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1. GIRIS VE AMAC

Deri viicudun en biiyiik organ sistemidir. Toplam viicut agirhigmin yaklasik
%16’sm1 olusturur. Derinin ana fonksiyonlarindan birisi, i¢c ve dis ortam arasinda bir
gecirgenlik engeli olusturmaktir (1). Derinin bu fonksiyonunu yerine getirebilmesi icin,

biitlinliigiiniin korunmasi gerekir.

Dokuda, yaralanma sonucu, yara iyilesmesi ile sonlanan organize ve karmasik
bir takim hiicresel ve biyokimyasal olaylar gelisir. Yara iyilesmesi, ayri, ancak
birbirleriyle ici ige gegen 3 farkli asamadan olusur. Bu asamalar sirasi ile; inflamasyon,
epitelizasyon ve granulasyon dokusu ile matriks olusumudur (2,3). Kutanéz doku
onariminda amag, derinin bariyer fonksiyonunun korunmasidir. Bunun saglanabilmesi
icin, defektin, yeni bag dokusunu olusturmak {izere, graniilasyon dokusu ile dolmasi,

fiziksel bariyerin saglanabilmesi i¢in de, epitel tarafindan yaranin kapatilmas: gerekir

(4).

Son yillarda, yara iyilesmesi mekanizmasi daha iyi anlasilmis ve yara
tyilesmesini etkileyen bir¢ok lokal ve sistemik faktor belirlenmistir. Hayvan
modellerinde, yara iyilesmesini hizlandiran ¢ok sayida biiyiime faktorii ve sitokin rapor
edilmistir. Yara iyilesmesinde; parankimal biiylime faktorleri, ¢esitli mediyatorler, kan

elemanlari, ekstraseliiler matriks ve parankimal hiicreler rol almaktadir (2).

Ankaferd, folklorik olarak geleneksel Tiirk hekimliginde hemostatik ajan olarak

kullanilmis bir bitkisel ekstrakttir. Bu bitkisel karisim; endotel, kan hiicreleri, damar



olusumu (anjiogenezis), hiicresel cogalma, vaskiiler dinamikler ve degisik mediyatorler
iizerinde etkilidir. Etkili kan durdurucu 6zellikleri olan Ankaferd’in, ayni zamanda
gliclii antibakteriyel Ozellikleri oldugu gosterilmistir. Dis hekimlerinin kanamay1
kontrol amaci ile kullanimlar: sirasinda, yaralarin da hizla iyilestigi gozlenmistir (5).
Buradan hareketle, bu bitkisel ekstrenin deneysel olarak olusturulmus yaralar
iizerindeki etkilerini, plasebo ve yara iyilestirici etkisi iyi bilinen giimiis siilfadiazin ile
karsilastirmay1 planladik. Bu calismanin planlandigi tarihe kadar, literatiirde ABS’in
yara iyilesmesi iizerine etkilerini, karsilastrmali olarak arastiran bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Eger yara iyilestirici etkisi kanitlanabilirse, deri ve mukozalarda,
kronik lilser ve yara ile seyreden pek ¢ok hastaligin tedavisinde yeni bir alternatif

olacaktur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Derinin yapisi

Deri, epidermis ve dermis olmak tlizere iki tabakadan olusur. Epidermis;
keratinize, adneksiyal yapilar1 (pilosebase iinite, ekrin ve apokrin bezler, tirnaklar)
olusturan, siirekli kendisini yenileyen, cok katli skuamoéz bir epitelyumdur (6).
Epidermis; stratum bazale (tek kat), stratum spinozum (5-15 kat), stratum graniilozum
(1-3 kat), stratum korneum (5-10 kat) ve viicudun, el ayas1 ve ayak tabani gibi bazi
bolgelerinde, stratum korneum ile graniilozum arasinda bulunan ve stratum lusidumdan
ibaret 5 katmana ayrilarak incelenir. Epidermisin kalinlig1 yaklasik olarak 100 mikron
(n)’dur, fakat viicut alanina gére kalmhigi degisir. Ornegin, géz kapaginda 50 p, el

ayasi ve ayak tabaninda ise 1 mm’dir (7).

Dermis, papiller ve retikiiler olmak iizere iki farkli kisimdan olusur. Baslica
fibr6z konnektif doku (kollajen, elastik ve retikiiler fibriller) ve ara madde (matriks)’den
meydana gelir. Fibroblastlar, mast hiicreleri ve makrofajlar, dermiste diizenli bulunan
hiicrelerdir. Dermiste ayrica sinirler, kan ve lenf damarlari, kaslar ve adnekslerin
epitelyal yapilar1 da bulunur. Deri, yiizey ve agirlik agisindan oldugu gibi, immiinolojik
aktivite yoniinden de, en bliyiikk organidir. Birey ve dis ¢evre arasinda koruyucu bir
bariyerdir, mikroorganizmalarin veya destriiktif kimyasal maddelerin penetrasyonunu
engeller, ultraviyole radyasyonu absorbe eder ve sivi kaybini onler. Viicut isisinin

diizenlenmesinde de 6nemli rol oynar (6).
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Sekil 1. Derinin yapisi (8).
2.1.1. Epidermis

Epidermal hiicrelerin %90-95’ini keratinositler olusturur. Epidermiste bulunan

diger hiicreler ise; Langerhans hiicreleri, melanositler ve Merkel hiicreleridir (7).

Epidermis, keratinositlerin pozisyonlarina, yapisal 0Ozelliklerine, mitotik
aktivitelerine ve farklilasma durumlarina gore, igten disa; bazal tabaka, spinozum
tabakasi, graniiler tabaka, lusid tabaka ve korneum tabakasi olmak iizere 5 katmandan
olusur. Bazal tabaka ve spinal tabakaya birlikte Malpighi tabakas1 ad1 da verilir (7). Bu
yap1, Sekil 2°de sematik olarak gdsterilmistir.

Yara iyilesmesinde, ozellikle epitelizasyonda 6nemli roller oynayan deri ekleri

epidermisin asagiya dogru biiyiimesiyle olusurlar (7).
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Sekil 2. Epidermisin yapisi (9).

Bazal tabaka, mitotik aktivitesi olan keratinositlerin lokalize oldugu bolgedir. Bu
tabakadaki keratinositler 3 farkli yapida hiicre igermektedir. Holoklon hiicreler,
yiiksek derecede (%95) proliferatif 6zellik tagiyan hiicrelerdir. Meroklon hiicreler, orta
derecede proliferatif 6zellik tasirlar. Paraklon hiicreler ise, yalnizca diferansiye hiicreleri
igerir, proliferasyon gostermezler. In vitro olarak holoklon yapis1 kanitlanan hiicreler,
epidermal kok hiicre olarak kabul edilmektedir (6,10). Epidermal yaralanmaya cevap
olarak, bu kok hiicreler aktif hale gegerler (11). Prolifere olan bir keratinositin, bazal
tabakadan ayrildiktan sonra iist katlara ilerlemesi ve deri ylizeyinden atilmasina kadar
gecen zamana, yenilenme zamani (turn-over) adi verilir. Bu siire ortalama 28 giindiir.
Keratinositlerin bazal tabakadan korneuma ulagmasi yaklasik 14 giin, korneumu
olusturup dokiilmesi ise bir 14 giin daha siirer. Bazal tabakadaki hiicreler, birbirleriyle
ve stteki skuamOz hiicrelerle dezmozomlar, alttaki bazal membranla ise,
hemidezmozomlar arcilig1 ile baglanirlar. Bazal tabaka hiicrelerinin yaklasik %3-5’ini

melanositler, %1’ini ise Merkel hiicreleri olusturmaktadir (6,12).



Bes-on sira skuamoéz hiicreden olusan spinoz tabakadaki hiicreler, genis keratin
filamentleri (K5/14, K1/10) igerir. Dezmozomlar, en belirgin sekilde bu tabakada
gozlenir. Keratohiyalin (filagrin) ve Odland (lameller lipid) graniilleri araciligi ile,
epidermal saglamlik ve bariyer fonksiyonunda 6nemli rol oynayan bir tabakadir. Bu
tabakada immiinolojik fonksiyona ve antijen sunma yetenegine sahip Langerhans

hiicreleri de yer alir (6,12,13).

Grantiler tabaka, niikleus ve diger hiicre organellerinin ¢6ziilmeye hazirlandig:
bolge olup, yiiksek molekiil agirlikli keratinlerin (K1/K2, K10/11) olustugu tabakadir
(6,12).

Niikleus ve sitoplazmik organeller igcermeyen, yassi, Oli, boynuzumsu
hiicrelerden olusan korneositlerin, kolesterol siilfatin hidrolizi sonucunda deskuame

olduklar1 kabul edilmektedir (6).

Yukarida bahsedilen yapi ve hiicreler, ¢cok kompleks bir siire¢ olan yara

tyilesmesinde, degisik sekillerde ve kademelerde rol oynamaktadir.

2.1.2. Epidermo-dermal bileske

Epidermisi dermise baglayan, her iki tabaka arasinda sivi ve hiicre aligverisini
yoneten epidermo-dermal bileske, bir bazal membran zonundan olusur. Bazal membran
komponentleri, derinin biitiinliiglinii saglayan, ileri derecede kompleks bir adezyon
yapist olusturmaktadirlar. Bu bileskenin degisik molekiillerinde olusan diizensizlikler,
subepidermal biil olusumu ile seyreden bazi dermatolojik hastaliklarda kilit rol

oynamaktadir (3,13-15).

2.1.3. Dermis

Amorf ara madde, kollajen, elastik ve retikiiler fibriller, fibroblast, mast hiicresi
ve makrofaj gibi hiicrelerden olusan dermis, papiller ve retikiiler dermis olmak {izere iki
boliimden olusur. Temel madde, zemin maddesi, matriks gibi adlar alan ara dolgu
maddesi; fibronektin, glikozaminoglikanlar, hiyaluronik asit, kondroitin siilfat ve

dermatan siilfattan olusur. Fibroblast, mast hiicreleri ve diiz kas hiicreleri tarafindan

6



salgilanir ve derinin hidrasyonunu saglar (16,17). Fibroblastlar dermiste en fazla
bulunan hiicrelerdir. Bu hiicreler kollajen, elastin ve mukopolisakkaritleri iretirler.
Dermiste en ¢ok bulunan kollajenler tip 1 (%80-90), tip 3 (%8-12) ve tip 5 kollajen
(%5°den az)’dir. Kollajenin yapisinda; glisin, hidroksilizin, hidroksiprolin ve ¢ok biiyiik
oranda prolin aminoasitleri bulunur. Kollajen, bir taraftan kollajenazlar ile

parcalanirken, diger taraftan yeni sentez edilen fibrillerle yer degistirir (1,6,18,19).

2.2. Derinin gorevleri

Deri, viicut ile dis g¢evre arasinda koruyucu bir bariyer olarak rol oynar.
Mikroorganizmalarin ve toksinlerin girisini engeller, sivi kaybmi Onler. Hasar
gordiigiinde kendisini yenileyebilme kapasitesine sahiptir. Keratinositler, kollajen ve

elastik fibriller, derinin dayanikliligini ve elastikiyetini saglar.

2.3. Yara iyilesmesi

Derinin goérevlerini yerine getirebilmesi icin biitiinliiglinii korumas1 gerekir (1).
Doku biitiinliigiiniin bozuldugu durumlar; erozyon, iilser ve yara olarak tanimlanir.
Epidermisi etkileyen yiizeyel doku kaybi erozyon, dermis ve daha derin dokular:
etkileyen doku kaybi iilser olarak adlandirilir. Yara ise, kaza veya operasyona baglh
olusan travmatik hasar1 tanimlamak ic¢in kullanilir. Ulser ve yara bir¢ok nedenle
olusabilir, skar ve fibrozis ile iyilesir. Skar dokusu mekanik olarak yetersizdir ve deri

ekleri yoktur. Asir1 bag dokusu olugmasi hipertrofik skar ve keloide yol acar (19,20).

Kutanéz yara iyilesmesi; temel olarak primer, sekonder ve tersiyer iyilesme
olmak tizere ii¢ kategoride incelenir (19,21). Yara kenarlarinin karsilikli getirildigi,
iltihapsiz ve minimum doku kaybiyla olusan iyilesme, primer yara iyilesmesi olarak
adlandirilir. Yara kenarlarmin karsilikli gelmedigi, genis doku kaybma yol agan,
iltihapl1 yaralar sekonder yara iyilesmesi ile iyilesir (22,23). Bu tiir yaralarda, ¢ok
miktarda nekrotik artik, eksuda ve fibrin bulunur. Yara iyilesme siireci daha uzun stirer
(24,25). Tersiyer yara iyilesmesi (gecikmis primer iyilesme), enfekte yaralarda goriilen
tyilesme tipidir. Bu tiir yaralar, baslangigta agik birakilir, enfeksiyon gectikten sonra

yara kenarlar1 eksize edilir ve karsilikli getirilerek birlesme saglanir (21).



Yara iyilesme stireci, temelde tiim canlilarda benzerdir. Sadece zaman acisindan
onemli farkliliklar gosterir. Mesela; insanlarda yara iyilesmesi aylar hatta yillar i¢inde

tamamlanabilirken, bu siire ratlarda 8 hafta kadardir (26).

2.3.1. Yara iyilesmesinin fazlan

Yara iyilesmesi, hiicresel ve biyokimyasal olaylarin karsilikli etkilesimini igeren
patofizyolojik ve multifaktoriyel bir siirectir (27,28). Deri biitiinliigiiniin bozuldugu
durumlarda; keratinosit, fibroblast, endotel, makrofaj ve trombositleri iceren bircok
hiicrenin rol aldig1 bir siire¢ baslar. Bu hiicrelerin migrasyon, infiltrasyon, proliferasyon
ve diferansiyasyonu ile yeni doku formasyonu olusur ve sonucgta yara kapanir. Bu
siirecte birgok biliylime hormonlari, sitokinler ve kemokinler rol alir. Bunlardan en
onemlileri; epidermal biiylime faktorii (EGF), transforme edici biiyiime faktori (TGF),
fibroblast biiyiime faktorii (FGF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF),
graniilosit makrofaj koloni stimule edici faktor (GM-CSF), trombosit kaynakl1 biiyiime
faktorii (PDGF), konnektif doku biiyiime faktérii (CTGF), interlokin ailesi (IL),
keratinosit biiylime faktorii (KGF), insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF) ve tiimor

nekroz faktor (TNF) diir (29).

Yara iyilesmesi 3 fazda incelenir:
(A) Inflamasyon (Faz 1)
(B) Proliferasyon ve doku formasyonu (Faz 2)

(C) Matriks formasyonu ve yeniden yapilandirma (Faz 3)

2.3.1.1. inflamatuar faz (Faz 1)

Ik faz olan inflamatuar faz, akut hasar1 takiben ortaya cikar. Yaralanmadan
hemen sonra baslayip, 4-6 giin kadar siirer (30). Inflamasyonun baskin oldugu bu
fazda; trombosit go¢ii ve agregasyonu, lokosit toplanmasi, epitelizasyon ve

graniilasyon asamalar1 yer almaktadir (4,31).

Trombositler yara olustugunda ilk aktive olan hiicrelerdir (32). Yaralanmadan

sonra bolgede gerceklesen ilk olay, kanama kontroliidiir. Yara bdlgesinde trombositler,



aktivasyon, adezyon ve agregasyonlarini tetikleyen trombin ve kollajen ile karsilasir.
Aktive trombositlerden; adenozin difosfat (ADP), fibrinojen, fibronektin,
trombospondin ve faktdr VIII (vonWillebrand) gibi adeziv faktorler salinir. Fibrinojen,
fibronektin ve trombospondin, trombosit agregasyonunu kolaylastirirken, faktér VIII,
trombositlerin kollajene yapismasini hizlandirir. Sonugta trombosit pihtist olusur.
Fibrinojenin trombinle polimerizasyonu, fibrin olusumuna neden olur, fibrin de pihtiy1
genisleterek, yaraya hiicre gocii icin gerekli olan gegici ekstraseliiler matriksin bir
kismmi olusturur. Trombositlerin hakim oldugu bu fazda, bir yandan da endotel
hiicreleri trombosit agregasyonunu ve piht1 olusumunu sinirlayici bir islev goriirler. Bu
islev; prostasiklinle trombosit agregasyonunun inhibisyonu, antitrombin 3 ile trombin
aktivitesinin inhibisyonu, protein C ile koagiilasyon faktorleri V ve VII’in
degradasyonu ve plazminojenin plazmine doniisiimii sonucunda piht1 yikiminin
baslatilmasini saglar. Pihtilagsma sirasinda, hasarlanmis kan damarlarindan plazma ve
diger kan elemanlar1 damar disina ¢ikar ve trombiis olusumuna katkida bulunurlar.
Pihtilagsma siireci, koagiilasyon kaskadini aktive eden uyarilarin kalkmasi ile sonlanir

(3.,4,20).

Hemostaz1 takiben damarlar, koagiilasyon ve kompleman sistemi iriinlerinin
etkisiyle dilate olur ve permabiliteleri artar. Ayrica trombosit kaynakli kemotaktik
faktorlerin etkisi ile inflamatuar hiicreler yaraya gecer. Trombositler ayrica TGF-a,
TGF-B ve PDGF salgilayarak doku rejenerasyonunu ilerletirler. TGF-a, keratinosit
migrasyon ve reepitelizasyonda, TGF-f, fibroblast ve endotel hiicre migrasyonu ile

graniilasyon olusumunda rol oynar (3).

Lokositler, yaralanmadan birka¢ dakika sonra yara alanini istila ederler. Erken
evrede notrofiller ve monositler dominanttir (3). Endotel hiicrelerinden salman selektin
ve B-2 integrinlerin etkisi ile dolagimdaki l6kositler, yavaslar, yuvarlanir ve endotel
hiicrelerinin arasindan gecerek yara bolgesine gelirler. Notrofiller, hiicresel yikim
maddelerini, yabanci cisimleri ve bakterileri fagositoz, enzimatik yol ve oksijen
radikalleri araciligiyla ortadan kaldirirlar (33). Bu hiicreler, hedefe gore degisen ¢esitli
proteazlar [6rnegin miyeloperoksidaz (MPO)] igerirler. Inflamatuar yanitn biiyiikliigii
ile orantil1 olarak olusan proteaz miktarina gore, matriks hasarmin siddeti degisebilir.
Yaralanmamis doku matriksi, proteaz inhibitorleri ile korunur. Bugiin i¢in bilinmeyen

bir mekanizma ile, fonksiyonu biten notrofillerin ¢ogu apopitoza ugrar (34).
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Kollajen, elastin, fibronektin yikim tirtinleri, aktif trombin ve TGF-B etkisi ile,
hasardan sonraki 24-48 saat i¢cinde, ortama monositler gelmeye baslar (35). Bunlar,
fenotipik degisiklik gegirerek doku makrofajlarinda doniisiir. Aktive makrofajlar, yara
tyilesmesinde, proliferatif faza ge¢is i¢in 6nemlidir. Yara onariminda en temel ve kritik
hiicrelerdir. Bakterileri fagosite ederek oldiriir ve doku debrisini ortadan kaldirirlar.
Ayrica aktive makrofajlar; VEGF, FGF, TNF, PDGF, IL-1 ve nitrik oksit (NO)
sentezleyerek anjiyogeneze arabuluculuk eder (36). Doku yaralanmasindan birkag¢ giin
sonra, apopitoza ugramayan notrofiller makrofajlar tarafindan fagosite edilir ve yara

tyilesmesinin ikinci fazi olan proliferasyon ve doku formasyonu bagslar (4).

2.3.1.2. Proliferasyon ve doku formasyonu (Faz 2)

Yaralanmadan yaklasik 4 giin sonra baslar ve yaklasik 14. giine kadar devam
eder. Gegici ekstraseliiler matriks, graniilasyon dokusuyla yer degistirmeye baslar.
Kapillerlerin invazyonuyla iligskilendirilen bu morfolojik de§isim, ayni zamanda
hiicresel seviyede, dermisin kalic1 elemanlarmin bolgede olusmasiyla kendini gdsterir.
Bunlar, fibroblastlar, kollajen ve kan damarlaridir (37). Ikinci fazda keratinosit
migrasyonu, hipoksi, fibroplazi, anjiogenez, ekstraseliiler matriks proliferasyonu

goriiliir ve integrinlerin rolii vardir. Bu fazda hiicresel aktivite baskindir (3).

Reepitelizasyon, yaralanma sonrasi epidermisin tamiridir. Erken donem
reepitelizasyonda keratinosit migrasyonu goriiliir. Epidermal biliylime faktorii, KGF ve
TGF-a keratinosit migrasyonunu, proliferasyonunu ve reepitelizasyonu uyarir.
Keratinositler yaranin serbest kenarindan hasarli bolgeye go¢ ederler. Deri ekleri zarar
gormediyse, kil folikiilii gibi yapilardan da keratinosit gocli olur. Keratinosit gocl
deride fonksiyonel bariyer olusuncaya kadar devam eder (3,38). Go¢ sirasinda,
keratinositlerde belirgin morfolojik degisiklikler olur. Bazal keratinositler normal
kiiboid sekillerini kaybederek diizlesirler ve yara yatagma lamelli podlar uzatirlar.
Hemidezmozomlar plazma membranindan ¢ekilirler ve baglant1 kanali (gap junction)
sayist artar. Go¢ eden keratinositler, doku tipi (tPA) ve lirokinaz tipi plazminojen
aktivatoriiniin (uPA) diizeyini artirirlar. Bu enzimler, keratinositlerin fibrin pihtis1 i¢cinde

hareket edebilmeleri i¢in gereklidir (4).
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Yara yerinde hipoksi, fibroblast ve endotel hiicrelerinin aktivasyonunda etkili bir
faktordiir. Endotelin-1, TGF-f1, PDGF-B zinciri ve VEGF gibi bir¢cok biiyiime

faktoriiniin sentezi de, hipoksi ile artar (4).

Fibroplazi, fibrin piht1 i¢cine fibroblast proliferasyonu, migrasyonu ve kollajen ile
diger matriks proteinlerinin Uretimi olarak tanimlanir. Kollajen {iretimi, yara
tyilesmesinde, matriksin yeniden sekillenmesi ve ekstraseliiler matriks depozisyonu
evrelerinde goriiliir (39,40). Kollajen sentezinin baglamasi ve proliferasyon igin,
fibroblastlar yarali dokunun etrafindaki saglam dokudan gelip aktive olurlar. Trombosit
ve makrofajlar tarafindan tiretilen PDGF, FGF ve TGF- B, fibroblastlar i¢in ana sinyali
olusturur. Platelet kaynakli bliylime faktorii’ne yanit olarak, fibroblastlar tip III kollajen,
glikozaminoglikan ve fibronektinden olusan gegici matriks sentezine baslarlar (41,42).
Transforme edici biiylime faktorii-B, fibroblastlarin tip I ve tip III kollajen
sentezlemesini uyarir, MMP aktivitesini azaltir, doku inhibitérlerinin ve adezyon
molekiillerinin {iretimini arttrr (3,34). Bu fazi durduran sinyalin, bir fibroblast
inhibitorii olan, interferonla indiiklenen protein 10 (IP-10)’dan geldigi diisiiniilmektedir
(24). Sekonder iyilesmede, yara kontraksiyonu ve epitelizasyonu, TGF tarafindan
yonetilir (43). Fibroblastlar miyofibroblastlara doniiserek yara kontraksiyonuna katkida

bulunur (3,4).

Anjiogenez, yeni kan damarlar1 olusumu olup, bu siirecte en etkili hiicre, endotel
hiicreleridir. Ekstraseliiler matriks ve komsu hiicrelerden gelen kemotaktik sinyaller
endotel hiicrelerinin yaraya gogiinde etkilidirler (4,20). Vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii, FGF-2 ve anjiopoetinler, anjiogenezi uyaran c¢esitli faktérlerden en
onemlileridir, bazal membrandaki proteoglikanlara baglanir ve bu yapilar hasarlaninca
serbestlesirler. Direkt veya indirekt olarak endotel hiicresini uyarirlar, bu uyar: sonucu,
bazal membrani pargalayan proteinazlar salgilanir, endotel hiicre go¢ii ve proliferasyonu
baglar. Laminin ile etkilesmeleri sonucu, endotel hiicre proliferasyonu artar ve yeni
damarlar olusur (44). Endotel hiicreleri NO sentez ederler. Nitrik oksit, vazodilatasyonu
artirip dokuyu hipoksi, iskemi ve reperflizyon hasarindan korur. Yapilan ¢aligmalarda
NO’in yara iyilesmesinde ¢cok onemli rol oynadig1 gosterilmistir (17). Erken donemde
sitostatik, kemotaktik, vazodilatator olarak gorev yapar, degisik hiicrelerin
diferansiyasyonunu ve ¢ogalmasini diizenler. Ge¢ donemde anjiogenezis ve kollajen

depozisyonunu modiile eder (45).
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Matriks metalloproteinaz’lar; yara iyilesmesinde, inflamasyon, proliferasyon,
matiirasyon ve yeniden yapilanmada roli olan, Ca™ ve ¢inko bagiml
endopeptidazlardir. Kollajenazlar, jelatinazlar, stromelizinler, matrilisinler ve
membrandz tip MMP’lar olarak, 5 smifta incelenir (46). Matriks metalloproteinaz-1,
MMP-2, MMP-9, MMP-19 ve membrandz tip MMP (MT-MMP), anjiogenezde rol alan
en Oonemli MMP’lardir (47). Matriks metalloproteinaz-1, tip I kollajen matriks icine
endotelyal hiicre migrasyonu i¢in gereklidir (48). Matriks metalloproteinaz-2,
endotelyal hiicre ylizeyindeki integrinler sayesinde, endotelyal hiicrelere yapisir,
onlerine ¢ikan gecici ekstraseliiler matriks (ECM)’1 parcalayarak ilerlemelerini saglar

(47).

2.3.1.3. Matriks formasyonu ve yeniden yapilanma (Faz 3)

Yaranin  graniilasyon  dokusuyla  dolup, keratinosit = migrasyonuyla
reepitelizasyonun saglanmasim takiben baslar. Yaralanmanm 8. giinii baslayip 1 yila
kadar devam eden bu fazda, fibroblast kdkenli TNF-a, IL-1, PDGF ve TGF-f ile
endotel hiicrelerinden salgilanan EGF ve TGF-f rol alir (49, 50).

Hiicrelerdeki ve ekstraseliiler matriksteki abartili artisin ortadan kaldirilmasi ve
yaralanmadan Onceki duruma donebilmesi icin, dokunun yeniden yapilandirilmasi
gerekir. Apopitotik mekanizmalar ve MMP’larin enzimatik aktivitesi bu donemde
devreye girer. Apopitozisin gerceklesmedigi durumlarda, asir1 skatrizasyon, fibrozis ve

keloid olusumu gibi patolojik iyilesmeler goriilebilir (4,51).

Yeniden yapilanma sathasinda, 6zellikle MMP-1, 2, 3, 7, 8, 9, 10 ve 12’nin roli
vardwr. Kollajenazlar (MMP-1, MMP-8, MMP-13); tip 1, II ve III kollajeni, jelatinazlar
(MMP-2 ve MMP-9); tip I, V, VII, X kollajeni, elastin ve diger bazal membran
proteinlerini, stromelizinler (MMP-3, MMP-10 ve MMP-11); kollajen IV, V, X ve
elastini, matrilisinler (MMP-7); fibronektin, jelatin ve elastini pargalar. Membrandz tip
MMP’lar (MMP-14 ve MMP-17), hiicre membrani iizerinde bulunur, diger MMP’larin

aktivasyonuna ve hiicre ylizeyine baglanmalarina yardim ederler (46).
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Dokunun yeniden yapilandirilmasi, yara kontraksiyonu ve kollajenin yeniden
sekillendirilmesi siiregleri ile karakterizedir (46). Bu siirecte, fibronektin komponentleri,
hiyaliironik asit ve proteoglikanlar, kollajen ve miyofibroblastlar devreye girer (4).
Yaranin kontraksiyonu islemi, miyofibroblastlar tarafindan yapilir. Bunlar; boliinme ve
matriks kontraksiyonunu gerceklestirme potansiyeli olan, intraseliiler aktin
mikrofilamentlerine  sahip  fibroblastlardir.  Miyofibroblast  diferansiyasyonu,
fibroblastlar ve diger hiicreler tarafindan salgilanan TGF-f tarafindan indiiklenir.
Fibroblastlar, yara bolgesine geldikten sonra fibronektin iiretirler. Fibronektin iiretimi,

basta TGF-P olmak iizere bir¢ok biiylime faktorii tarafindan tetiklenir (4,43,52).

Matriksin dnemli bir bileseni olan hiyaliironik asit, hiicre hareketlerinde belirgin
bir kolaylasmaya neden olur. Graniilasyon dokusundaki fibroblastlar, bol miktarda
hiyaliironik asit iretirler. Yeniden yapilandwrma gergeklesirken, hiyaluronik asit,
hiyaliironidazlar tarafindan yikilir ve yerini daha giiclii bir yapiya sahip olan, ancak
hiicre hareketlerini yavaslatan, siilfath proteoglikanlar alir. Iki temel proteoglikan olan
kondroitin-4-siilfat ve dermatan siilfat, olgun skatris fibroblastlar1 tarafindan tiretilirler.

Bunlar onarmmin 2. haftasinda yara alanina gelir ve matriksin esnekligini saglar (4,20).

Kollajen, yeniden sekillendirme asamasmmim en karakteristik proteinidir.
Proliferatif asama boyunca, baslangicta tip III kollajenler, fibroblastlar tarafindan
yaraya dosenirler, sonraki birka¢ ay i¢inde bunlar, tip 1 kollajen ile yer degistirirler. Tip
IIT kollajenin yavas degredasyonu, makrofajlar, fibroblastlar ve endotelyal hiicrelerin
salgiladigit MMP’lar tarafindan saglanir. Saglam dokudaki kollajen orani, %80-90 tip I
ve %10-20 tip III seklindedir. Graniilasyon dokusunda, kollajen tip III %30’lara ve
olgun skar dokusunda ise %10’lara diiser, ayrica granulasyon dokusunda tip V kollajen
de goriiliir. Skar dokusundaki proteinin %50’den fazlasmi kollajen olusturur. Iyilesen
yaranm direnci, bu siire¢ boyunca yavas yavas artar. Uciincii haftada, yara direnci,
saglam dokudakinin %20’si civarmndadir. Iyilesmenin optimal sekilde tamamlanmas:

durumunda bile, orijinal direncin ancak %70 kadarina ulasilabilecektir (19,20,30,53).
Yukarida 6zet olarak aktarilmaya calisilan ve oldukca kompleks bir siire¢ olan

yara ilyilesmesinde rol alan hiicre ve sitokin etkilesimleri Tablo 1, 2 ve 3 ile Sekil 4 ve

5’te 0zetlenmistir.
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Tablo 1. Yara iyilesmesinde, ¢esitli hiicre ve ekstraseliiler elemanlarin rolleri (54).

Yara elemanlan

Yaralanmadan sonra
goriilme zamanlan

Yara iyilesmesinde major
etkileri

Trombositler

Hemen

Hemostaz, bliylime
faktorleri (PDGF, TGF-j,
EGF, TGF-a) ve proteolitik
enzimlerin salinimi

Notrofiller

6. saat, 24-48. saatte pik

Yara debridmani, bakteri ve
yabanci1 cisimlerin
fagositozu

Makrofajlar

3-5. giinde pik

Yara debridmani, biiylime
faktorlerinin (PDGF, TGF-
B, TGF-a, FGF, IL-1, EGF,
TNF-a) salinimi

Fibroblastlar

48-72. saat arasi

Kollajen, proteoglikan ve
elastin sentezi, biiylime
faktorlerinin (TGF-j,
PDGF, KGF, FGF, IGF-1
ve IFN) salinimy, yara
kontraksiyonu,

yeniden yapilanma

Keratinositler

Epidermal migrasyon
baslayinca

Mitoz, migrasyon,
epitelizasyon, fibronektin
sentezi, biiylime faktorleri
(TGF-B, TGF-a, EGF)
iretimi

Endotel hiicreleri

48-72. saat arasi

Fibronektin sentezi,
biiytime faktorleri (PDGF,
TGF-B, IGF-1) tiretimi

Fibronektin Erken Hiicre migrasyonu i¢in
yapisal destek; kollajenin
organizasyonu

Kollajen Tip III: 2 giin sonra Yapisal destek ve giic,

Tip I: birka¢ hafta sonra hiicreler aras1 etkilesimi
diizenleme

Proteoglikanlar 2. haftada maksimum sentez | Kollajen sentezinin

regiilasyonu, hiicreler arasi
etkilesimler, matriks
komponenti

Hiyaliironik asit

4. giinde maksimum

Hiicre motilitesinin
artirilmasi

(EGF: Epidermal biiyiime faktrii, FGF: fibroblast biiyiime faktorii, [FN: Interferon, IGF-1: Insiilin
benzeri biiylime faktorii, IL-1: Interlokin 1, KGF: Keratinosit biiylime faktdrii, PDGF: Platelet kaynakli
biiyiime faktorii, TGF: Transforme edici biiylime faktorii, TNF-a: Tiimor nekroz faktor-alfa)
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Tablo 2. Biiylime faktorleri ve sitokinlerin salgilandiklar: hiicreler ve bu mediatdrlerin
yara iyilesmesindeki gorevleri (29).

Biiyiime | Hiicreler Fonksiyon

faktorleri

EGF Trombositler Reepitelizasyon
Makrofajlar
Fibroblastlar

FGF-2 Keratinositler Graniilasyon dokusu
Mast hiicreleri formasyonu
Fibroblastlar Reepitelizasyon
Endotel hiicreleri Matriks formasyonu ve
Diiz kas hiicreleri yeniden yapilandirma
Kondrositler

TGF-B Trombositler Inflamasyon
Keratinositler Graniilasyon dokusu
Makrofajlar formasyonu
Lenfositler Reepitelizasyon
Fibroblastlar Matriks formasyonu ve

yeniden yapilandirma

PDGF Trombositler Inflamasyon
Keratinositler Graniilasyon dokusu
Makrofajlar formasyonu
Endotel hiicreleri Reepitelizasyon
Fibroblastlar Matriks formasyonu ve

yeniden yapilandirma

VEGF Trombositler Graniilasyon dokusu
Notrofiller formasyonu
Makrofajlar
Endotel hiicreleri
Diiz kas hiicreleri
Fibroblastlar

IL-1 Notrofiller Inflamasyon
Monositler Reepitelizasyon
Makrofajlar
Keratinositler

IL-6 Notrofiller Inflamasyon
Makrofajlar Reepitelizasyon

TNF-a Noétrofiller Inflamasyon
Makrofajlar Reepitelizasyon
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Tablo 3. Biiylime faktorleri ve sitokinlerin doku onarimindaki islevleri (55).

Islevler Biiyiime faktorleri ve sitokinler

Notrofil infiltrasyonu | TGF-B, IL-8, IL-6, IL-10 (-)

Makrofaj infiltrasyonu | TGF-B, IL-10 (-)

Anjiogenezis VEGF-A, FGF-2, HGF, GM-CSF

Fibroplazi PDGF, TGF-B, GM-CSF, IGF

Matriks depozisyonu | FGF-2, IGF-1, TGF-

Skar olusumu IGF-1, TGF-, IL-6, IL-10 (-)

Reepitelizasyon FGF-2, FGF-7, FGF-10, EGF, TGF-a, IGF, IL-6, GM-CSF,

TGF-f (-), [P-10 (immun protein-10)(-)

Not: (-) isaretle gosterilenler negatif regiilasyon yaparlar.

. [leratinosit
e

Kan damarlari

Drmis

Fibroblast

Piht1

Notrofil

Trombosit

Kas

@] 0o mYy

Makrofaj

Yara matriksi

!

Miyofibroblast
Grantilasyon

%ﬂi dokusu

Sekil 4. Yara iyilesmesinin asamalari (55).

(A. Yaralanmadan 12-24 saat sonra yara alan1 kan pihtisi ile dolar. Nétrofiller pihti iginde hakim
olur. B. Yaralanmadan 3-4 giin sonra nétrofillerin gogu apopitoza ugrar. lyilesmenin bu evresinde yara
dokusuna makrofajlar hakim olur. Piht1 i¢ine endotel hiicreleri gd¢ eder, prolifere olur ve yeni kan
damarlar1 olusur. Yara dokusuna fibroblastlar gé¢ eder ve ekstraseliiler matrikste ¢ogalirlar. Olusan yeni
doku graniilasyon dokusu olarak adlandirilir. Keratinositler yara kenarlarinda prolifere olur, asagiya
dogru dermise go¢ eder ve gecici matriks iginde dagilirlar. C. Yaralanmadan 1-2 hafta sonra yara alani
komple graniilasyon dokusu ile dolar. Fibroblastlar myofibroblastlar ile yer degistirir, kollajen birikimine
ve yara kontraksiyonuna yol agar).

N
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- Keratinosit
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@ Notrofil
- Trombosit
- Grantilasyon
==
A;E. dokusu

Sekil 5. Yara iyilesmesinde rol alan biiyiime faktorlerinin etkilesimi (55).

(A. Yara alaninda FGF-7 regiilasyonu. Lokal hemoraji trombositlerin damar digina ¢ikmasina
neden olur ve trombositler PDGF ve EGF salgilar. Bunlar fibroblastlardan mitojenik olan FGF-7
iiretimini uyarir. Ek olarak nétrofil ve makrofajlar proinflamatuar sitokinler olan IL-1 ve TNF-a salgilar.
Bunlar da fibroblastlardan FGF-7 iiretimini artirir ve FGF-7 uyarisi ile keratinositlerden IL-1 ve TGF-f
salinir. B. Yara alaninda VEGF regiilasyonu. Lokal hemoraji, trombositlerin damar disina ¢ikisina neden
olur ve bunlar da TGF- salgilar. Makrofajlar da biiyiime faktorleri ile birlikte IL-1 ve TNF-o gibi
proinflamatuar sitokinleri salgilar. Bu faktorler keratinosit ve makrofajlardan VEGF salinimini uyarir. Ek
olarak, fibroblastlardan iiretilen FGF-7, hepatosit biiyiime faktorii (HGF) ve keratinositlerden {iretilen
TGF-a, epidermisten VEGF salinimii uyarir).

2.3.2. Yara iyilesmesinde etkili sitokinler

Sitokinler, inflamasyon, yara iyilesmesi, skar ve kan damari olusumunda rol
oynayan, kiiciik protein veya glikoproteinlerdir. Inflamatuar ve travmatik olaylara
cevaben, duyarli hiicreler aktive olur ve sitokinler salinir. Sitokinler, otokrin, parakrin
ve endokrin yolla hedef hiicreleri aktive eder. Bu sitokinler, IL’ler, koloni stimiile edici
faktorler, biiytime faktorleri ve TNF’dir. Yara iyilesmesinde 9 6nemli biiyiime faktorii
vardir: CTGF, EGF, FGF, IGF-I, KGF, PDGF, TGF-a, TGF-f ve VEGF’dir (20).

Transforme edici biiyime faktori, FGF ve PDGF, hiicre aktivasyon ve
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diferansiyasyonunda, VEGF ise vaskiiler permeabilite degisikliginde, akut olarak

mikrosirkiilasyona gecer ve anjiogenezisi artirir (56).

2.3.2.1. Cahsmamizda incelenen bilyiime faktorleri ve hidroksiprolin

2.3.2.1.1. Trombosit kaynakh biiyiime faktorii (PDGF)

Trombosit kaynakli biiylime faktorii, trombositlerin o graniillerinde bulunan bir
polipeptiddir. Ozellikle erken doénem inflamatuar fazda ©nemli rol oynar (57).
Trombositlerden ve ayrica makrofajlar, aktive fibroblastlar, endotel hiicreleri, diiz kas
hiicreleri ile epitelyal hiicrelerden, travmanin baglatici etkisi ile yara yatagina salmirlar.
Trombosit kaynakli biiyiime faktorii A ve B zinciri olmak iizere iki genin Uriiniidiir ve
ii¢c formu vardir; AA, AB, BB (55). Monosit, makrofaj ve nétrofiller i¢cin kemotaktik,
fibroblast ve diiz kas hiireleri i¢in mitojendir (3). Fibronektin reseptorlerini uyararak,
fibroblast migrasyonunu artirir. Indirekt olarak anjiogeneziste, graniilasyon olusumunda
ve fibroblast proliferasyonu ile ECM iiretiminde de rol oynar. Hipertrofik skar ve keloid

dokusunda yiiksek diizeyde bulunur, fibroblastlarin aktivitesini artirir (56).

2.3.2.1.2. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, heparin bagl bir glikoproteindir (56). Alti
izoformu tanimlanmistir. Dominant olarak makrofajlar tarafindan tretilir, fibroblast,
endotelyal ve epidermal hiicreler tarafindan da sentezlenir. Spesifik reseptorlerine
baglanarak etki gosterir. Bu sitokin ve onun reseptor sistemi, anjiogenezisi yoneten
hiicre sinyalleri i¢in diizenleyici fonksiyon goriir. Iyi bilinen bir vaskiiler gecirgenlik
faktoriidiir. Endotelyal hiicrelerde, mikrovaskiiler tiip formasyonunu, hiicre migrasyon
ve proliferasyonunu uyararak, giliclii anjiogenetik etki gdsterir. Vaskiiler endotelyal
bliyiime faktoriiniin temel fonksiyonu anjiogenezisi saglamaktir. Bu islevi, direkt
olarak gorebilecegi gibi, PDGF, EGF, TNF-a, IL-1B ve TGF-B gibi anjiogenezisi
indirekt olarak aktive eden faktorleri uyararak ta yapabilir (20).

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, FGF-2 ile birlikte, heparan siilfata giiclii

afinitesi olan, kapiller endotelyal hiicreler icin giiglii bir mitojendir. Endotel
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hiicrelerinden NO sentezini uyararak vazodilatasyonu saglar. Preoperatif subkutan

VEGF enjeksiyonu, yara iyilesmesi siirecini kisaltir (56).

2.3.2.1.3. Epidermal biiyiime faktorii (EGF)

Epidermal biiyltime faktorii ve TGF-a, ayni hiicre yiizey reseptorlerine baglanarak
benzer biyolojik aktivite gosterirler. Epidermal biliyiime faktorii, yara iyilesmesinin
erken donemlerinde baslica trombositlerden salgilanir ve hemostazi saglar. Epitel
migrasyon, proliferasyon ve diferansiyasyonunu artirarak epitelizasyonu hizlandirir.
Ayrica, fibroblastlar icin kemotaktik ve mitojenik bir ajandir, bu hiicrelerden
metalloproteinaz ve glikoprotein sentezini artirarak, yara iyilesmesinin ge¢ doneminde

(yeniden yapilandirma) de rol oynar (20).

2.3.2.1.4. Cahismamizda incelenen kollajen indikatorii: Hidroksiprolin

Kollajenin yapisinda; basta prolin olmak {izere, hidroksiprolin, glisin ve
hidroksilizin aminoasitleri bulunur. Hidroksiprolin; enzimatik hidroksilasyonla
prolinden, az miktarda da arjinaz ve ornitin aminotransferaz araciligi ile L-arjininden
sentez edilir (18). Kollajenin yaklasik %13’iinii olusturan hidroksiprolin, kollajeni
tanimlamak icin iyi bir belirte¢ olup, diizeyi, kollajen miktar1 ile paralellik gosterir.
Doku kollajen ve kollajen turn-over indeksini 6lgmek i¢in hidroksiprolin kullanilir

(40,58).

2.3.3. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler

Baz1 faktorler yara iyilesmesini kotii yonde etkiler, geciktirir veya engeller.
Bunlar, lokal ve sistemik faktorler olarak incelenebilir. Lokal faktorler; kanlanma,
enfeksiyon, nekrotik doku veya yabanci cisim varligi, oksijenizasyon, sistemik faktorler
ise; diyabet, kronik bobrek yetmezligi, karaciger hastaligi gibi kronik hastaliklar,
kanser, steroid kullanim, ileri yas, sigara i¢cimi, kemoterapdtik ajanlar, radyoterapi,

beslenme yetersizligi ve herediter faktorlerdir (59,60).

Yaralanma sekli, yara iyilesmesini etkileyen onemli bir faktérdir. En hizhi

iyilesme, nekrotik yikinti olmayan yaralardadir. Kriyocerrahi, elektrocerrahi, lazer veya
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asitlerle olusan yaralar gec iyilesir. Baz1 kostik, antiseptik veya hemostatik ajanlar da

lyilesmeyi geciktirir (61).

Kanlanma: Yeterince kan akimi olmayan bir yarada, iyi beslenemediginden
dolay1 enfeksiyon ve nekroz riski vardir. Yasl insanlarda lokal kan akimi azaldigindan,
yara iyilesmesi gecikir. Cerrahi uygulama esnasinda damarlara fazla zarar verilmemesi,

tyilesmeyi hizlandirir (62).

Enfeksiyon: Yaraya bakteriler disardan ya da kan yoluyla gelirler.
Ameliyathane sartlarinda bile, her yara bir dereceye kadar kontaminedir. Her kontamine
yara, enfekte olmaz. Bir gram dokuda 100.000’den fazla bakteri varsa, yarada
enfeksiyon ihtimali %50°dir. Kolonizasyon ise mikroorganizmalarin zararsiz artigidir ve
yara iyilesmesini geciktirmez. Enfeksiyon olup olmadigina, esas olarak; eritem, 6dem,
agri, 1s1 artigt, piiriilan akint1 ve sistemik semptomlar gibi klinik bulgulara bakilarak
karar verilir. Enfeksiyon, inflamatif siireci uzatir ve yara iyilesmesini geciktirir.
Bakteriler, kollajenaz iireterek doku gerilme direncini azaltir. Enfekte yaralarda

fibroblastik aktivite azalir (61-63).

Yabancl cisim: Yabanci cisimler, yaradan uzaklastirilmazsa inflamatif cevap

uzar, enfeksiyona ve iyilesmede gecikmeye neden olur (64).

Oksijenizasyon: Fibroblast replikasyonu i¢in uygun oksijen basinci, 30-40
mmHg’dir. Hipoksi diizeyi arttikca, kollajen sentezi ve yara gerilme giicii olumsuz

etkilenir (64).

Kronik hastahiklar: Diyabet, dolasim hastaliklari, karaciger ve bdbrek
yetmezligi ve anemi gibi sistemik hastaliklar, yara iyilesmesini geciktirir. Diyabet, yara
gerilim kuvvetini ve hidroksiprolin diizeyini azaltarak, yara iyilesmesini olumsuz

etkilemektedir. Bu sorun, insiilin tedavisi ile tamamen diizelir (62,65,66).
Ilaglar: ilaglar arasinda kortikosteroidler, yara iyilesmesini olumsuz yonde

etkileyen en onemli ajanlardir. Epitelizasyonu bozar, kollajen sentezini inhibe eder,

gerilme giicli olusumunu geciktirir ve enfeksiyon riskini de artirirlar. Yaralanmadan

20



onceki 72 ve sonraki 48 saat i¢inde verilmeleri, yara iyilesmesini inhibe etmektedir. Bu

etkiler, sistemik vitamin A verilmesi ile tersine ¢evrilebilir.

Immiinsiipresifler ve antineoplastikler, inflamatif hiicre fonksiyonlarmi inhibe
ederek yara iyilesmesini bozar ve olusturdugu 16kopeni sebebiyle enfeksiyona egilimi
artirirlar. Kemoterapotikler, trombositleri ve biiyiime faktorlerini azaltir. Ozellikle
preoperatif donemde alinirsa, bu etkileri daha giicliidiir. Ayrica, bu ajanlar kollajen

sentezini de azaltmaktadir.

Aspirin ve fenilbutazon gibi steroid dis1 antiinflamatuarlarin, hayvanlarda yara

gerilme giliclinii azalttig1 gosterilmistir. Kanama riskinde artisa da neden olmaktadirlar

(61).

Radyoterapi: Radyoterapi, direkt olarak fibroblastlar iizerine etki yoluyla yara
iyilesmesini inhibe eder. Ayrica, epitelizasyonda onemli olan keratinositler, vaskiiler
sistem ve deri ekleri tizerinde olumsuz etkileri vardir. Hipoksiye neden olur ve pek cok
hipoksik yaranin aksine, burada anjiogenez baslatilamaz. Radyoterapi ile hasar goren
deri, ilser gelisimine elverislidir ve iskemi nedeniyle de, bu {ilserlerin iyilesmesi ge¢
olur. Yaralanmadan 1 hafta 6nce yapilan radyoterapi, yara gerilim giiciinii %50
civarinda azaltir. Yaralanmadan 2 hafta sonra yapilan radyoterapi yara giiciinii bu

sekilde etkilemez (61).

Sigara: Sigara deride vazokonstriiksiyona neden olur, karboksihemoglobin
oranini artirarak kanin oksijen tasima kapasitesini sinirlar. Dokuda hipoksiye neden
olur. Nikotinin eritrosit, makrofaj ve fibroblast ¢ogalmasini engelleyici etkileri vardir.
Kollajen sentezini azaltti§1 da gosterilmistir. Kronik igicilerde, kutandz arterioskleroz

orani da artar (61).

Beslenme: Yara iyilesmesi i¢in; metionin, sistin, sistein ve arjinin gibi
aminoasitler hayati 6nem tasirlar. Bu proteinlerin eksikliginde, inflamasyon fazi uzar ve
fibroplazi bozulur. Fibroplazi; fibroblastlarin yara kenarindan go¢ edip prolifere
olmalari, kollajen iiretilmesi ve birikimi siireci olarak tanimlanir (65,67).
Karbonhidratlar ve yaglar hiicrenin ener;ji kaynagidir. Hiicre sentezinde, 6zellikle hiicre

membran sentezinde, yaglarin rolii buyiiktiir. Eksiklikleri, yara iyilesmesini olumsuz
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etkiler. Sodyum, potasyum, kalsiyum, klor, fosfor, ¢inko ve magnezyumun eksikligi,
kollajen sentezinde bozukluklara sebep olur ve iyilesmeyi olumsuz etkiler. Cinko
yetersizliginde, epitel hiicreleri ve fibroblastlar goc¢ edebilirler fakat ¢ogalamazlar.
Sonugta, epitelizasyon olusmaz ve kollajen iiretimi, yara kenarlarini bir arada tutacak
yeterli diizeye ulasamaz. Yiiksek ¢inko konsantrasyonu, yara iyilesmesi i¢in zararli
olabilir. A, B, C, D ve E gibi vitaminler de, yara iyilesmesi i¢cin gereklidirler. Ancak;
yiiksek dozda vitamin E, yara iyilesmesi ve kollajen iiretimini belirgin olarak yavaslatir.
Yiiksek doz A vitamini, inflamatuar reaksiyonlar1 artirir. Vitamin C, kollajen sentezi
icin gereklidir. Vitamin C yoklugunda, kollajen sentezi tamamlanamaz veya

sentezlenen kollajen salgilanamaz (62,63,65).

2.4. Ankaferd (Ankaferd Blood Stopper, ABS)

2.4.1. Ankaferd isminin geleneksel kokeni

Ankaferd ismi anka ve ferd kelimelerinden olusur. Anka kelimesi Ibranice anak
kelimesinden tiiremistir. Anak, isim olarak gerdanlik ve uzun boyunlu dev anlamlarina,
fiil olarak ise gerdanlik takmak, bogmak, bogazi sikmak anlamlarina gelmektedir. Anka
kusu; Simurg, Ziimriid-li anka, Devlet kusu ve Phoenix adlartyla da bilinir. Yiizii insan
yiiziine benzer, boynu uzun ve tiiyleri renk renktir. Divan siirinde, dogu mitolojileri ve
efsanelerinde sik¢a kullanilan Anka, cesitli rivayetlere gore insan gibi diisiiniir, konusur,
cok genis bilgi ve hiinerlere sahiptir. Kendisine basvuran hiikiimdar ve kahramanlara
akil hocalig1 yapar. Tiyleriyle yaralar1 sivazlayip yaralar1 iyi eder (68). Ferd ise;

Osmanlica’da, tek, bir, yekta, esi benzeri olmayan anlamina gelmektedir.

2.4.2. Ankaferd’in bilesimi

Ankaferd, geleneksel olarak Tiirk tibbinda kullanilan bes bitkisel icerigin cesitli
oranlarda karigtirilmasi suretiyle hazirlanan hemostatik bir ajandir. Ayni zamanda,
damar endoteli, kan hiicreleri, anjiogenez ve hiicre proliferasyonu iizerine etkileri olan
bir karisimdir. Igeriginde, Glycrrhiza glabra (meyan), Vitis vinifera (koruk) ve Alphina
officinarum (havlican)’un kurutulmus yaprak ekstreleri, Urtica dioica (1sirgan)’nin
kurutulmus kok ekstresi ve Thymus vulgaris (kekik)’in kurutulmus ot ekstresi

bulunmaktadir. Standardize edilmis karistmm 100 ml’si; 5 mg Thymus vulgaris, 9 mg
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Glycrrhiza glabra, 8 mg Vitis vinifera, 7 mg Alphina officinarum ve 6 mg Urtica dioica
icermektedir (69,70).

2.4.3. Farmakokinetik, farmakodinamik

Bu bitkilerin tiimii, tek baslarina endotel, kan hiicreleri, damar olusumu, hiicre
cogalmasi, vaskiiler dinamikler ve c¢esitli mediyatorler tizerinde etkilidir. Ankaferd,

ampul, tampon ve sprey olmak tizere 3 farkli farmasotik formda hazirlanmistir (71).

Glycyrrhiza  glabra;  anjiogenezisi  Onler, VEGF’i  disiirir ve
neovaskiilarizasyonu azaltir. Ayni1 zamanda anti-inflamatuar, anti-trombin, anti-
trombosit, anti-oksidan, anti-arteriosklerotik ve anti-tiimor etkileri bulunmaktadir (72).
Timus vulgaris’in anti-oksidan etkisi vardir. Bu da, in vivo oksidatif hasari, lipid
peroksidasyonunu ve buna bagl arterioskleroz olusumunu onler (73). Vitis vinifera’nin
anti-arteriosklerotik ve anti-timor etkileri vardwr (74-77). Alpinia officinarum NO
olusumunu azaltir (78). Urtica dioica’nm, sicanda endotel kaynakli hipotansif yanit
olusturdugu, bunun endotelden NO saliverilmesi ve potasyum kanallarmin agilmasi
sonucu olusan vazodilatasyona ve negatif inotropik etkiye bagh olabilecegi bildirilmistir
(79). Ankaferd’in doku iyilesmesi, mezenkimal kok hiicre gelisimi ve kanser hiicreleri

iizerine etkileri arastirilmaktadir (71).

2.4.4. Ankaferd’in etki mekanizmasi

Ankaferd’in etkisini, fibrinojen basta olmak {lizere kan proteinleri ve
eritrositlerin plazma ve serumda “Protein ag1” meydana getirmesi suretiyle gosterdigi
bildirilmektedir. Ankaferd’in etkisi ¢ok hizli baglamakta, eritrosit ve kan proteinlerinin
birlesmesiyle meydana gelen enkapsiile protein ag1 formasyonu, saniyeden daha kisa bir

siirede meydana gelmektedir.

Yapilan biyokimyasal dl¢timlerde, pihtilasma faktorleri tizerinde etkili olmadigi
gosterilmistir. Ankaferd kullanimint takiben plazma fibrinojen aktivitesinde ve
fibrinojen miktarinda azalma, buna baglh olarak trombin zamaninin uzadigi
bildirilmektedir (71). Ankaferd’in etki mekanizmas1 Sekil 6’da sematik olarak

gosterilmektedir.
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Sekil 6. ABS’in etki mekanizmas1 (71).

2.3.5. Ankaferd’in etkileri

Ankaferd blood stopper ile yapilan ilk in vivo ¢alismada, deney hayvani olarak
kedi ve kopek kullanilmis ve Ankaferd’in kedi ve kopeklerin insizyonel yaralarinda,
kanamanin kontrolii ve durdurulmasinda etkili oldugu, allerjik reaksiyon, renk
degisikligi ve kimyasal reaksiyon gozlenmedigi, giivenle kullanilabilecek bir madde
oldugu bildirilmistir (71). Ulkemizde yapilan farkli ¢alismalarda, topikal Ankaferd
kullaniminin, warfarin, aspirin ve enoksaparin kullanilarak antikoagiilan tedavi
uygulanan ratlarda, kanama siiresini ve miktarmni anlamli derecede azalttigi, boylelikle
in vivo ortamda da etkili oldugu ortaya konmustur (80,81). Ankaferd klinikte ilk olarak,
hemofili A tanisiyla takip edilen ve siinnet sonrasi sizinti tarzinda kanamasi olan 16
yasindaki bir erkek hastada denenmistir. Yiiksek dozda faktor VIII tedavisine yanit
vermeyen, ilave olarak siklofosfamid ile prednizolon verilen ve bu 6nlemlere ragmen
kanamasi devam eden olguda, Ankaferd’in kanayan yere yiizeyel olarak siiriilmesini

takiben, birka¢ dakika icinde kanamanm tamamen durdugu bildirilmistir (82).
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Ulkemizde dental uygulamalarda Saglik Bakanlhigi tarafindan ruhsatlandirilmakla
birlikte, {ist gastrointestinal sistem kanamalarinda endoskopik olarak biyopsi alman bir
olguda, biyopsi bolgesine topikal Ankaferd uygulamasiyla da ani kanama kontrolii
saglandig1 bildirilmistir (70).

Ankaferd’in, aralarinda insan patojeni ve gida bozulma etkeni bakterilerin de
bulundugu, gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi yiiksek inhibitor aktivite
gosterdigi, antifungal etkinliginin oldugu, antimikrobiyal aktivitesinden, enfeksiyon
hastaliklar1 ile hastane enfeksiyonlarinin tedavisinde ve gidalarin korunmasinda

faydalanilabilecegi bildirilmistir (83-86).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney hayvanlari ve deney plani

Bu calisma, indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Dermatoloji Anabilim Dali
tarafindan planlandi. Calisma oncesi, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 12.10.2009 tarih ve 2009/26 sayil1 karar ile onay alind1.
Deney hayvani olarak; 36 adet Wistar tiirli, 32-36 haftalik, 200-250 gr agirhiginda disi
sicanlar kullanildi. Hayvanlar, tekli kafeslerde ve oda sicakliginda tutuldu. Deney
hayvanlarma, su ve uygun diyet verilerek, 12 saatlik aydinlik-karanlik sikluslar1 altinda
yasamalar1 saglandi. Intraperitoneal olarak uygulanan 60 mg/kg ketamin anestezisini
takiben, tim hayvanlarin sirt bdlgesi tiraslanip, 8 mm’lik punch biyopsi igneleri

yardimiyla, her hayvanin sirt orta kesiminde birer adet yara olusturuldu (Resim 1-5)

Resim 1. Deney hayvani Resim 2. Deney hayvanimnin sirt derisi tiraglanmis hali
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Resim 3. Punch ile yara olusturulmasi Resim 4. Dokunun pensetle kaldirilmasi

Resim 5. Olusturulan yara

Her grupta 9’ar adet denek kullanildi ve gruplar;
Grup A: Ankaferd grubu (n=9)
Grup B: Glimiis siilfadiazin (Silverdin) grubu (n=9)
Grup C: Baz krem (Basis krem) grubu (n=9)

Grup D: Tedavisiz kontrol grubu (n=9) olarak randomize edildi.

Grup A’daki hayvanlara giinde iki defa Ankaferd soliisyon;
Grup B’deki hayvanlara giinde iki defa glimiis stilfadiazin krem,
Grup C’teki hayvanlara giinde iki defa aktif madde icermeyen baz krem uygulandi.
Grup D’deki kontrol grubuna ise herhangi bir tedavi uygulanmadi, yaralar kendi halinde
iyilesmeye birakildi.

Bu uygulamaya 15 giin boyunca devam edildi.

27



Biyokimya (hidroksiprolin), polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) [(EGF, PDGF
ve VEGF)] ve histopatolojik inceleme i¢in 0., 3., 7. ve 15. giinlerde, her bir inceleme
icin, her deney grubundan 3 hayvandan biyopsi alind1. Ugiincii ve sonraki giinlerdeki
biyopsiler, yaranin tamamini, bir miktar ¢cevre dokuyu ve subkutan yag tabakasini da
icerecek sekilde, 8 mm’lik punchlar olarak alindi. Biyopsi aliman hayvanlar, islemi

takiben yliksek doz fenobarbital verilerek sakrifiye edildi.

Olusturulan yaralar makroskopik olarak degerlendirilip, 0., 3., 7. ve 15. giinlerde
fotograflandi.

Alman biyopsiler; hidroksiprolin diizeyi c¢alisilmak {izere biyokimya
laboratuvarmma, EGF, PDGF ve VEGF diizeyleri incelenmek ilizere molekiiler biyoloji
laboratuvarina, yara iyilesmesinin histopatolojik belirtecleri yoniinden incelenmek iizere
ise, patoloji laboratuvarina gonderildi. Ornekler, biyopsiler tamamlanip deneyler
yapilana kadar, uygun 1s1 ve ortam sartlarinda (biyokimyasal 6rnekler -70 °C’de, PZR
6rnekleri -70 °C’de ve 6zel koruma soliisyonlari igerisinde, histopatolojik rnekler ise,

oda 1sisinda ve %10’luk formaldehit i¢inde) saklandi.

3.2. Histopatolojik inceleme

%10’luk formaldehit icerisinde tespit edilmis deri punch 6rnekleri, rutin doku
takip islemleri sonrasinda parafine gomiildii. Parafin bloklardan 5 mikrometre (pum)
kalinliginda elde edilen kesitler, Hemotoksilen Eozin (H-E) ile boyanarak 11k

mikroskopunda degerlendirildi.

Biyopsi orneklerinde epidermis ve dermisdeki histomorfolojik degisiklikler ve
gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildi. Histomorfolojik kriterler olarak;
epidermal iilser ve reepitelizasyon ile dermal inflamasyon kullanildi. Skorlama asagida

gosterildigi sekilde yapildi:

Ulser ve reepitelizasyon icin: 0: Yok
1: Yara yerinin 1/3’linde
2: Yara yerinin 2/3’linde

3: Yara yerinin tamaninda
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Inflamasyon siddeti i¢in: 0: Yok
1: Hafif
2: Orta
3: Siddetli

3.3. Biyokimyasal inceleme

3.3.1. Kullanilan aletler

NEL pH 890 marka pH-metre, Labinco BV L 46 marka vorteks (Hollanda),
Koétterman Labortechnik marka Ben Mary (Almanya), Libror AEG-320 marka hassas
terazi (Japonya), Rotina 46R marka sogutmali maksimum 5000 rpm kapasiteli santrifiij
(Almanya) ve LKB Biochrom Ultraspec Plus 4054 uv/visible marka Spektrofotometre
(Ingiltere) kullanildu.

3.3.2. Hidroksiprolin (OH-P) diizeylerinin tesbiti

=70 °C’de dondurularak deney giiniine kadar saklanan dokular, oda 1sisinda
coziildiikten sonra, izotonik NaCl ile yikandi. Kurutma kagidina serilerek kendi halinde
kurumaya birakilan 6rnekler tartildi. Agzi agik cam tiiplere konularak, 100 °C’ye
ayarlanmis etiivde 72 saat kurutuldu. Bu sekilde kontamine olmasi engellenen dokular,
kiiciik bir havan i¢inde toz haline getirildi. Toz haline gelmis dokularin herbirinin
agirliklari, hassas terazide Olgtilerek kaydedildi. Toz halindeki dokular, 15 ml’lik vida
kapakli cam tiipler icerisine konularak, tizerine 2 ml 12 N HCl ilave edildi. Daha sonra,
etiivde 130 °C’de 3 saat kaynatilarak hidrolize edildi. Buharlasma nedeniyle miktar: 1
ml’nin altma diisenler olgtilerek, 12 N HCI ile tekrar 1 ml’ye tamamlandiktan sonra,
3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatant kismmdan 0.5 ml almip,
iizerine 0.5 ml isoproterenol eklenerek, 2500 devirde 10 dakika daha santriftij edildi.
Sonra, st fazdan 0.3 ml alinarak calisildi. Hidroksiprolin tesbiti, Woessner’in tarif

ettigi yontemle ve kismen modifiye edilerek yapildi.

Deney islemleri esnasinda; OH-P standardi, koramin T, p-dimetil amino
benzaldehit, perklorik asit, isopropanol, Na-asetat.3 H20, Na-sitrat.5.5 H20, 12 N HCI
ve 1 mM HCI kimyasallar1 kullanildi1 (Merck&Co., Inc. Whitehouse Station, NJ, USA).
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Hidroksiprolin standardi; 1.231 mg OH-P, 5 ml =.001 M HCIl'de ¢dziilerek
giinliik stok standart ¢ozelti olarak hazirlandi. Daha sonra bu stok standart ¢ozeltisi, 1/2,
1/4, 1/6 ve 1/8 oranlarinda diliie edilerek daha diisiik konsantrasyonlarda standart
cozeltiler hazirlandi. Sonra, OH-P deney islemleri eldeki orneklere uygulanarak 558
nm’de standart koriine karsi okundu. Cikan absorbans degerleri ile standart grafigi

olusturuldu. Bu grafikten egim bulunarak hesap islemlerinde kullanild1.

Kloramin T ¢ozeltisi; 70 mg kloramin T, 1 ml bidistile suda ¢6ziiliip, lizerine 4

ml asetat/sitrat tamponu ilave edilerek giinliik hazirland1.

Erlich reaktifi; 4 gr p-dimetil amino benzaldehit, 6 ml (% 60’lik) perklorik asitte

¢oziiliip, iizerine 26 ml isopropanol ilave edilerek giinliik hazirland:.

Asetat/sitrat tamponu; 57 gr Na-asetat.3 H20 ve 44.47 gr Na-sitrat.5.5 H20, 400
ml bidistile suda ¢dziildii. Uzerine 385 ml isopropanol ilave edilerek HCI ile pH 6’ya
ayarlandiktan sonra, hacmi 1000 ml’ye tamamlandi. Daha sonra deney islemleri Tablo

4’ e gore yapildi.

Tablo 4. Hidroksiprolin 6l¢iimii deney islemleri.

Kor Numune
Bidistile su 0.3 ml -
Numuine - 0.3 ml
Isopropanol 0.2 ml 0.2 ml
Kloramin-T 0.1 ml 0.1 ml
Erlich reaktifi 2.6 ml 2.6 ml

Numune ve kor tiipleri {lizerine reaktifler yukaridaki siraya gore eklendikten
sonra vorteksle karstirildi ve 60 °C’lik su banyosunda 25 dakika inkiibe edildikten
sonra, 558 nm’de kore kars1 okundu. Sonuglar mg/g kuru doku olarak verildi. Her 6rnek

icin deney 3 defa tekrarlandi.
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3.4. Molekiiler genetik analizler

3.4.1. Dokularin hazirlanmasi

Enzimlerin mRNA seviyelerinin tespiti i¢in, gruplardan alinan deri pargalari,
steril sartlarda ve buz tizerinde kii¢iik parcalar halinde kesildi ve RNA saklama ¢6zeltisi
i¢inde -35 °C derin dondurucuda analiz giiniine kadar saklandi. Bu dokulardan Qiagen

firmasinin tirettigi RNeasy mini kit kullanilarak toplam RNA saflastirilmasi yapildi.

3.4.2. Kullanilan arag ve gerecler

Roche marka, LC480 modeli gercek zamanli PZR makinasi

Biorad-MyCycler marka PZR cihazi

Denver Instrument marka terazi

Biorad marka elektroforez gii¢ kaynagi

Jenco marka, 6173 model pH-metre

Hettich-zetrifugen marka, micro 200 model, masatistii santrifiij cthaz1 (14000 rpm)
Ultra turrax, T 25 model homojenizasyon cihazi.

Biohit marka hassas otomatik pipetler ve uglari

Labart marka vorteks

Yellow line marka manyetik karistirict

3.4.3. Kullanilan kimyasal maddeler

EDTA (CioH14N;Na,0g. 2H,0; FW: 372.24; Sigma no: E5134)

Tris baz (C4H;1NO3; FW: 121.14 ; Sigma no: T6066-)

Borik asit (H;BO3; FW:61.83 ; Sigma no: B6768)

EtBr (C,1H2oN3.Br; FW: 394.32; Sigma no: E8751)

Gliserol (CsHgOs; FW: 92.09; Sigma no: G5516)

Bromofenol blue (C19H;oBrsOsS; FW: 669.96 Sigma no: B0126)

Agaroz (Sigma No: 5093)

Sodyum sitrate tribazik dihidrat (Na;CsHsO7.2H,0; FW:294.1; Sigma no: C8532)
Sodyum asetat (CH;COONa; FW: 82.03; Sigma no: S3272)

Guanidin tiyosiyanat (CHsN3;.CHNS; FW:118.16; Sigma no: G9277)
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Sodyum hidroksit (NaOH; FW:40.00; Sigma no: S8045)
Hidroklorik asit (HCI; FW:36.46; Sigma no: H1758-1 1)
Konsantre asetik asit (CH3;CO,H; FW:60.05; Sigma no:A9967)
DEPC (COOC;Hs),; FW: 162.14; Sigma no:D5758)
Beta-merkaptoetanol (C,HcOS; FW: 78.13; Sigma no: M3148)
Sodyum klorit (NaCl; FW: 58.44; Sigma no: S3014)
Amonyum siilfat (NH4),SO4; FW132.14; Sigma no: A4915)
dNTP (Invitrogen)

Superscript (Invitrogen)

Primer (Operon veya Midland, Teksas, USA)

Taq polimeraz (Sigma)

3.4.5. Kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

RNA later saklama soliisyonu:
70 gr Amonyum siilfat, 10 mM EDTA ve 25 mM Sodyum Sitrat (pH=5,2), 100
ml DEPC ile islenmis ddsu igerisinde karistirilarak hazirlandi ve son pH 5.2°ye

ayarlandi.

RNA denature soliisyonu (RLT ¢ozeltisi):
4M guanidin tiyosiyanat, 25 mM sodyum sitrat (pH=7), %0,5 sarkosil igeren
cozelti hazirland1 ve kullanimdan hemen 6nce son konsantrasyon %1 olacak sekilde

beta-merkaptoetanol eklendi.

5X TBE c¢ozeltisi:
-0.4 M Tris baz
-0.4 M Borik asit
-20 mM EDTA
1000 ml 5X TBE ¢ozeltisi hazirlamak i¢in
54 gr Tris baz
27,5 gr Borik asit
20 ml 0.5 M EDTA ¢ozeltisi
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900 mL ddsu (distile su) i¢erisinde manyetik karistiricida karistirildi. Cozeltinin
pH’s1 8.0 oluncaya kadar HCl eklendi. Cozeltinin toplam hacmi 1000 ml’ye

tamamlandi.

3.4.6. Total RNA saflastirmasi (Qiagen kit protokolii):

Bu islem i¢in Qiagen RNA mini saflastirma kiti, asagida verilen sekliyle
kullanilda.
-Yaklasik 100 mg doku parcas1 alind1 ve %5 (w/v) doku olacak sekilde kit igerisindeki
RLT ¢ozeltisi igine kondu.
-13.500 rpm hizda, 5 mm’lik homojenizatériin ucuyla buz iizerinde 3 dakika
homojenize edildi
-Homojenattan 600 pl alind1 (30 mg dokuya karsilik geliyor)
-10 dakika 18.000 rpm’de (4 °C) de santrifiij edildi.
-Stipernatant kismi yeni Eppendorf tiipiine alind1 ve iizerine ayni1 hacimde %70 etanol
(DEPC ddsu ile hazirland) eklendi.
-Cozeltinin 600 pl’si filtreye kondu ve altindaki tiiple beraber 10.000 rpm’de 15 saniye
santrifiij edildi.
-Alt tiipteki siv1 atild1 ve tiip tekrar filtreye takilarak geriye kalan ¢ozelti de filtreye
eklendi ve yukaridaki gibi sanrifiij edildi.
-Alttaki tiipteki sivi atildi ve filtreye RWI soliisyonundan 700 pl eklendi ve 10.000
rpm’de 15 saniye santrifiij edildi.
-Alttaki tiip atildi ve filtrenin altina yeni bir tiip takildi (2 ml) ve filtreye 500 ul RPE
soliisyonu ilave edildi (kullanmadan 6nce RPE i¢in 4 kat etanol eklendi) ve 15 saniye
10.000 rpm’de santrifiij edildi.
-Alttaki siv1 atild1 ve filtreye 500 pl RPE eklendi ve 2 dakika 10.000 rpm’de santrifiij
edildi.
-Alttaki tiip atild1 ve filtre yeni bir Eppendorf icerisine takildi ve filtreye 50 pul RNAaz
icermeyen ddsu eklendi ve 1 dakika 10.000 rpm’de santrifiij edildi.
-Filtreye tekrar 50 pl RNAaz igermeyen ddsu konularak tekrar 1 dakika 10.000 rpm’de
santrifiij edildi, alt tiipteki saf toplam RNA hemen -35 °C’de saklandh.

Arastirmada rat GAPDH (Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz), PDGF, VEGF ve

EGF gen ifadelerinin analizi i¢in Tablo 5°te listesi verilen primerler kullanildi (86,87).
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Tablo 5. Primer dizilimleri

Primer ad1 Primer dizilimi PZR iiriinii Primerin alindig:

biyiikliigii kaynak
(baz sayisi)

GAPDH-F CGTGGAGTCTACTGGCGTCT 346 (86)

GAPDH-R GGATGCAGGGATGATGTTCT

EGF-F ATGTCTGCCAATGCTCAGAAGG 617 87

EGF-R TAGGACCACAAACCAAGGTTGGG

VEGF-F GCCCATGAAGTGGTGAAGTT 03 86)

VEGF-R TATGTGCTGGCTTTGGTGAG

PDGF-F TCCCTCTACCCCAAGAACCT 215 87

PDGF-R GATCTGGGTGCCATGAGAGT

3.4.7. cDNA sentez protokolii

cDNA sentezi i¢in Invitrogen firmasinin tirettigi Superscript 11 ters transkriptaz

enzim kiti kullanilmistir. cDNA sentezi firmanin 6nerdigi sekilde yapilmstir.

100 ul’lik PZR tiipiine 1,0 pg toplam RNA, 1 pl primer (4 pmol gen spesifik
primer veya 100 pmol PoliT-18 primeri), 1 ul ANTP (10 mM) ve toplam hacim 13 pl
olacak sekilde ddsu eklendi, karistirildi ve 65 °C’de 15 dakika PZR makinesinde 1sitildi.
Bu karigim tizerine 4 pl 5x First strand tamponu, 2 pul DTT, 1 pl ddsu, 1 pl Superscript
I ters transkriptaz enzimi eklendi ve karistirildi ve PZR makinesinde 50 °C’de 60

dakika ve 70 °C’de 15 dakika 1sit1ld1, daha sonra da -20 °C de analize kadar saklandi.

3.4.8. Ger¢ek zamanh PZR protokolii

Gergek zamanli PZR makinasi, Roche LC480 modeli oldugu i¢in Roche gercek
zamanli PZR kit karisim1 kullanildi. Reaksiyonlar 20 pl toplam hacimde yapildi. Bunun
icin 10 pl kit karigimi (Enzim, dNTP, Mg, tampon ve su), 0.2 ul cDNA, 0.2 ul ileri ve
geri primerler (10 pmol/ul) ve 9.4 ul ddsu olacak sekilde hazirlandi. 0.2 pl cDNA
eklenmesinde, hatay1 en aza indirmek i¢in, 1 ul cDNA fizerine 24 pl ddsu eklendi,

karigtirild1 ve bu karisimdan her bir PZR tiipiine 5 pl eklendi. Ayn1 6rnek i¢cin GAPDH,
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PDGF, VGEF ve EGF ayni zamanda ayni kosullarda yapildi. 0.2 pl primer
eklenmesinden gelecek hatalar1 en aza indirebilmek icin, kit karigimi, primerler ve
suyun oldugu coklu stoklar hazirlandi ve her bir ornek i¢in 15 ul ¢ekildi. Ilk
denaturasyon, 5 dakika 95 °C, ikinci denaturasyon 30 saniye 95 °C, baglanma 60 °C 30

saniye ve polimerizasyon 72 °C, 40 saniye olarak ve dongii sayis1 60 olarak kullanild.

3.5. istatistiksel analizler

Istatistik incelemede, SPSS for Windows istatistik paket programmm 15.0
versiyonu kullanildi. Rakamsal degerler, ortalama (X) ve standart sapma (SD) olarak
ifade edildi. Gruplarin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
kullanild1. Ikili karsilastirmalar, en kiiciik énemli fark (LSD) yontemi ile incelendi..

p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskopik bulgular

Denekler her giin makroskopik incelemeye tabi tutuldu. 15 giinliik donem
icerisinde herhangi bir grupta denek kaybi meydana gelmedi. A ve B gruplarindaki
yaralar ¢cok hizli ve komplikasyonsuz iyilesme sergiledi. B grubundaki 1 denegin
biyopsi hattmin dahi kayboldugu fark edildi. Grup D, yara iyilesmesinin en koti
izlendigi grup oldu. Yara yiizeyinde yara kabuklarmin kaldig1 denekler gortildii.

Grup C’de de komplikasyonsuz yara iyilesmeleri goriildii. Ancak iyilesmelerin
grup A ve B kadar 1yi olmadig: fark edildi. Biyopsi alman bolgenin A ve B grubu kadar
kiigiilmedigi izlendi, fakat yaralar icerisinde enfeksiyon bulgularina rastlanmadi. Tiim
gruplar icerisinde siralama yapacak olursak, iyiden kotiiye yara iyilesme kalitesi
makroskopik olarak; ilk sirada grup B, ikinci sirada grup A, iiciincii sirada grup C ve
son sirada grup D siralanabilir. Resim 6’da, gruplara ait yara iyilesme goriintiileri yer

almaktadir.
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Giinler

15

Resim 6. Gruplara ait yara iyilesmesi makroskopik goriintiileri.
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4.2. Histopatolojik bulgular

Histolojik inceleme, daha 6nce bahsettigimiz skorlama esaslari igerisinde 0. giin,
3. glin, 7. gilin ve 15. gilinlerdeki bulgular degerlendirilerek yapildi. Belirtilen giinlere ait
histopatolojik fotograflar Resim 7’de gosterilmistir.

Giinler

15

Resim 7. lyilesme asamalarinda, gruplara ait histopatolojik goriintiiler.
Daha 6nce bahsedildigi sekilde, epidermiste iilser ve reepitelizasyon ile dermal

inflamasyonun histomorfolojik &zelliklerine gore skorlama yapildi. Tespit edilen

histopatolojik skorlar Tablo 6, 7 ve 8 ile ve Grafik 1, 2 ve 3’te goriilmektedir.
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Tablo 6. Ulser agisindan gruplara ait skorlar.

Giinler A grubu B grubu C grubu D grubu
0 0 0 0 0
3 3 3 3 3
7 3 3 3 3
15 1 1 2 2
Ulser

Giinler

O A Grubu
BB Grubu
OC Grubu

OD Grubu

Grafik 1. Ulser agisindan gruplar arasindaki farklar.

Grafikte de gorildiigii gibi 3. ve 7. giinlerde iilser alan ve siddeti, tiim gruplarda

esitti ve lilser alaninda daralma goriilmedi. Onbesinci giinde ise, tiim gruplarda tlser

alan1 daralmisti. Ancak A ve B gruplarinda, C ve D gruplarina oranla iilser alaninda

daha fazla kiigiilme oldugu goriildii. Onbesinci giin sonunda, A ile B ve C ile D

gruplar1 arasinda, iilser alanindaki kiigiilmeler esit oranlardayda.

Tablo 7. Reepitelizasyon agisindan gruplara ait skorlar.

Giinler A grubu B grubu C grubu D grubu
0 0 0 0 0
3 0 0 0 0
7 0 0 0 0
15 2 2 1 1
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Reepitelizasyon

2,5
= 2
=
= oA Grubu
.§1-5 | B Grubu
g 1 OC Grubu
g 0D Grubu
e 05 —

D I I I
0 3 7 15
Gunler

Grafik 2. Gruplar arasindaki reepitelizasyon farklari.

3. ve 7. giin alman biyopsilerde, higbir grupta reepitelizasyon goriilmedi.
Onbesinci giin sonunda, A ile B ve C ile D gruplarinda esit oranlarda reepitelizasyon
izlendi. Fakat A ve B gruplarindaki reepitelizasyon, C ve D gruplarina oranla daha
fazlaydu.

Tablo 8. Dermal inflamasyon ag¢isindan gruplara ait skorlar.

Giinler A grubu B grubu C grubu D grubu
0 0 0 0 0
3 3 2 3 2
7 2 2 2 3
15 0 0 1 2
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Dermal inflamasyon
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Gulnler

Grafik 3. Gruplar arasindaki dermal inflamasyon farklar1.

Dermal inflamasyon, 3. giinde A ve C gruplarinda birbirine esit ve diger
gruplara oranla yiiksekti. Yedinci giinde, A ve C gruplarindaki inflamasyon azaldi, B
grubunda degismedi, D grubunda ise artti. Diger bir deyisle, A, B ve C gruplarindaki
inflamasyon esitti ve D grubuna oranla azdi. Onbesinci giinde ise, A ve B gruplarindaki
inflamasyon tamamen kaybolmustu, D grubunda daha siddetli olmakla beraber C ve D

gruplarindaki inflamasyon devam etmekteydi.

4.3. Biyokimyasal bulgular

Biyokimyasal inceleme sonucunda tespit edilen, 0., 3., 7. ve 15. giinlerdeki

hidroksiprolin diizeyleri Tablo 9 ve Grafik 4’de verilmistir.

Tablo 9. Hidroksiprolin diizeyleri (mg/g kuru agirlk).

Giinler A grubu B grubu C grubu D grubu
(X+SD) (X+SD) (X+SD) (X+SD)
0 10,256+1,506 12,140+0,814 9,370+1,120 14,103+1,249
3
5,996+0,595 7,156+0,750 7,050+0,926 6,630+0,860
7 7,150+£0,637 11,490+1,260 15,153+1,405 18,023+1,397
15
13,846+0,901 7,830+0,856 9,763+1,166 15,650+1,273
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Hidroksiprolin (mg/g)
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Grafik 4. Gruplardan elde edilen hidroksiprolin sonuglari.

Grafikte goriildiigii gibi, hidroksiprolin diizeyleri ile glinler arasinda orantili bir
degisim goriilmemistir. Makroskopik ve mikroskopik acidan, yara iyilesme silirecinin
hizli oldugu A ve B gruplarinda, hidroksiprolin diizeyleri, bu iyilesme oranlar1 ile bir

paralellik géstermiyordu.

4.4. PZR sonuclan

RNA’lar saflastirildiktan sonra %1 lik agaroz jeline yiiklenerek incelendiler.
Sekil 7°deki gibi RNA degredasyonunun olmadigini gosteren iki ribozomal bant biiyiik
saflikta elde edildi.

<« muUAa<mun B a
e en en o I I e e e e
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Sekil 7. Qiagen RNAeasy saflastirma kiti ile deri 6rneklerinden saflastirilan toplam
RNA o6rnekleri (%1 agaroz jel)

Gercek zamanli PZR’da cogaltilan DNA’larin %2 agaroz jeline yiiklenmesiyle
elde edilen GAPDH, PDGF, VEGF ve EGF cDNA’larma ait elektroforez sonuglari

Sekil 8’de goriilmektedir.

;B
S
= ©

PDGF
VEGF

EGF

Sekil 8. GAPDH, PDGF, VEGF ve EGF’lerin cDNA’larmin ger¢ek zamanl

PZR’da ¢ogaltiminin agaroz jel elektroforezi.

PZR incelemede, 0., 3., 7. ve 15. glinlerde alinan biyopsi 6rneklerindeki EGF,
VEGF ve PDGF diizeyleri, Tablo 10, 11 ve 12 ile Grafik 5, 6 ve 7°de gosterilmistir.

Tablo 10. Gruplara ait EGF mRNA/GAPDH mRNA diizeyleri.

Giinler A grubu B grubu C grubu D grubu
X+£SD X+£SD X+£SD X+£SD
0 0,000200+0,000100 | 0,00013340,000058 | 0,000233+0,000058 | 0,000167+0,000058
3 0,000700+0,000100 | 0,000200+0,000100 | 0,000433+0,000058 | 0,000600+0,000100
7 0,000433+0,000058 | 0,001267+0,000153 | 0,000900+0,000100 | 0,0009334+0,000158
15 0,001700+0,000200 | 0,002000+0,000200 | 0,002900+0,000400 | 0,002000+0,000300
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EGF mRNA/GAPDH mRNA
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Grafik 5. Gruplardan elde edilen EGF sonuglar1

Grafikte de goriildiigi gibi, tlim gruplara ait EGF diizeylerinde bir artis

izlenmistir. Ancak bu artig orani, yara iyilesme siirecinin makroskopik ve histolojik

olarak nispeten hizli seyrettigi A ve B gruplarinda daha diisiiktiir. Buna dayanarak, A

ve B gruplarindaki yara iyilesme hizi ile EGF diizeyleri arasinda bir paralellik olmadigi

sOylenebilir.

Tablo 11. Gruplara ait VEGF mRNA/GAPDH mRNA diizeyleri

Giinler A grubu B grubu C grubu D grubu
X+£SD X+£SD X+£SD X+£SD
0 0,017833+0,0011500,010333+0,000751 | 0,0146334+0,001102 | 0,015267+0,001150
3 0,025500+0,001000 | 0,008600+0,000400 | 0,016300+0,000500 | 0,017467+0,000808
7 0,019800+0,000700 | 0,017133+0,000451 | 0,024300+0,000500 | 0,029467+0,001002
15

0,020133+0,000850

0,012633+0,000321

0,022733+0,001041

0,026700+0,001200
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Sinyal duzeyleri

0,035000
0,030000
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0,000000 -
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Glnler

15

OA Grubu
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aD Grubu

Grafik 6. Gruplardan elde edilen VEGF sonuglar1.

Grafikte, Ankaferd uygulanan grupta, VEGF diizeyinin 3. giin pik yaptigi, 7.

glinde diizeyin diistiigli ve 15. giinde cok hafif yiikseldigi goriilmektedir. Giimiis

siilfadiazin uygulanan B grubunda, 3. giin VEGF diizeyinde diisiis, 7. giin ylikselis ve

15. giin tekrar diisiis, C ve D gruplarinda ise VEGF diizeylerinin diizenli olarak

yiikseldigi izlenmektedir.

Tablo 12. Gruplara ait PDGF mRNA/GAPDH mRNA diizeyleri

Giinler A grubu B grubu C grubu D grubu
X+£SD X+£SD X+£SD X+£SD
0 0,003633+0,000751 | 0,003300+0,000500 | 0,003200+0,000656 | 0,004333+0,000971
3 0,005000+0,000500 | 0,003700+0,000300 | 0,003500+0,000500 | 0,006000+0,000400
7 0,005400+0,000400 | 0,006300+0,000500 | 0,009800+0,000700 | 0,010267+0,000702
15

0,019733+0,000751

0,006400+0,000500

0,011500+0,000600

0,015533+0,000451

45




PDGF mRNA/GAPDH mRNA

0,025000
- 0,020000
= BA Grubu
;»:.
S 0,015000 | ®E Grubu
=
T_: 0,010000 OC Grubu
>
._E 0D Grubu
“ 0005000

0,000000 ——[I_ﬂ T

0 3 7 15
Glnler

Grafik 7. Gruplardan elde edilen PDGF sonuglar1

Grafikte goriildigl gibi, yara iyilesme siireci boyunca tiim gruplarda PDGF
diizeyinde bir artis gdzlenmektedir. Iyilesme siirecinin 15. giiniinde, A grubunda
yaklagik 5 kat artis oldugu goézlenmektedir. Kontrol grubu olarak kullandigimiz ve yara
lyilesme stirecinin diger gruplara oranla daha yavas seyrettigi D grubunda ise, yaklasik

4 kat bir artis izlendigi goriilmektedir.

4.5. istatistiksel analiz

Deney gruplarma ait, hidroksiprolin, EGF, VEGF ve PDGF diizeyleri, total
olarak istatistiksel a¢idan analize alinmis ve ¢ikan sonuglar Tablo 13, 14, 15 ve 16’da

gosterilmistir.

Tablo 13. Gruplar arasindaki hidroksiprolin diizeylerinin karsilagtirilmasi.

Grup n X+SD p
A 12 9,3125+3,28982
B 12 9,6542+2,42032
C 12 10,3342+3,25702
D 12 13,6017+4,56824 0.01

Hidroksiprolin sonuglari, D grubunda, diger gruplara gore anlamli sekilde

yiiksek ¢ikmistir (p:0.01)
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Tablo 14. Gruplar arasindaki EGF diizeylerinin karsilagtirilmasi.

Grup N X+SD p
A 12 0,000758+0,0006067
B 12 0,000900+0,0008213 0.75
C 12 0,001117+0,0011191
D 12 0,000925+0,0007238
EGF sonuglar1 acisindan, gruplar arasinda anlamli

goriilmektedir (p>0.05).

Tablo 15. Gruplar arasindaki VEGF diizeylerinin karsilagtirilmasi.

Grup N X+SD p
A 12 0,020817+0,0030760
B 12 0,012175+0,0033705 |<0.0001
C 12 0,019492+0,0043469
D 12 0,022225+0,0063204

bir fark olmadigi

VEGF diizeylerinin, B grubunda anlamli olarak diisiik oldugu (p<0.0001), diger

gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriilmektedir.

Tablo 16. Gruplar arasindaki PDGF diizeylerinin karsilastiriimasi.

Grup n X+SD p
A 12 0,008442+0,0068638
B 12 0,004925+0,0015463 0.15
C 12 0,007000£0,0039010
D 12 0,009033+0,0045606

PDGF sonuglari, gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli ¢ikmamistir

(p>0.05).
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5. TARTISMA

Deri, viicudun immiinolojik agidan aktif olan en genis organidir. Koruyucu bir
bariyerdir, mikroorganizmalarin, kimyasal maddelerin penetrasyonunu engeller,
ultraviyole radyasyonu absorbe ve bloke eder. Viicut 1s1-s1vi dengesinin saglanmasina
yardimei1 olur (6). Derinin goérevlerini yerini getirebilmesi i¢in, biitiinliigliniin korunmasi
gerekir. Deri bitlinliigiinlin bozuldugu durumlarda; keratinosit, fibroblast, endotel
hiicreleri, makrofaj ve trombositleri igeren birgok hiicrenin rol aldigi, kompleks bir
iyilesme siireci baglar. Bu hiicrelerin migrasyon, infiltrasyon, proliferasyon ve
diferansiyasyonu ile, yeni doku formasyonu baslar ve sonucta yara kapanir. Bu siirecte
bircok biiylime hormonlari, sitokinler ve kemokinler rol alir. Bunlardan en 6nemlileri;
EGF, TGF-B, FGF, VEGF, GM-CSF, PDGF, CTGF, KGF, IGF, IL’ler veTNF-a’d1r (2-
3,20,29).

Yaralanma, bir travma sonucu meydana gelebilecegi gibi, tedavi amaciyla
yapilan cerrahi bir islem sonrasinda da gerceklesebilir. Herhangi bir cerrahi islemin
basarisi, olusturdugu yaranin iyilesme durumuna baghdir. Ne kadar hizli ve kaliteli bir

yara iyilesmesi gerceklesecek olursa, o denli basarili bir tedavi saglanmis demektir.

Yara iyilesmesini 1yi yOonde hizlandirmak amaciyla kullanilan tedavi
yontemlerindeki ana hedef; yara iyilesmesinde rol alan faktorleri (inflamatuar hiicreler,
trombositler, mediyatdrler, hiicre dis1 matriks v.b.) etkileyerek, bu fazlara ait siireleri

kisaltmak ve ideal bir skar olusumunu saglamaktir. Bunun i¢in, pek ¢ok topikal ve
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sistemik ajan kullanilmis ve yara iyilesmesindeki gecikme ve diizensizliklerin Oniine

gecilmeye galisiimistir (88).

Ankaferd, folklorik olarak Tirk hekimlik geleneginde hemostatik ajan olarak
kullanilan 5 bitkinin, kurutulmus kok ve yapraklarindan elde edilmis bir ekstrakttir. Bu
karigim; dis operasyonlari, degisik sebeplerle olusan yaralanmalar, travmatik kesikler ve
spontan ya da cerrahi girisimler sonrasi olusan mindr ve major kanamalarin kontroliinde

kullanilmaktadir (80,88).

Kanama kontroliindeki etkinligi bir¢ok calisma ile kanitlanmis olan Ankaferd’in,
az sayida hayvan caligmasi ve olgu sunumlar1 ile, antimikrobiyal, antifungal (82-85),
yara iyilesmesini hizlandiric1 etki ve antiseptik Ozelliklerinin oldugu da bildirilmistir

(88).

Akkoc¢ ve ark., Ankaferd’in in vitro antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi
amaciyla yaptiklar1 bir calismada; karigimin, test edilen tiim bakterilere karsi (26
indikator sus) etkinlik gosterdigini tespit etmisler ve yara iyilesmesinde, hemostatik
etkisine ek olarak anti-mikrobiyal oOzelliginin de yararli olabilecegine dikkat

cekmiglerdir (83).

Yara iyilesmesi iizerine yapilan calismalarda deney hayvani olarak ¢ogunlukla
rat ve tavsanlar kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada, deney hayvani olarak ratlar1 kullandik.
Ratlar1 secmemizin sebebi; bu tiir deneylerde sik kullanilmalari, karsilastirma imkani

saglamalari, temin edilme ve calisma kolaylig1 yaninda, maliyetlerinin de az olmasidir.

Deney gruplarimizin ilki olan A grubunu olusturmaktaki amac; Ankaferd’in yara
lyilesmesine olan etkisini tespit etmek ve diger gruplarla karsilastirmaktir. B grubunda,
yara lyilesmesinde antibakteriyel ve epitelizan etkileri iy1 bilinen giimiis siilfadiazin, C
grubunda aktif madde icermeyen baz krem kullanildi. D grubu olarak adlandirdigimiz
kontrol grubuna ise, hicbir ajan uygulanmayip, sekonder iyilesmeye birakildi.
Boylelikle, bu 4 grubun, birbirleriyle etkinlik acisindan karsilastirilmalart ve

aralarindaki farklarin irdelenmesi amaglanmistir.
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Makroskobik incelemede; yara c¢apmdaki kiiciilme, kabuklarin durumu ve
enfeksiyon gelisip gelismedigi g6z Onilinde bulundurulmustur. Gros degerlendirmede, A
ve B gruplarinda, diger gruplara oranla, daha hizli ve diizgiin bir iyilesme olustugu
dikkati ¢ekmektedir. Bu iki grupta enfeksiyon bulgusuna rastlanmadi ve yaralar
kabuklanmadan iyilesti. Iki grubun karsilastirilmasinda, B grubundaki iyilesmenin A
grubuna gore daha iyi oldugu sdylenebilir. D grubunda kabuk olusumu izlendi ve yara
lyilesmesi en kotliydii. Yara iyilesmesi, makroskopik olarak en 1yiden kotiiye dogru; B,

A, C, D seklinde siralanabilir.

Rivanol, giimiis siilfadiazin ve ¢inko oksit kullanilarak yapilan bir caligmada; en

hizl1 ve diizgiin yara iyilesmesinin giimiis siilfadiazinle saglandigi bildirilmistir (89).

Ergetin ve ark., dis tedavisi swrasinda kanama kontrolii saglamak amaciyla
uygulanan ABS’in, bu etkisi yaninda, enfeksiyonu engelledigini ve yara iyilesmesini de

olumlu yonde etkiledigini rapor etmislerdir (90).

Arslan ve ark., yasli bir hastada, travma sonrasi olugsmus yarada, Ankaferd
uygulanmasi ile hizli bir iyilesme siireci rapor etmislerdir. Ekstrenin uygulanmasindan
24 saat sonra yara agzinin kapanmaya basladigi1 bu olgu ile, Ankaferd’in yaslilarda yara
tyilesmesinde yardimci bir tedavi secenegi olarak kullanilabilecegi ileri siirtilmiistiir

(88).

Yesilada ve ark.’lari, henliz yayinlanmamis deneysel bir sican ¢aligsmasinda,
Ankaferd’in McFarlane flebi olusturulan 32 sicanda nekroz oranmi azalttigin1 ve flep
sagkalimini artirdigmi gozlemlemislerdir (91). Diger bir calismalarinda ise, sirt
ciltlerinde yara olusturulan 20 sicanda, Ankaferd’in sekonder yara iyilesme siiresini

kisalttigini tespit etmislerdir (92).

Akgiil ve ark., Ankaferd’in, penil kavernozal cerrahilerde kullanilabilirligini
arastirmak amaciyla yaptiklar1 bir calismada; tam iyilesme acisindan, Ankaferd
uygulanan grubun kontrol grubuna gore daha iyi oldugunu ve kavernozal cerrahilerde

hemostatik ve antiinflamatuar olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir (93).

50



Calismamizda; Ankaferd uygulanan grupta, bu calismalara benzer sekilde,
enfeksiyon bulgusu goriilmedi ve kontrol grubuna gore yara iyilesmesi daha iyiydi.
Fakat aymi sonuclar1 giimiis sililfadiazin uygulanan grupta da gorildi. Gros
degerlendirme acisindan, Ankaferd’in sekonder yara iyilesmesini hizlandirdigmi, fakat

bu etkisinin, giimiis siilfadiazinden daha {istiin olmadigini sdylenebilir.

Histopatolojik incelemede, makroskopik incelemeye paralel sonuglar elde edildi.
Calismamizda Ankaferd ve glimiis siilfadiazin uygulanan gruplarda, histopatolojik
tyilesme, kontrol grubuna gore daha iyiydi. Histopatolojik kriter olarak; iilser siddeti,
reepitelizasyon ve dermal inflamasyon degerlendirildi. Yara iyilesmesi acgisindan, A ve
B gruplar: ile diger iki grup arasinda belirgin farklar izlendi. Dermal inflamasyon 3.
giinde, A ve C gruplarinda birbirine esit ve diger gruplara oranla daha fazlaydi. Yedinci
glinde, A ve C gruplarindaki inflamasyon azaldi, B grubundaki degismedi, D
grubundaki ise artt1. Ozetle, takip ettigimiz iyilesme siiresinin ortasinda, A, B ve C
gruplarindaki inflamasyon esit ve D grubuna oranla daha azdi. Onbesinci giinde ise; A
ve B gruplarindaki inflamasyon tamamen kaybolmustu, D grubunda daha siddetli
olmakla beraber C ve D gruplarindaki inflamasyon devam etmekteydi. Onbesinci
giinde, A ve B gruplarinda iilser alaninin kii¢iildiigli ve reepitelizasyonun olustugu tespit

edildi. C ve D gruplarinda ise, iilser alan1 daha genis ve reepitelizasyon daha azdu.

Akgiil ve ark., yukarida bahsedilen ¢aligsmalarinda; Ankaferd’in histopatolojik
olarak, kavernoz dokuda eritrosit agregasyonu olusturdugunu, hemostatik ve
antienflamatuar etki gosterdigini, fakat inflamasyonu etkilemedigini ve fibrozisi
artirmadigmi gozlemlemislerdir (93). Calismamizda fakli olarak, Ankaferd uygulanan
grupta kontrol grubuna kiyasla inflamasyonun 3. giinde arttig1 15. giinde ise, tamamen

kayboldugu goriildii.

Kalayc1 ve ark., deneysel olarak olusturduklar1 karaciger yaralanmasinda,
Ankaferd’in; hemoraji, nekroz, fibrovaskiiler yapi, inflamatuar eksuda ve rejenerasyon
gibi histopatolojik olaylar {izerine etkilerini incelemisler ve bu olaylar1 degerlendiren

histopatolojik skorlarin, Ankaferd grubunda daha iy1 oldugunu bildirmislerdir (94).

Huri ve ark., siganlarda yaptiklar1 parsiyel nefrektomilerde, Ankaferd’in etkisini,

histopatolojik olarak; glomeriiler nekroz, akut inflamasyon, kalsifikasyon, fibrozis,
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fibroblast aktivasyonu ve mikrovaskiiler proliferasyonu degerlendirerek incelemislerdir.
Deneklerde inflamasyon, fibrozis, fibroblast aktivasyonu ve mikrovaskiiler
proliferasyonun anlamli derecede etkilenmedigini bildirmislerdir. Deneklerde nekroz ve

kalsifikasyon goriilmemesini, renal dokuya pozitif etki olarak degerlendirmislerdir (95).

Demircan ve ark.nm, Ankaferd’in erken donem kemik iyilesmesine etkilerini
arastirdiklar1 c¢aligmada; ekstrenin kullamildig1 grupta, anlamli derecede diisiik
enfeksiyon ve nekroz oranlari izlenmis, yeni kemik yapimi ise, anlamli derecede yiiksek

olarak bulunmustur. Fibrozis acisindan anlamli bir fark goriilmemistir (96).

Calismamizda, gram kuru doku agirligi icinde miligram olarak incelenen
hidroksiprolin diizeyleri, kontrol olarak kullanilan D grubunda, diger gruplara oranla

anlaml sekilde yiiksek olarak gézlendi.

Kalayct ve ark., yukarida adi gecen caligmalarinda, Ankaferd’in hidroksiprolin
seviyesi lizerine etkilerine bakmislar ve Ankaferd uygulanan grupta hidroksiprolin

seviyesinin 15. giin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (94).

Karasu ve ark., tavsanlarda olusturulan insizyonel deri yaralarmin
kapatilmasinda oktil-siyanoakrilat doku yapistiricisinin yara onarimma katkilarini
arastirdiklar1 ¢alismada, hidroksiprolin miktarinin ¢aligma grubunda, postoperatif 3. ve
7. glinlerde kontrol grubundan fazla oldugunu, 14. ve 21. giinlerde ise anlaml fark

olmadigini saptamiglardir (97).

Tang ve ark., bir bitkisel ekstre olan Emodin (Rheum officinale Baill bitkisinin
koklerinden iiretilmis 1, 3, 8-trihidroksi-6-metil-antraquinon)’in yara iyilesmesi iizerine
etkilerini arastirmak i¢in yaptiklar1 ¢alismada; Emodin ve rekombinant EGF’yi
karsilagtrmiglar. Her 2 grupta, yara iyilesmesinin ¢ok iyi ve Emodin grubunda daha

bariz olmak {izere, hidroksiprolin diizeylerinin yiiksek oldugunu gostermislerdir (98).

Kollajen sentezi inhibitorlerinden 5-flurourasil ve Halofuginon’un yara
tyilesmesi iizerindeki etkilerinin incelendigi bir calismada; yara iyilesmesinin 28.
gilinlinde, kontrol ve Halofuginon grubunda yara iyilesmesinin iyi oldugu, 5-FU

grubunda ise, kotii oldugu tespit edilmistir. 5-flurourasil ve kontrol gruplari arasinda
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anlamli fark gozlenmemesine karsin, Halofuginon grubunda, hidroksiprolin diizeyi
anlamli olarak diisik bulunmustur (p<0,017). Halofuginon’un keloid olusumunu

engelleyebilecegi yorumu yapilmistir (99).

Calismamizda da, yara iyilesmesinin diizgiin oldu§u A ve B gruplarinda
hidroksiprolin diizeyleri diisiik, kontrol grubu olan D grubunda ise, yiiksek olarak
bulunmustur. Yukardaki bulgulardan, hidroksiprolin diizeyi ile iyilesme hizi ve
kalitesinin her zaman paralel seyretmedigi, fakat ytliksekliginin, asir1 fibrozis ve keloid

olusumuna sebep olabilecegi sonucu ¢ikarilabilir.

Biiyiime faktorlerinden VEGF diizeyi, B grubunda belirgin derecede diisiik
bulundu, diger gruplarda 6nemli bir farklilik yoktu. EGF ve PDGF seviyeleri agisindan,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi.

Numata ve ark., histamin sentezinin engellendigi yaralarda, yara iyilesmesinin
kotii yonde etkilendigini ve VEGF diizeylerinin anlamli sekilde diisiik oldugunu
bildirmislerdir (100). Baska bir ¢alismada; NO sentezinin inhibe edilip iyilesme siireci
bozulan yaralarda, benzer sekilde VEGF miktarinin azaldig1 gézlenmistir (101).

Luo ve ark., polisakkarit hidrojelin, yara iyilesmesine olumlu katki sagladigini,
EGF diizeyini anlamli derecede artirdigini, VEGF diizeyini ise etkilemedigini

bildirmislerdir (102).

Gergek ve ark., deksametazonun yol agtig1 gecikmeyi, balik yagmin diizeltip
diizeltemiyecegini arastirdiklar1 ¢alismada; deksametazon ile deksametazon arti1 balik
yag1 verilen gruplar arasinda, histopatolojik iyilesme kriterleri acisindan 6nemli bir fark
gormemigler, fakat PDGF diizeyinin, deksametazon verilen grupta anlamli olarak
yiiksek ciktigini belirlemislerdir (103). Konya ve ark., spinal kord hasar1 sebebiyle yara
tyilesmesi bozuk olan ratlardaki PDGF miktarini, diizgiin iyilesen yaralardakine benzer

diizeyde bulmuslardir (104).

Bu calismalar da gosteriyor ki, tek baslarina EGF, VEGF ve PDGF diizeyleri,

yara iyilesme hiz ve kalitesi i¢in bir gosterge olarak diisiiniilemez.
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Sonug olarak; makroskopik ve histopatolojik incelemelerde, Ankaferd’in daha
onceki ¢aligmalar1 destekler sekilde, tedavisiz kontrol grubuna kiyasla yara iyilesme
siirecini hizlandirdig1 gozlemlendi. Fakat, Ankaferd’in glimiis siilfadiazine gore yara
tyilesmesi lizerine belirgin bir iistiinliigli olmadig1 da tespit edildi. Ankaferd’in, ancak
ekonomik acidan daha uygun bir alternatif olarak sunulabilmesi durumunda giimiis

siilfadiazin’e tercih edilebilecegi kanaatine varildi.

Calismamizda, literatlir bilgilerine benzer bir sekilde, hidroksiprolin, EGEF,
VEGF ve PDGF degerleri agisindan ¢eliskili sonuglar elde edildi. Bu ¢eliskiler, denek
saymizin azligindan ve deneysel farkliliklardan kaynaklanmis olabilir. Ankaferd’in,
kontrol grubuna oranla yara iyilesmesini hangi mekanizma ile hizlandirdigini tam
olarak agiklayamadik. Daha genis popiilasyonlar iizerinde ve daha degisik etken
maddeler kullanilarak yapilacak kontrollii ¢alismalar ile elde edilecek verilerin,

konunun daha da aydinlanmasina yardime1 olacagini diisiiniiyoruz.
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6. SONUCLAR

. Makroskopik inceleme sonucunda; Ankaferd (A) ve gilimiis siilfadiazin (B)
uygulanan gruplarda yara iyilesmesinin, diger iki gruba [baz krem (C)
uygulanan ve tedavisiz iyilesmeye birakilan (D)] oranla daha hizli oldugu

goriilmiistiir.

. Histopatolojik incelemede; 15. gilin sonunda, {ilserasyon ile inflamasyonun, A ve
B gruplarinda C ve D gruplarina gore daha az ve reepitelizasyonun daha fazla

oldugu tespit edilmistir.

. Hidroksiprolin degerlerinin, D grubunda, diger gruplara gore anlamli derecede

yiiksek oldugu gortilmiistiir (p:0.01).

. EGF sonuglar1 agisindan, gruplar arasnda anlamhi bir fark olmadig:

belirlenmigstir (p>0.05).

. VEGF diizeylerinin, B grubunda bariz sekilde diisiik oldugu (p<0.0001), diger

gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir.

. PDGF seviyelerinde gruplar arasinda onemli bir fark olmadigi gorilmistiir

(p>0.05).
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7. OZET

Yara iyilesmesinde, iyilesmede rol alan faktorleri (inflamatuar hiicreler,
trombositler, mediyatdrler, hiicre dis1 matriks v.b.) etkileyerek, bu fazlara ait siireleri
kisaltmak ve ideal skar olusumunu saglamak amaciyla pek c¢ok topikal ve sistemik ajan

kullanilmaktadir.

Ankaferd, geleneksel olarak Tiirk tibbinda kullanilan bes bitkisel igerigin cesitli
oranlarda karistirilarak hazirlanan ve hemostatik ajan olarak kullanilan bir ekstraktir.
Fibrinojen basta olmak lizere kan proteinleri ile eritrositlerin plazma ve serumda
“protein ag1” meydana getirerek, saniyeden daha kisa siirede pihtilasmay1

saglamaktadir.

Calismamizda Ankaferd’in yara iyilesmesi lizerine olan etkileri incelendi. Bu
amacla, her biri 9 denekten olusan 4 gruba ayrilmis 32 ratin sirt bolgesinde 8 mm’lik
punch biyopsi igneleri ile yaralar agildi. Kontrol grubu olan D grubunda tedavi
uygulanmazken, A grubuna topikal olarak giinde iki defa Ankaferd, B grubuna giinde
iki defa giimiis sililfadiazin ve C grubuna giinde iki defa aktif madde igermeyen baz
krem uygulandi. Denekler makroskopik olarak 15 giin boyunca takip edildi ve 0., 3., 7.
ve 15. giinlerde yine punch biyopsi igneleri ile biyopsiler alinarak histopatolojik olarak

incelendi, hidroksiprolin, EGF, VEGF ve PDGF diizeylerine bakildi.

Calismamizin sonunda, Ankaferd’in kontrol ve baz krem kullanilan gruba
kiyasla, makroskopik ve histopatolojik bulgulara bakilarak, iyilesme siirecini

hizlandirdig tespit edildi. Ancak glimiis siilfadiazin uygulanan grupta da benzer sekilde
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makroskopik ve histopatolojik olarak iyilesmenin, kontrol grubu ve baz krem kullanilan
gruba kiyasla hizli oldugu goriildii. Yara iyilesme siirecinin hizli oldugu A ve B
gruplarinda hidroksiprolin diizeyleri arasinda anlamli fark yoktu, kontrol grubunda ise
hidroksiprolin diizeyi anlamli olarak daha yiliksek bulundu. Biiyiime faktorlerinden
sadece VEGF diizeylerinde giimiis siilfadiazin uygulanan grupta anlamh sekilde bir
disiikliik tespit edildi. Gruplar arasinda, EGF ve PDGF diizeyleri acisindan anlamli bir
fark yoktu.

Bu bilgiler 151¢inda, Ankaferd’in sekonder yara iyilesme siirecini hizlandirdigi,
fakat glimiis siilfadiazinle karsilastirildiginda {istiin bir 6zelligi olmadig1 tespit
edilmistir. Ankaferd’in, ekonomik agidan daha uygun bir alternatif olarak sunulmasi
halinde, sekonder yara iyilesmesini hizlandirict bir ajan olarak kullanilabilecegi
kanatine varilmistrr. Etkinliginin tam olarak ortaya konulabilmesi i¢in, daha genis

popiilasyonlar iizerinde yapilacak deneysel ve klinik ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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8. SUMMARY

THE EFFECTS OF ANKAFERD, A HEMOSTATIC AGENT,
ON WOUND HEALING

There have been a lot of topical and systemic agents to provide an ideal scar
formation and decrease the periods of wound healing process by affecting the factors of

healing (inflammatory cells, thrombocytes, extracellular matrix etc.).

Ankaferd is an extract used as a hemostatic agent which is prepared in certain
ratios of five herbal contents which are used in traditional Turkish medicine. It provides
clotting less than a second by making a protein network with eritrocytes and blood

proteins (esp. fibrinogen) in plasma and serum.

In our study, we observed the effects of Ankaferd on wound healing. So that,
wounds were created with 8 mm punch biopsy knots on the back of 32 rats which were
seperated into 4 groups of 9 rats. No treatment was done in Group D which is the
control group while Group A took topical Ankaferd treatment twice a day, Group B
treated with silver sulfadiazine twice a day, and Group C put on base cream which did
not include any active agent, twice a day. The rats were followed for 15 days
macroscopically and examined histopathologically on 0., 3., 7. ve 15th days by taking
biopsies and the levels of hydroxyproline, EGF, VEGF, and PDGF were analysed from

the tissue.

At the end of our study, it was detected that Ankaferd accelerated the healing

process in comparison to control and base cream groups according to the macroscopic
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and histopathologic results. Also, similar to this situation, it was observed that the
healing process in silver sulfadiazine group was faster than control and base cream
groups. There was no a significiant difference in hydroxyproline levels between Groups
A and B where the wound healing process were faster, but the hydroxyproline levels
were significiantly higher in Group D. The only significiantly lower growth factor was
VEGF in the silver sulfadiazine group. There were no significiant differences by means

of EGF and PDGF levels between all groups.

In the light of these observations, it was concluded that Ankaferd accelerated the
secondary wound healing process, but in comparison to sulfadiazine, it did not have a
superior property. It can be said that Ankaferd can be used for secondary wound healing
when presented as a more suitable and economical alternative. More experimental and

clinical studies in wider populations are needed to prove and confirm its efficacy.
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