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OZET

PELIN OTU (ARTEMISIA ABSINTHIUM L) EKSTRESI ICEREN
KITOSAN TEMELLI HIDROJELLERIN DENEYSEL SICAN
YANIK MODELI UZERINDEKI ETKILERININ INCELENMESI

MERYEM AYDIN
Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Dogal ve Bitkisel Uriinler, Kozmetik Uriinler
Anabilim Dali
Doktora Tezi
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Nuri Cenk COSKUN
Nisan 2023, 90 sayfa

Antik ¢aglardan beri ¢ok sayida hastaligin tedavisinde yararlanilan pelin otu (Artemisia
absinthium L.) geleneksel olarak yanik ve yaralarda iyilestirici etkileri sebebiyle
kullanilmaktadir. Tiim diinyada 6nemli bir halk sagligi problemi olarak goriilen yanik,
her bireyin basina herhangi bir zaman diliminde gelebilen agir travmalardandir. Yanik
yonetimi erken cerrahi miidahale, sistemik ilaclar ve yara bakimini iceren kompleks bir
stirectir. Yara bakimi amaciyla hidrojel yara ortiileri siklikla yanik tedavisinde tercih
edilmektedir. Yara bolgesine gerekli nemi saglamasi, bariyer gorevi gérmesi, icerdigi
biyoaktif molekiillerin kontrollii salinimini gerceklestirmesi sebebiyle yaygin kullanimi
mevcuttur. Ancak iilkemizde bulunan yara ortiileri hala yetersiz sayida ve kolay
ulagilabilir degildir. Bu sebeple farkli dozlarda pelin otu ekstresi i¢eren kitosan temelli
hidrojel ortiiler tiretilerek deneysel sigan yanik modeli tizerindeki etkileri incelenmistir.
Ik olarak etanolik pelin otu ekstresi icerisindeki belirli fenolik bilesikler LC-MS/MS
cihaziyla tespit edilmistir. Etkileri arastirilan {i¢ doz pelin otu ekstresinin antioksidan
aktivitesi DPHH yontemiyle hesaplanmistir. Uretilen yara ortiilerinin iki farkli bakteri
susu tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon metoduyla test edilmistir.
Deneysel yanik modeli olusturulmus 48 Sprague-Dawley disi sigandan 3. ve 21. giinde
alinan dokular histopatolojik olarak on bir kategoride incelenmistir. ELISA yardimiyla
doku IL-1a, IL-6, IL-10 ve TNF-a seviyeleri ol¢lilmiistiir. Histopatolojik incelemeden
elde edilen non-parametrik veriler IBM SPSS Statistics 26.0 istatistik programi
kullanilarak Fisher Kesin Olasilik Testi Monte Carlo Simiilasyonu yardimiyla analiz
edilmistir. Doku sitokin seviyelerinden elde edilen veriler JASP 0.17 istatistik
programiyla analiz edilmistir. Bagimli degiskenin giin ve gruplar arasindaki iliskisi Iki
Faktorlii Varyans Analizi kullamlarak test edilmistir. Istatistiksel analizlerde anlamlilik
diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir. Pelin otu ekstresi igerisinde toplamda on bes
fenolik bilesik kantitatif olarak tespit edilmistir. Yiiksek, orta ve diisiik doz pelin otu
ekstrelerinin antioksidan aktivitesi sirastyla %91,1 + 0,054, %89,6 + 0,012 ve %84,1 +
0,02 olarak hesaplanmistir. Uretilen hidrojel ortiiler Staphylococcus aureus (ATCC
29213) ve Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) suslar1 iizerinde herhangi bir
antimikrobiyal aktivite gostermemistir. Histopatolojik incelemede 21.giinden elde
edilen fibrozis sonuglar istatistiksel olarak anlamlidir. Doku sitokin seviyeleri tiim
gruplarda pg/ml diizeyinde belirlenmistir. Sonug olarak; pelin otunun yara iyilesmesini
cesitli etki mekanizmalariyla hizlandirdig: ve kitosan temelli hidrojel formunda yara
ortiisti olarak kullaniminin uygun oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Hidrojel, Kitosan, Pelin otu, Yanik, Yara ortiisii.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CHITOSAN-BASED HYDROGELS
CONTAINING WORMWOOD (ARTEMISIA ABSINTHIUM L.) EXTRACT ON
EXPERIMENTAL RAT BURN MODEL

Meryem AYDIN
Diizce University
Graduate School, Department of Natural and Botanical Products, Cosmetics Products
Doctoral Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Nuri Cenk COSKUN
April 2023, 90 pages

Wormwood (Artemisia absinthium L.) has been used for the treatment of many diseases
since ancient times. Traditionally, it is used for its healing effects on burns and wounds.
Burns are seen as an important public health problem worldwide, and they are one of
the most severe traumas that can happen to any individual at any time. Burn
management is a complex process that includes early surgical intervention, systemic
medications, and wound care. Hydrogel dressings are often preferred in burn treatment
for wound care. It is widely used because it provides the necessary moisture to the
wound area, acts as a barrier, and contributes to the controlled release of the bioactive
molecules it contains. However, wound dressings are inadequate and not easily
accessible in our country. Therefore, chitosan-based hydrogel dressings containing
different doses of wormwood extract were produced, and their effects on the
experimental rat burn model were examined. First, certain phenolic compounds in the
ethanolic wormwood extract were detected using LC-MS/MS. The antioxidant activities
of three doses of wormwood extract were calculated using the DPHH method. The
antimicrobial activity of the dressings against two different bacterial strains was tested
using the disc diffusion method. Tissues taken from 48 Sprague-Dawley female rats on
the 3 and 21% days of the experimental burn model were histopathologically examined
in eleven categories. Tissue IL-1a, IL-6, IL-10, and TNF-a levels were measured using
ELISA. Non-parametric data obtained from histopathological examination were
analyzed with Fisher’s exact test Monte Carlo simulation using IBM SPSS Statistics
26.0. Data obtained from tissue cytokine levels were analyzed the JASP 0.17 statistical
program. The relationship of the dependent variable between days and groups was
tested using Two-Way ANOVA. The level of significance was set at p<0,05. Fifteen
phenolic compounds were quantitatively determined in wormwood extracts. The
antioxidant activities of high-, medium-, and low-dose wormwood extracts were as
91,1% + 0,054, 89,6% + 0,012 and 84,1% + 0,02, respectively. The hydrogel dressings
did not show any antimicrobial activity against Staphylococcus aureus (ATCC 29213)
or Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). The fibrosis results obtained on day 21
were statistically significant. Tissue cytokine levels were determined in pg/ml in all
groups. Therefore, it was concluded that wormwood promotes wound healing through
various mechanisms of action and is appropriate for use as a wound dressing in the form
of a chitosan-based hydrogel.

Keywords: Burn, Chitosan, Hydrogel, Wormwood, Wound dressing
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EXTENDED ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CHITOSAN BASED HYDROGELS
CONTAINING WORMWOOD (ARTEMISIA ABSINTHIUM L.) EXTRACT ON
EXPERIMENTAL BURN WOUND MODELS

Meryem AYDIN
Diizce University
Graduate School, Department of Natural and Botanical Products, Cosmetics Products
Doctoral Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Nuri Cenk COSKUN
April 2023, 90 pages

1. INTRODUCTION

Wormwood also known as Artemisia absinthium L. is a bitter-aromatic tasting,
perennial shrub-like medicinal plant with silver green leaves and yellow flowers. Its
flowering season is generally between July to October and belongs to the largest family
of angiosperms, Asteraceae. This species is native to temperate region of Asia, Europe,
Northern Africa and cultivated in the United States and Canada. Artemisia absinthium
L. is one of the most recognized species of the genus Artemisia all over the world. This
plant has been used for treating different diseases since ancient times, particularly
parasitic diseases, digestive problems, fewer, menstrual disorders, inflammation and
wound healing. It contains a large number of secondary metabolites responsible for its
medicinal activities. The species is quite rich in essential oils, sesquiterpenoid lactones,
azulens, flavonoids, sterols, phenolic, organic and fatty acids. Its biologically active
compounds and medicinal effects are being revealed with modern pharmacological
researches in recent years. Burn is a type of injury to skin, other tissue and organs
caused by mainly heat or due to electricity, radiation, friction or exposed to the
chemicals. Burns are one of the most common and devastating physical traumas that
people can experience. Patients with severe thermal injury require urgent burn care for
mortality and morbidity risk. Burn wounds are classified as superficial first degree,
partial thickness second degree, full-thickness third degree and deep full-thickness
fourth degree according to the depth. Burn management is a complex process that
includes early surgical intervention, systemic medications, and wound care. Appropriate
burn management including wound dressings can prevent the burn wound getting
deeper and larger. In this context, the preferred wound dressing should prevent
infections, provide sufficient amount of moisture to the wound area, prevent conversion

to a deeper burn, reduce pain, allow for movement, ease of change, and promote wound
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healing. Numerous options exist for dressings containing traditional gauzes, foams,
films, hydrogels, hydrocolloids and alginate dressings. Hydrogels are cross-linked three
dimensional structures of the same or different types of polymers with ability to absorb
fluids. They are applied for wound dressings, systemic and localized drug delivery and
tissue engineering in pharmaceutical area. Chitosan is a type of amino polysaccharide,
obtained from the deacetylation of chitin. Chitosan based hydrogels as wound dressing
are widely preferred due to hemostatic and antimicrobial properties, capability of
absorption to wound exudate, provide adequate moisture, promote wound healing via
different mechanisms. Also hydrogels loaded with plant extracts or phytochemicals can
impact on wound healing. Because medicinal plants contain a vast number of
constituents such as phenolic compounds, alkaloids, flavanoids, essential oils, saponins
which have high antioxidant capacity and antimicrobial activity. They can act as wound
healing agents and potentially able to improve wound healing. Wormwood is among the
medicinal plants that are traditionally used in wound healing.

Commercial wound dressings are still insufficient and not easily accessible in Turkey.
Therefore in this study, chitosan based hydrogel containing wormwood extract was
developed and its effects on experimental burn models were investigated on the basis of
different parameters. It is aimed to produce a medical wound dressing if promising

results are obtained.
2. MATERIALS AND METHOD

The wormwood used in the study was obtained from a medicinal plant garden. It was
completely dried in the shade before extraction and ground into fine powder. The dried
samples were mixed with ethanol:water mixture (70:30) for 12 hours at room
temperature. Then, it was filtered through filter paper and the solvent was removed by
the rotary evaporator. In total 3 different doses of wormwood extract were prepared as
low (2%), medium (5%) and high (10%).

The certain phenolic compounds in the extract were carried out qualitatively and
quantitatively using LC-MS/MS (Schimadzu-8030). Analyzed phenolic compounds
were caffeic acid, hydroxybenzoic acid, protocatechic acid, 4-hydroxycinnamic acid, 2-
hydroxy-1,4-naphthoquinone, vanillic acid, catechin hydrate, floridzin dihydrate,
syringic acid, naringenin, acetohydroxamic acid, thymoquinone, resveratrol, silymarin,

curcumin (C4), chemferol, myricetin, gallic acid, quercetin, salicylic acid, oleuropein,
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butein, fumaric acid, alizarin, ellagic acid, and luteolin.

The antioxidant activity of the hydroethanolic wormwood extract was determined by the
DPPH- (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil radical; C1sH12NsOg) method. It is based on the
principle of mixing 1,8 ml of 0,1 mM DPPH with 0,2 ml of extract prepared in ethanol
and incubating in the dark for 30 minutes, then reading the absorbance with a
spectrophotometer against a blank at 517 nm wavelength.

Hydrogels were synthesized using low molecular weight chitosan (molecular weight 50-
190 KDa, Sigma Aldrich). Final concentration of chitosan was adjusted to be 2% (w:v)
in 1% acetic acid solution and was stirred for 4 hours at room temperature until
completely dissolved. Gelatin (240 bloom) was dissolved at 40°C for two hours with a
final concentration of 1% (w:v). Chitosan and gelatin solutions (245 ml each) were
added to the dry extracts of wormwood, which were then cross-linked by mixing for 6 h
at room temperature with 5 ml glutaraldehyde (2%). 5 ml of glycerol was preferred as
the plasticizing agent in hydrogels. Totally four hydrogels containing low (2%),
medium (5%), high (10%) dose of wormwood extract and carrier chitosan were
prepared. The prepared hydrogels were transferred to the petri dishes with a thickness of

6-10 mm and matured for 12 hours at +4°C.

The antimicrobial activities of the hydrogels were tested on Staphylococcus aureus
(ATCC 29213) and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) strains using the disc
diffusion method. 6 mm diameter wells were opened on Mueller-Hinton agar with the
help of an agar drill. Bacterial suspensions fixed to 0,5 McFarland standard were spread
on agar petri dishes with a swab. Prepared hydrogels were loaded into the wells.
Commercial antibiotic discs containing vancomycin 30 pg and meropenem 10 pg were
used for Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, respectively. The

prepared agar discs were incubated at 37°C for 18-24 hours.

In the experiment 48 Sprague Dawley female rats (20-24 weeks old, 250-450 g) were
used. A randomized experimental design was carried out in 6 groups of 8 animals each.
Animals were weighed and anesthetized (Ketamine 90 mg/kg, Xylazine 10 mg/kg
intraperitoneal injection) before the back of each rat was shaved. Each animal was
injected with 2 ml of intraperitoneal saline to prevent dehydration. After antisepsis with
povidone iodine, a burn wound model was made with an iron seal measuring 2*2 cm on

the back of animals. In order to made a third degree full-thickness burn, the iron seal
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was exposed to open fire for 40 seconds and applied to the back of the animal for 20
seconds. The temperature of the iron seal was fixed at 150 °C in each application

controlled by an infrared thermometer.

After applying the burn model, 24 rats on the 3 day and 24 rats on the 21°% day were
sacrificed by cervical dislocation under ketamine anesthesia. Tissue samples removed
from the burn areas in full thickness were kept in 10% formaldehyde solution for at
least 48 hours. Transverse and longitudinal sections of 5 microns were taken from tissue
samples embedded in paraffin blocks and stained with hematoxylin-eosin. The obtained
sections were randomly and blindly examined by a specialist pathologist with a light
microscope. Granulation tissue, giant cell, collagen increase, loss of skin appendages,
epidermal loss and deterioration in collagen fibers were evaluated as present or absent.
Acute and chronic inflammation, fibrosis, epidermal regeneration, and eosinophil count
parameters were scored as 0, 1, 2, 3. (0: None, 1: Low, 2: Medium, 3: High) Tissue IL-
la, IL-6, IL-10 and TNF-a levels were measured by ELISA.

Analysis for histopathological datas was performed using the IBM SPSS Statistics 26.0
statistical package program. Distribution of non-parametric data of experimental groups
was analyzed with Fisher’s Exact Test and Monte Carlo Simulation. Data obtained from
tissue cytokine levels were analyzed with JASP 0.17 statistical program. The normal
distribution of the data was examined with the Shapiro-Wilk Test, and the homogeneity
of variance was examined with the Levene Test. The relationship of the dependent
variable between days and groups was tested using Two-Way ANOVA. Post-Hoc
Tukey Test was applied for multiple comparisons. The level of significance was

accepted as p<0.05 in all results.
3. RESULTS AND DISCUSSION

The phenolic compounds detected in the extract are as follows caffeic acid (120,71
ug/L), 4-hydroxycinnamic acid (37,31 pg/L), syringic acid (500,69 pg/L),
acetohydroxamic acid (315,55 pg/L), thymoquinone (762,06 ng/L), resveratrol (717,06
png/L), curcumin (15,09 pg/L), myricetin (35,04 pg/L), gallic acid (421,76 pg/L),
quercetin (268,79 ng/L), oleuropein (79,82 pg/L), butein (196,97 pg/L), fumaric acid
(3593,71 pg/L), ellagic acid (130,1 pg/L), and luteolin (57,07 pg/L). The remaining
eleven compounds could not be detected in the extract.

In the antioxidant activity measurement, it was observed that dark purple 0,1 mM DPPH
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solution turned yellow-pale green in the presence of antioxidant. The antioxidant
activities of high, medium and low dose wormwood extracts were calculated as 91,1% +
0,054, 89,6% + 0,012 and 84,1% =+ 0,02, respectively.

Antimicrobial activities of the hydrogels containing different doses of wormwood
extract and not containing any therapeutic agent were determined using disc diffusion
method. All four tested hydrogels did not show any antimicrobial activity on

Staphyloccoccus aureus and Pseudomonas aeruginosa strains.

According to the histopathological results, acute and chronic inflammation of varying
severity is observed in the tissue specimens on different days. While fibrosis was absent
in the negative and positive control groups, it developed in the carrier and treatment
groups. Almost all of the specimens have epidermal regeneration on day 3 or day 21. In
the experimental groups, granulation tissue did not occur in any of the specimens on the
3 day. On the other hand, it developed in all groups with different severity and rates on
the 21% day. All examined specimens had loss of skin appendages on both days. Unlike
the low-dose treatment group, there was an increase in collagen in the medium and
high-dose treatment groups. There was deterioration in collagen fibers in the medium
and high dose treatment groups, however it was not seen in the low dose treatment
group on the 21% day. In fibrosis, the results on the 3 day were not significant but the
results from the 21% day were found to be statistically significant. Tissue cytokine levels

were determined at pg/ml in all groups.
4. CONCLUSION AND OUTLOOK

The hydroethanolic extract of wormwood was shown to have a large number of
phenolic compounds. These phenolic compounds are thought to have that high
antioxidant capacity. It has been determined that the hydrogel produced from chitosan is
suitable for use as a wound dressing because it is easy to apply, mechanically strong and
adhesive. Histopathologically examined tissues and scars and measured cytokine levels
were indicate that wormwood accelerate wound healing. It was found that wormwood
induces different steps of wound healing with various mechanisms of action. As a result
of all this, it is concluded that the use of chitosan based hydrogels containing

wormwood in wound care products is efficient and appropriate.
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1. GIRIS

Tarih 6ncesi ¢aglardan beri insanlar hastaliklar1 hafifletmek ve tedavi etmek igin bitki,
hayvan, mikroorganizma ve deniz canlilar1 gibi dogal drlnleri ilag olarak
kullanmaktadirlar. Fosil kayitlarina gore, bitkilerin ilag olarak insanlar tarafindan
kullaniminin en az 60.000 yil 6nceye kadar uzandigi disiiniilmektedir [1], [2]. Bitkilerin
ilk insanlar tarafindan ilag¢ olarak kullanilmaya baglanmasinin gida olarak tiiketilmeleri
sonucu kusma, ishal, koma, diger toksik durumlar ve hatta 6liimle sonuclanan vakalar
sayesinde oldugu ileri siiriilmektedir. Yenilebilen ve zehirli bitkileri ayirt etmeyi tecriibe
yoluyla 6grenen insanoglu zamanla bitkileri ilag olarak kullanmaya da baslamistir [3].
Bitki temelli geleneksel tip sistemleri, dncelikle yerel bolgelerde baslayarak zaman ve
tecrilbeyle birlikte Hindistan’da Ayurveda, Cin’de Geleneksel Cin Tibb1 (TCM),
Asya’da Tibet Tibbi, Amerika’nin farkli bolgelerinde Kizilderili ve Amazon Tibbz,
Afrika Kitasi’nda Geleneksel Afrika Tibbi gibi genis bélgelere yayilan sistemlere
doniismiislerdir [4]. insanlar binlerce yil boyunca gesitli hastaliklara karsi geleneksel
tedavi yontemleriyle miicadele etmisler ve bu miicadele insanligin uygarlagsmasinda
biiyiik rol oynamistir. Diinya niifusunun yaklasik %85°1 birinci basamak saglik hizmeti
olarak hala tibbi bitkilere ve geleneksel metotlara bagvurmaktadir [5], [6].

1900’11 yillarin baginda temel analitik tekniklerden olan kromatografinin kesfiyle tibbi
bitkiler ve sahip olduklar1 biyoaktif molekiiller bilimsel agidan 6nem kazanmislardir.
Bitkilerin ic¢indeki tibbi olarak etkinlik gosteren bu 06zglin molekiillere sekonder
metabolitler ad1 verilmektedir. Tibbi bitkilerden elde edilen bitkisel ilaglar da dahil
olmak iizere, piyasada satilan sentetik ila¢ ve farmasotik formlarin yaklasik %80’ inin
sekonder metabolitlerden tiirevlendirildigi bildirilmistir [6]-[8]. Tibbi amagla
kullanimlarinin haricinde parfiim, kozmetik, gida ve zirai ilag endiistrilerinde de 6nemli
bir role sahiptirler [8], [9]. Sekonder metabolitler i¢in agik erisimli bir veri tabani olan
Acik Dogal Uriinler Koleksiyonu’na (COCONUT) gére yaklasik 400.000 tanimlanmis
bitki kdkenli 6zgiin molekiil bulunmaktadir ve her gecen giin sayilari artmaktadir [10].
Sekonder bilesikler agisindan zengin bir igerige sahip olan pelin otu (Artemisia
absinthium L.) kullanimi bilinen en eski tibbi bitkilerden biridir. Papatyagiller

(Asteraceae) familyasina ait olan tiiriin; fenolik bilesikler, seskiterpen laktonlar, yag
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asitleri, flavanoidler, ugucu bilesikler ve steroller gibi 6nemli fitokimyasallar1 icerdigi
birgok kaynakta bildirilmistir [11]. Asya, Orta Dogu, Kuzey Afrika ve Avrupa’da dogal
olarak yayilimi1 olan pelin otu Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada’nin iliman
bolgelerinde de dogallastirilmistir [12]. Farkli geleneksel ve tamamlayici tip
sistemlerinde ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan bitki 0zellikle sindirim
problemleri, kronik ates, inflamasyon, yara iyilesmesi ve parazit tedavisinde halk
tarafindan tercih edilmektedir [13]. Sahip oldugu aktif bilesikler ve tibbi etkiler son
yillarda iizerinde yapilan arastirmalar ile her gecen giin aydinlatilmaktadir.

Yanik yaralanmalari; herhangi bir zaman diliminde, her bireyin basina gelme riski olan,
oldukca travmatik durumlardan biridir. Diinya ¢apinda hala 6nemli bir halk sagligi
sorunu olarak goriilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gére her yil
yaklagik 11 milyon insan agir yanik yaralanmalari nedeniyle ciddi tedavilere ihtiyag
duymakta ve ortalama 180.000 kisi bu sebeple hayatin1 kaybetmektedir [14]. Hastanin
hayatta kalmasi birincil amag¢ olmakla birlikte, iyilesen yanik hastalarinda farkli
derecelerde yara izlerinin kalmasi 6nemli estetik sorunlardandir. Yanik alanina erken
donemde cerrahi miidahale ve deri grefti uygulamalar1 sagkalim oranini artirmakta,
hastanede yatig siiresini azaltmaktadir. Ancak hastanin genel durumu itibariyle
ameliyata uygun olmamasi veya greft i¢in yeterli miktarda saglam derinin mevcut
olmamast gibi durumlar da s6z konusudur. Ayrica yavas yara iyilesmesi, ikincil
enfeksiyon riski, agri ve hipertrofik skarlagsma gibi sorunlar yanik yonetimi siirecini
olumsuz etkilemektedir [15], [16]. Bu sebeple yara ortiileri ve bakim materyalleri
kullanilmaktadir. Kitosan temelli hidrojel yara ortiileri siklikla tercih edilen yara bakim
malzemelerindendir. Yara iyilesmesini indiikleyici ozellikleri, kolay islenebilir ve
ulagilabilir olmalar1 sebebiyle O6zellikle terapodtik ajanlarin yara bdlgesine kontrollii
salimiminda 6nemli rol iistlenmektedirler. Son yillarda bu alandaki caligmalar artmis
olmakla birlikte, iilkemizde piyasada satilan yara ortiileri hala yetersiz sayida ve kolay

ulagilabilir degildir.

Tiim bu nedenler g6z onilinde bulundurularak; s6z konusu olan ¢alismada geleneksel
olarak yanik ve yara tedavilerinde kullanilan pelin otunun farkli oranlarda ekstresini
igeren kitosan temelli hidrojel yara Ortiileri gelistirilmis olup, deneysel sican yanik
modeli tizerindeki etkilerinin ¢esitli parametreler bazinda arastirilmasi hedeflenmistir.
Umut vaat edici sonuglar alinmasi halinde {iriine doniisebilecek medikal bir yara

ortiistinlin elde edilmesi amaglanmustir.



1.1. ARTEMISIiA CINSi VE GELENEKSEL TIPTA KULLANIMI

Artemisia spp. Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya’nin kuzey iliman bdlgelerinde bulunan,
yayilmis 500’den fazla farkli tiirii kapsayan Papatyagiller (Asteraceae) ailesine ait bir
cinstir [17], [18]. Artemisia genel adi bir Yunan tanrigasi olan, avcilik, orman ve
dogumu simgeleyen Artemis kelimesinden tiiretilmistir. Artemisia cinsinin en bilinen
tiirlerinden olan Artemisia vulgaris L. halk tibbinda gesitli kadin hastaliklarinda tedavi
edici olarak kullanildig1 i¢in tiire bu ismin verildigi diisiiniilmektedir [18]. Yavsan
otugiller olarak da bilinen Artemisia spp. ¢ok yillik, iki yillik ya da yillik olarak yasayan
tibbi ve aromatik ¢alilar olarak tanimlanmaktadir. Giimiis yesili, koyu yesil veya mavi-
yesil renklere sahip olan cinsin tiyeleri i¢erdikleri terpenoidler ve seskiterpen laktonlar
sebebiyle keskin bir kokuya ve ayirt edici bir tada sahiptirler [19], [20]. Papatyagiller
ailesinin c¢icekli bitkiler bolimiinii temsil eden Anthemideae soyuna ait olan cinsin
tiirleri icerdikleri ugucu yaglar sebebiyle kozmetik ve ilag endiistrisinde 6nemli bir yer
tutmaktadir. Cesitli yontemlerle damitilarak elde edilen Artemisia tiirlerinin ugucu
yaglar1 terpenoidler, fenilpropanoidler ve alifatik bilesikler gibi ¢esitli ugucu bilesikleri
icermektedirler [20]-[22].

Geleneksel olarak farkli kiiltiirler tarafindan diinyanin birgok yerinde g¢esitli
hastaliklarin sagaltiminda kullanilan, halk tibbinda tarihi bilinen en eski tiirlerdendir.
Bayag1 yavsan adiyla bilinen Artemisia vulgaris L. tiiriiniin diizensiz adet dongiilerini
stimiile ettigi ve diisiige sebep oldugu bilinmektedir [23], [24]. Geleneksel Cin tibbinda
karin agrilarinda, gastrik {ilserde, hepatit, konviilsif kriz ve yenidogan sarilifinda
akupunktur metoduyla kullanildig: bildirilmistir [24]. Ayrica canlandirici, kan sekerini
diisiiriicli, adet soktiiriicii, antiseptik, ekspektoran, diiiretik, analjezik etkileri sebebiyle
romatizma, kanser, astim ve epilepsi tedavilerinde kullanilmaya elverigli oldugu
bildirilmigtir [24], [25]. Giiney yavsan ya da kara yavsan olarak bilinen Artemisia
abrotanum L. tliriniin halk tibbinda daha ¢ok {ist solunum yollar:1 rahatsizliklarinda
kullanildig1 bilinmektedir [22]. Taze yapraklarindan elde edilen esansiyel yaginin burun
spreyi seklinde solunum rahatsizliklarinda ve alerjik rinitte kullanildigr bildirilmistir
[19]. Akdeniz’e 6zgii olan ve boyu 1 metreye dek ulasabilen Artemisia arborescens L.
tirli antiinflamatuar ajan olarak kullanilmaktadir [20], [22]. Esansiyel yaginin Herpes
simpleks viriisleri iizerinde antiviral etki gosterdigi bulunmustur [17], [26]. Cinsin en
cok taninan tiirlerinden biri olan Artemisia annua L. iilkemizde peygamber siipiirgesi

olarak isimlendirilmektedir. Cinli bilim insan1 You-You Tu ve ekibi 1972 yilinda



bitkiden elde ettikleri ve Qinghaosu adini verdikleri molekiille sitmaya kars1 basarili bir
tedavi metodu gelistirmislerdir [27]-[29]. Daha sonra artemisinin olarak adlandirilan ve
yar1 sentetik tiirevleri ile giinlimiizde sitmaya karsi ilag olarak kullanilan bu molekiil,
Ozgiin bir endoperoksit yapistyla birlikte kimyasal olarak seskiterpen lakton sinifindadir
[29]. Artemisia genusunun en bilinen tiirlerinden biri olan ve pelin otu olarak
isimlendirilen Artemisia absinthium L. sar1 ¢igekli, cok yillik bir bitkidir. Cinse ait diger
tiirlerin aksine geleneksel tipta kullaniminin haricinde, toprak iistii kisimlar1 yaygin
olarak igki yapiminda da kullanilmaktadir [29]. Artemisinin kimyasal yapist Sekil
1.1°de gosterilmektedir.

Sekil 1.1. Artemisinin kimyasal yapist (Pubchem’den alinmistir.).

1.2. PELIN OTU (ARTEMISIiA ABSINTHIUM L.)

Pelin otu ya da Latince ismiyle Artemisia absinthium L. yesil-gri tiyli pargali
yapraklar1 ve kiiciik sar1 ¢igekleri olan, aci tadli, aromatik, 40-120 cm yiiksekliginde,
cok yillik ¢ali benzeri bir bitkidir [30], [31]. Cicekli gdvdesi ve yapraklart beyazimsi,
ince, ipeksi tiiylerle kaphidir. Meyveleri aken seklinde olup, yaz baslarindan sonbahara
dek ciceklenme mevsimidir [32]. Islenmemis, kurak zeminlerde, kayalik yamaclarda,
patika ve tarla kenarlarinda dogal olarak yetisir [33]. Bitki sistematigine gore bitkiler
alemine, kapali tohumlular bdliimiine, iki c¢enekliler sinifina, papatya takimina,
papatyagiller ailesine ve Artemisia cinsine aittir [12]. Ayirt edici aci tadi sebebiyle

Antik Yunan’da icgilemez anlamina gelen ‘absinthium’ adimi almistir. Eski caglardan



beri geleneksel olarak bagirsak kurtlarinin tedavisinde kullamldigi igin Ingilizce

‘wormwood’ olarak bilinmektedir [19].

Cesitli geleneksel tip sistemlerinde farkli hastaliklarin tedavisinde kullanildig1 bilinen
tiir, cok eski donemlerden beri etnofarmakolojik agidan kayda deger bir 6neme sahiptir.
Tibbi kullanimi antik Misir dénemine ait olan Ebers Tip Papiriisii’'ne (MO 1552) dek
takip edilebilmektedir [34]. Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi’nden (TUBIVES) alinan
bilgilere gore Tiirkiye’nin kuzeyi, Karasal Anadolu ve Giineydogu Anadolu’da; akarsu
kenar1, tarla, yamag¢ ve steplerde kendiliginden yetismektedir [35]. Pelin otunun

Tiirkiye’de dogal olarak dagilim gosterdigi yerler Sekil 1.2°de gdsterilmektedir.
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Sekil 1.2. Pelin otunun Tiirkiye’de dogal dagilim gosterdigi yerler (TUBIVES) [35].

Pelin otu, 1792 yilinda Fransiz doktor Pierre Ordinaire tarafindan tibbi amagla iiretilen
absent igeceginin ana maddesidir. Absentizm ad1 verilen psikotik olaylar tetiklemesi
sebebiyle 18. ve 19. yiizyillarda eglence amagh kullaniminin ¢ok fazla oldugu
bilinmektedir [30], [36]. Yesil peri olarak da adlandirilan igkinin Vincent van Gogh,
Henri de Toulouse-Lautrec ve Paul Gaugin gibi tinlii ressamlar ile Oscar Wilde, Charles
Baudelaire, Edgar Allan Poe gibi tanman edebiyat¢ilar tarafindan tiiketildigi
bilinmektedir. Bitkinin etil alkol ile maserasyonu sonrasi damitilmasi ile ortaya cikan
ucucu tuyon molekiiliiniin psikoaktif etkilerinin oldugu bilinmektedir. 19. ylizyilda
kullantmimin 6lgiisiiz boyutlara ulagmasi sonucu yasaklanan igkinin vertigo, kasilma
nobetleri, haliisinatif hezeyan gibi akut etkileri ile delilik, felg, psikoz gibi kronik
etkileri oldugu bildirilmistir [36].

Monoterpen keton yapida olan tuyon; adagayr (Salvia officinalis L.), misk adacayi
(Salvia sclarea L.), solucan otu (Tanacetum vulgare L.), pelin otu (Artemisia

absinthium L.), bati mazis1 (Thuja occidentalis L.) gibi tiirlerin de 6rnek olarak



sayilabilecegi ¢ok sayida farkli bitkide bulunan dogal yapili bir molekiildiir. Tuyon
dogal olarak a- ve B- seklinde iki diastereomer halinde bulunmaktadir [37]. Deney
hayvanlari lizerinde yapilan bir ¢alismada a-tuyon ile o, B-tuyon karisimlarinin beyin ve
plazma {izerindeki etkileri arastirildiginda; a-tuyonun daha hizli emildigi ancak daha zor
elimine oldugu, asil noroktoksik etkiye sebebiyet verdigi bildirilmistir [38]. Serotonin
reseptorleri grubundan olan 5-HT3 reseptoriiniin aktivitesini inhibe ettigi igin
psikotropik etkilere yol a¢tig1 dne siiriilmektedir [39]. Avrupa Ila¢ Kurumu’nun (EMA)
2012 yilinda giincelledigi bir rapora gore maksimum 2 haftayla sinirlandirmak iizere;
giinliik alinabilecek tuyon dozu pelin otu igeren iiriinlerde 3 mg, adagayinda ise 5 mg
olarak belirlenmistir [40], [41]. Giiniimiizde alkollii igeceklerin diginda esans ve
koruyucu ajan olarak kozmetikte, renk ve aroma verici olarak gida endiistrisinde
kullanilmaktadir [42]. Alfa ve beta tuyonun kimyasal yapist Sekil 1.3’te

gosterilmektedir.

Sekil 1.3. Alfa ve beta tuyonun kimyasal yapis1 (Pubchem’den alinmugtir.).

Tuyon igerigiyle bilinen pelin otu fitokimyasal agidan olduk¢a zengindir. Baslica
laktonlar, terpenoidler, esansiyel yaglar, organik asitler, regine, tanenler ve fenolik
bilesikler olmak iizere ¢ok g¢esitli biyoaktif molekiile sahiptir [43], [44]. Tiire 6zgii
karakteristik ac1 tadi veren ve kimyasal olarak seskiterpen lakton yapida olan absintin
[36]; insektisit aktivite gosteren sekonder metabolitlerdendir. Karincalarin, lahana
kurtlarinin ve yaprak pirelerinin, kirmizi 6riimcek ve beyaz sineklerin uzaklasmasini
sagladig1 bildirilmistir [45]. Bitkinin tamaminda yaklasik olarak %0,15-0,4 oraninda

bulunabilen seskiterpen laktonlardan en 6ne g¢ikanlari ise artabsin, anabsintin, matrisin



seklinde siralanabilir [46]. Cok sayida farkli fenolik bilesik igeren tiir; gesitli kuersetin
glikozitleri gibi flavanoidlerin yani sira, kafeik, klorojenik, vanilik, kumarik, salisilik ve
sirinjik asit gibi organik asitleri de biinyesinde bulundurmaktadir [22], [44]. Daha ¢ok
ucucu bilesiklerin yer aldigi terpenler grubunda ise baglica tuyon, azulen tiirevleri,
sabinen, kampen, mirsen, linalol, B-pinen tanimlanmistir [44]. Azulen ve tiirevleri olan
kamazulen ile guaiazulen, birgok tibbi etkilerinin yaninda 6zellikle antiinflamatuar
etkileriyle bilinmektedir [47]. GC, GC-MS ve C NMR kullanilarak yapilan pelin otu
esansiyel yagi analizinde yaklasik olarak 100 farkli bilesik tanimlanmistir [48].

Absintinin kimyasal yapist Sekil 1.4°te gosterilmektedir.

Sekil 1.4. Absintinin kimyasal yapis1 (Pubchem’den alinmistir).

1.2.1. Pelin Otunun Geleneksel Tipta Kullanimi

Pelin otu (Artemisia absinthium L.) halk tibbinda ¢ok eski zamanlardan beri 6nemli bir
yer tutmaktadir. Alman Farmakopesi, Avrupa Farmakopesi, Avusturya Farmakopesi,
Ingiliz Farmakopesi, Isvicre Farmakopesi, ESCOP Monograflari, Komisyon E
Monograflari, FFD Monograflari’na kayithidir [49]. Tiir yiizyillar boyunca farkli
gastrointestinal rahatsizliklar iizerinde etkili bir sekilde kullanilmistir. Ulkemizde
geleneksel ve tamamlayici tipta kullanilan bitkisel droglar hakkinda kiilt bir eser olan
Tiirkiye’de Bitkiler Ile Tedavi adli kitabinda Prof. Dr. Turhan Baytop pelin otunun
Anadolu’da mide rahatsizliklarinda, kuvvet verici, istah agici, ates diisiiriicii ve idrar
soktiiricii olarak kullanildigin1 yazmistir. Ayrica kurt diisiiriici ve adet soktiiriicii

etkilerinden bahsetmistir. Yiiksek dozlarda toksik oldugundan bahseden Baytop, toz



seklinde 1-2 gram, demleme (%0,5-3) olarak giinliikk 2-3 bardak tiiketilebilecegini
bildirmistir [31].

Sakarya’da yapilan kapsamli bir etnobotanik arastirmada pelin otunun toprak iisti
kisimlarinin  tazeyken 1slatilarak inflamasyonlu yaralarin iizerinin kaplandigi
bildirilmigtir. Ayni calismada diisiik dozlariin demlenerek ¢ay seklinde mide
hastaliklarinda, istah agici ve enerji verici olarak kullanildigi belirtilmektedir. Ates
sonras1 bagisiklik sistemini giiclendirmek ve bagirsak kurtlarini tedavi etmek amaciyla,
adet dongiisiinii diizenlemek ve kasilmalar1 azaltmak amaciyla da yine infiizyon
seklinde kullanildig1 bildirilmistir. Bahsedilen uterus {izerindeki etkileri sebebiyle
diisige sebep oldugu i¢in hamilelerin tiikketmedigi bildirilmektedir [50]. Kirklareli’nin
farkli bolgelerinde yiiriitiilen 126 tibbi bitkinin halk tarafindan kullanimima yonelik
yapilan bir arastirmada; pelin otunun toprak iistii kisimlarinin infiizyon seklinde abortus
amagli, karin agrilarinda, istah agici ve kan temizleyici olarak 5-6 giin siireyle 1-2 ¢ay
bardagi olmak iizere glinde iki kez tiiketildigi bildirilmistir. Kaynatilarak elde edilen
dekoksiyonunun ise; diyabet, rahim kistleri, tiiberkiiloz ve hipertansiyon i¢in 7-8 giin
stireyle giinde 1-2 cay bardag: tiiketildigi rapor edilmistir. Geng filizlerinin kiigiik
parcalara dogranarak sitma tedavisinde giinde iki kez 8 gilin siireyle kullanildigi
bilinmektedir. Yapraklarindan pargalanip yag igerisinde 1sitilarak hazirlanan maseratin
yara lizerine sicak pansuman yoluyla giinde bir kez iyilesene dek uygulandig:
belirtilmektedir [51]. Hakkari ili ve ilgelerinde yerel halk tarafindan kullanilan tibbi
bitkilerin arastirildig1 bir calismada diyabet, nefes darligi, ates ve kurt diisiiriicii, istah
acict ve mide rahatsizliklarina karsi pelin otunun kurutulmus ¢igek ve yapraklarinin
suda kaynatilarak igildigi bildirilmistir [52]. Turkiye’de geleneksel olarak astim
tedavisinde kullanilan bitkilerin derlendigi bir ¢alismada, pelin otu yapraklarindan elde
edilen inflizyonun astim tedavisinde kullanildig1 kaydedilmistir [53]. Adana Pozanti ve
cevresinde yiiriitiilen bir etnobotanik aragtirmada su ile kaynatilarak hazirlanan pelin
otunun a¢ karna seker hastaliginin tedavisinde tiiketildigi belirtilmektedir. Bitkinin adet

geciktirici, gaz soktiiriicli ve istah agici olarak da kullanildig: bildirilmistir [54].

Litvanya’da 19. yiizyilda halk tibbinda kullanilan bitkilerin arastirildigi genis bir
retrospektif ¢alismada, pelin otu ¢iceklerinin dekoksiyon, infiizyon, tentiir ve herhangi
bir islem gormeden ham olarak ¢esitli hastaliklarin sagaltiminda kullanildig:
bulunmustur. Bu hastaliklar mide rahatsizliklari, diyare, dizanteri, genel karin agrisi,

refli, kasik fitig, sarilik, bulanti, dis agrisi, bagirsak kurdu, istahsizlik, menstriial



problemler, bakteriyel enfeksiyon, ates, sislik, kramplar, bas agrisi, gogiis agrisi,
oOksiiriik, solunum problemleri, ¢iban, kesik ve yaralar, erizipel (yilancik hastaligi)
seklinde siralanmistir [55]. Hint alt kitasinda yer alan Cemmu ve Kesmir eyaletinde
yapilan bir ¢alismada pelin otunun ates, epilepsi, karaciger ve dalak biiyiimesi ile iiriner
hastaliklarin tedavisinde geleneksel olarak kullanildigi kaydedilmistir [56]. Pakistan’in
Kurram bolgesini kapsayan kantitatif bir etnobotanik arastirmada pelin otunun tibbi
amagla tim kisimlarmin  kullanildigr  belirtilmistir.  Aym1  arastirmada  deri
dokiintlilerinde, kan temizleyici olarak, diyabette, sitmada dekoksiyon seklinde
kullanim1 rapor edilmistir [57]. Akne vulgaris tedavisinde geleneksel olarak kullanilan
bir tiir oldugu bilinmektedir [58], [59]. Pelin otunun botanik¢i Walther Otto Mueller

tarafindan cizilen illiistrasyonu Sekil 1.5’te gosterilmektedir.

Sekil 1.5. Pelin otu kisimlarinin ayrintili ¢izimi (Walther Otto Mueller, 1885) [36].

1.2.2. Pelin Otu Uzerinde Yapilan Modern Farmakolojik Arastirmalar

Pelin otuna ait yapilan modern farmakolojik arastirmalar, ¢ogunlukla geleneksel
kullaniminin  etki mekanizmalarint aydinlatmak iizerine odaklanmistir. Cesitli
caligmalarada antiprotozoal, antibakteriyel, antifungal, antiiilser, hepatoprotektif,
antiinflamatuar, immiinomodiilator, sitotoksik, analjezik, noroprotektif, antidepresan,
norotropik ve antioksidan etkileri oldugu kamitlanmustir [12], [13], [42]. Yiizyillardir

cesitli gastrointestinal hastaliklar iizerinde etkin bir bi¢imde kullanilan tiirlin antiiilser



etkisini arastirmak amaciyla Sprague-Dawley cinsi albino si¢anlar iizerinde bir ¢aligma
gerceklestirilmistir. %95°lik etanol ile perkolasyon sonrasi hekzan ile yagi ayrigtirilan,
kagit kromatografisi ile fraksiyonlanarak sulandirilan pelin otu ekstresi kullanilmistir.
Asetilsalisilik asit ile tilser modeli olusturulmadan ii¢ saat 6nce gavaj ile 5 mg/kg
dozunda ekstre verilen hayvanlar, {i¢ giin siireyle asetilsalisilik asit muamelesine maruz
birakilmistir. Deney sonunda sakrifiye edilen hayvanlarin mideleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda miisin aktivitesinde herhangi bir degisiklik olmazken, mide 6zsuyu,
asit ¢ikisi ve peptik aktivitede anlamli azalma bulunmustur [60]. Gastroprotektif
etkilerinin kantitatif olarak arastirildig1 farkli bir ¢alismada toprak iistii kisimlarindan
dekoksiyon hazirlanarak Swiss albino cinsi farelerin mideleri iizerindeki etkilerine
bakilmistir. Etanol ile {ilser modeli olusturulmadan 6nce deney grubuna 400 mg/kg
dozunda ekstre, kontrol grubuna ayni1 dozda gavaj ile su verilmistir. Etanol ile muamele
edilen hayvanlarin yarim saat sonra sakrifikasyonu takiben ¢ikarilan mideleri
incelendiginde, pelin otu ekstresinin ilser indeksine gore %91 oraninda koruma

sagladigi bildirilmistir [61].

Diyabet tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir bagka ¢alismada pelin otu yapraklarinin
metanolik Soxhlet ekstresinin etkilerine bakilmistir. Wistar cinsi albino sicanlarin
kullanildig1 c¢aligmada diyabet modeli intraperitonal streptozotosin enjeksiyonu ile
olusturulmustur. 60 giin siireyle oral olarak ekstre verilen hayvanlardan her iki haftada
bir alinan kan sonuglaria gore aglik glukoz diizeylerinin normale yakin seyrettigi ve
plazma insiilin seviyelerinin ise kontrol grubuna gore arttigi sonucuna varilmistir [62].
Hiperglisemi ve hipoinsiilinemi iizerindeki olumlu etkileri sebebiyle, ayni arastirma
ekibinin referans antidiyabetik ila¢ metformin ile ekstrenin etkilerini karsilagtirdiklar:
diger bir deney hayvani devam caligmasinda da birbirine benzer etkiler gosterdikleri
bildirilmistir [63]. Swiss albino fareler {izerinde gerceklestirilen bir depresyon
calismasinda intraperitonal enjeksiyon ile verilen ¢iceklenme donemindeki pelin otu
ekstresinin etkilerine bakilmistir. Yaygin olarak antidepresanlarin etkinliginin 6l¢tildiigi
zorunlu yiizme ve kuyruk silispansiyon testleri uygulanan hayvanlarda; 500 mg/kg
dozundaki ekstre referans antidepresan ila¢ imipramin ile benzer sonuglar1 vermistir
[64]. Kunming albino fareler iizerinde yapilan bir karaciger hasari ¢alismasinda, 50
mg/kg, 100 mgkg 200 mg/kg seklinde ii¢ doz sulu pelin otu ekstresi hasar
olusturmadan Once 7 giin siireyle hayvanlara verilmistir. Oral tek doz karbon tetrakloriir

(CCls) uygulamasindan 16 saat sonra sakrifiye edilen hayvanlarin kan ve karacigerleri
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degerlendirilmistir. Serumda alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz
(AST), timér nekroz faktor-o (TNF-a), interlokin-1 (IL-1) seviyeleri agisindan
karsilastirildiginda; o6zellikle en yiliksek doz olmak iizere referans ilag silimarin ile
benzer sonuglar vermislerdir. Yiiksek antioksidan etkisi oldugu bilinen bitkinin ekstresi
karaciger dokusunda bakilan siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GTx),
malonil dialdehit (MDA) seviyelerini de normal seviyede tuttugu rapor edilmistir [65].

Misir’da yapilan bir ¢alismada yaygin bir bagirsak tenyasi tiirii olan Hymenolepis nana
ile enfekte edilen fareler iizerindeki antihelmintik etkisine bakilmistir. Enteral pelin otu
dekoksiyonu verilen farelerde, fecesde tenya yumurtasi sayisinda azalma ve
bagirsaklardaki mevcut tenyalarda etkisizlik gozlenmistir. Referans ilag praziquentel ile
etkileri kiyaslandiginda umut verici sonuglar elde edildigi kaydedilmistir [66].
Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) susu iizerinde etanolik ekstresinin etkilerine
bakilan bir calismada yiiksek bakteriyostatik aktivite ve bakterisidal etki gorildigi
bildirilmistir [67]. Yaprak ve tohumlarinin etanolik ekstresinin sitotoksik aktivite ve
apoptotik hiicre oliimlerine etkisi ¢ok kapsamli bir in vitro ¢alismada incelenmistir.
Calismanin sonuglarina goére pelin otu ekstreleri; insan akciger karsinoma (A-549),
insan kolorektal karsinoma (CCC-221), insan 16semik karsinoma (K-562), insan meme
karsinoma (MCF-7), insan prostatik karsinoma (PC-3) hiicre hatlar1 iizerinde belirgin
sitotoksik etki (>%70) gostermistir [68]. Metanolik pelin otu ekstresinin insan
kolorektal karsinoma (HCT-116) hiicre hatt1 ilizerinde etkilerinin incelendigi bir
calismada, apoptozisi hizlandirdigi, Bax/Bcl2 ekspresyonunu iyilestirdigi, hiicre
siklusunu durdurdugu, kaspaz-3 aktivasyonu ve mitokondriyal membran potansiyeli
yikimi sagladigi belirtilmistir [69]. Metanolik ekstresinin etkilerinin arastirtldigi bir
bagka calismada insan kolon (DLD-1) ve endometrium (ECC-1) kanser hiicreleri
lizerinde sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur. Igerdigi yiiksek antioksidan miktar
sayesinde kanser hiicrelerinin apoptozisini hizlandirdigi sonucuna varilmistir [70].
Hepatoprotektif etkileri bilinen tiirlin etanol ekstresi ile petrol eteri ve etilasetat
fraksiyonlarinin insan karaciger (BEL-7404) ve fare karaciger (H22) kanser hiicre
hatlar1 tizerindeki antitiimor etkileri arastirilmistir. Her iki hiicre hattinda da ekstre ve
fraksiyonlarin etkin sekilde apoptozisi indiikledigi bulunmustur. Endoplazmik retikulum
stresi ve mitokondri bagimli yolaklarin hiicre Oliimiine aracilik edebilecegi 6ne
stiriilmektedir [71]. Metastatik (MDA MB-231) ve metastatik olmayan (MCF-7) meme

kanseri hatlarinda yapilan bir ¢aligmada pelin otunun hekzan ekstresi ile bitkiden
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saflastirilan artemisinin, artemisinik asit ve a-tuyon sitotoksik agidan karsilastirilmistir.
Bitkinin tamaminin kullanildig1 ekstre saflagtirilan molekiillerin test edildiklerine oranla
anlaml sitotoksik etki gostermistir. Total bitki ekstresinin sinerjistik, allosterik ya da

antagonistik etkiye sahip olabilecegi belirtilmistir [72].

Metanolik Soxhlet ektresinin Wistar albino siganlar iizerinde eksizyonel yara
modelindeki etkilerinin arastirildigi bir calismada %5 ve %10 pelin otu iceren
merhemler kullanilmustir. 18 giin siireyle giinde bir kez topikal olarak tedavi edilen
hayvanlarin dokular1 histopatolojik olarak incelendiginde, her iki dozun da sonuglar1
yara iyilesmesi agisindan belirgin anlamli ¢ikmustir. Ozellikle yiiksek doz ekstre iceren
merhemin referans ilag Cicatryl-Bio ile esdeger kolajen irettigi ve yeniden
epitelizasyonu sagladigi bildirilmistir [73]. Ayn1 oranlarda pelin otu esansiyel yagi
iceren merhemlerin kullanildigi devam ¢alismasinda, si¢anlarin yaralarimin diizenli
epidermis dokusu, yeniden epitelizasyon, graniilasyon ve kolajen olusumu agisindan
yiikksek oranda iyilesme kaydettikleri belirtilmistir [74]. Sicak metanolik pelin otu
ekstresinin kullanildig1 eksizyonel bir yara ¢alismasinda, referans ilag povidon iyot ile
karsilagtirildiginda 12. giin sonunda yaranin %99 oraninda kapandigi ve inflamasyonun
cok daha az goriildiigi bildirilmistir [75]. Esansiyel yagi ile sulu ekstresinin analjezik ve
antiinflamatuar etkilerinin arastirildigi bir deney hayvani ¢alismasinda, yapilan ¢oklu
testlerin her birinde anlamli sonuglarm oldugu bildirilmistir [76]. Inflamatuvar bir
bagirsak hastaligr olan Crohn iizerinde yapilan ¢ift kor plasebo kontrollii bir klinik
calismada, pelin otu kapsiilii ile plasebo kapsiil alan hastalar karsilastirildiginda; pelin
otu kullananlarda standart steroid kullanim miktarlarinin azaldigi ve hastalik
belirtilerinde iyilesme goriildiigi kaydedilmistir [43]. Crohn hastalar1 iizerinde yapilan
Kontrollii bir bagka klinik ¢aligmada standart tedavilerinin yaninda pelin otu kapsiilii
alan hastalarin serum TNF-a seviyelerinde anlamli azalma goriildiigi ve genel

durumlarmin kontrol grubuna gore iyilestigi gozlemlenmistir [77].

Total fenolik bilesiklerinin hesaplandigi ve iki farkli metotla antioksidan kapasitesinin
olgiildiigii bir calismada, dogal antioksidan kaynagi oldugu rapor edilmistir [78].
Esansiyel yagmin Escherichia coli 95, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Candida albicans ATCC 10231 ve Aspergillus
niger ATCC 16404 suslan tizerinde giiglii antimikrobiyal etki gosterdigi bildirilmistir

[48]. Asil tendonu hasar1 olusturulan tavsanlarda etanolik ekstresinin giinde bir kez
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enjekte edildigi bir calismada iyilesme hizinin belirgin anlamli arttigi bildirilmistir [79].
Randomize ¢ift kor kontrollii bir osteoartrit klinik g¢alismasinda, pelin otu igceren
merhem ile referans ilag piroksikam jel karsilastirildiginda; eklem katiligi, agr1 ve
fiziksel fonksiyonlarda kayda deger etkisi oldugu rapor edilmistir [80]. Swiss albino
sicanlar iizerinde olusturulan fokal iskemi ve serebral hasar 6ncesi uygulanan metanolik
pelin otu ekstresinin noroprotektif etkileri oldugu ve bu sebeple felg tedavilerinde

kullanilabilecegi belirtilmistir [81].

1.3. YANIK YARALANMALARI

Yanik kazalari, insanligin baslangiciyla birlikte ortaya ¢ikan ve giinlimiizde hala tim
diinyada oOnemli bir sorun teskil eden saglik problemlerindendir. Yaniga bagh
yaralanmalar, her bireyin basina herhangi bir yer ve zamanda gelebilen en agir
travmalardandir. Kayda deger agriya sebep olan kiiclik yaralanmalardan baslayarak,
sakatlik, sekil bozuklugu ve o6liimle sonuglanabilen genis bir spektrumu kapsamaktadir.
Trafik kazalari, diisme ve fiziksel siddetten sonra diinya ¢apinda en sik rastlanan
yaralanmalar1 yaniklar takip etmektedir [82], [83]. Yaniklar; siirtiinme, soguk, sicak,
radyasyon, kimyasal ve elektrik kaynaklarina bagl olarak gergeklesebilmektedir. Biiyiik
cogunlugu 1s1 kaynaklarina bagl olarak, sicak sivilar (haslanma), sicak katilar (kontakt
yaniklar) ve alev kokenli yaniklardir. Tiim yanik yaralanmalari enerji transferinden
kaynaklanan doku yikimimi igerse de, farkli kaynaklarin sebep oldugu yaniklarin
patofizyolojileri birbirinden ayridir. Alev yaniklar1 deride hemen derinlesebilirken,
haslanmaya bagli yaniklar baslangigta yiizeysel seyredebilir. Bazik kimyasallar
kolikiiatif (sivi kabarcikll) nekrozlar olustururken, asidik kimyasal kokenli yaniklar
koagiilatif (kuru) nekrozlar olugturma egilimindedirler [84]. Elektrik kaynakli yaniklar
ise kaynagin giiciine bagl olarak, goriiniir deri hasarlarindan ¢ok derin doku ve organ
hasari meydana getirmektedir [84], [85]. 20. yiizyilin ilk yarisina kadar yanik
tedavilerinin sinirlt olmasi sebebiyle, hastalar kazay1 takip eden ilk birkag¢ giin icerisinde
hipervolemik sok nedeniyle hayatlarin1 kaybetmekteydiler. Ancak son elli yilda yanik
bakimi ve tedavisinde kaydedilen gelismeler sayesinde yanik hastalarinin hayatta kalma
orani biiyiik 6l¢iide artmistir. Erken resiisitasyon, enfeksiyon yonetimi, yara bakimi ve

viicut sivilarinin dengelenmesi bu gelismeler arasinda sayilmaktadir [86].
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1.3.1. Termal Yamklarin Patofizyolojisi

Termal yaniklar, 6zel yanik merkezlerinde tedavi gerektirebilen en yaygin yaniga baglh
yaralanma tiiridiir. Yanik yaralanmalarinin yaklasik %86'simn1  olusturan termal
yaniklarin %43'l ates veya alevden, %34'i sicak sivilardan ve %9'u sicak nesnelerden
kaynaklanir. Yanik yaralarimin toplamda sadece %4'li elektrik, %3'i kimyasallar ve
%7'si radyasyon veya diger kaynaklardan meydana gelmektedir [87]. Termal yaniklar
ve buna bagli yaralanmalar, 6zellikle kirk yasin altindaki kisilerde 6nemli bir sakatlik ve
0lim nedenidir. Gelismis iilkelerde dahi, yilda iki milyondan fazla kisi ciddi sekilde
yanmakta ve tibbi tedaviye ihtiya¢ duymaktadir. Termal yaniklarda 1siya bagl hiicre
nekrozlart sebebiyle lokal yaralar olusmaktadir. Nekroz olusan dokunun iletkenligi,
maruz kalinan 1siin dagilma veya emilme oranini belirler ve cesitli fiziksel 6zelliklere
baglidir. Bu o6zellikler periferik dolasim, dokunun su igerigi, derinin kalinligi,

pigmentasyon, yag tabakasi ve kil kokleri olarak olarak siralanabilir [88].

Yanik travmasi esnasinda yiliksek sicakliklara maruz kalmak, proteinlerin termal
denatiirasyonu yoluyla doku hasarina ve plazma membran biitlinliigliniin kaybolmasina
yol acar. Bu sebeple hiicre oliimiinii takiben toksik metabolitler, antijenler ve
immiinomodiilatdr ajanlarin salinimina yol agan c¢esitli molekiiler yapisal degisiklikler
meydana gelir [89], [90]. Ilk doku hasari sonras1 immiinkompetan hiicreler araciligiyla
inflamatuar yanit olusmaktadir. Inflamatuvar yanit lokal olarak olusan dem ve degisen
sistemik dolagimi kapsamaktadir [90], [91]. Yanik yaralanmasinin patofizyolojisini
dogru anlamak, tedavi yonetimi icin olduk¢a Snemlidir. Bu baglamda Jackson Yanik
Modeli olarak bilinen ve yarayi ii¢ es merkezli bolge halinde organize eden yontemden
siklikla yardim alinmaktadir [92]. Yanik bolgesindeki lokal degisiklikler merkezde
nekrozu gosteren koagiilasyon bolgesi, ¢evresinde zayif vaskiiler akis ile staz bolgesi ve
en dista inflamatuar yanit sonucu kan akisi artan hiperemi bolgesi seklindedir [90], [93],
[94]. Genellikle duragan olarak seyreden staz bolgesi, termal yaralanmay takip eden ilk
48 saat icerisinde ilerleyerek nekrotik hale gelmektedir. Bunun sonucunda ilk yanik
alan1 genisleyerek derinlesmektedir [95]. Jackson Yanik Modeli’ne goére yanik

alanlarinin siniflandirilmast Sekil 1.6’da gosterilmektedir.

14



Koagitilasyon Staz

bolgesi bolgesi
Hiperemi
Epidermis bolgesi
Dermis — |
Yeterli Yetersiz
resisitasyon Koagulasyon resisitasyon
/ bolgesi \

Kaybolmus staz bélgesi

Korunmus staz bolgesi

Sekil 1.6. Jackson Yanik Modeli ile yanik bolgelerinin siniflandirilmasi [92].

Bozulan cilt biitiinliigii termal yaralanmanin en ayirt edici 6zelligidir. Viicut, bir yanik
yaralanmasindan hemen sonra kan damarlarinin kasilma, kiiclilme ve pihtilasma
slirecini  baglatarak homeostazi korumaya ¢alisir [96]. Bunun haricinde yanik
yaralanmalarina da diger travmalar gibi yanit vererek, hem lokal hem de sistemik
inflamasyonu baglatan sitokinlerin salinimini baslatir. Akut inflamasyonda anahtar
sitokinlerin tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1) ve interl6kin-6 oldugu
belirtilmistir (IL-6) [97], [98]. Bu kaskat mekanizmas1 transkripsiyon faktorlerinden
olan niikleer faktor kappa beta (NF-kB) aktivasyonu ile baslar ve hasarli bolgeye
notrofil, makrofaj ve diger bagisiklik aracilarimin migrasyonuyla sonlanir. Bu
mekanizmaya ek olarak mast hiicreleri doku travmasiyla dogrudan aktive olabilir ve
vaskiiler gecirgenligi artiran histamin salgilayabilir. Arasidonik asitten siklooksijenaz
yardimiyla enzimatik olarak sentezlenen prostaglandinler (PGD2, PGE2, PGI2) de
damar gecirgenligini artiran giiclii vazodilatorlerdendir. Vazodilatasyon sonucu hasarl
dokuya oksijen iletim hizi artar ve vaskiiler gecirgenlik akut inflamatuar yanitin ¢esitli

bilesenlerinin yaralanma bolgesine go¢ etmesine izin verir [97]-[100].

Olusan doku hasarmin biiyiikliik ve derinligine gore yapilan siniflandirma uygulanacak
tedavinin seyrini belirlemektedir. Doku hasarinin artisina gore siniflandirilan yanik

yaralar1 dort ana kategoride incelenmektedir:
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1. Yiizeysel, 1.derece yaniklar: Eritem olarak da bilinen bu yaniklar, cildin en iist
tabakasi olan epidermisi etkileyen yaniklardir. Kizariklik, hafif sislik ve 48-72
saat arasi agri ile seyreder [83], [L01]. Termal hasar alan epidermis 5 ile 10 giin
araliginda soyulur ancak gozle goriliir bir skar kalmaz. Giines yaniklar1 en sik
karsilasilan epidermal yaniklardandir [102].

2. Kismi-kahn, 2.derece yamiklar: Epidermis ve dermisin farkli derinliklerde
hasar aldig1 yaniklardir. Hasara bagl olarak olusan inflamasyon sonucu eritem
ve su kabarciklar1 gézlenir. Yara ¢evresi nemli, agrili, pansuman gerektiren, skar
birakabilen, 21-35 giin araliginda iyilesme gosteren yaniklardir [83], [84], [102].

3. Tam-kalin, 3.derece yamklar: Dermisin daha derin tabakalarina dogru inen, su
kabarciklarinin olmadigi, belirgin 6dem ve duyu degisiminin oldugu yaniklardir
[102]. Bu tarz yaniklarda deri kahverengi, bronz veya koyu kirmizi seklindedir
[83]. Agrt reseptorlerinin kismen tahrip olmasi sebebiyle daha az agrili, yara
cevresinin daha kuru oldugu, skar birakan ve cerrahi islem gerektirebilen
hasarlar olugsmaktadir [84].

4. Derin tam-kalin, 4.derece yamklar: Subdermal doku ve organlari da igine alan
derin tam kalin yaniklar viicudu sistematik sekilde etkiler. Derin tam kalinlikta
bir yanik; epidermis, dermis ve deri alt1 tabakast boyunca uzanmaktadir. Kas,
kemik ve interstisyel doku ¢ogu kez zarar gormiistiir [102]. Konservatif ve

cerrahi tedavinin birlikte yiiriitiildiigti yaniklardir [84].

Kalinliklarina gore yaniklarin siniflandirilmast Sekil 1.7°de gosterilmektedir.

Yiizeysel Kismi-kalin Tam-kalin Derin tam-kalin

Epidermis I 6
Dermis

Kemik
Yag doku T

Kas ——— E———— . —————— | ———

Sekil 1.7. Kalinliklarina gore yaniklarin siniflandirilmasi [84].
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1.3.2. Yanik Yonetimi

Cilt; sayisiz ¢evresel tehdide karsi koruyucu fiziksel bir bariyer olarak is gormektedir ve
viicut homeostazinin korunmasinda kritik bir 6neme sahiptir. Cilt biitlinliigiindeki
herhangi bir bozulma, hastayr enfeksiyon, sivi kaybi1 ve elektrolit dengesizligi gibi
birgok patolojik duruma karsi savunmasiz hale getirebilmektedir. Bu nedenle etkili ve
eksiksiz yara iyilesmesi siireci, hastanin genel sagligi i¢in bliylik 6nem arz etmektedir
[103]. Yanik yarasmin iyilesmesi hiicresel ve biyokimyasal bir dizi olayin sonucudur.
Yaranin derinligi, boyutu, yayildigi alan(lar), hastanin yasi1 ve genel saglik durumu
yanmigin ciddiyetini belirleyen baslica etmenlerdir [88]. Yanik bdlgesindeki lokal
yaralanmaya ek olarak toplam viicut yiizey alaninin (TBSA) %20 ve daha fazlasinin
hasar aldig1 termal yaniklarda akut sistemik etkiler de s6z konusudur. Artmis kapiller
gecirgenlik, artan hidrostatik basing, intravaskiiler bosluktan interstisyel bosluga protein
ve sivi hareketi, artmig sistemik vaskiiler direng, azalmis kardiyak ¢ikis ve sivi

resiisitasyonu gerektiren hipovolemi ile karakterizedir [86].

Sistemik etkilerinin yani sira bakteriyemi sonucu sepsis ve organ yetmezligi ile siklikla
karsilagilabilmektedir. Ozellikle genis ve derin yaniklar1 olan hastalarda sepsise bagl
komplikasyonlar modern tibbin en biiyiikk problemlerinden biri olarak goriilmektedir
[83], [104]. 1960'larn ortalarinda gelistirilen klinik olarak etkili topikal antimikrobiyal
ajanlarin kullanimi, invaziv yanik yarasi enfeksiyonlarinin ve sepsisin olusumunu
onemli olgiide azaltmistir. Ozellikle giimiis nitrat ve giimiis siilfadiazin ile akut
miidahale sonrasi, belirgin mikrobiyal kolonizasyonun 6niine gegilebildigi bilinmektedir
[88]. Ancak 6zellikle derin ve biiyiik alan kaplayan yaniklarda uzun siire kullanilmasina
bagli olarak ciltte melanin artis1 ve lokopeni, noétropeni gibi bagisiklik sistemini
baskilayic1 yan etkileri bulunmaktadir [105]. Ayrica keratinosit ve fibrobastlar
tizerindeki sitotoksik etkileri sebebiyle etkin iyilesmeyi geciktirdigi one siiriilmektedir
[106]. Staphylococcus aureus erken yanik yarasi enfeksiyonlarmin giiniimiizde hala
yaygin bir nedeni olmakla birlikte, endojen veya c¢evresel kaynakli olabilen
Pseudomonas aeruginosa da yanik yarasi enfeksiyonlarinin diger en sik nedenidir [96],
[107]. Antimikrobiyal tedavilerdeki ilerlemeler, yeni antibiyotik siniflarinin ortaya
cikmasi, siki enfeksiyon Onlemleri, yara goézetimi, erken eksizyon ve yara Ortiilerinin
kullanilmasi, yanik hastalarinda invaziv enfeksiyonu kontrol etmeye yardimci
olmaktadir [108]. Cizelge 1.1°de derinliklerine gore termal yaniklarin siniflandirilmasi,

Klinik tablo ve tedavi gosterilmektedir.
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Cizelge 1.1. Derinliklerine gore termal yaniklar, klinik tablo ve tedavi.

Yiizeysel Derin Derin
Yiizeysel Kismi- Kismi- Tam-Kalin
Kahn Kalin Tam-Kalin
. . Epidermis, Epidermis,
Epidermis ﬁi?feeg?slrii dermisin dermis,
Derinlik | Epidermisi igerir. ve ust. derin tamami ve | subkutan yag
dgrrmm dermisi subkutan doku, .kas ve
igerir. icerir yag dokuyu kemikleri
’ igerir. igerir.
Cogu kez agrisizdir, basing
Yiizeysel olanlar agrili, hissedilir.
kismi derin olanlar ¢cogu
kez agrlsmdlr. Genellikle beyaZ ve
Agrilidir, _ komiirlesmistir, skar
gene”ikle Klzal'lktlr, basm(; ile Olusumu gézlenir.
- soyulma beyazlar. .
Klinik . . Kabarcik formu tipik
goz@emlenlr, Derin kismi kalinlikta degildir.
belirgin kabarcik olanlar soluk renkli
olusmaz. olabilir. Tendonlar, kas veya kemik
aciga cikmigtir.
Kabarcik formu ile
karakterizedir. Cerrahi debridman ve deri
grefti cogu kez gereklidir.
Destek i¢in
gevsek bandajla
kapatilabilir. Gﬁm_ﬁs sﬁlf'clld_iazip gibi Cerrahi debridman ve deri
topikal antibiyotikler . -
Agr1 igin wullantlir. grefti gogu kez gereklidir.
parasetamol ya da : o
non-steroid Gevsek bandajlar ile Er}];ii;;grzrll ?sll.rlzllle“
antiinflamatuar kapatilabilir. e pika
Tedavi ilaclar antibiyotikler kullanilir.
kullanilabilir. | AZM i¢in ParSetamolya | - iy da dail olmak
Topikal antiinflamatuar ilaglar uzere agreksll.f algrg_llfontrolu
antibiyotikler kullanilabilir. gerexdl olabHlr.
genellikle
gerekmez.

Yanik iyilesmesi, patofizyolojik olarak kutandz yara iyilesmesiyle benzer seyreder ve

inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme basamaklarini takip eder. Bahsedilen

basamaklar tiim yara tipleri i¢in ayni olsa da, her agsamanin siiresi s6z konusu yaranin

tirtine baghdir [109]. Yanik yaralanmalar1 da dahil olmak tizere kutandz yaralarin en
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karakteristik 6zelligi, epidermisin bazal tabakasinda kok hiicreler bulunan kararsiz bir
doku olmasidir. Bu durum; bazal tabaka bozulmadig: siirece cildin hasar veya hiicre
Olimiine cevap olarak yenilenmesine olanak saglar. Ancak rejeneratif kok hiicre
tabakasini da tahrip eden derin yaralar skar olusumu ile iyilesmektedir. Bu iyilesme
stireglerine ise, reseptorlerine baglandiktan sonra hiicre i¢i sinyal kaskatlarini baslatan
cesitli bliylime faktorlerinin ekspresyonu aracilik eder [98], [99]. Doniistiiriicii biiytime
faktorii alfa (TGF-a), doniistiiriicii bliylime faktorii beta (TGF-), platelet kaynakli
bliylime faktorii (PDGF), fibroblast biiylime faktorii (FGF) ve vaskiiler endotelyal
biliylime faktorii (VEGF) iyilesme siirecinde yer alan en 6nemli biiylime faktorleridir.
Bu molekiiller gen ekspresyonu ile kompleks hiicresel cevaplar1 baslatirlar. Spesifik
olarak VEGF ve FGF anjiyogenez aracilaridir. TGF-a Kkeratinosit ve fibroblast
proliferasyonu ile epitelyal gelisimin aracisidir. TGF-B ise inflamasyon yanitini inhibe
eder [98]-[100]. Yara iyilesmesi kabaca birbirleriyle Ortiisen ii¢ fazi kapsamaktadir.
Ancak bazi kaynaklarda yara iyilesmesinin ilk asamasi olarak homeostaz kabul
edilmekte ve wvaskiiler yanitlarin Onemi vurgulanabilmektedir. Zaman acisindan
dogrusalliktan ziyade, birbirleriyle oOrtliserek ilerleyen yara iyilesmesi asamalari;
inflamasyon fazi, proliferasyon fazi ve yeniden sekillenme fazi olarak temelde iice

ayrilmaktadir [110]. Yara iyilesmesinin fazlari1 Sekil 1.8’de gosterilmektedir.

Fibrin pihti Makrofaj

Homeostaz inflamasyon

Kil —

Notrofil

Epidermis

Dermis
Subkutan
tabaka
Buyume faktorleri Monosit
ve sitokinler
Granulasyon dokusu
Proliferasyon Skar Yeniden Kolajen matriks

sekillenme

B0 RS SR (P
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&=

Keratinosit
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Sekil 1.8. Yara iyilesmesinin fazlar1 [111].
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Inflamasyon Fazi: Inflamasyon viicudun yaralanmaya karsi dogal olarak
verdigi ilk yanitin en Onemli bilesenlerindendir. Yaralanmanin 6nemli bir
sonucu olmakla birlikte, doku onarimi ve fonksiyonlarin yeniden kazanimin
baslatir. inflamasyon fazi vaskiiler ve hiicresel yanitlar agisindan yaralanmanin
hemen ardindan baslamaktadir. Makroskopik olarak ilk birka¢ saatte dokuda
agarma ve piht1 olusumu ile seyreden, daha sonra kizariklik, 1s1, 6dem ve agrinin
gelistigi inflamasyon fazi, genellikle 1-6 giin arasi Stirmektedir [103].
Damarlarda daralma ile baglayan homeostaz siireci ilk vaskiiler yanittir.
Yaralanmaya bagl olarak damar disina ¢ikan plateletler (trombositler) fibriler
kolajen, fibronektin ve diger yapiskan matris proteinleri ile birleserek aktive
olurlar. Aktivasyon sonrasi agregasyona ugrayan plateletler, ortamda bulunan
trombin vasitasiyla fibrinojenden doniismiis fibrin ile birleserek pihti
olustururlar. Iceriden dogal olarak devam eden koagiilasyon kaskatina karsilik,
doku faktorii (TF) olarak bilinen lipoproteinin salinimiyla dis koagiilasyon da
stirece katilir. Aktif monositler ve endotelyal hiicrelerin yiizeylerindeki doku
faktoriiniin ekspresyonu koagiilasyon bolgesine goc¢ etmelerine olanak saglar
[110]. Bu bilesenlerin yara iyilesme siirecindeki rolleri kanama durdugunda
bitmez. Siire¢ boyunca kompleks olaylara senkronize ve tekrarlayan sekilde
katilirlar. Apoptotik hiicreleri ve bakterileri yara bdlgesinden uzaklastirmak igin
go¢ eden inflamatuar hiicreler, fibroblastlar ve biiylime faktorleri igin canli bir
rezervuar ortamn saglarlar [103], [112]. Inflamasyonun transkripsiyon
diizeyindeki hiicresel yaniti zamanla olustugundan, ilk olarak hizlica
transkripsiyondan bagimsiz yollar aktive olur. Bunlara Ca*™ dalgalanmasi,
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve plazma membran molekiillerini igeren piirinerjik
reseptorler drnek verilebilir. Hiicre i¢i Ca*? artis1 yaralanmanm ilk birkag
dakikasini takiben yara kenarlarinda meydana gelir ve merkeze dogru ilerler
[113], [114]. Hasarla iligkili molekiiler modeller (DAMPs), hidrojen peroksit
(H202), lipid aracilar1 ve yaradan salinan kemokinler de transkripsiyondan
bagimsiz yollardandir. DNA, peptitler, ekstraseliiler matris bilesenleri, ATP ve
tirik asit hasarla iligkili molekiiller arasinda bulunmaktadir Cesitli organizmalar
tizerinde yapilan arastirmalar, yaradaki hizli H20O iiretiminin enfeksiyonlar
azaltti1, keratinosit rejenerasyonunu aktive ettigini, notrofilleri topladigini ve
yeni damar olusumunu destekledigini gostermistir [114], [115]. Bahsedilen

molekiillere ek olarak mast hiicrelerinden salinan ¢esitli biiyiime faktorleri ve
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sitokinler nétrofilleri yara bolgesine gog ettirir. Ik miidahale ekibi olarak
nitelendirilen nétrofiller, toksik graniil salinimi, oksidasyon, fagositoz ve
ekstraseliiler tuzaklar ile enfeksiyon tehditlerini yok ederler [114]. Yaralanmay1
takip eden ilk 24-48 saat igerisinde maksimum seviyeye ¢ikan notrofil temizligi
sonrasi, IL-la, IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin
makrofajlarda liretimi siirdiiriiliir. Buna ek olarak ¢esitli bliylime faktorlerinin
yine makrofajlardan salinimi anjiyogenez ve Yyeniden epitelizasyon siiregleri
tizerinde pozitif etkiye sahiptir [103], [116], [117]. Hiicre gogii, proliferasyon ve
matris olusumunu indiikledigi bilinen bu sitokinleri {ireten makrofajlar,
inflamasyon ve onarim arasindaki geg¢iste 6nemli rol oynamaktadir [110].

Proliferasyon Fazi: Yaralanmaya karsi verilen ilk inflamatuar yanitlar, yeni bir
fonksiyonel bariyerin olusmasi i¢in gerekli kosullar1 baslatir. Inflamasyon fazin
takiben seliiler aktivitenin yiiksek oldugu bu birka¢ haftalik fazda baslica;
hiicresel gecirgenlik bariyerinin olusturulmasi, uygun damar olusumu ve kan
dolasiminin  saglanmasi (anjiyogenez), hasarli dokunun gii¢lendirilmesi
(fibroplazi) igin ¢alisilir [110]. Yaralanma sonrasi epidermisin restore edilmesi
olan yeniden epitelizasyon; keratinositlerin hasarli bdlgeye migrasyonu,
cogalmas1 ve farklilasmasini iceren birka¢ farkli asamayr igerir. Yaralanmay1
takip eden ilk 24 saat igerisinde hasarli dokunun serbest kenarlarindan
keratinosit migrasyonu baslar ve c¢ogalarak siire¢ igerisinde yarayi kapatirlar.
Migrasyon hiicre adezyon yapilart olan dezmozom ve hemidezmozomlardaki
temas kaybi1 ve fiziksel gerginlik sebebiyle baglar. Hiicrelerin temasi tekrar
saglandiginda ve yeni adezyon yapilart olustugunda ise durur. Keratinositler
bazal membran1 yeniden insa etmek i¢in farkli yapisal proteinleri salgilamaya
baglarlar [118]. Dermisin yeniden yapilanmasi yeni kan damarlarinin olugmasi
ve fibroblast aktivitesi ile karakterize olan graniilasyon dokusu ile saglanir.
Fibroplazi; fibroblastlarin proliferasyonu, pihti bolgesine migrasyonu, yeni
kolajen ve diger matris proteinlerinin {iretim siireglerini icerir [110]. Yara
iyilesmesi siirecinde olduk¢a 6nemli bir géreve sahip olan fibroblastlar; doku ve
organlar icin yapisal iskele olustururlar [119]. Migrasyon sonrasi Yara
bolgesindeki inflamatuar hiicrelerden salinan sitokinler ve biiytime faktorlerine
cevap olarak fibroblastlar yeni ekstraseliiler matris ve olgunlagsmamis tip III
kolajen sentezlemeye baslar [112]. Yeni kan damart olusumu mevcut kan

damarlarindaki endotel hiicrelerin aktivasyonuyla baslar. Anjiyogenez olarak da

21



bilinen bu silireg, yara onarimi sirasinda besin ve oksijene duyulan ihtiyag
sebebiyle biiyiikk 6nem teskil etmektedir. Olusan yeni kilcal damarlarin ve lenf
damarlarimin yara i¢ine dogru biiyiimesiyle graniil doku zamanla genisler.
Makrofajlar, fibroblastlar, kan damarlari, kolajen, glikoprotein, fibronektin ve
hyaluronik asitten olusan gevsek bir matris graniilasyon dokusunun temel
bilesenleridir [111], [120].

Yeniden Sekillenme Fazi: Re-modelizasyon ya da matiirasyon olarak da bilinen
yeniden sekillenme siireci, graniilasyonun son evrelerinde baslar. Bu fazda yara
bolgesindeki fibroblast sayist azalir, kolajen Ttretimi dengeye ulasir ve
epitelizasyon tamamlanir. Temel olarak kolajen liflerinin  yeniden
sekillenmesidir. Yumusak jelatinoz yapidaki tip III Kkolajen, daha saglam
yapidaki tip I kolajene doniisiir [112]. Graniilasyon dokusu olusumu sirasinda
fibroblastlar kademeli olarak miyofibroblastlara farklilagirlar. Miyofibroblastlar;
normal deri fibroblastlarinda goriilmeyen aktin mikrofilament demetleri ile
karakterizedir [121]. Mekanik gerilim ve TGF-f gibi sitokinlerin aracilik ettigi
bu farklilasma sonucu olusan miyofibroblastlar, diiz kas aktin ekspresyonu ve
yara kontraksiyonu siireglerini yonetirler. Yaranin kasilmasi, yaralanmadan
hemen sonra baglar ve artarak devam eder. Yara kontraksiyonunun derecesi
yaranin derinligine gore degisir. Tam kalinliktaki yaralar igin, kasilma
tyilesmenin 6nemli bir pargasidir ve yara boyutunda %40'a varan azalma saglar.
Kismi kalinliktaki yaralarda, tam kalinliktaki yaralara gore kasilma daha az ve
hasarin derinligi ile dogru orantilidir. Miyofibroblastlar, genisleme ve geri
cekilme yetenekleri nedeniyle kontraksiyon siirecinin baskin aracisidir [110]. Kil
kokleri ve ter bezleri gibi bazi cilt bilesenleri ciddi yaralanmalardan sonra eski
haline getirilemez [122], ancak yara yaklagik alti hafta sonra baslangigtaki
gerilme giiclinlin %80-95’1ni geri kazanir. Hasarli dokunun renginin soluklastigi,
gerilim direncinin arttigi ve skar dokusunun olustugu bu siire¢ 6-12 ay, bazi

ciddi durumlarda 24 aya kadar devam etmektedir [112].
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Akut yara iyilesmesinde gorev alan immiin aracilar Sekil 1.9°da gosterilmektedir.
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Sekil 1.9. Akut yara iyilesmesinde gorev alan immiin aracilar [123].

1.3.3. Yara Ortiileri

Yanik bakimi ve tedavisi birgok bileseni igeren kompleks bir siirectir. Yara oOrtiileri,
enfeksiyon kontroli, sivi dengesinin saglanmasi ve cerrahi miidahale siirecin ana
unsurlarindandir. Bu basamaklarin her birinde kaydedilen ilerlemeler sayesinde yanik
hastalarinin hayatta kalma sanslar1 artmakta ve islevsel olarak iyilesmelerine katkida
bulunulmaktadir. Cok eski zamanlardan beri yapildigi bilinen yanik bolgesine ortii
uygulamasi; enfeksiyondan koruma, yeniden epitelizasyonu saglama, su ve 1s1 kaybini
Onleme, yaray1r nemli tutma, mekanik travmalar1 6nleme ve agriy1 azaltma gibi amaglar
tasimaktadir [124], [125]. Yiizeysel yaniklarda ortii uygulamasi gerekmezken, kismi
kalin yaniklarda eksiidayr emmesi, deride maserasyonu engellemesi, agr1 ve enfeksiyon
riskini azaltmasi sebebiyle yara Ortiileri tercih edilmektedir. Derin ve tam kalinliktaki

yaniklarda ise, bahsedilen amaglara ek olarak yara debridmani ve cerrahi miidahaleye

destek olarak kullanlmaktadir [126].

Yaraya uygun ortiiniin segilmesinde 6ncelikli olarak yaranin dogru degerlendirilmesi ve

gereksiniminin belirlenmesi gerekmektedir. Geleneksel olarak kullanilan dogal ve
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sentetik bandajlar, sargi1 bezleri, hidrofil pamuk ve gazli bezler yara bolgesini kurutarak,
bakteri liremesini engellemeye yoneliktir [127]. Modern yara Ortiileri, yarayr sadece
kapatmak yerine islevini geri kazanmasina yardimci olmaktadir. Gelencksel anlayisin
aksine son donemlerde yapilan g¢alismalarin sonuclarina gore, yaralarin nemli bir
ortamda daha hizli iyilestigi belirtilmektedir. Nemli ortam saglayan modern yara
ortiileri; su kaybini engelleyerek doku canlilig1 ve hiicrelerin proliferasyon yeteneklerini
korumakta, anjiyogenezi hizlandirmakta ve iyilesmede onemli rol oynayan biiylime
faktorlerinin etkinligini artirmaktadir. Bilinen en Onemli avantajlar1 ise enfeksiyon
riskini ve agriy1 azaltmalaridir [128], [129]. En ideal yara Ortiisliniin insanin kendi derisi
oldugu bilinmekle birlikte, glinlimiizde tercih edilen ideal yara ortiilerinden beklenen

ozellikler sOyle siralanabilir:

e Uygun nem dengesini saglamali (fazla eksiidayr emmeli ancak yarayi
kurutmamal1)

e Optimum sicaklik degerini saglamali

e Mikrobiyal ajanlara ve yabanci cisimlere karsi bariyer gérevi gérmeli

e Toksik ve alerjik olmamali

e Kolay kullanilabilir, degistirilebilir ve agrisiz olmali

e (Gaz transferini saglamali

e Kokuyu engellemeli

e Yaraya mekanik destek saglamali

e Tercihen estetik ve ulasilabilir maliyette olmali [130], [131].

Yara ortiileri farkli arastirmacilar tarafindan tretildikleri materyal, fiziksel sekil, etken
madde igerigi veya giincel kullanimlarina gore ¢esitli sekillerde siniflandirilmaktadirlar
[129]. En genel haliyle pasif ortiiler, interaktif ortiiler ve biyoaktif yara ortiileri seklinde
kategorize edilebilirler. Gazli bez ve sargi bezi seklindeki geleneksel yara ortiileri pasif
ortiilerdir [132]. Bu gruptaki ortiilerin iyilesme siirecine aktif bir etkisi olmamakla
birlikte, yarayr kapatarak korumaktadir. Bilinen en eski, ucuz, kolay ulasilabilir ve
olduk¢a absorban olan bu ortiiler, genis kullanimlarina ragmen degisim sirasinda
mekanik olarak yaraya hasar verebilmekte ve hastada agriya sebep olabilmektedir.
Ayrica graniilasyon dokusu olusurken yarada biraktigr iplik, lif gibi kalintilar immiin
yanit olusturabilmektedirler [133], [134]. Interaktif yara ortiileri polimerik film ve
kopiikleri iceren, seffaf, nem ve gazlara kars1 gecirgen ancak bakterileri gecirmeyen

ortilerdir [129]. Transparan film ortiiler politiretan veya kopolyesterden olusan,
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yapiskan ve esnektirler. Film ortiilerin uygulanmasi kolaydir ve hastada agriya
sebebiyet vermeden degistirilebilmektedir. Ancak absorban 6zellikte olmadiklari igin
eksiidasyon tizerinde herhangi bir etkileri bulunmaz [133]. Poliiiretandan iiretilen kopiik
ortiiler gaz ve nem gecisine izin veren, 1s1 yalitimli iriinlerdir. Hidrofilik yapilari
sebebiyle yiiksek absorban oOzelliktedirler. Bu ozellikleri sayesinde yogun eksiidali
yaralarin tedavisinde kullanilabilirken kuru, skarli ve arteriyel {ilserli yaralarda tercih
edilmezler [134]. Biyoaktif ortiiler ise aljinatlar, kolajen, kitosan, proteoglikan gibi
polimerlerden elde edilirler. Tasidiklar1 aktif molekiilleri yaraya kontrollii bir bi¢imde
salarken, kendi endojen &zellikleri sebebiyle de yara iyilesmesine katkida bulunurlar
[129], [132]. Biyoaktif ortiiler tiretildikleri polimerlere gore hidrokolloidler, aljinatlar ve
hidrojeller seklinde olmaktadir.

e Hidrokolloid ortiiler: Hidrofil polimer molekiillerden olusan bu ortiiler,
yaradaki eksiida ve salgiyr emerek jel formuna doniisiirler. Aktif yara ortiileri
arasinda kullanimi en eski oldugu bilinen grup; seliiloz, karboksimetil seliiloz,
jelatin, pektin gibi jellesebilen polimerler ile elastomer ve adhezif Gzelllikte
molekiillerin birlestirilmesiyle tiretilir. Secilen hidrokolloid yara ortiistine bagli
olarak, hafif ile agir eksiidali yaralarda, kabuklanmis veya graniillii yaralarda
kullanilabilirler. Jellesme 6zelligi sayesinde kurumus nekrotik yaralarda nemli
bir ortam sagladigi i¢in tercih edilmektedir [127], [131], [135]. Kolajen
iretimini ve epitelizasyon hizini artirdig1 bilinen hidrokolloid ortiiler, yaraya
dogrudan yapistiklar1 i¢in kolay kullanimlidir. Farkli ¢aligmalarda anjiyogenezi
uyardig1 ve yara iyilesmesini artirdig1 gosterilmistir. Enfekte yaralar i¢in tavsiye
edilmemekle birlikte, maserasyonu Onlemek i¢in uygun araliklarda
degistirilmeleri tavsiye edilmektedir [129], [136].

e Aljinat ortiiler: Yiiksek absorban kapasiteleri sayesinde yogun eksiidal
yaralarda rahat kullanim saglayan ortiilerdir. Deniz yosunlarindan elde edilen
aljinik asidin kalsiyum veya sodyum tuzlarindan elde edilirler. Yaraya
uygulandiginda eksiida igerisindeki sodyum ve kalsiyum iyonlar ile etkileserek
jel formuna doniisiir [133]. Olusan jel 6rtii 6lii dokular1 ve mikroorganizmalari
icine hapsederek yara yatagia geri donmesini engellemekte ve yara iyilesmesi
i¢in uygun nemli ortani olusturmaktadir [136]. Igerdikleri kalsiyum iyonlari
sebebiyle farmakolojik etkiye sahiptirler. Pihtt olusum kaskatina katkida

bulundugu bilinen kalsiyum sayesinde homeostatik ozellikleri vardir ve
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kanamali yaralarda kullanilabilirler [131]. Ayrica bazi aljinat ortiiler mast hiicre
aktivasyonu ve histamin salinimini saglayarak yara iyilesme siirecini
baslatabilmektedirler. Tiim bu avantajlarinin yaninda sisme kapasiteleri goz
oniinde bulundurulmalidir. Yara etrafindaki hasarsiz dokular1 maserasyona
ugratmamalari i¢in siviya doyduklarinda degistirmelidirler [129]. Ayrica yiiksek
absorbsiyon ve hidrofil o&zellikleri sebebiyle kuru, nekrotik yaralarla
kontrendikedir [133].

e Hidrojel ortiiler: Cok yiiksek (%80-90) oranda su igeren, g¢apraz bagh
polimerlerden olusan hidrojeller; serbest akisli amorf ya da sabit esnek tabaka
formundadir [133]. Bu formlarindan dolay1 esnek yaprak ve film seklinde veya
amorf jel seklinde uygulama imkani1 saglamaktadirlar. Hidrofilik polimerlerin
jelatin, polisakkaritler, polivinilalkol, polimetakrilat, polietilenoksit gibi
maddelerle ¢apraz polimerlesmesiyle meydana gelirler [129]. Absorbsiyon
kapasitesi diisiik-orta seviyede olmakla birlikte, kuru ve nekrotik yaralarda
sagladigi nem sayesinde otolitik debridmana katkida bulunur. Graniilasyon ve
epitelizasyonu destekledigi, yara yataginin sicakligin1 5°C’ye kadar diistirdigi
bilinmektedir [131], [133]. Yara bolgesine lokal ilag uygulanmasina izin veren
hidrojeller, agr1 kesici, sogutucu ve yatistirict Ozelliktedirler [129], [135].
Yaraya mekanik olarak zarar vermeden degisimi yapilabilen hidrojel ortiiler,

bakteri ve mikroorganizmalara kars1 daha az etkilidir [134].

Kompleks yaralarda etkin sonug alinamayan bazi durumlarda modern ortiiler yerine, son
yillarda tercih edilen doku miihendisligi iiriinleri de bulunmaktadir. Hiicre ve hiicre dis1
matriksleri iceren bu biyomimetik iiriinler; fizyolojik yapilar taklit ederek iyilesmeye
katkida bulunmaktadir. Hiicresel olarak genellikle dermis elemanlarini igeren bu
tirlinler, hiicre dis1 hyaluronik asit ve kolajen gibi molekiillerden yararlanirlar [136].
Bunlarin disinda greft ve greft esdegerleri olarak bilinen biyolojik ortliler de
bulunmaktadir. Hastadan yara kabugunun ¢ikarilmasinmi takiben viicudunun hasarsiz
bolgelerinden alinan derinin, yarali dokuya nakline otogreft adi verilmektedir.
Otogreftin miimkiin olmadigt durumlarda ise domuzdan elde edilen ksenogreft,
kadavradan elde edilen allogreft veya amniyon membranin ortii olarak kullanimi
mevcuttur [129]. Ancak bu ortiilerin kullanimi bulunabilirlik, yiiksek maliyet, uygun
doku bulunmasi, depolama ve daha da 6nemlisi enfeksiyon ile immiin cevaba bagh

olarak doku reddi gibi risklerle iligkilendirilmektedir [137].
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Yara iyilesmesinde en sik tercih edilen yara ortiileri Sekil 1.10°da gosterilmektedir.

- !

e

Gazhi bez Hidrokolloid orti Aljinat ortii

Hidrojel ortii Doku miihendisligi Deri greftleme

Sekil 1.10. Yara iyilesmesinde kullanilan yara Ortiileri.

1.3.4. Kitosan Temelli Hidrojeller

Kitin veya poli (B-(1—4)-N-asetil-D-glukozamin), ilk olarak 1884'te tanimlanan biiyiik
oneme sahip dogal bir polisakkarittir. Cok sayida farkli organizma tarafindan
sentezlenen Kkitin, selillozdan sonra dogada en c¢ok bulunan biyopolimerdir.
Eklembacaklilarin dis iskeletinde, mantar ve mayalarin hiicre duvarlarinda yapisal
eleman olarak organizmaya katilir. Bunlarin disinda damarsiz bitkiler ve hayvanlar
alemine ait ¢esitli organizmalar tarafindan, destek ve kuvvetin gerekli oldugu islevlerde
kullanilmak {iizere iiretilir. Yaygin olarak bircok organizmada bulunmasina ragmen,
kitinin ana ticari kaynaklar1 genellikle yenge¢ ve karides kabuklaridir. Diisiik
¢Oziiniirligli sebebiyle islenmesi, kullanimi ve karakterizasyonu zor olan Kitin,
biyomedikal acidan biiyiikk 6neme sahip olan tiirevi kitosana doniistiiriiliir [138], [139].
Kimyasal ismi poli (B-(1—4)-2-amino-2 deoksi-p-D-glukoz) olan kitosan, bazik
ortamda deasetillenme yoluyla kitinden elde edilir. Gergeklestirilen kimyasal hidroliz
sonucu kitinde bulunan asetamid gurubu parcalanarak, birincil amin iglevselligine sahip
kitosan ve asetik asit olusur [140]. Kitinin aksine sulu asidik ortamlarda ¢oziiniir olan
kitosan, bu 0Ozelligi sayesinde soliisyon, jel, film, fiber olarak farkli sekillerde
kullanilabilmektedir [138]. Ziraatte antimikrobiyal etkileri ve bitki savunma

mekanizmalarin1 indiikleyici olarak, atik su aritiminda topaklastirici ozellikleri
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sebebiyle, gida endiistrisinde katki maddesi olarak, kozmetikte nemlendirici 6zellikleri
nedeniyle ve saglik alaninda farmasotik ajan olarak kullanilmaktadir [141]. Tasidigt
antimikrobiyal 0Ozellikler, toksik olmamasi, biyobozunur ve biyouyumlu olmasi
sebebiyle siklikla tercih edilen bir biyopolimerdir. Ancak antimikrobiyal o6zellikleri
cogunlukla 6’nin altindaki pH degerleriyle smirlidir. Bu sebeple notral ve fizyolojik
kosullarda antimikrobiyal aktivitesi kisitli olabilmektedir. Son yillarda bu kisitlamay1
ortadan kaldirmak i¢in kuaterner amonyum, guanidin, karboksi alkil, hidroksi alkil, tiyol
gruplar1 gibi fonksiyonel bilesikler ile modifiye edilen tiirevlerinin antimikrobiyal
etkileri arastirilmaktadir [142]. Bazik ortamda deasetillenme yoluyla kitinden kitosan

olusumu sekil 1.11°de gosterilmektedir.

HaC
OH ): 0 OH
HN Deasetillenme H2N
o) O HO » T o Ho
\H n NH,
o:( HO HO
CHs
Kitin Kitosan

Sekil 1.11. Bazik ortamda deasetillenme yoluyla kitinden kitosan olusumu [140].

Son yillarda hidrojellerin biyomedikal amaglarla kullanimina olan ilgi gitgide
artmaktadir. Bu ilginin asil sebebi tibbi ve farmasotik amaglara uygun fizikokimyasal
ozellikleridir. Kitosan hidrojel yapilarinda kullanilan dogal bir katyonik kopolimerdir.
Kitosan temelli hidrojeller doku onarimi saglamak i¢in kullanilan potansiyel iskele
gorevi gormektedirler. Terap6tik bilesenlerin kontrollii salinimini saglarlar. Kitosan
katyonik dogasi sebebiyle zit yiikler ile etkileserek hidrojelin mukoadeziv 6zellik
gostermesini saglar. Bu belirgin 6zelligi sebebiyle, spesifik ilag dagitimi i¢in dokuya
baglanma saglayabilmektedir [143], [144]. Aym1 veya farkl tipteki polimerlerin ¢apraz
baglanmasiyla olusturulan hidrojeller, kimyasal veya fiziksel baglanma metotlar
kullanilarak olusturulabilirler. Kitosan temelli hidrojeller sentezlenirken kimyasal ya da
fizilsel yontemler kullanilarak ¢apraz baglanmaktadirlar. Kimyasal baglanmanin sz
konusu oldugu reaksiyonlarda radikal polimerizasyon, fotopolimerizasyon, enzimatik
reaksiyon veya capraz baglayici ajanlar yardimiyla kovalent baglanma mevcuttur.
Fiziksel baglanma s6z konusu oldugunda ise, kitosanin sahip oldugu farkli fonksiyonel
gruplar hidrojen bagi, elektrostatik kuvvetler gibi gegici fiziksel etkilesimler sayesinde

polielektrolit kompleks yapida hidrojeller olusturmaktadir [145]. Kitosan; diger kitosan
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molekiilleriyle kendi icerisinde ¢apraz baglanarak hidrojel olusturabildigi gibi, kolajen,
jelatin gibi proteinler ya da aljinat, agaroz gibi polisakkaritlerle de kolayca ¢apraz
[146].
gluteraldehit yardimiyla ¢apraz baglanma reaksiyonu Sekil 1.12°de gosterilmektedir.

baglanarak hidrojel olusturma yetenegine sahiptir Kitosan ve jelatinin
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Sekil 1.12. Kitosan ve jelatinin gluteraldehitle ¢apraz baglanma reaksiyonu [147].

Kitosan temelli hidrojel yara ortiilerinin ¢esitli formiilasyonlari, yara iyilesmesinin farkl
fazlarina etki ederek iyilesmeyi tesvik edebilir veya iyilesmeyi etkileyen olumsuz
faktorlerin etkilerini hafifletebilir. Bu ortiilerin yara kontraksiyonu ve iyilesmesini
hizlandirdig1 bilinmektedir. Kitosan temelli yara Ortiileri hidrojel haricinde, dokuma
olmayan kumaslar, filmler ve siingerler seklinde olabilmektedir [148]. Homeostatik
ozellikleriyle bilinen kitosan, makrofajlarin fonksiyonlarint etkileyerek iyilesme
siirecine katki saglamaktadir. Ayrica hiicre proliferasyonunu tesvik ederek, graniilasyon
dokusunun olusumunu kolaylastirdigi bildirilmistir [132], [135]. Kitosanin yara
iyilesmesindeki muhtemel etkileri polimorfoniikleer 16kositler gibi inflamatuar
hiicrelerin infiltrasyonu, TNF-o gibi inflamasyon faktdrlerinin salinmasi, makrofajlarin
migrasyonu ve kolajen miktarini artirmak olarak agiklanmistir. Kitosanin bir parcasi
olan N-asetil-D-glukozamin viicuttaki spesifik reseptorlere baglanarak makrofaj
aktivasyonunu arttirmakta ve bu da diger kaskat mekanizmalarini baslatmaktadir [145],
[149]. Ek olarak kitosanin kompleman sistemi aktive ettigi [150], IL-8 ve diger

sitokinlerin salinimi ile fibroblastlari uyardigi bildirilmistir [151]. Kitosan temelli
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hidrojellerin yara iyilesmesinde kullanimi Sekil 1.13’te gosterilmektedir.

Ozellikleri . e -
Biyobozunur — Kitosan temelli hidrojeller
Antibakteriyel ajanlar

Biyouyumiu

Blylime faktdrleri
Monantijenik

Diger ilag tasima,

Montoksik polimerlerle kontrollii — | Kokhicreler
hirlesim salinim

Bivoadezif = peptiter

Biyoaktif ~—y
Bitki ekstreleri
Antimikrobiyal

Homeostatik Memli bir yara cevresisaglar.

Ikincil enfeksivonlara karsi korur.

Yara ekstidasim uzaklastirir.

Re-epitelizasyonu destekler.

¢ Anjiyogenez ve kolajen olusumunu

g

Yara iyilesmesini destekler.

hizlandirir.

Sekil 1.13. Kitosan temelli hidrojellerin yara iyilesmesinde kullanima.

1.3.5. Geleneksel Tipta Yanik Tedavisi

Yaniklar antik caglardan beri insanligin karsilastig1 en yikici yaralanma bi¢imlerinden
biridir ve ¢aglar boyunca yaygin bir tedavi zorlugu sunmustur. Yaniklarin tedavisine
iliskin ilk kanit, Neandertal insanlara ait magara ¢izimlerinden gelmektedir [152], [153].
1862'de Edwin Smith Papiriisii’niin kesfi, eski Misirlilarin milattan énce (MO) 1500
civarinda yaniklar1 tedavi etmek icin bal ve yagdan olusan bir merhem kullandigini
ortaya ¢ikarmistir [153], [154]. Yine MO 15.yiizyil tarihli Misir Ebers Papiriisii’nde;
camur, digki, yag, bitki 6zii, yagda kaynatilan kurbagalar ve fermente edilen keci
giibresiyle yanik sonrasi farkli giinlerde uygulama yapildigi bildirilmistir [153], [155].
Erken Antik Cag doneminde Misirhilar yanik tedavisinde keg¢i siitii ve yeni dogum
yapmis kadinlardan alinan anne siitinii kullanmiglardir [156], [157]. Diiiretikler,
terleticiler ve purgatifler gibi yangi ve atesi disar1 atan tedaviler uygulandigi da
bilinmektedir. Aristoteles, yanik kabarciklarinin bosaltilmasinin  siviyr ve 1siy1

uzaklastirdigina inanmaktayd: (MO 322) [153], [158]. Sirke, sarap ve alkoliin kimyasal
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sogutucu olarak kullanimindan MO 3. ile 4. yiizyillara kadar bahsedilmektedir [153],
[159]. Hipokrat, MO 4. yiizyilda yanik tedavisinde eritilmis domuz yagi, regine ve
katran emdirilmis pansumanlar kullanmis ve bu recetenin skar goriinimii iyilestirdigini
ifade etmistir [153], [155]. Aristoteles’in halefi olan Theophrastus (MO 371-287)
zamaninda sogutucu etkileri sebebiyle yanik tedavilerinde tercih edilen kursun yiizyillar
boyunca yaygin olarak kullanilmistir [153], [160]. Antik Yunan’da Tanrilarin nektari
olarak nitelendirilen balin; sirke, sap, sodyum, karbonat ve safra ile karistirilarak yarayi
kurutmak ve iltihab1 engellemek amaciyla kullanildigi belirtilmektedir [157], [161].
Dioscorides De Materia Medica adli eserinde cerahatli yaniklar igin sigir digkisi
uygulamasin1 savunurken, inflamatuar yanik yaralari ig¢in giil yagi ve balin birlikte
kullanilmasini 6nermistir. Ayrica eserinde olgunlasmamis zeytinden elde edilen yagin
yara iyilesmesinde etkili oldugunu belirtmistir. Suyu saklamak ve bulas1 dnlemek i¢in
kullanilan giimiis kaplarin etkisi kesfedildikten sonra, Romal1 hekimler yanik da dahil
olmak tiizere farkli yaralarin tedavisinde giimiis nitrat kullanmaya baslamistir [157].
Islam cografyasinda Fars hekim Razi (MS 852-923) soguk suya batirilmis veya karla
sogutulmus giil suyuna batirilmis bezlerin yeni olusmus yaniklara uygulanmasini
savunmustur. Tibbin hiikiimdar1 olarak bilinen Ibn-i Sina (MS 980-1037) ise bu
uygulamanin kabarcik olusumunu siklikla engelledigini onaylamistir [153], [162].

Tiim diinyada yanik yaralanmalarinda ¢ok sik kullanilan Aloe vera L. sicak ve nemli
iklimlerde yetisen tropik bir bitkidir. Yapraklarinin ortasinda bulunan miisilajlh jel doku
tibbi niteliktedir. Roma donemi ve hatta 6ncesine dair ¢esitli endikasyonlarda kullanimi
bilinen jel, giiniimiizde hala yanik yaralanmalarinda en ¢ok tercih edilen tedavilerden
biridir. Birinci ve ikinci derece yaniklarda tedaviye olumlu katkida bulundugu, iyilesme
ve epitelizasyon siireglerini hizlandirdigi bilinmektedir. Yapilan ¢esitli preklinik ve
klinik c¢aligmanin sonuglarma gore, hasarli dokuda anjiyogenezi sagladigi, igerdigi
acemanan molekiiliiyle fibroblastlar1 uyararak kolajen sentezini artirmaktadir.
Antiinflamatuar, antimikrobiyal ve nemlendirici etkileriyle birlikte topikal kullaniminin

giivenli oldugu ¢esitli ¢aligmalarla kanitlanmistir [163], [164].

Anadolu cografyasinda geleneksel halk tibbinda yanik tedavisinde kullanilan ¢ok sayida
bitki oldugu bilinmektedir. Yapilan kapsamli bir derlemede 97 farkli tiir bitkinin
yaniklarda iyilestirici veya iyilesmeyi destekleyici olarak farkli sekillerde kullanildigi
bildirilmistir. Gergeklestirilen bu etnobotanik c¢aligmada Papatyagiller (Asteraceae),
Hodangiller =~ (Boraginaceae),  Kantarongiller = (Hypericaceae),  Ballibabagiller
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(Lamiaceae) ve Giilgiller (Rosaceae) familyalarinda bulunan tiirlerin agirlikli olarak
kullanildigi, en yaygin kullanilan tiiriin ise sar1 kantaron (Hypericum perforatum L.)
oldugu belirtilmistir [165]. Yapilan bir baska etnobotanik ¢alismada Tiirk geleneksel
halk tibbinda giines yanmigina karsi kullanilan bes farkli familyaya ait toplam alt1 cins
tespit edilmistir. Yapraklari, toprak iistii kismi1 ya da ugucu yagi1 kullanilan tiirler 16slek
(Arctium minus (Hill) Bernh.), yabani hindiba (Cichorium intybus L.), yabani havug
(Daucus carota L.), karahasangay1 (Hypericum scabrum L.), yarpuz (Mentha pulegium
L.) ve 1sirgan (Urtica dioica L.) olarak bildirilmistir [166]. Ballibagiller (Lamiaceac)
familyasinin tibbi 6zelliklerinin arastirildigr bir ¢aligmada, Dogu Anadolu’da girip
otunun (Ballota nigra L. subsp. anatolica) ve Rize’de yapiskan adagaymin (Salvia
glutinosa L.) yanik tedavisinde geleneksel olarak kullanildigi bildirilmistir [167]. Nigde
Aladaglar’da yapilan bir etnobotanik arastirmada yabani sinameki (Colutea cilicica
Boiss. et Bal.) meyvelerinin ezilerek ya da dekoksiyon halinde yaniklarda harici olarak
kullanim1 bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada Zambakgiller (Liliaceae) familyasindan ¢irig
otu (Asphodeline taurica (Pall.) Endl.) gigeklerinin de yanik bolgesine uygulandig
belirtilmektedir [168]. Canakkale Bayramig’te gergeklestirilen bir c¢alismada yerel
halkin kizilgamdan (Pinus brutia Ten.) elde edilen regineyi kaynatarak geleneksel
olarak yanik tedavisinde kullandig1 bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada bir bogiirtlen alt tiirti
olan ve karant1 (Rubus ulmifolius Schott subsp. sanctus (Schreb.) Sudre) olarak bilinen
bitkinin yapraklarmin ezilerek yanikli bodlgeye pansuman seklinde uygulandigi
belirtilmistir [169]. Istanbul’un Avrupa yakasinda olan Catalca’da yiiriitiilen bir
etnobotanik arastirmada duman agaci (Cotinus coggyria Scop.) kok ve yapraklarinin
farkli sekillerde yanik tedavisinde kullanildig: belirtilmistir. Yapraklarindan elde edilen
dekoksiyon hem harici hem dahili olarak yanik yaralarinda kullanilirken, koklerin
ufalanarak taze tereyagi ile yogrulmasiyla elde edilen merhem yaniklarda harici olarak
uygulanmaktadir. Bolgede kimya otu (Ononis spinosa L. subsp. leiosperma (Boiss.)
Sirj.) olarak bilinen baska bir tiiriin kokleri de kaynatilarak yamik tedavisinde halk
arasinda kullanilmaktadir [170]. Siirt Kurtalan’da gerceklestirilen 34 bitkinin
incelendigi bir ¢aligmada, keten (Linum pubescens Banks. et. Sol) tohumlarinin bolge
halki tarafindan yara ve yanik tedavisinde kullanildigi kaydedilmistir [171]. Mugla
Marmaris’te 35 familya ve 64 farkli tiiriin yer aldifi bir c¢alismada, Izmir kekigi
(Origanum onites L.) ve Anadolu adacayindan (Salvia fruticosa Miller) elde edilen
ucucu yaglarin yanik yaralarinin tedavisinde geleneksel olarak haricen kullanildig:

bildirilmistir [172].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. BITKI ORNEKLERININ TEMINi

Calismada kullanilan pelin otu 6rnekleri yaklasik 50 cm boyunda, yaprakli ve ¢iceksiz
fidan halinde Yalova ilinde tibbi bir bitki bahgesinden temin edildi. Temin edilen
ornekler Diizce Universitesi Orman Fakiiltesi Herbaryumu'nda uzman personel
tarafindan tiir bazinda teshis edildi. Ekstraksiyon 6ncesi hasat edilen taze yapraklar
distile su ile yikanarak golgede tamamen kurutulduktan sonra mekanik oOgiitlicli
yardimiyla toz hale getirildi. Pelin otunun taze, kurutulmus ve o6gitiilmiis hali Sekil
2.1°de gosterilmektedir.

Sekil 2.1. Pelin otunun a) taze b) kurutulmus ¢) 6giitiilmiis hali (Aydin, 2023).

2.2. EKSTRAKSIYON

Mekanik 6giitiicti yardmiyla ince toz haline getirilen kurutulmus pelin otu 6rneklerinin
ekstraksiyonunda 70:30 oraninda karistirilmis etanol:su kullanildi. Diisiik, orta ve
yiiksek doz seklinde etkileri aragtirilan pelin otu 6rnekleri sirasiyla 10 gram, 25 gram ve
50 gram tartilarak; toplam hacim 500 ml olacak sekilde %70’lik etanol ile karistirildi.

Oda sicakliginda, manyetik karistirici ile 12 saat siireyle basit maserasyon seklinde
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ekstrakte edildi. Ekstraksiyon sonrasi santrifiijlenen 6rnekler filtre kagidindan siiziilerek
doner evaporatorde ¢oziiciileri uzaklastirildi. Elde edilen kuru pelin otu ekstreleri

kitosan temelli hidrojellerde kullanilmak iizere +4°C buzdolabina kaldirildi.

2.3. FENOLIK BILESIKLERIN BELIRLENMESI

Pelin otu sulu etanol ekstresindeki belirli fenolik bilesiklerin analizi Harran Universitesi
Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gergeklestirildi. LC/MS-MS
(Shimadzu-8030) cihazi ile kalitatif ve kantitatif olarak analizi gergeklestirilen maddeler
kafeik asit, hidroksibenzoik asit, protokatesik asit, 4-hidroksisinnamik asit, 2-hidroksi-
1,4-naftakinon, vanilik asit, katesin hidrat, floridzin dihidrat, sirinjik asit, naringenin,
asetohidroksamik asit, timokinon, resveratrol, silimarin, kurkumin, kemferol, mirisetin,
gallik asit, kuersetin, salisilik asit, oleuropein, biitein, fumarik asit, alizarin, elajik asit,
luteolindir. Analizi yapilan bilesik standartlarinin her biri igin en az dort konsantrasyon
noktasi ii¢ tekrarl sekilde Slgiilerek kalibrasyon egrileri ¢izildi. %10 oranda pelin otu
iceren ekstre santrifiij sonrast 0,22 pm’lik tek kullanimlik filtreden gegirilerek cihaza

verildi. Kullanilan metodun analiz kosullar1 Cizelge 2.1’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. Fenolik bilesiklerin LC/MS-MS analiz kosullari.

Kolon Inertsil ODS-4, 2um, 2.1X50 mm
Mod Ikili gradient

Akis hizi 0,400 ml/dk

Enjeksiyon hacmi 10 pL

Mobil Faz A %0,1 Formik Asit + dH20

Mobil Faz B %0,1 Formik Asit + Metanol
Firin Sicakhigi 40°C

Gradient Kosullar1 4. dk ; B pompasi ; 95
7. dk ; B pompast ; 95
7,01. dk ; B pompasi ; 5
12. dk ; Bitis

2.4. ANTIOKSIDAN AKTIiVITENIN BELIRLENMESI

Pelin otu sulu etanolik ekstresinin toplam antioksidan aktivitesi DPPH- (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil radikali; C1sH12NsOs) yontemiyle belirlenmistir. Y6ntem; etanol igerisinde
hazirlanmis 1,8 ml 0,1 mM DPPH ile 0,2 ml ekstrenin karistirilarak 30 dakika boyunca

34



karanlikta inkiibe edilmesi, daha sonra 517 nm dalga boyunda kore Kkarst
spektrofotometre ile absorbansinin okunmasi prensibine dayanmaktadir. Kor olarak
DPPH ¢ozeltisi ile pelin otu ekstresinin hazirlandigi %70’lik etanol karisimi tercih
edilmistir. Antioksidan aktivitesi arastirilan diisiik, orta ve yiiksek doz (%2, %5, %10)
pelin otu ekstrelerinin her biri {i¢ tekrarli olacak sekilde calisilmistir. Her bir doz i¢in
elde edilen absorbans degerlerinin ortalamalari alinarak asagida verilen esitlik ile

toplam yiizde antioksidan aktivite degeri hesaplanmaistir.

% Antioksidan Aktivite = 100 * | Ag— An
Ao

(Ao: Kor absorbansi, An: Numune absorbansi)

2.5. KITOSAN TEMELLI HIDROJELLERIN HAZIRLANMASI

Hidrojeller diisiik molekiil agirlikta kitosan (molekil agirligi 50-190 KDa, Sigma
Aldrich) kullanilarak sentezlendi. Final konsantrasyonu %2 (w:v) olacak sekilde
ayarlanan kitosandan 20 gram tartilarak, %1 lik asetik asit ¢ozeltisi i¢inde final hacmi 1
litre olacak sekilde ayarlandi. Manyetik karistirict yardimiyla kitosan tamamen
¢oziiniinceye dek yaklasik 4 saat boyunca oda sicakliginda karistirildi. Hidrojelde
kullanilacak diger polimer olan jelatin (240 bloom) final konsantrasyonu %1 (w:v)
olacak sekilde 10 gram tartilarak, 1 litre saf su icerisinde 40°C sicaklikta iki saat siireyle
kanistirilarak ¢dziindii. Ug farkli dozda hazirlanmis olan kuru pelin otu ekstrelerine
kitosan ve jelatin ¢ozeltileri esit hacimlerde eklenerek, %2’lik glutaraldehit yardimiyla
oda sicakliginda 6 saat karistirilarak capraz baglanma reaksiyonu gerceklestirildi.
Capraz baglanma reaksiyonu sirasinda hidrojellerde plastiklestirici ajan olarak gliserol
tercih edildi. Sentezlenen her bir hidrojel i¢in kullanilan madde miktarlar1 esit olup,

Cizelge 2.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. Hazirlanan hidrojellerde birlesme oranlari.

Kitosan (%2) 245 ml
Jelatin (%01) 245 ml
Gliserol 5ml
Glutaraldehit (%2) 5 ml
Toplam 500 mi
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Herhangi bir madde kaybi olmamasi i¢in, hidrojeller dogrudan evaporatorde ¢oziiciileri
ucurulan kuru bitki ekstrelerinin erlenlerinde hazirlandi. Hazirlanan hidrojeller petri
kabina 6-10 mm kalinliginda olacak sekilde aktarilarak 12 saat siireyle +4°C
buzdolabinda olgunlagsmaya birakildi. Hazirlanan hidrojelin amorf (gevsek jel) ve

tabaka halindeki goriintiisti Sekil 2.2°de gosterilmektedir.

a | b

Sekil 2.2. Hidrojelin a) amorf b) diizenli tabaka halindeki goriintiisii (Aydin, 2023).

2.6. ANTIMIKROBIYAL AKTiVITENIN BELIRLENMESI

Hidrojellerin  antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon yontemi kullanilarak
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) ve Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
suslar1 lizerinde test edildi. Miieller-Hinton agar {izerine agar delici yardimiyla 6 mm
capinda kuyucuklar agilarak; 0,5 McFarland standartina sabitlenen bakteri
sispansiyonlar1 ekiivyon ile agar petrilere yayildi. Kuyucuklarin igerisine ii¢ farkli
dozda pelin otu iceren hidrojel ile herhangi bir terapotik ajan icermeyen tasiyict kitosan
hidrojeli  yiliklendi. Kuyucuklara yiiklenen hidrojeller +4°C  buzdolabinda
gerceklestirilen olgunlagsma adimi atlanarak sivi formda test edildi. Karsilastirma igin
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa igin sirasiyla, vankomisin 30 pug ve
meropenem 10 pg igeren ticari antibiyotik diskler kullanildi. Hazirlanan agar diskler 18-

24 saat boyunca 37°C’ye ayarh etiivde inkiibasyona birakildi.
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2.7. SICANLARDA YANIK MODELININ OLUSTURULMASI

Calismaya dahil edilen deney hayvanlar1 Diizce Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu 2022-06-07 numarali etik kurulu belgesiyle, Deney Hayvanlar1 Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Deney hayvanlari; 12 saatlik aydinlik/karanlik
dongiisiinde, sabit sicaklik (22 + 2°C), nem orant %50 + 5 ortaminda ad-libitum olarak
beslenen, 20-24 haftalik, 250-450 gr agirligindaki Sprague Dawley cinsi disi si¢anlardir.
Her biri 8 hayvandan olusan 6 grup, toplamda 48 si¢an olacak sekilde randomize deney
tasarimi gergeklestirildi. Anestezi Oncesi hayvanlarin tartimi saglandi ve anestezi
(Ketamin 90 mg/kg, Ksilazin 10 mg/kg intraperitoneal enjeksiyon) sonrasinda her
sicanin sirt bolgesi tiras makinesi ile tiraglandi. Yanik modeli olusturulmadan 6nce her
bir hayvana dehidratasyonu engellemek icin 2 ml intraperitonal serum fizyolojik
enjeksiyonu yapildi. Povidon iyot ile antisepsi sonrasi hayvanlarin sirtlarinda isaretlenen
bolgelere 2 cm * 2 cm Olgiilerinde demir miihiir ile yanik yara modeli olusturuldu.
Uciincii derece tam kat yanik olusturmak amaciyla demir miihiir 40 saniye acik atese
maruz birakilip, 20 saniye siiresince hayvanin sirtina uygulandi. Kizilotesi termometre
ile kontrolii saglanan demir miihriin sicakligi her uygulamada 150°C’ye sabitlendi.
Yanik modeli olusturulmak i¢in kullanilan 2 * 2 ¢cm boyutlarindaki demir miihiir Sekil

2.3 te gosterilmektedir.

Sekil 2.3. Yanik modeli olusturmak i¢in kullanilan demir miihiir (Aydin, 2023).
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Akut etkilerin incelendigi 24 hayvan 3 giin siireyle, kronik etkilerin incelendigi 24
hayvan 21 giin siireyle tedavi edildi. Yanik yaralarinda olusan kabuklar ¢alismanin 18.
gliniinde temizlendi. Tedavi gruplar1 asagida belirtildigi sekildedir:

1. Pozitif Kontrol Grubu: Gruptaki deneklere yanik yara modeli uygulandiktan sonra
giinde bir kez %1°lik glimiis stilfadiazin igeren Silverdin krem topikal olarak uygulandi.
2. Negatif Kontrol (Sham) Grubu: Gruptaki deneklere yanik yara modeli
olusturulmus olup herhangi bir tedavi uygulanmadi. Deneyin girisimsel etkileri
incelendi.

3. Tasiyic1 Grubu: Yanik yara modeli olusturulmus olan hayvanlarda pelin otu ekstresi
icermeyen kitosan temelli hidrojel giinde bir kez topikal olarak uygulandi.

4. Diisiik Doz Pelin Otu Grubu: Deney modeli olusturulmus hayvanlarda kitosan
temelli hidrojel igerisinde %?2’lik pelin otu ekstresi giinde bir kez topikal olarak
uygulandi.

5. Orta Doz Pelin Otu Grubu: Yanik yara modeli olusturulmus hayvanlarda kitosan
temelli hidrojel igerisinde %35’°lik pelin otu ekstresi giinde bir kez topikal olarak
uygulandi.

6. Yiiksek Doz Pelin Otu Grubu: Deney modeli olusturulmus siganlarda kitosan
temelli hidrojel icerisinde %10’luk pelin otu ekstresi giinde bir kez topikal olarak
uygulandi.

Sekil 2.4. Siganlarda a) yanik modelinin olusturulmasi b) yara ortiisiiniin uygulanmasi

(Aydin, 2023).
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2.8. HISTOPATOLOJIK iNCELEME

Yanik modeli olusturduktan sonraki 3. giin akut etkilerin incelendigi 24 hayvan ketamin
anestezisi altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Kronik etkilerin incelendigi
kalan 24 hayvan ise deneyin 21. giinliinde ayn1 kosullar altinda sakrifiye edilerek deney
sonlandirildi. Hayvanlarin islem yapilan yanik alanlarindan yara yatagi géz Oniinde
bulundurularak tam kat halinde doku 6rnekleri ¢ikarildi. Elde edilen doku drnekleri esit
iki pargaya ayrild1 ve sitokinlerin belirlenmesinde kullanilacak olan parcalar -80°C
buzdolabina kaldirildi. Histopatolojik incelemelerin yapilacagi doku pargalar1 ise
%10’1luk formaldehit soliisyonunda en az 48 saat bekletildikten sonra rutin parafin takibi
yapildi. Parafin bloklara gomiilen doku Orneklerinden enine ve boyuna 5 mikronluk
kesitler alinarak hematoksilen-eozin ile boyandi. Elde edilen kesitler Diizce Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda uzman patolog tarafindan randomize ve
kor sekilde 11k mikroskobuyla incelendi. Graniilasyon dokusu, dev hiicre, kolajen artisi,
deri eklerinde kayip, epidermal kayip ve kolajen liflerinde bozulma var-yok seklinde
degerlendirildi. Akut inflamasyon, kronik inflamasyon, fibrozis, epidermal
rejenerasyon, eozinofil sayis1 parametreleri ise 0, 1, 2, 3 seklinde skorland1. (0: Yok, 1:

Diistik, 2: Orta, 3: Yiiksek)

2.9. IMMUNOMODULATOR SITOKINLERIN ANALIZi

Proinflamatuar sitokinlerden interlokin 1 alfa (IL-1a), interlokin 6 (IL-6), timér nekroz
faktor alfa (TNF-0) ile antiinflamatuar sitokinlerden interlokin 10 (IL-10) ELISA testi
yardimiyla belirlendi. Calismada her bir sitokinin belirlenmesinde sandvi¢ ELISA
prensibiyle c¢alisan kitler (ELK Biotechnology, China) kullanildi. Calismaya
baglamadan oOnce -80°C buzdolabinda saklanan doku o&rnekleri oda sicakligina
getirilerek 1 ml 1X PBS ¢ozeltisi icerisinde homojenizator ile 2 dakika siireyle
parcalandi. Santrifiijlenen homojenatlardan elde edilen supernatantlar analiz i¢in ayrildi.
ELISA testi prosediirii kit igerisinde bulunan kullanim kilavuzu yardimiyla

gergeklestirildi. Bu amagla:

1. Sitokinlere ait standartlar seri dilliisyon ile 6 konsantrasyon noktasi olacak
sekilde ayarlandi. IL-1a, IL-6 ve TNF-a i¢in 1000, 500, 250, 125, 62,5, 32,2
pg/ml; IL-10 i¢in 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,63 pg/ml seklinde hazirlandi.

2. Hazirlanan standartlar ve analiz edilecek numuneler her kuyucuga 100 pl
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eklendi, iizeri kapatilarak 37°C’de 45 dakika inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonras1 dikkatlice bosaltilan kuyucuklar 25 kat seyreltilmis yrkama
soliisyonuyla her seferinde 200 pl olacak sekilde ti¢ kez yikandi.

4. Yikama sonrast her kuyucuga 100 kat seyreltilmis Biotinylated-Antibody
soliisyonu 100 ul eklendi, tizeri kapatilarak 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon bitiminde yikama basamagmin tekrarlanmasinin ardindan her
kuyucuga 100 kat seyreltilmis Streptavidin-HRP soliisyonu 100 pl eklendi, tizeri
kapatilarak 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

6. Yikama agamasi aynm sekilde tekrarlandiktan sonra karanlikta her kuyucuga 90
ul TMB substrat soliisyonu eklendi, iizeri kapatilarak 37°C’de 20 dakika inkiibe
edildi.

7. Son asama olarak inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu

eklenerek maviden sartya renk degisimi gozlendi.

8. 450 nm’de 3 tekrarl 6l¢tim alinarak sonuglar kaydedildi.

Sekil 2.5. ELISA’da a) TMB soliisyonu b) stop soliisyonu eklendigindeki renk degisimi
(Aydin, 2023).

2.10. iISTATISTIKSEL ANALIiZ

Doku IL-1a, IL-6, IL-10, TNF-o seviyelerinin normal dagilimi, zaman ve grup
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faktorlerinin  tiim kombinasyonlarina gore Shapiro-Wilk Testi ile incelendi.
Varyanslarin homojenligi Levene Testi ile degerlendirildi. Bagimli degiskenlerin,
zaman ve grup faktdrlerine gére degisimi Iki Faktorlii Varyans Analizi (Two-Way
ANOVA) ile incelendi. Faktorlerin ortak etkisi anlamli olmadiginda, bagimsiz
degiskenlerin bagimli degisken tizerindeki etkileri ayr1 ayr1 degerlendirildi. Ortak etki
anlamli oldugunda ise beraber olarak degerlendirildi. Coklu karsilastirmalarin
incelendigi Post-Hoc analizler i¢in Tukey Testi uygulandi, sonuglar ortalama ve standart
sapma olarak bildirildi. Verilerin analizi i¢in JASP 0.17 kullanildi, p<0,05 olan sonuglar
istatistiksel anlamli olarak kabul edildi. Histopatolojik verilerin analizi IBM SPSS
Statistics 26.0 istatistik paket programi kullanilarak gerceklestirildi. Deney gruplari
arasindaki histopatolojik skorlarin non-parametrik dagilim farkinin anlamliligir Fisher
Kesin Olasilik Testi (Fisher’s Exact Test), Monte Carlo Simiilasyonu ile analiz edildi.
Kategorik degiskenlerin analiz edildigi testte giiven araligi %99 alinarak 10.00 kez

tekrarlanan simiilasyonda; anlamlilik diizeyi tiim sonuglarda p<0,05 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. BULGULAR

3.1.1. Fenolik Bilesik Analizi Sonuclar:

LC/MS-MS ile toplamda 26 fenolik bilesik ekstre icerisinde kalitatif ve kantitatif olarak
analiz edilmistir. Analizi yapilan bilesiklerin kromatogram goriintiisii Sekil 3.1°de

gosterilmektedir.

M5 Chromatosram
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Sekil 3.1. Analizi yapilan fenolik bilesiklerin LC/MS-MS kromatogram goriintiisii.

Yukarida kromatogrami verilen bilesikler 1) asetohidroksamik asit, 2) katesin hidrat, 3)
vanilik asit, 4) sirinjik asit, 5) timokinon, 6) resveratrol, 7) fumarik asit, 8) gallik asit, 9)
kafeik asit, 10) 4-hidroksisinnamik asit, 11) hidroksibenzoik asit, 12) protokatesik asit,
13) salisilik asit, 14) oleuropein, 15) floridzin dihidrat, 16) 2-hidroksi-1,4-naftakinon,
17) mirisetin, 18) elajik asit, 19) kuersetin, 20) biitein, 21) naringenin, 22) silimarin, 23)
luteolin, 24) kemferol, 25) alizarin, 26) kurkumin seklindedir.

Analizi yapilan toplamda 26 bilesikten 15 tanesi belirlenmis olup; kalan 11 bilesik
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ekstre icerisinde tespit edilememistir. Tespit edilemeyen fenolik bilesikler katesin
hidrat, vanilik asit, hidroksibenzoik asit, protokatesik asit, salisilik asit, floridzin hidrat,
2-hidroksi-1,4-naftakinon, naringenin, silimarin, kemferol, alizarin seklindedir. Tespit
edilen fenolik bilesiklerden en yiiksek miktarda olan fumarik asit, en diisiik olan ise
kurkumin olarak belirlenmistir. Saptanan bilesiklerin adi, tutulma zamanlar1 ve

miktarlar1 Cizelge 3.1°de ve kimyasal yapilar1 Cizelge 3.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1. Tespit edilen bilesiklerin ad1, tutulma zamani ve miktari.

Bilesik Tutulma zamam (dk) Miktar (ng/L)
Asetohidroksamik asit 0,406 315,55
Sirinjik asit 3,001 500,69
Timokinon 3,337 762,06
Resveratrol 3,366 717,06
Fumarik asit 0,809 3593,71
Gallik asit 1,278 421,76
Kafeik asit 2,836 120,71
4-Hidroksisinnamik asit 3,489 37,31
Oleuropein 3,567 79,82
Mirisetin 3,644 35,04
Elajik asit 3,681 130,1
Kuersetin 3,891 268,79
Biitein 3,935 196,97
Luteolin 4,069 57,07
Kurkumin 4,672 15,09

Cizelge 3.2. Tespit edilen bilesiklerin kimyasal yapilart (Pubchem).
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Cizelge 3.2. (Devam) Tespit edilen bilesiklerin kimyasal yapilart (Pubchem).
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Biitein Luteolin Kurkumin

3.1.2. Antioksidan Aktivite Sonuclari

DPPH yardimiyla sulu etanolik pelin otu ekstresinin farkli konsantrasyonlarinda toplam
antioksidan aktivitesi yiizde olarak hesaplanmistir. Koyu mor renkte olan 0,1 mM
DPPH c¢o6zeltisinin antioksidan varliginda sari-soluk yesil renge doniistiigli gézlenmistir.
517 nm’de kore kars1 alinan absorbans degerleri yardimiyla yiizde seklinde hesaplanan
antioksidan aktivite sonuglar1 standart sapma degerleriyle birlikte Cizelge 3.3.°te

gosterilmektedir.
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Cizelge 3.3. Antioksidan aktivite sonuglari

Konsantrasyon (mg/ml) Antioksidan Aktivite (%)

100 (%10, yiiksek doz) 91,1+ 0,054
50 (%5, orta doz) 89,6 £ 0,012
20 (%2, diisiik doz) 84,1+ 0,02

0,1 mM DPPH ¢ozeltisi i¢in en yiiksek antioksidan aktivite %91,1 + 0,054 oranda 100
mg/ml pelin otu igeren yiiksek doz ekstrede saptanmistir. 50 mg/ml pelin otu igeren orta
doz ekstre %89,6 + 0,012 oranda antioksidan aktiviteye sahipken, diisiik doz olan 20

mg/ml pelin otu i¢eren ekstre %84,1 + 0,02 antioksidan aktiviteye sahiptir.

3.1.3. Antimikrobiyal Aktivite Testi Sonuclari

Farkli dozlarda etanolik pelin otu ekstresi igeren ve herhangi bir tedavi edici ajan
icermeyen kitosan hidrojellerin antimikrobiyal aktiviteleri disk diflizyon yontemi
yardimiyla tespit edilmistir. Staphyloccoccus aureus (ATCC 29213) susu igin
vankomisin (30 ug), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) i¢in meropenem (10 pg)
antibiyotik diskleri referans olarak tercih edilmistir. Test edilen dort hidrojelde de
herhangi bir antimikrobiyal aktivite gdzlenmemistir. Disk difiizyon yOntemiyle

antimikrobiyal aktivitesi incelenen hidrojeller Sekil 3.2°te gosterilmektedir.

Sekil 3.2. a) S. aureus b) P. aeruginosa antimikrobiyal aktivite sonuglar1 (Aydin, 2023).

45



3.1.4. Histopatolojik Inceleme Sonuclar

Akut ve kronik donem sonuglarini incelemek amaciyla deney baslangicindan sonraki 3.
ve 21. giinde si¢anlardan elde edilen doku 6rnekleri %10’luk formaldehit ¢6zeltisinde
en az 48 saat siireyle bekletilmistir. Parafin bloklara gomiildiikten sonra dokulardan
alinan 5 mikronluk kesitler hematoksilen-eozin ile boyanarak 11k mikroskobuyla semi-
kantitatif incelenmistir. Incelenen doku &rneklerinde graniilasyon, dev hiicre, kolajen
artis1, deri eklerinde kayip, epidermal kayip ve kolajen liflerinde bozulma var-yok
seklinde degerlendirilmistir. Akut inflamasyon, kronik inflamasyon, fibrozis, epidermal
rejenerasyon, eozinofil sayisi parametreleri ise 0, 1, 2, 3 seklinde skorlanmastir.

(0: Yok, 1: Diistik, 2: Orta, 3: Yiiksek)

¢ Y

Epidermis

Stratum corneum

Sekil 3.3. Yanik modeli uygulanmamis normal si¢an derisi (4X) (Aydin, 2023).

Yanik modeli uygulanmamis normal si¢an derisinde epidermis tabakasi ve en dig kismi
olan stratum corneum, dermis tabakasi ve hipodermis, yag ve kas doku goriilmektedir.
Deri eklerinden olan kil folikiillerinin kayip olmadigi, soluk pembeye boyanan kolajen
liflerinin diizenli ve ipliksi yapida oldugu, damarsal yapilarin saglam oldugu

gozlenmektedir.
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Sekil 3.4. Diisiik doz tedavi grubu 3. giinde tam kat yanik 6rnegi (2X) (Aydin, 2023).

Tam kat yanigin belirgin bicimde goriildiigii 6rnek histopatolojik olarak incelendiginde
akut ve kronik inflamasyon gozlenmezken; iyilesme parametrelerinden olan fibrozis ve
graniilasyon dokusu heniiz olusmamistir. Epidermal rejenerasyonunun olmadigi, killar,
yag ve ter bezlerini temsil eden deri eklerinin tamaminda ve epidermiste biiyiik oranda
kayip oldugu goriilmektedir. Kan damarlarinin hasarlandigi ve kas dokunun 6nemli
diizeyde riiptiire oldugu gozlenmektedir. Kolajen artigi olmamakla birlikte; yaniga bagl

olarak dermiste kolajen liflerinde belirgin bozulma vardir.
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Sekil 3.5. Negatif kontrol grubu 3. giinde kolajen liflerinde bozulma (4X)
(Aydin, 2023).

Negatif kontrol grubundan 3. giinde alinan Ornekte hafif siddette akut ve kronik
inflamasyon goriiliirken, iyilesme belirtilerinden fibrozis ve graniilasyon dokusu
olusumu gozlenmemektedir. Deri eki ve epidermal kayip bulunmakta ancak hafif
siddette epidermal rejenerasyonun basladigi da gozlenmektedir. Kolajen artis1 yoktur ve
kolajen liflerinde (ok) belirgin diizeyde bozulma mevcuttur. Kolajen lifleri ipliksi ve

diizenli yap1 seklinde degil, yaniga bagli olarak parcalanmis ve diizensiz sekildedir.
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Histopatolojik olarak incelenen Ornekte akut inflamasyon yokken, artmis lenfosit
sayisina bagl olarak hafif siddette kronik inflamasyon vardir. Ornekte makrofaj kokenli
yabanci cisim dev hiicresi (ok) goriilmektedir. Kronik inflamasyonla karakterize olan ve
yabanci cisimlere kars1 fagositoz saglayan dev hiicreler toplamda incelenen 48 6rnegin
yalnizca ii¢ tanesinde saptanmustir. Saptanan iki dev hiicre pozitif kontrol grubuna, diger

dev hiicre ise yliksek doz tedavi grubuna ait doku drneklerindedir.
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Sekil 3.7. Negatif kontrol grubunda 3. giinde notrofil goriintiisii (40X) (Aydin, 2023).

Incelenen 6rnekte akut inflamasyonla karakterize olan nétrofillerin (ok) belirgin artisi
mevcuttur. Bunun yani sira hafif siddette kronik inflamasyon da goériilmektedir. Ayrica
kolajen liflerinin belirgin diizeyde bozuldugu, diizensizlestigi ve bazi bolgelerde

parcalanmaya bagli kayboldugu gézlenmektedir.
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Sekil 3.8. Orta doz tedavi grubunda 21. giinde artmis akut inflamasyon goriintiisii (2X)
(Aydin, 2023).

Histopatolojik olarak incelenen 6rnekte artmis nétrofil ve 16kosit sayisina bagli olarak
orta siddette akut ve kronik inflamasyon bulunmaktadir. Deneyin 18. giinilinde;
dokularin ¢ikarilmasi ve terminasyondan 3 giin dnce siganlarda olusan yara kabuklarinin
debridmaninin akut inflamasyonu artirdig1 diistiniilmektedir. Hafif siddette fibrozis
bulunan 6rnekte, graniilasyon dokusu gézlenmemektedir. Epidermal kayip ve deri ekleri

kaybi1 varken, kolajen artis1 yoktur.
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Sekil 3.9. Yiiksek doz tedavi grubunda 21. giinde tam iyilesme goriintiisii (2X)
(Aydin, 2023).

Incelenen 6rnekte akut ya da kronik herhangi bir inflamasyon gériilmemektedir. Tam
iyilesmenin gozlendigi ornekte fibrozis ve graniilasyon tamamlanmis olup, epidermal
rejenerasyon (ok) yiiksek siddette bulunmaktadir, epidermal kayip yoktur. Kolajen
liflerinde artis varken, liflerde bozulma yoktur. Cok sayida yeni kan damarinin da

olustugu goriilmektedir.
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(Aydin, 2023).

3.1.5. Immiinomodiilator Sitokinlerin Analiz Sonuclar

Proinflamatuar sitokinler IL-1a, IL-6, TNF-a ile antiinflamatuar sitokin I1L-10 sandvig
ELISA metodu yardimiyla doku 6rneklerinde pg/ml diizeyinde belirlendi. Doku IL-1a

miktarlarmin gruplardaki giine bagl ortalama miktarlar1 Cizelge 3.4’te gdsterilmistir.

Cizelge 3.4. Doku IL-1a seviyelerinin gruplardaki giine bagli ortalama miktarlart.

IL-10 (pg/ml) Grup Giin Ortalama Standart Sapma

Pozitif Kontrol 3. 520,058 117,03
21. 497,721 155,35

Diisiik Doz 3. 295,3 143,48
21. 531,125 168,06

Yiiksek Doz 3. 341,15 76,16
21. 376,975 79,09

Doku IL-1a seviyeleri incelendiginde tasiyici, diisiik ve yiiksek doz tedavi gruplarinda
artis goriliirken; pozitif ve negatif kontrol ile orta doz tedavi grubunda hafif diizeyde



azalma vardir. Doku IL-6 seviyelerinin gruplardaki giine bagli ortalama miktarlar

Cizelge 3.5’te gosterilmistir.

Cizelge 3.5. Doku IL-6 seviyelerinin gruplardaki giine bagl ortalama miktarlari.

IL-6 (pg/ml) Grup Giin Ortalama Standart Sapma
Tastyici 3. 375,25 234,95
21. 844,625 465,21
Pozitif Kontrol 3. 232,125 150,75
21. 632,75 411,42
Negatif Kontrol 3. 312,835 34,57
21. 487,25 240,44
Diisiik Doz 3. 305,25 152,33
21. 385,875 263,81
Orta Doz 3. 430,875 171,83
21. 577,75 256,2
Yiiksek Doz 3. 255,875 46,96
21. 277,75 81,21

Doku IL-6 diizeyleri tiim gruplarda zamanla farkli miktarlarda artis gostermistir. Doku
IL-10 seviyelerinin gruplardaki giine baghh ortalama miktarlar1 Cizelge 3.6’da

gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Doku IL-10 seviyelerinin gruplardaki giine bagli ortalama miktarlart.

IL-10 (pg/ml) Grup Giin Ortalama Standart Sapma
Tasiyici 3. 543,077 235,41
21. 589,747 241,15
Pozitif Kontrol 3. 358,497 102,94
21. 463,077 195,15
Negatif Kontrol 3. 388,313 131,76
21. 454,747 118,61
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Cizelge 3.6. (Devam) Doku IL-10 seviyelerinin gruplardaki giine bagli ortalama

miktarlar1.
Diisiik Doz 3. 273,083 33,6
21. 462,245 344,93
Orta Doz 3. 368,495 53,0
21. 385,58 131,78
Yiksek Doz 3. 476,83 106,83
21. 721,415 401,12

Doku IL-10 diizeyleri tiim gruplarda zamanla farkli miktarlarda artis géstermistir. Doku
TNF-a seviyelerinin gruplardaki giine bagli ortalama miktarlar1 Cizelge 3.7°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.7. Doku TNF-a seviyelerinin gruplardaki giine bagli ortalama miktarlari.

TNF-a (pg/ml) Grup Giin Ortalama Standart Sapma
Tastyici 3. 545,8 229,90
21. 684,95 42,09
Pozitif Kontrol 3. 503,275 130,90
21. 681,625 18,18
Negatif Kontrol 3. 507,608 156,50
21. 610,8 42,28
Diisiik Doz 3. 532,45 50,78
21. 384,15 112,87
Orta Doz 3. 547,45 142,49
21. 629,95 135,78
Yiiksek Doz 3. 412,475 270,22
21. 746,625 158,27

Doku TNF-a diizeyleri tastyict grubu, pozitif kontrol ve negatif kontrol gruplari, orta ve

yiiksek doz tedavi gruplarinda zamanla artarken; diisiik doz tedavi grubunda azalmaistir.
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3.1.6. Sonugclarn Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi
3.1.6.1. Histopatolojik Sonuclarin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Aragtirmada incelenen her bir histopatolojik parametrenin, deney gruplarindaki 3. ve 21.
giindeki skorlar1 Fisher Kesin Olasilik Testi, Monte Carlo Simiilasyonu kullanilarak
analiz edilmistir. Tim sonuclarda p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir. Teste gore

elde edilen anlamlilik diizeyleri Cizelge 3.12’de gdsterilmektedir.

Cizelge 3.8. Histopatolojik skorlarin deney gruplarindaki istatistiksel dagilima.

Parametre Giin  Anlamhhk
Akut Inflamasyon 3.giin 0,257
2lgin 0,184
Kronik Inflamasyon 3.giin 0,064
21.giin 0,276
Fibrozis 3.glin 0,131

21.giin 0,018*

Epidermal Rejenerasyon 3.giin 0,429
21.giin 0,269

Graniilasyon 21.glin 0,417
Dev Hiicre 21.giin 0,362
Deri Eklerinde Kayip 21.glin 1,000
Kolajen Artist 3.glin 0,626
21.glin 0,123

Epidermal Kayip 3.glin 1,000

21.gin 0,265

Kolajen Liflerinde Bozulma  3.giin 0,135
21.glin 0,097

Buna gore skorlanarak incelenen akut ve kronik inflamasyon, epidermal rejenerasyon,
graniilasyon, dev hiicre, deri eklerinde kayip, kolajen artisi, epidermal kayip, kolajen
liflerinde bozulma parametrelerinden 3. ve 21. giinde anlamli sonuglar elde
edilememistir. Fibrozis degerlendirmesinde ise 3. giindeki sonuglar anlamli degil iken;
21. giinden elde edilen sonuglar anlamli bulunmustur. Histopatolojik olarak incelenen
orneklerde 3.glinde graniilasyon ve dev hiicre gozlemlenmemis olup, deri eklerinde

kayip hepsinde vardir. Incelenen toplamda 48 dokunun higbirinde eozinofil yoktur.
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Sekil 3.11. Akut inflamasyon skorlamasinin deney gruplarindaki dagilimi.

Akut inflamasyon; graniilosit hiicreler (ndtrofil, makrofaj vb.) dikkate alinarak
histopatolojik olarak skorlanmstir. Incelemede pozitif kontrol grubunda 3. giinde akut
inflamasyon gozlenmezken, 21.giinde deneklerin %50’sinde diisiik siddette akut
inflamasyon gelistigi gozlemlenmistir. Negatif kontrol grubunda 3.giinde deneklerin
%75’inde diisiik siddette akut inflamasyon gozlemlenirken, 21. giinde higcbirinde akut
inflamasyon goézlemlenmemistir. Tasiyict grubunda 3.giinde herhangi bir akut
inflamasyon sonucu yokken, 21. giinde deneklerin %350’sinde orta siddette akut
inflamasyon saptanmistir. Diisiik doz tedavi grubunda 3. giinde deneklerin %25¢inde
diisiik siddette akut inflamasyon saptanirken, 21. giinde %?25’inde orta siddette akut
inflamasyon saptanmamistir. Orta doz tedavi grubunda 3. giinde deneklerin yarisinda
diisiik siddette akut inflamasyon gézlemlenirken, 21. glinde %75’inde orta siddette akut
inflamasyon gozlemlenmistir. Yiiksek doz tedavi grubunda 3. giinde deneklerin
%?25’inde diisiik siddette akut inflamasyon saptanirken, 21. glinde %?25’inde orta ve

%?25’inde diisiik siddette akut inflamasyon saptanmuistir.
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Sekil 3.12. Kronik inflamasyon skorlamasinin deney gruplarindaki dagilimu.

Kronik inflamasyon; lenfosit hiicreler dikkate alinarak histopatolojik olarak
skorlanmistir. Incelemede pozitif kontrol grubunda 3. giinde deneklerin %50’sinde
diisiik siddette kronik inflamasyon saptanirken, 21.giinde %50’sinde diisiik siddette,
%25’inde 1se orta siddette kronik inflamasyon saptanmistir. Negatif kontrol grubunda 3.
giinde deneklerin %75’inde diislik siddette kronik inflamasyon goézlemlenirken, 21.
ginde deneklerde herhangi bir kronik inflamasyon gdzlemlenmemistir. Tastyici
grubunda 3. giinde deneklerde kronik inflamasyon yokken, 21. giinde %50’sinde orta
siddette, %?25’inde diisiik siddette kronik inflamasyon gelismistir. Diisiik doz tedavi
grubunda 3.glinde deneklerin %50’sinde diisiikk siddette kronik inflamasyon
gozlenirken, 21. glinde %?25’inde diisiik, %25’inde orta siddette kronik inflamasyon
gbzlenmistir. Orta doz tedavi grubunda 3. giinde deneklerin %50’sinde diisiik siddette
kronik inflamasyon goriiliirken, 21. glinde %75’inde orta siddette kronik inflamasyon
goriilmiistiir. Yiiksek doz tedavi grubunda 3. giinde deneklerin %75’inde orta siddette
kronik inflamasyon bulunurken, 21. giinde %50’sinde diisiik siddette kronik

inflamasyon bulunmustur.
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Sekil 3.13. Fibrozis skorlamasinin deney gruplarindaki dagilimu.

Fibrozis (nedbelesme); bag dokusu birikimi dikkate alinarak histopatolojik olarak
skorlanmistir. Incelemede pozitif kontrol grubunda 3. ve 21. giinde deneklerin
higbirinde fibrozis gozlemlenmemistir. Negatif kontrol grubunda 3. giinde fibrozis
goriilmezken, 21. giinde deneklerin %25’inde disik siddette fibrozis gorilmiistiir.
Tastyic1 grubunda 3. giinde deneklerin %50’sinde orta siddette fibrozis saptanirken, 21.
giinde deneklerin herhangi birinde fibrozis saptanmamustir. Diisiik doz tedavi grubunda
3. glinde deneklerin hi¢birinde fibrozis bulunmazken, 21. giinde %?25’inde orta siddette,
%25’inde dustk siddette fibrozis bulunmustur. Orta doz tedavi grubunda 3.gilinde
deneklerde fibrozis yokken, 21. giinde deneklerin tamaminda diisiik siddette fibrozis
vardir. Yiksek doz tedavi grubunda 3. gilinde deneklerde fibrozis gelismezken, 21.

giinde deneklerin %25’inde hafif siddette fibrozis gelismistir.

59



31 Grup ® o o o o
@ Pozitif Kontrol
Negatif Kontrol
® Taslyicl

= .
;, @ Dlsik Doz
2 5] @ Orta Doz
e ® Yuksek Doz
<
(]
c
(]
)
o
©
E 1A 000 000 00 000000 o0 o o
b
o
w

0 A [ ] o 00 L o o 00000000

3. GUn 21. Gun
Gln

Sekil 3.14. Epidermal rejenerasyon skorlamasinin deney gruplarindaki dagilima.

Epidermal rejenerasyon; epidermisin yeniden olusumu dikkate alinarak histopatolojik
olarak skorlanmistir. Incelemede pozitif kontrol grubunda 3. giinde deneklerin
%75’inde diisiik siddette rejenerasyon goriiliirken, 21. gilinde %50’sinde diistik,
%25’inde yiiksek siddette epidermal rejenerasyon goriilmiistiir. Negatif kontrol
grubunda 3. giinde deneklerin %25’inde diisiik siddette epidermal rejenerasyon
gozlemlenirken, 21. giinde deneklerin tamaminda yiiksek siddette epidermal
rejenerasyon gozlemlenmistir. Tasiyict grubunda 3. giinde deneklerin %75’inde diisiik
siddette epidermal rejenerasyon gelisirken, 21. giinde %?25’inde diisiik siddette,
%350’sinde yliksek siddette epidermal rejenerasyon gelismistir. Diisiik doz tedavi
grubunda 3. giinde deneklerin %50’sinde diisiik siddette epidermal rejenerasyon
bulunurken, 21. giinde %25’inde yiiksek siddette epidermal rejenerasyon bulunmustur.
Orta doz tedavi grubunda 3.glinde deneklerin %50’sinde diisiik, %25’inde orta siddette
epidermal rejenerasyon varken, 21. gilinde %25’inde yiiksek siddette epidermal
rejenerasyon vardir. Yiiksek doz tedavi grubunda 3. giinde deneklerin tamaminda disiik
siddette epidermal rejenerasyon saptanirken, 21. giinde %?25’inde diisiik siddette,

%25’inde yiiksek siddette epidermal rejenerasyon saptanmistir.
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Sekil 3.15. Graniilasyon skorlamasinin deney gruplarindaki dagilimu.

Graniilasyon; endotel hiicrelerin proliferasyonu dikkate alinarak histopatolojik olarak
skorlanmistir. Incelemede 3. giinde deney gruplarimin higbirinde graniilasyon
saptanmamustir. Pozitif kontrol grubunda 21. giinde deneklerin tamaminda grantilasyon
goriilmustiir. Negatif kontrol grubunda 21. giinde deneklerin %75’inde graniilasyon
olugsmazken, %?25’inde graniilasyon olusmustur. Tasiyici, diisilk ve orta doz tedavi
gruplarinda 21. gilinde deneklerin %50’sinde graniilasyon bulunurken, %50’sinde
graniilasyon bulunmamaktadir. Yiiksek doz tedavi grubunda 21. gilinde deneklerin

%75’inde graniilasyon gézlenmezken, %25’inde graniilasyon gozlenmektedir.
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Sekil 3.16. Dev hiicre skorlamasinin deney gruplarindaki dagilima.

Dev hiicrelerin histopatolojik olarak skorlandig1 incelemede 3. giinde deney gruplarinin
hi¢birinde dev hiicre goriilmemistir. Pozitif kontrol grubunda 21. gilinde deneklerin
%350’sinde dev hiicre gdzlemlenirken, %50’sinde dev hiicre gézlemlenmemistir. Negatif

kontrol, tasiyici, diisiik ve orta doz tedavi gruplarinin higbirinde 21. giinde dev hiicre

61



saptanmamustir. Yiiksek doz tedavi grubunda 21. giinde deneklerin %25’inde dev hiicre

bulunmaktadir.
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Sekil 3.17. Deri eki kaybi skorlamasinin deney gruplarindaki dagilimi.

Deri eki kaybi; kil kokii, ter ve yag bezleri dikkate alinarak histopatolojik olarak
skorlanmistir. Incelemede 3. giinde deney gruplarmin hepsinde deri eki kaybi
gozlenmistir. Pozitif kontrol, tastyici, diisiik, orta ve yiiksek tedavi gruplarmin tiimiinde
21. gilinde deri eki kayb1 goriilmiistiir. Negatif kontrol grubunda 21. giinde deneklerin
%75’inde deri eki kayb1 bulunmaktadir.
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Sekil 3.18. Epidermal kayip skorlamasinin deney gruplarindaki dagilimi.

Epidermal kayip; epidermis bitiinliigii dikkate alinarak histopatolojik olarak
skorlanmistir. Incelemede deneyin 3. giiniinde pozitif kontrol, negatif kontrol, diisiik,
orta ve yiiksek doz tedavi gruplarinin hepsinde epidermal kayip bulunmaktadir. Tasiyici

grubunun ise %75’inde epidermal kayip vardir. Deneyin 21. giiniinde diisiik, orta ve
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yikksek doz tedavi gruplariin %75’inde epidermal kayip bulunmaktadir. Tastyici
grubun %50’sinde, pozitif kontrol grubunun %?25’inde epidermal kayip gézlemlenirken,

negatif kontrol grubunda epidermal kayip yoktur.
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Sekil 3.19. Kolajen artis1 skorlamasinin deney gruplarindaki dagilima.

Kolajen artiginin histopatolojik olarak skorlandigi incelemede pozitif kontrol grubunda
3. glinde deneklerin %50’sinde kolajen artig1 varken, 21. giinde %25’inde kolajen artisi
vardir. Negatif kontrol grubunda 3. giinde deneklerin %?25’inde kolajen artis1
goriiliirken, 21. glinde %50’sinde kolajen artis1 goriilmektedir. Tasiyici1 grubunda 3.
giinde deneklerin %25’inde kolajen artigi bulunurken, 21. giinde deneklerin higbirinde
kolajen artis1 bulunmamaktadir. Diislik doz tedavi grubunda deneklerin higbirinde 3. ve
21. glinde kolajen artis1 yoktur. Orta doz tedavi grubunda 3.glinde deneklerin %50’sinde
kolajen artis1 saptanirken, 21. giinde %75’inde kolajen artis1 saptanmustir. Yiiksek doz
tedavi grubunda 3. giinde deneklerin higbirinde kolajen artig1 gézlenmezken, 21. giinde

%75’inde kolajen artig1 gézlenmistir.
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Sekil 3.20. Kolajen liflerinde bozulma skorlamasinin deney gruplarindaki dagilimi.

Kolajen liflerinde bozulma; liflerde azalma, pargalanma ve ipliksi yapinin kaybolmasi
dikkate alinarak histopatolojik olarak skorlanmistir. Incelemede pozitif kontrol
grubunda 3. giinde deneklerin %50’sinde kolajen liflerinde bozulma gdzlemlenirken,
21. giinde deneklerin hicbirinde kolajen liflerinde bozulma yoktur. Negatif kontrol,
tasiyict, diisiik, orta ve yiiksek doz tedavi gruplarinda 3. giinde deneklerin hepsinde
kolajen liflerinde bozulma vardir. Negatif kontrol grubunda 21. giinde deneklerin
hi¢birinde kolajen liflerinde bozulma yoktur. Tasiyici grubunda 21. giinde %25’inde
kolajen liflerinde bozulma goriilmektedir. Diisiik doz tedavi grubunda 21. giinde
deneklerin higbirinde kolajen liflerinde bozulma yoktur. Orta doz tedavi grubunda 21.
giinde deneklerin %50’sinde kolajen liflerinde bozulma saptanmaistir. Yiiksek doz tedavi

grubunda 21. glinde deneklerin %75’inde kolajen liflerinde bozulma bulunmaktadir.

3.1.6.2. Immiinomodiilatér Sitokinlerin Istatistiksel Degerlendirilmesi

Doku IL-1a, IL-6, IL-10 ve TNF-o degerleri pg/ml olarak hesaplanmis olup, normal
dagilimlar1  Shapiro-Wilk Testi, varyans homojenligi ise Levene Testi ile
degerlendirilmistir. Bagimli degiskenlerin, zaman ve gruba gore degisimi Iki Faktorlii
Varyans Analizi ile incelenmistir. Coklu karsilastirmalarin incelendigi analizlerde Post-
Hoc Tukey Testi uygulanmis olup sonuglar ortalama ve standart sapma seklinde ifade

edilmistir. Tiim sonuglarda p<0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.

Doku IL-1a seviyelerine iligkin iki yonlii varyans analizi sonuglari Cizelge 3.8°de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.9. Doku IL-1a seviyelerine iligkin iki yonlii varyans analizi sonuglari.

IL-lo dft F P Q2

Grup 5 2,751 0,033* 0,127
Giin 1 5,453 0,025* 0,065

Grup*Gin 5 2,565 0,044* 0,113

Grup ve giin bagimsiz degiskenlerinin doku IL-la seviyeleri iizerindeki etkileri
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Grup ve giin bagimsiz degiskenlerinin ortak

etkilesimi de istatistiksel olarak anlamlidir.
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Sekil 3.21. Gruplardaki doku IL-1a seviyelerinin zamana bagl degisimi.

Gruplardaki doku IL-1a seviyelerinin zamana bagli degisimi karsilastirildiginda tasiyict

(p=0,001) ve diisiik doz tedavi grubunun (p=0,026) 3. ve 21. giindeki degisimleri

1Serbestlik derecesi
2Etki biiyiikligii
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istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte;
pozitif kontrol, negatif kontrol ve orta doz tedavi grubundaki IL-1a seviyeleri zamanla
hafif azalma gosterirken, yiiksek doz tedavi grubunda hafif artis géstermistir. Doku I1L-6

seviyelerine iliskin iki yonlii varyans analizi sonuglar1 Cizelge 3.9°da gdsterilmistir.

Cizelge 3.10. Doku IL-6 seviyelerine iliskin iki yonlii varyans analizi sonuglari.

IL-6 df F P 02

Grup 5 1934 0,113 0,076
Giin 1 9,299 0,004* 0,135

Grup*Gin 5 1,072 0,392 0,006

Grup bagimsiz degiskeninin doku IL-6 seviyeleri tizerindeki etkisi istatistiksel olarak
anlamli degil iken; giin bagimsiz degiskeninin IL-6 seviyeleri iizerindeki etkisi
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Grup ve giin bagimsiz degiskenlerinin ortak

etkilesimi de istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 3.22. Gruplardaki doku IL-6 seviyelerinin zamana bagli degisimi.
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Giin degiskeni ¢oklu karsilagtirma agisindan incelendiginde uygulanan Post-Hoc analizi
Tukey Testi sonuglarina gore 3. giinde doku IL-6 seviyeleri 318,702 + 149,2 pg/ml
seklinde bulunmustur. 21. giinde doku IL-6 seviyeleri ise 534,313 + 332,92 pg/ml
olarak saptanmustir. Doku IL-10 seviyelerine iliskin iki yonlii varyans analizi sonuglari

Cizelge 3.10°da gosterilmistir.

Cizelge 3.11. Doku IL-10 seviyelerine iligkin iki yonlii varyans analizi sonuglari.

IL-10 df F p

Grup 5 1,894 0,120 0,086
Giin 1 3531 0,068 0,049

Grup*Gin 5 0,369 0,866 0,000

Grup ve giin bagimsiz degiskeninin doku IL-10 seviyeleri lizerindeki etkisi istatistiksel
olarak anlamli degildir. Grup ve gilin bagimsiz degiskenlerinin ortak etkilesimi de

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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Sekil 3.23. Gruplardaki doku IL-10 seviyelerinin zamana bagli degisimi.
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Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte; diisiik doz ve yiiksek doz tedavi
gruplarinda doku IL-10 seviyeleri orta siddette, diger gruplarda ise doku IL-10
seviyeleri hafif siddette artis gostermistir. Doku TNF-a seviyelerine iliskin iki yonli

varyans analizi sonuclar1 Cizelge 3.11°de gosterilmistir.

Cizelge 3.12. Doku TNF-a seviyelerine iliskin iki yonlii varyans analizi sonuglari.

TNF-a df F p

Grup 5 1,141 0,357 0,012
Giin 1 5541 0,024* 0,076

Grup*Gin 5 2,276 0,068 0,107

Grup bagimsiz degiskeninin doku TNF-a seviyeleri tizerindeki etkisi istatistiksel olarak
anlamli degil iken; giin bagimsiz degiskeninin TNF-a seviyeleri iizerindeki etkisi
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Grup ve giin bagimsiz degiskenlerinin ortak

etkilesimi de istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 3.24. Gruplardaki doku TNF-a seviyelerinin zamana bagl degisimi.
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Giin degiskeni ¢oklu karsilagtirma agisindan incelendiginde uygulanan Post-Hoc analizi
Tukey Testi sonuglarina gore 3. giinde doku TNF-a seviyeleri 606,35 + 145,36 pg/ml
seklinde bulunmustur. 21. giinde doku TNF-a seviyeleri ise 508,18 + 164,45 pg/ml

olarak saptanmustir.

3.2. TARTISMA

Yara kontraksiyonu ile sonuglanan yara iyilesmesi; inflamasyon, epitel dokunun
yenilenmesi, graniilasyon ve neovaskiilarizasyon gibi bir dizi onarim siirecini
kapsamaktadir. Yara onariminin ¢esitli basamaklarin1 hedefleyen bir¢ok yeni tedavi
metodu in vitro ve in vivo deney modelleri iizerinde uzun yillardir test edilmektedir.
Alkaloidler, esansiyel yaglar, flavonoidler, tanenler, terpenoidler, saponinler ve fenolik
bilesikler gibi cesitli kimyasal ailelere ait olan biyoaktif fitokimyasallar1 iceren
bitkilerin kullanim1 da bu metotlar arasindadir. Bahsi gecen fitokimyasallarin bu onarim
stireclerini ¢esitli mekanizmalar yoluyla etkiledikleri bilinmektedir. Antioksidan etkileri
sebebiyle oksidatif hasar1 azaltma, antimikrobiyal etki goOsterme, immiin sistemi

diizenleme ve doku onarimini hizlandirma bu mekanizmalar arasinda sayilmaktadir.

Fitokimyasal a¢idan oldukga zengin bir igerige sahip olan pelin otu (Artemisia
absinthium L.); seskiterpen laktonlar, esansiyel yaglar, flavanoidler, organik asitler ve
diger bircok ugucu ve ugucu olmayan bilesigi icermektedir. Tiriin farkli kimyasal
coziicliler ile cesitli ekstraksiyon teknikleri kullanilarak hazirlanan ekstrelerine ait
kromatografik analizler literatiirde mevcuttur. Moaca vd. (2019) etanolik pelin otu
ekstresini LC-MS ile analiz ettikleri ¢alismalarinda Klorojenik asit, kafeik asit, p-
kumarik asit, izokuersitrin, rutin, kuersitrin, luteolin ve apigenin tespit ettiklerini
soylemislerdir [46]. Lee vd. (2013) metanolik ekstresinin HPLC yardimiyla analizini
gerceklestirdikleri bir calismada flavanollerden mirisetin, kuersetin ve kemferol;
hidroksisinnamik asit tiirevlerinden kafeik asit, p-, 0-, m-kumarik asit ve ferulik asit;
hidroksibenzoik asit tiirevlerinden gallik asit, protokatesik asit, B-rezorsilik asit, vanilik
asit ve salisilik asit; diger fenolik bilesiklerden ise rutin, vanilin, hesperidin, resveratrol,
naringenin tespit edildigini bildirilmislerdir [173]. Koyuncu (2018) pelin otu sulu
metanol ekstresini LC-MS/MS yardimiyla 37 fitokimyasala kars1 arastirdig
calismasinda; kumarin, hesperidin, p-kumarik asit, kafeik asit, vanilik asit, salisilik asit,
kinik asit, ferulik asit, klorojenik asit, rosmarinik asit, protoktesik asit, sinnamik asit,

sinapinik asit, vanilin, malik asit, sirinjik asit, hesperetin, naringenin, rutin, kuersitrin,
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apigenin, izokuersitrin, rhoifolin tespit edildigini bildirmistir [70].

Calismamizda yara iyilesmesi lizerinde etkisi arastirilan %70’lik etanol igerisinde
maserasyon seklinde hazirlanan pelin otu ekstresi LC/MS-MS yardimiyla kantitatif
olarak fitokimyasal agidan arastirilmistir. Ekstre igerisinde arastirilan 26 fenolik
bilesikten 15 tanesi pg/L diizeyinde tespit edilmistir. Tespit edilen bilesikler kafeik asit
(120,71 pg/L), 4-hidroksisinnamik asit (37,31 pg/L), sirinjik asit (500,69 pg/L),
asetohidroksamik asit (315,55 pg/L), timokinon (762,06 ug/L), resveratrol (717,06
ug/L), kurkumin (15,09 pg/L), mirisetin (35,04 ng/L), gallik asit (421,76 npg/L),
kuersetin (268,79 ng/L), oleuropein (79,82 ng/L), biitein (196,97 ng/L), fumarik asit
(3593,71 pg/L), elajik asit (130,1 pg/L) ve luteolin (57,07 pg/L) seklindedir. Yukarida
verilen daha once yapilmis kromatografik analiz sonuclar ile kiyaslandiginda; kafeik
asit, sinnamik asit, sirinjik asit, mirisetin, gallik asit, kuersetin ve luteolin bilesiklerinin
ortak olarak bulundugu goriilmistiir. Calismalarda kullanilan ¢6ziicli, ekstraksiyon
teknikleri ve analizlerin gergeklestirildigi cihazlarin farkli olmasi sebebiyle tespit edilen

fitokimyasallarin kalitatif ve kantitatif olarak degisebilecegi diisiiniilmektedir.

Tiirtin igerdigi polifenoller sayesinde yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve
bunun sonucunda iyi bir serbest radikal siipiiriici oldugu birgok ¢alismada
gosterilmistir. Sahip oldugu bu yiiksek antioksidan aktivite ve serbest radikal siiplirme
yeteneginin yara iyilesme proseslerini hizlandirdigi 6ne siiriilmektedir [79]. Minda vd.
(2022) 1 mg/ml dozundaki sulu etanolik pelin otu ekstresinin 0,1 mM DPPH i¢in
yaklagik %87 oraninda antioksidan aktive gosterdigini bildirmislerdir [174]. Benzer bir
yontemle elde edilen ekstresinin arastirildigi bir baska ¢alismada ise; Moaca vd. (2019)
1 mM DPPH c¢ozeltisinin icerdigi Serbest radikallerin yarisinin siipiiriilmesi anlamina
gelen 1Cso degeri igin gerekli olan pelin otu miktarimi yaklagik 0,5 mg/ml olarak
hesaplamiglardir [46].

Calismamizda 0,1 mM DPPH ¢ozeltisine karsilik 100 mg/ml pelin otu igeren yiiksek
doz ekstre %91,1 + 0,054; 50 mg/ml pelin otu i¢eren orta doz ekstre %89,6 + 0,012; 20
mg/ml pelin otu igeren diisiik doz ekstre %84,1 + 0,02 antioksidan aktivite gostermistir.
Caligmalarda kullanilan pelin otu miktarlarinin farkli olmasi sebebiyle, ayn1 miktarda
DPPH i¢in farkli antioksidan aktivite degerlerinin bulundugu diisiiniilmektedir. Ayrica
antioksidan kapasitesinin sinirli olmasi sebebiyle, pelin otu miktart ve gosterdigi

antioksidan aktivite arasinda dogrusal bir orant1 olmadig1 sonucuna varilmigtir.
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Yara iyilesmesi calismalarinda siklikla tercih edilen kitosani; Ueno vd. (1999) pamuk
ile karigtirarak kullandiklar1 bir c¢alismada yara bolgesindeki polimorfoniikleer
hiicrelerin ~ aktivasyonu ve infiltrasyonu yoluyla iyilesmeyi hizlandirdigini
bildirilmislerdir [175]. Tek basmna yara iyilesmesinde etkili oldugu bilinen kitosana
Mizuno vd. (2003) temel fibroblast biiytime faktorlerini ekledikleri ¢alismalarinda
iyilesme oranini hizlandirdigini rapor etmislerdir [176]. Kitosan sahip oldugu amino ve
hidroksil gruplar1 sebebiyle kolayca reaksiyona girebilmekte ve kimyasal olarak
modifiye edilebilmektedir. Kitosan sahip oldugu fiziksel, kimyasal ve mekanik
ozellikler sayesinde diger polimerler ile ¢apraz baglanabilmekte ve islevsel yara

ortlilerine doniistirilebilmektedir [148].

Calismamizda kullanilan hidrojel yara Ortlisiinde endojen olarak sahip oldugu tiim
ozellikler g6z oniinde bulundurularak kitosan tercih edilmistir. Jelatin ile glutaraldehit
yardimiyla ¢apraz baglanarak kullanilan kitosan ile mekanik olarak dayanikli, kolay
kullaniml1, adezyon yetenegi yiiksek, hareketi kisitlamayan hidrojel bir yara ortiisii
tretilmistir. Sadece kitosan igeren hidrojel yara Ortiislinlin etkilerinin aragtirildig
tasiyict grubu histopatolojik olarak incelendiginde; kitosanin diisiik siddetlerde fibrozis
ve graniilasyona katki sagladigi sonucuna varilmistir. Calismamizda elde ettigimiz
sonuclar ve literatiirde yer alan diger arastirmalardan yola ¢ikarak kitosan temelli

hidrojellerin yara ortiisii olarak kullaniminin uygun oldugu diistiniilmektedir.

Pelin otu esansiyel yagiin giiclii antimikrobiyal ve antifungal etki gosterdigine dair
literatiirde farkli ¢aligmalar bulunmaktadir. Ancak g¢esitli ¢oziicii ve ekstraksiyon
metotlartyla hazirlanan ekstreleri i¢in farkli sonuglar s6z konusudur. Erel vd. (2010)
pelin otu metanolik Soxhlet ekstresinin disk difiizyon metoduyla antimikrobiyal
etkilerini aragtirmiglardir. Calismada ekstrenin Staphylococcus aureus (ATCC 6538/P)
tizerinde aktivite gostermedigi, ancak Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) susu
tizerinde antimikrobiyal aktivite (9 mm inhibisyon) gosterdigini bildirmislerdir [177].
Erdogrul (2002) etilasetat, metanol, aseton ve kloroform kullanarak Soxhlet yardimiyla
elde ettigi pelin otu ekstrelerinin Staphylococcus aureus (ATCC 25923) susu lizerinde
disk difiizyon metoduyla antimikrobiyal etkilerini arastirmistir. Calismanin sonuglarina
gore; metanol, aseton ve kloroform ekstrelerinde herhangi bir etki gézlemlenmezken,
etilasetat ekstresinde antimikrobiyal aktivite (14 mm inhibisyon) gézlemlendigini
bildirmistir [178]. Hrytsyk vd. (2020) fraksiyonel maserasyon yardimiyla %70’lik

etanol ile ekstrakte ettikleri pelin otunun disk diflizyon metoduyla antimikrobiyal
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etkilerini arastirmislardir. Calismada Staphylococcus aureus MS (9.37 + 0.85 mm
inhibisyon) ve Pseudomonas aeruginosa (5.33 £+ 0.54 mm inhibisyon) suslari iizerinde

antimikrobiyal aktivite gosterdigi sonucuna varmislardir [179].

Calismamizda %70’lik etanol ile basit maserasyon yardimiyla hazirlanan diisiik, orta ve
yiiksek doz pelin otu ekstresi igeren hidrojellerin Staphylococcus aureus (ATCC 29213)
ve Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) suslar1 lizerinde antimikrobiyal etki
gostermemistir. Bunun sebebinin ekstraksiyon yonteminin yani sira, test edilen doz
miktarlarmin farkli olmasindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica pelin otu
iceren eckstrelerin kitosan ve jelatin ile c¢apraz bagh hidrojel formundayken

antimikrobiyal aktivite tizerinde etkili olmama ihtimali diistinilmdstiir.

Proinflamatuar sitokinlerin biyokimyasal olarak artmasi ve azalmasi yoluyla Kritik
hiicresel cevaplara aracilik ettigi bilinmektedir. Fareler iizerinde bitkinin enteral
kullanim1 {izerine gergeklestirilen bir c¢alismada, Shahnazi vd. (2015) 100 pg/ml
dozundaki pelin otunun serum IL-10 seviyelerini anlamli yiikselttigini ve immiin cevabi
diizenledigini bulmuslardir [180]. Polikistik over modeli olusturulan Wistar siganlarda
Sadoughi vd. (2017), sulu pelin otu ekstresinin kronik artmis serum TNF-o ve IL-6
seviyelerini azalttig, buna karsilik serum antioksidan enzim diizeylerini artirarak
immiimodiilatér etkisini rapor etmislerdir [181]. Amat vd. (2010) karaciger hasari
olusturulmus farelerde sulu pelin otu ekstresinin artmis IL-1 ve TNF-a serum
diizeylerini anlamli azaltarak diizenledigini bildirmislerdir [65]. Sultan vd. (2020) pelin
otu metanolik Soxhlet ekstresinin Wistar siganlar tizerinde gerceklestirdikleri bir yara
iyilesmesi ¢alismasinda etkilerini aragtirmislardir. Calismada serum IL-6 ve TNF-a
seviyelerindeki degisiminin, yara iyilesmesi siirecine immiinomodiilator olarak katki

sagladig1 sonucuna varmiglardir [182].

Caligmamizda doku IL-1a, IL-6, IL-10 ve TNF-a seviyeleri ELISA yardimiyla pg/ml
diizeyinde tespit edilmistir. Daha once dokudan sitokin seviyelerinin belirlenmesine
yonelik bir ¢aligmanin literatiirde kaydi bulunamamistir. Doku IL-1a seviyeleri tasiyici
grubu ve diisiik doz tedavi grubunda 3. giinden 21. giine istatistiksel olarak anlamlr artis
gdstermistir. Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte yiiksek doz tedavi grubunda
da belirli diizeyde artig bulunmaktadir. Orta doz tedavi grubu, pozitif kontrol ve negatif
kontrol gruplarinda istatistiksel olarak anlamli olmasa da hafif diizeyde azalma
gosterdigi bulunmustur. Buna karsilik, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

olmamakla birlikte; doku IL-6 ve IL-10 seviyelerinin tiim deney gruplarinda zamanla

72



artis egiliminde oldugu gorilmistiir. Doku TNF-a seviyelerinin diisiik doz tedavi
grubunda zamanla azaldigi, geri kalan gruplarda istatistiksel olarak anlamli arttig:
belirlenmistir. Ayrica en yiiksek doku TNF-a seviyesi artisinin yiiksek doz tedavi
grubunda oldugu sonucuna varilmistir. Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde; pelin otu
sulu etanol ekstresinin doku sitokin seviyeleri iizerinde immiinomodiilator etki

gosterdigi ve yara iyilesmesi siirecine olumlu katki sagladigr diisiiniilmektedir.

Farkli geleneksel tip sistemlerinde cesitli sekillerde yara iyilesmesinde kullanilan pelin
otu iizerine yapilmis in vitro ve in vivo yara iyilesmesi arastirmalart bulunmaktadir.
Minda vd. (2022) sulu etanolik pelin otu maseratinin insan keratinosit hiicre hatti
(HaCaT) iizerinde gergeklestirilen yara modeli ¢alismasinda etkilerini incelemislerdir.
Calismanin sonuglarina gore pelin otunun %97’den fazla oranda keratinosit go¢iinii
stimiile ettigi ve yara kapanmasina biiyiik 6l¢iide katki sagladigi sonucuna varilmistir
[174]. Wistar siganlar iizerinde olusturulan eksizyonel yara modelinde esansiyel yaginin
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada; Benkhaled vd. (2020) %10 oranda pelin otu
esansiyel yagi ile tedavi alan grubun, negatif ve pozitif kontrol gruplarina gore daha iyi
oranda iyilesme sagladigini rapor etmislerdir [74]. Boudjelal vd. (2020) tarafindan
Wistar siganlar iizerinde gerceklestirilen bir baska eksizyonel yara ¢alismasinda; pelin
otunun %10’luk Soxhlet ekstresinin graniilasyon ve epitelizasyon olusumu iizerinde

giiclii etkileri oldugu, doku onarimini hizlandirdigi sonucuna varilmistir [73].

Mevcut ¢aligmamizda literatiirde ilk kez pelin otunun yanik yara modeli iizerindeki
etkileri arasgtirilmistir. Dogal iirlinlerin yara iyilesmesi caligmalarinda hangi dozlarda
kullanildig1 kapsamli bir bigimde arastirilarak, yiiksek (%10), orta (%5) ve diistik (%2)
doz pelin otu sulu etanol ekstresi ¢alismaya dahil edilmistir. Histopatolojik olarak
incelenen dokularda istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte; pelin otunun
graniilasyon dokusu olusumunu tesvik ettigini diisiinmekteyiz. Proliferatif fazda bag
doku ve ekstraseliiler matriks birikimi sonucu nedbelesmeyi anlatan fibrozis, 21. giinde
orta doz tedavi grubunun tamaminda, diisik ve yiiksek dozda ise farkli oran ve
siddetlerde vardir ve istatistiksel olarak anlamlidir. Ancak giimiis siilfadiazin kullanilan
pozitif kontrol grubunda her iki incelenen giinde de fibrozis olusmamigtir. Bu sonucun
sebebi olarak; konvansiyonel yanik tedavisinde tercih edilen giimis siilfadiazinin
keratinosit ve fibroblastlar tizerindeki sitotoksik etkileri [106] sebebiyle hiicre
yenilenmesini  geciktirdigi, pelin otunun ise nedbelesmeye katki sagladigi

diistiniilmektedir. Yara iyilesmesi siirecinde zamanla artis1 beklenen kolajen, orta doz ve
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yiiksek doz pelin otu grubunda pozitif kontrol grubuna oranla daha fazla oranda artis
gostermistir. Yara iyilesmesinin hiicresel olarak baslayabilmesi i¢in yaralanmay1
takiben inflamasyonun ilk ii¢ giinde maksimum seviyeye ulagsmasi gerekmektedir [103].
Incelenen doku orneklerinde 3. giin akut inflamasyon degerlendirildiginde; negatif
kontrol (sham), diisiik, orta ve yiiksek doz pelin otu gruplarinda gesitli seviyelerde
inflamasyon go6zlemlenirken; pozitif kontrol ve tasiyict gruplarinda yoktur. Bunun
sebebinin giimiis siilfadiazinin 16kopeni, noétropeni [105] gibi bagisiklik sistemini
baskilayici yan etkilerinin sonucu oldugu diistintilmistiir. Bu sebeple pozitif kontrol
olarak kullanilan giimiis siilfadiazinin iyilesmeye dogrudan katki saglamadigi, buna

karsilik olarak pelin otunun iyilesme siireglerini hizlandirdig1 sonucuna varilmaistir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Evrensel bir halk sagligi problemi olan yanik, her yil yiizbinlerce insani g¢esitli
boyutlarda etkilemektedir. Yaygmn olarak yanik tedavisinde tercih edilen glimiis
stilfadiazinin yan etkileri, yanik tedavisinin uzun siirmesi ve iizerine eklenen sekonder
enfeksiyonlar tam ve etkili iyilesmeyi geciktirebilmektedir. Iyilesmenin geciktigi bu
gibi durumlarda islevsel yara ortiileri biiyilik etki gostermektedir. Tibbi bitkiler ve bu
bitkilerin igerdigi biyoaktif molekiiller; inflamasyon, Yyeniden epitelizasyon,
graniilasyon dokusu olusumu, anjiyogenez, fibroplazi gibi kutan6z yara iyilesmesinin

cesitli mekanizmalarina etki ederek yara kontraksiyonuna yardimer olmaktadirlar.

Pelin otunun (Artemisia absinthium L.) yiizyillardir farkli kiiltiirler tarafindan halk
tibbinda yanik ve yara iyilesmesinde kullanildigi bilinmektedir. Pelin otunun tilkemizde
kendiliginden yetisme ve kontrollii ortamlarda kolay kiiltiire edilebilme gibi avantajlari
bulunmaktadir. Ayrica yara Ortiisii olarak kullanilabilen Kkitosan temelli hidrojeller
ulagilabilir maliyette ve kolay {retilebilmektedir. S6z konusu avantajlar ve
calismamizda elde ettigimiz verilerin 1s18inda; ilk kez tasarlanan pelin otu ekstresi
iceren kitosan temelli hidrojellerin yara Ortiisii olarak kullanilabilecegi ve iyilesme
siireclerini hizlandirabilecegi, Dogal ve Bitkisel Uriinler, Kozmetik Uriinler alanina

katk1 saglayacagi sonucuna varilmistir.

Calismamizda yanik yara modeli olusturulan ancak herhangi bir tedavi uygulanmayan
negatif kontrol (sham) grubundaki siganlarda da zamanla iyilesme oldugu ortaya
cikmistir. Mevcut calismamiz ve 6nceki yara iyilesmesi ¢alismalarimizdan edindigimiz
tecriibeyle; sicanlarin cilt bag dokusunun insanlara gore ¢ok daha saglam olmasi, sahip
olduklart subdermal panniculus carnosus kasinin yara kontraksiyonunu hizlandirmasi
ve bagisiklik sistemlerinin olusturulan hastalik modelinden kolay etkilenmemesinin bu
sonucu ortaya cikardigi diistiniilmektedir. Deneysel yara modeli gereklerinden olan ve
olusan yara kabuklarinin diizenli olarak temizlenmesi anlamina gelen debridman
isleminin, hayvanlarda kronik donemde akut inflamasyonun artisina sebep oldugu
sonucuna varilmistir. Belirtilen durumlarin, ¢alismamizin sonuglar1 {lizerinde etkili

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Calismadan elde ettigimiz tiim sonuglar gdz oniine alindiginda; pelin otunun fenolik
bilesikler agisindan oldukg¢a zengin oldugu ve yiiksek antioksidan kapasiteye sahip bir
tiir oldugu sonucuna varilmistir. Igerdigi biyoaktif bilesenler ve antioksidan kapasitesi
sayesinde doku hasarin1 takiben artan reaktif oksijen tiirlerinin asir1 salinimini
dengeledigini, oksidatif hasarin etkilerini azalttigini ve yara iyilesmesi siireglerini
hizlandirdigimi diisiinmekteyiz. Kitosan temelli hidrojel halinde yara ortiisti seklinde
uygulamasi yapilan pelin otunun, doku sitokin seviyeleri ol¢iimlerinden yola ¢ikilarak

immiinomodiilator etkiler gésterdigi bulunmustur.

Calismamizin  gelecek aragtirmalarda yara iyilesmesi slireclerine eslik eden
biyokimyasal ve metabolik yolaklarin ayrintili incelenmesine yol gdsterebilecegine
inanmaktayiz. Ozellikle karakteristik pelin otu molekiillerinden olan absintin,
anabsintin, artabsin, artemisinin gibi biyoaktif bilesiklerin yara iyilesmesi tizerine
etkilerinin ileriki c¢aligmalarda arastirilmasi gerektigini diisiinmekteyiz. Gelecekteki
aragtirmalarda kullanilan hayvan sayisinin artirilmasi tiirtin - gosterdigi  etkinin
netlesmesini saglayacaktir. Arastirmalar sonucunda istatistiksel olarak anlaml
sonuglarin bulunmasi1 halinde; ticari olarak itretimi ve klinik kullanimi g6z Oniine

alinarak, maliyet etkin 6nemli bir yara bakim tiriinii olacagi diisiiniilmektedir.
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