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OZET

Bu tez c¢alismasinda, daha O©nce yara iyilestirici etkinligi bildirilmis olan
dekspantenol, standart Centalla asiatica ekstresi ve Arnebia densiflora’dan elde edilen
naftakinon karigiminin hiicre kiiltiirii teknikleri kullanilarak fibroblastlar tizerindeki etkileri
incelendi. Bu amagla, “Masson’s trichrome” teknigiyle boyanan primer tavuk embriyonik
fibroblastlar ve T15 fibroblastlarin mitoz yetenegi, morfolojik degisimleri ve kollajen
yapimi mikroskopi yardimiyla parametre olarak degerlendirildi. Elde edilen sonuglara
gore, dekspantenol’iin yara iyilestirici etki mekanizmasinda esas olarak mitotik aktivite
artisinin énemli  bir roll olabilecedi, buna karsin, standart C. asiatica ekstresi ve A.
densiflora’dan hazirlanan karisimin etkisi igcinse kollajen yapiminin énemli olabilecegdi
belirlenmistir. Ayrica bu c¢alisma, primer tavuk embriyonik fibroblastlarinin yara

yilestirici etki icin uygun bir deneysel model olabilecegini ilk kez rapor etmektedir.

Anahtar Kelimeler

Yara lyilesimi; Fibroblastlar; Mitoz; Kollajen; Migrasyon; Hicre Kultlrt; Mikroskopi;
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SUMMARY

In this thesis, the effects of dexpanthenol, standardized extract of Centella
asiatica and the naphthaquinone mixture prepared from Arnebia densiflora, whose
wound healing activities have previously been reported, were studied on fibroblasts
using cell culture techniques. For this purpose, mitotic abilities, morphological changes
and collagen production of primary chicken embryonic fibroblasts and T15 fibroblasts,
which were stained according to “Masson’s Trichrome” technique, were evaluated as a
parameter by the means of microscopy. On the basis of findings obtained, it was
determined that the increased mitotic activity may play an important role‘ in the
mechanism of wound healing activity of dexpanthenol, whereas the collagen production
in fibroblasts may be important for the effects of standardized extract of C. asiatica and
the mixture prepared from A. densiflora. In addition, this study has reported for the first
time that primary chicken embryonic fibroblasts may be an appropriate experimental

model for the wound healing activity.
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TESEKKUR
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hocaligini érnek aldigim sayin danigmanim, hocam Anadolu Universitesi Eczacilik
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Universitesi Fen Fakultesi Biyoloji Bolumune,

Standart maddelerimi bulmamda yardimlarindan ve deste§inden dolayl sayin
hocam, Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiltesi Farmasotik Teknoloji Ana Bilim Dali
Baskan! Prof. Dr. Erden GULER'e ve sahsinda farmasotik teknoloji bolumindeki diger
hocalarima,

izovalerilalkanin ve a-metil-n-bitilalkanin  karigimini  hazirladigr ve Amebia
densiflora ile ilgili konularda bilgi ve yardimiarini esirgemedigi igin Yard. Dog. Dr. Berrin
BOZAN'a,



ligi ve desteklerinden dolayi sayin hocam Anadolu niversitesi Eczacilik Fakdltesi
Analitik Kimya Ana Bilim Dali Bslum Bagkani ve Saglik Bilimleri Enstitisi Mudur(; Prof.
Dr. Muzaffer TUNCEL'e,

Hicre kiltird konusundaki problemlerimdeki yardimlarindan dolayr Anadolu
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Yard. Dog. Dr. Bilent ERGUN'a,

Yardimlari ve destegi igin arkadasim Arastirma gérevlisi Ecz. Nilgiin OZTURK',
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Uzerindeki Etkileri" baslkl projeler kapsaminda tezime saglanan destek icin Devlet
Planlama Teskilati (DPT) ve Anadolu Universitesi Aragtirma Fonu'na,

Calismalarim suresince birlikte oldudum ve vyardimlarini esirgemeyen;
farmakoloji béliumundeki arastirma gorevlisi arkadaslarim ve TBAM'daki tum ¢aliganlara, -

Beni yefigtirip bu glinlere getiren ve daima beni destekleyen aileme,

Tesekkurlerimi borg bilirim.



SEKILLER Sayfa

Sekil 1. Yaralarin iyilesmesinde rol oynayan hucreler. 19
Sekil 2. Fibroblastlarda kollajen sentezi ve salgilanmasi. 35
Sekil 3. Fibroblastiarda kollajen granulu igeren vezikul. 36
Sekil 4. Caligmalarda kullanilan maddelerin kimyasal formiilleri. 44
Sekil 5. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda kontro! grubunun fotograflari. 77
Sekil 6. Primer tavuk embriyonik fibroblastiarinda DMSO uygulanan hicrelerin fotograflari. 78
Sekil 7. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda 1 ug/mi DP uygulanan htcrelerin fofograflarl. 79
Sekil 8. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda 10 pg/ml DP uygulanan hucrelerin fotograflari. 80

Sekil 9. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda 5 ug/ml TECA uygulanan hacrelerin fotograflar. 81
Sekil 10. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda 10 ug/ml TECA uygulahan hicrelerin

fotograflari 82
Sekil 11. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda 1 ug/mi KAR uygulananhicrelerin fotograflar 83
Sekil 12. Primer tavuk embriyonik fibroblastlaninda 10 pg/ml KAR uygulanan htcrelerin fotograflari 84
Sekil 13. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda 1 pg/ml DP ve 5 ug/ml TECA kombinasyonu

uygulanan hiicrelerin fotografiari 85
Sekil 14, Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda 1 ug/ml DP ve 1 ug/ml KAR kombinasyonu

uygulanan hicrelerin fotograflar 86
Sekil 15. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda 5 pg/ml TECA ve 1ug/ml KAR

kombinasyonu uygulanan hucrelerin fotograflari 87
Sekil 16. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda toplam hiicre sayilarini gésteren grafikler. 88
Sekil 17. Primer tavuk embriyonik fibroblasttarinda fuziform hiicre yiizdelerini gésteren grafikler. 89
Sekil 18. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda poligonal hiicre ytzdelerini gosteren grafikler. 90
Sekil 19. Primer tavuk embriyonik fibroblastiarinda yuvarlak hticre ylizdelerini gdsteren grafikler. 91
Sekil 20. Primer tavuk embriyonik fibroblastiarinda vakuolli hiicre ytzdelerini gosteren grafikler. 92
Sekil 21. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda mitoza giden hticre sayilarini gésteren grafikler. 93
Sekil 22. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda grantl sayilarini gésteren grafikler. 94
Sekil 23. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda kombinasyonlarin toplam hiicre sayilarini

gosteren grafikler. 95
Sekil 24. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda kombinasyonlarin fuziform hucre ytzdelerini

gosteren grafikler. | 96
Sekil 25. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda kombinasyonlarin poligonal hiicre yizdelerini

gosteren grafikler. ‘ 97
Sekil 26. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda kombinasyonlarin yuvarlak hicre yazdelerini

gosteren grafikler. 98

10



SEKILLER (Devam) Sayfa

Sekil 27. Primer tavuk embriyonik fibroblastiarinda kombinasyonlarin vakuolli hiicre ylzdelerini
gosteren grafikler. 99

Sekil 28. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda kombinasyonlarin mitoza giden hiicre sayilarini

gosteren grafikler. 100
Sekil 29. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda kombinasyonlarin grantl sayilarini gésteren
grafikler. 101
Sekil 30. T15 fibroblastiarinda kontrol ve DMSO uygulanan htcrelerin fotograflari.
110
Sekil 31. T15 fibroblastlarinda DP uygulanan hlcrelerin 6. saatteki fotograflar. 111
Sekil 32. T15 fibroblastlarinda TECA uygulanan hiicrelerin 6. saatteki fotograflari. 112
Sekil 33. T15 fibroblastiarinda KAR uygulanan hiicrelerin 6. saatteki fotograflari. 113
Sekil 34. T15 fibroblastlarinda kontrol ve DMSO uygulanan huicrelerin 24. saatteki fotograflar 114
Sekil 35. T15 fibroblastlarinda DP uygulanan hicrelerin 24, saatteki fotograflari. _ ’ 115
Sekil 36. T15 fibroblastlarinda TECA uygulanan hiicrelerin 24. saatteki fotograflari. 116
Sekil 37. T15 fibroblastiarinda KAR uygulanan hiicrelerin 24. saatteki fotograflar. 117
Sekil 38. T15 fibroblastlarinda toplam hticre sayilarini goésteren grafikler. 118
Sekil 39. T15 fibroblastlarinda fuziform hiicre ylzdelerini gosteren grafikler. : 119
Sekil 40. T15 fibroblastlarinda potigonal hiicre yltizdelerini gdsteren grafikler. 120
Sekil 41. T15 fibroblastlarinda yuvarlak hiicre yizdelerini gésteren grafikler. 121
Sekil 42. T15 fibroblastiarinda vakuoll( hlicre ylizdelerini gosteren grafikier. 122

Sekil 43. T15 fibroblastiarinda mitoza giden hiicre sayilarint gosteren grafikler. 123

11



TABLOLAR

Tablo 1. Enflamasyon ve doku onariminin mediatérleri.

Tablo 2. Hazirlanan maddelerin sterilizasyonlari ve saklama kosullari

Tablo 3. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda toplam hicre sayilar!.

Tablo 4. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda fuziform hicre ytzdeleri.

Tablo 5. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda poligonal hiicre yiizdeleri.

Tablo 6. Tavuk embriyonik fibroblastlarinda yuvarlak hiicre ylizdeleri.

Tablo 7. Tavuk embriyonik fibroblastlarinda vakuollii hiicre ytizdeleri.

Tablo 8. Tavuk embriyonik fibroblastlarinda mitoza giden hucre sayilari.

Tablo 9. Tavuk embriyonik fibroblastlarinda granil sayilari.

Tablo 10. Tavuk embriyonik fibroblastlarinda kombinasyonlarin toplam hicre sayilari.
Tablo 11.Tavuk embriyonik fibroblastlarinda kombinasyonlarin fuziform hicre ytzdeleri.
Tablo 12. Tavuk embriyonik fibroblastlarinda kombinasyonlarin poligonal hicre yuzdeleri.
Tablo 13. Tavuk embriyonik fibroblastlarinda kombinasyonlarin yuvarlak hicre ytzdeleri.
Tablo 14. Tavuk embriyonik fibroblastlarinda kombinasyoniarin vakuolli hiicre yuzdeleri.

Tablo 15. Tavuk embriyonik fibroblastiarinda kombinasyonlarin mitoza giden hucre sayilari.

Tablo 16. Tavuk embriyonik fibroblastiarinda kombinasyonlarin granl sayilari.
Tablo 17. T15 fibroblastlarinda toplam htcre sayilari.

Tablo 18. T15 fibroblastlarinda fuziform hicre yuzdeleri.

Tablo 19. T15 fibroblastlarinda poligonal hiicre ytzdeleri.

Tablo 20. T15 fibroblastlarinda yuvarlak hicre ylzdeleri

Tablo 21. T15 fibroblastlarinda vakuolll hiicre yuzdeleri.

Tablo 22. T15 fibroblastlarinda mitoza giden hiicre sayilari.

Tablo 23. T15 fibroblastlarinda granul sayilari.

12

Sayfa

26
52
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
103
104
105
106
107
108
109



KISALTMALAR
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12HPETE
12 HETE
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PAF
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PVA
TDECGF
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TGF
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TxA2
VEGF
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: Asidik fibroblast blylme faktori (a-Fibroblast growth factor)
: Temel fibroblast blylime faktéri [(basic) b-Fibroblast Growth Factor]
: Dulbecco's modification of eagles medium
: Dimetil siilfoksit
: Dekspantenol
: Etilendiamintetraasetik asit
: Epidermal bliylme faktérii (Epidermal growth factor)
: Fetal calf serum (Fetal bovine serum)
: Glikozaminoglikanlar
: Granulosit/makrofaj koloni stimle edici faktér (Granulocyte/macrophage
colony stimulating factor)
- Instilin benzeri bilyime faktorii (Insulin- like growth factor)
- Interlékin
. Interferon
: 12 Hidroperoksieikozatetraenoik asit
: 12 Hidroksieikozatetraenoik asit
Yiksek basingl  sivi  kromatografisi

(High-pressure  liquid

chromatography)

- Izovalerilalkanin ve a-metil-n-batilalkanin karigimi

. Platelet aktive edici faktor (Platelet activeting factor)

: Fosfat tampon ¢oézeltisi (Phosphate buffer saline)

: Polimeraz zincir reaksiyonu (Polimerase chain reaction)

: Platelet kaynakli bytime faktéri (Platelet decided growth factor)
: Puck' s saline-A
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endothelial growth factor)
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: Transforming growth factor

: Tumor necrosis factor
: Tromboksan A2

: Vaskiiler kaynakl endotelial biyliime faktor
. Vaskller permeabilite faktoru
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1. GIRIS VE AMAC

Yaralarin, en kisa slrede ve en mikemmel bigimde iyilesmesi insanlar igin
olduk¢a dnemlidir; ameliyat yaralaninin, yaniklarin, kesiklerin, derinligine gére, iyilesmesi
oldukga uzun siirer. Bu slrecin kisaltilmasina yardimci olabilecek pek ¢ok sentetik veya
bitkisel kdkenli ilag, gerek halk arasinda, gerekse klinikte kullaniimaktadir. (”)zéllikle
bitkisel ilaglarin ¢ogunun yara iyilesimi Uzerine olan etkilerinin, biyolojik sebepleri tam
olarak bilinmemektedir. Bunlann, yara iyilesimi lzerine olan etkilerinin, mekanizmalari
ve etkili dozlari bulundugunda yaralarin iyilesmesinde daha iyi sonuglar alinacaktir.

Yaralarin iyilesme sireci iginde, organizmada, mikro dlizeyde pek ¢ok olay
meydana gelir. Bugtine kadar yaptlan ¢alismalarin genelinde mikro diinyaya inilmemis,
daha ziyade makro duizeyde kalmistir. Gerek laboratuvar hayvanlarinda yapilan in vivo
calismalar, gerek histolojik calismalar ve gerekse biyokimyasal c¢alismalar, mikro
dizeyde gergeklesen bu olaylara sadece sayisal degerlerle ve genel gdézlemlerle
yaklaslimasini saglar. Mikro dizeyde gergeklesen bu olaylar anlamanin en iyi yolu
onlari yakindan gozlemektir, bu da ancak mikro diinyaya girmekle gergeklesebilir. Hicre
kiltird mikro dinyanin bir anahtardir.

Fibroblastlar yaralarin iyilesmesinin proliferatif fazinda goérev alan en 6nemli
hiicrelerdir. Fibroblastlarin davraniglarini géziemek, sentezledikleri Griinleri kalitatif veya
kantitatif olarak olarak tespit etmek in vifro olarak izole hiicrelerie yapilan hiicre
kultturlerinde diger metodlara gére oldukga avantajlidir.

Yaralarin iyilesmesinde etkili oldugu duasundlen ilaglarin  fibroblast hiicre
kultirlerine uygulanmasi ile yaralann iyilesmesinde o6nemli bir yeri olan fibroblast
proliferasyonu, migrasyonu ve kollajen sentezlemeleri Ulzerine olan degisikliklere
bakilarak ilaclarin etki mekanizmalar hakkinda yorum yapilabilir.

14



Bu calismada yaralarin iyilesmesi uUzerine etkili oldugu bilinen ve etki
mekanizmalari arastinlmis standart maddeler ile karsilastirilarak, yara'iyilegtirici etkisi
oldugu dusinulen bitkisel kokenli dogal ilaglarin etki mekanizmalarinin arastirilmasi ve
in vitro olarak fibroblast hicre kiltlirlerinin, yaralann iyilesmesinde bir model olarak
gosterilmesi amaglanmistir.

Galismalarimizda kullandigimiz standart maddelerden biri olan dekspantenoliin
kullanimi oldukg¢a yaygindir; yara iyilestirici preparatlanin yanisira vicutta pantotenik
aside duniistigu icin provitamin-Bs olarak pek ¢ok kozmetik preparatin da terkibine
girmektedir.

Diger standart maddemiz Centella asiatica ekstresi, bitkisel kokenlidir ve
fibroblastlarda kollajen tretiminin arttinimasina etkisi oldugu bilinen bir ekstredir.

Kollajen ise yaralarin iyilesmesinde ve yaslanmanin énlenmesinde etkisi oldugu
bilinen protein yapili dogal bir maddedir. Buglin, kollajen yaslanmayi énleyici etkili pek
¢ok preparatin iceriginde mevcuttur. Derinin gerilme direncini arttirarak, yara iyilesimine
ve ya§lanman|n dénlenmesine katkida bulunmaktadir.

Yaptigimiz ¢alismalarda; uyguladigimiz bu maddelerle fibroblast proliferasyonu,
migrasyonu ve Kollajen sentezi Uzerine olabilecek etkileri direkt olarak gézlemleyebilme
imkani bulduk. Bu sekilde esas olarak etkisini arastirmak istedigimiz Amebia densiflora’
dan elde edilen [zovalerilalkanin ve a-metil-n-bitilalkanin  kansiminin fibroblastlar
Uzerindeki etkilerini, dolayisiyla yara iyilesimi (zerine olan etkilerinin sebeplerini
arastirmaya calistik. Izovalerilalkkanin  ve a-metil-n-bitilalkanin  boyar  6zellikli
naftakinonlar sinifina ait maddelerdir.

Naftakinonlar, gida, kozmetik ve ilag endustrilerinde boya olarak kullaniimaktadir.
Halk arasinda dogal boya olarak hali ve kilimcilikte kullanilirlar. Naftakinonlarin, yara
iyilestirici etkilerinden dolayi yanik, egzema ve diger cilt yaralarinda da kullanildigi ve bu
amagla hazirlanan ilaglarin terkibine girdikleri bilinmektedir.

Amacimiz bu G¢ maddenin hicre kulturlerindeki etkilerini elimizdeki bilgilere
dayanarak aragtirmak ve izole fibroblastlarin da diger metodlar kadar yara iyilesiminin
arastiriimasinda kullanilabilirligini gosterebilmektir.
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2. GENEL BILGILER
2.1. YARALARIN IYILESMESi
2.1.1. DERININ ONEMiI

ik bakildiginda deri , organizma ile gevresi arasinda bariyer gérevi géren bir yap!
durumundadir.ancak deriyi bu sekilde tanimlamak pek dogru degildir. Clinka; deri,
vucudun énemlii imminolojik ve endokrinolojik aktivitelerini igine alan sistemik ve
fizyolojik bir Snem tasimaktadir (1).

Genis ve yaygin termal yaniklar, toksik epidermal nekrozlarda gérildigi gibi,
derinin (kritik bariyer fonksiyonlarinin) énemli kayiplarinin oldudu akut rahatsizliklar
hakikaten hayati tehdit etmektedir.

Yaranin iyilesmesi derinlidi ve dig gorinasd ile ilgilidir. Yaralarin siddetle
onarilmaya baslanmasi, bariyer fonksiyonlarinin yeniden olusturulmas: saglam
epidermisin yapilmasi gereklidir.

Epidermal rejenerasyonda keratinositierin lateral ¢ogalmasi énémli yer tutar.
Epitelial batanlagin olusmasi, prolifere olmus keratinositlerin ¢cok ¢abuk bir sekilde
epidermal defekti kapatmasina baghdir. Keratinositler normal deride differansiye
olurken, yarali dokuda migrasyonlart dikkati c¢eker (2). Eksik yara dokusunun
tamamlanmasi ve hizla reepitelize olmasi, yaraya esit bélgenin ilave edilmesine baglidir.

Epitelial ve mesensimal dokulardaki iyilesme arasinda ayirt edici 6nemli bir fark
vardir; Gergek rejenerasyon veya esas normal yapiya dénus yuksek yapili canlilarda
sadece epitelial yapidaki epidermiste mumkindur. Mesensimal dokularda (dermiste
oldugu gibi) sadece onarim kabiliyetinin olmasi ile birlikte yapisal ve fiziksel ézelliklerinin
degisikligi, her zaman dokuda iyilesme yontemini etkiler. Yarali doku siklkla, kéti bir
sekilde saglam dermisin yerini tutar. Ancak dokularnin uyumlu hareket etmemesinden
dolayi, esnekligin kaybolmast istenmeyen bir durumdur. Yine de, yara iyilegse de yarali
dokunun gerilme kuvveti asla saglam dokununkine esit olamamaktadtr (3).
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Aslinda deri yaralarinin iyilesmesi sadece bir kismi anlasilmis kompleks bir
islemdir. Henliz derinin fonksiyonlar ve vyenilenme mekanizmalan tam olarak
anlasilabilmis degildir.

Epitelyum devamli tamir edilen ve yenilenen bir yapidir. Son zamanlarda/ yapilan
arastirmalar epidermisin rejenerasyonunun hizlanmasina ve dermisin onariminda dogal
faktérlerin dogrudan etkili olduklari kanittanmistir.

Yaralarin iyilesmesinde; repair (onarim), rejenerasyon, epitelizasyon,
skatrizasyon, anjiojenezis gibi faktorlerin zamana bagh sirasi 6nem tasimakta ve
enflamasyon, mitoz bélinme, sentez ve ekstraselller matriksteki degisiklikleri
kapsamaktadir. Bunlar su kronolojik siray! takip eder: Platelet agregasyonu ve kanin
pthtilasmasi, fibrin olusumu, bakteri ve yabanci cisimlere karsi enflamasyon cevabi,
hicresel hasar ve nekrotik doku, endotelial ve kapillerde proliferasyon, fibroblastik
proliferasyon ve kollajen Uretimi epitelial proliferasyon ve yuzeyin kaplanmasi, temel
hicre tiplerinde gorilen degisken rejenerasyon ve remodeling... Bu olaylar blytime
faktorleri tarafindan duzenlenir (4-8).

Buyume faktérleri yara iyilesmesinde bir veya birden ¢ok hiicre tipini uyararak
olayl duzenlerler: EGF ve TGF-a epitelial hicreler tizerine son derece etkilidir, b-FGF
ise fibroblastlar ve vaskiler endotelial hicreler {izerine mitojendir (9-11). IGF-1 ve
PDGF esas olarak mesodermal hicreler (6rnek: fibroblastlar ) ve duz kas hlcrelerini
mitoza sevk eder. insiilin, IGF-1 ve PDGF'in diz kas hticreleri Gzerine mitojen etkisi;
uterus diiz kas hiicrelerinde DNA stimiilasyonuna sebep olduklari gosteren ¢alisma ile
rapor edilmistir (9). TGF-B ise hicre béluinmesinde bifonksiyonel diizenleyicidir;
fibroblast gibi mesoderm hticrelerinde mitotik hiicre béliinmesini uyarir, fakat keratinosit
gibi ektoderm hicrelerinde mitozu inhibe eder (10, 11). PDGF ile TGF-$ kombinasyonu,
TGF-B' nin yalniz basina oldugundan daha fazla kollajen depolanmasini stimiile ettigi
bilinmektedir (12). Bazi buyume faktorleri ekstraseliler matriks komponentlerinin
sentezini arttinr;6rn: EGF fibronektin sentezini stimile eder (13).

2.1.2.YARA iYILESIM FAZLARI

Yara iyilegim fazlari genel olrak dért fazda incelenebilir;
1. Hemostatik-Enflamasyon fazi
2. Proliferatif faz



3. Matriks olusumu ve remodelling
4. Anjiyogenezis

2.1.2.1. Hemostatik-Enflamasyon Fazi

Yaralanmadan hemen sonra klasik enflamasyon olusmaya baslar. Genellikle
enflamasyon dogal koruyucu bir yerel reaksiyondur. Damar endotelinde hasar bagladigi
gibi goérevleri, yarali dokuyu bakteri ve diger yabanct maddeler gibi patojen ajanlardan
arindirmak olan immdanolojik aktiviteli maddeler saliverilir. Enflamasyonlu hiicreler yaral
dokuda fibroblast ve endotelial hucreler Gzerinden tamirin baslamasi icin fizyolojik temel
saglar. Bunlarin yara yerinde gortlmesinden pek ¢ok solubl mediatérler ardarda islev
gorur. Baslangicta plateletler, bunlart takip eden nétrofiller ve sonra makrofaj ve
lenfositler goralur. (5, 14, 15).

Monosit kaynakli makrofajlar yaralanmanin ilk veya ikinci gtinii baskin hticrelerdir
ve goérunirde bu hicrelerin yaraya girmesini fibroblastlarin, kapiller damarlarin, cizgili
kas hicrelerinin proliferasyonu takip eder (4, 16). Yaralanma sirasinda plateletlerin
aktivasyonu yaranin onariimaya basladigini gdsteren delildir. Platelet proliferasyonu
fibroblast proliferasyonu igin gereklidir (17). Yaralanmadan sonra ilk olan olay fibrin
platelet pthtisidir. Gegici fibronektin matriksinin hemen ardindan keratinosit ve fibroblast
migrasyonu artar (18, 19). Dermal yara iyilesmesinin baglangicinda plateletler kritik
hicrelerdir. plateletlerden proteazlar, eikozanoidler, platetelet kaynakh blytme faktéri
(PDGF) ve transforming growth factor-B (TGF-B) ' yi icine alan kemotaktik faktérler
salinir. Bu sirada anaflatoksin C3a ve Cb5a 'nin Uretimi aktive edilir. Bu faktorler
notrofilleri ve monositleri ¢eker ve lokal kan damarlarinin permeabilitesini arttirir (20,
21). Notrofiller goruldiginde kontaminasyon olusturan bakterileri fagosite etmeye
baslarlar. Bu genellikle ti¢ guin strer. Bunlari ¢ok sayida makrofaj takip eder.

Diger taraftan kan-pihtisi olustuktan sonra iki turli gelisim gdsterebilir ; a-Kan-
pihtisi fibroblastlarla istila edilerek daha sonra butin pihti bag dokusuna dénusebilir, b-
Pihti eriyebilir (bazi sartlarda ) (4, 22). Genellikle pihti olustuktan bir kag saat sonra
fibroblastlar pihtinin iginde kigik bir delik olusturmaya baslarlar. Bu olay trombositler
tarafindan salgilanan bliyume faktorleri, Tromboksan-A; (TXA2) ile kismen hizlandirihr
(23, 24). Daha sonra pihtinin tumiyle fibroz dokuya dénismesi i¢in  7-10 glin geger.
Sekil 1 yara iyilesiminde rol oynayan hicreleri gbstermektedir.
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HASAR — KANIN KOAGULASYONU

[5G

Plateletler Notrofiller

Monositler
hucrelen Makrofajlar ;

YARA IYILESIMI

Fibroblastlar
Endotelial hicreler

N

Sekil 1. Yaralanin iyilesmesinde gérev alan hicrelerin sentezleyip salgiladiklart solubl mediatdrler

araciligiyla otokrin veya endokrin olarak biribirlerini etkilemelerini gosteren sema.
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2.1.2.2. Proliferatif faz

Monositler, makrofajlarin farklilagsmasi ve yaraya gé¢ etmeleri sebebi ile kimyasal
cekim olustururlar. Makrofajlar, dermal vyaralarin iyilesmesinde, enflamasyon faz
ortaminda en 6nemli hicreler olduklari gibi proliferatif fazi baglatmak ve strdirmekten
de sorumludurlar.

Bunlara benzer bigimde plateletler, mesensimal hiicrelerde, makrofaj sentezinde
platelet kaynakh biyime faktéra (PDGF) ve TGF-B salimimini etkileyerek mitojenik ve
kemotaktik etkilere sebep olurlar (4, 25). Bunun yanisira makrofajlarin trettigi interiokin-
1 (IL-1), fibroblast ve fibroblast buylime faktorleri tGzerine (FGFs) mitojenik etkili
oldugundan c¢izgili kaslar ve endotelial hiucreler Gzerine de mitojendir (4, 5, 26). Bu
hiicrelerin yara bdlgesine migrasyonu ve proliferasyonu, (formasyon ve granilasyon
dokusunda) yara iyilesmesinin proliferatif fazi igin karakteristiktir. Fibroblast
proliferasyonunu stimiile ettigi bilinen diger faktérler TNF-a, IL-1, TGF-§ dir (27). TNF-a
aktif makrofajlarda salgilanan bir sitokindir. Konsantrasyonuna gére yara iyilesmesinde
sitolitik, mitojenik, antitimér, anjiyogenik veya antianjiyogenik etkileri vardir. TNF-q,
PDGEF ile birlikte hareket eder. TNF-a ve PDGF sinerjizm olugtururken, TNF-a ve TGF-j
arasinda antagonizma gorulr (28).

Graniilasyon dokusu, makrofaj, fibroblast ve endotelial hiicrelerce zengindir.
fibroblastlar baslangigta fibronektin sentezini ve bunu takip eden tip-l ve tip-lli
kollajenlerin sentezini aktive eder. PAF makrofaj migrasyonunu arttinr ve gerilme
direncinin artmasina katkida bulunur (27). Makrofajlarda uretilen TGF-f fibroblastlarda
ekstraselliler matriks komponentierinin sentezini stimiile eder (29). TGF-g1 ve TGF-a
yaradaki granilasyon dokusunda plateletlerden salgllahlr, noétrofillerde yara bolgesinde
iyi bir TGF-B1 kaynagidir (30, 31). TGF-p1 fibronektin sentezini arttinr (32).
Somatomedin C, IGF-1, IGF-3 de yara iyilesmesinde 6nemli rol oynar; bunlar mitojenik
ve insilin benzeri aktivite gosteren polipeptid hormonlardir (33). IGF-1 fibroblastlarda
kollajen sentezini stimulle eder (34).

Grantlasyon dokusunda en yaygin fibroblast fenotipi myoblastiar, bol miktarda
aktin  flamenti icerdiginden yaranin  gerilmesine sebep olmaktadir (35).
Graniilasyon dokusunda bulunan endotelial hicreler anjiyojenez olustururiar.
makrofajlarda tretilen b-FGF endotelial hicreler igin en énemli buyime faktoridar.
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Insan deri fibroblastlarinda kollajen uretimi b-FGF ile kolayca, EGF ile dolayli yoldan
stimule edilir (30, 31).

2.1.2.3. Matriks Olusumu ve Remodeling

Dermal yaralarin onariminda anjiyojenezden oénceki final fazdir. Bu dénem erken
baglar ve granilasyon dokusunun, gelisimi tamamlanmis yara izi (scar) dokusuna
donigebilmesi igin aylar geger. Proliferatif fazin erken déneminde fibroblastlarin ¢ok
miktarda rettigi fibronektin pek ¢ok fonksiyona aracilik eder; Ozellikle yaraya fibroblast
ve diger mesengimal hiicrelerin girerek yapi tasi olusturmalari gibi (5)...

Cevreye uyum saglayan fibroblastlar fibronektinin esas sekline bagh kalarak belli
bir hat boyunca yayilarak fibronektin ve myoblastlarla sinirl bir gerilmeye sebep olurlar.
Baslangigta fibronektin matriksi muhtemelen fibrilleri bir araya getirerek tip-lll kollajen
sentezinde substrat olarak harekete gecer, bunu tip-1 takip eder (36).

Fibroblastlar tarafindan kompleks karbohidratlar sentez edilirken, biyiik miktarda
su absorbe edilerek ekstraselller matrikste yasanabilir bir ortam olusturulur. Bu ortamda
vizkbéz bir sivi olan hyaluronik asit (ortama kayganlik verir) ve nonsiilfat-
glikozaminoglikanlar (GAGs) da ortamda bulunur (5, 37)

Daha sonra glikozaminoglikanlar kovalent baglarla proteinlere baglanir. Bu yapi
muhtemelen proteoglikanlarla olan kondroitin-4-silfat ve dermatan sdlfatla olur (38, 39).
Bu fazin karekteristik 6zelligi kollajen sentez ve yikihminin periyotiar halinde aylar boyu
sturmesidir.

Granulasyon dokusunda ¢ok bol olan tip Il kollajen, yavas yavas normal dermiste
oldugu kadar, olgun yara izinde de baskin olan tip | kollajene yerini birakir. Daha énceki
tip | kollajen miktar kollajenaz tarafindan strekli azaltilarak yerini gerilme hatti boyunca
siralanan yeni kollajen liflerine birakir. Kollajen liflerinin  yogunlugunun artmasi,
dolayisiyla kollajen molekiilleri arasinda gapraz kovalent baglarin artmasi yara izindeki
gerilme direncini arttirir. Bu olay bir yil veya daha fazla sirer. Yara dokusu ne kadar
iyilesirse iyilessin gerilme direnci (tensile strength) saglam (yaralanmamig) deriye oranla
en fazla %70-80 olabilir (5, 6, 40-42).
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PDGF ve TGF-B hicre proliferasyonu ve matriks sentezinde pozitif dizenleyici
faktorlerdir. Negatif faktérler nonspesifiktir. Fakat INF-a ve INF-B fibroblast
proliferasyonu ve kollajen sentezinde inhibitérdir (5, 43, 44).

2.1.2.4. Anjiyogenezis

Dokular blytytnce, kan damarlari da normal kan gereksinimini saglamak (izere
prolifere olurlar. Dolayisiyla anjiyogenez fetal hayat, blylme, yaralarin iyilesmesi,korpus
luteum olusumu, ovilasyon ve menstriiasyondan sonra yeniden endometriyum
olusumunda énemlidir.

Yeni fibroblastlarin olugsmasi iyilesmenin oldugju bdlgede yeni kan damarlarina
ihtiyag gosterir. Normalde endotelial hicreler kan damarlarninin i¢ cidarinda tek sira
halinde yer alir ve kollajen, fibronektin, proteoglikan-glikozaminoglikan tiplerini salgilama
kabiliyetleri vardir (4, 45).

Damar olusumunda (anjiyogenezde) rol oynayabilecek faktérler: Uyaricilar: a-
FGF (neovaskilarizasyona sebep olur (46, 47), b-FGF, trombosit kaynakli endotel
hiicresi blyume faktort (TDECGF), vaskiler kaynakli endotelial buyime faktori
(VEGF), vaskiler permeabilite faktéri (VPF) dur. Baskilayicilar : heparin trombosit
faktort 4, prolaktinin 16 KDaltonluk fragmanidir. Cesitli buytiime faktdrlerinin anjiyojenik
aktivitesi varken bazi bagka faktorler ise anjiyogenezi baskilar. Ekstraselliler matriks ile
etkilesim énemlidir (46, 48-51).

2.2. YARA IYILESIM MODELLERI

Yara ‘lyilesim modellerinin temeli, genellikle bad dokusu metabolizmasina
dayanmaktadir. Ancak kullanilan metodlardan ne hicre kilturt, ne de hayvan modelleri
insandaki yaralarin iyilesmesinin anlasiimasinda yeterli gérlilmez. Sadece insanlarin
kullanildigi  deneylerde sonuglarin  glivenilirliginden bahsedilebilir. Ancak insan
laboratuvar kosullarn igcin uygun degildir ve genetik ve ¢evresel kosullar da sonuglart
etkiler. Yara iyilesim modellerinin tamamina yakin bir kisminda kontaminasyon da
sonuglari degistirebilen dnemli bir problemdir (52).
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2.2.1. HUCRE KULTURU MODELLERI

Hucre kaltard ilk olarak 20. yy' in baslarinda memeli hiicreleri ile in vitro model
olarak Alexis Carrell galismis ve bu teknik ona nobel édili kazandirmistir (52). Bundan
sonra Stearn 1940' da primer fibroblast hicrelerinde kollajen sentezine bakmistir (46,
52, 53).

Kaltardeki hicrelerin ; plazmadan kanin koagtilasyonu ile elde edilen ve fizyolojik
bir sivi olan serum, bilylime faktérleri, proteinler, besleyici elemanlar, pH ve gaz gibi
yasamalari i¢in gerekli ortama ihtiyaglari vardir. Bunlara ek olarak cam veya plastik kap
da dokudan dogal matriks gelismesini etkiler.

izole hiicrelerle spesifik hicre davraniglarindan proliferasyon ve kollajen,
hidroksiprolin gibi ¢esitli Grlinlerin sentezine ¢evre kosullari da kontrol edilerek g¢alisma
yapmak mimkindir.  Primer kiltir olarak a- Insan biyopsi materyali, b- Fare
embriyosu, ¢- Tavuk embriyosu’ ndan elde edilen fibroblastlar kullanilir. Sekonder kiiltir
olarak da “cell-line” fibroblastlar kullanilir (54, 55).

2.2.2. HAYVAN MODELLERI

Yara iyilesim modelleri olarak sigan, kobay ve tavsanlar kullaniimaktadir. Hayvan
yara ¢esitleri sunlardir:

Kapali_Cizgisel Yaralar: Deri kalinhg kadar ¢izgisel yara acilip dikilir. Derinin
geriime siddetine, histolojik kesit alarak Alcian blue ile proteoglikanlara ve Masson'
trichrome ile boyanarak kollajen ve matrikse bakilabilir. Ancak yara dokusunda
kontaminasyon alinan biyopsideki sonuglar degistirebilir (52).

Acik Deri Yaralari: Yara agilir ve birakilir. Ik olarak Stein ve Keiser tarafindan bag
dokusu metabolizmasina bakilmistir (66, 57). Bu teknik, kollajen, glikozaminoglikanlar
ve enflamasyon hiicreleri gibi parametrelerin degerlendirimesine olanak saglar. Topik
ve sistemik farmakolojik ajanlarin denenmesi i¢in uygun bir yontemdir.

Diger Yaralar: Kesik veya yarma yapilmadan uygulanan yaralardir. Yanik yaralari
modellerinde sicaklik etkisiyle yaralar agilir.
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Yapilan bu caligmalarda, olusan yeni kil folikailleri yara iyilesim proses ve
kriterlerini degistirmesi hayvan deneyleri icin bir dezavantajdir (58).

Hayvanlarla veya insanlarla yapilan ¢aligmalarda uygulanan yara iyilesim
modelleri sunlardir;

Polivinil alkol siingeri: Polivinil alkolin deriden ¢abuk infiltrasyonu sonucu yara
bélgesinde bag dokusu depolanir. En blylk dezavantaji; ¢cevredeki bag dokusundan
ayirt etmenin ¢ok gii¢ olmasidir (52). '

Kaldmlabilir Siunger Yéntemleri:

a-_Schilling Odacidi: Paslanmaz celikten yapilmis, deri altina yerlestirilebilecek
sekilde gelistirilmis tel 6rguddr ve deri altina yerlestirildiginde o bélgeye ¢abuk bir sekilde
yara sivisi toplanir. Elde edilen sivida enzim, protein ve blyiime faktérlerine bakilabilir
(59, 60). Bu cisim sadece tek bir yara icin kullanilabilir.

b- Cellstic. Kare seklinde viskdz seliiloz stinger ile birlikte silikon tiip sisteminden
ibaret yapidir. Eksudanin disari akmasina imkan verir ve 6zel boyama ydntemleri ile
kollajen tespit edilir. Bu ydntemdeki problem, gelisen ve goé¢ eden yara iyilesim
elemanlart sadece tupln agik ucunda toplanir, silingerden dizenli bir sekilde.
suzulmesine ragmen toplanmamasidir (52, 62).

c- Gore'QTex: Insanda hidroksiprolin élgimiine imkan veren tip sistemidir. Fibréz
tipl yerlestirmek ve bag dokusu infiltrasyonunu saglamak oldukc¢a zor ve uzun vadeli
bir istir. Bu metod ile bir kag yil icinde sadece bir kag ¢calisma yapilabilir(62, 62).

d- Polivinil alkol Implant Teknigi: Polivinil alkol stingerinin degistirilmis sekilde
uygulanmasidir. Taslyici silikon tiip ile birlikte polivinil alkol stingerinden olugan silindirik
geometriye sahip ve selller matriks komponentlerinin dizenli infiltrasyonuna imkan
veren sistemdir. Hayvanlarda ve insanlarda uygulanabilir. HPLC ile hidroksiprolin tayini
yapilabilir (27, 63-65).

e- MCV Rezervuar Tilp Sistemi: Son zamanlarda MCV Wound Healing Center'
da uygulanmistir. Schiling odaciginin daha kuguk olarak yapilmis modelidir.
Hayvanlarda uygulanir (66).

24



f- Tavsan Kulag: Odacigi: Tavsan kulagina uygulanan plastik bir sistemdir.
Graniilasyon dokusu, kanin koagilasyonu, eksudasyon ve fibroblastlar ile ilgili

parametreleri inceleme imkani saglar (6, 49).

In Vivo ve In Vitro Olciim Teknikleri

HPLC ile hidroksiprolin tayini, yara bolgesinden doku biyopsisi ile
glikozaminoglikanlar gibi bag dokusu elemanlarinin incelenmesi mimkiindir. 14C ile
isaretlenmis prolin ile hiicre kiiltiriinde yeni kollajen sentezinin takibi mimkund(ir.

PCR ile m-RNA' dan spesifik protein tayini yapilabilmektedir. Bu yéntem protein
sentezinin erken basamaginda final proteinler hakkinda fikir verir (52, 66, 67).

Fetal Model

Hayvan modelleri, hiicre kultlri ve diger analitik tekniklerle birlikte uygulanabilir.
Polivinil alkol implant teknigi ile akut enflamasyon fazinda nétrofiller igin kimyasal
uyaranlara, fibrotik yanitlara, TGF-p, PDCF ve kollajen tayinleri yapma imkani saglar
(52).

2.3. BAG DOKUSU ELEMANLARI VE YARA iYILESMESINDEKI ONEMLERI
2.3.1. BAG DOKUSU YERLESIMi VE FONKSIYONLARI

Bag dokusu vicutta her yerde bulunur, butin organlarin gevresini kusatir.
Kartilaj, kemik ve kan damarlarinin dis yizi kendilerine 6zel bag dokusudur. insanda
bag dokusu dort tiptir; 1-Epitelial doku, 2-Fibréz (bad) doku, 3-Kas dokusu, 4-Sinirsel
doku.

Visseral organlarda (bobrekier, akciderler) bad dokusu parankimal epitelial
hiicrelerle birlikte organ seklini olusturur. Kardiyovaskiler sistem de bag dokusunca
zengindir. Burada kas hucreleri ve endotelial hicrelerle birlikte fonksiyonel olarak
sistemi tamamlarlar.
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Tablo 1. ENFLAMASYON VE DOKU ONARIMININ MEDIYATORLERI (4)

PLATELET KAYNAKLI FAKTORLER

- Polipeptit Bliylime Faktorleri :
Platelet kaynakh biiyume faktéri (PDGF)
Transforming growth factor -p (TGF-B)
Esas fibroblast blyilime faktéri (b-TGF)
Platelet faktor-4

- Koagtilasyon faktorleri : .
Plasminojen
von Willebrand faktér
Fibrinojen

-Vazoaktif faktorler

Serotonin
ADP ve ATP

-Notral proteinler ve diger enzimler

-Aragidonik asit metabolitleri :
12-HPETE (12-hidroperoksieikozatetraenoik asit)
12-HETE (12-hidroksieikozatetraenoik asit)
Tromboksan A2 (TXA2)

-Yapistirici ve sekil verici proteinler :
Fibronektin

NOTROFIL KAYNAKLI FAKTORLER

-Oksijen aracilidiyla tepki yapanlar:
Superoksid

Hidrojen peroksit
“Hidroksil radikalleri
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Tablo 1 (Devam)

-Yapistirict ve sekil verici proteinler
-Proteoglikanlar
-Nétral proteaz ve diger enzimler

_Biyoaktif lipidler :
Platelet aktive edici faktor (PAF)
Arasidonik asit metabolitleri

FIBROBLAST KAYNAKLI FAKTORLER :

-Polipeptid buytume faktérieri :

Interlokin-1 (IL-1)

Interlokin-6 (IL-6)

Platelet kaynakli biylime faktéri (PDGF)
Granulosit/Makrofaj koloni stimiile edici faktér (GM-CSF)

-Yapistirici ve sekil verici proteinler :
Kollajen

Fibronektin

Elastin

-Proteoglikanlar :
Hyaluronik asit

Kondroitin stlfat
Dermatan siilfat

Heparin ve heparan siilfat
Keratan siilfat

-Nétral proteaziar
-Biyoaktif lipidler
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Tablo 1 (Devam)

MAKROFAJ KAYNAKLI FAKTORLER :

-Polipeptid buylme faktérleri :
Transforming growth factor-o. (TGF-w)
Transforming growth factor-g (TGF-p)
Plateket kaynakli buyime faktéri (PDGF)
interlékin-1 (IL-1)

Interlékin-6 (IL-6)

Interl6kin-8 (IL-8)

Tumor nekroz faktodr-o (TNF-a)
Interferon-a. (INF-o)

Interferon-p (INF-B)

Graniilosit/Makrofaj koloni stimile edici faktér (GM-CSF)
Esas fibroblast bliyime faktéri (b-FGF)
Fibroblast aktive edici faktorler

Monosit yapimini tesvik edici faktor

-Biyoaktif lipidler :

Arasidonik asit metabolitieri
Platelet aktive edici faktor

-Nétral proteailar ve diger enzimler
-Yapistirici ve sekil verici proteinler
-Proteoglikanlar

-Oksijen araciligiyla tepki yapanlar :
Stperoksit

Hidrojen peroksit
Hidroksil radikal
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Tablo 1 (Devam)

T-LENFOSIT KAYNAKLI FAKTORLER

-Polipeptit bluytme faktérleri :

interlokin-2 (IL-2)

Interldkin-3 (IL-3)

Interlékin-6 (IL-6)

Granulosit/Makrofaj koloni stimule edici faktér (GM-CSF)
interferon-y (IFN-y)

Fibroblast i¢in lenfosit kaynakli kemotaktik faktor

ENDOTELIAL HUCRE KAYNAKLI BUYUME FAKTORLERI

-Polipeptit buylime faktérleri :

Interldkin-1

Interldkin-6 _

Tamor nekroz faktor-o. (TNF-a)

Platelet kaynakli blytume faktort (PDGF)
Grandlosit/Makrofaj koloni stimile edici faktér (GM-CSF)
Esas fibroblast bliyime faktéri (b-FGF)

-Yapistirici ve sekil verici proteinler .
-Proteoglikanlar

-Koagulasyon faktérleri

von Willebrand faktor

Faktor V, VIl IX veX
Doku faktora

29



Iskelet kaslarini kemiklere baglayan ligament ve tendonlar spesyalize bag
dokusudur. Santral sinir sistemi diger dokulara oranla daha az bad dokusu igerir. Glia
hucreleri ve néroniarin parankimalarina bitisik olarak az miktarda bag dokusu bulunur.
Kollajen fibriller ve bad dokusu hucreleri beyin ve omurilik ¢evresinde bir tabaka
olustururlar. Benzer bag dokusu periferik sinir ve gangliyonlarin etrafinda da vardir (68,
69).

2.3.2. BAG DOKUSU KOMPONENTLERI

Tim bagd dokusu hticrelerinde ekstraseliiler fibriller ve amorf kristal maddeler
bulunur.

-Bag Dokusunun Temel Hucreleri; fibroblastlar, kondroblastlar ve kondrositler,
osteoblast ve osteositler, adipozitler ve makrofajlardir.

~ -Bag Dokusunun Go¢ Eden Hucreleri; Enflamasyona ve hasarli dokuya gog
ederler; l6kositler, monositler, lenfositler ve fagositik grantlositier (nétrofiller, eozinofiller
ve bazofiller )... Enflamasyon déneminde mikroorganizmalar ile miicadele ettikten sonra
yerlerini fibroblast ve dijer bag dokusu elemanlarina birakir.

-Bagdokusunun Ekstraseltler Fibrilleri;kollajen fibrilleri, retiktler fibriller ve elastik
fibrillerdir. Kanin igerdigi fibr6z komponent fibrinojendir. Kan pihtilastigi zaman
muhtemelen fibrinojen aktif fibrin fibrillerine dénisdr.

-Bag Dokusunun Amorf Kristal Maddeleri; proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar
ve glikoproteinlerdir.Genelde proteoglikanlar ve glikoproteinlerin émrii bir hafta ile
simirhdir ve ekstraseliler matrikste nonkovalent baglarla bulunurlar. Daha ziyade amorf
kristal maddeler fibréz komponentlerdekilerle sinirhdir. Bu amorf maddeler genelde
mineralizedir. Bu mineraller kemik, dentin ve dis minesinde bulunur (68).

2.4. FIBROBLASTLAR

Fibroblastlar bag dokusunun en énemli hticreleridir. Tendon, ligament ve fasialar
sadece fibroblastlardan ibarettir (68).

2.4.1. FIBROBLASTLARIN FONKSiYONLARI

Ekstraseliller matriks salgilanmasi, doku formuna goére olusan ekstraseliiler
matriksin baglanmasi ve yara iyilesmesinin kolaylastinlmasindan sorumludur. Deri
kesildiginde fibroblastlar prolifere olurlar ve yaraya dogru gog¢ ederek yarig
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doldururiar. Proliferasyon sirasinda genis Olglide ekstraselller matriks salgilarlar.
Sikatris dokusu yaranin fibroblastlar tarafindan kapanmis halidir (69).

2.4.2. FIBROBLASTLARIN MORFOLOJISi VE DAGILIMLARI

Fibroblastlar, ekstraselller matriksin bagli oldugu diizenli, toplu halde yayilmig
fuziform hicrelerdir, aralarinda dizenli bir sekilde yerlesmis olan kollajen fibrilleri ile
kabarik bir sandvi¢ gérinimundedirler.

Tek baglarina kalan fibroblastlar muhtemelen bag dokusuna dogru hareket
ettiklerinden morfolojileri ¢esitlilik gdsterir (pleomorfik).

2.4.3. FIBROBLASTLARIN FONKSIYONEL HUCRE BiYOLOJiSi

Fibroblastlarin tek hicreli morfolojisi aldaticidir, tek ¢ekirdekle birlikte bir kag
cekirdekgige sahiptirler. morfolojileri yuvarlaktan poligonale, yaprak seklinden fuziforma
cesitlilik gosterir. Fibroblastlar ekstraselller matriks sentez ve salgilanmasi ile
farkllasirlar (diferensiye olurlar). Sitoplazma, bol graniilii endoplazmik retikulum, bir kag
mitokondri ve ¢ok sayida iyi gérinen golgi cisimciklerini kapsar. Ayrica lizozom ve
vakuol Uretimi ve salgllanmasi fibroblastlarda énemli gorilir. Geng ve yaslh hiicrelerin
vakuollerinin buytkligu ve sayisi ayni degildir. Geng¢ hicrelerde ¢ok sayidaki -
vakuollerin, yasl hucrelerde birleserek blylk vakuoller meydana getirdikleri
bilinmektedir. Anormal olarak meydana gelen ¢esitli ic ve dis kosullar, sitoplazmada
vakuollerin ol(j§ma3|na neden olur. Yash hiicrelerde sitoplazmanin degismesi ile
anormal vakuoller tesekkiil eder (69). Granulli endoplazmik retikulumda aminoasit
zincirlerine bagli prokollajen bulunur. prokollajen molekilleri fibroblastlarca salgilanan
enzimlerle hiicre disina tasinir (24). Fibroblastlarda yapilan kollajen molekilleri,
prokollajen molekdllerinin  agrege bigimidir. C vitamini ve oksijen kollajenin
sekillenmesinde ©6nemlidir ve vyara iyilesmesine kansirlar. Fibroblastlar kollajen,
fibronektin, glikoproteinler ve proteoglikanlari salgilar, ekstraselller glikokonjugatlarin
sentezine yardimci olan intraseliiler glikojen igerir. Golgi cisimcigi glikokonjugatlara
karbonhidrat kismini ilave eden glikozil transferaz enzimince ¢ok fazla zengindir.
Fibroblastlar yiksek hareket kabiliyetine sahip olduklarindan bir miktar aktin igeren
mikrofilamentlere sahiptir. Fibroblastlar, tahminen fibroblastik hiicre morfolojisinin
korunmasina yardimci olan sayisiz mikrottbul igerir.
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Hicre kiltirinde ¢ogalan fibroblastlar tek sira halindedir ve ¢ogalmalari kontakt
inhibisyon ile kontrol altindadir. Ancak, transform fibroblastlarda (kanserlestiriimis
hiicreler) bu 6zellik olmadigindan tek sira degil yiginlar olusturarak kontrolstiz bigimde
cogalirlar (36, 38, 68).

2.5. EKSTRASELULER MATRIKS

Ekstraseltler matriks, fibréz proteinler ile birlikte amorf kristal maddeler ve Ca**
‘tuzlan igerir. Ekstraselliler matriksteki kollajen gibi fibréz proteinler gerilme direncinde
o6nemlidir. Diger makromolekdller olarak glikoproteinler ve proteoglikanlar da gerilme
direncinde fibréz proteinlerle birlikte rol oynar (4, 69, 70). Ekstraselller matriksin en
6nemli ve yaygin olan fibrilleri; kollajen fibriller, retikiiler fibriller ve elastik fibrillerdir.
Kollajen en yaygin ve énemli fibrildir ve %70-80' i tendon ve derinin dermis tabakasinda
yer alir (69, 70).

2.5.1. KOLLAJEN TiPLERI VE KOLLAJEN SENTEZI

Kollajen tipi U¢ polipeptid tipinin UGg¢li sarmaldaki yerlesimine baghdir.
Polipeptidlerin sentezi yliksek yapili canlilarda direkt genlerle kontrol edilir. Sentez
kontroliniin 20 farkli gende vyapildigi tespit edilmistir (71). Kollajen Yapisindaki
polipeptidler icinde en yaygin olaniar; glisin, glutamik asit, aspartik asit, prolin, hidroksi .
prolin ve diger amino asit ¢esitlerinden arjinin, lizin. hidroksi lizin ve I6sindir (69).
Kollajen sentezi, tedavi sirasinda verilen lokal glikokortikoidlerle de indukienmektedir
(81).

Buglin varligi tespit edilmis 17 tip kollajen vardir (72, 73). Kollajenlerin genetik
farkhiliklar gosteren proteinler oldugu gosterilmistir.(72, 74) Normal insan derisinde
yaygin formdaki kollajenler tip | ve tip lll tir. Tip | kollajen total kollajenin %80 ini
olusturur, tip 1ll kollajen %15 ve diger kollajenler de %5' ini olusturur. Tip IV ve VI
kollajenler temel membranda sabit olarak bulunuriar (69, 72, 75, 76). Tip IV' e kadar
olan kollajenler en 6nemilileridir, diger tipler minér komponentlerdir. Kollajen sadece
spesifik enzimi kollajenazla pargalanan son derece stabl bir molekuldr (77, 78).

Spesifik matriks metalloproteinaz enzimleri sadece o tip Kkollajeni yikarlar.
Fibroblast ve makrofajlarda dretilen kollajenaz tip | ve tip lil kollajenin yapisini bozar (70,
77, 78). Notrofillerde Uretilen kollajenaz deride nétrofillerin yerlesiminde 6nemli rol
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oynar. Jelatinaz A ve B (tip IV kollajenaz) jelatin yapisini bozar, jelatinazlar tip 1V, tip V
ve tip VII kollajenleri ve elastini yikarlar (77-80).

Tip | Kollajen

Tip | kollajene kemikte, tendon, deri ve korneada rastlanmaktadir. Tip | kollajen
iki o 1(l) zinciri ve bir o 2( | ) zincirinden olusan [o 1( 1 )]2 o 2 ( |') ile gbsterilir. Cok az
karbonhidrat igerir ve lizin hidroksilasyonu ¢ok yliksek degildir. Tip | kollajen bagd dokusu
fibroblastlari, osteoblastiar, ¢izgili kas hiicreleri ve bazi epitelial hiicrelerde sentezlenir.
Tip | kollajen formu fibrilleri mikroskopta karakteristik 67 nm periyotlarla goraltr. Benzer
dizen tip It ve tip lll kollajende de gérilur (69-71).

Tip 1l Kollajen

Tip Il kollajene kartilaj, kornea ve géziin cams: tabakasinda (vitreous body)
rastlanir. Ug oo 1( 1) zincirinden meydana gelen [a. 1( 11 )]3 ile gosterilir. Tip | kollajene

nazaran tip Il kollajen yilksek derecede lizin hidroksilasyonuna sahiptir. Tip Il kollajen
sentezi kondroblastlar, kondrositler, nétral retinal hicreler ve embriyonun omurga
taslaginda (notochord) olur (69-71).

Tip Il Kollajen

Tip Il kollajen fetal dermiste, kan damarlarinin aralarinda ve bazi organlarda
bulunur. Tip Il kollajen Gi¢ a 1( Il ) zincirinden meydana gelen [o 1( lll )]3 ile gosterilir.

Tip Il kollajen biraz sistein ve az miktarda lizin hidroksilasyonu igerir. Fibroblast ve
miyoblastlar da sentezlenir (69-71).

Tip IV Kollajen

Tip IV kollajen temel membran yapisinin énemli bir elemanidir. Hemen hemen

olitiin epitelial tabakalarin bazal yiizeyinde ekstraseliiler matriks fibréz ag yapisi vardir.
Tip IV kollajenin iki ayr alt tipine rastlanir. Bunlar; [o 1( IV )]3 ve [o 2( IV )]3 ile

josterilirler ve bir alt tipi epitelial hiicrelerce sentez edilir. Tip IV kollajen yiliksek lizin
aidroksilasyonu ve yiiksek glikozilasyona sahiptir (4, 69-71).
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Tip V Kollajen

Tip V kollajene kan damarlarinin arasinda ve ¢izgili kas hiicrelerinde bol miktarda

rastlanir. Cizgili kas hicrelerinde ve kondrositlerde sentez edilir. Iki ayri @ 1( V') zinciri
ve bir o 2( V') zincirinden olusan [a 1( V )]2 o 2( V) ile gosterilir (69).

2.5.1.1. Kollajen Sentezinin Erken Safhasi

Batin kollajen molekdlieri birbirlerine benzer temel yapiya sahiptir. Her birinin
yapisinda 300 nm uzunlugunda ve 1.5 nm capida (¢ o zinciri vardir. Kollajen polipeptid
zincirleri endoplazmik retikulum zincirine bagh ribozomlarda sentez edilir, grandllu
endoplazmik retikulum limeninden uzayarak gecerler ve "pro-o zincir" olarak
tanimlanirlar. Pro-o zincirleri gl sarmal seklini aldiklarinda "prokollajen” adini alir.
Prokollajen molekuliindeki peptidlerin karboksil terminalleri zincirler arasi dislfid badlari
ile baglidir. Zincirler arasindaki hidrojen baglar da prokollajen molekdllniin biraraya
getirimesine yardimei olur (69, 70). Pro-a zincirleri prokollajen molekiiliind
olusturmadan énce prolin ve lizinin artan miktarda hidroksilasyonu meydana
gelmektedir. Lizin hidroksilasyonu glikozilasyon igin 6nem tasir. Prokoliajen molekdilleri
nadir olarak disakkarid ve genellikle glukoz ve galaktoz igerir. Diger glikoprotein
sekresyon uriinleri sialik asit yoklugu ile karakteristiktir (68, 69).

2.5.1.2. Kollajen Sentezinin Ge¢ Safhasi

Prokollajen molekilleri sentez edilip, hiicreden salgilandiktan sonra prokollajen
peptidaz prokollajenin uglarindaki peptidleri ayirdiktan sonra olusan molekul
"tropokollajen" adini alir. Prokollajen peptidaz prokollajen molekil uglarindaki peptidleri
kopardiktan sonra kollajen molekdlleri kendiliinden kollajen fibrilleri olusturmaya
yonelir. Bu olay hiicre iginde olusabilecek fibrillojenezisi engeller (69, 71). Tip I, tip 1l ve
tip Il prokollajenler kollajene dénusur, tip IV ve V prokollajen dénlismez. Derideki
hidroksi prolin total kollajen miktarinda énemli indikatdr gérevi gériir ve hidroksi prolin
tayini yara iyilesiminde spesifik bir kimyasal metottur (70, 82).

Kollajen ile birlikte glikozaminoglikanlar ve fibronektin fibrillojenezisin
duzenlenmesinde rol oynar. Dokularda kollajen fibrilleri; deride gelisi glizel, tendonlarda
paralel, korneada ustlste dizendedir (68, 69, 70). Sekil 2 kollajen sentezinin
basamaklarini ve Sekil 3 kollajen grantllerini géstermektedir.
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Sekil 3 A- T15 Fibroblastlarinin goruntilerinde vezikul icinde kollajen granuli oklarla gosterilmistir. B- T15

Fibroblastlarinin hiicre zarindan gikmak tzere olan grantl oklarla gosterilmistir (Her iki fotografta da 1600

kez buyitme uygulanmustir).
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2.5.1.3. Kollajen Baglari

Lizin ve hidroksi lizin, lizin oksidaz ile oksidatif deaminasyona ugradiginda aldehit
gruplan ekstraselliler enzimlerle seyrek olarak reaksiyona girerler. Bu aldehit gruplar
diger aldehitler ve aminoasitler ile molekdl i¢i ve molekiller arasi kovalent baglar
olustururlar. Bu mekanizma kollajen molekdllerini bulundugu fibroblastlarin kendine
6zgu gerilme direncini arttirir (4, 69, 70, 83).

2.5.1.4. Kollajen Fibrillerinin Boyama Karakterieri

Kollajenin bulundugu dokular ¢iplak gézle bakildiginda beyaz goérilir( 6rn: facia,
tendon). Hematoksilin ve eosin ile boyandiginda pembe renk verir.Kullanimi yaygin olan
ikinci bir metod Masson's trichrome ile boyandiginda kollajen mavi renk verir ve von
Gieson metodu ile pembeye boyanir (68, 84). Tropokollajen molekulleri glisin,
hidroksiprolin ve hidroksi lizin aminoasitlerince zengindir. Kollajen molekdlleri asit ve
alkalilere dayaniksizdir (84).

2.5.2. ELASTIN

Elastin, kendine 6zgu elastikiyeti olan ekstraselller matriks polipeptitidir. Deride,
kan damarlarinda, burunda, gézin dis tarafinda, gastrointestinal organlarda ve
akcigerde bulunur. Glisin ve prolince zengindir, ancak hidroksiprolin ve hidroksilizin
kollajendeki kadar fazla degildir. Elastin hidrofobik aminoasitler, desmozin ve
izodesmozin i;;;erir. Desmozin ve izodesmozin elastine 6zgudir ve molekll igi ve
molekiiller arasi baglar meydana getirirler. Elastin fibrilleri fibroblast ve ¢izgili kas
hiicrelerinde sentezlenir (69, 76).

2.5.3. FIBRONEKTIN

Fibronektin, kollajen fibrilleriyle hiicre ylizeyi arasinda yer alan glikoproteindir.
Fibronektin reseptori (Integrin) ile plazma membraninin dis yiiziine tutunur. Integrin ise,
sitoplazmik mikrofilamentlere vinkilin ve talin vasitasiyla baglanir. Fibronektin
molekulinde dort farkii alan vardir; 1- hiicre baglayan, 2- kollajen baglayan, 3- aktin
baglayan, 4- fibrin baglayan alanlar. Iki fibronektin polipeptid zinciri kovalent distilfid
baglari ile birbirine baghdir (4, 85). Fibronektin hicre ve ekstraselliler matriks arasinda
adhesif kdpri konumundadir. Fibronektin fibrin ile spesifik olarak baglanir (86, 87, 88).
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2.5.4. PROTEOGLIKANLAR ve GLIKOPROTEINLER

Proteoglikanlar bag dokusu yerlesik hucrelerinde sentezlenir ve salgilanir (89-91).
Proteoglikanlar glikozaminoglikanlar ile kuvvetli silfat baglar yapan proteinler igerir (90).
Proteoglikanlar, dijer matriks proteinleri, hiicre, diger protein ve karbonhidrat tiplerini
baglar (91).

-Hyaluronik asit: N-asetilglikozamin ve D-glukronik asit disakkaritlerinden olusur.
Bag dokusunda, gézin camsi tabakasinda, kartilajda, deride ve gdbek kordonunda bol
miktarda bulunur. ‘

-Kondroitin-4-slilfat: N-asetilgalaktozamin ve D-glukronik asit disakkarit
Unitelerinin tekrarindan ibarettir. Kartilaj, deri ve korneada bol miktarda bulunur.

-Dermatan_silfat: N-asetilgalaktozamin-4-siifat ve L-iduronik asit Unitelerinden
olusur. Deri, kan damarlari, tendonlar ve akciger bag dokusunda bulunur.

-Keratan _siilfat: N-asetilglikozamin-6-sllfat ve galaktozamin (glikozamin de
olabilir) icerir.

-Heparan siilfat: Heparinin baglanmasina aracilik eder. N-asetil glikozamin ve D-
glukronik asit (genellikle) veya iduronik asit icerir (nadir). Bazi hicre tiplerinde temel
membran ylizeyinde bol miktarda bulunur. Heparin antitrombin IiI' G baglayan
antikoagilandir (92)

-Kartilaj proteoglikanlari: Hyalin kartilaj, embriyonik kemiklerde, uzun kemiklerin
uclarinda bulunur. Hyaluronik asit molekulleri i'gerir.

2.5.5. AMORF KRISTAL MADDELER

Bunlarin yapi ve gorevleri henliz yeteri kadar aydinlatiimamistir. Fibréz proteinler
ve proteoglikanlarin aralarini doldurduklari ve bunlarin haricindeki komponentlerle
baglanmalarina yardimci olduklan sanilmaktadir (68, 69, 93).

2.5.6. TEMEL HUCRE MEMBRANI

Istk mikroskobunda ¢izgi seklinde, elektron mikroskobunda ise agikga gorilir.
Epitelial ve bag dokusu hticrelerinde pek ¢ok olayin meydana gelmesine ylizey saglar.
Membran yiizeyi laminin ve proteoglikanlarca zengindir, merkez kismi ise tip Il
kollajence zengindir.
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2.5.6.1. Laminin

Molekdl agirhgi 220 kDa olan A zinciri ve 440 kDa olan B zincirinin dislfid baglari
ile baglanmasindan olusan bir molekildir. B zincirinin sonunda 50 kDa agirhginda
heparin baglayici alan ve hicre baglayici alan vardir. A zincirinde ise kollajen baglayici
alan vardir (4, 94). Fibronektine benzer olarak ekstraseliiler matriks glikoproteinlerini
hiucreye baglar (4, 95). Epitelial, endotelial, sinir ve kas hucrelerinde bulunur.
Tip IV kollajen, heparan silfat ve fibronektin de membran elenmanlar arasinda
sayilabilir. |

2.6. TEZDE KULLANILAN MADDELERIN FARMAKOLOJIK OZELLIKLERI
2.6.1. DIMETILSULFOKSIT'IN FARMAKOLOJIK OZELLIKLERI

Organik ve inorganik maddelerin kolayca ¢o6ziindigu yuksek polariteye sahip
endistriyel bir solvandir. Farmakolojik aktiviteleri; antienflamatuvar, lokal anestezik,
bakteriostatik, dilretik, vazodilatér olarak belirtiimistir. Membranlardan kolayca
penetrasyon ve kollajen dissolusyonu gibi dzellikleri oldugu da kaydedilmistir. Topik
olarak antineoplastik etkisi oldugu da gosterilmistir. Deri i¢in birinci derecede iritan bir
maddedir (96). DMSO birinci derecede toksiktir, akut sistemik toksisitesi vardir. ilaglar
DMSO' da ¢oziindurilerek verildiginde ayni ilaglarin sulu solisyonlarinda gézlenmeyen
toksisiteler ortaya ¢iktigr gérulmastur.

Artirit, bUrsit ve skloderma ile birlikte, seyreden semptomlarda deneysel olarak
DMSQO' nun %70 ve daha ylksek konsantrasyonlarinin lokal uygulamalarinda
antienflamatuvar 6zelligi oldugu gézlenmistir (93, 97, 98). Ancak kopek, tavsan ve
domuzlarda oral olarak uzun sire ylksek dozda DMSO uygulanmasinin okiler
toksisiteye sebep oldugu ve bu riskten dolayi antienflamatuvar olarak kullanilamayacagi
gosterilmistir (93, 97, 99). Hucre kiltariinde antimitotik etkisinden dolayi sivi nitrojen
icinde hucre stoklanmasinda kullantir (100-102).

2.6.2. DEKSPANTENOLUN FARMAKOLOJIK OZELLIKLERI

Dekspantenol, pantotenik asitin alkol analogunun dekstrojir formudur. % 2' lik
merhemi (Bépanthéne®)lokal olarak yanik, yara, Ulser ve dermatit tedavisinde
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kullanildiginda epitelyumdaki iyilesmeyi arttirdigi ve kasintiyi azalttigr gézlenmistir. Bazi
kozmetik preparatlarin formiiliine de girer (93, 96).

Pantotenik asit veya pantotenat tuzu yasayan tiim organizmalarda, ko-enzim-A'
nin 6nemli bir komponentidir. Pantotenik asitin primer insan fibroblast hicre
kilturlerinde intraseliiler protein sentezini stimtile ederek hiicreyi mitoza sevkettigi ancak
mekanizmasinin heniiz bilinmedigi kaydedilmistir (103).

2.6.3. CENTELLA ASIATICA EKSTRESININ FARMAKOLOJIK OZELLIKLERI:

Centella asiatica (Hydrocotyle asiatica) Hindistan, Pakistan, Seylan ve
Madagaskar'da yetisen ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Bu Ulkelerde yuzyillardir yaralarin
iyilestiriimesinde geleneksel ilag olarak kullaniimaktadir. Avrupa'da yara ve bacak
tlserlerinin tedavisinde iyi sonug verdidi icin hazirlanan ilag preparatlan (Madécassol®)
vardir (63, 104). Herba Hydrocotilis asiatica, saponinlerden: asiatikozid, oksiasiatikozid
ile triterpen asitlerden: asiatik asit, madekassik asit, madesiatik asit tasir. Antibakteriyel
ve yara iyilestiricidir (105). Standart ekstrede asiatik asit (% 30 a/a), madekassik asit (%
30 a/a) ve asiatikozid (% 40) bulunmaktadir. :

TECA' nin bad dokusu hucrelerinin elemanlar Uzerine biyokimyasal etkileri
oldugu bilinmektedir. Primer insan deri fibroblast kiiltirlerinde [14C]-prolin veya [14C]-
I6sin' in yeni sentez edilen kollajendeki &dlgimleri ve hidroksi prolin miktar tayinleri
yapilarak Centella asiatica ekstresinin kollajen sentezini stimile ettigi gosterilmigstir
(106). Ayrica stresle olusan Ulserlerde diazepam ile karsilastirmali olarak caligiimis,
antililser aktivitesi (mide Ulserlerinde) gosterilmistir. Siganlarla yapilan deneyler sonucu
antistres aktivitesi oldugu tahmin edilmektedir (107).

2.6.4. ARNEBIA DENSIFLORA' DAN ELDE EDILEN iZOVALERILALKANIN VE q-
METIL-n-BUTILALKANIN (108) VE DIGER NAFTOKINONLARIN FARMAKOLOJIK
OZELLIKLERI

Boraginaceae familyasina dahil olan Amebia bitkisinin kokleri, kirmizi renkli
izohekzilnaftakinonlar (alkanninler) ihtiva ederler. Amebia densiflora (Nordm.) Ledeb.
yurdumuzda Bursa, Manisa, Eskisehir, Kayseri, Adana, Erzincan, Konya, Nigde ve
Maras illeri ve gevresinde bulunmaktadir. Buglne kadar, dinyada yedi Arnebia turd ile
calisihp, icerdikleri naftokinonlarin bazilan alkannin, bazilan sikonin olarak
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isimlendirilmistir (109). Arnebia densiflora' nin igerdigi naftakinonlar: alkanin, arnebin-7,
asetilalkanin, o-metil-n-batilalkanin, izovalerilalkanin, B,p-dimetilakrilalkanin  ve
anjelikalkanin olarak tespit edilmistir (109, 110).

Naftakinonlarin, antibakteriyel, antienflamatuvar, antitimér ve yara iyilestirici
etkileri oldugu ve naftakinon tagiyan bitki ekstrelerinin bu amaglarla halk arasinda
kullanlddigi  bilinmektedir (111-113). Sikonin’in 50 pg dozda topik uygulanmasinin
(merhem olarak) histaminle artan vaskuiler permeabiliteyi %40 inhibe ettigi, yine alkanin
veya sikoninden birinin 50-100 pg dozlarda topik uygulanmasi ile histaminin intradermal
enjeksiyonu sonucu olugan kapiller permeabilite artisini engelledidi sicanlarda test
edilmigtir. Ayni ¢alismada sikonin, sikalkin ve alkanin, fenilbutazon ile karsilastirmali
olarak antienflamatuvar ve antibakteriyel etkileri ratlarda dermal yaralarda olusan
6demlerde 50-100 pg olmak Uzere iki doz olarak uygulanmis ve maksimum cevaplarin
50 pug dozda alindig1 kaydedilmistir (112).

Naftakinon ihtiva eden bitkilerin halk arasinda yara iyilestirici olarak
kullanilmasindan istifade ederek, Alkanna tinctoria' daki naftakinonlarin izole esterleri
merhem olarak ulcus crurifis ve yaniklarda denenmis lokal uygulamanin 6. ve 7.
haftasinda hastalarda belirgin diizeyde iyilesme gértulmis, enflamasyonun olmadigi
tespit edilmis, basart orani %80 kabul edilmistir (114, 115). Sikonin ve tirevleri, akut-
kronik ekzemaya ve sivilcelere karsi da denenmis ve ozellikle akut egzemada iyilestirici
etkisi oldugu gorilmastar (116).

Cin ve Japonya' da da naftakinon igeren bitkilerin (Alkanna tinctoria, Arnebia
nobilis) antibakteriyel ve yara iyilestirici olarak kulianildigi (115) ve yapilan bir ¢alismada
izole edilmis sikoninlerin 50-500 pg/ml konsantrasyon serilerinde Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermis, Sarcina Iutea ve Bacillus subtilis tizerine
antibakteriyel etkileri oldugu, benzer etkinin E. coli Uzerine olmadigi ve sadece
alkaninlerin Candida albicans tzerine inhibe edici etkileri oldugu kaydedilmistir (117,
118).

Yunanistan' da yapilan bir calismada Alkanna tinctoria' dan elde edilen
naftokinonlarin hekzanli ekstresinin (6zellikle arnebin-7) antibiyotik ve sitotoksik
etkilerinin oldugu gdsterilmistir. Histoplastin Red® olarak isimlendirilen tibbi mustahzarin
terkibini olusturur (115). Yurdumuzda (Gaziantep' te) "Eglik kokd" olarak bilinen Armebia
densiflora (ya da Alkanna tinctoria) 'min koklerinden eglik macunu hazirlanmakta ve
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hazirlanan bu karigimin yaralarda merhem olarak sirilmektedir. Eglik macunu: 15 g
eglik koki tereyaginda kizartilip, stiztlar. Stztlen yag, 25 g gekem (Viscum album), 25
g balmumu ve 50 g antep fistigl sakizi ile birlikte bir kaba konur ve az ateste tahta
kasikla macun kivamina gelene kadar karnistinir. Hazirlanan bu macunun 1.5 misli
slzllmus bal ile kanstirilarak mide-bagirsak Ulserlerinde ve veremli hastalarda sabah ag
karnina birer kasik verilerek kullanildigi bildirilmistir (119).

Naftakinonlarin antitimér aktiviteleri arastinlmis; 15 mg/kg/gtn 'den vyiiksek
dozlarda sikonin ve alkaninlerin toksik etkisi, daha duslik dozlarda antitimor aktiviteleri
farelerde Sarcoma 180 hicreleri kullanilarak tespit edilmistir (113, 120). Amebia
ekstresinin ylUksek konsantrasyonlari (1-1000 pg arasi dozlar) kullanilarak Ehrlich
ascites Carcinoma hucreleri ile yapilan in vitro galismada sitotoksik etkileri oldugu,
distk dozlarda ise bu etkinin olmadidi gézlenmistir. Aym calisma, farelerde in vivo
olarak yapildiginda, sitotoksik etkinin yanisira hepatotoksik etkisinin de oldugu
gosterilmigtir. Ayrica mutajenik etkileri laboratuvar hayvanlarinda izlenmistir (120).

Arnebia nobilis koklerinden izole edilen arnebin-1 ratlarda Walker
karsinosarkoma 256 (RWC 256) ile in vivo olarak yapilan g¢alismada antitimér etkiye
sahip oldugu kaydedilmistir (121). Arnebin-1' in kobaylarda Walker karsinosarkoma
hiicrelerine karsi 4 mg/kg/giin dozda gosterdidi sitotoksik etkiyi, farelerde PS (P 388
lenfoid I6koma) hiicrelerine 3 mg/kg/glin dozda gdésterdidi bildirilmistir (112). Arnebin-1"
in mitomisin-C veya difenilstiifon-4,4'-diazotiyosiyanat ile kombinasyonlarinin antitimor
aktivitelerinin arttigi gézlenmistir (122).

Naftakinonlar ve diger sitostatik ve sitotoksik ajanlar ile (azatiyopirin, kolsisin,
siklofosfamid, fluorourasil, metotreksat ve vinkristin) lenfosit ve grantlosit hicre
kultarleri ile yapilan ¢galismalarda imminosupressif ve immunostimilan etkileri (fagositoz
yetenegi) arastiriimis ve alkaninin 250 ng/ml, sikoninin10 ng/ml" den ylksek dozlarinin
immunosupressif, alkaninin 250 pg/ml (875 pmol/l) ve sikoninin 100 pg/ml (350 pmol/l)
dozlarda immunostimulan etkileri tespit edilmistir (123).

Amebia densiflora’nin, antienflamatuvar, analjezik ve yara iyilestirici etkileri in
vivo olarak calisiimistir. A. densiflora ekstresinin 1, 3, 5 mg/kg/giin dozlarnda
intraperitonal  verilmesi sonucunda antienflamatuvar etkisi, farelerin sirtlarinda
olusturulan yaralarda, %10, %20' lik pomadinin kullanilmasi sonucu da yara iyilestirici
etkisi gosterilmistir. Yara dokusundan alinan histolojik kesitlerde hiperkeratinozis, deri
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adneks geligimi, granilasyon dokusu, kollajen tretimi, gerilme direnci gibi parametrelere
bakilmistir (108, 124).

Alkanninlerin boyar madde olarak kullanimlan eski Yunan ve Roma
medeniyetlerine kadar uzanir. Ginimuzde boyar madde olarak kullanimlari uzak dogu
tlkelerinde yaygindir. Son yillarda oniki Avrupa Ulkesinde gida, kozmetik ve sarap
boyas! olarak kullanildiklari bilinmektedir (108). Alkanin ve sikonin Colour Index'te
Natural Red 20 ve Shikonin veya Tokyo Violet olarak yer almaktadir. Alkanninin besin
katki maddesi olarak kullanimi FAO/WHO komitesi tarafindan kabul edilmis ve dinyada
yaklasik 20 Ulkede boyar madde olarak kullaniimasina izin verilmistir (108).

Bu tezde kullanilan dekspantenol, Centella asiatica ekstresinin (TECA) etken
maddesi asiatikozid ve Arnebia densiflora’dan hazirlanan karigimdaki izovalerilalkanin
ve a-metil-n-batilalkanin’in kimyasal formdlleri Sekil 4 de verilimistir.

2.7. YARA IYILESTIRICI ETKILERi OLAN DIGER BITKILER

Aloe vera, antienflamatuvar ve yara iyilestirici etkileri gosterilmis bir bitkidir.
Odemlerde, akut ve kronik enflamasyonlarda antienflamatuvar etkisi ve siganlarda
olusturulan yaralarda, grantlasyon dokusunda gerilme direnci ve diger biyokimyasal
parametrelere bakilarak yara iyilestirici etkileri gosterilmistir (125, 126). Yine Aloe ile, .
farelerde yapilan bir bagska c¢aligmada; Aloe kreminin kullaniidigt yanik yaralarinda
iyilesmenin, Aloe'nin diger topik preparasyon formlarina gére daha iyi sonu¢ verdigi
gosterilmigtir (127).

Hamamelis virginiana' in dal ve gbévde kabuklarindan elde edilen ekstre
Hametan® adi ile hazirlanan krem, merhem ve topik losyonlarin etken maddesini
olusturur (95, 104, 128).

Dragon's Blood (Crofon spp.) da yara iyilesiminde fibroblastlarda kollajen

sentezini stimile ettigi, epitelial dokuda rejenerasyonu hizlandirdigi gésterilen bir bagka
bitkidir (57).
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Sekil 4. Calismalarda kullanilan maddelerin kimyasal formlleri
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Moringo oleifera ve Aegle marmelos (Bilva) siganlarda yapilan c¢alismalarda
antienflamatuvar ve yara iyilestirici etkileri tespit edilmis bitkilerdir (129). Her ikisinin de
akut antienflamatuvar aktiviteleri oldugu, sadece Bilva' nin kronik enflamasyonda etkili
oldugu ve (gerilme direncini arttirmada) heksozaminle lisil oksidaz aktivitesini taklit
ederek kollajen uretiminde etkili oldugu sanilmaktadir (79). Tridax procumbens (130) ve
Hypericum (131) da gerilme direncini arttirarak yara iyilesiminde etkili olan bitkilerdir.
Pongamia pinnata ve Cynodon dactylon (133), Cassia alata (134), Symphytum officinale
(ayrica analjezik etkil) (135), Curcuma aromatica ve Piper betle (136), Wedelia
calendulaceae (137), Triticum vulgare (138) yara iyilesimi Uzerine etkileri gosterilmis
bitkilerdir.

Delphinidin kloriir (IdB 1056) tavsan ve sicanlarda histaminle olusan kapiller
permeabiliteyi azaltan ve yara iyilestirici etkisi gésterilmis bir bitkisel flavanoiddir.(132)
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3. YONTEM VE GEREGLER
3.1. KULLANILAN MATERYALLER
3.1.1. KIMYASAL MADDELER

-Dekspantenol ( Roche ilag Mistahzarlari, istanbul )
-Standart Centella asiatica ekstresi (Titrated extract from Centella asiatica = TECA)
(Bilim llag Sanayi , Istanbul) '
-Amebia densiflora bitkisinden elde edilmis ;izovalerilalkanin ve o-metil-n-butilalkanin
karisimi
-Dulbecco's Modification of Eagles Medium (DMEM) (Gibco, Scotland Yard, UK)
-L-glutamin (Sigma, St.Louis, ABD)
-Fetal Bovine Serum (Sigma, St.Louis, ABD)
-Tripsin-EDTA solusyonu. 10X (Sigma, St.Louis, ABD)
-Etilendiamin tetraasetikasit (EDTA) (Merck, Darmstadt, Aimanya)
-Penisilin-streptomisin solisyonu (Sigma, St.Louis, ABD)
-Dimetilsulfoksit (DMSO) = ( Merck, Darmstadt, Almanya)
-Potasyum klortir ~ (Merck, Darmstadt, Almanya)
-Sodyum klortr (Merck, Darmstadt, Almanya)
-Sodyum bikarbonat (Merck, Darmstadt, Almanya)
-Sodyum hidroksit (Merck,Darmstadt, Almanya)
-Potasyum hidrojenfosfat (KH2 PO4) (Merck,Darmstadt, Almanya)
-Sodyum hidrojenfosfat (Na2 HPO4) (Merck,Darmstadt, Aimanya)
-Asit fuksin (Merck, Darmstadt, Almanya)
-Fosfomolibdik asit (Merck,Darmstadt, Almanya)
-Metilen mavisi (Merck, Darmstadt, Aimanya)
-Glasiyel asetik asit (Merck,Darmstadt, Almanya)
-D-glukoz (Merck, Darmstadt, Aimanya)
-Fenol red (Merck, Darmstadt, Aimanya)
-Hematoksilin (Merck, Darmstadt, Almanya)
-Potasyum stilfat (Merck, Darmstadt, Almanya)
-Civa oksit (Merck, Darmstadt, Aimanya)
-Gliserin
-Entellan
-Zefiran
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3.1.2. HUCRELER

-Tavuk embriyonik fibroblastlari (Déllenmis tavuk yumurtasindan alindi.)
-T15 fibroblastlarr  (East Anglia University School of Biological Sciences molekiiler
biyoloji departmanindan saglanmistir.)

3.1.3. MALZEMELER

-Polistiren sise 25 cm? - Corning (Sigma, St. Louis, ABD)

-Polistiren petri 6 cm ¢apta - Corning (Sigma, St. Louis, ABD)

-Lam, lamel

-Gilson mikropipet (1ml ve 200 ml'lik ) ve uglart

-Sivi azot tanki (30 LD)

-Kriyotiip

-Steril enjektor ucu filtresi-Milipor 0.22 mm X 25mm (Sigma, St. Louis, ABD)

3.1.4. CIHAZLAR

-CO; Inkiibatéri (Heraeus 6000)

-Steril kabin (Holten HV2448)

-Derin dondurucu (Heraeus)

-Soguk oda (Uniblock Zanotti)

-Santrfj (Heraeus)

-Invert mikroskop (Olympus CK 2)

-Mikroskop (Olympus BH-2)

-Etlv :

-Mikroskop-+fotograf makinesi sistemi (Olympus PM-30 exposure control unit + Olympus
BX 50)

3.1.5. KULLANILAN DIGER MALZEMELER

-Mikrodiseksiyon kuveti
-Mikrodiseksiyon makasi
-Bistiri
-Mikrodiseksiyon pensi
-Alkol lambasi
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-pHmetre
-Renkli fotograf filmi

3.2. KULLANILAN SOLUSYONLAR VE HAZIRLANISLARI
3.2.1. DULBECCO' S MODIFICATION OF EAGLES MEDIUM (DMEM)
1X 500 ml igin: DMEM 6.69 g, Sodyum bikarbonat 1.85 g, distile su

Hacmi kiiltir vasatina katilacak olan diger sivi maddeler de hesaplanarak
tamamlandi. 1 N HCl ve 1 N NaOH kullanitarak pH 7.2-7.4 'e ayarlandi. Sterilize edildi.

DMEM' IN ICINDEKILER

INORGANIK TUZLAR mg/It
CaCl2 (anhidr) 200.00
Fe(NO3).9H20 0.10
KCI 400.00
MgSO4 (anhidr) 97.67
NaCl 6400.00
NaH2PO4 H20 125.00
DIGERLERI

D-glukoz 4500.00
Fenol red 15.00

AMINO ASITLER

L-arjinin 84.00
L-sistein 62.57
L-glutamin 584.00
Glisin 30.00
L-histidin HCL.H20 42.00
L-izolésin 105.00
L-16sin 105.00
L-lisin HCI 146.00

L-metionin _ 30.00
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L-fenil alanin 60.00

L-serin 42.00
L-treonin 95.00
L-triptofan 16.00
L-tirozin (disodyum tuzu) 103.72
L-valin 94.00
VITAMINLER

D-Ca-pantotenat 4.00
Kolin klorar 4.00
Folik asit , 4.00
l-inositol ‘ 7.20
Nikotinamid 4.00
Piridoksal HCI 4.00
Riboflavin 0.40
Tiamin HCI : 4.00

3.2.2. KULTUR VASATI (DMEM+%10 FCS)
% 10 500 ml igin: % 9.2 Steril sodyum bikarbonat ¢6z. 20 ml, L-glutamin sol. 5 m! (%1
olacak), Pen-strep sol. 5 ml (%1 olacak), Fetal bovine serum 50 ml (%10 igin), DMEM.

sol. k.m. 500 ml (30).

NOT: Kullanilan DMEM glutamin igeriyorsa ayrica glutamin solUsyonu ilave edilmedi (pH
7.2) (139). '

3.2.3. L-GLUTAMIN SOLUSYONU

100X igin: L-glutamin 2.922 g.,Steril distile su k.m. 100 ml (pH 4.5-5.5)

3.2.4. PUCK' S SALINE-A (PSA)

100 ml icin: Potasyum klorir (4 g/l) 0.4 g, Sodyum kloriir (80 g/l) 8 g, Sodyum
bikarbonat 0.35 g, D-glukoz (10g/l) 1 g, Fenol red (0.05 g/l) 0.005 g, Steril distile su k.m.

100 ml (pH 7.2-7.4)(138).

49



3.2.5. EDTA SOLUSYONU

100 ml - 300 mM igin: EDTA 11.166 g, Steril distile su k.m. 100 ml, NaOH (k.m. pH: 8)
yaklastk 1.2 g..

3.2.6. TRIPSIN SOLUSYONU

100 ml 2X igin: PSA 10 ml, %5 Sodyum bikarbonat 0.7 ml, 300 mM EDTA 0.33 ml, 10X
Tripsin/EDTA 25 ml, Steril distile su k.m.100 ml (pH 7.2) (51). '

3.2.7. FOSFAT TAMPON GOZELTiSi (PHOSPHATE BUFFER SALINE - PBS )

1 lticin: NaCl 8 g., KCI 0.2 g., KH;PO4 0.2 g., NaHPO4 1.14 g. (pH 7.3) (54).

3.2.8. DEKSPANTENOL GOZELTILERI

3.2.8.1. 5 _mg/ml _Dekspantenol ¢dzeltisi : 50 mg dekspantenol DMSO ile 10ml' ye
tamamlandi.

3.2.8.1. 0.5 mg/ml Dekspantenol ¢ézeltisi: 5 mg/ml dekspantenol ¢ézeltisinden 1 mi
alinarak DMSO ile 10 ml' ye tamamland.

3.2.9. TECA GOZELTILERI

3.2.9.1. 5 mg/ml TECA c¢ozeltisi : 50 mg TECA tarttlip, DMSO ile 10m!' ye tamamlandi.
3.2.9.2. 2.5 mg/ml TECA ¢bzeltisi: 5 mg/ml TECA ¢bdzeltisinden 5 ml alinarak DMSO ile
10 ml'ye tamamlandi.

3.2.10. KAR COZELTILERI

3.2.10.1. 5 mg/ml KAR_¢bzeltisi: 50 mg karisim tartildi, DMSO ile 10 ml' ye tamamlandi.
3.2.10.2. 0.5 mg/ml KAR c¢dzeltisi: 5 mg/ml 'lik karigim ¢dzeltisinden 1 ml alinarak
DMSO ile 10 ml' ye tamamlanir.
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3.2.11. KOMBINASYON COZFLTILERI

3.2.11.1. Dekspantenol+TECA c¢dzeltisi;: 0.1mg/ml dekspantenol+2.5mg/ml TECA
olacak sekilde 5 mg/ml dekspantenol c¢ozeltisinden 1 ml ve 5 mg/ml asiatikozid
¢Ozeltisinden 5 ml alinip DMSO ile 10 ml' ye tamamlandi.

3.2.11.2. Dekspantenol+KAR cbzeltisi: 0.5 mg/ml dekspantenol+0.5 mg/ml KAR karigimi
olacak sekilde 5 mg/m! dekspantenol ¢ézeltisinden 1 ml ve 5 mg/ml KAR ¢ézeltisinden 1
ml alinarak DMSO ile10 ml'ye tamamlandi. '

3.2.11.3. TECA+KAR gbzeltisi: 2.5 mg/ml TECA+0.5 mg/ml KAR olacak sekilde 5
mg/ml TECA ¢ozeltisinden 5 ml ve 5 mg/ml KAR ¢dzeltisinden 1 ml alinarak DMSO ile
10 ml'ye tamamlanir.

3.2.12. BOYA SOLUSYONLARI
Asagida belirtilen boya soltisyonlari hazirlandi (83).

3.2.12.1. Asit Fuksin Soliisyonu: .
100 ml icin: Asit fuksin 0.5 g, Glasiyel asetik asit 0.5 ml, Distile su 100 ml

3.2.12.2. Fosfomolibdik Asit Cozeltisi:
100 ml igin: Fosfomolibdik asit 1 g, Distile su 100 ml

3.2.12.3. Metilen Mavisi Soliisyonu:
100 ml icin: Metilen mavisi 2 g, Glasiyel asetik asit 2.5 ml, Distile su 100 ml

3.2.12.4. Asit-Alkol Soliisyonu:
100 ml icin: %70' lik alkol 98 ml, Derigik HCI 2 ml

3.2.12.5. Asetik Asit Soliisyonu:
100 ml igin: Glasiyel Asetik Asit 1 ml, Distile su 99ml

3.2.12.6. Harris’in Hematoksilin Soliisyonu:
Hematoksilin 1g , Absold Etanol 10 ml, Potasyum Silfat 20 g, Civa Oksit 0.5 g, Glasiyel

asetik asit 0.8 mi, Distile su 190 ml.
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Tablo 2. HAZIRLANAN SOLUSYONLARIN STERILIZASYONLARI VE SAKLAMA
KOSULLARI

Soliisyon Sterilizasyonu Saklama Kosullari
Amino asitler Filtre +40C
Antibiyotikler Filtre -200C

Bovine serum albumin Filtre +40C

Biylime faktorleri Filtre -200C

DMSO ‘ Kendi steril +20 OC (1s1ks12)
Droglar Filtre (ilacin 6zelligine gore) -200C

EDTA Otoklav +20 0C
Fenol-red Otoklav +20 0C

Glukoz % 20 Otoklav +20 0C

Glukoz %1-2 Filtre (otoklavda karamelize olur) +20 0C
Glutamin Filtre -200C

HCI Filtre +20 0C
Kollajenaz Filtre -200C
NaHCO3 Filtre +20 0C

NaOH 1 N | Filtre +20 0C

Tuz sollsyonlari (glikozsuz) Otoklav +20 0C

Serum ‘ Filtre -200C

Su Otoklav +200C

Tripsin Filtre -200C

Otoklav: 100 kPa - 121 OC - 20 dak.
Filtre: 0.22 mm por ¢apli

+20 OC: oda sicakhgi |

- 20 oC: Derin dondurucu

+ 4 0C: soguk oda
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3.3. YONTEMLER
3.3.1. T15 FIBROBLASTLARIN TRIPSINLENMESi

Inkiibasyona birakilmis hiicrelerin invert mikroskopta ekildikleri alani kapladiklari
tespit edildiginde hiicreler kurallara uygun sekilde steril kabine alindi. Uzerlerindeki
medyum steril pipet vasitasiyla bosaltilip zefiranli su icine alindi. 370 C' ye getirilmis 2X
tripsin solisyonu 25 cm2' ye 2ml olacak sekilde hiicrelerin (izerine eklendi. Sise veya
petrinin kapa@i kapatildi ve tekrar inkiibatére koyuldu.Yaklasik 5-10 dak. tripsinde
bekletilen hdcrelerin sekillerinin  yuvarlaklastigt ve tutunduklan yuzeyden kalktigi
gbzlendi.

Petri veya sise tekrar steril kabine alinarak Gzerlerine tripsin sollisyonunun en az

iki kati hacimde %10 FCS ilave edildi. Petri veya siselere dagitildi ve Uzerlerine ylzeyi
kapatacak kadar medyum ilave edildi. Inkiibasyon icin tekrar %5 CO2 ve 370C de

inklibatdre birakildi.
3.3.2. TEST‘i(;iN HUCRE HAZIRLANMASI

Hucreler tripsinlendikten sonra igine steril lameller yerlestiriimis petrilere esit
miktarlarda alindi ve lzerlerine yeterli miktar %10 FCS ilave edildi. Bir giin sonra birim .
alana dusen hicreler her petri icin bes alan sayilarak tespit edildi.llag verildi. (Birim alan:
20X icin A= 0.8655 mm2, 40X icin A=2.1638x10-3 mm2 )

3.3.3. TAVUK EMBRIYOSUNUN ELDE EDILMESI

Alinan déllenmis yumurtalar 38.5°C' de rutubetli ortamda inkibasyona birakildi.
Bir taraflarina inktbatére koyulduklari ginin tarihi yazildi ve her giin yumurtalar
2mbriyonun normal gelisimini stirdtrebilmesi i¢cin 180 derece cevrildi.

Yumurtalar inkiibasyona birakildiklarinin 8. giint alindi. Daha énce alindiginda

ambriyo pargalandidi i¢in alinmasinin zor oldugu ve daha sonraki glinlerde alindiginda
se dokularnn farklilasmaya basladigi géziendi (99).
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3.3.4. YUMURTANIN ACILMASI VE EMBRiIYONUN DISEKSIYONU

Yumurtalar %70’ lik alkol ile iyice silinerek steril kabine alindi. Absolii alkol iginde
bekletilen steril pens alevden gegirildi ve kabuk c¢atlatilarak alindi ve yumurtalarin dip
tarafinda yuvarlak bir delik agildi. Korioallantoik (chorioallantoic) membranla birlikte kan
damarlan géraldi. Membran agildiginda gérilen embriyo steril pens ile PBS igine alindi
(99).

3.3.5. EMBRIYONUN DISEKSIYONU VE DOKU PARGCACIKLARININ EKILMESI

PBS icine alinmis embriyonun gézleri ayrildi. Geride kalan kisim pens ve bisttiri
yardimiyla bir ka¢ pargaya bolindu ve ikinci bir ylkama sollisyonu olarak baska bir
kaptaki PBS ig¢ine alindi. Burada yikanip kan hicrelerinden arinan embriyo, iginde
yaklasik 1 ml %10 FCS olan diseksiyon kiivetine alindl.

Bistari ve pens ile mimkin oldugunca kigiik pargalara ayrilir. 6 cm ¢apindaki
petriye yaklasik bir embriyo ekildi. Parcalar pens ve pipet yardimiyla icinde lameller
bulunan petrilere mimkin oldujuca homojen sekilde dagitildiktan sonra sadece
kurumasina engel olacak kadar medyum ilave edildi. Petrilerin tzerlerine tarih ve hiicre
tipi yazilarak inktibatére koyuldu (99).

3.3.6. HUCRELERIN DOKULARDAN ARINDIRILMASI VE GOGALMALARININ
KONTROLU

Dokular ekildikten yaklasik 12 saat sonra (zerlerine medyum ilave edildi. Bir
veya iki gin sonra (doku pargaciklarinin etrafinda hicrelerin ¢cogaldigi gézlenince)
uzerlerindeki medyum alindi ve doku pargaciklan pens yardimiyla (istenilirse) tekrar
hiicre tretilmesi igin baska petri veya siseye alindi. Codalmis olan hiicreler bir kag kez
370 C' ye getirilmis PBS ile yikandi, tUzerlerine medyum ilave edilerek inkibasyona
birakildi. Medyumun kirIehdiQi gozlendiginde degistirildi. Hiicrelerin ylizeyi kapladiklar
gorildiuginde PBS ile yikandi ve medyumlan degistirildi. Bir ka¢ saat sonra ilag verildi.
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3.3.7. T15 VE TAVUK EMBRIYONIK FIBROBLASTLARINA TEST MADDELERININ
UYGULANMASI

Birim alana dugen hticreler bes degisik alanda sayildiktan sonra deney setindeki
petrilerdeki hiicrelere ilaglar verildi.

1. Petri: (+) Kontrol bos

2. Petri: (-) Kontrol Medyumda 2 pl/ml olacak sekilde DMSO ilave edildi. (8 pl DMSO/
4 ml medyum)

3. Petri: Despantenol-1 (0.5 mg/mi lik ¢bzeltisinden) : Medyumda 1 pg/ml dekspantenol
olacak sekilde, 4 ml medyuma 8 pl ilave edildi.

4. Petri: Dekspantenol-2 (6 mg/ml lik ¢ozeltisinden) : Medyumda 10 pg/ml despantenol
olacak sekilde, 4 ml medyuma 8 nl ilave edildi. '

5. Petri; TECA-1 (2.5 mg/ml lik ¢dzeltisinden) : Medyumda 5 pg/ml TECA olacak
sekilde, 4 ml medyuma 8 pl ilave edildi.

6. Petri: TECA-2 (5 mg/ml lik ¢bzeltisinden) : Medyumda 10 pg/ml TECA olacak sekilde, .
4 ml medyuma 8 ul ilave edildi.

7. Petri : lzovalerilalkanin ve a-metil-n-biitilalkanin (KAR) karisimi-1 (0.5 mg/ml lik
¢ozeltisinden) : Medyumda 1 pg/ml izovalerilalkanin ve o-metil-n-bitilalkanin karigimi
olacak sekilde, 4 ml medyuma 8 pl ilave edildi.

8. Petri: lIzovalerilalkanin ve a-metil-n-bitilalkanin (KAR) kansimi-2 (5 mg/ml) :
Medyumda 10 pg/ml izovalerilalkanin ve a-metil-n-bitilalkanin karigsimi olacak sekilde, 4
ml medyuma 8 pl ilave edildi.

9. Petri: Despantenol-1+TECA-1 (0.5 mg/ml+2.5mg/ml lik ¢dzeltisinden) : Medyumda
img/ml dekspantenol ve 5 pg/ml TECA olacak sekide, 4 ml medyuma 8 pl
kombinasyon ¢ozeltisi ilave edildi.
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10. Petri: Dekspantenol-1+izovalerilalkanin ve o-metil-n-biitilalkanin (KAR) karisimi-1
(0.5 mg/ml+0.5 mg/ml lik ¢bzeltisinden) : Medyumda 1 pg/ml dekspantenol ve 1 pg/ml
izovalerilalkanin ve o-metil-n-bitilalkanin karigimi olacak sekilde, 4 ml medyuma 8 pl
kombinésyon cozeltisi ilave edildi.

11. Petrii TECA-1+izovalerilalkanin ve a-metil-n-bitilalkanin (KAR) karisimi-1 (2.5
mg/mli+0.5 mg/ml lik ¢ozeltisinden) : Medyumda 5 pg/ml TECA ve 1 pg/ml
izovalerilalkannin ve a-metil-n-bitilalkannin olacak sekilde, 4 mlrmedyuma 8 ul
kombinasyon ¢ézeltisinden ilave edildi. ‘

NOT: 9-10 ve 11. petriler T15 fibroblastlarinda yapiimadi. T15 fibroblastlarinda
saatler arasindaki farki goérebilmek i¢in yapilan 6. saatteki boyama, hiicreler arasinda
morfolojik agidan bir fark gézlenmedigi icin tavuk embriyonik fibroblastlarinda yapiimad:.

3.3.8. HUCRELERIN FIKSASYONU, BOYANMASI VE SABIT PREPARAT HALINE
GETIRILMESI
Hucrelere .ila¢g verilmesinden 24 saat sonra petriler inkiibatérden alindi.
Uzerlerindeki medyum bosaltildi ve bu islemler igin steril kabin kullaniimadt.

3.3.8.1. Hiicrelerin Fiksasyonu

Uzerlerindeki medyumlari alinmis olan lamellerdeki hiicreler %70' lik alkol icinde
15 dak. tutularak fikse edildi. Kaybettikleri suyu kazanmalar igin 5-10 dak. distile suda
tutuldular. Daha sonra boyama iglemine gegildi.

3.3.8.2. Hiicrelerin Masson's Trichrome Teknigi ile Boyanmasi

Fikse edilmis preparatlar, hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi igin 10
dak.hematoksilinde bekletildi. Asit alkol ile uzaklastinldi. Lamel su ile yikandi. Asit
fuksin soltisyonu ile 10 dak. muamele ediidi. Distile su ile ¢alkalandi. Fosfomolibdik asit
ile 5 dak. muamele edildi, stzdurtldia. Metilen mavisi ile 5 dak. bekletildi. Distile su ile
yikandi. Asetik asit sollisyonu ile 2 dak. muamele edildi. %70' lik alkolle kurutuldu.Temiz
lamin Uzerine bir damla entellan damlatildi. Lamellerin hicreli taraflari arada kalacak
sekilde lamin (zerine kapatilarak sabit preparat haline getirildi (83). Bu boyama
teknigiyle nikleus koyu mauvi, sitoplazma kirmizi, kollajen mavi-gri  renklerde
gorulmektedir (49).
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3.3.9. SABIT PREPARATLARDA HUCRELERIN DEGERLENDIRILMESI

Daha 6nce hazirlanan sabit preparatlar, belli bir sira ile mikroskoba alindi. T15'ler
icin 20X, tavuk embriyonik fibroblastlari icin 40X objektifte gortintr alandaki htcreler,
morfolojik agidan; fuziform, poligonal, vakuollii ve yuvarlak olarak sayildi ve toplam
hicre sayilar bulundu (Gériindr alan 3.3.2. iginde mm2 olarak verilmistir.) Bu islem en
az bes degisik alanda yapidi. T15 icin 20X, tavuk embriyonik fibroblastlari igin 40X
objektifte on degisik alanda mitoza giden hiicreler sayildi. Her iki hiicre tipi icin de 40X
objektifte hiicrelerdeki grantl sayilari 20 degisik alanda birer hiicrede yapildi. Alinan
degerler; toplam hiicre, mitoza giden hiicre ve grantl sayilart hari¢ diger parametreler %
olarak hesaplandi ve sonuglara Student Fisher t-testi uygulandi (140).

Tam istatistik islemler IBM uyumlu bir bilgisayarda gerceklestirildi, grafikler igin

Harvard Graphics® , kimyasal formiiller igin ChemWindow" Ver.3.0, metnin yazim! igin
ise Microsoft Word" Ver. 6.0a ve Write" Ver. 3.1 paket programlari kulianiidt.
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4. SONUCLAR

Bu calismada, Dekspantenol, standart Centella asiatica ekstresi ve Arnebia
densiflora’dan hazirlanan karigimin tavuk embriyonik fibroblastlar ve T15 fibroblastlar
Uzerindeki etkileri arastinimistir. Primer tavuk embriyonik fibroblastlar ile T15
fibroblastlarin sonuglar kargilastirma acisindan birlikte verilmis ve yeri geldikge aradaki
farkl noktalar vurgulanmistir.

Dekspantenolin, toplam hiicre (Sekil:16a ve 38a ile Tablo:3 ve 17) ve mitoza
giden htcre (Sekil:21a ve 43a ile Tablo:8 ve 22) sayilarindaki artisin, DMSO'daki
degerlere gore istatistiksel olarak anlamh olmasi; mitotik aktivitesi oldugunu ve yara
lyilestirici etkisinin bu yolla ortaya ¢iktigi gosteriimistir. Ayrica 10 pg/ml dozda toplam
hicre ve mitoza giden hiucre sayillarinda gorilen artisin, 1 pg/ml doz ile
karsilastinldiginda istatistiksel olarak da anlamli dizeyde yilksek g¢ikmasi mitotik
aktivitesinin doza bagimli oldugu sonucunu vermektedir. $ekil:7 ve 8'de de mitoza giden
hlcrelerin artan dozla arttigi gortimektedir.

Poligonal hicre yiizdelerinde DMSO uygulanan gruba gére(Sekil:18a ve 40a ile
Tablo:5 ve 19) artis ve fuziform hiicre yuzdelerinde (Sekil:17a ve 39a ile Tablo:4 ve18)
azalma migrasyonda da etkili olabilecegini géstermektedir. Yuvarlak (Sekil:19a ve 41a
ile Tablo:6 ve 20) ve vakuolli (Sekil:20a ve 42a ile Tablo:7 ve 21) hicre yuzdelerinde
DMSO verilen grup ile karsilastirildiginda goériillen azalma da mitotik aktivite sebebiyle
hiicre popullasyonunun genglesmesi ile agiklanabilir. Bu sonug da mitotik aktivitesi
oldugunu desteklemektedir.

Granll sayilan (Sekil:22a ve 44a ile Tablo:9 ve 23) DMSO verilen grup ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli o6lgide artmistir. Ancak granil
sayllarindaki artisin dozlar arasinda istatistiksel acidan anlamli ¢gikmamasi koliajen
sentezi (izerine direkt bir etkisi olmadigini géstermektedir.

TECA; toplam hiicre sayilari(Sekil:16b ve 38b ile Tablo:3 ve 17) ile poligonal
(Sekil:18b ve 40b ile Tablo:5 ve 19), mitoza giden (Sekil:21b ve 43b ile Tablo:8 ve22)
hiicre yizdelerinde DMSO uygulanan hicrelere gore istatistiksel agidan anlamii
diizeyde artis saptanmugtir. Poligonal hlcre ytzdelerindeki artig, DP'nin oldugu gibi
TECA'nin da migrasyonda etkili olabilecegini gosterir. Granil sayilar ($ekil:22b ve 44b
ile Tablo:9 ve 23) yine DMSO uygulanan grup ile karsilagtinidiinda anlaml diizeyde
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artis oldugu gorilmektedir. 10 pg/ml dozda TECA uygulanan hicreler ile 5 pg/ml
uygulanan hucreler arasindaki artisin istatistiksel agidan anlaml ¢gikmasi etkisinin direkt
kollajen sentezi Gzerinden oldugunu gdstermektedir (Sekil:9 ve 10). Ayrica mitoza giden
hiucre sayilarninin dozlar arasi kargilastiriimasi, T15 fibroblastlarinda anlamsiz ve primer
tavuk embriyonik az anlamli ¢ikmasi direkt mitotik aktivitesi olmadigi ve esas etkisinin
kollajen sentezinin stimllasyonu oldujunu géstemektedir. Fuziform (Sekil:17b ve 24b ile
Tablo:4 ve 18), yuvarlak (Sekil:19b ve 41b ile Tablo:7 ve 21) ve vakuolli (Sekil:20b ve
42b) hcre yluzdelerinde de 6nemli éigiide azalma meydana gelmistir.

KAR'In 1 ug/ml dozda uygulanmasi ile; toplam hiicre sayilari (Sekil:16¢ ve 38c¢ ile
Tablo:3 ve 17), poligonal hiicre (Sekil:18c ve 40c ile Tablo:5 ve19), mitoza giden hiicre
(Sekil:21c ve 43c ile Tablo:8 ve 22) yiizdeleri ile granll sayilarinda (Sekil:22¢ ve 44c ile
Tablo:9 ve 23); DMSO uygulanan hicrelere gére anlamli derecede artis meydana
gelmistir. Grandl sayilarinda goérilen 6nemli derecede artig; bu dozda KAR'In yara
iyilestirici etkisi oldugu ve bu etkisini TECA'ya benzer sekilde kollajen sentezini stimiile
ederek yaptigini géstermektedir (Sekil:11. Ayrica, fuziform (Sekil:17¢c ve 39c ile Tablo:4
ve18), Yuvarlak (Sekil:19¢c ve 41c ile Tablo:6 ve20) ve vakuolli (Sekil:20c ve 42c ile
Tablo:7 ve 21) hiicre yuzdeleri 6nemli élgciide azalmistir.

10 ug/ml dozda KAR uygulandidinda; ilk dozda goriilmeyen toksik etkiler ortaya
ctkmustir: toplam hiicre sayilan (Sekil:16¢c ve 38c ile Tablo:3 ve 17), poligonal hiicre
(Sekil:18c ve 40c ileTablo:5 ve 19) ylzdeleri istatistiksel agidan azalmistir. Fuziform
(Sekil:17¢c ve 39c¢ ile Tablo:4 ve 18), mitoza giden (Sekil:21c ve 43c ile Tablo:8 ve 22),
yuvariak (Seki'l‘:19c ve 41c ileTablo:6 ve 20) ve vakuolli hiicre (Sekil:20c ve 42c ile
Tablo:7 ve 21) yluzdeleri ile grantl (Sekil:22c ve 44c ile Tablo:9 ve 23) sayilarindaki
azalmalar DMSO uygulanan grup ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlaml
bulunmamistir. Bu dozda gortilen etki sitotoksik etki oldugu séylenebilir (Sekil:12)

Tavuk embriyonik fibroblastlarinda uygulanan kombinasyonlarda; 1 ng/m! DP ile
5 ug/ml TECA'nin kombinasyonunda; toplam hiicre sayilari (Sekil:23a ile Tablo:10) ve
mitoza giden hicre ytzdelerinde (Sekil:28a ile Tablo:15) DP'ye gére anlamsiz, TECA'ya
gore istatistiksel agidan anlamli olan bir artis meydana gelmistir.Granll sayilari
(Sekil:29a ve Tablo:16) bazinda ise TECA'ya goére anlamsiz, DP'e gére anlamli
derecede artis gozlenmisti. Bu sonuglar; DP ve TECA'nin her ikisinin de farkh
mekanizmalar kullandiklarini gostermektedir. Yuvarlak (Sekil:26a ile Tablo:13) ve
vakuollu hiicre (Sekil:27a ile Tablo:14) yuzdelerinde; DP'e gbre anlamsiz, TECA'ya gore
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ise istatistiksel agidan anlamli farklar goérulmustur. Fuziform hicre yizdelerinde
(Sekil:24a ile Tablo:11) azalma ve poligonal hicre yuzdelerinde (25a ile Tablo:12) artig
her iki maddeye gore de anlamli dizeydedir. Hucrelerde; mitoz ve kollajen sentezi
mekanizmalari birlikte ¢alisacagindan bu iki maddenin kombine halde kullaniimasinin
daha iyi sonug verdigi gorilmektedir (Sekil:13). Ayrica poligonal hicrelerde her iki
maddenin tek baslarina verilmesine goére gorilen anlamli artis hicrelerin migrasyon
yeteneklerinin de artmasi olarak yorumlanabilir.

1 ug/ml DP ile 1 ug/ml KAR'In kombinasyonu toplam hicre (Sekil:23b ile
Tablo:10) ve mitoza giden hicre sayilari ($ekil:28b ile Tablo:15) baz olarak ele
alindiginda DP'ye goére anlamsiz, KAR'a gore istatistiksel agidan anlamli artis meydana
gelmistir. Grantl (Sekil:29b ile Tablo:16) sayilarinda ise KAR'In tek basina verildigi
hiicrelere gbre anlamsiz, DP'nin tek basina uygulandigi hicrelere goére anlamli
derecede artis gdzlenmistir. Bu sonuglar ikisinin de farkli mekanizmalar kullandigini
gostermektedir. Poligonal hiicre (Sekil:25b ve Tablo:12) ylizdelerindeki artis ile yuvarlak
(Sekil:26b ile Tablo:13) ve vakuolli hicre (Sekil:27b ile Tablo:14) yizdelerindeki azalma
DP ve KAR'in her ikisine gore de istatistiksel agidan anlamli ¢ikmaktadir. Bu
kombinasyon hiicrelere; DP'nin tek basina uygulanmasinda olmayan kollajen sentezi ve
KAR'In tek basina uygulanmasinda olmayan mitotik aktivitenin her ikisini birden
kazandiracag! i¢in bereber kullaniimasinin daha iyi sonu¢ verecedi dusunidlmektedir
(Sekil:14).

5 ug/ml TECA ile 1 pg/ml KAR'In kombinasyonunda; toplam hticre sayilari
(Sekil:23c ile Tablo:10) ve granil sayilarindaki (Sekil:29c ile Tablo:16) degisiklik her
ikisinin tek baslarina uygulandigi hucrelere gore istatistiksel agidan anlamsizdir.
Fuziform (Sekil:24c ile Tablo:11) ve mitoza giden hiicre (Sekil:28c ile Tablo:15)
ylizdelerinde TECA'nin tek basina uygulanmasina gére anlamsiz, KAR'In tek basina
uygulandidi hicrelere gore istatistiksel olarak az anlamli bir artis oldugu goérilmektedir.
Poligonal hiicre (Sekil:25c¢ ile Tablo:12) ylizdelerinde her iki maddenin de tek baslarina
uygulandigr hiicrelere gore artis ve yuvarlak (Sekil:26¢ ile Tablo:13) ve vakuolli hticre
(Sekil:27c ile Tablo:14) yluzdelerinde azalma meydana gelmistir. Muhtemelen TECA ve
KAR ayni mekanizma ile kollajen sentezinde stimllasyona sebep olmaktadir (Sekil:15).
Ayni  mekanizmayl kullanmalar sebebi ile kombinasyonlar; tek baslarina
uygulanmalarinda alinan sonuglar ile fazla farkli cikmamistir.
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Sonug olarak; Arnebia densiflora'’dan elde edilen izovalerilalkanin ve o-metil-n-
batilalkanin kangiminin - disik dozda yara iyilestirici, yiksek dozda sitotoksik etkisi
gosterilmigtir. Dekspantenol'iin sadece mitotik aktivitesi sebebiyle, Centella asiatica
ekstresinin ise kollajen sentezi {izerine olan stimilan etkisi sebebiyle yaralarin
iyilesmesinde etkili olduklari ve KAR'In etkisinin kollajen sentezi stimllasyonu ile
TECA'ya benzedigi gézlenmistir.
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Soewuglara #4t Tablo, Fotodnad ve Grajibler

Tablo 5-16 ~

Sebid 5-15 (Fotognaflar)

Selit 16-29 (Grafiblen)

Grafiklerdeki vertikal c¢izgiler ortalama degerlerin * standart
hatalarini géstermektedir.
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Tablo 3. Toplam hicre sayilar esas alinarak tavuk embriyonik fibroblastlan (zerine
dimetilstlfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Centella asiatica ekstresi (TECA),
Izovalerilalkanin ve a-metil-n-biitilalkanin kansiminin (KAR) etkileri

Grup Hucre sayisi Sayilan alan sayisi
+ st. hata
Kontrol 644+ 2.38 5
DMSO 2 pl/ml 54.6 + 2.58° 5
DP 1 pg/ml 82.20+ 1.74° 5
DP 10 pg/ml 85.60+ 4.25° 5
TECA 5 pg/ml 67.00+ 2.19° 5
TECA 10 pg/ml 67.40+ 1.86° 5
KAR 1 pg/ml 66.20+ 2.58° , 5
KAR 10 pg/mi | 38.00+ 1.82° 5

4p< 0.05 ; Kontrole gére anlamli farkllik, bp<0.005 ve °p< 0.01 DMSO' ya gére anlamli
farklihklar.
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Tablo 4. Fuziform hiicre ylizdeleri esas alinarak, tavuk embriyonik fibroblastlar tGzerine
dimetilstilfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA)
izovalerilalkanin ve a-metil-n-biitilalkanin karisiminin (KAR) etkileri

Gruplar Hucre ylzdeleri Sayilan alan sayisi
+st. hata |
Kontrol 48.92+ 2.09

DMSO 2 pl/ml 34.46+ 1.86°
DP 1 pg/ml 30.86x 1.29"
DP 10 pg/mi 23.88+ 1.50°
TECA 5 pg/ml | 14.84+ 1.08°
TECA 10 pg/ml 12.69+ 0.66° 5
KAR 1 pg/ml 19.66+ 2.07° 5
KAR 10 pg/ml 34,17+ 2.75° 5

p< 0.05 Kontrole gore anlamli farkhlik. bp< 0.1, °p<0.005 ve dp> 0.1 DMSQ' ya gére
farkhliklar.
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Tablo 5. Poligonal hiicre ylizdeleri esas alinarak, tavuk embriyonik fibroblastlan Gzerine
Dimetilstlfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA),
izovalerilalkanin ve a-metil-n-bitilalkanin karisiminin (KAR) etkileri

Gruplar Hicre ylzdeleri Sayilan alan sayisi
+ st. hata
Kontrol 29.15+ 1.34 5
DMSO 2 pl/m 23.18+ 0.89° 5
DP 1 pg/ml 63.28+ 0.65" 5
DP 10 pg/m! 69.36+ 1.93° 5
TECA 5 pg/ml 74.47+ 1.74° 5
TECA 10 pg/ml 80.49+ 1.04° 5
KAR 1 pg/ml  68.61£2.45° 5
KAR 10 pg/ml 18.89+ 2.01° 5

4p> 0.005 Kontrole gére anlamh farklilik, IDp< 0.005 ve °p< 0.05 DMSO' ya gére anlamli
farkliliklar.
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Tablo 6. Yuvarlak hiicre yUzdeIeri esas alinarak, tavuk embriyonik fibroblastlar tizerine
Dimetilsilfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centfella asiatica ekstresi (TECA),
Izovalerilalkanin ve a-metil-n-biitilalkanin karisiminin (KAR) etkileri

Gruplar Hicre ylizdeleri Sayilan alan sayisi
+ st. hata
Kontrol 10.73+ 1.00 - 5
DMSO 2 pl/ml 19.33+ 1.43° 5
DP 1 pg/ml 2.68+ 0.47° | 5
DP 10 pg/ml 4.34+ 0.30° 5
TECA 5 pg/mi 6.23% 0.39° 5
TECA 10 pg/ml 4.161 0.29° 5
KAR 1 pg/ml 6.64+ 0.67° 5
KAR 10 pg/ml 22.50+ 2.62° 5

?p< 0.005 Kontrole gére anlamii farklilik, bp< 0.005 ve °p< 0.1 DMSO' ya gére anlamli
farkliliklar
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Tablo 7. Vakuolli hiicre ytizdeleri esas alinarak, tavuk embriyonik fibroblastlari tizerine
Dimetilsilfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA),
izovalerilalkanin ve a-metil-n-biitilalkanin karigiminin (KAR) etkileri

Gruplar Hicre yuzdeleri Sayilan alan sayisi
* st. hata
Kontrol 11.21+0.89 5-
DMSO 2 pl/ml 23.04+ 1.14° 5
DP 1 pg/ml 3.18% 0.52° 5
DP 10 pg/ml 2.33+ 0.33° 5
TECA 5 pg/m! | 4.46+ 0.41° 5
TECA 10 pg/ml 2.65+ 0.51° 5
KAR 1 pg/ml 5.09+ 0.38° 5
KAR 10 pg/ml 24.45+ 3.41° 5

3h< 0.005 Kontrole gére antamli farklilik, °p< 0.005 ve °p>0.1 DMSO' ya gére anlamli
farkliliklar,
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Tablo 8. Mitoza giden hiicreler esas alinarak, tavuk embriyonik fibroblastlari tGizerine
Dimetilstlfoksit (DMSO), Dekspantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi
(TECA), Izovalerialkanin ve a-metil-n-bitilalkanin karisiminin (KAR) etkileri

Gruplar Hicre sayisi Sayilan alan sayisi
+ st hata ‘

Kontrol 1.60+ 0.27 10

DMSO 2 pl/mi 0.50+ 0.22° 10

DP 1 pg/mi 3.80+ 0.77° 10

DP 10 pug/ml 8.00% 1.27° 10

TECA 5 pg/ml 2.00+ .0.58° 10

TECA 10 pg/mi 2.30+ 0.65¢ 10

KAR 1 pg/ml 1.60+ 0.22° 10

KAR 10 pg/ml 0.70+ 0.26° 10

%p< 0.01 Kontrole gore anlamli farklilik, ®p< 0.005, °p< 0.05, “p< 0.01 ve °p> 0.10
DMSQ' ya gore anlaml farkliliklar.
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Tablo 9. Hucrelerdeki granil sayisi esas altnarak tavuk embriyonik fibroblastlar
tzerine Dimetilstlfoksit (DMSO), Dekspantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi
(TECA), izovalerilalkanin ve a-metil-n-bitilalkanin karisiminin (KAR) etkileri

Gruplar | Granlil sayisi Sayilan hiicre sayisi
+ st. hata
Kontrol : 1.95+ 0.22 20
DMSO 2 pl/ml 1.20+ 0.24° 20
DP 1 pg/ml 1.85+ 0.15" 20
DP 10 pg/mi 2.00+0.18° 20
TECA 5 pg/ml 3.85+ 0.25° 20
TECA 10 pg/ml 445+ 0.29° 20
KAR 1 pg/ml | 4.30+ 0.33¢ 20
KAR 10 pg/mi 1.10+ 0.19° 20

®p< 0.05 Kontrole gére anlamii farklilik, °p< 0.05, °p<0.01, “p< 0.005 ve °p> 0.10 DMSO'
ya gore farkliliklar.
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Tablo 10 . Toplam hiicre sayilari esas alinarak, tavuk embriyonik fibroblastlari Gzerine
Dimetilsulfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA),
|zovalerilalkanin ve a-metil-n-biitilalkanin karigimi (KAR) ve kombinasyonlarinin etkileri

Gruplar Hucre sayilan Sayilan alan sayisi
+ st. hata '
Kontrol 64.40+ 2.38 5
DMSO 2 pl/ml 54.60+ 2.58° 5
DP 1 pg/ml 82.20+ 1.74° 5
TECA 5 pg/mi 67.00+ 2.19° 5
KAR 1 pg/mi 66.20+ 2.58° 5
DP 1 pg/ml + TECA 5 pg/mi 83.8+ 2.65° 5
DP 1 pg/mi + KAR 1 pg/ml 83.00+ 2.86° 5
TECA 5 pg/mi+KAR 1 pg/ml 68.60+ 1.78° 5

®p< 0.005 Kontrole gére anlamli farkiilik, °p< 0.005 ve °p<0.01 DMSO' ya gére anlamli
farkhliklar.
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Tablo 11. Fuziform hicre ylzdeleri esas alinarak, tavuk embriyonik fibroblastlar
Uzerine Dimetilstlfoksit (DMSQ), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi
(TECA), izovalerilalkanin ve a-metil-n-biitilalkanin karisimi (KAR) ve kombinasyonlarinin

etkileri
Gruplar Hucre yuzdeleri Sayilan alan sayis!
* st. hata

Kontrol 48.92+ 2.09 5
DMSO 2 pl/ml 34.46+ 1.86° 5
DP 1 pg/ml 30.86+ 1.29° 5
TECA 5 pg/mi 14.8411.08° 5
KAR 1 ug/mi 19.66+ 2.07° 5
DP 1 ug/ml + TECA 5 pg/mi 9.45+ 1.09° 5
DP 1 pg/mi + KAR 1 pg/ml 10.06+ 0.73° 5
TECA 5 ug/ml + KAR 1 pg/ml 12.29+ 1.84° 5

a

%p< 0.05 Kontrole gére anlaml farklilik, °p< 0.1 ve °p< 0.005 DMSO' ya gére anlamli
farkliliklar.
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Tablo 12. Poligonal hiicre yilizdeleri esas alinarak, tavuk embriyonik fibroblastlar
Uzerine Dimetilstlfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi
(TECA), izovalerilalkanin ve a-metil-n-bitilalkanin karigimi (KAR) ve kombinasyonlarinin
etkileri

Gruplar Hucre yluzdeleri Sayilan alan sayisi
* st. hata
Kontrol 29.15% 1.34 5
DMSO 2 pl/ml 23.17+ 0.89° 5
DP 1 pg/ml 63.28+ 0.65" 5
TECA 5 pg/ml 74.47+ 1.74° 5
KAR 1 pg/mi 68.61+ 2.45° 5
DP 1 pg/ml + TECA 5 pg/ml 84.88+ 1.71'_b 5
DP 1 pg/ml + KAR 1 pg/ml 86.73+ 1.02° 5
TECA 5 pg/ml + KAR 1 pg/ml 82.75+ 1.46° 5

®p< 0.005 Kontrole gére anlamli farklilik, bp< 0.005 DMSOQ' ya goére anlamli farklilik.
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Tablo 13. Yuvarlak hiicre yuzdeleri esas alinarak, tavuk embriyonik fibroblastlarn lizerine
Dimetilstlfoksit (DMSQ), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA),
Izovalerilalkanin ve o-metil-n-biitilalkanin karisimi (KAR) ve kombinasyonlarinin etkileri

Gruplar Hucre ylzdeleri Sayilan alan sayisi
+ st. hata
Kontrol 10.73% 1.00 5
DMSO 2 pl/mi 19.33+ 1.43° 5
DP 1 pg/ml 2.68+ 0.47° 5
TECA 5 pg/ml 6.23+ 0.39° 5
KAR 1 pg/mi 6.64+ 0.67° 5
DP 1 pg/ml + TECA 5 pg/ml 2.36+ 0.33° 5
DP 1 pg/ml + KAR 1 pg/ml 2.42+0.41° 5
TECA 5 pg/ml + KAR 1 pglml 3.24+0.38" 5

p< 0.005 Kontrole gére anlamh farklilik, ®h< 0.005 DMSO' ya gbre-anlamh farklilik.
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Tablo 14. Vakuolli hiicre ylzdeleri esas alinarak, tavuk embriyonik fibroblastlar Gzerine
Dimetilsulfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA),
|zovalerilalkanin ve a-metil-n-bitilalkanin kansimi (KAR) kombinasyonlarinin etkileri

Gruplar Hucre ylzdeleri Sayilan alan sayisi
* st. hata
Kontrol 11.21£ 0.89 5
DMSO 2 pl/mi 23.04+ 1.14° 5
DP 1 pg/ml 3.18+ 0.52° 5
TECA 5 pg/ml 4.46+ 0.41° 5
KAR 1 pg/ml 5.09+ 0.38° 5
DP 1 pg/ml + TECA 5 pg/mi 3.30+ 0.34° 5
DP 1 pg/ml + KAR 1 pg/mi 1.68+ 0.27° 5
TECA 5 pg/ml + KAR 1 pg/ml 1.72+ 0.84° 5

®p< 0.005 Kontrole gére anlaml farkhlik, bp< 0.005 DMSO' ya gére farkhlik.
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Tablo 15. Mitoza giden hlcreler esas alinarak tavuk embriyonik fibroblastlarn Gzerine
Dimetilstilfoksit (DMSO), Dekspantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA)
izovalerilalkanin ve a-metil-n-butilalkanin karisimi (KAR) ve kombinasyonlarinin etkileri.

Gruplar Hucre sayis| Sayilan alan sayisi
* st. hata
Kontrol 1.50+ 0.27 10
DMSO 2 pl/ml 0.50+ 0.22° 10
DP 1 pg/ml 3.80+0.77° 10
TECA 5 pg/ml 2.00+ 0.58° 10
KAR 1 pg/ml 1.60+ 0.22° 10
DP 1 ug/m+TECA 5 pg/ml 5.50+ 0.40° 10
DP 1 pg/m+KAR 1 pg/iml 470« 0.42° 10
TECA 5 pg/ml+KAR 1 pg/ml 2.30+ 0.33° 10

%p< 0.01 Kontrole gore anlamli farlilik, bp< 0.005 ve cp< 0.05 DMSQ' ya gére anlamh
farkhliklar.
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blo 16. Hucrelerdeki granil sayisi esas alinarak tavuk embriyonik fibroblastlari
erine Dimetilstifoksit (DMSO), Dekspantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi
ECA), lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bitilalkanin karisimi (KAR) ve kombinasyonlarinin

<ileri.

uplar Grandl sayisi Sayilan hiicre sayisi
+ st. hata
ntrol 1.95+ 0.22 20
VSO 2 pug/mi 1.20+ 0.24° 20
> 1 pg/mi 1.85+ 0.15° 20
-CA 5 pg/mi 3.85+ 0.25° 20
\R 1 pg/ml 4.30+ 0.33° 20
> 1 pg/ml +TECA 5 pg/mi 3.60+ 0.30° 20
> 1 ug/ml +KAR 1 pg/ml 3.80+ 0.32° 20
:CA 5 pg/mi +KAR 1 ug/ml 4.45% 0.44° 20

< 0.05 Kontrole gore anlamli farklilik, ®r< 0.05 ve °p< 0.005 DMSO' ya gére anlamli
kliliklar.

76



Sekil 5. Primer tavuk embriyonik fibroblast kultirlerinde; kontrol grubu hicrelerin 24. saatte Masson's
trichrome teknidi ile boyanmasi sonucu, A- 800 kez biyltme, B- 1600 kez blyltme uygulanarak elde
edilen géruntuleri. a- Fuziform hicre, b-Yuvarlak hicre oklarla gosterilmigtir.
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Sekil 6. Primer tavuk embriyonik fibroblast kilturlerinde; DMSO uygulanan hucrelerin Masson's trichrome
teknigi ile boyanmasi sonucu A- 800 kez buyutme, B- 1600 kez blylutme uygulanarak elde edilen
gortntileri. a- Yuvarlak hiicre, b- Vakuol oklarla gosterilmistir..
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Sekil 7. Primer tavuk embriyonik fibroblast kultirlerinde; 1 pg/ml dozda Dekspantenol uygulanan
hicrelerin 24. saatte Masson's trichrome teknidi ile boyanmasi sonucu, A- 800 kez bayutme, B- 1600 kez
buyutme uygulanarak elde edilen gorlntaleri. Mitoza giden hicreler oklarla gosterilmistir.
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Sekil 8. Primer tavuk embriyonik fibroblast kuiturlerinde; 10 pg/ml dozda Dekspantenol uygulanan
hiicrelerin 24. saatte Masson's trichrome teknidi ile boyanmasi sonucu, A- 800 kez buyutme, B- 1600 kez
buyiitme uygulanarak elde edilen gorintaleri. Mitoza giden hucreler oklarla gosterilmistir.
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Sekil 9. Primer tavuk embriyonik fibroblast kulturlerinde; 5 pg/ml dozda Centella asiatica ekstresi
uygulanan hicrelerin 24. saatte Masson's trichrome teknigi ile boyanmasi sonucu, A- 800 kez buyutme, B-
1600 kez buyutme uygulanarak elde edilen goéruntileri. a- Mitoza giden hicre, b- Graniller oklarla
gosterilmistir
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Sekil 10. Primer tavuk embriyonik fibroblast kultarlerinde; 10 pg/ml dozda Centella asiatica ekstresi
uygulanan hcrelerin 24. saatte Masson's trichrome teknigi ile boyanmasi sonucu, A- 800 kez biyutme, B-

1600 kez buyutme uygulanarak elde edilen gorantileri. grandller oklarla gosterilmistir.
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Sekil 11. Primer tavuk embriyonik fibroblast kiltirlerinde; 1 pg/m! dozda Izovalerilalkanin ve o-metil-n-
batilalkanin kansimi uygulanan hicrelerin 24. saatte Masson' trichrome teknidi ile boyanmasi sonucu A-
800 kez buyutme, B- 1600 kez buyitme uygulanarak elde edilen goruntuleri. a-Poligonal hicre, b- Grandl

oklarla gosterilmistir.



Sekil 12. Primer tavuk embriyonik fibroblast kilttrlerinde; 10 mg/ml dozda Izovalerilalkanin ve o-metil-n-
batilalkanin karisimi uygulanan hucrelerin 24. saatteMasson’ trichrome teknigi ile boyanmasi sonucu; A-
800 kez buyitme, B- 1600 kez biyutme uygulanarak elde edilen gorunttleri. Vakuoller oklarla

gosterilmistir.
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Sekil 13. Primer tavuk embriyonik fibroblast kalturlerinde; 1 ug/ml dekspantenof ve 5 ug/ml Centella
asiatica ekstresi kombinasyonu uygulanan hicrelerin 24. saatte Masson's trichrome teknigi ile boyanmasi
sonucu, A- 800 kez bliyitme, B- 1600 kez bilyutme uygulanarak elde edilen gorintileri. a-Yuvarlak hucre,

b-Mitoza giden hucre, c- Granul oklarla gosterilmistir..
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Sekil 14. Primer tavuk embriyonik fibroblast kaltarlerinde; 1 upg/ml Dekspantenol ve 1 ng/ml
izovalerilalkanin ve a-metil-n-bitilalkanin karigimi kombinasyonu uygulanan hacrelerin 24. saatte Masson's
trichrome teknigi ile boyanmasi sonucu, A- 800 kez biyitme, B- 1600 kez buyltme uygulanarak elde

edilen goruntdleri. a- Mitoza giden hucre, b- Grantll oklarla gosteriimistir..
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Sekil 15. Primer tavuk embriyonik fibroblast kaltarlerinde; 5 mg/ml Centella asiatica ekstresi ve 1 mg/ml
izovalerilalkanin ve a-metil-n-batilalkanin  kombinasyonu uygulanan hdcrelerin 24 saatte Masson’s
trichrome teknigi ile boyanmalari sonucu, A- 800 kez buyutme, B- 1600 kez blyutme uygulanarak elde
edilen géruntileri. Grantller oklarla gosterilmistir.
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Toplam hicre sayilarl

(b) Toplam hicre sayilari

(C) Toplam hiore sayllari
100

Sekil 16. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda toplam htcre sayilarini gosteren grafikler: a-
Dekspantenol (DP), b- Centella asiatica ekstresi (TECA), c¢- Izovalerilalkanin ve a-metil-n-batilalkanin
kanigiminin (KAR) grafikleri. *p<0.005 DMSQ'ya gére farkliliklar, **p>0.10 ve ***p<0.005 ik doza gore
farklihk.
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( ) Fuzitorm hticre yluzdesl
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Sekil 17. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda fuziform hicre yuzdelerini gosteren grafikler. a-
Dekspantenol (DP), b- Centella asiatica ekstresi (TECA), c- Izovalerilalkanin ve o-metil-n-butilalkanin

karisiminin (KAR) grafikleri.*p<0.10 ve ***p<0.005 DMSQ'ya gore farkliliklar,*™* p<0.005 ve ****p<0.10 ilk

doza gore farkliliklar.
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( a) Poligonal hicre yazrdesi
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Sekil 18. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda poligonal hucre yuzdelerini gosteren grafikler. a-
Dekspantenol (DP), b- Centella asiatica ekstresi (TECA), c- izovalerilalkanin ve o-metil-n-butilalkanin
karisiminin (KAR) grafikleri. *p<0.005 DMSO'ya gére farkliliklar, **p< 0.01ve ***p< 0.005 ilk dozlara gore
farkliliklar.
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( ) Yuvarlak hitore yozdosi
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Sekil 19. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda yuvarlak hticre yuzdelerini gosteren grafikler, a-
Dekspantenol (DP). b- Centella asiatica ekstresi (TECA), c- Izovalerilalkanin ve o-metil-n-bitilalkanin
kansiminin (KAR) grafikleri. *p<0.005 DMSQ'ya gére farkliliklar, *p>0.10, ***p<0.05 ve “p<0.005 ilk doza

gore farkhliklar.
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(a) Vakuolll hucre yuzdest
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(c) Vakuollld hlicre yuzdosi
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Sekil 20. Primer tavuk embriyonik fibroblastliarinda vakuoliti hticre ylizdelerini gosteren grafikler. a-
Dekspantenol (DP), b- Centella asiatica ekstresi (TECA), c- Izovalerilalkanin ve a-metil-n-batilalkanin
karnisiminin (KAR) grafikleri. *p<0.005 DMSQ'ya gore farkliliklar, **p<0.01ve ***p<0.005 ilk dozlara gore
farkhliklar.
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(a) Mitoza glden hGore sayisi

(b) ) Mitoza giden hiore sayisi
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Sekil 21. Primer tavuk embriyonik fibroblastiarinda mitoza giden hiicre sayilarini gosteren grafikler. a-
Dekspantenol (DP), b- Centella asiatica ekstresi (TECA), ¢ izovalerilalkanin ve a-metil-n-bitilalkanin

karisiminin (KAR) grafikleri. *p< 0.005 ve **p< 0.05 DMSQ'ya gore farkliliklar, **p<0.01, *p>0.10 ve
**p<0.05 ilk dozlara gére farklilikiar.
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Sekil 22. Primer tavuk embriyonik fibroblastiarinda granal sayilarini gosteren grafikler. a- Dekspantenol
(DP), b- Centella asiatica (TECA), c- Izovalerilalkanin ve a-metil-n-bitilalkanin karngiminin grafikleri.

*p<0.05 ve **p<0.005 DMSO'ya gore farkliliklar, **p>0.10, "p<0.10 ve **p<0.005 ilk dozlara gore
farkliliklar.
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Sekil 23. Primer tavuk embriyonik fibroblastiarinda kombinasyonlarin toplam hucre sayilarini gosteren
grafikler. a- Dekspantenol ve Centella asiatica ekstresi kombinasyonu (DP+TECA), b- Dekspantenol ve
izovalerilalkanin ve a-metil-n-bitilalkanin karigimi kombinasyonu (DP+KAR), c- Centella asiatica ekstresi
ve |zovalerilalkanin ve o-metil-n-btilalkanin karigimi kombinasyon (TECA+KAR) grafikleri. *p<0.005 ve
*p<0.01 DMSOQ'ya gore farkliliklar, **p>0.10 DP'ye gére ve p<0.005 TECA'ya gore farkliliklar, ***p>0.10
DP'ye gére ve p<0.005 KAR'a gére farkliliklar, *"p>0.10 TECA'ya gére ve KAR'a gore farkliliklar.
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( ) Fuziform hiore yGzdesi
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Sekil 24. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda kombinasyonlarin fuziform hicre yuzdelerini goésteren
grafikler. a- Dekspantenol ve Centella asiatica ekstresi kombinasyonu (DP+TECA), b- Dekspantenol ve
|zovalerilalkanin ve o-metil-n-butilalkanin karigimi kombinasyonu (DP+KAR), c- Centella asiatica ekstresi
ve Izovalerilalkanin ve a-metil-n-bitilalkanin karisiminin kombinasyon (TECA+KAR) grafikleri. *p<0.10 ve
**p<0.005 DMSQ'ya gére farkliliklar, ***p<0.005 DP'ye gore ve TECA'ya gore farkliliklar, *p<0.005 DP ve
KAR'a gore farkliliklar, “p>0.10 TECA'ya gore ve p<0.05 KAR'a gore farkhhklar.
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Sekil 25. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda kombinasyonlarin poligonal hticre ylzdelerini gésteren
grafikler. a- Dekspantenol ve Centella asiatica ekstresi kombinasyonu (DP+TECA), b- Dekspantenol ve
izovalerilalkanin ve o-metil-n-batilalkanin  kangimi  (DP+KAR), c¢- Centella asiatica ekstresi ve
izovalerialkanin ve a-metil-n-butilalkanin karisimi kombinasyon (TECA+KAR) grafikleri. *p<0.005 DMSQO'ya
gore farkliliklar, **p<0.005 DP'e gére ve TECAya gore farkliliklar, **p<0.005 DP'a ve KAR'a gdre
farkliliklar, +p<0.005 TECA ve KAR'a gore farklilikiar.
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( ) Yuvariak hiore yuzdesi
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( b) Yuvarlak hicore yiazdesi
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Sekil 26. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda kombinasyonlarin yuvarlak hicre ylzdelerini gosteren
grafikler. a- Dekspantenol ve Centella asiatica ekstresi kombinasyonu (DP+TECA), b- Dekspantenol ve
izovalerilalkanin ve a-metil-n-batilalkanin karigimi kombinasyonu (DP+KAR), c- Centella asiatica ekstresi
ve izovalerilalkanin ve o-metil-n-bitilalkanin karisimi kombinasyon (TECA+KAR) grafikleri. *p<0.005
DMSOQ'ya gére farkliliklar, **p>0.10 DP'ye ve p<0.05 TECA'ya gore farkhliklar, *p<0.01 TECA'ya ve KAR'a

gore farkhlhklar.
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Sekil 27. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda kombinasyonlarin vakuollt hicre yizdelerini gosteren
grafikler. a-Dekspantenol ve Centella asiatica ekstresi kombinasyonu (DP+TECA), b-Dekspantenol ve
Izovalerilalkanin ve a-metil-n-biitilalkanin karigimi kombinasyonu (DP+KAR), c- Centella asiatica ekstresi
ve izovalerilalkanin ve o-metil-n-batilalkanin kansimi kombinasyon (TECA+KAR) grafikleri. *p<0.005
DMSO'ya gore farkliliklar, **p>0.10 DP'ye ve P<0.005 TECAYa gére farkliliklar, **p> 0.10 DP'ye ve
p<0.005 KAR'a gore farkhliklar, *p<0.005 TECAya ve KAR'a gore farkliliklar.
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(a) Mitoza giden hilore saylsi
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Sekil 28. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda mitoza giden hicre sayilanni gosteren grafikler. a-
Dekspantenol ve Centella asiatica ekstresi kombinasyonu (DP+TECA), b- Despantenol ve Izovalerilalkanin
ve a-metil-n-biitilalkanin karisimi kombinasyonu (DP+KAR), c- Centella asiatica ve izovaleritalkanin ve a-
metil-n-batilalkanin karigimi kombinasyonu (TECA+KAR) grafikleri. “p<0.005 ve **p<0.05 DMSO'ya gore
farkliliklar, ***p<0.05 DP'ye gore ve p<0.005 TECAya gore farkliliklar, +p>0.10 DP'ye ve p<0.005 KAR'a
gore farkliliklar, ++p>0.10 TECA'ya ve p<0.10 KAR'a gore farkliliklar.
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Sekil 29. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda granil sayilarini gésteren grafikier. a-Dekspantenol ve
Centella asiatica ekstresi kombinasyonu (DP+TECA), b- Dekspantenol ve [zovalerilalkanin ve o-metil-n-
batilalkanin karisimi kombinasyonu (DP+KAR), c- Centella asiatica ekstresi ve Izovalerilalkanin ve a-metil-
n-butilalkanin karigimi kombinasyonu (TECA+KAR) grafikleri. *p<0.05 ve **p<0.005 DMSO'ya gére
farkhliklar, ***p<0.005 DP'ye ve p>0.10 TECA‘ya gore farkliliklar, *p<0.005 DP'ye ve p>0.10 KAR'a goére
farkliklar, ++p>0.10 TECA'ya ve KAR'a gore farklilikiar.
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B U5 Dibrolblastlare de Elde Edilen Sonugluna Az Tablo

Tablo 17-25

Sebil 30-37 (Fotainaflar)

Sekil 38-44 (Grafibter)

Grafiklerdeki vertikal cizgiler ortalama degerlerin + standart
hatalarini gdéstermektedir.
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Tablo 17. Toplam hiicre sayilari esas alinarak, T15 fare embriyonik fibroblastiari
izerine Dimetilsilfoksit (DMSO), D-pantenol, Standart Centella asiatica ekstresi
(TECA), Izovalerilalkanin ve a-metil-n-biitilalkanin karisiminin (KAR) etkileri.

Gruplar Hucre sayilarn Sayilan alan sayist
+ st. hata '
Kontrol 58.80+ 2.29 5
DMSO 2 pl/ml 47.00+ 2.88° 5
DP 1 pg/mi 66.80+ 1.24° 5
DP 10 pg/ml 87.00+ 1.52° 5
TECA 5ug/ml 59.40+ 2.18° 5
TECA 10pg/ml 60.60+ 1.50° 5
KAR 1 pg/ml 59.40+ 3.85° 5
KAR 10pg/mi . 41.40+1.91° 5

20<0.01 Kontrole gére anlamli farklilik, ®p<0.005, °p<0.05 ve “p<0.1 DMSO' ya gbre
anlamli farkliliklar.
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Tablo 18. Fuziform hicre ylzdeleri esas alinarak, T15 fare embriyonik fibroblastlari
lzerine Dimetilsilfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi
(TECA), Izovalerilalkanin ve o-metil-n-bitilalkanin karisiminin (KAR) etkileri

Gruplar Hucre ylzdeleri Sayilan alan sayisi
+ st.hata
Kontrol 49.68+ 1.54 5
DMSO 2 pl/m 34.89+ 0.98° 5
OP 1 ug/ml 28.69+ 1.07° 5
DP 10 pg/ml 22.73+ 1.16° 5
[ECA 5 ug/mi 17.41% 1.24° 5
ECA 10 pg/ml 14.12+ 0.99° 5
<AR 1 pg/ml 21.27+ 1.99° 5
<AR 10 pg/ml 34.37+1.19° 5

p<0.005 Kontrole gére anlamli farklilik, bp<0.005 ve °p>0.10 DMSO' ya gore anlamli
arklihklar.
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Tablo 19. Poligonal hiicre ylizdeleri esas alinarak, T15 fare embriyonik fibroblastlar
lzerine Dimetilstilfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi
(TECA), Izovalerilalkanin ve a-metil-n-biitilalkanin karisiminin (KAR) etkileri

Gruplar Hiicre ylzdeleri Sayilan alan sayisi
+ st. hata '
Kontrol 30.57+ 1.79 5
DMSO 2 pl/mi 25.82+ 1.79° 5
DP 1 ug/ml 62.61+ 1.24° 5
DP 10 pg/ml 68.98+ 0.42° 5
TECA 5 pg/ml 73.89+ 2.12° 5
TECA 10 pg/ml 79.31% 1.59° 5
AR 1 pg/ml 67.96+ 0.65° 5
KAR 10 pg/ml 18.37+ 0.99° 5

'p< 0.05 Kontrole gére anlamli farklilik, bp< 0.005 DMSO' ya goére anlamli farkhiik.
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rablo 20. Yuvarlak htcre ylzdeleri esas alinarak, T15 fare embriyonik fibroblastlar
izerine Dimetilsiilfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi
TECA), izovalerilalkanin ve o-metil-n-biitilalkanin karisiminin (KAR) etkileri.

Sruplar Hucre ylzdeleri Sayilan alan sayisi
+ st. hata |
<ontrol 9.57+ 0.91 5
OMSO 2 pl/ml 18.57+ 1.54° 5
OP 1 pg/ml 4.80+ 0.58" 5
DP 10 pg/ml 4.59+ 0.64° 5
"ECA 5 pg/ml 4.34+ 0.79° 5
"ECA 10 pg/ml 4.29+ 0.38° 5
(AR 1 pg/ml 561+ 0.85° 5
AR 10 pg/ml 21.37+ 1.56° 5

p< 0.005 Kontrole gére anlaml farklilik, Pp< 0.005 ve °p> 0.10 DMSO' ya gére anlamli
arkliliklar.
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Tablo 21. Vakuolli hicre yuzdeleri esas alinarak, T15 fare embriyonik fibroblastlar
lizerine Dimetilsulfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi
(TECA), Izovalerilalkanin ve o-metil-n-bitilalkanin karisiminin (KAR) etkileri

Gruplar Hucre ylzdeleri ' Sayilan alan sayisi
+ st.hata
Kontrol 10.29+£ 1.10 5
DMSO 2 pl/ml | 21.15+ 0.85° 5
DP 1 pg/ml 3.90+ 0.38" 5
DP 10 pg/ml 3.44+ 0.51° .5
TECA 5ug/ml 4.364 0.35° 5
FECA 10 pg/ml 2.28+ 0.79° 5
<AR 1 pg/ml 5.16+ 0.97° 5
<AR 10 pg/ml 24.93+2.71° 5

'p< 0.005 Kontrole gére anlamli farkiilik, ®b< 0.005 ve °p< 0.10 DMSQ' ya gére anlamii
arkliliklar.
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Tablo 22. Mitoza giden hicre sayisi esas alinarak T15 fibroblastlan Gzerine
Dimetilstlfoksit (DMSQO), Dekspantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi
(TECA), Izovalerilalkanin ve a-metil-n-bitil alkanin karigiminin (KAR) etkileri

Gruplar Hucre sayisi Sayilan alan sayisi
+ st. hata
Kontrol 1.90+£ 0.28 10
DMSO 2 mi/ml 0.80+ 0.25° 10
DP 1 pg/ml 4.10+ 0.38° 10
DP 10 pg/m! 5.50+ 0.34° 10
TECA 5 pg/mi 2.20+ 0.29° 10
TECA 10 pg/ml 2.30+ 0.37° 10
KAR 1 pg/ml 2.1+ 0.23° 10
KAR 10 pg/ml 0.60% 0.22° 10

'p< 0.01 Kontrole gére anlamhi farklilik, °p< 0.005 ve p>0.10 DMSO' ya gére anlamls
farkhliklar.
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Tablo 23. Granil sayisi esas alinarak T15 fibroblastlar tizerine Dimetilsilfoksit (DMSO),
Dekspantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA), Izovalerilalkanin ve o-
metil-n-bitilalkanin karigsiminin (KAR) etkileri

Gruplar Grandil sayisi Sayilan hicre sayisi
* st. hata

Kontrol 2.20£0.19 20

DMSO 2 ml/ml 1.55+ 0.27° 20

DP 1 pg/ml 2.40+ 0.25° 20

DP 10 pg/mi 2.70+ 0.30° 20

TECA 5 pg/ml 3.80% 0.39° 20

TECA 10 pg/ml 4.10+ 0.38° 20

KAR 1 pg/mi 4.00+ 0.28° 20

KAR 10 pg/mi 1.45% 0.20° : 20

‘p< 0.05 Kontrole gére anlami farklilik, ®p< 0.05, °p<0.005 ve %p> 0.10 DMSO' ya gére
farkhliklar.
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sekil 30. T15 fibroblast kalturlerinde; A- Kontrol grubu, B- DMSO uygulanan hticrelerin 6.saatte Masson's
richrome teknidi ile boyanmalan sonucu 1600 kez buyutme uygulanarak elde edilen géruntileri. Kollajen
arlidi mavi, sitoplazma pembe gorulmektedir.
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sekil 32. T15 fibroblast kulturlerinde; A- 5 ug/ml dozda ve B-10 pg/ml dozda Centella asiatica ekstresi

iygulanan hucrelerin 6. saatte Masson's trichrome teknidi ile boyanmalari sonucu 1600 kez buylutme

iygulanarak elde edilen goruntaleri. Kollajen varligi mavi, sitoplazma perbe goriimektedir.
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Sekil 33. T15 fibroblast kiltiirlerinde; A- 1 pg/ml dozda ve B- 10 pg/ml dozda Izovalerilalkanin ve o-metil-n-
atilalkanin karisimi uygulanan hicrelerin 6. saatte Masson's trichrome teknidi ile boyanmalari sonucu
600 kez blytitme uygulanarak elde edilen gérintileri. Kollajen mavi, sitoplazma pembe gériiimektedir.
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sekil 34. T15 fibroblast kuiturlerinde; A- Kontrol grubu hicrelerin, B- DMSO uygulanan hucrelerin 24,

atte Masson's trichrome teknigi ile boyanmalari sonucu 1600 kez buyltme kullanilarak elde edilen

joruntleri. Kollajen mavi, sitoplazma pembe gérilmektedir.
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ekil 35. T15 fibroblast kilturlerinde; A- 1 ug/ml dozda ve B- 10 nug/ml dozda Dekspantenol uygulanan
ticrelerin 24. saatte Masson's trichrome teknidi ile boyanmalan sonucu 1600 kez biytitme uygulanarak
lde edilen gorintaleri. Kollajen mavi, sitoplazma pembe, nikleolus koyu mavi géritmektedir. Yeni sentez
dilen kollajenin varligi sitoplazmanin da mavi gériilmesiyle teshis edilebilir.
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ekil 36. T15 fibroblast kulttrlerinde; A- 5 ug/ml dozda ve B-10 ug/ml dozda Centella asiatica ekstresi
ygulanan hicrelerin 24. saatte Masson's trichrome teknigi ile boyanmalari sonucu 1600 kez buyitme
ygulanarak elde edilen gorinttleri. Kollajen mavi, sitoplazma pembe, nikieolus koyu mavi gériimektedir.
eni sentez edilen kollajenin varli§i sitoplazmanin da mavi géralmesiyle teshis edilebilir.
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ekil 37. T15 fibroblast kiltirlerinde; A- 1 ug/ml dozda ve B- 10 pug/ml dozda zovalerilalkanin ve a-metil-n-

atilalkanin karisimi uygulanan hicrelerin 24. saatte boyanmalari sonucu 1600 kez buyitme uygulanarak
Ide edilen goruntuleri. Kollajen mavi, sitoplazma pembe, niikleolus koyu mavi gériimektedir. Yeni sentez
dilen kollajenin varli§i sitoplazmanin da mavi gérilmesiyle teshis edilebilir.
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sekil 38. T15 fibroblastlarda toplam hicre sayilarini gésteren grafikler. a- Dekspantenol (DP), b- Centella
siatica ekstresi (TECA), c- Izovalerilalkanin ve a-metil-n-butilalkanin karisimimin (KAR) grafikleri. *p<0.005
e "p< 0.05 DMSQ'ya gore farkliliklar,**p< 0.005 ve ***p>0.10 ilk dozlara gore farkliliklar.
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(a) Fuziform hicre yizdesi
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sekil 39. T15 fibroblastlarda fuziform hicre ytzdelerini gosteren grafikler. a- Dekspantenol (DP), b-
“entella asiatica ekstresi (TECA), c- Izovalerilalkanin ve a-metil-n-butilalkanin karisiminin (KAR) grafikleri.

p<0.005 DMSQ'ya gore farkliliklar, **p<0.005 ve ***p<0.05 ilk dozlara gore farklilikiar.
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( ) Poligonal hiore yuzdesi|
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iekil 40. T15 fibroblastlarda poligonal hiicre yizdelerini gésteren grafikler. a- Dekspantenol (DP), b-
‘entella asiatica ekstresi (TECA), c- Izovalerilalkanin ve o-metil-n-batilalkanin karisiminin grafikleri.

17<0.005 DMSO'ya gare farkliliklar, **p<0.005 ve ***p<0.05 ilk dozlara gore farkliliklar.
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( ) Yuvarlak hGore ylizdesi
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ekil 41. T15 fibroblastlarda yuvarlak hicre yizdelerini gosteren grafikler. a- Dekspantenol (DP), b-
entella asiatica ekstresi (TECA), c- izovalerilalkanin ve o-metil-n-btilalkanin karisiminin (KAR) grafikieri.
p< 0.05 DMSQ'ya gére farkliliklar, **p>0.10, ***p<0.05 ve +p<0.005 ilk dozlara gére farkliliklar.
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ekil 42. T15 fibroblastlarda vakuolli hucre yuzdelerini gosteren grafikler. a- Dekspantenol (DP), b-
‘entella asiatica ekstresi (TECA), c- izovalerilalkanin ve o-metil-n-bitilalkanin karnisimi (KAR) grafikleri.
1<0.005 DMSO'ya gore farkliliklar, **p>0.10 ve ***p<0.005 ilk dozlara gére farkliklar.
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iekil 43. T15 fibroblastlarda mitoza giden hiicre sayilarim gésteren grafikler. a- Dekspantenol (DP), b-
‘entella asiatica ekstresi (TECA), c- Izovalerilalkanin ve o-metil-n-butilalkanin karisimi (KAR) grafikleri.
0<0.005 DMSQ'ya gére farkliliklar, **p<0.05, ***p>0.10 ve "p<0.005 ik dozlara gére farkliliklar.
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ekil 44. T15 fibroblastlarda granil sayilarini gésteren grafikler. a- Dekspantenol (DP), b- Centella asiatica
cstresi (TECA), c- lzovalerilalkanin ve a-metil-n-batilalkanin  karisimi (KAR) grafikleri. *p<0.05 ve
*p<0.005 DMSO'ya gére farklilikiar, **p>0.10 ve +p<0.005 ik dozlara gore farkhliklar.
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TARTISMA

Bu calismada, yara iyilestirici aktivitesi olan Dekspantenol, Centella asiatica
stresi ve Amebia densiflora’ dan elde edilmis olan izovalerilalkkanin ve a-metil-n-
tilalkanin kansiminin T15 ve tavuk embriyonik fibroblastlart Gzerine etkileri
astinlmigtir. Bu etkiler; toplam hiicre sayilari, fuziform hiicre, poligonal hiicre, vakuolli
cre, yuvarlak hicre yuzdeleri, mitoza giden hiicre sayisi ve hicrelerdeki granil
yilari parametre olarak kabul edilerek yapilmistir. Test maddeleri uygulandiktan sonra
inct saatte, morfolojik agidan yapilan sayimlar arasinda fazla fark olmadigi,
yamalar neticesinde de kollajen sentezleri agisindan fark gézlenemedigi icin sadece
. saatteki sayimlar degeriendirilmistir. Yirmidoért saatten daha kisa siire protein sentezi
mitoz igin yeterli bir sire olmamaktadir (37). Ayrica test maddeleri verilmeden 6nce
pilan sayimlarda petriler arasinda énemli derecede fark bulunmadigi igin, yapilan bu
yimilar da degerlendiriimeye alinmamigtir.

Primer Tavuk Embriyonik Fibroblastlarinda DMSO uygulanan hiicrelerde, DMSO'
in sitotoksik etkisine bagl olan toplam hiicre, poligonal hiicre, granil, mitoza giden
cre sayilarinda o6lgllebilir bir azalma ve fuziform, vakuolli ve yuvarlak hicre
yillarinda artis olmustur. Bu etki, buylk bir olasilikla DMSO'nun daha énce rapor
ilmis olan toksik ve antimitotik etkisinden kaynaklanmaktadir (92, 95-98).

Dekspantenol ve Centella asiatica ekstresi, klinikte yara iyilestirici etkileri
bebiyle yaygin bigimde kullaniimaktadir. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda
pilan c¢alismalarimizda dekspantenol toplam hiicre ve mitoza giden hiicre sayilan
Isindan degerlendirildiginde hiicre sayilaninda doza bagdmii olarak mitotik
tivitesinden kaynaklanan belirgin bir artis gézlenmistir. Bu sonug, daha &nce
ratiirde pantotenik asidin insan fibroblastlarinda gézlenen mitotik aktivitesini  de
grulamaktadir (102). Fotograflarda da gorildigu gibi TECA ve KAR'In tek baglarina
gulanmalarinda kontrole oranla belirgin bir mitotik aktivitesi gozlenemezken DMSO ya
anla istatistiksel diizeyde anlamli bir mitoz artig1 gézlenmistir. Dekspantenolde ise
m kontrole hem de DMSQO’ya gére anlamli ve doza badimh bir mitotik aktivite
rilmustur (Sekil: 7-8). TECA ve KAR ile olan kombinasyonlarinda ise toplam hicre
yilarinda dekspantenoliin tek basina verilmesi sonucunda 6lgiilen degerlere gére
lamh  farkhiikta degerler bulunmamigtir. Bu calismamizda, dekspantenol
gulamasinin fuziform hicre sayilarini azalthidi, poligonal hicre sayilarini arttirdigi,
kuollii ve yuvarlak hiicre sayilanini anlamh derecede degistirmedigi gézlenmigtir. Bu
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ulgular, pantotenik asidin daha 6nceki ¢alismalarla bildirilen mitotik aktivitesi ve protein
antezi Uzerindeki stimulan etkisi ile baglantili gibi gézukmektedir (102). Granil
ayilarinda kontrol ve dozlar arasi degerlendiriimelere gére anlamsiz, DMSO' ya gére
Ictlebilir anlamhlikta artiglar oldugu bunun da yine protein sentezi Uzerine olan
imulan etkisine bagh oldugu, ancak kollajen sentezi tGzerine (TECA'da oldugu kadar)
irekt etkisi olmadigi dasdndlmelidir. Mitotik aktivitesi ve hicrede protein sentezini
rtirdigindan dolay yaralarin iyilesmesinde etkili oldugu ileri surdlmustar. (92, 102)
ECA ve KAR ile kombinasyonlarinda, dekspantenollin tek basina uygulanmasina gére
yplam hiicre ve vyuvarlak hiicre sayilarinda bir farkin olmadigi, TECA ile
ombinasyonunda mitoza giden hicre sayisinin TECA' nin etkisine bagl olarak hafifce
rttigl, KAR ile kombinasyonunda mitoza giden hicrelerde artigin olmadidi gézlenmistir.
ine TECA ve KAR ile kombinasyonlarinda fuziform hicrelerde énemli dl¢lide azalma,
oligonal hiicre ve granil sayilarinda énemli 6lgtide artis gorulmustar.

Primer tavuk embriyonik fibroblastlarinda, TECA'nin uygulanmasi sonucu, DMSO'
a gore toplam hiicre bazinda anlamli, mitoza giden hlicre bazinda ise az bir artis
ozlenmistir. TECA, vyuvarlak, vakuolli ve fuziform hicrelerde 6nemli derecede
zalmaya, poligonal hiicre ve granul sayisindaysa 6nemli derecede artisa sebep
Imaktadir. Sekil 2. de gosterildigi gibi kollajenin sentezinde, prokollajen molekdlleri
ezikil icinde hiicre digina tasinmaktadir (68). Ayrica TECA'nin kollajen sentezi izerine
lan stimilan etkisi ve bu etkisi ile yara iyilesiminde rol oynadiji daha énce yapiimis
lan calismalarla gésterilmistir (52, 103, 105). Bu verilerden yararlanarak; buldugumuz
ayisal degerler ve Sekil: 9-10'da gérdigimuz granillerin hticre digina vezikil iginde
ysinmakta olan prokollajen molekdlleri oldugunu ve TECA' nin fibroblastiarda direkt
ollajen sentezini stimile ettigini, bu mekanizma ile yaralarin iyilesmesinde etkili
Idugunu soyleyebiliriz. Granil sayilarinin artan dozla artmasi etkinin doza bagimh
I[dugunu géstermektedir.

TECA' nin DP ile olan kombinasyonunda, DMSO ve TECA' yla karsilastirildiginda
oligonal hiicre sayilarinin, DP' nin etkisine bagli olarak, toplam hiicre ve mitoza giden
ticre sayllarinin da 6nemli 6lgtide arttigi tespit edilmistir. Fuziform ve vakuolli hicre
lzdelerinde bir degisiklik olmamistir. TECA ve DP' nin kombinasyonunda, grandl
ayllarinda TECA' nin tek basina uygulandigindan farkl sonuglar alinmamasi,
ekspantenoliin kollajen sentezi iizerine etkisi olmadigini, yara Iiyilestirici etkisinin
adece mitotik aktivitesinden kaynaklandigini géstermektedir. TECA ve KAR' In
ombinasyonunda toplam hiicre sayilan ve mitoza giden hiicre sayilarinda TECA' ya
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jore fark yoktur. Fuziform hicre sayilan degismezken, poligonal hicrelerde 6nemli
siclide artig, yuvarlak hicre sayilarinda 6nemli, vakuollii hiicre sayilarnindaysa él¢iilebilir
lerecede azalma gozlenmistir.

KAR'in 1 pg/ml dozda uygulanmasi; DMSO'nun uygulandigi hicrelere gére
uziform, yuvarlak ve vakuolli hiicre sayilarinda azalmaya, poligonal hiicre, mitoza
jiden hiicre ve granul sayilarinda artigsa sebep olmasi, bu dozda KAR'In yara iyilestirici
stkisi oldugunu géstermektedir. Bu daha &nce yapilan bir in vivo ¢alismada Amebia
Jensiflora'nin gésterilmig olan yara iyilestirici etkisini dogrulamaktadir (124). KAR'In bu
lozunun DP ile kombinasyonunda, toplam hiicre ve mitoza giden hicre sayilarinda
lekspantenole gbére anlamhi olmayan, fakat KAR'a goére anlamli olan artigin
lekspantenoliin etkisi ile oldugu sdéylenebilir. DP ve KAR kombinasyonunun graniil
sayisinda olusturdugu artis tek bagina uygulanan KAR'dan istatistiksel anlamli diizeyde
arkli bulunmamistir. Bu gézlem DP'nin kollajen sentezi Gizerine direkt etkisinin dnemli
ilzeyde olmadigini dogrulamaktadir. Yine DP ve KAR kombinasyonunda, fuziform,
rakuolll ve yuvarlak hiicre sayilarinda DP ve KAR'In tek baslarina uygulanmalarina
jore 6nemli Slglide azalma olmasi, kombinasyonlarinin yara iyilesmesinde daha iyi
sonug verebilecegini dustindirmektedir. Poligonal hiicre ylizdeleri, toplam hcre sayilari
/e granll sayilarinda istatistiksel olarak 6nemli dlgiide artisin meydana gelmesi ve
rakuolli hiicre yuzdelerinin her iki maddenin de tek baslarina uygulanmalan ile
dyaslandiginda buytk élglide azalma meydana gelmesi yaslanmayi geciktirici etkinin
rtaya ¢iktigini disindirmektedir. KAR''n TECA ile kombinasyonunda; toplam hiicre
ayllart ve mitoza giden hiicre sayilarindaki farkin; KAR ve TECA'nin tek baslarina
lygulanmalari ile alinan sonuglarla karsilastinidiginda anlamsiz ¢ikmasi; TECA ve
CAR'In her ikisinin de yara iyilesimindeki etkilerinin kollajen sentezi tzerinden oldugunu,
CAR'in bu etkisinin; TECA'nin daha 6nce goésterilmis olan kollajen sentezini stimile
dici etkisine benzedigi sdylenebilir (69). Poligonal hicre sayilarinin artmasi, hicrelerin
nigrasyon yeteneklerinin de arttigini géstermektedir. Migrasyon ise yara iyilesiminde
ldukga 6nem kazanmaktadir. Poligonal hticrelerin ytzdelerini arttiran DP ve TECA gibi,
CAR'In da bu 6zellige sahip olmasi yara iyilesiminde etkili oldugunu gdstermektedir.
Migrasyon ve hiicre hareketleri igin hicrelerin fuziform™ degil, poligonal olmasinin
jerektigi daha 6nce yapilan c¢alismalarla bildirilmistir (141-143). PDCF ve FGF'ln,
1icrenin fagositoz, pinositoz v.b. yeteneklerini, bunun yanisira migrasyon kabiliyetlerini
rttirdidi, yapilmis olan calismalarda rapor edilmistir (141,143). Ozellikle TECA ve
CAR’In  (poligonal hiicre ylzdeleri ve ekzositozla hiicre digina atilan kollajen
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yrantllerinin  artmasi sebebiyle), PDCF ve FGF sentezinin stimilasyonunda rol
yynayabilecegi dtsiinilebilir.

KAR'in 10 pg/ml dozda uygulandigi hiicrelerde; DMSO'nun uygulandidi hiicrelere
1azaran toplam hicre ve poligonal hiicre sayilarinda anlamli derecede azalma toksik
atkinin oldugunun bir géstergesidir, fuziform, mitoza giden, yuvarlak ve vakuolli hiicre
/e granil sayilarinda istatistiksel anlamlilikta olmayan bir azalma gérilmustir. Bu ya
erapotik etkinin yerine bu dozda toksik etkinin bagladigini ya da antitimér etkinin ortaya
siktigint dusiindarur. Daha énce Arnebia nobilis'ten elde edilen arnebin-1'in antitimér ve
siiotoksik etkisi gosterilmistir (112, 121, 122). Benzer etki bu dozda KAR'da da goritlmis
dlabilir.  Fuziform hicre saylan ise DMSO'ya gére Olgulebilir degerlerde
iegismemektedir.

KAR'iIn 1 pg/ml dozda uygulanmasinda kollajen sentezini stimile edici etkisine
badll olarak goézlenen yara iyilestirici etkiye ragmen 10 pg/ml dozda uygulandijinda
jorilen sitotoksik etki; karisimdaki iki maddeden birinin kollajen sentezini stimile edici,
ligerinin sitotoksik etkisinin olmasina bagh olabilir. Yara iyilestirici etki ve 10 pg/ml'de
y6rulen etkinin sinir noktasinin anlasiimasi igin ara ve Ust dozlarin denenmesi gerekir.
Ayrica iki maddenin de birbirlerinden ayrilarak ayni test sistemierinde incelenmesi de bu
jlistincemizin dogrulugunu arastirmak i¢in uygulanmabhidir.

T15 fibroblast htcrelerinde yaptigimiz ¢aligmalarin primer tavuk embriyonik
ibroblastlar ile yaptigimiz c¢aligmalarla paralelliyi gozlenmigtir. T15 fibroblast
\icrelerinde; Altinci saatte ve 24. saatte Masson's trichrome teknigi ile boyamalar
sonucunda; 6. saatte boyanan hicrelerde, DMSO uygulanan grupta toksik etki
j6zlenmesine ragmen, DMSO ile birlikte uygulanan test maddelerinde bu toksik etkiler
joktur, sitoplazmalarinin pembe olarak goérilmesi henliz 'yeni kollajen sentezinin
bimadigini géstermektedir, kontrol grubu ile aralarnda fazla bir fark yoktur. 24. saatte
boyanan hucrelerde ise sitoplazmalarinin maviye boyanmis olmasi yeni kollajen
sentezini  gostermektedir, kontrol grubunda ise sitoplazma yine pembe olarak
yorilmektedir (Sekil: 30-37).

DMSO'nun tek basina verilmesi ile toplam hicre, mitoza giden hticre, poligonal
1iicre ve granul sayilarinda olgilebilir bir azalma, fuziform, vakiolli ve yuvarlak hiicre
sayllarinda artig gortimustar. Bu etki, DMSO'nun tavuk embriyonik fibroblastlarinda
jérilen ve daha énce kaydedilmis olan sitotoksik etkisi burada da gortlmastr.
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DP'nin etkisi ile toplam, mitoza giden ve poligonal hiicre sayilarinda ve grantil
sayllarinda artig, fuziform, vakuolli ve yuvarlak hiicre sayilarinda azalma goralmastr.
Toplam, mitoza giden ve poligonal hiicrelerdeki etki doza bagl iken, fuziform, yuvarlak
ve vakuolli hiicre sayilarindaki degisim doza bagl gérilmemistir. Graniil sayilarinda da
jozlar arasi fark olmamasi ve granil sayilarinin TECA'daki kadar fazla olmamasi
<ollajen sentezi Uzerine direkt etkisi olmadigini, yara iyilestirici etkisinin mitotik aktivitesi
le ortaya ¢iktid1 dogrulanmaktadir.

TECA uygulamast sonucu; DMSO'nun uygulandidi hiicrelere gore; toplam hcre,
nitoza giden htcre, poligonal hiicre ve granul sayilar artarken, fuziform, vakuollii ve
yuvarlak hiicre sayilan azalmistir. Ozellikle graniil sayisindaki artis, kollajen sentezini
stimiile ederek yara iyilesimine katkida bulundugunu gdéstermektedir. Toplam hiicre,
boligonal hticre, fuziform hicre, vakuolli hiicre ve granil sayilarindaki degisim doza
bagll géraltrken, yuvarlak hiicre ve mitoza giden hicrelerde doza bagh degildir.

KAR'In1 pg/ml olarak uygulanan dozu; toplam, poligonal, mitoza giden hiicre ve
yrantil sayilarinda DMSO'nun uygulandidi hicrelere gére artis, fuziform, vakuolli ve
uvarlak hiicre sayilarinda azalma gorilmustdr.

KAR'In 10 pg/ml dozda uygulanmasi; DMSO'nun uygulandigi hicrelere gére
oplam ve poligonal hticre sayilarinda azalmaya, vakuolli hticre sayilarinda 6lgtlebilir bir
artisa sebep olmus, fuziform, mitoza giden, yuvarlak hiicre ve granil sayilarinda
statiksel anlamlilikta bir degisiklige sebep olmamistir.

Ayrica bu fibroblastlar (zerinde gergeklestirilen bu metodun; vyaralarn

yilésmesinde yer alan proliferatif faz i¢in uygun bir yontem ve tavuk embriyosu gibi
colay bulunan ve ucuz bir materyalle calismanin avantajli olabilecegi de gosterilmistir.
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