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ÖZET 

Bu tez çalışmasında, daha önce yara iyileştirici etkinliği bildirilmiş olan 

dekspantenol, standart Centalla asiatica ekstresi ve Arnebia densiflora'dan elde edilen 

naftakinon karışımının hücre kültürü teknikleri kullanılarak fibroblastlar üzerindeki etkileri 

incelendi. Bu amaçla, "Masson's trichrome" tekniğiyle boyanan primer tavuk embriyonik 

fibroblastlar ve T15 fibroblastların mitoz yeteneği, morfolojik değişimleri ve kollajen 

yapımı mikroskopi yardımıyla parametre olarak değerlendirildi. Elde edilen sonuçlara 

göre, dekspantenol'ün yara iyileştirici etki mekanizmasında esas olarak mitetik aktivite 

artışının önemli bir rolü olabileceği, buna karşın, standart C. asiatica ekstresi ve A. 

densif/ora'dan hazırlanan karışımın etkisi içinse kollajen yapımının önemli olabileceği 

belirlenmiştir. Ayrıca bu çalışma, primer tavuk embriyonik fibroblastlarının yara 

iyileştirici etki için uygun bir deneysel model olabileceğini ilk kez rapor etmektedir. 

Anahtar Kelimeler 

Yara iyileşimi; Fibroblastlar; Mitoz; Kollajen; Migrasyon; Hücre Kültürü; Mikroskopi; 

Centella asiatica; Arnebia densiflora; Dekspantenol; Asiatikozid; izovalerilalkanin; a­

'vletil-n-bütilalkanin 
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SU M MARY 

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. 

KevWords 

Wound healing; Fibroblasts; Mitosis; Collagen; Migration; Cell Culture; Microscopy; 

Centella asiatica; Arnebia densiflora; Dexpanthenol; Asiaticoside; isovalerilalkannin; a­

Methyl-n-butylalkannin 
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1. GiRiŞ VE AMAÇ 

Yarcıların, en kısa sürede ve en mükemmel biçimde iyileşmesi insanlar için 

oldukça önemlidir; ameliyat yaralarının, yanıkların, kesiklerin, derinliğine göre, iyileşmesi 

oldukça uzun sürer. Bu sürecin kısaltılmasına yardımcı olabilecek pek çok sentetik veya 

bitkisel kökenli ilaç, gerek halk arasında, gerekse klinikte kullanılmaktadır. Özellikle 

bitkisel ilaçların çoğunun yara iyileşimi üzerine olan etkilerinin, biyolojik sebepleri tam 

olarak bilinmemektedir. Bunların, yara iyileşimi üzerine olan etkilerinin, mekanizmaları 

ve etkili dozları bulunduğunda yaraların iyileşmesinde daha iyi sonuçlar alınacaktır. 

Yaraların iyileşme süreci içinde, organizmada, mıkro düzeyde pek çok olay 

meydana gelir. Bugüne kadar yapılan çalışmaların genelinde mikro dünyaya inilmemiş, 

daha ziyade makro düzeyde kalmıştır. Gerek laboratuvar hayvanlarında yapılan in vivo 

çalışmalar, gerek histolojik çalışmalar ve gerekse biyokimyasal çalışmalar, mikro 

düzeyde gerçekleşen bu olaylara sadece sayısal değerlerle ve genel gözlemlerle 

yaklaşılmasını sağlar. Mikro düzeyde gerçekleşen bu olayları anlamanın en iyi yolu 

onları yakından gözlemektir, bu da ancak mikro dünyaya girmekle gerçekleşebilir. Hücre 

kültürü mikro dünyanın bir anahtarıdır. 

Fibroblastlar yaraların iyileşmesinin proliferatif fazında görev alan en önemli 

hücrelerdir. Fibroblastların davranışlarını gözlemek, sentezledikleri ürünleri kalitatif veya 

kantitatif olarak olarak tespit etmek in vitro olarak izole hücrelerle yapılan hücre 

kültürlerinde diğer metodlara göre oldukça avantajlıdır. 

Yaraların iyileşmesinde etkili olduğu düşünülen ilaçların fibroblast hücre 

kültürlerine uygulanması ile yaraların iyileşmesinde önemli bir yeri olan fibroblast 

proliferasyonu, migrasyonu ve kollajen sentezlerneleri üzerine olan değişikliklere 

bakılarak ilaçların etki mekanizmaları hakkında yorum yapılabilir. 

14 



Bu çalışmada yaraların iyileşmesi üzerine etkili olduğu bilinen ve etki 

mekanizmaları araştırılmış standart maddeler ile karşılaştırılarak, yara iyileştirici etkisi 

olduğu düşünülen bitkisel kökenli doğal ilaçların etki mekanizmalarının araştırılması ve 

in vitro olarak fibroblast hücre kültürlerinin, yaraların iyileşmesinde bir model olarak 

gösterilmesi amaçlanmıştır. 

Çalışmalarımızda kullandığımız standart maddelerden biri olan dekspantenolün 

kullanımı oldukça yaygındır; yara iyileştirici preparatların yanısıra vücutta pantotenik 

aside dünüştüğü için provitamin-B5 olarak pek çok kozmetik preparatın da terkibine 

girmektedir. 

Diğer standart maddemiz Centella asiatica ekstresi, bitkisel kökenlidir ve 

fibroblastlarda kollajen üretiminin arttı rı lmasına etkisi olduğu bilinen bir ekstredir. 

Kollajen ise yaraların iyileşmesinde ve yaşianmanın önlenmesinde etkisi olduğu 

bilinen protein yapılı doğal bir maddedir. Bugün, kollajen yaşlanmayı önleyici etkili pek 

çok preparatın içeriğinde mevcuttur. Derinin gerilme direncini arttırarak, yara iyileşimine 

ve yaşianmanın önlenmesine katkıda bulunmaktadır. 

Yaptığımız çalışmalarda; uyguladığımız bu maddelerle fibroblast proliferasyonu, 

migrasyonu ve kollajen sentezi üzerine olabilecek etkileri direkt olarak gözlemleyebilme 

imkanı bulduk. Bu şekilde esas olarak etkisini araştırmak istediğimiz Amebia densif/ora' 

dan elde edilen lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının fibroblastlar 

üzerindeki etkilerini, dolayısıyla yara iyileşimi üzerine olan etkilerinin sebeplerini 

araştırmaya çalıştık. lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin boyar özellikli 

naftakinonlar sınıfına ait maddelerdir. 

Naftakinonlar, gıda, kozmetik ve ilaç endüstrilerinde boya olarak kullanılmaktadır. 

Halk arasında doğal boya olarak halı ve kilimcilikte kullanılırlar. Naftakinonların, yara 

iyileştirici etkilerinden dolayı yanık, egzema ve diğer cilt yaralarında da kullanıldığı ve bu 

amaçla hazırlanan ilaçların terkibine girdikleri bilinmektedir. 

Amacımız bu üç maddenin hücre kültürlerindeki etkilerini elimizdeki bilgilere 

dayanarak araştırmak ve izole fibroblastların da diğer metodlar kadar yara iyileşiminin 

araştırılmasında kullanılabilirliğini gösterebilmektir. 
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2. GENEL BiLGiLER 

2.1. YARALARlN iYiLEŞMESi 

2.1.1. DERiNiN ÖNEMi 

ilk bakıldığında deri , organizma ile çevresi arasında bariyer görevi gören bir yapı 

durumundadır.ancak deriyi bu şekilde tanımlamak pek doğru değildir. Çünkü; deri, 

vucudun önemli immünolajik ve endokrinolojik aktivitelerini içine alan sistemik ve 

fizyolojik bir önem taşımaktadır (1 ). 

Geniş ve yaygın termal yanıklar, toksik epidermal nekrozlarda görüldüğü gibi, 

derinin (kritik bariyer fonksiyonlarının) önemli kayıplarının olduğu akut rahatsızlıklar 

hakikaten hayatı tehdit etmektedir. 

Yaranın iyileşmesi derinliği ve dış görünüşü ile ilgilidir. Yaraların şiddetle 

ananlmaya başlanması, bariyer fonksiyonlarının yeniden oluşturulması sağlam 

epidermisin yapılması gereklidir. 

Epidermal rejenerasyonda keratinosıtlerin lateral çoğalması önemli yer tutar. 

Epitelial bütünlüğün oluşması, prolifere olmuş keratinositlerin çok çabuk bir şekilde 

epidermal defekti kapatmasına bağlıdır. Keratinositler normal deride differansiye 

olurken, yaralı dokuda migrasyonları dikkati çeker (2). Eksik yara dokusunun 

tamamlanması ve hızla reepitelize olması, yaraya eşit bölgenin ilave edilmesine bağlıdır. 

Epitelial ve mesenşimal dokulardaki iyileşme arasında ayırt edici önemli bir fark 

vardır; Gerçek rejenerasyon veya esas normal yapıya dönüş yüksek yapılı canlılarda 

sadece epitelial yapıdaki epidermiste mümkündür. Mesenşimal dokularda (dermiste 

olduğu gibi) sadece onarım kabiliyetinin olması ile birlikt~ yapısal ve fiziksel özelliklerinin 

değişikliği, her zaman dokuda iyileşme yöntemini etkiler. Yaralı doku sıklıkla, kötü bir 

şekilde sağlam dermisin yerini tutar. Ancak dokuların uyumlu hareket etmemesinden 

dolayı, esnekliğin kaybolması istenmeyen bir durumdur. Yine de, yara iyileşse de yaralı 

dokunun gerilme kuvveti asla sağlam dokununkine eşit olarnamaktadır (3). 
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Aslında deri yaralarının iyileşmesi sadece bir kısmı anlaşılmış kompleks bir 

işlemdir. Henüz derinin fonksiyonları ve yenilenme mekanizmaları tam olarak 

anlaşılabilmiş değildir. 

Epitelyum devamlı tamir edilen ve yenilenen bir yapıdır. Son zamanlarda yapılan 

araştırmalar epidermisin rejenerasyonunun hızlanmasına ve dermisin onarımında doğal 

faktörlerin doğrudan etkili oldukları kanıtlanmıştır. 

Yaraların iyileşmesinde; repair (onarım), rejenerasyon, epitelizasyon, 

skatrizasyon, anjiojenezis gibi faktörlerin zamana bağlı sırası önem taşımakta ve 

enflamasyon, mitoz bölünme, sentez ve ekstraselüler matriksteki değişiklikleri 

kapsamaktadır. Bunlar şu kronolojik sırayı takip eder: Platelet agregasyonu ve kanın 

pıhtılaşması, fibrin oluşumu, bakteri ve yabancı cisimlere karşı enflamasyon cevabı, 

hücresel hasar ve nekrotik doku, endotelial ve kapillerde proliferasyon, fibroblastik 

proliferasyon ve kollajen üretimi epitelial proliferasyon ve yüzeyin kaplanması, temel 

hücre tiplerinde görülen değişken rejenerasyon ve remodeling ... Bu olaylar büyüme 

faktörleri tarafından düzenlenir (4-8). 

Büyüme faktörleri yara iyileşmesinde bir veya birden çok hücre tipini uyararak 

olayı düzenlerler: EGF ve TGF-a epitelial hücreler üzerine son derece etkilidir, b-FGF 

ise fibroblastlar ve vasküler endotelial hücreler üzerine mitojendir (9-11). IGF-1 ve 

PDGF esas olarak mesodermal hücreler (örnek: fibroblastlar ) ve düz kas hücrelerini 

mitoza sevk eder. insülin, IGF-1 ve PDGF'in düz kas hücreleri üzerine mitojen etkisi; 

uterus düz kas hücrelerinde DNA stimülasyonuna sebep oldukları gösteren çalışma ile 

rapor edilmiştir (9). TGF-~ ise hücre bölünmesinde bifonksiyonel düzenleyicidir; 

fibroblast gibi mesoderm hücrelerinde mitetik hücre bölünmesini uyarır, fakat keratinosit 

gibi ektoderm hücrelerinde mitozu inhibe eder (1 O, 11 ). PDGF ile TGF-~ kombinasyonu, 

TGF-W nın yalnız başına olduğundan daha fazla kollajen depolanmasını stimüle ettiği 

bilinmektedir (12). Bazı büyüme faktörleri ekstraselüler matriks komponentlerinin 

sentezini arttırır;örn: EGF fibronektin sentezini stimüle eder (13). 

2.1.2.YARA iYiLEŞiM FAZLARI 

Yara iyileşim fazları genel olrak dört fazda incelenebilir; 

1. Hemostatik-Enflamasyon fazı 

2. Proliferatif faz 
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3. Matriks oluşumu ve remodelling 

4. Anjiyogenezis 

2.1.2.1. Hemostatik-Enflamasyon Fazı 

Yaralanmadan hemen sonra klasik enflamasyon oluşmaya başlar. Genellikle 

enflamasyon doğal koruyucu bir yerel reaksiyondur. Damar endotelinde hasar başladığı 

gibi görevleri, yaralı dokuyu bakteri ve diğer yabancı maddeler gibi patojen ajanlardan 

arındırmak olan immünolajik aktiviteli maddeler salıverilir. Enflamasyonlu hücreler yaralı 

dokuda fibroblast ve endotelial hücreler üzerinden tamirin başlaması için fizyolojik temel 

sağlar. Bunların yara yerinde görülmesinden pek çok solubl mediatörler ardarda işlev 

görür. Başlangıçta plateletler, bunları takip eden nötrofiller ve sonra makrofaj ve 

lenfasitler görülür. (5, 14, 15). 

Monosit kaynaklı makrofajlar yaralanmanın ilk veya ikinci günü baskın hücrelerdir 

ve görünürde bu hücrelerin yaraya girmesini fibroblastların, kapiller damarların, çizgili 

kas hücrelerinin proliferasyonu takip eder (4, 16). Yaralanma sırasında plateletlerin 

aktivasyonu yaranın ananlmaya başladığını gösteren delildir. Platelet proliferasyonu 

fibroblast proliferasyonu için gereklidir (17). Yaralanmadan sonra ilk olan olay fibrin 

platelet pıhtısıdır. Geçici fibronektin matriksinin hemen ardından keratinosit ve fibroblast 

migrasyonu artar (18, 19). Dermal yara iyileşmesinin başlangıcında plateletler kritik 

hücrelerdir. plateletlerden proteazlar, eikozanoidler, platetelet kaynaklı büyüme faktörü 

(PDGF) ve transforming growth factor-B (TGF-B) ' yı içine alan kemotaktik faktörler 

salınır. Bu sırada anaflatoksin C3a ve C5a 'nın üretimi aktive edilir. Bu faktörler 

nötrofilleri ve monositleri çeker ve lokal kan damarlarının permeabilitesini arttırır (20, 

21 ). Nötrofiller görüldüğünde kontam i n asyon oluşturan bakterileri fagosite etmeye 

başlarlar. Bu genellikle üç gün sürer. Bunları çok sayıda makrofaj takip eder. 

Diğer taraftan kan-pıhtısı oluştuktan sonra iki türlü gelişim gösterebilir ; a-Kan­

pıhtısı fibroblastlarla istila edilerek daha sonra bütün pıhtı bağ dokusuna dönüşebilir, b­

Pıhtı eriyebilir (bazı şartlarda ) (4, 22). Genellikle pıhtı oluştuktan bir kaç saat sonra 

fibroblastlar pıhtının içinde küçük bir delik oluşturmaya başlarlar. Bu olay trombositler 

tarafından salgılanan büyüme faktörleri, Tromboksan-A2 (TXA2) ile kısmen hızlandırılır 

(23, 24). Daha sonra pıhtının tümüyle fibröz dokuya dönüşmesi için 7-10 gün geçer. 

Şekil 1 yara iyileşiminde rol oynayan hücreleri göstermektedir. 
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Monositler 
Makrofajlar 

Nötrofiller 

YARA İYİLEŞiMi ı 
Fibroblastlar 
Endotelial hücreler 

Şekil 1. Yaraların iyileşmesinde görev alan hücrelerin sentezleyip salgıladıkları solubl mediatörler 

aracılığıyla otokrin veya endokrin olarak biribirlerini etkilernelerini gösteren şema. 
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2.1.2.2. Proliferatif faz 

Monositler, makrofajların farklılaşması ve yaraya göç etmeleri sebebi ile kimyasal 

çekim oluştururlar. Makrofajlar, dermal yaraların iyileşmesinde, enflamasyon faz 

ortamında en önemli hücreler oldukları gibi proliferatif fazı başlatmak ve sürdürmekten 

de sorumludurlar. 

Bunlara benzer biçimde plateletler, mesenşimal hücrelerde, makrofaj sentezinde 

platelet kaynaklı büyüme faktörü (PDGF) ve TGF-P salınımını etkileyerek mitojenik ve 

kemotaktik etkilere sebep olurlar (4, 25). Bunun yanısıra makrofajların ürettiği interlökin-

1 (IL-1), fibroblast ve fibroblast büyüme faktörleri üzerine (FGFs) mitojenik etkili 

olduğundan çizgili kaslar ve endotelial hücreler üzerine de mitojendir (4, 5, 26). Bu 

hücrelerin yara bölgesine migrasyonu ve proliferasyonu, (formasyon ve granülasyon 

dokusunda) yara iyileşmesinin proliferatif fazı ıçın karakteristiktir. Fibroblast 

proliferasyonunu stimüle ettiği bilinen diğer faktörler TN F-a, IL-1, TGF-p dır (27). TN F-a 

aktif makrofajlarda salgılanan bir sitokindir. Konsantrasyonuna göre yara iyileşmesinde 

sitolitik, mitojenik, antitümör, anjiyogenik veya antianjiyogenik etkileri vardır.TNF-a, 

PDGF ile birlikte hareket eder. TNF-a ve PDGF sinerjizm oluştururken, TNF-a ve TGF-P 

arasında antagonizma görülür (28). 

Granülasyon dokusu, makrofaj, fibroblast ve endotelial hücrelerce zengindir. 

fibroblastlar başlangıçta fibronektin sentezini ve bunu takip eden tip-I ve tip-lll 

kollajenlerin sentezini aktive eder. PAF makrofaj migrasyonunu arttırır ve gerilme 

direncinin artmasına katkıda bulunur (27). Makrofajlarda üretilen TGF-p fibroblastlarda 

ekstraselüler matriks komponentlerinin sentezini stimüle eder (29). TGF-Pl ve TGF-a 

yaradaki granülasyon dokusunda plateletlerden salgılanır, nötrofillerde yara bölgesinde 

iyi bir TGF-pı kaynağıdır (30, 31). TGF-PI fibronektin sentezini arttırır (32). 

Sematomedin C, IGF-1, IGF-3 de yara iyileşmesinde önemli rol oynar; bunlar mitojenik 

ve insülin benzeri aktivite gösteren polipeptid hormonlardır (33). IGF-1 fibroblastlarda 

kollajen sentezini stimüle eder (34). 

Granülasyon dokusunda en yaygın fibroblast fenotipi myoblastlar, bol miktarda 

aktin flamenti içerdiğinden yaranın gerilmesine sebep olmaktadır (35). 

Granülasyon dokusunda bulunan endotelial hücreler anjiyojenez oluştururlar. 

makrofajlarda üretilen b-FGF endotelial hücreler için en· önemli büyüme faktörüdür. 
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Insan deri fibroblastlarında kollajen üretimi b-FGF ile kolayca, EGF ile dalaylı yoldan 

stimüle edilir (30, 31). 

2.1.2.3. Matriks Oluşumu ve Remodeling 

Dermal yaraların onarımında anjiyojenezden önceki fina! fazdır. Bu dönem erken 

başlar ve granülasyon dokusunun, gelişimi tamamlanmış yara izi (scar) dokusuna 

dönüşebilmesi için aylar geçer. Proliferatif fazın erken döneminde fibroblastların çok 

miktarda ürettiği fibronektin pek çok fonksiyona aracılık eder; Özellikle yaraya fibroblast 

ve diğer mesenşimal hücrelerin girerek yapı taşı oluşturmaları gibi (5) ... 

Çevreye uyum sağlayan fibroblastlar fibronektinin esas şekline bağlı kalarak belli 

bir hat boyunca yayılarak fibronektin ve myoblastlarla sınırlı bir gerilmeye sebep olurlar. 

Başlangıçta fibronektin matriksi muhtemelen fibrilleri bir araya getirerek tip-lll kollajen 

sentezinde substrat olarak harekete geçer, bunu tip-I takip eder (36). 

Fibroblastlar tarafından kompleks karbohidratlar sentez edilirken, büyük miktarda 

su absarbe edilerek ekstraselüler matrikste yaşanabilir bir ortam oluşturulur. Bu ortamda 

vizköz bir sıvı olan hyaluronik asit (ortama kayganlık verir) ve nonsülfat­

glikozaminoglikanlar (GAGs) da ortamda bulunur (5, 37) 

Daha sonra glikozaminoglikanlar kovalent bağlarla proteinlere bağlanır. Bu yapı 

muhtemelen proteoglikanlarla olan kondroitin-4-sülfat ve dermatan sülfatla olur (38, 39). 

Bu fazın karekteristik özelliği kollajen sentez ve yıkılımının periyotlar halinde aylar boyu 

sürmesidir. 

Granülasyon dokusunda çok bol olan tip lll kollajen, yavaş yavaş normal dermiste 

olduğu kadar, olgun yara izinde de baskın olan tip 1 kollajene yerini bırakır. Daha önceki 

tip 1 kollajen miktarı kollajenaz tarafından sürekli azaltılarak yerini gerilme hattı boyunca 

sıralanan yeni kollajen liflerine bırakır. Kollajen liflerinin yoğunluğunun artması, 

dolayısıyla kollajen molekülleri arasında çapraz kovalent bağların artması yara izindeki 

gerilme direncini arttırır. Bu olay bir yıl veya daha fazla sürer. Yara dokusu ne kadar 

iyileşirse iyileşsin gerilme direnci (tensile strength) sağlam (yaralanmamış) deriye oranla 

en fazla %70-80 olabilir (5, 6, 40-42). 
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PDGF ve TGF-13 hücre proliferasyonu ve matriks sentezinde pozitif düzenleyici 

faktörlerdir. Negatif faktörler nonspesifiktir. Fakat INF-a ve INF-13 fibroblast 

proliferasyonu ve kollajen sentezinde inhibitördür (5, 43, 44). 

2.1.2.4. Anjiyogenezis 

Dokular büyüyünce, kan damarları da normal kan gereksinimini sağlamak üzere 

prolifere olurlar. Dolayısıyla anjiyogenez fetal hayat, büyüme, yaraların iyileşmesi,korpus 

luteum oluşumu, ovülasyon ve menstrüasyondan sonra yeniden endometriyum 

oluşumunda önemlidir. 

Yeni fibroblastların oluşması iyileşmenin olduğu bölgede yeni kan damarlarına 

ihtiyaç gösterir. Normalde endotelial hücreler kan damarlarının iç cidarında tek sıra 

halinde yer alır ve kollajen, fibronektin, proteoglikan-glikozaminoglikan tiplerini salgılama 

kabiliyetleri vardır (4, 45). 

Damar oluşumunda (anjiyogenezde) rol oynayabilecek faktörler: Uyarıcılar: a­

FGF (neovaskülarizasyona sebep olur (46, 47), b-FGF, trombosit kaynaklı endotel 

hücresi büyüme faktörü (TDECGF), vasküler kaynaklı endotelial büyüme faktörü 

(VEGF), vasküler permeabilite faktörü (VPF) dür. Baskılayıcılar : heparin trombosit 

faktörü 4, prolaktinin 16 KDaltonluk fragmanıdır. Çeşitli büyüme faktörlerinin anjiyojenik 

aktivitesi varken bazı başka faktörler ise anjiyogenezi baskılar. Ekstraselüler matriks ile 

etkileşim önemlidir (46, 48-51). 

2.2. YARA iYiLEŞiM MODELLERi 

Yara iyileşim modellerinin temeli, genellikle bağ dokusu metabolizmasına 

dayanmaktadır. Ancak kullanılan metodlardan ne hücre kültürü, ne de hayvan modelleri 

insandaki yaraların iyileşmesinin anlaşılmasında yeterli görülmez. Sadece insanların 

kullanıldığı deneylerde sonuçların güvenilirliğinden bahsedilebilir. Ancak insan 

laboratuvar koşulları için uygun değildir ve genetik ve çevresel koşullar da sonuçları 

etkiler. Yara iyileşim modellerinin tamamına yakın bir kısmında kentaminasyon da 

sonuçları değiştirebilen önemli bir problemdir (52). 
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2.2.1. HÜCRE KÜL TÜRÜ MODELLERi 

Hücre kültürü ilk olarak 20. yy' ın başlarında memeli hücreleri ile in vitro model 

olarak Alexis Carrell çalışmış ve bu teknik ona nobel ödülü kazandırmıştır (52). Bundan 

sonra Stearn 1940' da primer fibroblast hücrelerinde kollajen sentezine bakmıştır (46, 

52, 53). 

Kültürdeki hücrelerin ; plazmadan kanın koagülasyonu ile elde edilen ve fizyolojik 

bir sıvı olan serum, büyüme faktörleri, proteinler, besleyici elemanlar, pH ve gaz gibi 

·yaşamaları için gerekli ortama ihtiyaçları vardır. Bunlara ek olarak cam veya plastik kap 

da dokudan doğal matriks gelişmesini etkiler. 

izole hücrelerle spesifik hücre davranışlarından proliferasyon ve kollajen, 

hidroksiprolin gibi çeşitli ürünlerin sentezine çevre koşulları da kontrol edilerek çalışma 

yapmak mümkündür. Primer kültür olarak a- insan biyopsi materyali, b- Fare 

embriyosu, c- Tavuk embriyosu' ndan _elde edilen fibroblastlar kullanılır. Sekonder kültür 

olarak da "cell-line" fibroblastlar kullanılır (54, 55). 

2.2.2. HAYVAN MODELLERi 

Yara iyileşim modelleri olarak sıçan, kobay ve tavşanlar kullanılmaktadır. Hayvan 

yara çeşitleri şunlardır: 

Kapalı Çizgisel Yaralar: Deri kalınlığı kadar çizgisel yara açılıp dikilir. Derinin 

gerilme şiddetine, histolojik kesit alarak Aleian blue ile proteoglikanlara ve Masson' 

trichrome ile boyanarak kollajen ve matrikse bakılabilir. Ancak yara dokusunda 

kentaminasyon alınan biyopsideki sonuçları değiştirebilir (52). 

Açık Deri Yaraları: Yara açılır ve bırakılır. Ilk olarak Stein ve Keiser tarafından bağ 

dokusu metabolizmasına bakılmıştır (56, 57). Bu teknik, kollajen, glikozaminoglikanlar 

ve enflamasyon hücreleri gibi parametrelerin değerlendirilmesine olanak sağlar. Topik 

ve sistemik farmakolojik ajanların denenmesi için uygun bir yöntemdir. 

Diğer Yaralar: Kesik veya yarma yapılmadan uygulanan yaralardır. Yanı k yaraları 

modellerinde sıcaklık etkisiyle yaralar açılır. 
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Yapılan bu çalışmalarda, oluşan yeni kıl folikülleri yara iyileşim proses ve 

kriterlerini değiştirmesi hayvan deneyleri için bir dezavantajdır (58). 

Hayvanlarla veya insanlarla yapılan çalışmalarda uygulanan yara iyileşim 

modelleri şunlardır: 

Polivinil alkol süngeri: Polivinil alkolün deriden çabuk infiltrasyonu sonucu yara 

bölgesinde bağ dokusu depolanır. En büyük dezavantajı; çevredeki bağ dokusundan 

ayırt etmenin çok güç olmasıdır (52). 

Kaldı rı labilir Sünger Yöntemleri: 

a- Schilling Odacığı: Paslanmaz çelikten yapılmış, deri altına yerleştirilebilecek 

şekilde geliştirilmiş tel örgüdür ve deri altına yerleştirildiğinde o bölgeye çabuk bir şekilde 

yara sıvısı toplanır. Elde edilen sıvıda enzim, protein ve büyüme faktörlerine bakılabilir 

(59, 60). Bu cisim sadece tek bir yara için kullanılabilir. 

b- Cellstic: Kare şeklinde visköz selüloz sünger ile birlikte silikon tüp sisteminden 

ibaret yapıdır. Eksudanın dışarı akmasına imkan verir ve özel boyama yöntemleri ile 

kollajen tespit edilir. Bu yöntemdeki problem, gelişen ve göç eden yara iyileşim 

elemanları sadece tüpün açık ucunda toplanır, süngerden düzenli bir şekilde 

süzülmesine rağmen toplanmamasıdır (52, 62). 

c- Gore-Tex: Insanda hidroksiprolin ölçümüne imkan veren tüp sistemidir. Fibröz 

tüpü yerleştirmek ve bağ dokusu infiltrasyonunu sağlamak oldukça zor ve uzun vadeli 

bir iştir. Bu metod ile bir kaç yıl içinde sadece bir kaç çalışma yapılabilir(52, 62). 

d- Polivinil alkol implant Tekniği: Polivinil alkol süngerinin değiştirilmiş şekilde 

uygulanmasıdır. Taşıyıcı silikon tüp ile birlikte polivinil alkol süngerinden oluşan silindirik 

geometriye sahip ve selüler matriks komponentlerinin düzenli infiltrasyonuna imkan 

veren sistemdir. Hayvanlarda ve insanlarda uygulanabilir. HPLC ile hidroksiprolin tayini 

yapılabilir (27, 63-65). 

e- MCV Rezervuar Tüp Sistemi: Son zamanlarda MCV Wound Healing Center' 

da uygulanmıştır. Schilling odacığının daha küçük olarak yapılmış modelidir. 

Hayvanlarda uygulanır (66). 
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f- Tavşan Kulağı Odacığı: Tavşan kulağına uygulanan plastik bir sistemdir. 

Granülasyon dokusu, kanın koagülasyonu, eksudasyon ve fibroblastlar ile ilgili 

parametreleri inceleme imkanı sağlar (6, 49). 

In Vivo ve In Vitro Ölçüm Teknikleri 

HPLC ile hidroksiprolin tayini, yara bölgesinden doku bjyopsisi ile 

glikozaminoglikanlar gibi bağ dokusu elemanlarının incelenmesi mümkündür. 14c ile 

işaretlenmiş prolin ile hücre kültüründe yeni kollajen sentezinin takibi mümkündür. 

PCR ile m-RNA' dan spesifik protein tayini yapılabilmektedir. Bu yöntem protein 

sentezinin erken basamağında final proteinler hakkında fikir verir (52, 66, 67). 

Fetal Model 

Hayvan modelleri, hücre kültürü ve diğer analitik tekniklerle birlikte uygulanabilir. 

Polivinil alkol implant tekniği ile akut enflamasyon fazında nötrofiller için kimyasal 

uyaranlara, fibrotik yanıtlara, TGF-p, PDCF ve kollajen tayinleri yapma imkanı sağlar 

(52). 

2.3. BAG DOKUSU ELEMANLARI VE YARA iYiLEŞMESiNDEKi ÖNEMLERi 

2.3.1. BAG DOKUSU YERLEŞiMi VE FONKSiYONLARI 

Bağ dokusu vücutta her yerde bulunur, bütün organların çevresini kuşatır. 

Kartilaj, kemik ve kan damarlarının dış yüzü kendilerine özel· bağ dokusudur. insanda 

bağ dokusu dört tiptir; 1-Epitelial doku, 2-Fibröz (bağ) doku, 3-Kas dokusu, 4-Sinirsel 

doku. 

Visseral organlarda (böbrekler, akciğerler) bağ dokusu parankimal epitelial 

hücrelerle birlikte organ şeklini oluşturur. Kardiyevasküler sistem de bağ dokusunca 

zengindir. Burada kas hücreleri ve endotelial hücrelerle birlikte fonksiyonel olarak 

sistemi tamamlarlar. 
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Tablo 1. ENFLAMASYON VE DOKU ONARIMININ MEDiYATÖRLERi (4) 

PLATELET KAYNAKLI FAKTÖRLER 

- Polipeptit Büyüme Faktörleri : 

Platelet kaynaklı büyüme faktörü (PDGF) 

Transforming growth factor -P (TGF-P) 

Esas fibroblast büyüme faktörü (b-TGF) 

Platelet faktör-4 

- Koagülasyon faktörleri : . 

Plasminojen 

von Willebrand faktör 

Fibrinojen 

-Vazoaktif faktörler 

Serotonin 

ADP ve ATP 

-Nötral proteinler ve diğer enzimler 

-Araşidonik asit metabolitleri : 

12-HPETE (12-hidroperoksieikozatetraenoik asit) 

12-HETE (12-hidroksieikozatetraenoik asit) 
Tromboksan A2 (TXA2) 

-Yapıştırıcı ve şekil verici proteinler: 

Fibronektin 

NÖTROFiL KAYNAKLI FAKTÖRLER 

-Oksijen aracılığıyla tepki yapanlar: 

Süperoksid 

Hidrojen peroksit 

Hidroksil radikalleri 
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Tablo 1 (Devam) 

-Yapıştırıcı ve şekil verici proteinler 

-Proteoglikanlar 

-Nötral proteaz ve diğer enzimler 

-Biyoaktif lipidler : 

Platelet aktive edici faktör (PAF) 

Araşidonik asit metabolitleri 

FiBROBLAST KAYNAKLI FAKTÖRLER : 

-Polipeptid büyüme faktörleri : 

interlökin-1 (IL-1) 

interlökin-6 (IL-6) 

Platelet kaynaklı büyüme faktörü (PDGF) 

Granülosit!Makrofaj kolon i stimüle edici faktör (GM-CSF) 

-Yapıştırıcı ve şekil verici proteinler: 

Kollajen 

Fibronektin 

Elastin 

-Proteoglikanlar : 

Hyaluronik asit 

Kondroitin sülfat 

Dermatan sülfat 

Heparin ve heparan sülfat 

Keratan sülfat 

-Nötral proteazlar 

-Biyoaktif lipidler 
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Tablo 1 (Devam) 

MAKROFAJ KAYNAKLI FAKTÖRLER : 

-Polipeptid büyüme faktörleri : 

Transforming growth factor-a (TGF-a) 

Transforming growth factor-p (TGF-p) 

Plateket kaynaklı büyüme faktörü (PDGF) 

interlökin-1 (IL-1) 

interlökin-6 (IL-6) 

interlökin-8 (IL-8) 

Tümör nekroz faktör-a (TNF-a) 

interferon-a (INF-a) 

lnterferon-p (INF-P) 

Granülosit/Makrofaj kolani stimüle edici faktör (GM-CSF) 

Esas fibroblast büyüme faktörü (b-FGF) 

Fibroblast aktive edici faktörler 

Monosit yapımını teşvik edici faktör 

-Biyoaktif lipidler : 

Araşidonik asit metabolitleri 

Platelet aktive edici faktör 

,. 

-Nötral proteazlar ve diğer enzimler 

-Yapıştırıcı ve şekil verici proteinler 

-Proteoglikanlar 

-Oksijen aracılığıyla tepki yapanlar: 

Süperoksit 

Hidrojen peroksit 

Hidroksil radikal 
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Tablo 1 (Devam) 

T-LENFOSiT KAYNAKLI FAKTÖRLER 

-Polipeptit büyüme faktörleri : 

interlökin-2 (IL-2) 

interlökin-3 (IL-3) 

lnterlökin-6 (IL-6) 

GranülosiUMakrofaj kolani stimüle edici faktör (GM-CSF) 

interferon-y (IFN-y) 

Fibroblast için lenfasit kaynaklı kemotaktik faktör 

ENDOTELIAL HÜCRE KAYNAKLI BÜYÜME FAKTÖRLERi 

-Polipeptit büyüme faktörleri : 

i nterlökin-1 

interlökin-6 

Tümör nekroz faktör-a (TNF-a) 

Platelet kaynaklı büyüme faktörü (PDGF) 

GranülosiUMakrofaj kolani stimüle edici faktör (GM-CSF) 

Esas fibroblast büyüme faktörü (b-FGF) 

-Yapıştırıcı ve .şekil verici proteinler. 

-Proteoglikanlar 

-Koagülasyon faktörleri 

von Willebrand faktör 

Faktör V,VII,IX veX 

Doku faktörü 
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Iskelet kaslarını kemiklere bağlayan ligament ve tendonlar spesyalize bağ 

dokusudur. Santral sinir sistemi diğer dokulara oranla daha az bağ dokusu içerir. Glia 

hücreleri ve nöronların parankimalarına bitişik olarak az miktarda bağ dokusu bulunur. 

Kollajen fibriller ve bağ dokusu hücreleri beyin ve omurilik çevresinde bir tabaka 

oluştururlar. Benzer bağ dokusu periferik sinir ve gangliyonların etrafında da vardır (68, 

69). 

2.3.2. BAG DOKUSU KOMPONENTLERi 

Tüm bağ dokusu hücrelerinde ekstraselüler fibriller ve amorf kristal maddeler 

bulunur. 

-Bağ Dokusunun Temel Hücreleri; fibroblastlar, kondroblastlar ve kondrositler, 

osteoblast ve osteositler, adipozitler ve makrofajlardır. 

-Bağ Dokusunun Göç Eden Hücreleri; Enflamasyona ve hasarlı dokuya göç 

ederler; lökositler, monositler, lenfasitler ve fagositik granülositler (nötrofiller, eozinofiller 

ve bazefiller ) ... Enflamasyon döneminde mikroorganizmalar ile mücadele ettikten sonra 

yerlerini fibroblast ve diğer bağ dokusu elemaniarına bırakır. 

-Bağdokusunun Ekstraselüler Fibrilleri;kollajen fibrilleri, retiküler fibriller ve elastik 

fibrillerdir. Kanın içerdiği fibröz komponent fibrinojendir. Kan pıhtılaştığı zaman 

muhtemelen fibrinojen aktif fibrin fibrillerine dönüşür. 

-Bağ Dokusunun Amorf Kristal Maddeleri; proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar 

ve glikoproteinlerdir.Genelde proteoglikanlar ve glikoproteinlerin ömrü bir hafta ile 

sınırlıdır ve ekstraselüler matrikste nonkovalent bağlarla bulunurlar. Daha ziyade amorf 

kristal maddeler fibröz komponentlerdekilerle sınırlıdır. Bu arnort maddeler genelde 

mineralizedir. Bu mineraller kemik, dentin ve diş minesinde bulunur (68). 

2.4. FiBROBLASTLAR 

Fibroblastlar bağ dokusunun en önemli hücreleridir. Tendon, ligament ve fasialar 

sadece fibroblastlardan ibarettir (68). 

2.4.1. FiBROBLASTLARIN FONKSiYONLARI 

Ekstraselüler matriks salgılanması, doku formuna göre oluşan ekstraselüler 

matriksin bağlanması ve yara iyileşmesinin kolaylaştırılmasından sorumludur. Deri 

kesildiğinde fibroblastlar prolifere olurlar ve yaraya doğru göç ederek yarığı 
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doldururlar. Proliferasyon sırasında geniş ölçüde ekstraselüler matriks salgılarlar. 

Sikatris dokusu yaranın fibroblastlar tarafından kapanmış halidir (69). 

2.4.2. FiBROBLASTLARIN MORFOLOJiSi VE DAGILIMLARI 

Fibroblastlar, ekstraselüler matriksin bağlı olduğu düzenli, toplu halde yayılmış 

fuziform hücrelerdir, aralarında düzenli bir şekilde yerleşmiş olan kollajen fibrilleri ile 

kabarık bir sandviç görünümündedirler. 

Tek başlarına kalan fibroblastlar muhtemelen bağ dokusuna doğru hareket 

ettiklerinden morfolojileri çeşitlilik gösterir (pleomorfik). 

2.4.3. FiBROBLASTLARIN FONKSiYONEL HÜCRE BiYOLOJiSi 

Fibroblastların tek hücreli morfolojisi aldatıcıdır, tek çekirdekle birlikte bir kaç 

çekirdekçiğe sahiptirler. morfolojileri yuvarlaktan poligonale, yaprak şeklinden fuziforma 

çeşitlilik gösterir. Fibroblastlar ekstraselüler matriks sentez ve salgılanması ile 

farklılaşırlar (diferensiye olurlar). Sitoplazma, bol granüllü endoplazmik retikulum, bir kaç 

mitokondri ve çok sayıda iyi görünen golgi cisimciklerini kapsar. Ayrıca lizozom ve 

vakuol üretimi ve salgılanması fibroblastlarda önemli görülür. Genç ve yaşlı hücrelerin 

vakuollerinin büyüklüğü ve sayısı aynı değildir. Genç hücrelerde çok sayıdaki 

vakuollerin, yaşlı hücrelerde birleşerek büyük vakuoller meydana getirdikleri 

bilinmektedir. Anormal olarak meydana gelen çeşitli iç ve dış koşullar, sitoplazmada 

vakuollerin oluşmasına neden olur. Yaşlı hücrelerde siteplazmanın değişmesi ile 

anormal vakuoller teşekkül eder (69). Granüllü endoplazmik retikulumda aminoasit 

zincirlerine bağlı prokollajen bulunur. prokollajen molekülleri fibroblastlarca salgılanan 

enzimlerle hücre dışına taşınır (24). Fibroblastlarda yapılan kollajen molekülleri, 

prokollajen moleküllerinin agrege biçimidir. C vitamini ve oksijen kollajenin 

şekillenmesinde önemlidir ve yara iyileşmesine karışırlar. Fibroblastlar kollajen, 

fibronektin, glikoproteinler ve proteoglikanları salgılar, ekstraselüler glikokonjugatların 

sentezine yardımcı olan intraselüler glikojen içerir. Golgi cisimciği glikokonjügatlara 

karbonhidrat kısmını ilave eden glikozil transferaz enzimince çok fazla zengindir. 

Fibroblastlar yüksek hareket kabiliyetine sahip olduklarından bir miktar aktin içeren 

mikrofilamentlere sahiptir. Fibroblastlar, tahminen fibroblastik hücre morfolojisinin 

korunmasına yardımcı olan sayısız mikrotübül içerir. 
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Hücre kültüründe çoğalan fibroblastlar tek sıra halindedir ve çoğalmaları kontakt 

inhibisyon ile kontrol altındadır. Ancak, transform fibroblastlarda (kanserleştirilmiş 

hücreler) bu özellik olmadığından tek sıra değil yığınlar oluşturarak kontrolsüz biçimde 

çağalırlar (36, 38, 68). 

2.5. EKSTRASELÜLER MATRiKS 

Ekstraselüler matriks, fibröz proteinler ile birlikte arnort kristal maddeler ve Ca2
+ 

tuzları içerir. Ekstraselüler matriksteki kollajen gibi fibröz proteinler gerilme direncinde 

önemlidir. Diğer makromoleküller olarak glikoproteinler ve proteoglikanlar da gerilme 

direncinde fibröz proteinlerle birlikte rol oynar (4, 69, 70). Ekstraselüler matriksin en 

önemli ve yaygın olan fibrilleri; kollajen fibriller, retiküler fibriller ve elastik fibrillerdir. 

Kollajen en yaygın ve önemli fibrildir ve % 70-80' i tendon ve derinin dermis tabakasında 

yer alır (69, 70). 

2.5.1. KOLLAJEN TiPLERi VE KOLLAJEN SENTEZi 

Kollajen tipi üç polipeptid tipinin üçlü sarmaldaki yerleşimine bağlıdır. 

Polipeptidlerin sentezi yüksek yapılı canlılarda direkt genlerle kontrol edilir. Sentez 

kontrolünün 20 farklı gende yapıldığı tespit edilmiştir (71). Kollajen Yapısındaki 

polipeptidler içinde en yaygın olanlar; glisin, glutamik asit, aspartik asit, prolin, hidroksi 

prolin ve diğer amino asit çeşitlerinden arjinin, lizin. hidroksi lizin ve lösindir (69). 

Kollajen sentezi, tedavi sırasında verilen lokal glikokortikoidlerle de indüklenmektedir 

(81). 

Bugün varlığı tespit edilmiş 17 tip kollajen vardır (72, 73). Kollajenlerin genetik 

farklılıklar gösteren proteinler olduğu gösterilmiştir.(72, 74) Normal insan derisinde 

yaygın formdaki kollajenler tip 1 ve tip lll tür. Tip 1 kollajen total kollajenin %80' ini 

oluşturur, tip lll kollajen %15 ve diğer kollajenler de %5' ini oluşturur. Tip IV ve VII 

kollajenler temel membranda sabit olarak bulunurlar (69, 72, 75, 76). Tip IV' e kadar 

olan kollajenler en önemlileridir, diğer tipler minör komponentlerdir. Kollajen sadece 

spesifik enzimi kollajenazla parçalanan son derece stabl bir moleküldür (77, 78). 

Spesifik matriks metalloproteinaz enzimleri sadece o tip kollajeni yıkarlar. 

Fibroblast ve makrofajlarda üretilen kollajenaz tip 1 ve tip lll kollajenin yapısını bozar (70, 

77, 78). Nötrofillerde üretilen kollajenaz deride nötrofillerin yerleşiminde önemli rol 
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oynar. Jelatinaz A ve B (tip IV kollajenaz) jelatin yapısını bozar, jelatinazlar tip IV, tip V 

ve tip VII kollajenleri ve elastini yıkarlar (77-80). 

Tip 1 Kollajen 

Tip 1 kollajene kemikte, tendon, deri ve korneada rastlanmaktadır. Tip 1 kollajen 
iki a 1 (1) zinciri ve bir a 2( 1 ) zincirinden oluşan [a 1 ( 1 )]2 a 2 ( 1 ) ile gösterilir. Çok az 

karbonhidrat içerir ve lizi n h id raksilasyon u çok yüksek değildir. Tip 1 kollajen bağ dokusu 

fibroblastları, osteoblastlar, çizgili kas hücreleri ve bazı epitelial hücrelerde sentezlenir. 

Tip 1 kollajen formu fibrilleri mikroskopta karakteristik 67 nm periyatlarla görülür. Benzer 

düzen tip ll ve tip lll kollajende de görülür (69-71). 

Tip ll Kollajen 

Tip ll kollajene kartilaj, kornea ve gozun camsı tabakasında (vitreous body) 
rastlanır. Üç a 1( ll) zincirinden meydana gelen [a 1( ll )]3 ile gösterilir. Tip 1 kollajene 

nazaran tip ll kollajen yüksek derecede lizin hidroksilasyonuna sahiptir. Tip ll kollajen 

sentezi kondroblastlar, kondrositler, nötral retinal hücreler ve embriyonun omurga 

taslağında (notochord) olur (69-71). 

Tip lll Kollajen 

Tip lll kollajen fetal dermiste, kan damarlarının aralarında ve bazı organlarda 
bulunur. Tip lll kollajen üç a 1( lll ) zincirinden meydana gelen [a 1( lll )]3 ile gösterilir. 

Tip lll kollajen biraz sistein ve az miktarda lizin hidroksilasyonu içerir. Fibroblast ve 

miyoblastlar da sentezlenir (69-71). 

Tip IV Kollajen 

Tip IV kollajen temel membran yapısının önemli bir elemanıdır. Hemen hemen 

bütün epitelial tabakaların bazal yüzeyinde ekstraselüler matriks fibröz ağ yapısı vardır. 
Tip IV kollajenin iki ayrı alt tipine rastlanır. Bunlar; [a 1 ( IV )]3 ve [a 2( IV )]3 ile 

~österilirler ve bir alt tipi epitelial hücrelerce sentez edilir. Tip IV kollajen yüksek lizin 

ıidroksilasyonu ve yüksek glikozilasyona sahiptir (4, 69-71). 
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Tip V Kollajen 

Tip V kollajene kan damarlarının arasında ve çizgili kas hücrelerinde bol miktarda 

rastlanır. Çizgi li kas hücrelerinde ve kondrositlerde sentez edilir. Iki ayrı a 1 ( V ) zinciri 
ve bir a 2( V) zincirinden oluşan [a 1 ( V )]2 a 2( V) ile gösterilir (69). 

2.5.1.1. Kollajen Sentezinin Erken Safhası 

Bütün kollajen molekülleri birbirlerine benzer temel yapıya sahiptir. Her birinin 

yapısında 300 nm uzunluğunda ve 1.5 nm çapıda üç a zinciri vardır. Kollajen polipeptid 

zincirleri endoplazmik retikulum zincirine .bağlı ribozomlarda sentez edilir, granüllü 

endoplazmik retikulum lümeninden uzayarak geçerler ve "pro-a zincir" olarak 

tanımlanırlar. Pro-a zincirleri üçlü sarmal şeklini aldıklarında "prokollajen" adını alır. 

Prokollajen molekülündeki peptidlerin karbaksil terminalleri zincirler arası disülfid bağları 

ile bağlıdır. Zincirler arasındaki hidrojen bağları da prokollajen molekülünün biraraya 

getirilmesine yardımcı olur (69, 70). Pro-a zincirleri prokollajen molekülünü 

oluşturmadan önce prolin ve lizinin artan miktarda hidroksilasyonu meydana 

gelmektedir. Lizin hidroksilasyonu glikozilasyon için önem taşır. Prokollajen molekülleri 

nadir olarak disakkarid ve genellikle glukoz ve galaktoz içerir. Diğer glikoprotein 

sekresyon ürünleri sialik asit yokluğu ile karakteristiktir (68, 69). 

2.5.1.2. Kollajen Sentezinin Geç Safhası 

Prokollajen molekülleri sentez edilip, hücreden salgılandıktan sonra prokollajen 

peptidaz prokollajenin uçlarındaki peptidleri ayırdıktan sonra oluşan molekül 

"tropokollajen" adını alır. Prokollajen peptidaz prokollajen molekül uçlarındaki peptidleri 

kopardıktan sonra kollajen molekülleri kendiliğinden kollajen fibrilleri oluşturmaya 

yönelir. Bu olay hücre içinde oluşabilecek fibrillojenezisi engeller (69, 71). Tip 1, tip ll ve 

tip lll prokollajenler kollajene dönüşür, tip IV ve V prokollajen dönüşmez. Derideki 

hidroksi prolin total kollajen miktarında önemli indikatör görevi görür ve hidroksi prolin 

tayini yara iyileşiminde spesifik bir kimyasal metottur (70, 82). 

Kollajen ile birlikte glikozaminoglikanlar ve fibronektin fibrillojenezisin 

düzenlenmesinde rol oynar. Dokularda kollajen fibrilleri; deride gelişi güzel, tendonlarda 

paralel, korneada üstüste düzendedir (68, 69, 70). Şekil 2 kollajen sentezinin 

basamaklarını ve Şekil 3 kollajen granüllerini göstermektedir. 
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Şekil 2 
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Fibroblastlarda kollajen sentezi ve salg1lanması: pro-a zincirlerinin sentezi, hidroksilasyon ve 

glikozilasyon granüllü endoplazmik retikulumda, pro-a zincirlerinin üçlü sarmal oluşturmaları Golgi 

cisimciğinde olur ve sekretuvar vezikül içinde hücre dışına çıkar. Ekstraselüler alanda uzantı peptidleri 

koparıldıktan sonra fibrillogenez ve çapraz bağlar aracılığıyla fibriller kollajen liflerinin oluştururlar. 
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Şekil 3 A- T15 Fibroblastlarının görüntülerinde vezikül içinde kollajen granülü oklarla gösterilmiştir. B- T15 

Fibroblastlarının hücre zarından çıkmak üzere olan granül oklarla gösterilmiştir (Her iki fotografta da 1600 

kez büyütme uygulanmıştır). 
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2.5.1.3. Kollajen Bağları 

Lizin ve hidroksi lizin, lizin oksidaz ile oksidatif deaminasyona uğradığında aldehit 

grupları ekstraselüler enzimlerle seyrek olarak reaksiyona girerler. Bu aldehit grupları 

diğer aldehitler ve aminoasitler ile molekül içi ve moleküller arası kovalent bağlar 

oluştururlar. Bu mekanizma kollajen moleküllerini bulunduğu fibroblastların kendine 

özgü gerilme direncini arttırır (4, 69, 70, 83). 

2.5.1.4. Kollajen Fibrillerinin Boyama Karakterleri 

Kollajenin bulunduğu dokular çıplak gözle bakıldığında beyaz görülür( örn: facia, 

tendon). Hematoksilin ve eosin ile boyandığında pembe renk verir.Kullanımı yaygın olan 

ikinci bir metod Masson's trichrome ile boyandığında kollajen mavi renk verir ve von 

Gieson metodu ile pembeye boyanır (68, 84). Tropokollajen molekülleri glisin, 

hidroksiprolin ve hidroksi lizin aminoasitlerince zengindir. Kollajen molekülleri asit ve 

alkalilere dayanıksızdır (84). 

2.5.2. ELASTiN 

Elastin, kendine özgü elastikiyeti olan ekstraselüler matriks polipeptitidir. Deride, 

kan damarlarında, burunda, gözün dış tarafında, gastrointestinal organlarda ve 

akciğerde bulunur. Glisin ve prolince zengindir, ancak hidroksiprolin ve hidroksilizin 

kollajendeki kadar fazla değildir. Elastin hidrofobik aminoasitler, desmozin ve 

izodesmozin içerir. Desmozin ve izodesmozin elastine özgüdür ve molekül içi ve 

moleküller arası bağlar meydana getirirler. Elastin fibrilleri fibroblast ve çizgili kas 

hücrelerinde sentezlenir (69, 76). 

2.5.3. FiBRONEKTiN 

Fibronektin, kollajen fibrilleriyle hücre yüzeyi arasınd~ yer alan glikoproteindiL 

Fibronektin reseptörü (lntegrin) ile pl~zma membranının dış yüzüne tutunur. lntegrin ise, 

sitoplazmik mikrofilamentlere vinkülin ve talin vasıtasıyla bağlanır. Fibronektin 

molekülünde dört farklı alan vardır; 1- hücre bağlayan, 2- kollajen bağlayan, 3- aktin 

bağlayan, 4- fıbrin bağlayan alanlar. Iki fıbronektin polipeptid zinciri kovalent disülfid 

bağları ile birbirine bağlıdır (4, 85). Fibronektin hücre ve ekstraselüler matriks arasında 

adhesif köprü konumundadır. Fibronektin fibrin ile spesifik olarak bağlanır (86, 87, 88). 
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2.5.4. PROTEOGLiKANLAR ve GLiKOPROTEiNLER 

Proteoglikanlar bağ dokusu yerleşik hücrelerinde sentezlenir ve salgılanır (89-91). 

Proteoglikanlar glikozaminoglikanlar ile kuvvetli sülfat bağları yapan proteinler içerir (90). 

Proteoglikanlar, diğer matriks proteinleri, hücre, diğer protein ve karbonhidrat tiplerini 

bağlar (91 ). 

-Hyaluronik asit: N-asetilglikozamin ve D-glukronik asit disakkaritlerinden oluşur. 

Bağ dokusunda, gözün camsı tabakasında, kartilajda, deride ve göbek kordonunda bol 

miktarda bulunur. 

-Kondroitin-4-sülfat: N-asetilgaiaktozamin ve D-glukronik asit disakkarit 

ünitelerinin tekranndan ibarettir. Kartilaj, deri ve korneada bol miktarda bulunur. 

-Dermatan sülfat: N-asetilgalaktozamin-4-sülfat ve L-iduronik asit ünitelerinden 

oluşur. Deri, kan damarları, tendonlar ve akciğer bağ dokusunda bulunur. 

-Keratan sülfat: N-asetilglikozamin-6-sülfat ve galaktozamin (glikozamin de 

olabilir) içerir. 

-Heparan sülfat: Heparinin bağlanmasına aracılık eder. N-asetil glikozamin ve D­

glukronik asit (genellikle) veya iduronik asit içerir (nadir). Bazı hücre tiplerinde temel 

membran yüzeyinde bol miktarda bulunur. Heparin antitrombin lll' ü bağlayan 

antikoagülandır (92) 

-Kartilaj proteoglikanları: Hyalin kartilaj, embriyonik kemiklerde, uzun kemiklerin 

uçlarında bulunur. Hyaluronik asit molekülleri içerir. 

2.5.5. AMORF KRiSTAL MADDELER 

Bunların yapı ve görevleri henüz yeteri kadar aydınlatılmamıştır. Fibröz proteinler 

ve proteoglikanların aralarını doldurdukları ve bunların haricindeki komponentlerle 

bağlanmaianna yardımcı oldukları sanılmaktadır (68, 69, 93). 

2.5.6. TEMEL HÜCRE MEMBRANI 

Işık mikroskobunda çizgi şeklinde, elektron mikroskobunda ise açıkça görülür. 

Epitelial ve bağ dokusu hücrelerinde pek çok olayın meydana gelmesine yüzey sağlar. 

Membran yüzeyi laminin ve proteoglikanlarca zengindir, merkez kısmı ise tip lll 

kollajence zengindir. 
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2.5.6.1. Laminin 

Molekül ağırlığı 220 kDa olanA zinciri ve 440 kDa olan B zincirinin disülfid bağları 

ile bağlanmasından oluşan bir moleküldür. B zincirinin sonunda 50 kDa ağırlığında 

heparin bağlayıcı alan ve hücre bağlayıcı alan vardır. A zincirinde ise kollajen bağlayıcı 

alan vardır (4, 94). Fibronektine benzer olarak ekstraselüler matriks glikoproteinlerini 

hücreye bağlar (4, 95). Epitelial, endotelial, sinir ve kas hücrelerinde bulunur. 

Tip IV kollajen, heparan sülfat ve fibronektin de membran elenmanları arasında 

sayılabilir. 

2.6. TEZDE KULLANILAN MADDELERiN FARMAKOLOJiK ÖZELLiKLERi 

2.6.1. DiMETiLSÜLFOKSiT'iN FARMAKOLOJiK ÖZELLiKLERi 

Organik ve inorganik maddelerin kolayca çözündüğü yüksek polariteye sahip 

endüstriyel bir solvandır. Farmakalejik aktiviteleri; antienflamatuvar, lokal anestezik, 

bakteriostatik, diüretik, vazodilatör olarak belirtilmiştir. Membranlardan kolayca 

penetrasyon ve kollajen dissolüsyonu gibi özellikleri olduğu da kaydedilmiştir.Topik 

olarak antineoplastik etkisi olduğu da gösterilmiştir. Deri için birinci derecede iritan bir 

maddedir (96). DMSO birinci derecede toksiktir, akut sistemik toksisitesi vardır. ilaçlar 

DMSO' da çözündürülerek verildiğinde aynı ilaçların sulu solüsyonlarında gözlenmeyen 

taksisiteler ortaya çıktığı görülmüştür . 

.. 

Artirit, bursit ve skloderma ile birlikte. seyreden semptomlarda deneysel olarak 

DMSO' nun %70 ve daha yüksek konsantrasyonlarının lo kal uygulamalarında 

antienflamatuvar özelliği olduğu gözlenmiştir (93, 97, 98). Ancak köpek, tavşan ve 

domuzlarda oral olarak uzun süre yüksek dozda DMSO uygulanmasının oküler 

taksisiteye sebep olduğu ve bu riskten dolayı antienflamatuvar olarak kullanılamayacağı 

gösterilmiştir (93, 97, 99). Hücre kültüründe antimitetik etkisinden dolayı sıvı nitrojen 

içinde hücre stoklanmas ında kullanılır (1 00-1 02). 

2.6.2. DEKSPANTENOLÜN FARMAKOLOJiK ÖZELLiKLERi 

Dekspantenol, pantotenik asitin alkol analoğunun dekstrojir formudur. % 2' lik 

merhemi (Bepantheme®)lokal olarak yanık, yara, ülser ve derinatit tedavisinde 
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kullanıldığında epitelyumdaki iyileşmeyi arttırdığı ve kaşıntıyı azalttığı gözlenmiştir. Bazı 

kozmetik preparatların formülüne de girer (93, 96). 

Pantotenik asit veya pantotenat tuzu yaşayan tüm organizmalarda, ko-enzim-A' 

nın önemli bir komponentidir. Pantotenik asitin primer insan fibroblast hücre 

kültürlerinde intraselüler protein sentezini stimüle ederek hücreyi mitaza sevkettiği ancak 

mekanizmasının henüz bilinmediği kaydedilmiştir (1 03). 

2.6.3. CENTELLA ASIATICA EKSTRESiNiN FARMAKOLOJiK ÖZELLiKLERi: 

Centella asiatica (Hydrocotyle asiatica) Hindistan, Pakistan, Seylan ve 

Madagaskar'da yetişen çok yıllık otsu bir bitkidir. Bu ülkelerde yüzyıllardır yaraların 

iyileştirilmesinde geleneksel ilaç olarak kullanılmaktadır. Avrupa'da yara ve bacak 

ülserlerinin tedavisinde iyi sonuç verdiği için hazırlanan ilaç preparatları (Madecassol®) 

vardır (53, 1 04). Herba Hydrocotilis asiatica, saponinlerden: asiatikozid, oksiasiatikozid 

ile triterpen asitlerden: asiatik asit, madekassik asit, madesiatik asit taşır. Antibakteriyel 

ve yara iyileştiricidir (1 05). Standart ekstrede asiatik asit(% 30 a/a), madekassik asit (% 

30 ala) ve asiatikozid (% 40) bulunmaktadır. 

TECA' nın bağ dokusu hücrelerinin elemanları üzerine biyokimyasal etkileri 

olduğu bilinmektedir. Primer insan deri fibroblast kültürlerinde [14C]-prolin veya [14C]- . 

lösin' in yeni sentez edilen kollajendeki ölçümleri ve hidroksi prolin miktar tayinleri 

yapılarak Centella asiatica ekstresinin kollajen sentezini stimüle ettiği gösterilmiştir 

(1 06). Ayrıca stres le oluşan ülserlerde diazepam ile karşılaştırmalı olarak çalışılmış, 

antiülser aktivitesi (mide ülserlerinde) gösterilmiştir. Sıçanlarla yapılan deneyler sonucu 

antistres aktivitesi olduğu tahmin edilmektedir (1 07). 

2.6.4. ARNEBIA DENSIFLORA' DAN ELDE EDiLEN iZOVALERiLALKANiN VE a­

METiL-n-BÜTiLALKANiN (108) VE DiGER NAFTOKiNONLARIN FARMAKOLOJiK 

ÖZELLiKLERi 

Boraginaceae familyasına dahil olan Amebia bitkisinin kökleri, kırmızı renkli 

izohekzilnaftakinonlar (alkanninler) ihtiva ederler. Amebia densif/ora (Nordm.) Ledeb. 

yurdumuzda Bursa, Manisa, Eskişehir, Kayseri, Adana, Erzincan, Konya, Niğde ve 

Maraş ilieri ve çevresinde bulunmaktadır. Bugüne kadar, dünyada yedi Amebia türü ile 

çalışılıp, içerdikleri naftokinonların bazıları alkannin, bazıları şikonin olarak 
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isimlendirilmiştir (1 09). Amebia densiflora' nın içerdiği naftakinonlar: alkan in, arnebin-7, 

asetilalkanin, a-metil-n-bütilalkanin, izovalerilalkanin, p,p-dimetilakrilalkanin ve 

anjelikalkanin olarak tespit edilmiştir (1 09, 11 0). 

Naftakinonların, antibakteriyel, antienflamatuvar, antitümör ve yara iyileştirici 

etkileri olduğu ve naftakinon taşıyan bitki ekstrelerinin bu amaçlarla halk arasında 

kullanıldığı bilinmektedir (111-113). Şikonin'in 50 ı.ıg dozda topik uygulanmasının 

(merhem olarak) histaminle artan vasküler permeabiliteyi %40 inhibe ettiği, yine alkanin 

veya şi koninden birinin 50-100 ı.ıg dozlarda top ik uygulanması ile histaminin intradermal 

enjeksiyonu sonucu oluşan kapiller permeabilite artışını engellediği sıçanlarda test 

edilmiştir. Aynı çalışmada şikonin, şikalkin ve alkanin, fenilbutazon ile karşılaştırmalı 

olarak antienflamatuvar ve antibakteriyel etkileri ratlarda dermal yaralarda oluşan 

ödemlerde 50-100 ı.ıg olmak üzere iki doz olarak uygulanmış ve maksimum cevapların 

50 ı.ıg dozda alındığı kaydedilmiştir (112). 

Naftakinon ihtiva eden bitkilerin halk arasında yara iyileştirici olarak 

kullanılmasından istifade ederek, Alkanna tinctoria' daki naftakinonların izole esterleri 

merhem olarak u/cus cruritis ve yanıkiarda denenmiş lokal uygulamanın 6. ve 7. 

haftasında hastalarda belirgin düzeyde iyileşme görülmüş, enflamasyonun olmadığı 

tespit edilmiş, başarı oranı %80 kabul edilmiştir (114, 115). Şikonin ve türevleri, akut­

kronik ekzemaya ve sivileelere karşı da denenmiş ve özellikle akut egzemada iyileştirici 

etkisi olduğu görülmüştür (116). 

Çin ve Japonya' da da naftakinon içeren bitkilerin (Aikanna tinctoria, Amebia 

nobilis) antibakteriyel ve yara iyileştirici olarak kullanıldığı (115) ve yapılan bir çalışmada 

izole edilmiş şikoninlerin 50-500 ı.ıg/ml konsantrasyon serilerinde Staphylococcus 

aureus, Staphylococcus epidermis, Sarcina lutea ve Bacil/us subtilis üzerine 

antibakteriyel etkileri olduğu, benzer etkinin E. co/i üzerine olmadığı ve sadece 

alkaninierin Candida albicans üzerine inhibe edici etkileri olduğu kaydedilmiştir (117, 

118). 

Yunanistan' da yapılan bir çalışmada Alkanna tinctoria' dan elde edilen 

naftokinonların hekzanlı ekstresinin (özellikle arnebin-7) antibiyotik ve sitotoksik 

etkilerinin olduğu gösterilmiştir. Histoplastin Red® olarak isimlendirilen tıbbi müstahzarın 

terkibini oluşturur (115). Yurdumuzda (Gaziantep' te) "Eğlik kökü" olarak bilinen Amebia 

densiflora (ya da Alkanna tinctoria) 'nın köklerinden eğlik macunu hazırlanmakta ve 

41 



hazırlanan bu karışımın yaralarda merhem olarak sürülmektedir. Eğlik macunu: 15 g 

eğlik kökü tereyağında kızartılıp, süzülür. Süzülen yağ, 25 g çekem (Viscum album), 25 

g balmumu ve 50 g antep fıstığı sakızı ile birlikte bir kaba konur ve az ateşte tahta 

kaşıkla macun kıvamına gelene kadar karıştırılır. Hazırlanan bu macunun 1.5 misli 

süzülmüş bal ile karıştırılarak mide-bağırsak ülserlerinde ve veremli hastalarda sabah aç 

karnma birerkaşık verilerek kullanıldığı bildirilmiştir (119). 

Naftakinonların antitümör aktiviteleri araştırılmış; 15 mg/kg/gün 'den yüksek 

dozlarda şikonin ve alkaninierin toksik etkisi, daha düşük dozlarda antitümör aktiviteleri 

farelerde Sarcoma 180 hücreleri kullanılarak tespit edilmiştir (113, 120). Arnebia 

ekstresinin yüksek konsantrasyonları (1-1 000 !-Lg arası dozlar) kullanılarak Ehrlich 

ascites Carcinoma hücreleri ile yapılan in vitro çalışmada sitotoksik etkileri olduğu, 

düşük dozlarda ise bu etkinin olmadığı gözlenmiştir. Aynı çalışma, farelerde in vivo 

olarak yapıldığında, sitotoksik etkinin yanısıra hepatatoksik etkisinin de olduğu 

gösterilmiştir. Ayrıca mutajenik etkileri laboratuvar hayvanlarında izlenmiştir (120). 

Arnebia nobilis köklerinden izole edilen arnebin-1 ratlarda Walker 

karsinosarkoma 256 (RWC 256) ile in vivo olarak yapılan çalışmada antitümör etkiye 

sahip olduğu kaydedilmiştir (121). Arnebin-1' in kabaylarda Walker karsinosarkoma 

hücrelerine karşı 4 mg/kg/gün dozda gösterdiği sitotoksik etkiyi, farelerde PS (P 388 

lenfoid lökoma) hücrelerine 3 mg/kg/gün dozda gösterdiği bildirilmiştir (112). Arnebin-1' 

in mitomisin-C veya difenilsülfon-4,4'-diazotiyosiyanat ile kombinasyonlarının antitümör 

aktivitelerinin arttığı gözlenmiştir (122). 

Naftakinonlar ve diğer sitostatik ve sitotoksik ajanlar ile (azatiyopirin, kolşisin, 

siklofosfamid, fluorourasil, metotreksat ve vinkristin) lenfasit ve granülasit hücre 

kültürleri ile yapılan çalışmalarda immünosupressif ve immünostimülan etkileri (fagositoz 

yeteneği) araştırılmış ve alkaninin 250 ng/ml, şikoninin1 O ng/ml' den yüksek dozlarının 

immünosupressif, alkaninin 250 pg/ml (875 pm o lll) ve şikoninin 100 pg/ml (350 pm o lll) 

dozlarda immünostimülan etkileri tespit edilmiştir (123). 

Arnebia densiflora'nın, antienflamatuvar, analjezik ve yara iyileştirici etkileri in 

vivo olarak çalışılmıştır: A. densiflora ekstresinin 1, 3, 5 mg/kg/gün dozlarında 

intraperitonal verilmesi sonucunda antienflamatuvar etkisi, farelerin sırtlarında 

oluşturulan yaralarda, %1 O, %20' lik pomadının kullanılması sonucu da yara iyileşti ri ci 

etkisi gösterilmiştir. Yara dokusundan alınan histolojik kesitlerde hiperkeratinozis, deri 
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adneks gelişimi, granülasyon dokusu, kollajen üretimi, gerilme direnci gibi parametrelere 

bakılmıştır (1 08, 124). 

Alkanninlerin bayar madde olarak kullanımları eski Yunan ve Roma 

medeniyetlerine kadar uzanır. Günümüzde bayar madde olarak kullanımları uzak doğu 

ülkelerinde yaygındır. Son yıllarda oniki Avrupa ülkesinde gıda, kozmetik ve şarap 

boyası olarak kullanıldıkları bilinmektedir (1 08). Alkani n ve şikonin Colour Index'te 

Natural Red 20 ve Shikonin veya Tokyo Violet olarak yer almaktadır. Alkanninin besin 

katkı maddesi olarak kullanımı FAO/WHO komitesi tarafından kabul edilmiş ve dünyada 

yaklaşık 20 ülkede bayarmadde olarak kullanılmasına izin verilmiştir (1 08). 

Bu tezde kullanılan dekspantenol, Centella asiatica ekstresinin (TECA) etken 

maddesi asiatikozid ve Amebia densif/ora'dan hazırlanan karışırndaki izovalerilalkanin 

ve a-metil-n-bütilalkanin'in kimyasal formülleri Şekil 4 de verilmiştir. 

2.7. YARA iYiLEŞTiRiCi ETKiLERi OLAN DiGER BiTKiLER 

Aloe vera, antienflamatuvar ve yara iyileştirici etkileri gösterilmiş bir bitkidir. 

Ödemlerde, akut ve kronik enflamasyonlarda antienflamatuvar etkisi ve sıçanlarda 

oluşturulan yaralarda, granülasyon dokusunda gerilme direnci ve diğer biyokimyasal 

parametrelere bakılarak yara iyileştirici etkileri gösterilmiştir (125, 126). Yine Aloe ile, 

farelerde yapılan bir başka çalışmada; Aloe kreminin kullanıldığı yanık yaralarında 

iyileşmenin, Aloe'nin diğer topik preparasyon formlarına göre daha iyi sonuç verdiği 

gösterilmiştir (127). 

Hamame/is virginiana' ın dal ve gövde kabuklarından elde edilen ekstre 

Hametan® adı ile hazırlanan krem, merhem ve topik losyonların etken maddesini 

oluşturur (95, 104, 128). 

Dragon's Blood (Croton spp.) da yara iyileşiminde fibroblastlarda kollajen 

sentezini stimüle ettiği, epitelial dokuda rejenerasyonu hızlandırdığı gösterilen bir başka 

bitkidir (57). 
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Moringo oleifera ve Aeg/e marme/os (Bilva) sıçanlarda yapılan çalışmalarda 

antienflamatuvar ve yara iyileştirici etkileri tespit edilmiş bitkilerdir (129). Her ikisinin de 

akut antienflamatuvar aktiviteleri olduğu, sadece Bilva' nın kronik enflamasyonda etkili 

olduğu ve (gerilme direncini arttırmada) heksozaminle lisil oksidaz aktivitesini taklit 

ederek kollajen üretiminde etkili olduğu sanılmaktadır (79). Tridax procumbens (130) ve 

Hypericum (131) da gerilme d irencini arttırarak yara iyileşiminde etkili olan bitkilerdir. 

Pongamia pinnata ve Cynodon dactylon (133), Cassia alata (134), Symphytum officinale 

(ayrıca analjezik etkili) (135), Curcuma aromatica ve Piper betle (136), Wedelia 

calendulaceae (137), Triticum vulgare (138) yara iyileşimi üzerine etkileri gösterilmiş 

bitkilerdir. 

Delphinidin klorür (Id B 1 056) tavşan ve sıçanlarda histaminle oluşan kapiller 

permeabiliteyi azaltan ve yara iyileştirici etkisi gösterilmiş bir bitkisel flavanoiddir.(132) 
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3. YÖNTEM VE GEREÇLER 

3.1. KULLANILAN MATERYALLER 

3.1.1. KiMYASAL MADDELER 

-Dekspantenol ( Roche Ilaç Müstahzarları, Istanbul) 

-Standart Centella asiatica ekstresi (Titrated extract from Centella asiatica = TECA) 

(Bilim ilaç Sanayi , istanbul) 

-Amebia densiflora bitkisinden elde edilmiş ;izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin 

karışımı 

-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, Almanya) 

-Penisilin-streptomisin solüsyonu (Sigma, St.Louis, ABD) 

-Dimetilsülfoksit (DMSO) ( Merck, Darmstadt, Almanya) 

-Potasyum klorür (Merck, Darmstadt, Almanya) 

-Sodyum klorür (Merck, Darmstadt, Almanya) 

-Sodyum bikarbonat (Merck, Darmstadt, Almanya) 

-Sodyum hidroksit (Merck,Darmstadt, Almanya) 

-Potasyum hidrojenfosfat (KH2 P04) (Merck,Darmstadt, Almanya) 

-Sodyum hidrojenfosfat (Na2 HP04) (Merck,Darmstadt, Almanya) 

-Asit fuksin (Merck, Darmstadt, Almanya) 

-Fosfomolibdik asit (Merck,Darmstadt, Almanya) 

-Metilen mavisi (Merck, Darmstadt, Almanya) 

-Giasiyel asetik asit (Merck,Darmstadt, Almanya) 

-D-glukoz (Merck, Darmstadt, Almanya) 

-Fenol red (Merck, Darmstadt, Almanya) 

-Hematoksilin (Merck, Darmstadt, Almanya) 

-Potasyum sülfat (Merck, Darmstadt, Almanya) 

-Cıva oksit (Merck, Darmstadt, Almanya) 

-Giiserin 

-Entellan 

-Zefiran 
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3.1.2. HÜCRELER 

-Tavuk embriyonik fibroblastları (Döllenmiş tavuk yumurtasından alındı.) 

-T15 fibroblastları (East Anglia University School of Biological Sciences moleküler 

biyoloji departmanından sağlanmıştır.) 

3.1.3. MALZEMELER 

-Polistiren şişe 25 cm2 
- Corning (Sigma, St. Louis, ABD) 

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

-Lam, lamel 

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

-Sıvı azot tankı (30 LO) 

-Kriyotüp 

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

3.1.4. CiHAZLAR 

-C02 inkübatörü (Heraeus 6000) 

-Steril kabin (Holten HV2448) 

-Derin dondurucu (Heraeus) 

-Soğuk oda (Uniblock Zanotti) 

-Santrfüj (Heraeus) 

-lnvert mikroskop (Oiympus CK 2) 

-Mikroskop (Oiympus BH-2) 

-Etüv 

-Mikroskop+fotoğraf makinesi sistemi (Oiympus PM-30 exposure control unit + Olympus 

BX 50) 

3.1.5. KULLANILAN DiGER MALZEMELER 

-Mikrodiseksiyon küveti 

-Mikrodiseksiyon makası 

-Bistüri 

-Mikrodiseksiyon pensi 

-Alkol lambası 
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-pH metre 

-Renkli fotoğraf filmi 

3.2. KULLANILAN SOLÜSYONLAR VE HAZIRLANIŞLARI 

3.2.1. DULBECCO' S MODIFICATION OF EAGLES MEDIUM (DMEM) 

1X 500 ml için: DMEM 6.69 g, Sodyum bikarbonat 1.85 g, distile su 

Hacmi kültür vasatına katılacak olan diğer sıvı maddeler de hesaplanarak 

tamamlandı. 1 N HCl ve 1 N NaOH kullanılarak pH 7.2-7.4 'e ayarlandı. Sterilize edildi. 

DMEM' IN iÇINDEKILER 

iNORGANiK TUZLAR 
CaCI2 (anhidr) 

Fe(N03).9H20 

KCl 
MgS04 (anhidr) 

NaCl 
NaH2P04.H20 

DiGERLERi 

D-glukoz 

Fenol red 

AMiNOASITLER 

L-arjinin 

L-sistein 

L-glutamin 

Gl isi n 
L-histidin HCI.H20 

L-izolösin 

L-lösin 

L-lisin HCl 

L-metionin 
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mg/lt 
200.00 

0.10 

400.00 
97.67 

6400.00 
125.00 

4500.00 

15.00 

84.00 

62.57 

584.00 

30.00 
42.00 

105.00 

105.00 

146.00 

30.00 



L-fenil alanin 

L-serin 

L-treonin 

L-triptofan 

L-tirozin (disodyum tuzu) 

L-valin 

ViTAMiNLER 

0-Ca-pantotenat 

Kolin klorür 

Folik asit 

i-inositol 

Nikotinamid 

Piridoksal HCl 

Riboflavin 

Tiamin HCl 

3.2.2. KÜLTÜR VASATI (DMEM+%10 FCS) 

60.00 

42.00 

95.00 

16.00 

103.72 

94.00 

4.00 

4.00 

4.00 

7.20 

4.00 

4.00 

0.40 

4.00 

% 10 500 ml için:% 9.2 Steril sodyum bikarbonat çöz. 20 ml, L-glutamin sol. 5 ml (%1 

olacak), Pen-strep sol. 5 ml (%1 olacak), Fetal bovine serum 50 ml (%10 için), DMEM 

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

NOT: Kullanılan DMEM glutamin içeriyorsa ayrıca glutamin solüsyonu ilave edilmedi (pH 

7.2) (139). 

3.2.3. L-GLUTAMiN SOLÜSYONU 

1 OOX için: 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 için: Potasyum klorür (4 g/1) 0.4 g, Sodyum klorür (80 g/1) 8 g, Sodyum 

bikarbonat 0.35 g, D-glukoz (1 Og/1) 1 g, Fenol red (0.05 g/1) 0.005 g, Steril distile su k. m. 

100 ml (pH 7.2-7.4)(138). 
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3.2.5. EDTA SOLÜSYONU 

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

yaklaşık 1.2 g .. 

3.2.6. TRiPSiN SOLÜSYONU 

100 mi2X için: 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 ÇÖZELTiSi (PHOSPHATE BUFFER SALiNE- PBS) 

1 lt için: NaCl 8 g., KCl 0.2 g., KH2P04 0.2 g., NaHP04 1.14 g. (pH 7.3) (54). 

3.2.8. DEKSPANTENOL ÇÖZELTiLERi 

3.2.8.1. 5 mg/ml Dekspanten ol çözeltisi : 50 mg dekspantenol DMSO ile 1 O ml' ye 

tamamlandı. 

3.2.8.1. 0.5 mg/ml Dekspantenol çözeltisi: 5 mg/ml dekspantenol çözeltisinden 1 ml 

alınarak DMSO ile 1 O ml' ye tamamlandı. 

3.2.9. TECA ÇÖZELTiLERi 

3.2.9.1. 5 mg/ml TECA çözeltisi: 50 mg TECA tartılıp, DMSO ile 10ml' ye tamamlandı. 

3.2.9.2. 2.5 mg/ml TECA çözeltisi: 5 mg/ml TECA çözeltisinden 5 ml alınarak DMSO ile 

1 O ml'ye tamamlandı. 

3.2.1 O. KAR ÇÖZELTiLERi 

3.2.10.1. 5 mg/ml KAR çözeltisi: 50 mg karişım tartıldı, DMSO ile 10 ml' ye tamamlandı. 

3.2.1 0.2. 0.5 mg/ml KAR çözeltisi: 5 mg/ml 'lik karışı m çözeltisinden 1 ml alınarak 

DMSO ile 1 O ml' ye tamamlanır. 
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3.2.11. KOMBiNASYON ÇÖZELTiLERi 

3.2.11.1. Dekspantenol+ TECA çözeltisi: 0.1 mg/ml dekspantenol+2.5mg/ml TECA 

olacak şekilde 5 mg/ml dekspantenol çözeltisinden 1 ml ve 5 mg/ml asiatikozid 

çözeltisinden 5 ml alınıp DMSO ile 1 O ml' ye tamamlandı. 

3.2.11.2. Dekspantenoi+KAR çözeltisi: 0.5 mg/ml dekspantenoi+0.5 mg/ml KAR karışımı 

olacak şekilde 5 mg/ml dekspantenol çözeltisinden 1 ml ve 5 mg/ml KAR çözeltisinden 1 

ml alınarak DMSO ile10 ml'ye tamamlandı. 

3.2.11.3. TECA+KAR çözeltisi: 2.5 mg/ml TECA+0.5 mg/ml KAR olacak şekilde 5 

mg/ml TECA çözeltisinden 5 ml ve 5 mg/ml KAR çözeltisinden 1 ml alınarak DMSO ile 

1 O ml'ye tamamlanır. 

3.2.12. BOYA SOLÜSYONLARI 

Aşağıda belirtilen boya solüsyonları hazırlandı (83). 

3.2.12.1. Asit Fuksin Solüsyonu: 

100 ml için: Asit fuksin 0.5 g, Glasiyel asetik asit 0.5 ml, Distile su 100 ml 

3.2.12.2. Fosfomolibdik Asit Çözeltisi: 

100 ml için: Fosfomolibdik asit 1 g, Distile su 100 ml 

3.2.12.3. Metilen Mavisi Solüsyonu: 

100 ml için: Metilen mavisi 2 g, Glasiyel asetik asit 2.5 ml, Distile su 100 ml 

3.2.12.4. Asit-Alkol Solüsyonu: 

100 ml için: % 70' lik alkol 98 ml, Derişik HCl 2 ml 

3.2.12.5. Asetik Asit Solüsyonu: 

100 ml için: Glasiyel Asetik Asit 1 ml, Distile su 99ml 

3.2.12.6. Harris'in Hematoksilin Solüsyonu: 

Hematoksilin 1g, Absolü Etanol10 ml, Potasyum Sülfat 20 g, Cıva Oksit 0.5 g, Glasiyel 

asetik asit 0.8 ml, Distile su 190 ml. 

51 



Tablo 2. HAZlRLANAN SOLÜSYONLARIN STERiLIZASYONLARI VE SAKLAMA 

KOŞULLARI 

Solüsyon Sterilizasyonu Saklama Koşulları 

Aminoasitler Filtre +4 oc 

Antibiyotikler Filtre -20 oc 

Bovine serum albumin Filtre +4 oc 

Büyüme faktörleri Filtre -20 oc 

DMSO Kendi steril +20 oc (ışıksız) 

Droglar Filtre (ilacın özelliğine göre) -20 oc 

EDTA Otoklav +20 oc 

Fenol-red Otoklav +20 oc 

Glukoz% 20 Otoklav +20 oc 

Glukoz %1-2 Filtre (otoklavda karamelize olur) +20 oc 

Glutamin Filtre 

HCl Filtre 

Kollajenaz Filtre 
NaHC03 Filtre 

NaOH 1 N Filtre 

Tuz solüsyonları (glikozsuz) Otoklav 

Serum Filtre 

Su Otoklav 

Tripsin Filtre 

Otoklav: 1 00 k Pa - 121 oc - 20 dak. 

Filtre: 0.22 mm por çaplı 

+20 oc: oda sıcaklığı 

-20 oc: Derin dondurucu 

+ 4 oc: soğuk oda 

-20 oc 

+20 oc 

-20 oc 
+20 oc 

+20 oc 

+20 oc 

-20 oc 

+20 oc 

-20 oc 
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3.3. YÖNTEMLER 

3.3.1. T15 FiBROBLASTLARIN TRiPSiNLENMESi 

inkübasyona bırakı.lmış hücrelerin invert mikroskopta ekildikleri alanı kapladıkları 

tespit edildiğinde hücreler kurallara uygun şekilde steril kabine alındı. Üzerlerindeki 

medyum steril pipet vasıtasıyla boşaltılıp zefiranlı su içine alındı. 370 C' ye getirilmiş 2X 

tripsin solüsyonu 25 cm2' ye 2ml olacak şekilde hücrelerin üzerine eklendi. Şişe veya 

petrini n kapağı kapatıldı ve tekrar inkübatöre koyulduYaklaşık 5-1 O dak. tripsinde 

bekletilen hücrelerin şekillerinin yuvarlaklaştığı ve tutundukları yüzeyden kalktığı 

gözlendi. 

Petri veya şişe tekrar steril kabine alınarak üzerlerine tripsin solüsyonunun en az 

iki katı hacimde %10 FCS ilave edildi. Petri veya şişelere dağıtıldı ve üzerlerine yüzeyi 
kapatacak kadar medyum ilave edildi. lnkübasyon için tekrar %5 C02 ve 370C de 

inkübatöre bırakıldı. 

3.3.2. TEST iÇiN HÜCRE HAZlRLANMASI 

Hücreler tripsinlendikten sonra içine steril lameller yerleştirilmiş petrilere eşit 

miktarlarda alındı ve üzerlerine yeterli miktar %1 O FCS ilave edildi. Bir gün sonra birim 

alana düşen hücreler her petri için beş alan sayılarak tespit edildi. Ilaç verildi. (Birim alan: 

20X için A= 0.8655 mm2, 40X için A=2.1638x10-3 mm2) 

3.3.3. TAVUK EMBRiYOSUNUN ELDE EDiLMESi 

Alınan döllenmiş yumurtalar 38.5°C' de rutubetli ortamda inkübasyona bırakıldı. 

Bir taraflarına inkübatöre koyuldukları günün tarihi yazıldı ve her gün yumurtalar 

embriyonun normal gelişimini sürdürebilmesi için 180 derece çevrildi. 

Yumurtalar inkübasyona bırakıldıklarının 8. günü alındı. Daha önce alındığında 

embriyo parçalandığı için alınmasının zor olduğu ve daha sonraki günlerde alındığında 

se dokuların farklılaşmaya başladığı gözlendi (99). 
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3.3.4. YUMURTANIN AÇlLMASI VE EMBRiYONUN DiSEKSiYONU 

Yumurtalar %70' lik alkol ile iyice silinerek steril kabine alındı. Absolü alkol içinde 

bekletilen steril pens alevden geçirildi ve kabuk çatıatılarak alındı ve yumurtaların dip 

tarafında yuvarlak bir delik açıldı. Korioallantoik (chorioallantoic) membranla birlikte kan 

damarları görüldü. Membran açıldığında görülen embriyo steril pens ile PBS içine alındı 

(99). 

3.3.5. EMBRiYONUN DiSEKSiYONU VE DOKU PARÇAClKLARlNlN EKiLMESi 

PBS içine alınmış embriyonun gözleri ayrıldı. Geride kalan kısım pens ve bistüri 

yardımıyla bir kaç parçaya bölündü ve ikinci bir yıkama solüsyonu olarak başka bir 

kaptaki PBS içine alındı. Burada yıkanıp kan hücrelerinden arınan embriyo, içinde 

yaklaşık 1 ml %10 FCS olandiseksiyon küvetine alındı. 

Bistüri ve pens ile mümkün olduğunca küçük parçalara ayrılır. 6 cm çapındaki 

petriye yaklaşık bir embriyo ekildi. Parçalar pens ve pipet yardımıyla içinde lameller 

bulunan petrilere mümkün olduğuca homojen şekilde dağıtıldıktan sonra sadece 

kurumasına engel olacak kadar medyum ilave edildi. Petrilerin üzerlerine tarih ve hücre 

tipi yazılarak inkübatöre koyuldu (99). 

3.3.6. HÜCRELERiN DOKULARDAN ARlNDlRlLMASI VE ÇOGALMALARININ 

KONTROLÜ 

Dokular ekildikten yaklaşık 12 saat sonra üzerlerine medyum ilave edildi. Bir 

veya iki gün sonra (doku parçacıklarının etrafında hücrelerin çoğaldığı gözlenince) 

üzerlerindeki medyum alındı ve doku parçacıkları pens yardımıyla (istenilirse) tekrar 

hücre üretilmesi için başka petri veya şişeye alındı. Çağalmış olan hücreler bir kaç kez 

370 C' ye getirilmiş PBS ile yıkandı, üzerlerine medyum ilave edilerek inkübasyona 

bırakıldı. Medyumun kirlendiği gözlendiğinde değiştirildi. Hücrelerin yüzeyi kapladıkları 

görüldüğünde PBS ile yıkandı ve medyumları değiştirildi. Bir kaç saat sonra ilaç verildi. 
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3.3.7. T15 VE TAVUK EMBRiYONiK FiBROBLASTLARINA TEST MADDELERiNiN 

UYGULANMASI 

Birim alana düşen hücreler beş değişik alanda sayıldıktan sonra deney setindeki 

petrilerdeki hücrelere ilaç,lar verildi. 

1. Petri: (+) Kontrol boş 

2. Petri: (-) Kontrol Medyumda 2 ~Ilmi olacak şekilde DMSO ilave edildi. (8 ~1 DMSO/ 

4 ml medyum) 

3. Petri: Despantenol-1 (0.5 mg/ml lik çözeltisinden) : Medyumda 1 ~g/ml dekspantenol 

olacak şekilde, 4 ml medyuma 8 ~1 ilave edildi. 

4. Petri: Dekspantenol-2 (5 mg/ml lik çözeltisinden) : Medyumda 1 O ~g/ml despantenol 

olacak şekilde, 4 ml medyuma 8 ~1 ilave edildi. 

5. Petri: TECA-1 (2.5 mg/ml lik çözeltisinden) Medyumda 5 ~g/ml TECA olacak 

şekilde, 4 ml medyuma 8 ~1 ilave edildi. 

6. Petri: TECA-2 (5 mg/ml lik çözeltisinden) : Medyumda 1 O ~g/ml TECA olacak şekilde, . 

4 ml medyuma 8 ~1 ilave edildi. 

7. Petri : izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin (KAR) karışımı-1 (0.5 mg/ml lik 

çözeltisinden) : Medyumda 1 ~g/ml izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı 

olacak şekilde, 4 ml medyuma 8 ~1 ilave edildi. 

8. Petri: izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin (KAR) karışımı-2 (5 mg/ml) : 

Medyumda 1 O ~g/ml izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı olacak şekilde, 4 

ml medyuma 8 ~1 ilave edildi. 

9. Petri: Despantenoi-1+TECA-1 (0.5 mg/ml+2.5mg/ml lik çözeltisinden) : Medyumda 

1 mg/ml dekspanten ol ve 5 ~g/ml TECA olacak şekilde, 4 ml medyuma 8 ~1 

kombinasyon çözeltisi ilave edildi. 
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1 O. Petri: Dekspantenol-1 +lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin (KAR) karışımı-1 

(0.5 mg/mi+0.5 mg/ml lik çözeltisinden) : Medyumda 1 ı-.ıg/ml dekspantenol ve 1 ı-.ıg/ml 

izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı olacak şekilde, 4 ml medyuma 8 ı-.ıl 

kombinasyon çözeltisi ilave edildi. 

11. Petri: TECA-1+izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin (KAR) karışımı-1 (2.5 

mg/mi+0.5 mg_lml lik çözeltisinden) : Medyumda 5 ı-.ıg/ml TECA ve 1 ı-.ıg/ml 

izovalerilalkannin ve a-metil-n-bütilalkannin olacak şekilde, 4 ml medyuma 8 ı-.ıl 

kombinasyon çözeltisinden ilave edildi. 

NOT: 9-1 O ve 11. petriler T15 fibroblastlarında yapılmadı. T15 fibroblastlarında 

saatler arasındaki farkı görebilmek için yapılan 6. saatteki boyama, hücreler arasında 

morfolojik açıdan bir fark gözlenmediği için tavuk embriyonik fibroblastlarında yapılmadı. 

3.3.8. HÜCRELERiN FiKSASYONU, BOYANMASI VE SABiT PREPARAT HALiNE 

GETiRiLMESi 

Hücrelere ilaç verilmesinden 24 saat sonra petriler inkübatörden alındı. 

Üzerlerindeki medyum boşaltıldı ve bu işlemler için steril kabin kullanılmadı. 

3.3.8.1. Hücrelerin Fiksasyonu 

Üzerlerindeki medyumları alınmış olan lamellerdeki hücreler % 70' lik alkol içinde 

15 dak. tutularak fikse edildi. Kaybettikleri suyu kazanmaları için 5-1 O dak. di stil e suda 

tutuldular. Daha sonra boyama işlemine geçildi. 

3.3.8.2. Hücrelerin Masson' s Trichrome Tekniği ile Boyanınası 

Fikse edilmiş preparatlar, hücre çekirdeklerinin bayanması ıçın 1 O 

dak.hematoksilinde bekletildi. Asit alkol ile uzaklaştırıldı. Lamel su ile yıkandı. Asit 

fuksin solüsyonu ile 1 O dak. muamele edildi. Distile su ile çalkaland ı. Fosfomolibdik asit 

ile 5 dak. muamele edildi, süzdürüldü. Metilen mavisi ile 5 dak. bekletildi. Distile su ile 

yıkandı. Asetik asit solüsyonu ile 2 dak. muamele edildi. %70' lik alkaile kurutuldu.Temiz 

larnın üzerine bir damla entellan damlatıldı. Lamelierin hücreli tarafları arada kalacak 

şekilde larnın üzerine kapatılarak sabit preparat haline getirildi (83). Bu boyama 

tekniğiyle nükleus koyu mavi, sitoplazma kırmızı, kollajen mavi-gri renklerde 

görülmektedir (49). 
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3.3.9. SABiT PREPARATLARDA HÜCRELERiN DEGERLENDiRiLMESi 

Daha önce hazırlanan sabit preparatlar, belli bir sıra ile mikreskaba alındı. T15'1er 

için 20X, tavuk embriyonik fibroblastları için 40X objektifte görünür alandaki hücreler, 

morfolojik açıdan; fuziform, poligonal, vakuollü ve yuvarlak olarak sayıldı ve toplam 

hücre sayıları bulundu (Görünür alan 3.3.2. içinde mm2 olarak verilmiştir.) Bu işlem en 

az beş değişik alanda yapıldı. T15 için 20X, tavuk embriyonik fibroblastları için 40X 

objektifte on değişik alanda mitaza giden hücreler sayıldı. Her iki hücre tipi için de 40X 

objektifte hücrelerdeki granül sayıları 20 değişik alanda birer hücrede yapıldı. Alınan 

değerler; toplam hücre, mitaza giden hücre ve granül sayıları hariç diğer parametreler% 

olarak hesaplandı ve sonuçlara Student Fisher t-testi uygulandı (140). 

Tüm istatistik işlemler IBM uyumlu bir bilgisayarda gerçekleştirildi, grafikler için 

Harvard GraphicsR , kimyasal formüller için ChemWindowR Ver.3.0, metnin yazımı için 

ise Microsoft WordR Ver. 6.0a ve WriteR Ver. 3.1 paket programları kullanıldı. 
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4. SONUÇLAR 

Bu çalışmada, Dekspantenol, standart Centella asiatica ekstresi ve Arnebia 

densiflora'dan hazırlanan karışımın tavuk embriyonik fibroblastları ve T15 fibroblastlar 

üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Primer tavuk embriyonik fibroblastları ile T15 

fibroblastların sonuçları karşılaştırma açısından birlikte verilmiş ve yeri geldikçe aradaki 

farklı noktalar vurgulanmıştır. 

Dekspantenolün, toplam hücre (Şekil:16a ve 38a ile Tablo:3 ve 17) ve mitoza 

giden hücre (Şekil:21a ve 43a ile Tablo:8 ve 22) sayılarındaki artışın, DMSO'daki 

değerlere göre istatistiksel olarak anlamlı olması; mitotik aktivitesi olduğunu ve yara 

iyileştirici etkisinin bu yolla ortaya çıktığı gösterilmiştir. Ayrıca 1 O !lg/ml dozda toplam 

hücre ve mitoza giden hücre sayılarında görülen artışın, 1 !lg/ml doz ile 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak da anlamlı düzeyde yüksek çıkması mitotik 

aktivitesinin doza bağımlı olduğu sonucunu vermektedir. Şekil:? ve 8'de de mitoza giden 

hücrelerin artan dozla arttığı görülmektedir. 

Poligonal hücre yüzdelerinde DMSO uygulanan gruba göre( Şekil: 18a ve 40a ile 

Tablo:5 ve 19) artış ve fuziform hücre yüzdelerinde (Şekil:17a ve 39a ile Tablo:4 ve18) 

azalma migrasyonda da etkili olabileceğini göstermektedir. Yuvarlak (Şekil: 19a ve 41 a 

ile Tablo:6 ve 20) ve vakuollü (Şekil:20a ve 42a ile Tablo:? ve 21) hücre yüzdelerinde 

DMSO verilen grup ile karşılaştırıldığında görülen azalma da mitotik aktivite sebebiyle 

hücre popülasyonunun gençleşmesi ile açıklanabilir. Bu sonuç da mitotik aktivitesi 

olduğunu desteklemektedir. 

Granül sayıları (Şekil:22a ve 44a ile Tablo:9 ve 23) DMSO verilen grup ile 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı ölçüde artmıştır. Ancak granül 

sayılarındaki artışın dozlar arasında istatistiksel açıdan anlamlı çıkmaması kollajen 

sentezi üzerine direkt bir etkisi olmadığını göstermektedir. 

TECA; toplam hücre sayıları(Şekil:16b ve 38b ile Tablo:3 ve 17) ile poligonal 

(Şekil:18b ve 40b ile Tablo:5 ve 19), mitoza giden (Şekil:21b ve 43b ile Tablo:8 ve22) 

hücre yüzdelerinde DMSO uygulanan hücrelere göre istatistiksel açıdan anlamlı 

düzeyde artış saptanmıştır. Poligonal hücre yüzdelerindeki artış, DP'nin olduğu gibi 

TECA'nın da migrasyonda etkili olabileceğini gösterir. Granül sayıları (Şekil:22b ve 44b 

ile Tablo:9 ve 23) yine DMSO uygulanan grup ile karşılaştırıldığında anlamlı düzeyde 
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artış olduğu görülmektedir. 1 O ı.ıg/ml dozda TECA uygulanan hücreler ile 5 ı.ıg/ml 

uygulanan hücreler arasındaki artışın istatistiksel açıdan anlamlı çıkması etkisinin direkt 

kollajen sentezi üzerinden olduğunu göstermektedir (Şekil:9 ve 1 0). Ayrıca mitoza giden 

hücre sayılarının dozlar arası karşılaştırılması, T15 fibroblastlarında anlamsız ve primer 

tavuk embriyonik az anlamlı çıkması direkt mitotik aktivitesi olmadığı ve esas etkisinin 

kollajen sentezinin stimülasyonu olduğunu göstemektedir. Fuziform (Şekil: 17b ve 24b ile 

Tablo:4 ve 18), yuvarlak (Şekil:19b ve 41b ile Tablo:? ve 21) ve vakuollü (Şekil:20b ve 

42b) hücre yüzdelerinde de önemli ölçüde azalma meydana gelmiştir. 

KAR'ın 1 ı.ıg/ml dozda uygulanması ile; toplam hücre sayıları (Şekil:16c ve 38c ile 

Tablo:3 ve 17), poligonal hücre (Şekil: 18c ve 40c ile Tablo:5 ve19), mitaza giden hücre 

(Şekil:21c ve 43c ile Tablo:8 ve 22) yüzdeleri ile granül sayılarında (Şekil:22c ve 44c ile 

Tablo:9 ve 23); DMSO uygulanan hücrelere göre anlamlı derecede artış meydana 

gelmiştir. Granül sayılarında görülen önemli derecede artış; bu dozda KAR'ın yara 

iyileştirici etkisi olduğu ve bu etkisini TECA'ya benzer şekilde kollajen sentezini stimüle 

ederek yaptığını göstermektedir (Şekil:11. Ayrıca, fuziform (Şekil:17c ve 39c ile Tablo:4 

ve18), Yuvarlak (Şekil:19c ve 41c ile Tablo:6 ve20) ve vakuollü (Şekil:20c ve 42c ile 

Tablo:? ve 21) hücre yüzdeleri önemli ölçüde azalmıştır. 

1 O ı.ıg/ml dozda KAR uygulandığında; ilk dozda görülmeyen toksik etkiler ortaya 

çıkmıştır: toplam hücre sayıları (Şekil:16c ve 38c ile Tablo:3 ve 17), poligonal hücre 

(Şekil:18c ve 40c ileTablo:5 ve 19) yüzdeleri istatistiksel açıdan azalmıştır. Fuziform 

(Şekil:17c ve 39c ile Tablo:4 ve 18), mitoza giden (Şekil:21c ve 43c ile Tablo:8 ve 22), 

yuvarlak (Şekil:19c ve 41c ileTablo:6 ve 20) ve vakuollü hücre (Şekil:20c ve 42c ile 

Tablo:? ve 21) yüzdeleri ile granül (Şekil:22c ve 44c ile Tablo:9 ve 23) sayılarındaki 

azalmalar DMSO uygulanan grup ile karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan anlamlı 

bulunmamıştır. Bu dozda görülen etki sitotoksik etki olduğu söylenebilir (Şekil:12) 

Tavuk embriyonik fibroblastlarında uygulanan kombinasyonlarda; 1 ı.ıg/ml DP ile 

5 ı.ıg/ml TECA'nın kombinasyonunda; toplam hücre sayıları (Şekil:23a ile Tablo: 1 O) ve 

mitoza giden hücre yüzdelerinde (Şekil:28a ile Tablo:15) DP'ye göre anlamsız, TECA'ya 

göre istatistiksel açıdan anlamlı olan bir artış meydana gelmiştir.Granül sayıları 

(Şekil:29a ve Tablo:16) bazında ise TECA'ya göre anlamsız, DP'e göre anlamlı 

derecede artış gözlenmiştir. Bu sonuçlar; DP ve TECA'nın her ikisinin de farklı 

mekanizmalar kullandıklarını göstermektedir. Yuvarlak (Şekil:26a ile Tablo:13) ve 

vakuollü hücre (Şekil:27a ile Tablo:14) yüzdelerinde; DP'e göre anlamsız, TECA'ya göre 
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ise istatistiksel açıdan .anlamlı farklar görülmüştür. Fuziform hücre yüzdelerinde 

(Şekil:24a ile Tablo:11) azalma ve poligonal hücre yüzdelerinde (25a ile Tablo:12) artış 

her iki maddeye göre de anlamlı düzeydedir. Hücrelerde; mitoz ve kollajen sentezi 

mekanizmaları birlikte çalışacağından bu iki maddenin kombine halde kullanılmasının 

daha iyi sonuç verdiği görülmektedir (Şekil: 13). Ayrıca poligonal hücrelerde her iki 

maddenin tek başlarına verilmesine göre görülen anlamlı artış hücrelerin migrasyon 

yeteneklerinin de artması olarak yorumlanabilir. 

1 ı.ıg/ml DP ile 1 ı.ıg/ml KAR'ın kombinasyonu toplam hücre (Şekil:23b ile 

Tablo:10) ve mitaza giden hücre sayıları (Şekil:28b ile Tablo:15) baz olarak ele 

alındığında DP'ye göre anlamsız, KAR'a göre istatistiksel açıdan anlamlı artış meydana 

gelmiştir. Granül (Şekil:29b ile Tablo:16) sayılarında ise KAR'ın tek başına verildiği 

hücrelere göre anlamsız, DP'nin tek başına uygulandığı hücrelere göre anlamlı 

derecede artış gözlenmiştir. Bu sonuçlar ikisinin de farklı mekanizmalar kullandığını 

göstermektedir. Poligonal: hücre (Şekil:25b ve Tablo:12) yüzdelerindeki artış ile yuvarlak 

(Şekil:26b ile Tablo:13) ve vakuollü hücre (Şekil:27b ile Tablo:14) yüzdelerindeki.azalma 

DP ve KAR'ın her ikisine göre de istatistiksel açıdan anlamlı çıkmaktadır. Bu 

kombinasyon hücrelere; DP'nin tek başına uygulanmasında olmayan kollajen sentezi ve 

KAR'ın tek başına uygulanmasında olmayan mitotik aktivitenin her ikisini birden 

kazandıracağı için bereber kullanılmasının daha iyi sonuç vereceği düşünülmektedir 

(Şekil:14). 

5 ı.ıg/ml TECA ile 1 ı.ıg/ml KAR'ın kombinasyonunda; toplam hücre sayıları 

(Şekil:23c ile Tablo:10) ve granül sayılarındaki (Şekil:29c ile Tablo:16) değişiklik her 

ikisinin tek başlarına uygulandığı hücrelere göre istatistiksel açıdan anlamsızdır. 

Fuziform (Şekil:24c ile Tablo:11) ve mitaza giden hücre (Şeki1:28c ile Tablo:15) 

yüzdelerinde TECA'nın tek başına uygulanmasına göre anlamsız, KAR'ın tek başına 

uygulandığı hücrelere göre istatistiksel olarak az anlamlı bir artış olduğu görülmektedir. 

Poligonal hücre (Şekil:25c ile Tablo:12) yüzdelerinde her iki maddenin de tek başlarına 

uygulandığı hücrelere göre artış ve yuvarlak (Şekil:26c ile Tablo:13) ve vakuollü hücre 

(Şekil:27c ile Tablo:14) yüzdelerinde azalma meydana gelmiştir. Muhtemelen TECA ve 

KAR aynı mekanizma ile kollajen sentezinde stimülasyona sebep olmaktadır (Şekil:15). 

Aynı mekanizmayı kullanmaları sebebi ile kombinasyonları; tek başlarına 

uygulanmalarında alınan sonuçlar ile fazla farklı çıkmamıştır. 
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Sonuç olarak; Amebia densiflora'dan elde edilen izovalerilalkanin ve a-metil-n­

bütilalkanin karışımının düşük dozda yara iyileştirici, yüksek dozda sitotoksik etkisi 

gösterilmiştir. Dekspantenol'ün sadece mitetik aktivitesi sebebiyle, Centella asiatica 

ekstresinın ise kollajen sentezi üzerine olan stimülan etkisi sebebiyle yaraların 

iyileşmesinde etkili oldukları ve KAR'ın etkisinin kollajen sentezi stimülasyonu ile 

TECA'ya benzediği gözlenmiştir. 
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Grafiklerdeki vertikal çizgiler ortalama değerlerin ± standart 

hatalarını göstermektedir. 
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Tablo 3. Toplam hücre sayıları esas alınarak tavuk embriyonik fibroblastları üzerine 

dimetilsülfoksit (DMSO), 0-pantenol (DP), Centella asiatica ekstresi (TECA), 

izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının (KAR) etkileri 

Grup 

Kontrol 

DMSO 2 J..tl/ml 

DP 1 J.lg/ml 

DP 1 O J.lg/ml 

TECA 5 J.lg/ml 

TECA 10 J.lg/ml 

KAR 1 J.lg/m 1 

KAR 1 O J.lg/ml 

Hücre sayısı 

±st. hata 

64.4 ± 2.38 

54.6 ± 2.58a 

82.20± 1.74b 

85.60± 4.25b 

67.00± 2.19b 

67.40± 1.86b 

66.20± 2.58c 

38.00± 1.82b 

Sayılan alan sayısı 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

ap< 0.05 ; Kontrole göre anlamlı farklılık, bp<0.005 ve ep< 0.01 DMSO' ya göre anlamlı 

farklılıklar. 
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Tablo 4. Fuziform hücre yüzdeleri esas alınarak, tavuk embriyonik fibroblastları üzerine 

dimetilsülfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA) 

izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının (KAR) etkileri 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 ı..ıllml 

DP 1 ı..ıg/ml 

DP 10 ı..ıg/ml 

TECA 5 ı..ıg/ml 

TECA 10 ı..ıg/ml 

KAR 1 ı..ıg/ml 

KAR 10 ı..ıg/ml 

Hücre yüzdeleri 

±st. hata 

48.92± 2.09 

34.46± 1.86a 

30.86± 1.29b 

23.88± 1.50c 

14.84± 1.08c 

12.69± 0.66c 

19.66± 2.07c 

34.17± 2.75d 

Sayılan alan sayısı 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

ap< 0.05 Kontrole göre anlamlı farklılık. bp< 0.1, cp<0.005 ve dp> 0.1 DMSO' ya göre 

farklılıklar. 
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Tablo 5. Poligonal hücre yüzdeleri esas alınarak, tavuk embriyonik fibroblastları üzerine 

Dimetilsülfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA), 

izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının (KAR) etkileri 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 ı.ı.l/ml 

DP 1 ı.ı.g/ml 

DP 10 ı.ı.g/ml 

TECA 5 ı.ı.g/ml 

TECA 1 O ı.ı.g/ml 

KAR 1 ı.ı.g/ml 

KAR 1 O ı.ı.g/m 1 

Hücre yüzdeleri 

±st. hata 

29.15± 1.34 

23.18± 0.89a 

63.28± 0.65b 

69.36± 1.93b 

74.47± 1.74b 

80.49± 1.04b 

. 68.61± 2.45b 

18.89± 2.01c 

Sayılan alan sayısı 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

ap> 0.005 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp< 0.005 ve ep< 0.05 DMSO' ya göre anlamlı 

farklılıklar. 
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Tablo 6. Yuvarlak hücre yüzdeleri esas alınarak, tavuk embriyonik fibroblastları üzerine 

Dimetilsülfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA), 

izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının (KAR) etkileri 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 J..tl/ml 

DP 1 J.lg/ml 

DP 1 O J.lg/ml 

TECA 5 J.lg/ml 

TECA 1 O J..tg/ml 

KAR 1 J.lg/ml 

KAR 1 O J.lg/ml 

Hücre yüzdeleri 

±st. hata 

10.73± 1.00 

19.33± 1.43a 

2.68± 0.47b 

4.34± 0.30b 

6.23± 0.39b 

4.16± 0.29b 

6.64± 0.67b 

22.50± 2.62c 

Sayılan alan sayısı 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

ap< 0.005 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp< 0.005 ve ep< 0.1 DMSO' ya göre anlamlı 

farklılıklar 
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Tablo 7. Vakuollü hücre yüzdeleri esas alınarak, tavuk embriyonik fibroblastları üzerine 

Dimetilsülfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA), 

izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının (KAR) etkileri 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 J..tl/ml 

DP 1 J..lg/ml 

DP 10 J..lglml 

TECA 5 J..tg/ml 

,. 

TECA 10 J..lg/ml 

KAR 1 J..lglml 

KAR 10 J..tg/ml 

Hücre yüzdeleri 

±st. hata 

11.21±0.89 

23.04± 1.14a 

3.18± 0.52b 

2.33± 0.33b 

4.46± 0.41b 

2.65± 0.51b 

5.09± 0.38b 

24.45± 3.41 c 

Sayılan alan sayısı 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

ap< 0.005 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp< 0.005 ve cp>0.1 DMSO' ya göre anlamlı 

farklı lı klar, 
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Tablo 8. Mitaza giden hücreler esas alınarak, tavuk embriyonik fibroblastları üzerine 

Dimetilsülfoksit (DMSO), Dekspantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi 

(TECA), lzovalerialkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının (KAR) etkileri 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 ı-ıl/ml 

DP 1 ı-ıg/ml 

DP 1 O ı-ıg/ml 

TECA 5 ı-ıg/ml 

TECA 1 O ı-ıg/ml 

KAR 1 ı-ıg/ml 

KAR 1 O ı-ıg/ml 

Hücre sayısı 

±st hata 

1.50± 0.27 

0.50± 0.228 

3.80± 0.77b 

8.00± 1.27b 

2.00± .0.58c 

2.30± 0.65d 

1.60± 0.22c 

0.70± 0.26e 

Sayılan alan sayısı 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

8 p< 0.01 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp< 0.005, ep< 0.05, dp< 0.01 ve ep> 0.1 O 

DMSO' ya göre anlamlı farklılıklar. 
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Tablo 9. Hücrelerdeki granül sayısı esas alınarak tavuk embriyonik fibroblastları 

üzerine Dimetilsülfoksit (DMSO), Dekspantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi 

(TECA), lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının (KAR) etkileri 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 ı-ı.l/ml 

DP 1 ı-ı.g/ml 

DP 10 ı-ı.g/ml 

TECA 5 ı-ı.g/ml 

TECA 1 O ı-ı.g/ml 

KAR 1 ı-ı.g/ml 

KAR 10 ı-ı.g/ml 

Granül sayısı 

±st. hata 

1.95± 0.22 

1.20± 0.243 

1.85± 0.15b 

2.00± 0.18c 

3.85± 0.25d 

4.45± 0.29d 

4.30± 0.33d 

1.10±0.19e 

Sayılan hücre sayısı 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

3 p< 0.05 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp< 0.05, cp<0.01, dp< 0.005 ve ep> 0.1 O DMSO' 

ya göre farklılıklar. 
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Tablo 10. Toplam hücre sayıları esas alınarak, tavuk embriyonik fibroblastları üzerine 

Dimetilsülfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA), 

lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı (KAR) ve kombinasyonlarının etkileri 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 J..ll/ml 

DP 1 J..lglml 

TECA 5 J..lg/ml 

KAR 1 J..lglml 

DP 1 J..lglml + TECA 5 J..lglml 

DP 1 J..lglml + KAR 1 J..tg/ml 

TECA 5 J..lg/mi+KAR 1 J..lglml 

Hücre sayıları 

±st. hata 

64.40± 2.38 

54.60± 2.58a 

82.20± 1.74b 

67.00± 2.19b 

66.20± 2.58c 

83.8± 2.65b 

83.00± 2.86b 

68.60± 1.78b 

Sayılan alan sayısı 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

ap< 0.005 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp< 0.005 ve cp<0.01 DMSO' ya göre anlamlı 

farklılıklar. 
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Tablo 11. Fuziform hücre yüzdeleri esas alınarak, tavuk embriyonik fibroblastları 

üzerine Dimetilsülfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi 

(TECA), lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı (KAR) ve kombinasyonlarının 

etkileri 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 ı-ıl/ml 

DP 1 ı-ıg/ml 

TECA 5 ı-ıg/ml 

KAR 1 ı-ıg/ml 

DP 1 ı-ıg/ml + TECA 5 ı-ıg/ml 

DP 1 ı-ıg/ml + KAR 1 ı-ıg/ml 

TECA 5 ı-ıg/ml + KAR 1 ı-ıg/ml 

Hücre yüzdeleri 

±st. hata 

48.92± 2.09 

34.46± 1.86a 

30.86± 1.29b 

14.84±1.08c 

19.66± 2.07c 

9.45± 1.09c 

10.06± 0.73c 

12.29± 1.84c 

Sayılan alan sayısı 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

ap< 0.05 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp< 0.1 ve ep< 0.005 DMSO' ya göre anlamlı 

farklılıklar. 
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Tablo 12. Poligonal hücre yüzdeleri esas alınarak, tavuk embriyonik fibroblastları 

üzerine Dimetilsülfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi 

(TECA), izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı (KAR) ve kombinasyonlarının 

etkileri 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 ı.ıllml 

DP 1 ı.ıg/ml 

TECA 5 ı.ıg/ml 

KAR 1 ı.ıg/ml 

DP 1 ı.ıg/ml + TECA 5 ı.ıg/ml 

DP 1 ı.ıg/ml + KAR 1 ı.ıg/ml 

TECA 5 ı.ıg/ml +KAR 1 ı.ıg/ml 

Hücre yüzdeleri 

±st. hata 

29.15± 1.34 

23.17± 0.89a 

63.28± 0.65b 

74.47± 1.74b 

68.61± 2.45b 

84.88± 1.71b 

86.73± 1.02b 

82.75± 1.46b 

Sayılan alan sayısı 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

ap< 0.005 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp< 0.005 DMSO' ya göre anlamlı farklılık. 
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Tablo 13. Yuvarlak hücre yüzdeleri esas alınarak, tavuk embriyonik fibroblastları üzerine 

Dimetilsülfoksit (DMSO), 0-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA), 

izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı (KAR) ve kombinasyonlarının etkileri 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 J..LI/ml 

DP 1 J..Lg/ml 

TECA 5 J..Lg/ml 

KAR 1 J..Lglml 

DP 1 J..Lg/ml + TECA 5 J..Lglml 

DP 1 J..Lglml +KAR 1 J..Lg/ml 
.. 

TECA 5 J..Lg/ml + KAR 1 J..Lg/ml 

Hücre yüzdeleri 

±st. hata 

10.73± 1.00 

19.33± 1.433 

2.68± 0.47b 

6.23± 0.39b 

6.64± 0.67 b 

2.36± 0.33b 

2.42± 0.41b 

3.24± 0.38b 

Sayılan alan sayısı 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

3 p< 0.005 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp< 0.005 DMSO' ya göre anlamlı farklılık. 
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Tablo 14. Vakuollü hücre yüzdeleri esas alınarak, tavuk embriyonik fibroblastları üzerine 

Dimetilsülfoksit (DMSO), 0-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA), 

lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı (KAR) kombinasyonlarının etkileri 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 ı.ıl/ml 

DP 1 ı.ıg/ml 

TECA 5 ı.ıg/ml 

KAR 1ı.ıg/ml 

DP 1 ı.ıg/ml + TECA 5 ı.ıg/ml 

DP 1 ı.ıg/ml + KAR 1 ı.ıg/ml 

TECA 5 ı.ıg/ml +KAR 1 ı.ıg/ml 

Hücre yüzdeleri 

±st. hata 

11.21± 0.89 

23.04± 1.14a 

3.18± 0.52b 

4.46± 0.41b 

5.09± 0.38b 

3.30± 0.34b 

1.68± 0.27b 

1.72± 0.84b 

Sayılan alan sayısı 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

ap< 0.005 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp< 0.005 DMSO' ya göre farklılık. 
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Tablo 15. Mitaza giden hücreler esas alınarak tavuk embriyonik fibroblastları üzerine 

Dimetilsülfoksit (DMSO), Dekspantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA) 

izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı (KAR) ve kombinasyonlarının etkileri. 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 J..LI/ml 

DP 1 J.lglml 

TECA 5 J.lglml 

KAR 1 J.lg/ml 

DP 1 J.lglml+ TECA 5 J.lg/ml 

DP 1 J.lg/mi+KAR 1 J.lglml .. 

TECA 5 J.lg/mi+KAR 1 J.lg/ml 

Hücre sayısı 

±st. hata 

1.50± 0.27 

0.50± 0.22a 

3.80± 0.77b 

2.00± 0.58c 

1.60± 0.22c 

5.50± 0.40b 

4.70± 0.42b 

2.30± 0.33b 

Sayılan alan sayısı 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

ap< 0.01 Kontrole göre anlamlı farlılık, bp< 0.005 ve ep< 0.05 DMSO' ya göre anlamlı 
farklılıklar. 
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:ıblo 16. Hücrelerdeki granül sayısı esas alınarak tavuk embriyonik fibroblastları 

~erine Dimetilsülfoksit (DMSO), Dekspantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi 

"ECA), lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı (KAR) ve kombinasyonlarının 

ki leri. 

ruplar 

mtrol 

VlSO 2 ı-ıg/ml 

) 1 ı-ıg/ml 

:cA 5 ı-ıg/ml 

~R 1 ı-ıg/ml 

) 1 ı-ıg/ml + TECA 5 ı-ıg/ml 

) 1 ı-ıg/ml +KAR 1 ı-ıg/ml 

:cA 5 ı-ıg/ml +KAR 1 ı-ıg/ml 

Granül sayısı 

±st. hata 

1.95± 0.22 

1.20± 0.24a 

1.85± 0.15b 

3.85± 0.25c 

4.30± 0.33c 

3.60± 0.30c 

3.80± 0.32c 

4.45± 0.44c 

Sayılan hücre sayısı 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

:: 0.05 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp< 0.05 ve ep< 0.005 DMSO' ya göre anlamlı 

klılıklar. 
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Şekil 5. Primer tavuk embriyonik fibroblast kültürlerinde; kontrol grubu hücrelerin 24. saatte Masson's 

trichrome tekniği ile bayanması sonucu, A- 800 kez büyütme, B- 1600 kez büyütme uygulanarak elde 

edilen görüntüleri. a- Fuziform hücre, b-Yuvarlak hücre oklarla gösterilmiştir. 
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Şekil 6. Primer tavuk embriyonik fibroblast kültürlerinde; DMSO uygulanan hücrelerin Masson's trichrome 

tekniği ile bayanması sonucu A- 800 kez büyütme, B- 1600 kez büyütme uygulanarak elde edilen 

görüntüleri. a- Yuvarlak hücre, b- Va ku ol oklarla gösterilmiştir.. 
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Şekil 7. Primer tavuk embriyonik fibroblast kültürlerinde; 1 ı..ıg/ml dozda Dekspantenol uygulanan 

hücrelerin 24. saatte Masson's trichrome tekniği ile bayanması sonucu, A- 800 kez büyütme, B- 1600 kez 

büyütme uygulanarak elde edilen görüntüleri. Mitaza giden hücreler oklarla gösterilmiştir. 
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Şekil 8. Primer tavuk embriyonik fibroblast kültürlerinde; 1 O ~Lg/ml dozda Dekspantenol uygulanan 

hücrelerin 24. saatte Masson's trichrome tekniği ile bayanması sonucu, A- 800 kez büyütme, B- 1600 kez 

büyütme uygulanarak elde edilen görüntüleri. Mitoza giden hücreler oklarla gösterilmiştir. 
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Şekil 9. Primer tavuk embriyonik fibroblast kültürlerinde; 5 !lg/ml dozda Centella asiatica ekstresi 

uygulanan hücrelerin 24. saatte Masson's trichrome tekniği ile bayanması sonucu, A- 800 kez büyütme, B-

1600 kez büyütme uygulanarak elde edilen görüntüleri. a- Mitaza giden hücre, b- Granüller oklarla 

gösterilmiştir 
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Şekil 1 o. Primer tavuk embriyonik fibroblast kültürlerinde; 1 O ı.ıg/ml dozda Centella asiatica ekstresi 

uygulanan hücrelerin 24. saatte Masson's trichrome tekniği ile bayanması sonucu, A- 800 kez büyütme, B-

1600 kez büyütme uygulanarak elde edilen görüntüleri. ~ranüller oklarla gösterilmiştir. 
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Şekil 11. Primer tavuk embriyonik fibroblast kültürlerinde; 1 !lg/ml dozda lzovalerilalkanin ve a-metil-n­

bütilalkanin karışımı uygulanan hücrelerin 24. saatte Masson' trichrome tekniği ile bayanması sonucu A-

800 kez büyütme, B- 1600 kez büyütme uygulanarak elde edilen görüntüleri. a-Poligonal hücre, b- Granül 

oklarla gösterilmiştir. 
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Şekil 12. Primer tavuk embriyonik fibroblast kültürlerinde; 1 O mg/ml dozda lzovalerilalkanin ve cx-metil-n­

bütilalkanin karışımı uygulanan hücrelerin 24. saatteMasson' trichrome tekniği ile bayanması sonucu; A-

800 kez büyütme, B- 1600 kez büyütme uygulanarak elde edilen görüntüleri. Vakuoller oklarla 

gösterilmiştir. 

84 



Şekil 13. Primer tavuk embriyonik fibroblast kültürlerinde; 1 !lg/ml dekspantenol ve 5 !lg/ml Centella 

asiatica ekstresi kombinasyonu uygulanan hücrelerin 24. saatte Masson's trichrome tekniği ile bayanması 

sonucu, A- 800 kez büyütme, B- 1600 kez büyütme uygulanarak elde edilen görüntüleri. a-Yuvarlak hücre, 

b-Mitoza giden hücre, c- Granül oklarla gösterilmiştir .. 
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Şekil 14. Primer tavuk embriyonik fibroblast kültürlerinde; 1 ı.ıg/ml Dekspantenol ve 1 ı.ıg/ml 

lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı kombinasyonu uygulanan hücrelerin 24. saatte Masson's 

trichrome tekniği ile bayanması sonucu, A- 800 kez büyütme, B- 1600 kez büyütme uygulanarak elde 

edilen görüntüleri. a- Mitaza giden hücre, b- Granül oklarla gösterilmiştir .. 
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Şekil 15. Primer tavuk embriyonik fibroblast kültürlerinde; 5 mg/ml Centella asiatica ekstresi ve 1 mg/ml 

izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin kombinasyonu uygulanan hücrelerin 24.saatte Masson's 

trichrome tekniği ile boyanmaları sonucu, A- 800 kez büyütme, B- 1600 kez büyütme uygulanarak elde 

edilen görüntüleri. Granüller oklarla gösterilmiştir. 
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(a) 

(b) Toplam hüc::ro sayilari 

(c) Toplam hüoro sayilari 

100-----------------------. 

80 

* 

Şekil 16. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarında toplam hücre sayılarını gösteren grafikler: a­

Dekspantenol (DP), b- Centella asiatica ekstresi (TECA), c- izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin 

karışımının (KAR) grafikleri. *p<0.005 DMSO'ya göre farklılıklar, **p>0.1 O ve ***p<0.005 ilk doza göre 

farklılık. 
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{a) 
Fuz:ltorrn hOcro yOzdosl 

ı oor----------------------. 

{b) Fu.z:ltorm hOcre yOzdosl 

ı oor----------------------, 

80 

60 

{c) Fuzlform hücre yüzdesi 

ı oor----------------------. 

80 

60 

Şekil 17. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarında fuziform hücre yüzdelerini gösteren grafikler. a­

Dekspantenol (DP), b- Centella asiatica ekstresi (TECA), c- lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin 

karışımının (KAR) grafikleri.*p<0.10 ve ***p<0.005 DMSO'ya göre farklılıklar,** p<0.005 ve ****p<0.10 ilk 

doza göre farklılıklar. 
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(a) 

(b) 

(c) 

Pollgonal hüoro yüzdesi 

100,-----------------------. 

80 ** 

Pollgon.al hücre yüzdesi 

100,-----------------------. 

Pollgonol hücre yüzdesi 

100,-----------------------. 

80 * 

Şekil 18. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarında poligonal hücre yüzdelerini gösteren grafikler. a­

Dekspantenol (DP), b- Centella asiatica ekstresi (TECA), c- izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin 

karışımının (KAR) grafikleri. *p<O.OOS DMSO'ya göre farklılıklar, **p< 0.01ve ***p< 0.005 ilk dozlara göre 

farklılıklar. 
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(a) 
Vuvorlok hüoro yü.:ıı:::doınJI 

so,-----------------------~ 

40 

30 

(b) Yuvarlak hüore yüzdoal 

so.-----------------------~ 

40 

30 

(c) Yuvarlak hüore yüzdesıl 

40 

*** 30 

Şekil 19. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarında yuvarlak hücre yüzdelerini gösteren grafikler, a­

Dekspantenol (DP). b- Centella asiatica ekstresi (TECA), c- izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin 

karışımının (KAR) grafikleri. *p<0.005 DMSO'ya göre farklılıklar, **p>0.10, ***p<0.05 ve +p<0.005 ilk doza 

göre farklılıklar. 
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{a) 

{b) 

{c) 

VnkuoiiO hücre yüzdoal 

40 

30 

Vnkuollü hüoro yüzdoal 

so,-----------------------, 

40 

30 

VakuoiiO hOcro yüzdesi 

so,-----------------------0 

40 

+ 

Şekil 20. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarında vakuollü hücre yüzdelerini gösteren grafikler. a­

Dekspantenol (DP), b- Centella asiatica ekstresi (TECA), c- izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin 

karışımının (KAR) grafikleri. *p<0.005 DMSO'ya göre farklılıklar, **p<0.01ve ***p<0.005 ilk dozlara göre 

farklılıklar. 
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(a) Mlto:zo giden hüoro sayisi 

ı or---------------------~ 

8 

6 

* 
4 

(b) Mltoza giden hüoro sayisi 

(c) Mltoza gldon hüoro sayisi 

Şekil 21. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarında mitaza giden hücre sayılarını gösteren grafikler. a­

Dekspantenol (DP), b- Centella asiatica ekstresi (TECA), c izovalerilalkanin ve cx-metil-n-bütilalkanin 

karışımının (KAR) grafikleri. *p< 0.005 ve ***p< 0.05 DMSO'ya göre farklılıklar, **p<0.01, +p>0.10 ve 

++p<0.05 ilk dozlara göre farklılıklar. 
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(a) 
Hücredeki granül aıayl'llll 

6,-----------------------~ 

(b) Hücredeki granül sayisi 

6,------------------------. 
5 *** + 

(c) Hüorodekl granül sayisi 

6,------------------------. 

*** 

Şekil 22. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarında granül sayılarını gösteren grafikler. a- Dekspantenol 

(DP), b- Centella asiatica (TECA), c- lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının grafikleri. 

*p<0.05 ve ***p<0.005 DMSO'ya göre farklılıklar, **p>0.10, +p<0.10 ve ++p<0.005 ilk dozlara göre 

farklılıklar. 
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{a) 

{b) 

{c) 

Toplam hüoro sayilari 

100,---------------------~ 

* 

Toplam hOcro sayilari 

Toplam hCioro sayilari 

100,----------------------. 

80 * + ++ 

Şekil 23. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarında kombinasyonların toplam hücre sayılarını gösteren 

grafikler. a- Dekspantenol ve Centella asiatica ekstresi kombinasyonu (DP+ TECA), b- Dekspantenol ve 

lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı kombinasyonu (DP+KAR), c- Centella asiatica ekstresi 

ve lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı kombinasyon (TECA+KAR) grafikleri. *p<0.005 ve 

+p<0.01 DMSO'ya göre farklılıklar, **p>0.10 DP'ye göre ve p<0.005 TECA'ya göre farklılıklar, ***p>0.10 

DP'ye göre ve p<0.005 KAR'a göre farklılıklar, ++p>0.10 TECA'ya göre ve KAR'a göre farklılıklar. 
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(a) 

(b) 

(c) 

Fuzlforrn hüore yüzdesi 

100,---------------------~ 

so 

so 

Fuzlform hücre yüzdosl 

100r----------------------, 

so 

so 

Fuz:lforrn hüore yüzdesi 

sor----------------------, 

Şekil 24. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarında kombinasyonların fuziform hücre yüzdelerini gösteren 

grafikler. a- Dekspantenol ve Centella asiatica ekstresi kombinasyonu (DP+ TECA), b- Dekspantenol ve 

lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı kombinasyonu (DP+KAR), c- Centella asiatica ekstresi 

ve lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının kombinasyon (TECA+KAR) grafikleri. *p<0.1 O ve 

**p<0.005 DMSO'ya göre farklılıklar, ***p<0.005 DP'ye göre ve TECA'ya göre farklılıklar, +p<0.005 DP ve 

KAR'a göre farklılıklar, ++p>0.10 TECA'ya göre ve p<0.05 KAR'a göre farklılıklar. 
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{a) Pollgonal hüore yüzdeleri 

100,---------------------~ 

* 80 

{b) 
Pollgonal hüore yüzdeleri 

{c) Pollgonal hüore yüzdeleri 

100,-------------------~~ 

Şekil 25. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarında kombinasyonların poligonal hücre yüzdelerini gösteren 

grafikler. a- Dekspantenol ve Centella asiatica ekstresi kombinasyonu (DP+ TECA), b- Dekspantenol ve 

izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı (DP+KAR), c- Centella asiatica ekstresi ve 

izovalerialkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı kombinasyon (TECA+KAR) grafikleri. *p<O.OOS DMSO'ya 

göre farklılıklar, **p<O.OOS DP'e göre ve TECA'ya göre farklılıklar, ***p<O.OOS DP'a ve KAR'a göre 

farklılıklar, +p<0.005 TECA ve KAR'a göre farklılıklar. 
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·(a) 

(b) 

(c) 

Yuvarlak hüore yüzdesi 

50,-----------------------. 

40 

Yuvarlak hüore yüzdesi 

50,-----------------------~ 

40 

30 

Yuvarlak hüore yüzdesi 

50,-----------------------. 

40 

30 

Şekil 26. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarında kombinasyonların yuvarlak hücre yüzdelerini gösteren 

grafikler. a- Dekspantenol ve Centella asiatica ekstresi kombinasyonu (DP+ TECA), b- Dekspantenol ve 

izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı kombinasyonu (DP+KAR), c- Centella asiatica ekstresi 

ve izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı kombinasyon (TECA+KAR) grafikleri. *p<0.005 

DMSO'ya göre farklılıklar, **p>0.10 DP'ye ve p<0.05 TECA'ya göre farklılıklar, +p<0.01 TECA'ya ve KAR'a 

göre farklılıklar. 
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(a) 
Vakuoııü hOcre yüzdoal 

sor-----------------------. 

(b) Vakuollü hClere yüzdesi 

sor---------------------~ 

40 

30 

(c) Vakuollü hücre yüzdesi 

sor---------------------~ 

40 

30 

Şekil 27. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarında kombinasyonların vakuollü hücre yüzdelerini gösteren 

grafikler. a-Dekspantenol ve Centella asiatica ekstresi kombinasyonu (DP+ TECA), b-Dekspantenol ve 

lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı kombinasyonu (DP+KAR), c- Centella asiatica ekstresi 

ve izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı kombinasyon (TECA+KAR) grafikleri. *p<0.005 

DMSO'ya göre farklılıklar, **p>0.10 DP'ye ve P<0.005 TECA'ya göre farklılıklar, ***p> 0.10 DP'ye ve 

p<0.005 KAR'a göre farklılıklar, +p<0.005 TECA'ya ve KAR'a göre farklılıklar. 
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(a) Mltoz:o gldon hüoro soyisi 

8 

*** 

(b) Mltoza gldon hüoro soyisi 

ı o,---------------------~ 

8 

(c) Mltoza giden hüoro sayisi 

ı o,---------------------~ 

8 

8 

4 ** * 
++ 

Şekil 28. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarında mitoza giden hücre sayılarını gösteren grafikler. a­

Dekspantenol ve Centella asiatica ekstresi kombinasyonu (DP+ TECA), b- Despantenol ve lzovalerilalkanin 

ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı kombinasyonu (DP+KAR), c- Centella asiatica ve izovalerilalkanin ve a­

metil-n-bütilalkanin karışımı kombinasyonu (TECA+KAR) grafikleri. *p<0.005 ve **p<0.05 DMSO'ya göre 

farklılıklar, ***p<0.05 DP'ye göre ve p<0.005 TECA'ya göre farklılıklar, +p>0.10 DP'ye ve p<0.005 KAR'a 

göre farklılıklar, ++p>0.1 O TECA'ya ve p<0.1 O KAR'a göre farklılıklar. 
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(a) Hüorodokl granül sayisi 

6 

5 ** *** 
4 

3 * 

(b) Hücredeki granül sayisi 

6,-----------------------, 
** + 5 

(c) Hücredeki granül sayisi 

6,-----------------------, 
5 ** ** ++ 

Şekil 29. Primer tavuk embriyonik fibroblastlarında granül sayılarını gösteren grafikler. a-Dekspantenol ve 

Centella asiatica ekstresi kombinasyonu (DP+ TECA), b- Dekspantenol ve lzovalerilalkanin ve a-metil-n­

bütilalkanin karışımı kombinasyonu (DP+KAR), c- Centella asiatica ekstresi ve lzovalerilalkanin ve a-metil­

n-bütilalkanin karışımı kombinasyonu (TECA+KAR) grafikleri. *p<0.05 ve **p<0.005 DMSO'ya göre 

farklılıklar, ***p<0.005 DP'ye ve p>0.10 TECA'ya göre farklılıklar, +p<0.005 DP'ye ve p>0.10 KAR'a göre 

farklılıklar, ++p>0.1 O TECA'ya ve KAR'a göre farklılıklar. 
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7a&o.17-23 

Şdit 30-37 ("J~) 

Şdit 3F-44 (~J 

Grafiklerdeki vertikal çizgiler ortalama değerlerin ± standart 

hatalarını göstermektedir. 
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Tablo 17. Toplam hücre sayıları esas alınarak, T15 fare embriyonik fibroblastları 

üzerine Dimetilsülfoksit (DMSO), 0-pantenol, Standart Centella asiatica ekstresi 

(TECA), lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının (KAR) etkileri. 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 J..LI/ml 

DP 1 )lg/ml 

DP 10 )lg/ml 

TECA 5J..Lg/ml 

TECA 1 O )lg/ml 

KAR 1 )lg/ml 

KAR 1 O )lg/ml 

Hücre sayıları 

±st. hata 

58.80± 2.29 

47.00± 2.88a 

66.80± 1.24b 

87.00± 1.52b 

59.40± 2.18b 

60.60± 1.50b 

59.40± 3.85c 

41.40± 1.91d 

Sayılan alan sayısı 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

ap<0.01 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp<0.005, cp<0.05 ve dp<0.1 DMSO' ya göre 

anlamlı farklılıklar. 
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Tablo 18. Fuziform hücre yüzdeleri esas alınarak, T15 fare embriyonik fibroblastları 

üzerine Dimetilsülfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centelfa asiatica ekstresi 

(TECA), lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının (KAR) etkileri 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 ı.ıllml 

JP 1 ı.ıg/ml 

JP 10 ı.ıg/ml 

fECA 5 ı.ıg/ml 

fE CA 1 O ı.ıg/ml 

<AR 1 ı.ıg/ml 

<AR 1 O ı.ıg/ml 

Hücre yüzdeleri 

± st.hata 

49.58± 1.54 

34.89± 0.98a 

28.69± 1.07b 

22.73± 1.16b 

17.41± 1.24b 

14.12± 0.99b 

21.27± 1.99b 

34.37±1.19c 

Sayılan alan sayısı 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

1p<0.005 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp<0.005 ve cp>0.1 O DMSO' ya göre anlamlı 

·arklılıklar. 
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Tablo 19. Poligonal hücre yüzdeleri esas alınarak, T15 fare embriyonik fibroblastları 

üzerine Dimetilsülfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi 

(TECA), lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının (KAR) etkileri 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 J.tl/ml 

DP 1 J.tQ/ml 

DP 1 O J.tQiml 

fECA 5 J.tQ/ml 

fE CA 1 O J.tQ/ml 

KAR 1 J.tg/m 1 

KAR 1 O J.tg/ml 

Hücre yüzdeleri 

±st. hata 

30.57± 1.79 

25.82± 1. 79a 

62.61± 1.24b 

68.98± 0.42b 

73.89± 2.12b 

79.31± 1.59b 

67.96± 0.65b 

18.37± 0.99b 

Sayılan alan sayısı 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

ap< 0.05 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp< 0.005 DMSO' ya göre anlamlı farklılık. 
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Tablo 20. Yuvarlak hücre yüzdeleri esas alınarak, T15 fare embriyonik fibroblastları 

:izerine Dimetilsülfoksit (DMSO), D-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi 

:TECA), izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının (KAR) etkileri. 

3ruplar 

<ontrol 

JMSO 2 ı.ıl/ml 

JP 1 ı.ıg/ml 

JP 10 ı.ıg/ml 

rECA 5 ı.ıg/ml 

rE CA 1 O ı.ıglml 

<AR 1 ı.ıg/ml 

<AR 1 O ı.ıglml 

Hücre yüzdeleri 

±st. hata 

9.57± 0.91 

18.57± 1.548 

4.80± 0.58b 

4.59± 0.64b 

4.34± 0.79b 

4.29± 0.38b 

5.61± 0.85b 

21.37± 1.56c 

Sayılan alan sayısı 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

p< 0.005 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp< 0.005 ve ep> 0.1 O DMSO' ya göre anlamlı 

arklılıklar. 
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Tablo 21. Vakuollü hücre yüzdeleri esas alınarak, T15 fare embriyonik fibroblastları 

üzerine Dimetilsülfoksit (DMSO), 0-pantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi 

(TECA), izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının (KAR) etkileri 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 J.ll/ml 

DP 1 J.lg/ml 

DP 10 J.lglml 

fECA 5J.1glml 

fE CA 1 O Jlglml 

<AR 1 J.lg/ml 

<AR 1 O Jlglml 

Hücre yüzdeleri 

±st. hata 

10.29± 1.10 

21.15± 0.85a 

3.90± 0.38b 

3.44± 0.51b 

4.36± 0.35b 

2.28± 0.79b 

5.16± 0.97b 

24.93± 2.71c 

Sayılan alan sayısı 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

1p< 0.005 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp< 0.005 ve ep< 0.1 O DMSO' ya göre anlamlı 

·arklılıklar. 
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Tablo 22. Mitoza giden hücre sayısı esas alınarak T15 fibroblastları üzerine 

Dimetilsülfoksit (DMSO), Dekspantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi 

(TECA), izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütil alkanin karışımının (KAR) etkileri 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 ml/ml 

DP 1 J.Lg/ml 

DP 1 O J.Lg/ml 

TECA 5 J.Lg/ml 

TECA 1 O J.Lglml 

KAR 1 J.Lglml 

KAR 1 O J.Lg/ml 

Hücre sayısı 

±st. hata 

1.90± 0.28 

0.80± 0.258 

4.10± 0.38b 

5.50± 0.34b 

2.20± 0.29b 

2.30± 0.37b 

2.1± 0.23b 

0.60± 0.22c 

Sayılan alan sayısı 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

3p< 0.01 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp< 0.005 ve cp>0.1 O DMSO' ya göre anlamlı 

farklılıklar. 
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Tablo 23. Granül sayısı esas alınarak T15 fibroblastlar üzerine Dimetilsülfoksit (DMSO), 

Dekspantenol (DP), Standart Centella asiatica ekstresi (TECA), izovalerilalkanin ve a­

metil-n-bütilalkanin karışımının (KAR) etkileri 

Gruplar 

Kontrol 

DMSO 2 ml/ml 

DP 1 J.Lg/ml 

DP 1 O J.lg/ml 

TECA 5 J.lg/ml 

TECA 10 J..tg/ml 

KAR 1 J.lg/ml 

KAR 1 O J.lg/ml 

Granül sayısı 

±st. hata 

2.20± 0.19 

1.55± 0.273 

2.40± 0.25b 

2.70± 0.30c 

3.80± 0.39c 

4.10± 0.38c 

4.00± 0.28c 

1.45± 0.20d 

Sayılan hücre sayısı 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

20 

ap< 0.05 Kontrole göre anlamlı farklılık, bp< 0.05, cp<0.005 ve dp> 0.1 O DMSO' ya göre 

farklılıklar. 
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A· 

~ekil 30. T15 fibroblast kültürlerinde; A- Kontrol grubu, B- DMSO uygulanan hücrelerin 6.saatte Masson's 

richrome tekniği ile boyanmaları sonucu 1600 kez büyütme uygulanarak elde edilen görüntüleri. Kollajen 

tarlığı mavi, sitoplazma pembe görülmektedir. 

110 



Şekil 31. T15 fibroblast kültürlerinde; A- 1 ı.ıg/ml dozda Dekspantenol uygulanan, B- 1 O ı.ıglml dozda 

Dekspantenol uygulanan hücrelerin 6. saatte Masson's trichrome tekniği ile boyanmaları sonucu 1600 kez 

büyütme uygulanarak elde edilen görüntüleri. Kollajen varlığı mavi, sitoplazma pembe görülmektedir. 
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iekil 32. T15 fibroblast kültürlerinde; A- 5 ııg/ml dozda ve B-1 O ııg/ml dozda Centella asiatica ekstresi 

ıygulanan hücrelerin 6. saatte Masson's trichrome tekniği ile boyanmaları sonucu 1600 kez büyütme 

ıygulanarak elde edilen görüntüleri. Kollajen varlığı mavi, siteplazma pembe görülmektedir. 
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~e kil 33. T15 fibroblast kültürlerinde; A- 1 11g/ml dozda ve B- 1 O 11g/ml dozda lzovalerilalkanin ve a-metil-n­

)ütilalkanin karışımı uygulanan hücrelerin 6. saatte Masson's trichrome tekniği ile boyanmaları sonucu 

1600 kez büyütme uygulanarak elde edilen görüntüleri. Kollajen mavi, siteplazma pembe görülmektedir. 
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~ekil 34. T15 fibroblast kültürlerinde; A- Kontrol grubu hücrelerin, B- DMSO uygulanan hücrelerin 24. 

;aatte Masson's trichrome tekniği ile boyanmaları sonucu 1600 kez büyütme kullanılarak elde edilen 

ıörüntüleri. Kollajen mavi, sitoplazma pembe görülmektedir. 
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~e kil 35. T15 fibroblast kültürlerinde; A- 1 ~ıg/ml dozda ve B- 1 O ı.ıg/ml dozda Dekspantenol uygulanan 

ıücrelerin 24. saatte Masson's trichrome tekniği ile boyanmaları sonucu 1600 kez büyütme uygulanarak 

~lde edilen görüntüleri. Kollajen mavi, sitoplazma pembe, nükleolus koyu mavi görülmektediL Yeni sentez 

~dilen kollajenin varlığı siteplazmanın da mavi görülmesiyle teşhis edilebilir. 
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e kil 36. T15 fibroblast kültürlerinde; A- 5 ı-tglml dozda ve B-1 O ı-tglml dozda Centella asiatica ekstresi 

ygulanan hücrelerin 24. saatte Masson's trichrome tekniği ile boyanmaları sonucu 1600 kez büyütme 

ygulanarak elde edilen görüntüleri. Kollajen mavi, siteplazma pembe, nükleolus koyu mavi görülmektedir. 

eni sentez edilen kollajenin varlığı siteplazmanın da mavi görülmesiyle teşhis edilebilir. 
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e kil 37. T15 fibroblast kültürlerinde; A- 1 ı.ıg/ml dozda ve B- 1 O ı.ıglml dozda lzovalerilalkanin ve a-metil-n­

ütilalkanin karışımı uygulanan hücrelerin 24. saatte boyanmaları sonucu 1600 kez büyütme uygulanarak 

lde edilen görüntüleri. Kollajen mavi, sitoplazma pembe, nükleolus koyu mavi görülmektedir. Yeni sentez 

dilen kollajenin varlığı sitoplazmanın da mavi görülmesiyle teşhis edilebilir. 
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(a) 

(b) 

(c) 

Toplorn hüore sayilari 

100~-----------------------, 

80 

Toplam hüore sayilari 

100,------------------------. 

80 

* *** 

Toplam hüore •ayllarl 

100,------------------------. 

80 + 

ıekil 38. T15 fibroblastlarda toplam hücre sayılarını gösteren grafikler. a- Dekspantenol (DP), b- Centella 

'Siatica ekstresi (TECA), c- izovalerilalkanin ve cx-metil-n-bütilalkanin karışımının (KAR) grafikleri. *p<0.005 

e+ p< 0.05 DMSO'ya göre farklılıklar,**p< 0.005 ve ***p>0.1 O ilk d aziara göre farklılıklar. 
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(a) 

(b) 

(c) 

Fuzlform hücre yüzdesi 

100,-----------------------, 

80 

60 

Fuzltorm hOcro yOzdosl 

100r------------------------. 

80 

60 

Fuzlform hüo,-e yüzdesi 

100r-------------------------

80 

60 

~ekil 39. T15 fibroblastlarda fuziform hücre yüzdelerini gösteren grafikler. a- Dekspantenol (DP), b­

-;entella asiatica ekstresi (TECA), c- izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının (KAR) grafikleri. 

p<0.005 DMSO'ya göre farklılıklar, **p<0.005 ve ***p<0.05 ilk dozlara göre farklılıklar. 

119 



(a) 

(b) 

(c) 

Pollgonal hüore yüzdesi 

100r------------------------, 

80 

** 

Pollgonal hüore yüzdesi 

100r-----------------------~ 

* *** 

Pollgonal hüore yüzdesi 

100,------------------------, 

80 * 

>ekil 40. T15 fibroblastlarda poligonal hücre yüzdelerini gösteren grafikler. a- Dekspantenol (DP), b­

:entella asiatica ekstresi (TECA), c- lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının grafikleri. 

)<0.005 DMSO'ya göre farklılıklar, **p<O.OOS ve ***p<O.OS ilk dozlara göre farklılıklar. 
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(a) 
Yuvarlak hüoro yüzdesi 

50,-------------------------, 

40 

30 

(b) Yuvarlak hüore yüzdesi 

so.-----------------------~ 

40 

30 

(c) Yuvarlak hüore yüzdesi 

50,-------------------------, 

40 

30 

*** 

iekil 41. T15 fibroblastlarda yuvarlak hücre yüzdelerini gösteren grafikler. a- Dekspantenol (DP), b­

;entella asiatica ekstresi (TECA), c- izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımının (KAR) grafikleri. 

p< 0.05 DMSO'ya göre farklılıklar, **p>0.1 O, ***p<0.05 ve +p<0.005 ilk dozlara göre farklılıklar. 
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(a) Vokuollü hüore yüzdoal 

sor-------------------------. 

40 

30 

(b) Vakuollü hüoro yüzdoal 

so,-----------------------~ 

40 

30 

(c) 
Va.kuollü hüore yüzdesi 

so,-------------------------. 

40 

+ 30 

ekil 42. T15 fibroblastlarda vakuollü hücre yüzdelerini gösteren grafikler. a- Dekspantenol (DP), b­

:entella asiatica ekstresi (TECA), c- izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı (KAR) grafikleri. 

J<0.005 DMSO'ya göre farklılıklar, **p>0.1 O ve ***p<0.005 ilk dozlara göre farklı klar. 
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(a) 

(b) 

(c) 

Mltoza giden hüoro soyisi 

10,-----------------------, 

B 

** 

Mltoza giden hüoro sayisi 

Mltoza giden hüoro sayisi 

10,------------------------

B 

6 

4 

* 

iekil 43. T15 fibroblastlarda mitaza giden hücre sayılarını gösteren grafikler. a- Dekspantenol (DP), b­

:entel/a asiatica ekstresi (TECA), c- izovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı (KAR) grafikleri. 

::ı<0.005 DMSO'ya göre farklılıklar, **p<0.05, ***p>0.10 ve +p<0.005 ilk dozlara göre farklılıklar. 
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(a) Hüoredoki granül anylsl 

ı or-----------------------~ 

B 

6 

4 * ** 

(b) Hüorodekl granül sayisi 

ı or-----------------------~ 

B 

6 

*** ** 

(c) Hüoredokl granül sayisi 

ı or-----------------------~ 

B 

6 

*** 

ekil 44. T15 fibroblastlarda granül sayılarını gösteren grafikler. a- Dekspantenol (DP), b- Centella asiatica 

<stresi (TECA), c- lzovalerilalkanin ve a-metil-n-bütilalkanin karışımı (KAR) grafikleri. *p<0.05 ve 

*p<0.005 DMSO'ya göre farklılıklar, **p>0.1 O ve +p<0.005 ilk d aziara göre farklılıklar. 
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TARTIŞMA 

Bu çalışmada, yara iyileştirici aktivitesi olan Dekspantenol, Centella asiatica 

stresi ve Amebia densiflora' dan elde edilmiş olan izovalerilalkanin ve a-metil-n­

tilalkanin karışımının T15 ve tavuk embriyonik fıbroblastları üzerine etkileri 

iŞtırılmıştır. Bu etkiler; toplam hücre sayıları, fuziform hücre, poligonal hücre, vakuollü 

ere, yuvarlak hücre yüzdeleri, mitaza giden hücre sayısı ve hücrelerdeki granül 

yıları parametre olarak kabul edilerek yapılmıştır. Test maddeleri uygulandıktan sonra 

ıncı saatte, morfolojik açıdan yapılan sayımlar arasında fazla fark olmadığı, 

yamalar neticesinde de kollajen sentezleri açısından fark gözlenemediği için sadece 

. saatteki sayımlar değerlendirilmiştir. Yirmidört saatten daha kısa süre protein sentezi 

mitoz için yeterli bir süre olmamaktadır (37). Ayrıca test maddeleri verilmeden önce 

pılan sayımlarda petriler arasında önemli derecede fark bulunmadığı için, yapılan bu 

yımlar da değerlendirilmeye alınmamıştır. 

Primer Tavuk Embriyonik Fibroblastlarında DMSO uygulanan hücrelerde, DMSO' 

ın sitotoksik etkisine bağlı olan toplam hücre, poligonal hücre, granül, mitaza giden 

ıcre sayılarında ölçülebilir bir azalma ve fuziform, vakuollü ve yuvarlak hücre 

:yılarında artış olmuştur. Bu etki, büyük bir olasılıkla DMSO'nun daha önce rapor 

lilmiş olan toksik ve antimitotik etkisinden kaynaklanmaktadır (92, 95-98). 

Dekspantenol ve Centella asiatica ekstresi, klinikte yara iyileştirici etkileri 

ıbebiyle yaygın biçimde kullanılmaktadır. Primer tavuk embriyonik fıbroblastlarında 

ıpılan çalışmalarımızda dekspantenol toplam hücre ve mitaza giden hücre sayıları 

:ısından değerlendirildiğinde hücre sayılarında doza bağımlı olarak mitotik 

~tivitesinden kaynaklanan belirgin bir artış gözlenmiştir. Bu sonuç, daha önce 

sratürde pantotenik asidin insan fibroblastlarında gözlenen mitotik aktivitesini de 

lğrulamaktadır (1 02). Fotoğraflarda da görüldüğü gibi TECA ve KAR'ın tek başlarına 

(gulanmalarında kontrole oranla belirgin bir mitotik aktivitesi gözlenemezken DMSO ya 

·anla istatistiksel düzeyde anlamlı bir mitoz artışı gözlenmiştir. Dekspantenolde ise 

~m kontrole hem de DMSO'ya göre anlamlı ve doza bağımlı bir mitotik aktivite 

:>rülmüştür (Şekil: 7-8). TECA ve KAR ile olan kombinasyonlarında ise toplam hücre 

iyılarında dekspantenolün tek başına verilmesi sonucunda ölçülen değerlere göre 

ılamlı farklılıkta değerler bulunmamıştır. Bu çalışmamızda, dekspantenol 

(gulamasının fuziform hücre sayılarını azalttığı, poligonal hücre sayılarını arttırdığı, 

:ıkuollü ve yuvarlak hücre sayılarını anlamlı derecede değiştirmediği gözlenmiştir. Bu 
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ulgular, pantotenik asidin daha önceki çalışmalarla bildirilen mitotik aktivitesi ve protein 

:mtezi üzerindeki stimulan etkisi ile bağlantılı gibi gözükmektedir (1 02). Granül 

:ıyılarında kontrol ve dozlar arası değerlendirilmelere göre anlamsız, DMSO' ya göre 

lçülebilir anlamlılıkta artışlar olduğu bunun da yine protein sentezi üzerine olan 

:imülan etkisine bağlı olduğu, ancak kollajen sentezi üzerine (TECA'da olduğu kadar) 

irekt etkisi olmadığı düşünülmelidir. Mitotik aktivitesi ve hücrede protein sentezini 

rttırdığından dolayı yaraların iyileşmesinde etkili olduğu ileri sürülmüştür. (92, 102) 

ECA ve KAR ile kombinasyonlarında, dekspantenolün tek başına uygulanmasına göre 

>plam hücre ve yuvarlak hücre sayılarında bir farkın olmadığı, TECA ile 

Dmbinasyonunda mitaza giden hücre sayısının TECA' nın etkisine bağlı olarak hafifçe 

rttığı, KAR ile kombinasyonunda mitaza giden hücrelerde artışın olmadığı gözlenmiştir. 

ine TECA ve KAR ile kombinasyonlarında fuziform hücrelerde önemli ölçüde azalma, 

oligonal hücre ve granül sayılarında önemli ölçüde artış görülmüştür. 

Primer tavuk embriyonik fibroblastlarında, TECA'nın uygulanması sonucu, DMSO' 

a göre toplam hücre bazında anlamlı, mitaza giden hücre bazında ise az bir artış 

özlenmiştir. TECA, yuvarlak, vakuollü ve fuziform hücrelerde önemli derecede 

zalmaya, poligonal hücre ve granül sayısındaysa önemli derecede artışa sebep 

lmaktadır. Şekil 2. de gösterildiği gibi kollajenin sentezinde, prokollajen molekülleri 

ezikül içinde hücre dışına taşınmaktadır (68). Ayrıca TECA'nın kollajen sentezi üzerine 

lan stimülan etkisi ve bu etkisi ile yara iyileşiminde rol oynadığı daha önce yapılmış 

lan çalışmalarla gösterilmiştir (52, 103, 1 05). Bu verilerden yararlanarak; bulduğumuz 

ayısal değerler ve Şekil: 9-10'da gördüğümüz granüllerin hücre dışına vezikül içinde 

:ışınmakta olan prokollajen molekülleri olduğunu ve TECA' nın fibroblastlarda direkt 

ollajen sentezini stimüle ettiğini, bu mekanizma ile yaraların iyileşmesinde etkili 

'lduğunu söyleyebiliriz. Granül sayılarının artan dozla artması etkinin doza bağımlı 

1lduğunu göstermektedir. 

TECA' nın DP ile olan kombinasyonunda, DMSO ve TECA' yla karşılaştırıldığında 

1oligonal hücre sayılarının, DP' nin etkisine bağlı olarak, toplam hücre ve mitaza giden 

ıücre sayılarının da önemli ölçüde arttığı tespit edilmiştir. Fuziform ve vakuollü hücre 

·üzdelerinde bir değişiklik olmamıştır. TECA ve DP' nin kombinasyonunda, granül 

;ayılarında TECA' nın tek başına uygulandığından farklı sonuçlar alınmaması; 

lekspantenolün kollajen sentezi üzerine etkisi olmadığını, yara iyileştirici etkisinin 

;adece mitotik aktivitesinden kaynaklandığını göstermektedir. TECA ve KAR' ın 

~ombinasyonunda toplam hücre sayıları ve mitaza giden hücre sayılarında TECA' ya 
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ıöre fark yoktur. Fuziform hücre sayıları değişmezken, poligonal hücrelerde önemli 

>lçüde artış, yuvarlak hücre sayılarında önemli, vakuollü hücre sayılarındaysa ölçülebilir 

jerecede azalma gözlenmiştir. 

KAR'ın 1 Jlg/ml dozda uygulanması; DMSO'nun uygulandığı hücrelere göre 

uziform, yuvarlak ve vakuollü hücre sayılarında azalmaya, poligonal hücre, mitoza 

ıiden hücre ve granül sayılarında artışa sebep olması, bu dozda KAR'ın yara iyileştirici 

~tkisi olduğunu göstermektedir. Bu daha önce yapılan bir in vivo çalışmada Amebia 

tensiflora'nın gösterilmiş olan yara iyileştirici etkisini doğrulamaktadır· (124). KAR'ın bu 

jozunun DP ile kombinasyonunda, toplam hücre ve mitoza giden hücre sayılarında 

jekspantenole göre anlamlı olmayan, fakat KAR'a göre anlamlı olan artışın 

jekspantenolün etkisi ile olduğu söylenebilir. DP ve KAR kombinasyonunun granül 

;ayısında oluşturduğu artış tek başına uygulanan KAR'dan istatistiksel anlamlı düzeyde 

arklı bulunmamıştır. Bu gözlem DP'nin kollajen sentezi üzerine direkt etkisinin önemli 

Wzeyde olmadığını doğrulamaktadır. Yine DP ve KAR kombinasyonunda, fuziform, 

rakuollü ve yuvarlak hücre sayılarında DP ve KAR'ın tek başlarına uygulanmaianna 

}öre önemli ölçüde azalma olması, kombinasyonlarının yara iyileşmesinde daha iyi 

;onuç verebileceğini düşündürmektedir. Poligonal hücre yüzdeleri, toplam hücre sayıları 

re granül sayılarında istatistiksel olarak önemli ölçüde artışın meydana gelmesi ve 

rakuollü hücre yüzdelerinin her iki maddenin de tek başlarına uygulanmaları ile 

cıyaslandığında büyük ölçüde azalma meydana gelmesi yaşlanmayı geciktirici etkinin 

)rtaya çıktığını düşündürmektedir. KAR'ın TECA ile kombinasyonunda; toplam hücre 

;ayıları ve mitoza giden hücre sayılarındaki farkın; KAR ve TECA'nın tek başlarına 

Jygulanmaları ile alınan sonuçlarla karşılaştırıldığında anlamsız çıkması; TECA ve 

<AR'ın her ikisinin de yara iyileşirnindeki etkilerinin kollajen sentezi üzerinden olduğunu, 

<AR'ın bu etkisinin; TECA'nın daha önce gösterilmiş olan kollajen sentezini stimüle 

3dici etkisine benzediği söylenebilir (69). Poligonal hücre sayılarının artması, hücrelerin 

nigrasyon yeteneklerinin de arttığını göstermektedir. Migrasyon ise yara iyileşiminde 

)ldukça önem kazanmaktadır. Poligonal hücrelerin yüzdelerini arttıran DP ve TECA gibi, 

<AR'ın da bu özelliğe sahip olması yara iyileşiminde etkili olduğunu göstermektedir. 

Vligrasyon ve hücre hareketleri için hücrelerin fuziform değil, poligonal olmasının 

~erektiği daha önce yapılan çalışmalarla bildirilmiştir (141-143). PDCF ve FGF'ün, 

ıücrenin fagositoz, pinasitoz v.b. yeteneklerini, bunun yanısıra migrasyon kabiliyetlerini 

:ırttırdığı, yapılmış olan çalışmalarda rapor edilmiştir (141, 143). Özellikle TECA ve 

<AR'ın (poligonal hücre yüzdeleri ve ekzositozla hücre dışına atılan kollajen 
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~ranüllerinin artması sebebiyle), PDCF ve FGF sentezinin stimülasyonunda rol 

Jynayabileceği düşünülebilir. 

KAR'ın 1 O ı-tglml dozda uygulandığı hücrelerde; DMSO'nun uygulandığı hücrelere 

ıazaran toplam hücre ve poligonal hücre sayılarında anlamlı derecede azalma toksik 

~tkinin olduğunun bir göstergesidir, fuziform, mitoza giden, yuvarlak ve vakuollü hücre 

te granül sayılarında istatistiksel anlamlılıkta olmayan bir azalma görülmüştür. Bu ya 

:erapötik etkinin yerine bu dozda toksik etkinin başladığını ya da antitümör etkinin ortaya 

;;ıktığını düşündürür. Daha önce Arnebia nobifis'ten elde edilen arnebiri-1 'in antitümör ve 

Aotoksik etkisi gösterilmiştir (112, 121, 122). Benzer etki bu dozda KAR'da da görülmüş 

Jlabilir. Fuziform hücre sayıları ise DMSO'ya göre ölçülebilir değerlerde 

:ieğişmemektedir. 

KAR'ın 1 ı-tg/ml dozda uygulanmasında kollajen sentezini stimüle edici etkisine 

Jağlı olarak gözlenen yara iyileştirici etkiye rağmen 10 ı-tg/ml dozda uygulandığında 

~örülen sitotoksik etki; karışırndaki iki maddeden birinin kollajen sentezini stimüle edici, 

:i iğerinin sitotoksik etkisinin olmasına bağlı olabilir. Yara iyileştirici etki ve 1 O ı-tg/ml'de 

~örülen etkinin sınır noktasının anlaşılması için ara ve üst dozların denenmesi gerekir. 

~yrıca iki maddenin de birbirlerinden ayrılarak aynı test sistemlerinde incelenmesi de bu 

:iüşüncemizin doğruluğunu araştırmak için uygulanmalıdır. 

T15 fibroblast hücrelerinde yaptığımız çalışmaların primer tavuk embriyonik 

:ibroblastları ile yaptığımız çalışmalarla paralelliği gözlenmiştir. T15 fibroblast 

ıücrelerinde; Altıncı saatte ve 24. saatte Masson's trichrome tekniği ile boyamalar 

;onucunda; 6. saatte boyanan hücrelerde, DMSO uygulanan grupta toksik etki 

~özlenmesine rağmen, DMSO ile birlikte uygulanan test maddelerinde bu toksik etkiler 

fOktur, sitoplazmalarının pembe olarak görülmesi henüz yeni kollajen sentezinin 

::>lmadığını göstermektedir, kontrol grubu ile aralarnda fazla bir fark yoktur. 24. saatte 

::>oyanan hücrelerde ise sitoplazmalarının maviye boyanmış olması yeni kollajen 

sentezini göstermektedir, kontrol grubunda ise siteplazma yine pembe olarak 

görülmektedir (Şekil: 30-37). 

DMSO'nun tek başına verilmesi ile toplam hücre, mitoza giden hücre, poligonal 

hücre ve granül sayılarında ölçülebilir bir azalma, fuziform, vaküollü ve yuvarlak hücre 

sayılarında artış görülmüştür. Bu etki, DMSO'nun tavuk embriyonik fibroblastlarında 

görülen ve daha önce kaydedilmiş olan sitotoksik etkisi burada da görülmüştür. 
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DP'nin etkisi ile toplam, mitoza giden ve poligonal hücre sayılarında ve granül 

sayılarında artış, fuziform, vakuollü ve yuvarlak hücre sayılarında azalma görülmüştür. 

foplam, mitoza giden ve poligonal hücrelerdeki etki doza bağlı iken, fuziform, yuvarlak 

.;e vakuollü hücre sayılarındaki değişim doza bağlı görülmemiştir. Granül sayılarında da 

jozlar arası fark olmaması ve granül sayılarının TECA'daki kadar fazla olmaması 

<ollajen sentezi üzerine direkt etkisi olmadığını, yara iyileştirici etkisinin mitotik aktivitesi 

le ortaya çıktığı doğrulanmaktadır. 

TECA uygulaması sonucu; DMSO'nun uygulandığı hücrelere göre; toplam hücre, 

ııitoza giden hücre, poligonal hücre ve granül sayıları artarken, fuziform, vakuollü ve 

{Uvarlak hücre sayıları azalmıştır. Özellikle granül sayısındaki artış, kollajen sentezini 

stimüle ederek yara iyileşimine katkıda bulunduğunu göstermektedir. Toplam hücre, 

)oligonal hücre, fuziform hücre, vakuollü hücre ve granül sayılarındaki değişim doza 

Jağlı görülürken, yuvarlak hücre ve mitoza giden hücrelerde doza bağlı değildir. 

KAR'ın1 !-lg/ml olarak uygulanan dozu; toplam, poligonal, mitoza giden hücre ve 

~ranül sayılarında DMSO'nun uygulandığı hücrelere göre artış, fuziform, vakuollü ve 

ruvarlak hücre sayılarında azalma görülmüştür. 

KAR'ın 1 O j..tg/ml dozda uygulanması; DMSO'nun uygulandığı hücrelere göre 

:oplam ve poligonal hücre sayılarında azalmaya, vakuollü hücre sayılarında ölçülebilir bir 

:ırtışa sebep olmuş, fuziform, mitoza giden, yuvarlak hücre ve granül sayılarında 

statiksel anlamlılıktabir değişikliğe sebep olmamıştır. 

Ayrıca bu fibroblastlar üzerinde gerçekleştirilen bu metodun; yaraların 

yileşmesinde yer alan proliferatif faz için uygun bir yöntem ve tavuk embriyosu gibi 

mlay bulunan ve ucuz bir materyalle çalışmanın avantajlı olabileceği de gösterilmiştir. 
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