ekstraktinin in vitro kosullarda antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellikler
gosterdigini bildirmistir [94]. Grujic-Vasic ve digerlerinin yapmis olduklar1 ¢alismada P.
erecta bitkisinin farkli ¢Oziiciilerle hazirlanan ekstraktlarmin S. aureus ve E. coli
bakterileri iizerine antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir [95]. Saio ve digerleri
yapmis olduklar1 ¢alismada alloksan ile diyabet olusturmus farelere P. fulgens ekstrakti

uygulamigtir. Uygulanan metanolik ekstraktin serumda antioksidan enzim aktivitelerini
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arttirirken TBARSs seviyesini diisiirdiigi tespit edilmistir [96]. Tomczyk ve digerleri ise P.
anserina, P. argentea, P. erecta, P. fruticosa, P. grandiflora, P. nepalensis, P. recta, P.
rupestris ve P. thuringiaca tiirlerinin Helicobacter Pylori’ ye karsi antimikrobiyal etki
gosterdigini bildirmistir [97]. Tomczyk tarafindan gerceklestirilen bir baska ¢alismada ise
P. recta oldugu belirtilen taksonda kaemferol, apigenin ve luteolin tiirevlerinin varligi
tespit edilmistir [98]. Wang ve digerleri P. fruticosa, P. glabra ve P. parvifolia tiirlerinde
rutin, katesin, kafeik asit, ferulik asit, ellajik asit gibi fenoliklerin bulundugunu tespit etmis
ve ek olarak bu tiirlerin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu
bildirmistir [99]. Synowiec ve digerleri P. erecta bitkisinin ekstraktin Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Candida lipolitica ve Hansenula anomala mikroorganizmalari
lizerine antimikrobiyal etki gosterdigini tespit etmistir [100]. P. erecta rizom ekstraktinin

insanlara uygulandiginda akut toksisite a¢isindan giivenli oldugu diisiiniilmektedir [101].

2.4.4. Tragopogon L. cinsi botanik ozellikleri

Stit salgis1 ihtiva eden tiirleri iceren Tragopogon L. cinsi (yemlik), Asteraceae
(papatyagiller) familyasinda yer almaktadir. Bir, iki veya g¢ok yillik otsu bitkiler olan
Tragopogon cinsinin iiyeleri genel olarak step benzeri ve yari kurak alanlarda yayilis
gostermektedir. Govde basit veya dallanmistir ve silindirik kazik kdke sahiptirler. Sari
veya mor renkte dilsi ¢i¢ekleri vardir. Meyveler genellikle uzamis ve belirgin bir gagaya
sahiptir [20] (Resim 2.1). Diinyada yaklasik 150 tiir ile temsil edilen bu cinsin Ulkemizde
ise 21 tiirii bulunmaktadir. Caligmamizda kullanilan T. dshimilensis tiirii ise Avrupa-
Sibirya elementi bir bitki olup Ulkemizde Trabzon, Giimiishane, Rize, Giresun, Artvin,
Erzurum ve Ardahan bélgelerinde yayilis gostermektedir. “Cimil porini” ismiyle bilinen ve
endemik olan bu tiir 23-80 cm uzunlugunda, ¢ok yillik, tabanda lifsi yaprak kalintilari

mevcut olan ve genellikle tabana yakin yerden dallanmis seyrek yiinsii tiiylii gévdeye sahip
bir bitkidir [20, 77].
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Resim 2.1. Kullanilan bitkiler (a) P. erecta (b) T. dshimilensis

2.4.5. Tragopogon tiirlerinin geleneksel tedavi sistemlerinde Kullanilisi

Cesitli Tragopogon tiirlerinin halk arasinda ve geleneksel tedavi sistemlerinde tibbi amagla
kullanildig1 bir¢ok etnobotanik ¢alismada rapor edilmistir. Cakilcioglu ve digerleri Elaz1g’
da T. pterocarpus tiiriiniin solucan (parazit) tedavisinde kullanildigini rapor etmistir [102].
Tuzlac1 ve Dogan Tunceli’ de yapmis olduklari etnobotanik aragtirmada T. longirostis
tiirliniin latexinin (siit salgisi) folklorik olarak yara tedavisinde kullanildigint bildirmistir
[25]. Altundag ve Oztiirk Ulkemizin Dogu Anadolu bodlgesinde T. buphtalmoides, T.
coloratus, T. dubius, T. longirostris, T. pratensis, T. pterocarpus ve T. reticulatus tiirlerinin

mide ve bagirsak hastaliklarinda folklorik olarak kullanildigini belirtmistir [28].

Kilig ve Bagci yapmis olduklar1 arastirmada Elazig’da T. longirostis tiiriiniin toprak isti
kisimlarinin mide rahatsizliklarinda kullanildigin1  bildirmistir [103]. Mosaddegh ve
digerleri T. buphthalmoides tiiriiniin latex kismmin Iran’ da kabizlik ve sigil tedavisinde

tercih edildigini rapor etmistir [29]. Farzaei ve digerleri yaptiklari g¢alismalarda T.
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graminifolius tiiriiniin geleneksel iran tibbinda yara, peptik iilser ve kanamalarin
tedavisinde kullanildigint bildirmistir [26, 27]. Singh ve Lal yaymlamis olduklar
etnobotanik arastirmada T. pratanse tiiriniin Bati Himalaya’ da mide rahatsizliklarinda
kullanildigini belirtmistir [104]. Phondani Hindistan’ da T. gracilis tiiriiniin yaralanma ve
su toplama vakalarinda geleneksel olarak kullanildgimni bildirmistir [105]. Guarrera ve
digerleri italya’ da folklorik olarak yara tedavisinde T. pratensis tiiriiniin kullanildigin

rapor etmistir [106].

2.4.6. Tragopogon tiirleri iizerinde yapilan biyolojik aktivite ¢calismalari

Hashemnia ve digerleri T. porrifolius metanolik ekstraktinin yara iyilesmesi iizerine
etkilerini incelemislerdir. T. porrifolius ekstrakti eucerin krem igerisinde uygulanmis ve
etkileri histolojik olarak 7, 14 ve 21. gilinlerde degerlendirilmistir. Uygulama sonucu
lenfosit miktar1 azalirken, fibroblast miktarinin arttig1 bildirilmis, ayrica re-epitelizasyon,
kollajen iplik¢ik ve kan damari olgunlagsmasinin gelistigi goriilmiistiir [107]. Farzaei ve
digerleri T. graminifolius tiirii ile yapmis olduklar1 caligmada, hazirladiklari etanol
ekstraktinin ve ugucu yaglarin biyolojik aktivitelerini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda
ugucu yagda ana bilesenler olarak palmitik asit, B- karyofillen, heneikosan, ve nonanal
belirlenmistir. Toprak tistii kisimlar ise koklere gore daha aktiftir. Ugucu yagim, Shigella
dysenteriae ve Proteus vulgaris iizerine antimikrobiyal aktivite gosterdigi saptanmustir
[108]. Cesitli galismalarda T. buphthalmoides, T. longirostris ve T. pratensis tiirlerinin

antioksidan etkiye sahip oldugunu tespit etmistir [109, 110].

T. graminifolius bitkisinin tiim kisimlarindan elde edilen metanol ekstraktinda herhangi bir
antimikrobiyal aktiviteye rastlanmazken [111], T. aureus bitkisinin yapraklarindan elde
edilen metanol ekstraktinda ise B. cereus ve B. subtilis bakterilerine karsi etki
gozlemlenmistir [112]. Farzaei ve digerleri ratlar iizerinde yaptiklart in vivo ¢alismalarda
T. graminifolius ekstraktinin kolit ve gastrik ilser tedavisinde etkili olabilecegini
belirtmistir [113, 114]. Ertas ve digerleri T. latifolius bitkisinin ugucu yaginda ana bilesen
olarak a-selinen, 2,5-di-tert octyl-p-benzokain ve valensen tespit etmis ve ek olarak bu
bitkinin anti-kolinesteraz aktivitesi oldugunu bildirilmistir [115]. Tenkerian ve digerleri T.
porrifolius metanolik ekstraktinin toksisite olusturulmus karacigerde antioksidan enzimleri

arttirdigini, aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT) gibi
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karaciger enzimlerini ise azalttigini rapor etmistir [116]. T. pratensis metanolik
ekstraktinda fenolik bilesikler olarak gallik asit, ferulik asit, kafeik asit ve rutin
belirlenmistir  [117]. Zidorn ve digerleri T. porrifolius tiriinde bibenzil ve
dihidroizokumarin tiirevleri, T. orientalis tiirinde ise c¢esitli dihidrostilben tiirevlerinin
bulundugunu tespit etmistir [118, 119]. Sareedenchai ve digerleri ve Formisano ve
digerleri yapmis olduklar1 ¢aligmalarda, T. porrifolius tiirtinde klorojenik asit, viteksin,
orientin, skopoletin glukozid fenoliklerinin, ugucu bilesenler olarak ise 4-vinil guaiakol,
heksadekanoik asit, heksahidrofarnesilaseton ve hentriakontan bulundugunu rapor
edilmigstir [120, 121]. Farzaei ve digerleri T. graminifolius tiiriiniin kdk ve toprak istii
kisimlarinda fenolik bilesik olarak kafeik asit, gallik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve
katesin tespit etmis ve bu kisimlarin antioksidan aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir
[122]. Zeeni ve digerleri T. porrifolius bitkisinin kandaki lipit profilini (trigliserit,
kolesterol) arttirdigini tespit etmistir [123].
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3. MATERYAL VE METOT

Calismalarimiza Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan izin alinarak
baslamld1 (G.U.ET-15.053). Ilk olarak kullanilacak bitki drneklerini toplamak amaciyla
arazi ¢alismalar1 gerceklestirildi. Toplanan 6rneklerin teshisi ve ekstraksiyonundan sonra
fenolik bilesikleri, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri belirlendi. Bitkilerin diyabetik
yara iyilesmesi iizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla ise 48 adet Wistar albino 1rki
erkek rat (200-250 g) tizerinde diyabet meydana getirildi. Sonrasinda punch biyopsi ile

eksizyonel yara modeli olusturuldu.

3.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi ve Teshisi

Calismada kullanilacak P. erecta ve T. dshimilensis bitkilerinin toplanmasi igin arazi

calismalar1 gergeklestirildi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Bitki orneklerinin toplanmasi ve teshisi (ESPH: Giresun Universitesi Espiye
MYO Herbaryumu, KTUB: Karadeniz Teknik Universitesi Herbaryumu)

Bitki tiirii Toplanma Lokasyon Herbaryum  Teshis
zamani kayit no
P. erecta Haziran, Giresun: Bulancak, Pasakonagi ESPH 016 Yrd. Dog. Dr.
2015 Yaylasi, sulak alanlar, 1685 m Mustafa
(40°42'18.5"N, 38°03'15.2"E) KARAKOSE
(GRU)

T. dshimilensis  Haziran, Trabzon:  Magka, Zigana ESPH 017, Yrd. Dog. Dr.
2015 Tiineli Etrafi, Eski Giimiishane KTUB 355 Mutlu GULTEPE
yolu, orman alti, taglik alanlar, (GRU)
1870  m  (40°38'02.4"N,
39°23'39.6"E)

3.2. Bitki Orneklerinin Ekstraksiyonu

Calismamizda etnobotanik c¢alismalar goz onilinde bulundurularak (Bkz. Bolim 2.4.2 ve
2.4.5) P. erecta bitkisinin rizom kismi, T. dshimilensis bitkisinin ise toprak istii kisimlari

kullanildi. Toplanan bitki Orneklerinin kullanilacak kisimlar1 ayrilarak oda sicakliginda



32

sabit tartima gelince kadar kurutuldu. Bitki Orneklerinden 10 ar gramlik kartuglar
hazirlanarak metanol ¢6ziiciisii igerisinde soxhlet aparati ile ekstrakte edildi. Elde edilen
ekstraktlarin ¢oziiciileri rotary evaporatérde (Hei-VAP Advantage, Heidolph, GER)
buharlastirildi (Resim 3.1). Hazirlanan ekstraktlar kullanilana kadar +4 °C’ de saklandi (P.
erecta verimi: % 28,77, T. dshimilensis verimi: % 14,93).

Resim 3.1. Bitki orneklerinin ekstraksiyon islemleri (a) P. erecta bitkisinin rizom kismi (b)
T. dshimilensis bitkisinin toprak {istii kisimlar1 (¢) toplanan bitki 6rneklerinin
oda sicakliginda kurutulmasi (d) soxhlet ekstraksiyonu (e) rotary evaporatorde
yapilan ¢dziicli buharlagtirma islemi

Hazirlanan ekstraktlar 100 ml metanol icerisinde tekrar ¢oziildii ve iki kisma ayrildi.
Birinci kistm (10 ml) antioksidan ve antimikrobiyal aktivite tayinleri icin ayrildi. Ikinci
kistm (90 ml) ise fenolik bilesiklerin tayini amaciyla se¢imli ekstraksiyon islemine tabi

tutuldu.
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Secimli ekstraksiyon isleminde,

e Ik olarak rotary evaporatdrde metanol tekrar uguruldu.
e 15 ml saf su igerisinde ¢6ziiliip falkon tiiplerine alindi.
e 3 Kkere 5 ml dietil eter ekstraksiyonu yapildi. Organik faz bir balonda toplandi.

e 3 Kere 5 ml etil asetat ekstraksiyonu yapildi. Organik faz ayni balonda toplandi.

Elde edilen organik faz alinip HPLC konsantrasyonunu ayarlamak i¢in tekrar rotary
evaporatérde buharlastirma islemi gergeklestirildi. HPLC mobil faz ¢6ziicli sistemine
uygun olan bir ¢dziicii (metanol) ile konsantrasyon ayarlamasi yapilan ¢ozeltiler, son

olarak 0,45 p’luk filtreden gegirilerek partikiillerinden arindirildi.

3.3. Fenolik Bilesiklerin Tayini

RP-HPLC-UV analizleri UV-Vis dedektor ile donanimli Thermo Finnigan Surveyor HPLC
sisteminde yapildi (Thermo Fisher Scientific, USA). Analizler ters faz C18 kolonu (150
mm X 4,6 mm, Su; Fortis) kullanarak ve asetonitril, su ve asetik asitle gradient program
uygulanarak gergeklestirildi (Cizelge 3.2) [124]. Ayrica numune ve standartlarin
enjeksiyon hacmi 10 uL’ ye, mobil faz akis hiz1 1,2 mL/dk’ ya ve kolon sicakligi 30 °C’ ye

ayarlanarak ¢alisma optimizasyonu saglandi [125].

Cizelge 3.2. RP-HPLC-UV gradient programi

A B
Zaman (dk) % 2 asetik asit (saf suda) % 70-30 asetonitril-saf su
0,01 95,00 5,00
3,00 95,00 5,00
8,00 85,00 15,00
10,00 80,00 20,00
12,00 75,00 25,00
20,00 60,00 40,00
30,00 20,00 80,00
35,00 95,00 5,00
50,00 95,00 5,00

Gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, vanilik asit, siringik asit, 280 nm’ de,
klorojenik asit, kaffeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin, myrisetin, fisetin, ellajik asit,

kaemferol, isohammetin, kuersetin, apigenin 315 nm”’ de analiz edildi. Ek olarak 280 nm’
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de normal kalibrasyon metodu onciiligiinde propil paraben i¢ standart (“Internal
Standard”-IS) olarak kullanildi. Kullanilan 17 standart igin farkli derisimlerde stok

cozeltiler hazirland1 ve kalibrasyon egrilerileri ¢izildi.

3.4. Biyolojik Aktivite Analizleri

Bitki ekstraktlarinin biyolojik aktivitelerini tespit etmek amaciyla antioksidan aktivite
(toplam fenolik igerik (TPC), DPPHe radikali siipiiriicii etki, demir (IIl) indirgeme
antioksidan gii¢ (FRAP)) ve antimikrobiyal aktivite (minimal inhibitér konsantrasyonunun

(MIC) saptanmasti) analizleri gerg¢eklestirildi.

3.4.1 Toplam fenolik icerik (TPC) analizi

Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocalteu yontemi ile gergeklestirildi [126, 127]. Folin-
Ciocalteu ayraci burada oksitleyici bilesik olarak rol almaktadir. 20 pL 6rnek (1 mg/mL)
tizerine once 680 pL saf su, daha sonra ise 400 uL 0,2 N Folin-Ciocalteu reaktifi eklenerek
vorteks ile karistirildi. 3 dakika sonra 400 puL % 10 luk NaxCOz eklendi ve tekrar vorteks
ile karistirildi. Oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildikten sonra spektrofotmetrede 760 nm’
de kore karsi absorbanslari okundu. Standart grafigin hazirlanmasinda ise gallik asit
kullanildi. Cizilen grafige gore numunelerin toplam fenolik madde miktar1 bulunarak, mg
GAE (gallik asit esdegeri)/g numune olarak verildi. Analizler ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirildi.

3.4.2. DPPH?e radikali siipiiriicii aktivite analizi

Bitki orneklerinin ekstraktlart kendi ¢oziictileri ile seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda
hazirlandi. 750 uL DPPHe ¢ozeltisi (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, 100 uM’ lik metanolik
cozelti) ve 750 pL numune c¢ozeltileri kanistirilip oda sicakliginda 50 dakika siireyle
bekletildi. DPPH*’1n maksimum absorbans verdigi 517 nm’ de absorbanslar okundu. Tanik
olarak DPPHe c¢ozeltisi ve metanol kullanildi. Bulunan absorbanslara karsilik gelen
konsantrasyonlar grafige aktarilarak SCso degerleri hesaplandi1 [128]. Standart olarak ise
troloks ve biitillendirilmis hidroksi toliien (BHT) kullanildi. Analizler ii¢ tekrarli olarak

gerceklestirildi.
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3.4.3. Demir (I1I) indirgeme antioksidan gii¢ (FRAP) analizi

3 mL FRAP reaktifi (TPTZ, FeCls ve asetat tamponu igeren) ile 100 uL drnek karistirildi.
4 dakika sonrasinda 593 nm’ de absorbanslar okundu. Calisma egrisi i¢in ise 6rnek yerine
FeSO4.7H20’ un farkli konsantrasyonlari kullanilarak absorbanslar 6lgiildii. Sonuglar uM
FeS04.7H20 esdegeri /g ekstrakt olarak ifade edildi [129]. Analizler ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirildi.

3.4.4. Minimal inhibitor konsantrasyon (MIC) degerlerinin saptanmasi

Antimikrobiyal aktivite analizi minimal inhibitér konsantrasyon (MIC) yontemi ile
gerceklestirildi. Analizlerde Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Bolimiinden temin edilen 11 adet (10 adet bakteri ve 1 adet mantar) mikroorganizma

kullanildi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Antimikrobiyal aktivite analizi i¢in kullanilan bakteri ve mantar suslari

Sus Numarasi

* Gram (+) Bakteri

Bacillus cereus RSKK 709
Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212
* Gram (-) Bakteri

Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Klebsiella pneumonia ATCC 700603
Enterobacter cloacae ATCC 13047
Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911
Acinetobacter baumannii RSKK 02026
* Mantar

Candida albicans ATCC 14053

12 saat s1v1 kiiltiirlerde yetistirilen mikroorganizmalar 0,5 McFarland standart tiirbiditeye
ayarlandi1. Oziitler saf su ile konsantrasyonlart 20 mg/mL olacak sekilde ayarlandi. 96
kuyucuk (well) iceren pleytlerin her bir kuyucuguna 100 pL sivi besiyeri eklendi. Daha
sonra ilk kuyucuga konsantrasyonu 20 mg/mL olacak sekilde ayarlanan 6ziitlerden 100 pL

eklendi ve pipetleme islemiyle karistirildi. Daha sonra ilk kuyucuktan ikinci kuyucuga 100
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pL, 2’ den 3’ e ve bu islem 10. kuyucuga kadar 100’ er pL alinarak devam ettirildi.
Boylece ilk kuyucuktan itibaren 10000 pg/mL, 5000 pg/mL, 2500 pg/mL, 1250 pg/mL,
625 png/mL, 312,5 pg/mL, 156,25 pg/mL, 78,12 ug/mL, 39,06 ug/mL ve son olarak
onuncu kuyucukta 19.53 pg/mL olacak sekilde diliisyon kullanilmis oldu. Oziit iceren
herbir kuyucuga 5° er pL tirbiditesi ayarlanmis mikroorganizma igeren sivi besi
ortamlarindan eklendi. 11. kuyucuga 100 pL sivi besiyeri ve tiirbiditesi ayarlanmis
mikroorganizmalardan 5 pL eklendi. Pleytin siitunundaki 12. ve son kuyucuk ise pozitif
kontrol olarak kullanildi. Pleytler 300 rpm’ de 20 saniye kadar karigtirildiktan sonra 24
saat uygun sicaklikta inkiibe edildi. Ampisilin, Amikasin ve Flukonazol antibiyotikleri
standart olarak kullanildi ve 125 pg/mL derisiminden baslamak iizere farkli diliisyonlari
hazirlanip yukaridaki islemler tekrarlandi. Bakteriyel bitytime INT ( 2-(4-iodofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-fenil-tetrazolym-klorid) boyasi araciligiyla tespit edildi. Kuyucuklara 40 pL
INT eklenip 30 dakika inkiibasyona birakilarak bakteriyel bliylime saglandi ve renk saridan
mora doniistii. MIC degeri biiylimenin goriilmedigi en diisiik bilesigi igeren konsantrasyon
olarak tanimlandi [130].

3.5. Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Diyabet olusturmak igin ratlara tek doz 60 mg/kg streptozotosin (STZ) (S0130, Sigma-
Aldrich, USA) intraperitonal (IP) yolla enjekte edildi. 3 giin sonra kan glikoz seviyeleri
olgtildic (Accu-Chek Performa Nano, Roche Diagnostics, GER) ve 250 mg/dL’ nin

iizerinde olanlar diyabetli olarak kabul edildi.

3.6. Yara Modelinin Olusturulmasi

Ik olarak deney hayvanlari tartilip agirliklarina gére anestezi altina alindi. Anestezinin
saglanmasi i¢in intramiiskiiler (IM) olarak ketamin (Alfamine, Alfasan, NED 50 mg/kg) ve
ksilazin (Alfazine, Alfasan, NED 5 mg/kg) enjekte edildi. Anesteziyi takiben hayvanlarin
dorsal bolgesi deriye zarar vermeden trag edildikten sonra hayvanlar yiiz istii sekilde tespit
edildi. Tiim hayvanlarin dorsal bdlgesinde omurganin her iki yaninda birbirlerine paralel
olacak sekilde 8-mm punch biyopsi (Acu-punch, Acuderm, USA) ile 6 adet tek tip tam kat

eksizyonel yara olusturuldu (Resim 3.2).
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Resim 3.2. Yara modelinin olusturulmast (a) 8-mm punch biyopsi (b) yara modelinin
olusturulmas (c) yara dokusu 6rneklerinin alinmasi

3.7. Deney Gruplarimin Dizayni

Her grupta 6 adet rat olmak lizere 8 grup olusturuldu ve gruplara asagidaki islemler

uygulandi.

1-2 Grup Kontrol (NDM): Saglikli (diyabetsiz) hayvanlarda yara olusturuldu ve herhangi
bir tedavi uygulanmadan 3 ve 7. giinlerde feda edildi.

1. Kontrol yara grubu: Deneyin 3. giinii feda edildi (n=6)

2. Kontrol yara grubu: Deneyin 7. giinii feda edildi (n=6)
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3-4 Grup Kontrol (STZ-DM): Diyabetli hayvanlarda yara olusturuldu ve herhangi bir
tedavi uygulanmadan 3 ve 7. giinlerde feda edildi.

3. Kontrol diyabetli yara grubu: Deneyin 3. giinii feda edildi (n=6)
4. Kontrol diyabetli yara grubu: Deneyin 7. giinii feda edildi (n=6)
5-6 Grup P. erecta: Diyabetli hayvanlarda yara olusturulduktan sonra P. erecta ekstrakti

ile tedavi edilerek 3 ve 7. giinlerde feda edildi.

5. P. erecta uygulanan grup: Deneyin 3. giinii feda edildi (n=6)

6. P. erecta uygulanan grup: Deneyin 7. giinii feda edildi (n=6)

7-8 Grup T. dshimilensis: Diyabetli hayvanlarda yara olusturtulduktan sonra T.
dshimilensis ekstrakti ile tedavi edilerek 3 ve 7. giinlerde feda edildi.

7. T. dshimilensis uygulanan grup: Deneyin 3. giinii feda edildi (n=6)

8. T. dshimilensis uygulanan grup: Deneyin 7. giinii feda edildi (n=6)

3.8. Tedavi

Tedavi gruplarinda yapilan P. erecta ve T. dshimilensis uygulamalarinda, elde edilen bitki
ekstraktlart serum fizyolojik icerisinde ¢oziildii ve yara bolgesine giinliik 50 mg/kg
dozunda olacak sekilde topikal olarak otomatik pipet vasitasiyla uygulandi. Uygulamalar
her giin 10:00-10:30 saatleri arasinda ve ayn1 kosullarda gergeklestirildi.

3.9. Morfolojik inceleme ve Yara Dokularinin Alinmasi

Yara kontraksiyonunu takip etmek amaciyla yara iyilesmesi siireci (0, 3 ve 7. giinler)
fotografland1 ve bilgisayar ortamina aktarildi. Bilgisayar ortaminda aktarilan fotograflar
tizerinden Ol¢ege bagli kalarak yara alanlari bir bilgisayar programi (ImagelJ, NIH, USA)

vasitastyla 0l¢iildii ve yara kontraksiyon yiizdeleri asagidaki formiille hesaplandi (Es. 3.1).

(0. giindeki alan-N. giindeki a¢ik alan)

% N. Guindeki kontraksiyon ytizdesi= x 100 (3.1)

0. giindeki alan
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Denekler kronobiyolojik siraya uygun olacak sekilde operasyonu izleyen 3 ve 7. giinlerde
anestezi altindayken kalplerinden kan c¢ekilmek suretiyle feda edildi ve yara dokular

hemen ¢ikartildi (Bkz. Resim 3.2).

Ornekler ise bulasmay1 dnleyici materyale sarildiktan sonra sivi azot icerisine konularak
biyokimyasal analizler igin sakland1 (-80 °C). Ayni1 zamanda, kontrol (NDM) ve kontrol
(STZ-DM) gruplarindan punch biyopsi ile yara modelinin olusturulmasi esnasinda 0. giin

doku 6rnekleri alind1 ve ayni sekilde muhataza edildi.

3.10. Biyokimyasal Parametrelerin Tayini

Alman yara dokusu orneklerinde spektrofotometrik olarak giinlere bagli degisen NOX,
TBARs, GSH ve kollajen diizeyleri belirlendi.

3.10.1. Dokuda NOx tayini

Alman yara dokusu drneklerindeki NOX konsantrasyonu Griess yontemi ile ¢alisildi [131].
Dokular, 0,1 M sodyum fosfat tamponu (pH:7) ile (1:9) homojenize edildikten sonra, 3500
rpm’ de 15 dk santrifiij edildi. 500 pL siipernatana 0,3 M NaOH’ dan 0,25 mL eklendi.
Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildikten sonra ortamdaki nitratt nitrite indirgemek
amaciyla esit miktarda VClz eklendi ve 37 °C’ de 30 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra
esit miktarlarda karigtirilmis olan Griess I+II reaktifleri eklendi. 37 °C’ de 10 dk
inkiibasyondan sonra spektrofotometrede kore karsi, 540 nm’ de okundu. 6,4 mM’ lik stok
sodyum nitrit (NaNO>) standart1 giinliik olarak diliie edilerek, 128, 64, 32, 16, 8, 4,2 ve 1
uM konsantrasyonlarda standartlar elde edildi. Hazirlanan standart egriden orneklerdeki

NOx konsantrasyonu pmol/g doku olarak hesaplandi.

3.10.2. Dokuda TBARs tayini

Dokudaki TBARs diizeyleri tiyobarbitiirik asit reaktif madde olusumu yontemiyle ¢alisildi
[132]. Doku 6rnekleri tartilip 0,15 M soguk KCl icerisinde homojenize edildi. Homojenata
1 mL % 15’ lik TCA eklendikten sonra, 2000 x g’ de 10 dk santrifiij edildi. Daha sonra 1
mL siipernatan alinarak tizerine TBA (% 0,67) ve BHT (% 1) eklendi. Benmaride 100 °C
de 10 dk kaynatildi. Musluk suyunda sogutulup spektrofotometrede 535 nm’ de, kore kars1
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okundu. 1 mM 1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP) standart olarak kullanildi. Orneklerdeki
TBARS konsantrasyonu nmol/g doku olarak hesaplandi.

3.10.3. Dokuda GSH tayini

Alinan dokularda glutatyon tayini i¢in modifiye Ellman yontemi kullanildi [133]. Doku
ornekleri TBARsS yontemindeki gibi homojenize edilip santrifiij edildikten sonra
stipernatan, NaH2PO4 ve DTNB ¢6zeltisi ile karistirildi. Oda sicakliginda 5- 10 dk inkiibe
edildikten sonra karistmin absorbansi spektrofotometrede kore karsi 412 nm dalga

boyunda 6lgiildii. Orneklerdeki GSH konsantrasyonu umol/g doku olarak hesaplandi.

3.10.4. Dokuda kollajen tayini

Alinan yara dokularindaki total kollajen miktarinin (tip [-V) tayini ticari bir kit kullanilarak
treticinin talimatlar1 dogrultusunda ve Tsuda ve digerlerinin [134] belirttigi seklide
gerceklestirildi (Sircol Collagen Assay Kit, S1111 Rat Std., Biocolor, UK). 0,1 g doku
ornegi tartilip bir gece pepsin-asetik asit ¢ozeltisi igerisinde bekletilerek homojenizasyon
islemi gerceklestirildi. 100 pL homojenat tizerine 1 mL Sircol boyas: eklenip 30 dk
karigtirlldiktan sonra 10000 g devirde 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant kismi
uzaklastirilip kalan pellet {izerine 1 mL alkali reaktif eklenerek 10 dk bekletildi. Ornekler
540 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu. Dokulardaki kollajen miktari ug/mg
doku olarak hesaplandi.

3.11. Istatiksel inceleme
Tiim sonuglar aritmetik ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi. Ortalamalardaki

farkliliklar Anova varyans analizi (post-hoc Tukey) testi ile degerlendirildi. P<0,001

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda kullanilan bitkilerin yara iyilesmesi ve oksidatif olaylar {izerine etkilerinin
degerlendirilmesi acisindan 6nemli olmasi sebebiyle, ilk olarak bitki ekstraktlarinin fenolik

bilesikleri ve biyolojik aktiviteleri belirlendi.

4.1. RP-HPLC-UV Kromatografik Yontem ile Tespit Edilen Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesiklerin tayini amaciyla kullanilan 17 adet standart bilesenin RP-HPLC-UV ile
tespit edilen standart pik ayrimlar1 Sekil 4.1 deki kromatogramda belirtilmistir.

120-

AU

1104

30 ppm mix standart

1004

15

16

(N “

2 min
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
o4 13 25 38 50 63 75 88 100 113 125 138 150 163 175 188 200 213 225 238 250 263 275 268 300 313 325 338 350 360

Sekil 4.1. Standart fenolik bilesiklere ait kromatogram (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) klorojenik asit, (4) p-OH benzoik asit, (5) kafeik asit, (6) vanilik asit,
(7) siringik asit, (8) ellajik asit, (9) rutin, (10) p-kumarik asit, (11) ferulik asit,
(12) myrisetin, (13) fisetin, (14) kuersetin (15) apigenin, (16) kaemferol, (17)
isohammetin (IS) i¢ standart-propilparaben

P. erecta metanolik ekstraktinda yapilan analiz sonucunda standartlar ile eslesen 3 adet
fenolik bilesik belirlenmistir. Gallik asit (0,411 mg/g ekstrakt), rutin (0,287 mg/g ekstrakt)
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ve protokatekuik asit (0,082 mg/g ekstrakt) bilesenleri Sekil 4.2’ deki kromatogramda
belirtilmistir.

a
mAU

00000
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il 50

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-01 13 25 38 50 63 75 88 100 113 125 138 150 163 175 188 200 213 225 238 250 263 275 288 300 313 325 338 350 372

Sekil 4.2. P. erecta metanolik ekstraktina ait kromatogram (1) gallik asit, (2) protokatekuik
asit, (3) rutin

T. dshimilensis metanolik ekstraktinda yapilan analiz sonucunda ise standartlar ile eslesen
5 adet fenolik bilesik tespit edilmistir. Klorojenik asit (2,346 mg/g ekstrakt), kafeik asit
(1,150 mg/g ekstrakt), protokatekuik asit (0,769 mg/g ekstrakt), ferulik asit (0,470 mg/g
ekstrakt) ve p-OH benzoik asit (0,062 mg/g ekstrakt) bilesenleri Sekil 4.3 deki

kromatogramda belirtilmistir.
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Sekil 4.3. T. dshimilensis metanolik ekstraktina ait kromatogram (1) protokatekuik asit, (2)

klorojenik asit, (3) p-OH benzoik asit, (4) kafeik asit, (5) ferulik asit

4.2. Biyolojik Aktivite Analizleri

Calisma kapsaminda hazirlanan bitki ekstraktlarimin biyolojik aktiviteleri alt basliklar

halinde derlenerek yorumlandi.

4.2.1. Toplam fenolik icerik (TPC)

Gergeklestirilen analizi sonucu P. erecta ve T. dshimilensis ekstraktlarinin toplam fenolik
icerik (TPC) degerleri sirastyla 339,467+12,563 mg GAE/g numune ve 53,148+0,930 mg

GAE/g numune olarak belirlendi (Sekil 4.4).



44

TPC (mg GAE/g numune) DPPH (SC5¢ mg/mL)
P. erecta-D
P. erecta
T. dshimilensis I
Troloks+
T. dshimilensis+
BHTA I
° o o S o o » S » S
K S o S S K o N o

FRAP (mmol FeSO, /g numune)

P. erecta+

T. dshimilensis |

Sekil 4.4. P. erecta ve T. dshimilensis ekstraktlarina ait antioksidan aktivite analizlerinin
sonuglari (2) TPC degerleri (b) DPPH degerleri (c) FRAP degerleri

4.2.2. DPPHe radikali siipiiriicii aktivite degerleri

DPPH analizi sonucunda P. erecta ve T. dshimilensis ekstraktlarinin radikal siipiiriicti
aktiviteleri (SCso) yine sirasiyla 0,012+0,001 ve 0,138+0,005 mg/mL olarak belirlenmistir.
Olgiim sonuglarini standart bir referansla karsilastirma adina troloks (0,002+0) ve BHT
(0,144+0) kullanildi. SCso degerinin diisiik olmasi DPPH temizleme degerinin yiiksek
oldugunu géstermektedir (Sekil 4.4).

4.2.3. Demir (III) indirgeme antioksidan gii¢ (FRAP) degerleri

Gergeklestirilen FRAP analizi sonucunda P. erecta ve T. dshimilensis ekstraktlarinin demir
indirgeme giicli sirasiyla 5,080+0,005 ve 0,643+0,009 mmol FeSO4 /g numune olarak
tespit edilmistir. FRAP degerinin yiiksek olmasi antioksidan kapasitesinin yiiksek
oldugunu goéstermektedir (Bkz. Sekil 4.4).
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4.2.4.Minimal inhibitor konsantrasyon (MIC) degerleri

Bitki ekstraktlarinin gesitli mikroorganizmalara karsi gostermis olduklar1 antimikrobiyal
aktivite sonuglart (MIC degerleri) Cizelge 4.1’ de belirtilmistir. P. erecta ekstrakti test
edilen tim mikroorganizmalara karsi farkli derecelerde etki gosterirken en yiiksek etkileri
Y. pseudotuberculosis (156,25 pg/mL ekstrakt), S. aureus (625 pg/mL ekstrakt) ve B.
cereus (625 pg/mL ekstrakt) bakterilerine karsi gostermistir. Y. pseudotuberculosis
bakterisine kars1 gosterilen etki Ampisilin antibiyotigine yakin iken, bulunan diger
antimikrobiyal etkiler test edilen antibiyotiklere gore diisiik bulunmustur. T. dshimilensis
ekstrakti ise sadece E. coli, S. aureus ve Y. pseudotuberculosis bakterilerine karsi etki

gosterirken, bu etki test edilen antibiyotiklere kiyasla oldukga diisiiktiir.

Cizelge 4.1. Bitki ekstraktlarina ait antimikrobiyal aktivite sonuglari (MIC degerleri ug/mL
ekstrakt)

P.erecta  T. dshimilensis Ampisilin -~ Amikasin  Flukonazol

* Gram (+) Bakteri

B. cereus 625 - - 0,49
B. subtilis subsp. 2500 - 0,98 0,49
spizizenii

S. aureus 625 5000 0,49 0,98
E. faecalis 1250 - 1,95 62,5
* Gram (-) Bakteri

E. coli 1250 5000 7,81 0,49
P. aeruginosa 5000 - - 0,49
K. pneumonia 1250 - - 0,49
E. cloacae 2500 - - 0,98
Y. pseudotuberculosis 156,25 5000 125 31,25
A. baumannii 5000 - 7,81 0,98
* Mantar

C. albicans 5000 - - - 1,95

4.3. Morfolojik inceleme Sonuclar:

Bitki ekstraktlarinin yara iyilesmesi lizerine etkilerini gosteren morfolojik inceleme
sonugclari, yara alanlar1 ve yara kontraksiyon (kapanma) yiizdeleri Cizelge 4.2, Sekil 4.5 ve

Resim 4.1’ de verilmistir.

Kontrol (NDM) grubu kendi i¢inde kiyaslandiginda 3 ve 7. giinlerde yara alanlarinda
anlamli bir farklilik gézlemlenirken (P<0,001), her iki giinde de 0. giine kiyasla anlaml1 bir
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azalma saptanmistir (P<0,001). Kontrol (STZ-DM) grubu ile kontrol (NDM) grubu
kiyaslandiginda ise diyabetli ratlarda 3 ve 7. giinlerde yara alanlar1 diyabetsiz ratlara gore
istatiksel olarak yiiksek bulunmustur (P<0,001). Kontrol (STZ-DM) grubu kendi iginde
kiyaslandiginda 3 ve 7. giinlerde yara alanlarinda anlamli bir farklilik gozlemlenirken
(P<0,001), her iki giinde de 0. giine kiyasla anlamli bir diisiis belirlenmistir (P<0,001). P.
erecta ekstrakti uygulanan grupta 3 ve 7. giinlerde, T. dshimilensis ekstrakti uygulanan
grupta ise sadece 7. giinde yara alanlarinda kontrol (STZ-DM) grubundaki ayni giinlere
kiyasla anlamli bir diisiis belirlenmistir (P<0,001). P. erecta ve T. dshimilensis
ekstraktlarinin uygulandigi gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde ise yara alanlari 7.
giinlerde 3. giinlere gore anlaml1 bir sekilde azaldigi tespit edilmistir. (P<0,001). Ek olarak
T. dshimilensis ekstrakti uygulanan grubun 3. giiniindeki yara alaninin P. erecta ekstrakti

uygulanan grubun ayni giinii ile kiyaslandiginda anlamli bir farklilik gézlemlenmistir

(P<0,001).

Cizelge 4.2. P. erecta ve T. dshimilensis ekstraktlarinin yara iyilesmesi iizerine etkileri ()
P<0,001 kontrol (NDM) 0. giin kiyasla (b) P<0,001 kontrol (STZ-DM) 0. giin
kiyasla (c¢) P<0,001 grup i¢i 3 ve 7. giinler kiyasla (d) P<0,001 ayn1 giindeki
kontrol (STZ-DM) kiyasla (e) P<0,001 ayni giindeki kontrol (NDM) kiyasla
(f) P<0,001 aym gilindeki diger bitki uygulamasina kiyasla

Yara alanlar1 (mm?) ve kontraksiyon yiizdeleri
Yara
iyilesme  Kontrol Kontrol Lo
siresi  (NDM) (STZ-DM) P. erecta T. dshimilensis
(giin)
0 62,09 £ 3,50 62,89 +3,73 60,30 1,44 61,35+ 1,75
3 29,84 +£3,17% 43,80+ 2,05%P¢ 30,77 £2,11 3P4 3856 + 1,82 2bf
(51,93 %) (30,36 %) (48,97 %) (37,15 %)
. 7,04+ 1,15%  24,07+1,68*°¢  8,02+0,99 7% 9,04+ 0,89 Pcde
(88,66 %) (61,72 %) (86,70 %) (85,27 %)
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-o- Kontrol, NDM
-# Kontrol, STZ-DM
-+« Potentilla erecta

-+ Tragopogon dshimilensis

Yara Alani (mm?)
H
<

0. giin 3. giin 7. glin

Yara lyilesme Siiresi

Sekil 4.5. Giinlere bagl olarak degisen yara alanlari

Kontrol, NDM Kontrol, STZ-DM Potentilla erecta Tragopogon dshimilensis

(non-diyabet) (diyabet) (diyabet) (diyabet)

Resim 4.1. P. erecta ve T. dshimilensis ekstraktlarinin yara kontraksiyonu iizerine
morfolojik etkileri
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4.4. Biyokimyasal Parametrelerin Tayin Sonuclar:

Alinan yara dokularinda yapilan tayinler sonucu belirlenen NOx, TBARs, GSH ve kollajen

diizeyleri Cizelge 4.3 ve 4.4° de verilmistir.

Cizelge 4.3. P. erecta ve T. dshimilensis ekstraktlarinin yara dokusundaki oksidatif
parametreler {izerine etkileri (a) P<0,001 kontrol (NDM) 0. giin kiyasla (b)
P<0,001 kontrol (STZ-DM) 0. giin kiyasla (¢) P<0,001 grup i¢i 3 ve 7. giinler
kiyasla (d) P<0,001 ayn1 giindeki kontrol (STZ-DM) kiyasla (e) P<0,001 ayn1
giindeki kontrol (NDM) kiyasla (f) P<0,001 aymi giindeki diger bitki
uygulamasina kiyasla

NOX TBARSs GSH
(nmol/g doku) (umol/g doku) (umol/g doku)
Kontrol (NDM) (normal deri) 0. 776,64 £ 76,71 5712 +5.02 5534041
g_l':ln b b b b
NDM | Kontrol (NDM) 3. giin a a
0=12) | (o8) 77376 + 58,59 43,1943 51 2.78+0,15
gy (MWD 7t 586,56 & 47,70%¢ AT18£2,61° | 1472005
Kontrol (STZ-DM) (normal 526,08 £31,272 68.14 + 5.25 0.98 + 0.982
deri) 0. giin 145, 78+0,
oy (STZDM) 3. in 522,04 + 36,55 41,923,130 | 0,81+0,07%¢
g‘i”et)m' (STZ-DM) 7. giin 555.84 + 10,14 4401 +386* | 093+0,03
stz- 0= _
DM azegfc‘a 3. gin 837,12 + 44,7204 15,99 + 1,702P¢4 | 1,27 +0,08%
(n=24) "
Fz'ni’ée)‘“a /- gin 716,16 = 35,442 16,44 + 1,712089 | 2,46 % 0,163ebde
fosg miens 3-gtn 802,56 £ 72,6550 | 21,19+ 1,880%9 | 0,99 £ 0,102
gy e 7 e 1053,12 £ 73,538b00fe | 4221 £32780f | 2,08 + 0,192ebc

4.4.1. Yara dokusu NOx diizeyleri

Kontrol (NDM) grubu kendi iginde kiyaslandiginda 7. giinde yara dokusu NOXx
diizeylerinde 0 ve 3. giinlere kiyasla anlamli bir diisiis tespit edilmistir (P<0,001). Kontrol
(STZ-DM) grubu ile kontrol (NDM) grubu kiyaslandiginda ise diyabetli ratlarda 0 v 3.
giinlerde NOXx diizeyleri diyabetsiz ratlara gore istatiksel olarak azalmistir (P<0,001). P.
erecta ekstrakti uygulanan grubun 3 ve 7. giinlerinde NOx diizeylerinde kontrol (STZ-DM)
grubundaki ayni giinlere kiyasla anlamli bir yiikselis belirlenmistir (P<0,001). Ek olarak bu
NOx diizeylerinin (3 ve 7. giinler) kontrol (STZ-DM) grubuna ait 0. giin diizeyinden de
anlamli olarak yiiksek oldugu gozlemlenmistir (P<0,001). T. dshimilensis ekstrakti
uygulanan grubun 3 ve 7. giinlerinde NOXx diizeylerinde kontrol (STZ-DM) grubundaki
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ayni giinlere kiyasla anlamli bir yiikselis tespit edilmistir (P<0,001). Bu NOx diizeylerinin
(3 ve 7. giinler) kontrol (STZ-DM) grubuna ait 0. giin diizeyinden de anlamli olarak
yiiksek oldugu bulunmustur (P<0,001). T. dshimilensis ekstrakti uygulanan grup kendi
icinde degerlendirildiginde ise NOX diizeylerinin 7. giinde 3. giine gore anlamli bir sekilde
arttig1 belirlenmistir. (P<0,001). T. dshimilensis ekstrakti uygulanan grubun 7. giiniindeki
NOXx diizeyinin kontrol (NDM) grubu ve P. erecta ekstrakti uygulanan grubun ayni giinii
ile kiyaslandiginda anlamli bir yiikselis tespit edilmistir (P<0,001) (Sekil 4.6).

Yara Dokusu NOx Diizeyleri

Kontrol, NDM (normal deri) 0. giin
Kontrol, NDM 3. giin

Kontrol, NDM 7. giin

Kontrol, STZ-DM (normal deri) 0. giin
Kontrol, STZ-DM 3. giin

Kontrol, STZ-DM 7. giin
P. erecta 3. giin- =g
P. erecta 7. giin- =gl
T. dshimilensis 3. glin- —
T. dshimilensis 7. glin- =
Q O O O
N N )
S xS RS
nmol/g doku

Sekil 4.6. Yara dokusu NOx diizeyleri

4.4.2. Yara dokusu TBARs diizeyleri

Kontrol (NDM) grubu kendi i¢inde kiyaslandiginda 3 ve 7. giinlerde TBARS diizeyleri 0.
giine kiyasla anlamli olarak azalmistir (P<0,001). Kontrol (STZ-DM) grubu ile kontrol
(NDM) grubu kiyaslandiginda ise diyabetli ratlarda 0. giinde yara dokusu TBARSs diizeyi
diyabetsiz ratlara gore istatiksel olarak yiiksek bulunmustur (P<0,001). Kontrol (STZ-DM)
grubu kendi i¢inde kiyaslandiginda 3 ve 7. giinlerde TBARs diizeyleri 0. giine kiyasla
anlamli olarak azalmigtir (P<0,001). P. erecta ekstrakti uygulanan grubun 3 ve 7.
glinlerinde yara dokusu TBARs diizeyleri kontrol (STZ-DM) ve kontrol (NDM)
gruplarindaki ayni giinlere kiyasla anlaml bir sekilde azalmistir (P<0,001). Ayrica her iki
giindeki degerler kontrol (STZ-DM) grubunun 0. giiniindeki TBARs degerlerinden
istatiksel olarak diisiik bulunmustur (P<0,001). T. dshimilensis ekstrakti uygulanan grubun
3. giinde yara dokusu TBARs diizeyinde kontrol (STZ-DM) ve kontrol (NDM)
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gruplarindaki ayni giinle kiyasla anlamli bir diisiis belirlenmistir (P<0,001). T. dshimilensis
ekstrakti uygulanan grubun 7. giiniinde ise kontrol (STZ-DM) ve kontrol (NDM)
gruplarindaki 0. gilinlere kiyasla azalma belirlenirken (P<0,001), ayni ekstraktin
uygulandigi grubun 3. giiniine gore artis tespit edilmistir (P<0,001). Ek olarak T.
dshimilensis ekstrakti uygulanan grubun 7. giiniindeki TBARS diizeyinin P. erecta
ekstraktt uygulanan grubun aynmi giinii ile kiyaslandiginda anlamli bir farklilik
g6zlemlenmistir (P<0,001) (Sekil 4.7).

Yara Dokusu TBARs Diizeyleri

Kontrol, NDM (normal deri) 0. giin
Kontrol, NDM 3. giin

Kontrol, NDM 7. giin

Kontrol, STZ-DM (normal deri) 0. giin
Kontrol, STZ-DM 3. giin

Kontrol, STZ-DM 7. giin- ——
P. erecta 3. giin{
P.erecta7.giin{_____ FH
T. dshimilensis 3. gin{ L FH
T. dshimilensis 7. giin- =
Q ,»Q A\ N %Q

nmol/g doku

Sekil 4.7. Yara dokusu TBARSs diizeyleri

4.4.3. Yara dokusu GSH diizeyleri

Kontrol (NDM) grubu kendi i¢inde kiyaslandiginda 3 ve 7. giinlerde yara dokusu GSH
diizeylerinde anlamli bir farklilik gozlemlenirken (P<0,001), her iki giinde de 0. giine
kiyasla anlamli bir azalma saptanmistir (P<0,001). Kontrol (STZ-DM) grubu ile kontrol
(NDM) grubu kiyaslandiginda ise diyabetli ratlarda tim giinlerde GSH diizeyleri
diyabetsiz ratlara gore istatiksel olarak diigmiistiir (P<0,001). P. erecta ekstrakti uygulanan
grubun 3 ve 7. giinlerinde yara dokusu GSH diizeylerinde kontrol (STZ-DM) grubundaki
aynit giinlere kiyasla anlamli bir yiikselis belirlenmistir (P<0,001). P. erecta ve T.
dshimilensis ekstraktlarmin uygulandig1 gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde ise GSH
diizeylerinin 7. giinlerde 3. giinlere gére anlamli bir sekilde yiikseldigi tespit edilmistir.
(P<0,001). T. dshimilensis ekstrakti uygulanan grubun 7. giinde yara dokusu GSH
diizeylerinde kontrol (STZ-DM) grubundaki aymi giinle kiyasla anlamli bir yiikselis
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belirlenmistir (P<0,001). P. erecta ve T. dshimilensis ekstraktlarinin uygulandigi gruplarda
7. gilinlerdeki yara dokusu GSH diizeylerinin kontrol (STZ-DM) ve kontrol (NDM)
gruplarindaki ayni gilinlerle kiyaslandiginda istatiksel olarak yiiksek oldugu belirlenmistir
(P<0,001)(Sekil 4.8).

Yara Dokusu GSH Diizeyleri

Kontrol, NDM (normal deri) 0. giin
Kontrol, NDM 3. giin

Kontrol, NDM 7. giin

Kontrol, STZ-DM (normal deri) 0. giin
Kontrol, STZ-DM 3. giin

Kontrol, STZ-DM 7. giin{__|

P. erecta 3. giin{L
P.erecta7. giin{l L AH
T. dshimilensis 3. giin{____M
T. dshimilensis 7. giin -
Q v ™ © L
pmol/g doku

Sekil 4.8. Yara dokusu GSH diizeyleri

4.4.4. Yara dokusu kollajen diizeyleri

Kontrol (NDM) grubu kendi iginde kiyaslandiginda kollajen diizeylerinin 3 ve 7. giinlerde
0. giine kiyasla anlamli olarak azaldigi, 7. giinde ise 3. giine gore anlaml1 bir sekilde arttig1
tespit edilmistir (P<0,001). Kontrol (STZ-DM) grubu ile kontrol (NDM) grubu
kiyaslandiginda ise diyabetli ratlarda tiim giinlerde kollajen diizeyleri diyabetsiz ratlara
gore istatiksel olarak diismiistiir (P<0,001). Kontrol (STZ-DM) grubu yara dokusu kollajen
diizeyleri 3 ve 7. giinlerde 0. giine kiyasla anlamli olarak azalmistir (P<0,001). P. erecta ve
T. dshimilensis ekstraktlariin 7. giinlerde kollajen diizeylerini kontrol (STZ-DM) grubuna
kiyasla anlamli olarak arttirdig1 ve bu degerlerin 0. giinden de (kontrol, STZ-DM) yiiksek
oldugu tespit edilmistir (P<0,001). P. erecta ve T. dshimilensis ekstraktlarinin uygulandigi
gruplarda 7. giinlerdeki kollajen diizeylerinin 3. giinlere kiyasla istatiksel olarak yiiksek
oldugu belirlenmistir (P<0,001)(Cizelge 4.4 ve Sekil 4.9).
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Cizelge 4.4. P. erecta ve T. dshimilensis ekstraktlarinin yara dokusu kollajen diizeyleri
iizerine etkileri (a) P<0,001 kontrol (NDM) 0. giin kiyasla (b) P<0,001
kontrol (STZ-DM) 0. giin kiyasla (c) P<0,001 grup igi 3 ve 7. giinler kiyasla
(d) P<0,001 aymi giindeki kontrol (STZ-DM) kiyasla (e) P<0,001 ayni
giindeki kontrol (NDM) kiyasla (f) P<0,001 ayni giindeki diger bitki

uygulamasina kiyasla

Kollajen
(ng/mg doku)
Kontrol (NDM) (normal deri) 0. giin 34,73 +1,37
NDM Kontrol (NDM) 3. giin 18,04 + 1,322
(n:12) (I’]:6) = a,c
Kontrol (NDM) 7. giin 27,21 +£0,53*
(n=6)
Kontrol (STZ-DM) (normal deri) 0. giin 15,93 + 0,90?
Kontrol (STZ-DM) 3. giin 7,26 + 0,53%¢P
(n=6)
Kontrol (STZ-DM) 7. giin 7,26 + 0,60%¢P
(n=6)
STZ-DM P. erecta 3. giin 795 1 0.512¢0
(n=24) I(Dn_e6r)ecta 7. gii
8 -gun 26,86 + 1,932bdc
(n=6)
T. dshimilensis 3. giin 8,54 + 0,68%¢P
(n=6)
T. dshimilensis 7. giin 29,29 + 1,562bdc
(n=6)

Yara Dokusu Kollajen Duzeyleri

Kontrol, NDM (normal deri) 0. giin
Kontrol, NDM 3. giin

Kontrol, NDM 7. giin

Kontrol, STZ-DM (normal deri) 0. giin
Kontrol, STZ-DM 3. giin

Kontrol, STZ-DM 7. glin+ H-l
P. erecta 3. giin{. Q

P. erecta 7. giin- (=
T. dshimilensis 3. gin+ H-l
T. dshimilensis 7. glin- =
Q N S oD ©
rg/mg doku

Sekil 4.9. Yara dokusu kollajen diizeyleri
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5. TARTISMA

Yara iyilesmesi inflamasyon, epitelizasyon ve anjiyogenez olaylari ile karakterize olmus
kompleks bir siirectir. Diyabet basta olmak iizere gesitli sistemik ve lokal faktorler yara
iyilesmesi tlizerine etki ederek siireci geciktirebilir veya engelleyebilir. Diyabette su an i¢in
tam bir iyilesme olmadigini1 da g6z Oniine alirsak, diyabetlilerin diisen yasam Kalitesini
yiikseltmek i¢in diyabetin neden oldugu komplikasyonlarin etkili sekilde tedavi edilmesi

Onemlidir.

Diinyada ve Ulkemizde birgok bitkinin geleneksel olarak yara iyilestirme amaciyla yaygin
olarak kullanildig1 yapilan etnobotanik arastirmalarda bildirilmistir. Bu nedenle
calisgmamizda etnobotanik arastirmalarda yara tedavisinde etkili cinsler oldugu bildirilen
Potentilla ve Tragopogon cinslerine ait P. erecta ve T. dshimilensis bitki tiirlerinin
diyabetik ratlardaki yara iyilesmesi ve oksidatif parametreler lizerine etkilerini incelemek
amaglanmigtir.  Ayrica, kullanilan bitki  ekstraktlarinin  bahsedilen etkilerinin
degerlendirilmesi agisindan 6nemli Olmasi sebebiyle fenolik bilesikleri, antioksidan ve

antimikrobiyal etkileri de belirlenmistir.

Serbest radikallerin meydana getirebilecegi reaktif oksijen kaynakli hiicresel hasardan
korunmak agisindan antioksidan savunma sistemleri oldukc¢a Onemlidir. Antioksidan
yapilar zincir reaksiyonlarini durdurmaktan veya yavaslatmaktan sorumlu kimyasal ajanlar
olarak bilinir. Endojen ya da ekzojen kaynakli olarak bilinen bu sistemler yara iyilesmesi
stirecine de olumlu katkida bulunabilir [135, 136]. Bu nedenle ¢alismamizda ilk olarak
bitki ekstraktlarinin kromatografik yontem olan RP-HPLC-UV ile fenolik bilesikleri tespit
edilmis ve bdylelikle olasi antioksidan aktivite gosterebilecek numunelerin kalitatif ve
kantitatif analizleri yapilmigtir. Akabinde ilgili kromatografik yontemde tespiti miimkiin
olmayan ekstra antioksidatif maddelerin toplam aktivitesi ise spektrofotometrik
yontemlerle analiz edilmistir. P. erecta ekstraktinda baglica gallik asit, rutin ve
protokatekuik asit, T. dshimilensis ekstraktinda ise klorojenik asit, kafeik asit,
protokatekuik asit, ferulik asit ve p-OH benzoik asit igerikleri tespit edilmistir. Standart
olarak kullanilan ancak tespit edilmeyen diger bilesenler tayin simirmin veya dedeksiyon
simirmin altinda kaldigi igin tespit edilememistir. P. erecta ve T. dshimilensis bitki
ekstraktlarinin toplam fenolik igerikleri (TPC) sirasiyla 339,467+12,563 ve 53,148+0,930
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mg GAE/g numune olarak tespit edilmistir. FRAP analizi sonucunda demir indirgeme
glicii sirastyla 5,080+0,005 ve 0,643+0,009 mmol FeSO4 /g numune olarak bulunmustur.
DPPH analizi sonucunda ise radikal siipiiriicti aktiviteleri (SCso) yine sirasiyla 0,012+0,001
ve 0,138+ 0,005 mg/mL olarak belirlenmistir. Onceki ¢alismalarda ¢esitli Potentilla ve
Tragopogon tiirlerinin antioksidan aktiviteye sahip oldugu [98, 108, 116, 137] ve
Potentilla tiirlerinde rutin, katesin, kafeik asit, ferulik asit, ellajik asit gibi [99],
Tragopogon tiirlerinde ise kafeik asit, ferulik asit, gallik asit, p-kumarik asit, katesin [122]
gibi birgok fenolik bilesik bulundugu bildirilmistir. Bu sonuglar 1s18inda P. erecta ve T.
dshimilensis ekstraktlarinin zengin fenolik icerige ve yiliksek antioksidan aktiviteye sahip

oldugu sodylenebilir.

Enfeksiyon yara iyilesmesini etkileyen 6nemli lokal faktorlerden biridir. Yara bolgesindeki
bakterilerin artig1 yara iyilesmesini geciktirebilir. Calismamizda her iki bitki ekstraktininda
bazi bakteri tlirlerine karsi farkli derecelerde antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Ozellikle P. erecta bitkisinden elde edilen metanolik ekstrakt tibbi acidan
onemli S. aureus, Y. pseudotuberculosis, B. cereus ve E. coli bakterilerine karsi etki
gostermistir. Onceki ¢aligmalara baktigimizda Grujic-Vasic ve digerlerinin  yapmis
olduklar1 ¢alismada P. erecta bitkisinin farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstraktlarinin S.
aureus ve E. coli bakterileri iizerine antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir [95].
Synowiec ve digerleri P. erecta rizomundan hazirlanan ekstraktin S. aureus, B. subtilis, C.
lipolitica ve Hansenula anomala mikroorganizmalart {izerine antimikrobiyal etki
gosterdigini tespit etmistir [100]. T. dshimilensis ekstrakti ele alindiginda ise literatiirde bu
tirtin antimikrobiyal etkileri ile ilgili bir ¢alisma bulunamamaktadir. Ayni cinsin
tiyelerinden olan T. graminifolius bitkisinin tim kisimlarindan elde edilen metanol
ekstraktinda herhangi bir antimikrobiyal aktiviteye rastlanmazken [111], T. aureus
bitkisinin yapraklarindan elde edilen metanol ekstraktinda ise B. cereus ve B. subtilis
bakterilerine karst etki gozlemlenmistir [112]. Bu tiir tibbi agidan 6nemli bakterilerin
ozellikle de S. aureus ‘un [138] yara bolgesinde bulunmasi inflamatuar fazin uzamasina
sebep olabilir. Dolayisiyla P. erecta’ nin antimikrobiyal aktivite gostererek yara

lyilesmesinin gelisimine katkida bulundugu diistiniilebilir.

Epitelizasyon asamasinda yara kenarinda bulunan epitel hiicreleri yara yatagina dogru gog
edip c¢ogalarak yara kontraksiyonunu saglarlar. Yara kontraksiyonu bu siiregte

epitelizasyonu ve yaranin iyilesmeye basladigini belirten Onemli bir gostergedir.
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Calismamizda kontrol (STZ-DM) grubundaki yara kontraksiyonunun 3 ve 7. giinlerde
kontrol (NDM) grubuna gore istatiksel olarak daha diisiik oldugu goriilmistiir (P<0,001).
Bu sonug diyabetlilerde yara iyilesmesinin geciktigi tezini desteklemektedir. Ancak
uygulamis oldugumuz P. erecta ekstrakti her iki giinde, T. dshimilensis ekstrakti ise 7.
giinde yara kontraksiyonlarini anlamli olarak arttirarak kontrol (NDM) grubundaki yara
iyilesmesine yakin seviyelere yiikseltmistir (P<0,001). Dolayisiyla P. erecta ve T.
dshimilensis bitki ekstraktlarinin epitelizasyonu gelistirerek diyabetik yara iyilesmesinin
gelismesine ve hizlanmasina katkida bulundugu sdylenebilir. Kundu ve digerleri saglikli
(diyabetsiz) hayvanlarla yapmis olduklar1 in vivo calismada ayni cinse ait P. fulgens
tiiriiniin epitelizasyonu arttirarak yara iyilesmesine onemli katkida bulundugu belirtilmistir
[91]. Bir baska g¢alismada ise, Hashemnia ve digerleri tarafindan ayni cinse ait T.
porrifolius tiiriintin iyilesme siirecinde epitelizasyonu ve Kkollajen iplik¢ik ve kan damari
olgunlagsmasin1 gelistirerek yara iyilesmesi lizerine olumlu etki gosterdigini bildirmistir
[107]. Bitki ekstraktlarinin bu iyilestirici etkileri sahip olduklar1 zengin fenolik bilesikler
(flavonoid, fenolik asit, tanin vb.) nedeniyle olabilir. Caligmamizin biyolojik aktivite
analizleri kisminda P. erecta ekstraktinda baslica gallik asit, rutin ve protokatekuik asit, T.
dshimilensis ekstraktinda ise klorojenik asit, kafeik asit, protokatekuik asit, ferulik asit ve
p-OH benzoik asit fenolikleri tespit edilmistir. Yang ve digerleri (2016) olusturmus
olduklar1 in vitro yara iyilesmesi modelinde gallik asidin keratinosit ve fibroblast hiicreleri
iizerine etki ederek iyilesmeyi hizlandirdigini ve antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
tespit edilmistir [139]. Ayrica rutin igeren hidrojellerin yara iyilesmesinde ozellikle yara
alaninin azaltilmas1 acisindan etkili oldugu Almeida ve digerleri tarafindan yapilan bir
diger ¢alismada bildirilmistir [140]. Chen ve digerleri Wistar ratlar ile yapmis olduklari
caligmada klorojenik asidin hiicre proliferasyonunu ve epitelizasyonu arttirip, antioksidan
aktivite gostererek iyilesmeyi hizlandirdigini bildirmistir [141]. Song ve digerleri ise
kafeik asidin farelerde olusturulan insizyon yaralari iizerine olumlu etki gosterdigini
belirtmistir [142]. Ghaisas ve digerleri diyabetik ratlarda yapmis olduklari ¢alismada
ferulik asit uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla epitelizasyonu ve hidroksiprolin
diizeylerini arttirdigi bildirilmistir [143]. Literatiirdeki bu c¢alismalar bulgularimizi
destekler niteliktedir.

Kollajen bag dokunun baslica proteinlerinden biridir ve yara iyilesmesi siirecinde yapisal
destek saglamasinin yani sira hiicre proliferasyonu ve gociinde de gorev alir [144].

Calismamiz sonucunda alinan yara dokularindaki kollajen igerikleri incelendiginde,
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kontrol (STZ-DM) grubunda tiim giinlerde kontrol (NDM) grubuna kiyasla total kollajen
seviyelerinin istatiksel olarak anlamli 6l¢iide azaldigi belirlenmistir (P<0,001). Yapilan pek
cok calismada sonuglarimiz1 dogrular nitelikte diyabet hastalarinda ve diyabet-indiiklenen
deney hayvanlarinda kollajen ve hidroksiprolin i¢eriginin deri ve yara dokularinda azaldigi
bildirilmistir [41, 145-147]. P. erecta ve T. dshimilensis ekstraktlari ise iyilesmenin 7.
giiniinde total kollajen seviyesini kontrol (STZ-DM) grubu ile kiyaslandiginda anlamli
olarak arttirmistir (P<0,001). P. fulgens tiiriiniin etanolik ekstraktinin yara iyilesmesi
stirecinde dokuda kollajenin ana bilesenlerinden olan hidroksiprolin diizeylerini istatiksel
olarak anlamli bir sekilde arttirdigi tespit edilmistir [91]. T. dshimilensis ekstrakti ise
icerdigi klorojenik asit ve ferulik asit sayesinde kollajen miktarinin arttirmis olabilir.
Bagdas ve digerleri ratlarda olusturduklari tam kalinliktaki yara modelinde klorojenik
asidin doza bagli olarak iyilesmeyi hizlandirdigin1 ve yara dokusunda hidroksiprolin
icerigini arttirdigini rapor etmistir [148]. Ghaisas ve digerleri diyabetik ratlarda yapmis
olduklar1 calismada ferulik asidin kontrol grubuna kiyasla hidroksiprolin diizeylerini
arttirdigini bildirmistir [143]. Bu durum uygulanan bitki ekstraktlarinin diyabetik yara
iyilesmesinin 7. giiniinde kollajen seviyesini arttirarak proliferasyon asamasinda etkili

oldugunu diistindiirebilir.

Oksijen, reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri yara iyilesmesi siirecini etkileyen
onemli faktorlerdir. Bakterilerin ortadan kaldirilmasi, anjiyogenez ve Kollajen sentezi igin
yara bolgesinin yeterli oksijenle beslenmesi gereklidir [54]. Ayrica bu bilesikler ikincil
haberci olarak gorev alip iyilesme siirecine katkida bulunabilirler [53, 55]. Calismamizda
kontrol (STZ-DM) grubu ile kontrol (NDM) grubu yara dokulari karsilastirildiginda 0 ve 3.
giinlerde NOx diizeylerinde anlamli bir azalma belirlenmistir (P<0,001). Nitrik oksit
oldukga reaktif bir biyolojik habercidir ve yara bolgesinde baslica makrofaj, trombosit ve
fibroblast hiicreleri tarafindan NOS enzimi araciligiyla iretilir [149-151]. Nitrik oksit
kollajen sentezi ve depolanmasini, anjiyogenezi ve hiicre proliferasyonunu gelistirerek
yara iyilesmesinin gelismesine katkida bulunabilir [152]. Cesitli derlemeler elde ettigimiz
sonuglar1 destekler nitelikte diyabetlilerde yara bolgesinde NOx diizeylerinin azaldigini
rapor etmis [152-154], ayrica Witte ve digerleri olusturmus olduklar1 deneysel yara
yilesmesi modelinde nitrik oksit donérlerinin diyabetin neden oldugu geciken yara
iyilesmesini kismen tersine g¢evirerek siireci gelistirebilecegini  bildirmistir [155].
Calismamizda her iki bitki ekstraktida 3 ve 7. giinlerde diyabetli yara dokusundaki NOx
diizeylerini anlamli olarak arttirarak (P<0,001) diyabetsiz kontrol grubundaki seviyesine
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yaklagtirmigtir. Ugusman ve digerleri rutin uygulamasinin [156], Migliori ve digerleri
kafeik asit uygulamasimin [157] ve Zhao ve digerleri ise ferulik asit uygulamasiin [158]
endotelyal hiicrelerde NO iiretimini arttirabilecegini  vurgulamistir. Calismamizda
uygulamis oldugumuz P. erecta ve T. dshimilensis ekstraktlarinin da igerdikleri bu fenolik
bilesiklerden dolay1 diyabetli yara dokusundaki NOx diizeylerini arttirmis olabilecegi ve
dolayistyla yara iyilesmesinin gelismesine katkida bulundugu diisiiniilebilir. Ancak T.
dshimilensis ekstraktinin 6zellikle iyilesmenin 7. giininde NOx diizeyini kontrol (STZ-
DM) grubuna kiyasla ¢ok fazla arttirdigi, aynmi giindeki artan TBARS seviyesi de goz Oniine
alindiginda soylenebilir. Nitrik oksit yara iyilesmesine katkilarinin yani sira tiim serbest
radikaller gibi yiiksek diizeylerde iiretildiginde hiicresel hasara neden olabilir. flerleyen
calismalarda T. dshimilensis ekstraktinin bu etkisi 50 mg/kg olan dozunun diisiiriilmesiyle
giderilebilir.

Bir¢ok ¢alismada oksijen kaynakli serbest radikallerin neden oldugu hiicresel hasar lipit,
protein veya DNA’ nin agiga ¢ikan oksidasyon iriinleri ile belirlenir [159]. MDA lipit
peroksidasyonunun son iiriinlidiir ve dokudaki miktar1t TBARs diizeylerinin 6l¢iilmesi ile
belirlenebilir. Calismamizda kontrol (STZ-DM) grubu ile kontrol (NDM) grubu yara
dokular1 TBARs diizeyleri karsilastirildiginda 0. giinde anlamli bir artis tespit edilirken
(P<0,001), 3 ve 7. giinlerde istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P>0,001).
Diyabetli yaralarda P. erecta ekstraktinin uygulanmasi sonucu 3 ve 7. giinlerde, T.
dshimilensis ekstraktinin uygulanmasi sonucu ise 3. giinde diyabetli kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir diisiis belirlenmistir (P<0,001). TBARs diizeylerindeki bu diisiisler
kullanilan bitki ekstraktlarinin icerdikleri fenolik bilesikler ve yiiksek antioksidan
kapasiteleri sonucu gergeklesmis olabilir. Fakat T. dshimilensis ekstraktinin neden oldugu
3. giine kiyasla 7. glindeki TBARS seviyesi artis1 onceden bahsedildigi gibi muhtemel ayn1

giindeki asir1 NOx iiretimi ile iligkilidir.

Diisiik molekiil agirlikli endojen bir antioksidan olan glutatyon hiicre ve dokularin
oksidatif stresten korunmasinda oldukga etkili bir tripeptittir [55]. Calismamizda kontrol
(STZ-DM) grubu ile kontrol (NDM) grubu yara dokular1 karsilastirildiginda tiim giinlerde
GSH diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir diisiis tespit edilmistir (P<0,001). Rasik ve
Shukla, ve Dinger ve Giilen yayinlamis olduklar ¢caligmalarda diyabetik yara dokularinda
GSH diizeylerinin saglikli (diyabetsiz) yara dokularina gore azaldigini rapor etmislerdir

[160, 161]. Calismamizda P. erecta ekstraktinin uygulanmast GSH diizeylerini kontrol
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(STZ-DM) grubu ile kiyaslandiginda 3 ve 7. giinlerde (P<0,001), T. dshimilensis
ekstraktinin uygulanmasi ise 7. glinde anlamli olarak arttirmistir (P<0,001). Kundu ve
digerleri yapmis olduklar1 ¢alismada ayni cinse ait P. fulgens tiiriiniin yara dokusunda GSH
diizeylerini anlamli olarak arttirdigini bildirmistir [91]. Daha once bahsedildigi gibi
calismamizin biyolojik aktivite analizleri kisminda bitki ekstraktlarinda gesitli fenolik
bilesikler tespit edilmistir. Onceki ¢alismalara baktigimizda tespit edilen bilesiklerden rutin
[162], klorojenik asit [141, 148], kafeik asit [163] ve ferulik asitin [143] in vivo ve in vitro
kosullarda hiicre i¢i GSH miktarimi arttirdig1 goriilmektedir. Literatiirdeki bulgularimizi
destekler nitelikte olan bu c¢alismalarda goz Oniinde alindiginda P. erecta ve T.
dshimilensis ekstraktlarinin yara dokusundaki GSH diizeylerini anlamli olarak arttirarak
yara dokusu antioksidan kapasitesini arttirdig1 ve dolayisiyla da yara iyilesmesi siirecine

olumlu katkida bulundugu diisiiniilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Biyolojik aktivite ¢alismalar1 ile morfolojik ve biyokimyasal incelemeler g6z Oniine
alindiginda P. erecta ve T. dshimilensis bitkilerinin diyabetik ratlarda etnobotanik
caligmalar1 destekler nitelikte yara iyilesmesini gelistirdigi, hizlandirdigi ve oksidatif
olaylar etkiledigi, ilk kez, sdylenebilir. Ayrica kullanilan bitki ekstraktlarinin antioksidan
ve antimikrobiyal aktivite gdsterdigi de belirlenmistir. ilerleyen ¢alismalarda farkli doz ve
uygulama sekilleri kullanilarak her iki bitkinin yara tedavisindeki potansiyeli daha detayli

olarak arastirilabilir.
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