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ABSTRACT

The use of medicinal and aromatic plants for therapeutic purposes dates back to ancient times. In parallel with
technological developments, there has been a notable increase in interest in botanical-based medicinal products.
The products developed using advanced formulation techniques are safe, effective and rapid in the treatment of
wounds and abrasions. In this study, the cytotoxicity of borage oil was evaluated 77 vitro on human dermal fibroblast
cells. The effectiveness of a herbal formulation containing borage oil and energized oxygen molecules on second-
degree zn vivo burn modeling was determined. Acording to cytotoxicity test results showed that Borage oil did not
have a toxic effect on human dermal fibroblast cells. It was determined that the herbal formulation was significantly
more effective in second-degree burns than the control group. It is thought that the wound healing effect of the
herbal formulation occurs thanks to the antimicrobial, antifungal, antioxidant and cell proliferation-increasing
effects of Borage oil. The results obtained showed that the herbal formulation has the potential to be used in the
treatment of second-degree burns.
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Enerjilendirilmis Oksijen Tiirevi ve Hodan Yag1 Igeren Bitkisel Formiilasyonun Etkinliginin /n
Vitro ve In Vivo Caligmalar ile Degerlendirilmesi

oz

Tibbi ve aromatik bitkiler cok eski ¢aglardan bu yana tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Teknolojik gelismelere paralel
olarak bitkisel icerikli medikal Giriinlere olan ilgi giderek artmaktadur. Tleri formilasyon teknikleriyle gelistirilen bu
trtinler, yara ve yaniklarin tedavisinde gvenilir, hizli ve etkili bir sekilde kullandabilmektedir. Bu ¢alismada, hodan
yaginin sitotoksisitesi insan dermal fibroblast hiicreleri Gzerinde 77 vitro olarak degerlendirilmistir. Hodan yagi ve
enerjilendirilmis oksijen molekiild iceren bitkisel icerikli formulasyonun ikinci derece 7 vivo yamk modellemesi
tzerindeki etkinligi belitlenmistir. Sitotoksisite test sonuglart Hodan yaginin insan dermal fibroblast hiicreleri
tzerinde toksik bir etkisinin bulunmadigint gbstermistir. Bitkisel formiilasyonun ikinci derece yaniklarda kontrol
grubuna gére anlamh diizeyde etkili oldugu belirlenmistir. Bitkisel formtlasyonun yara iyilestirici etkinliginin Hodan
yaginin antimikrobiyal, antifungal, antioksidan ve hiicre proliferasyonunu artirict etkisi sayesinde gerceklestigi
distntlmektedir. Elde edilen sonuglar; bitkisel formiilasyonun ikinci derece yaniklarin tadavisinde kullanilabilme
potansiyeli oldugunu gostermistir.
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GIRIS

Organizmanin hayati islevlerini stirdirebilmesi icin
cesitli fonksiyonlarin yerine getirilmesi, deri araciligtyla
saglanir. Derinin butiinligi ve islevselligi, bir dizi
faktor tarafindan olumsuz etkilenebilir ve bu durum
yara olusumuna yol acabilir. Yaralarin iyilesmesi,
derinin islevinin yeniden kazanilmasi ve doku
butinliginin saglanmasi acisindan buytk bir 6neme
sahiptir. Yara iyilesme stirecinde bircok biyokimyasal
ve hiicresel mekanizma devreye girerken, hiicresel
yapilarin ve doku tabakalarinin yeniden olusumu
gerceklesir. Yaniklar, organizmanin belirli bélgelerinin
astri 1s1, elektrik, kimyasal maddeler ve radyasyon gibi
etkenlere maruz kalmast sonucunda meydana gelen cilt
yaralanmalaridir  (Ordin  ve Sitstinbtloglu  2017).
Yaniklar, derinliklerine gbre birinci, ikinci, t¢linct ve
dordiincti derece olmak tlizere dort ayrm kategoriye
ayrilir Markiewicz Gospodarek ve ark. 2022; Noor ve
ark. 2022). Birinci derece yaniklar, derinin en st
katmani olan epidermis tabakasinin  etkilendigi
yaralanmalardir ve bu tiir yaniklar genellikle kirmuzi,
kuru ve agrilt bir goérinim arz eder. Yaralanmadan
sonraki birka¢ glin icerisinde ise epitelyumda
kabuklasma gdézlemlenebilir. Bu tiir yaniklar, birkag
gin icinde iz birakmadan iyilesebilit (O'Brien ve
Billmire 2008). Genellikle sicak su dékiilmesi, alev veya
sicak bir nesneyle temas sonucu olusan ve derinin hem
dermis hem de epidermis tabakasini etkileyen yaniklar
ikinci derece yanik olarak siniflandirilir. Bu tiir yaniklar,
doku hasarinin daha fazla oldugu, agrili ve enfeksiyona
actk yaralardir (Hussain 2013). Derinin  tim
katmanlarinin zarar gérdigi yaniklar Gg¢linct derece
yaniklar olup, bu tiir yaniklarin kendiliginden iyilesme
yetenegi yoktur ve genellikle agrilidir. Uglincii derece
yaniklarda cerrahi tedavi uygulanmazsa skar gelisimi,
sepsis ve Sliim riski artar. Kas, tendon ve kemiklerin de
etkilendigi derin yaniklar ise dérdinci derece yanik
olarak adlandirilir ve mutlaka cerrahi miudahale
gerektirir (Patel ve ark. 2008; Suha ve Sanam 2022).
Yaralarin iyilesme stirecinde uygun ¢evresel kosullarin
saglanmasi buyilk 6nem tasir. Yara bakiminda en sik
kullanilan Grtinler arasinda kremler bulunur. Gugla
antimikrobiyal ~ 6zelliklere  sahip  enetjilendirilmis
oksijen molekilleri (HOM), krem formiilasyonlarinda
yer alabilir. Bu molekiiller kararsiz bilesiklerdir ve
belirli bir yarlanma sliresi sonunda enerjilerini
kaybederek tekrar nétr  oksijen  molekillerine
donusirler. Serbest radikal olmadiklari icin, triozon
molekilleri olarak bilinen ozondan farklidirlar. Glnes
sinlart veya 254 nm dalga boyundaki isinlar, oksijen
molekillerini enerjilendirilmis  oksijen tiirevlerine
dontstirebilir. Oksijen molekiilleri, bu enerji ile
birbirleri arasinda gecici baglar kurarak enetji
depolarlar. Profoks jeneratorl, az miktarda elektrik
enerjisi kullanarak havadan elde ettigi oksijenle EOM
uretebilir (Tecer ve Gundiz 2021). EOM’larin yag
icinde tutunma orani ylksek oldugu icin gesitli krem
formilasyonlarinda  baz  olarak  kullandabilirler
(Okumus ve ark. 2023).

T1bbi ve aromatik bitkiler arasinda 6nemli bir grup, yag
iceren bitkilerden olusur. Ozellikle saglik sektériinde,
bu bitkilerden elde edilen sabit yaglara olan ilgi
artmistir. Bu bitkilerden biri olan Borago officinalis L.
(Hodan), Boraginaceae ailesine aittir. 30-60 cm
boyunda, sert tlyli, actk mavi ¢iceklere sahip olan bu
yillik otsu bitkinin yapraklart sebze olarak kullanilir
(Baytop 1999). Boraginaceae ailesi diinya genelinde
100 cins ve yaklagik 2000 tiir ile temsil edilir ve tropikal,
subtropikal ve iliman bdlgelerde yaygin olarak bulunur.
Aile tyeleri genellikle yillik, iki yillik veya ¢ok yillik otsu
bitkiler olup, nadiren ¢ali veya aga¢c formunda
olabilirler. Yapraklari basit, alternan dizilisli ve
genellikle sert tlyld, nadiren tuystzdir (Evans 2002;
Tanker ve ark. 2007). Boraginaceae familyasina ait
bitkiler genellikle Akdeniz Bélgesi'nde yetisit ve
Tirkiye florasinda bu aileye ait 34 cins ve 315 tiir dogal
olarak bulunur (Davis 1978, 1988; Ozhatay 2011). Bu
bitkilerin tohumlari, 6zellikle y-linolenik asit agisindan
olduk¢a zengindir. y-linolenik asit, linoleik asidin
doymamus bir metaboliti olup, baglica doymamis yag
asitlerinden biridir (Sénmez ve ark., 2018). Icerigindeki
y-linolenik asit, multiple skleroz, diyabet, kalp
hastaliklari, artrit, egzama, immun bozukluklar, kanser
ve adet Oncesi agrilar gibi saglik sorunlart tzerinde
faydali etkiler gdsteren bir yag asididir (Gupta ve ark.
2010; Al-Khamees ve ark. 2011). Literatiir verilerine
gore, Hodan bitkisi, biyolojik aktiviteleri nedeniyle
saglik tzerinde iyilestirici etkiler gbsteren bir ajan
olarak kullanilmaktadir. Bazt arastirmalar, bu bitkinin
solunum, idrar yolu ve cilt hastaliklarinin yani sira kalp-
damar hastaliklar1  ve iltthapll durumlarda da
destekleyici tedavi olarak kullaniabilecegini ortaya
koymustur (Pieszak ve ark. 2012; Karimi ve ark. 2017).
Hodan yag1, hodan ¢igegi tohumunun soguk stkilmast
sonucu elde edilen bir yagdir. Protein, mineral ve
vitamin bakimindan zengin oldugu icin saglik alaninda
kullanlir.  Ozellikle cilt sagligina olan katkilariyla
bilinen hodan yagi, bu konuda olduk¢a basarilidir.
Yapilan arastirmalar, cildin elastikiyetini artiran kolajen
tretimini destekledigini gOstermistir. Ayni zamanda
cilde dolgunluk veren bu yag, cilt kirisikliklarini da
giderme konusunda oldukea etkilidir (Michalak ve ark.
2023).

Yantklarin  tedavisi  Uzerine  cesith  caligmalar
yapilmasina ve dUrlinler elde edilmesine ragmen
bunlarin maliyeti yiiksek olmast, yan etkilere sebebiyet
vermesi gibi kullanimlarint kisitlayan bircok etken
vardir. Bu nedenle bu drlnlere alternatif trtinler
gelistirilmesi oldukca 6nemlidir. Bu ¢alismada, tibbi
o6neme sahip Hodan yagr ve enerjilendirilmis oksijen
molekulleri iceren bitkisel formil ilk kez i vitro ve in
vivo calismalar ile degerlendirilmistir.
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MATERYAL ve METOT

EOM igeren Bitkisel Igerikli Formiilasyon
Hazirlanmasi

Profoks jeneratori kullanilarak EOM
(Enerjilendirilmis  Oksijen Molekiilleri) elde edildi
(Tecer ve Gundiz 2021; Okumus ve ark. 2023). Bu
jeneratér, saf oksijeni enerjilendirilmis  oksijen
molekillerine donistirme yetenegine sahiptir. Bu
déntsiim, 254 nm dalga boyunda yogun UV 1s1n1 yayan
elektron sintilatorleriyle gerceklestirilen reaktorlerde
saglanmaktadir.  Nano  delikler  iceren  bu
sintilatérlerden gegen elektronlar, 254 nm dalga
boyunda plazma sinimi  olusturur.  Kapasitor
yapisindaki bu reaktOrler, belitli bir rezonans
frekansinda bobinle indiiklenir ve LC rezonans devresi
sayesinde elektronlarin nano tiiplerden gecisine imkan
tanir. Reaktorler, AC 50.000 volt potansiyelinde
indiklenerek calisir. Bu sistemler, tetra oksijen
lretmenin yani sira, zeytinyagi gibi bitkisel yaglarla da
etkilesime girme potansiyeline sahiptir. Bu ¢alismada,
EOM molekillerinin tretimi i¢in zeytinyagt kullanildi.
Ayrica, yara iyilestirme 6zelligi kazandirmak amactyla
formiilasyona Hodan yagi eklendi ve en uygun
formulasyonun etkinligi ## wivo yanik modellemesiyle
degerlendirildi (Okumus ve ark. 2023).

Formiil 1: EOM + Hodan yag1 (1:1 v/v)

Formiil 2: EOM + Hodan yagi (2:1 v/v)

Formiil 3: EOM + Hodan yagt (3:1 v/v)

Formiil 4: EOM + Hodan yagi (4:1 v/v)

Formiil 5: EOM + Hodan yag1 (5:1 v/v)

In Vitro Sitotoksisite Testi (MTT)

Hodan yaginin HDFa hiicre hatt (ATCC, PCS-
201012) tzerindeki sitotoksik etkisi, MTT testi ile
degetlendirildi. Hiucreler, %10 (v/v) oraninda fetal
buzagt serumu (FBS), %1 (v/v) penisilin-streptomisin
ve %1 (v/v) (1 mM) glutamin iceren DMEM
(Dulbecco's  Modified Eagle Medium) besiyeri
kullanilarak, %5 CO; ortamda 37 °C'de inkiibe edildi.
MTT testi, 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilarak
yapildi. Her kuyucuga 2Xx10%4 hiicre eklenip 200 pL
besiyeti ile 37 °C'de inkiibe edildi. Hiicreler %70 veya
daha fazla konfluent hale geldikten sonra, 200 pL
Hodan yaginin iki kat halinde azalan konsantrasyonlari
eklenerek 24 saat daha 37 °C’de inkibe edildi.
Inkiibasyon sonrast her kuyucuga 20 uL. MTT ¢ézeltisi
(5 mg/mL, PBS icinde) ilave edilip ayni kosullarda
inkiibasyona birakiddi. Ardindan MTT  ¢6zeltisi
uzaklastirilip, her kuyucuga 200 p. DMSO eklenerek 5
dakika inkiibasyona devam edildi. Absorbans, ELISA
plaka okuyucusunda 570 nm dalga boyunda 6lcildi.
Kontrol grubundaki htcrelerin canlilik orant %100
kabul edilerek, deneysel hiicrelerin canlilik oranlar
asagidaki formiil ile hesaplandi (Denizot ve Land
1986). EOM igin yapilan bir 6nceki ¢alismada, HDFa
hticreleri  tizerinde  sitotoksik  etkisi  olmadigt
belitlenmistir (Okumus ve ark. 2023).

% Hucre canlilit = (6rnegin absorbans degeri /
kontrolin absorbans degeri )*100

In Vivo Calismalar

Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlari
Unitesinden temin edilen 18 adet erkek Sprague
Dawley cinsi sican, 200-300 gram agirliginda kullanildi.
Hayvanlar, deney stirecine baslamadan 6nce 7 giin
boyunca ortama adapte olmalart igin uygun oda
sticakliginda  (25°C) ve nem orant (%50-55) ile
barindirildi. Bu stire zarfinda sicanlara sinirsiz miktarda
sican yemi ve i¢cme suyu saglandi. Calismanin
yapilabilmesi icin Afyon Kocatepe Universitesi
Hayvan  Deneyleri  Yerel Etik  Kurulundan
(AKUHADYEK) 49533702/261 numaralt onay alindu.
Tkinci derece yanik modellemesinin
degerlendirilmesinde 250-300 g agihginda Wistar
albino erkek sicanlar kullanildi. Deneyde, sicanlara 12
saat aclik uygulandiktan sonra, 87 mg/kg ketamin ve
13 mg/kg ksilazin ile anestezi saglandi. Ardindan,
sicanlarin viicut yizey alanlarinin %10'unu ge¢meyecek
sekilde 1x1 cm boyutunda iki metal plaka 30 saniye
boyunca kaynar suda bekletildi ve bu plakalar
deneklerin tiras edilmis sirtlarina 10 saniye streyle
basilarak ikinci derece yanik olusturuldu (Okumus ve
ark. 2023). Bu calismada, 18 erkek sican kullanilarak
her biri 6 sicandan olugan 3 grup olusturuldu (Okumus
ve ark. 2023). Negatif kontrol (NK) grubunda higbir
terap6tik ajan kullanidmazken, pozitif kontrol (PK)
grubunda yara iyilestirici etkisi bilinen Centella asiatica
bitkisinin ekstresiyle yapilmis olan Madecassol kremi
uygulandt. Ugiincii grupta ise sicanlara EOM ve Hodan
yagl iceren bitkisel formilasyon uyguland:. Yanik
olusumunun ardindan, her gruptan 0., 3., 7., 14. ve 21.
Giinlerde sicanlar anestezi altina alnarak yanik
bélgesinden biyopsi alind: ve drnekler nétral tamponlu
formalin ile fikse edildi. Ornekler, ilk olarak akan su
alinda bir gece bekletildikten sonra, etanol (%050-
%100) ve ksilen ¢oziiciilerinden gecirildi. Ardindan 58
°C'de erimis parafinle infiltrasyon yapilarak parafin
bloklara gémiuldd. Mikrotom (Leica RM2245)
kullanilarak parafin bloklardan 5-7 pum kalinliginda
kesitler alindi. Ardindan &rnekler, toplamda 20 dakika
siireyle ¢ kez ksilende bekletildi. Orneklerin
hidratasyonu icin sirastyla birinci absoli alkolde 5
dakika, ikinci absolu alkolde, %96'lik alkolde, %80'lik
alkolde ve %70'lik alkolde her biri 3 dakika streyle
bekletildikten sonra, distile suda 5 dakika siireyle
yikama  islemi uygulandi.  Sonrasinda, Harris
Hematoksilen ile 10 dakika bekletilerek c¢ekirdek
boyamast yapildi. Boya fazlasi, cesme suyu altinda iyice
yikandiktan sonra eozin soliisyonuna alindi ve 5 dakika
streyle boyama islemi tamamlandi. Boyama sonrast
ornekler, sirastyla %80, %96'lik alkol ve iki kez absoli
alkolden gecirilerek, seffaflastirma icin 5'er dakika
streyle t¢ farkli ksilende bekletildi ve son olarak
entellan ile kapatlddi (Demirel vd, 2023). Boyanmis
kesitler, arastirma mikroskobu (Nikon Corporation,
Tokyo, Japonya) ile incelenip fotograflandi. Calisma
sonuglary, SPSS 22.0 yazilimi (SPSS Software, IBM,
ABD) kullanilarak One Way ANOVA testi ile
degerlendirildi (Okumus ve ark. 2023).
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BULGULAR

Hodan yagimin HDFa hiicreleri tizerinde 24, 48 saat
boyunca sitotoksik etki gbstermedigi belirlenmistir.
Hodan yagmnin konsantrasyon artisina bagh olarak 24.
ve 48. saatlerde % hiicre canliligi degerlerinde artis
oldugu tespit edilmistir. Hodan yagmin 1/1
konsantrasyonda kullanildiginda en yiksek hiicre
canliipt 24, saatte %0123,511£2,00 ve 48. saatte
%117,090%1,54  olarak  saptanmistir  (Sekil  1).
Konsantrasyon artistna bagli olarak hiicre canlilig
degerlerinin de arttig1 gézlenmistir. Graph Pad Prism 9
(GraphPad Software, Inc., USA) programinda One
Way ANOVA, Tukey’s ¢oklu karsilastirma testi ile
istatistiksel analizleri yapilmistir (p< 0.05). EOM ve
Hodan yag:1 formiilasyonlari krem formu bakimindan

degerlendirilmistir. En homojen, siirtlebilir formdaki
ve nétrol pH’daki formilasyon olan iki numarali
formil 7z vivo galismalarda kullanilmistir (Okumus ve
ark. 2023).

Tkinci derece 77 vivo yanik modellemesi tizerinde iki
numarali formiiliin yilestirici etkisi test edilmistir. I
vivo deney gruplarinin Image ] programi kullanilarak
6lgiilen yantk alanlarinin iyilesme yiizdeleri Tablo 1°de
belirtilmistir. Birinci glin alinan biyopsilerde yanik
derinligi degerlendirilmis ve ikinci derece derin yanik
olusturuldugu belirlenmistir. Iz vivo deney gruplarinin
farkli uygulama ginlerindeki yanik alani gérantileri
Sekil 2’de gosterilmistir. EOM+HY grubu 3., 7., 14.
ve 21. giinlerde sirastyla %30,53£3,93, % 57,41£2.27,
%80,62%4,83 ve %99,981+0,00 olarak saptanmustir.
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Sekil 1. Hodan yaginin HDFa hiicre canliligy tizerindeki etkisi
Figure 1. Effect of borage oil on HDFa cell viability

Tablo 1. [ viro deney gruplarinin Image] programi kullanilarak Sliilen yantk alanlarinin iyilesme yiizdeleri
Table 1. Healing percentages of burn areas of 7z vivo experimental groups measured using Image] programme

In vivo galigma Uygulama Giinleri
gruplar1 (n=10) 3. giin 7. giin 14. giin 21. giin
NK 14,87+2,29¢ 29,262,744 52,76£2,41¢ 80,89£3,38b
PK 37,1745,83 55434572 90,831,422 99,980,002
EOM-+HY 30,5313,93b 57414227 80,62+4,83 99,98+0,00¢
p degeri 0.000 0.000 0.000 0.000

NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, EOM+HY: Enetjilendirilmis oksijen molekiilleri ve hodan yagi iceren bitkisel formiil
a, br,c,,d: Aynu stitunda farkls harfleri tagtyan yanik iyilesmesi P<0,05 degerleri istatistiksel acidan 6nemlidir.

Ortalama * standard sapma; n=6
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Histopatolojik Degisiklikler

Birinci giin alinan biyopsilerde yanik derinligi
degerlendirilmis ve ikinci derece derin yamik
olusturuldugu belitlenmistir. Ix ziro deney gruplarinin
farklt uygulama giinlerindeki yanik alani gériintiileri ve
istatistik degerlendirmeleri  Sekil 2 ile Tablo 2’de
gosterilmigtir. Deney gruplarindaki hayvanlara ait
bitkisel formiilasyonun reepitelizasyon,
neovaskiilarizasyon, granulasyon, kollajen, inflamatuar
hiicre duzeyleri tzerine etkileri histopatolojik olarak
ayrintilt bir sekilde tanimlanmis ve Tablo 2 ile Sekil 3’de
gosterilmistir. Negatif kontrol grubu histopatolojik
olarak incelendiginde 3. giinde epidermis ve dermis
tabakalrinin hemen hemen ¢ogunlugunun yaniktan
etkilendigi ve nekrotik dokularin olustugu belirlendi. 7.
ginde dermis ve epidermis sinirinda kopmalarin
olustugu, inflamatuar hicre olusumlarinin sekillendigi
dikkati ¢ekti. 14. giinde dermis epidermis sinirinda gok
sayida inflamatuar hiicre olusumuyla karakterize
granulasyon dokusu olusumu dikkati ¢ekti. Yer yer
kollajen ve fibrositlere de rastlandi. Ancak hakim
hticrelerin - ¢ogunlugu inflamatuar nitlikte oldugu
belirlendi. Neovaskiilarize alanlar da dikkati ¢ekti. 21.
gtin incelendiginde ise inflamatuar hiicrelerin sayist 14.
giine gore azalirken fibrositlere ve kollajen
olusumlarinin sekillendigi dikkati ¢ekti. Ayrica kismi
bir epitalizasyonun olustugu fark edildi. Pozitif kontrol
grubu dokulart incelendiginde 3. giinde dermis ve
epidermisin yaniktan etkilendigi kil folikili ve yag ile
ter bezlerinde de hasarlarin olustugu tespit edildi. Buna

ilaveten nekrotik doku olumu da dikkat ¢ekmekteydi.
7. ginde dermis ve epidermisteki nekrotik dokuda
ayrilmalar gbze carparken, fibrotik ve inflamatuar
hticrelerin olusumu da dikkati ¢ekti. 14. ginde kabuk
yapisinin - ortadan kalktgi ve fibrotik dokularin
¢ogalma, inflamatuar hiicreleirin ise azalma egiliminde
oldugu belirlendi. Ayrica en ist katmanda
epitelizasyonun da fark edilir derecede olustugu
saptandi. 21. giin incelendiginde ise; dermiste birbirine
stk1 bir sekilde baglanmis kollajen lifler dikkati ¢ekti.
Inflamatuar  hiicre  sayisinin  azaldigi — goriildi.
Epidermis alaninda yer yer karatinize epitelin olustugu
tespit edildi. EOM+HY grubu incelendiginde ise; 3.
giinde dermis ve epidermisi icine alan ikinci derece
yanik olusumunun sekillendigi belirlendi. Epidermis ve
dermiste nekrotik dokulatin olusumu ile birlikte
inflamatuar htcreler ve neovaskiilarize alanlar izlendi.
7. giinde, nekrotik dokuda azalma ile birlikte fibrotik
ve inflamatuar hiicrelerin varligi dikkati ¢ekti. 14. giinde
granulasyon dokusunun arttgi ve yogun kollajen
olusumu gorildi. 21. giinde inflamasyonun azaldigt
yogun bir fibrotik doku tespit edildi. Ayrica
epitelizasyonun ¢ogunlugunun tamamlanmis oldugu
fark edildi. Negatif kontrol, pozitif kontrol ve
enerjilendirilmis oksijen molekilleri ve hodan yagt
iceren  bitkisel ~ formil  grubu = dokularinda
reepitelizasyon, neovaskillarizasyon,  granulasyon,
kollajen, inflamatuar hiicre dizeyleri istatistiksel agidan
incelendiginde aralarindaki farkin anlamli oldugu tespit
edilmistir (p<0.05).

Deney

Uygulama Gunleri

Gruplari

NK

PK

EOM+HY

Sekil 2. [ vivo deney gruplarinin farkls uygulama

{

ginlerindeki yantk alant gériintileri

Figure 2. Burn area images of iz vivo experimental groups on different application days
NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, EOM+HY: Enerjilendirilmis oksijen molekilleri ve hodan yagt1 iceren bitkisel formiil
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Tablo 2. Bitkisel formiilasyonun reepitelizasyon, neovaskiilarizasyon, granulasyon, kollajen, inflamatuar hucre
duizeyleri tizerine etkileri.

Table 2. Effects of herbal formulation on reepithelialisation, neovascularisation, granulation, collagen, inflaimmatory
cell levels.

In Vivo Reepitelizasyon Neovaskiilerizasyon Granulasyon Kollajen Inflamatuar
Gruplar1 (n=6) Hiicre
NK-3. giin 0,16%0,408 0,50£0,54¢ 2,16%0,40 1,010,168 2,83%0,402
NK-7. gin 0,330,518 0,83%0,75¢ 2,01£0,12b¢ 1,16£0,40f 2,661£0,514>
NK-14. gin 1,01£1,16dfs 2,01£0,89> 1,50£0,54¢de 1,50£0,544defg 2,50£0,54bc
NK-21.giin 0,83£0,75defg 2,330,812 0,33+0,818n 1,6610,81<defg 2,50£0,54bc
PK-3.glin 0,330,518 1,01£0,63¢ 2,01£0,63b¢ 2,16%0,98bede 2,16%0,75bcd
PK-7.giin 1,51£0,54¢def 2,330,812 1,01£0,16¢f 2,3311,03abed 2,33+0,514b¢
PK-14.glin 2,66%0,514> 3,01£0,962 0,83%0,407 2,83%0,40¢ 2,01£0,1Gbede
PK-21.glin 2,83£0,41» 2,83%0,40 0,00£0,00n 2,33%0,81abed 1,33£0,51f
EOM+HY-3.giin 0,66+0,52¢f¢ 0,83+0,41¢ 2,66£0,512 2,16£0,75bcde 2,50£0,54bc
EOM+HY-7.giin 0,83+0,40d<fg 2,16%1,32:b 1,33%0,51def 2,50£0,83qbc 2,33%0,52abc
EOM+HY-14. giin 2,50%0,83qb¢ 2,66%0,522b 1,16£0,404f 2,66%0,512b 1,83£0,40cdef
EOM+HY-21. giin 2,5120,84abe 2,83%0,412b 0,00£0,00n 2,50%0,83qbe 1,33£0,52f
p degeri 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol, EOM+HY: Enerjilendirilmis oksijen molekiilleri ve hodan yagt iceren bitkisel formiil
abiedefgh: Ayng stitunda farkl harfleri tastyan yanik iyilesmesi (P<0,05) degerleri istatistiksel acidan 6nemlidir.
Ortalama * standard sapma; n=6

Sekil 3. Erkek ratlarin deri dokularinda enerjilendirilmis oksijen tiirevi ve hodan yagt iceren bitkisel formiilasyonun
etkinliginin 7 vitro ve in vivo galigmalar ile degerlendirilmesi. Ttm sekiller H&E ile boyanmustir. Orijinal bitytitme
orani olarak 10x ve 200 um kullanilmistir. (A) Negatif kontrol grubunu, (B) Pozitif Kontrol (C) Enetjilendirilmis

oksijen molekiilleri ve hodan yagt iceren bitkisel formil (1) 3.gtin, (2) 7. Gun, (3) 14. giin, (4) 21.gln yanik uygulanan
ratlar1 g6stermektedir. re:reepitelizasyon, nv: neovaskiilarizasyon, u:ulkus, ih : inflamatuar hiicre, c: kollajen birikim
alanlarini gostermektedir.

Figure 3. Evaluation of the efficacy of herbal formulation containing energised oxygen detivative and borage oil in
skin tissues of male rats by in vitro and in vivo studies. All figures were stained with H&E. 10x and 200 um were
used as original magnification. (A) Negative control group, (B) Positive Control (C) Herbal formulation containing
energised oxygen molecules and borage oil (1) 3rd day, (2) 7th day, (3) 14th day, (4) 21st day burned rats. re:
reepithelialisation, nv: neovascularisation, u: ulcus, ih: inflammatory cell, c: collagen deposition areas.
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TARTISMA

Son yillarda yara ve yaniklarin tedavisinde yan etkilere
sebebiyet vermeyen bitkisel icerikli irtinlerin kullanim1
daha ¢ok tercih edilmektedir (Hajialyani ve ark. 2018).
T1bbi ve aromatik bitkilerin kullanimryla ilgili her gecen
glin yeni bilgilerin kesfedilmesi, biyoteknolojik
gelismeler ile ileri formiulasyon teknolojisilerinin
kullanilmasi ile birlikte bitkisel icerikli medikal
preparatlar gelistirilmektedir. Bu drtnler, tbbi ve
aromatik bitkiler sahip olduklari biyoaktif bilesenler
sayesinde antioksidan, antimikrobiyal, antiinflamatuar,
aneljezik v.b. etkileri ile yara ve yaniklarin tedavisinde
daha etkili olabilmektedir. Bu c¢alisma kapsaminda,
saglik alaninda yaygin olarak kullanilan Hodan yag: ve
antimikrobiyal etkinlige sahip EOM igeren bitkisel
icerikli formilasyonun etkinligi degerlendirilmistir.

Hodan bitkisi, karaciger hiicrelerini etkileyen toksik
pirrolizidin  alkaloidleri  (likopsamin,  supinidin,
amabilin ve intermedin) icerdiginden harici kullanim
icin tavsiye edilir (Pieszak ve ark. 2012). Fitokimyasal
analizler hodan otunun karbonhidratlar, yag asitleri,
fitosteroidler, polifenoller (vanilik, p-kumarik, p-
hidroksibenzoik, gentisik, kafeik, sinapik, rosmarinik
ve klorojenik asitler, kersetin, isorhamnetin ve
kaempferol), tanenler, saponinler icerdigini
gostermektedir. Mukoid bilesikleri, organik asitler
(askorbik, malik, sitrik, asetik ve laktik asit),
tokoferoller, allantoin, mineral tuzlari ve vitaminler
bakimindan zengin oldugunu gdstermistir (Asadi-
Samani ve ark. 2014; Abu-Qaoud ve ark. 2018; Kareem
ve Hamad 2020). Yapilan ¢alismalar Hodan bitkisinin
biyoaktif madde icerigi nedeniyle antioksidan,
antiinflamatuar, yaslanma karsitt, UV  koruyucu,
yatistirict veya yumusatict  etkileriyle topikal cilt
trtinlerinde  kullanilabilir ~ oldugunu  géstermistir
(Asadi-Samani ve ark. 2014; Zemmouri ve ark. 2019).
Hodan bitkisinde bulunan 6nemli bir bilesik grubu,
serbest radikalleri temizleme yetenckleriyle bilinen
polifenollerdir. Fenolik asitler, flavonoidler ve bunlarin
tirevleri dahil olmak tzere fenolik bilesiklerin
antioksidan Ozellikleri, aromatik bir halkaya bagl
hidroksil ~ gruplartnin  varhigryla  iliskilidir.  Bitki
polifenolleri cilt fonksiyonu i¢in 6nemli maddeler
olarak kabul edilir. Polifenoller, kollajen ve elastin
liflerinin hidrolizini katalize eden cilt kollajenazi ve
elastazda bulunan enzimlerin aktivitesini inhibe eder
(Michalak ve ark. 2022). Hodan tohumlarindan elde
edilen Hodan yagi, cesitli endustrilerde kullanilan
degerli bir hammaddedir. Soguk preslenmis yag olarak
veya besin takviyesi formunda kiiresel pazarda degerli
bir stoktur. Cilt saghgi ve genel refah icin ¢ok 6nemli
olan y- linolenik asit gibi esansiyel yag asitleri acisindan
zengindir. Ayrica yagda alfa lipoik asit, flavonoidler,
selenyum ve cesitli vitaminler de bulunur (Pieszak ve
ark. 2012; Schifer ve ark. 2022). Hodan tohumu
yaginda y- linolenik asit varligindan dolayr potansiyel
anti-inflamatuar etkilere sahip oldugu gosterilmistir
(Asadi-Samani  ve ark. 2014). Hodan yag,
antiinflamatuar, antimikrobiyal, yatistiricy, besleyici ve

nemlendirici  Ozellikleri nedeniyle egzama, sedef
hastaligi ve sivilce tedavisini desteklemesi nedeniyle
kozmetikte genis uygulama alant bulmaktadir. Ayrica
atopik dermatit tedavisinde Onemli olan uygun
hidrolipid bariyerinin korunmasina da katkida bulunur.
Farmas6tik  kullanimlari, kardiyovaskiiler destekten
romatoid artritin tedavisine yardimct olmaya ve hatta
potansiyel olarak kanser riskini azaltmaya kadar uzanir.
Hodan yaginin zihinsel performans: arttirdigl ve
omega-3 yag asitlerine atfedilen depresyon gibi zihinsel
bozukluklarin riskini azalttigt bilinmektedir (Pieszak ve
ark. 2012; Obiedzifiska ve ark. 2012; KaZzmierska ve
ark. 2017).

Michalak ve ark. (2023); Borago officinalis bitkisinin
metanol ve su-metanol Gzitlerinin fenolik profilleri ve
biyolojik aktivitelerini analiz etmislerdir. Flavonoidler
(astragalin, kaempferol 4-glukozit, rutosid ve vitexin)
ve fenolik asitler (kafeik, klorojenik, 3,4-
dihidroksifenilasetik,  ferulik,  p-hidroksibenzoik,
protokatekuik, rosmarinik ve siringik) olmak tizere on
iki bilesik saptanmustir. Insan keratinositleri (HaCaT)
ve fibroblastlar (BJ) tizerinde yapilan 7 vitro testlerin
sonuglari, 6ziitlerinin cilt hiicrelerindeki reaktif oksijen
tirlerinin -~ hiicre  i¢i  seviyesini  azaltabildigini
gOstermistir. Protein denatiirasyonunun, lipoksijenaz
aktivitesinin ve proteinaz aktivitesinin inhibisyonunu
degerlendirmek icin yapilan testler, Hodan 6zttlerinin
anti-inflamatuar ~ 6zelliklere sahip oldugunu
gOstermistir. Ayrica, bitkinin metanol dzitl, yaslanma
karsit1 6zelliklerin gOstergesi olan hem kolajenaz hem
de elastaz aktivitesinde gilicli bir inhibisyonu
gOstermistir.  Sonuclar, Hodan bitki 6zlerinin  cilt
hiicresi korumasi baglaminda faydal 6zelliklere sahip
degerli biyoaktif bilesiklerin  kaynagt oldugunu
gostermistir.

Baska bir calismada Farahpour ve ark. (2012), Hodan
Ozitinin sican derisi yara iyilesme modelinde etkileri,
histopatolojik  ¢alismalar  ile  degerlendirilmistir.
Sicanlara %1,5 hodan merhemi, Osetin-vazelin ve
kontrolden olusan 3 grup olusturulmustur. Tim
sicanlara 21 giin boyunca glnlik olarak topikal
merhemler uygulanmustir. Histopatolojik inceleme
sonuglart, test gruplarinin yara boyutunun kontrol
grubuyla  karsilastrildiginda  erken  dénemde
kictldugini gostermistir. Hodan ile histopatolojik
degerlendirmede diger gruplarla, kontrol ve plaseboyla
karsilastirldiginda anlamli sonuglar elde edilmistir.
Mevcut calisma Hodan bitki 6ziitintin yara iyilesme
stirecini destekleyebildigini gostermistir.

Bu calismalara benzer olarak bizim calismamizda
Hodan yag1 ve EOM igerigine sahip bitkisel formiil
ikinci derece yantk modellemesi izerinde yara
iyilestirici etkinligi test edilmis olup sonuglar kontrol
grubuna elde edilen formulasyonun yara iyilestirici
etkisinin oldugunu ve piyasada yara iyilestirici
etkinligiyle bilinen ve pozitif kontrol olarak kullanilan
kremin etkinligi ile yakin degerlere sahip oldugunu
gdstermistir. [z vivo deney gruplarmin yanik alanlarinin
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tyilesme oranlari; 7. giiniin sonunda bitkisel formiil
uygulanan grupta %57,411+2,27 tyilesme
belirlenmisken bu oran pozitif kontrol grubunda
%55,4315,72 ve negatif kontrol grubunda ise
%29,26£2,74 olarak belirlenmistir. 14. giniin sonunda
bitkisel formtl uygulanan grupta %80,6214,83 iyilesme
beliflenmisken bu oran pozitif kontrol grubunda
%90,83£1,42 ve negatif kontrol grubunda ise
%52,7612,4 olarak saptanmustir. 21. giiniin sonunda
ise bitkisel formil uygulanan grupta %099,8720,00
tyilesme  belirlenmisken bu oran pozitif kontrol
grubunda %99,98£0,00 ve negatif kontrol grubunda
ise %80,89%3,38 olarak saptanmistur.

Yara iyilesme siireci; inflamasyon, proliferasyon,
rejenerasyon ve hiicresel yanitin yer aldigi karmastk bir
strectir. Yara iyilesme siirecinde, keratinositler,
fibroblastlar, endotelyal hiicreler, makrofajlar ve
plateletler biiyitk rol oynamaktadir. Ozgelik (2009)
tarafindan gerceklestirilen calismada, 2. derece yanik
yaralarinda yara bolgesine enjekte edilen trombositten
zengin plazmanin fibroblast aktivasyonunu ve kollajen
olusumunu artirdif1 iddia edilmektedir. Bu ¢alismada,
birinci gruptaki histopatolojik 6rnekler incelendiginde,
14. glinde fibroblast aktivasyonunun basladigt
gozlemlenmistir. ~ 21.  ginde ise  fibroblast
aktivasyonuna bagli olarak  belirgin bir
kollajenizasyonun gelistigi ortaya konmustur. Ote
yandan, 14. ginde kontrol grubu ornekleri
degerlendirildiginde, fibroblast aktivasyonunun heniiz
baslamadigr tespit edilmistir. Yapilan baska bir
calismada Subrahmanyam (1998), 2. derece yanik
yaralarinin tedavisinde bal kullaniminin  etkinligini
ortaya koymaktadir. Aragtirmamin 7.  giiniinde
epitelizasyonun  gerceklestigi, 21. giinde ise
tamamlandig1 vurgulanmaktadir. Ayrica, Yiksel (2012)
tarafindan sicanlar Gzerinde gerceklestirilen bir diger
calismada, %00,9’luk luk sodyum kloriir, %1’lik glimiis
stlfadiazin ve %10’ luk povidon iyot kullaniddig:
belirtilmektedir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore, 7., 14.
ve 21. ginlerde yapilan degerlendirmelerde,
epitelizasyon ve kollajenizasyon agisindan gruplar
arasinda anlamli bir farkin olmadig ifade edilmektedir.
Buz (2012) tarafindan gergeklestirilen calismada, 2.
derece yanik yaralarinin (parsiyel kalinlkta) tedavisi
amaciyla taurin, L-karnitin ve glutatyon gibi
mezoterapik  ajanlar  kullanilmistir.  Bu  caligma
sonucunda, uygulanan mezoterapik ajanlarin kontrol
grubuna kiyasla epitelizasyon ve kollejenizasyon
streglerini artirdigl gbzlemlenmistir. Ancak, 22. giinde
elde edilen Orneklerin degerlendirilmesi sonucunda,
taurin, L-karnitin ve glutatyonun kollejenizasyon ve
epitelizasyon tzerinde yiizeysel bir etki yarattigr ifade
edilmistir. Bizim ¢alismamiz da yapilan incelemelerde

bitkisel formiilasyonun reepitelizasyon,
neovaskiilarizasyon, scar ve ulkus, kollajen, inflamatuar
hticre duzeyleri acisindan birbirleri ile

karsilastirlldiginda  anlamli bir farkin  olustugu ve
literatiirdeki ¢alismalart destekler nitelikte oldugu
belitlenmistir.

Bu calismada 3,7,14 ve 21. giinde alinan 6rneklerden
yapilan  histopatolojik  incelemeler  sirasinda;
EOM+HY uygulandig1 olgulardan alinan Srneklerde
epitelizasyonun kontrol grubuna gbre daha 6nce
basladigt 7. glinde, devam ettigi ve 21. glnde
tamamlandig1 ortaya konulmustur. EOM+HY grubu
pozitif kontrol grubu ile yakin iyilesme streci
gOstermistir.  Ayrica  kontrol  grubunda  ise,
epitelizasyonun yetersiz diizeyde oldugu 21. giinde
epitelizasyonun heniiz tamamlanmadigi saptanmistir.
Bu sekilde EOM+HY uygulanan yanik yaralarinda yara
iyilesme evrelerinin epitel onariminin negatif kontrole
gore daha hizl bir sekilde olusturdugu belirlenmistir.

SONUC

Bitkisel icerige sahip medikal driinler ucuz ve kolay
bulunabilirlifi, yan etkilerinin olmamast veya ¢ok az
olmast nedeniyle sentetik ilaglara alternatif Griinler
olarak degetlendirilmektedir. Bu calisma kapsaminda
Hodan yagt ve enerjilendirilmis oksijen molekiilleri
igeren bitkisel icerikli formiilasyonun etkinligi ilk kez
ikinci derece ## wivo yanitk modellemesi tzerinde
degerlendirilmistir. Calisma sonucunda elde edilen
veriler; bitkisel formiilasyonun ikinci derece yaniklar
lzerinde pozitif kontrole yakin derecede etkili
oldugunu ve ila¢  gelistitme  calismalarindan
kullanilabilme potansiyeli bulundugunu gdéstermistir.
Bu iyilestirici etkinin bitkisel formiilasyon icerigindeki
biyoaktif ~ bilesenlerden  kaynakli  antimikrobiyal,
antifungal ve antioksidan etkisi sayesinde yara
iyilesmesini destekledigi diiginiilmektedir. Bu durum,
yara/yanik iyilesmesinde kullanilan tibbi 6neme sahip
bitkilerin,  reepitelizasyon ~ ve  kolajenizasyonu
hizlandirict maddelerle birlikte kullaniminin - yanik
tedavisine 6énemli bir katki sunacagim géstermektedir.
Bu calisma kapsaminda elde edilen sonuglarin klinik
arastirmalar ile desteklenerek trinin
ticarilestirilebilmesi ve bodylece karsilasilan  klinik
vakalarda yaniklarin daha kisa stirede iyilesmesine katki
saglayacigt dustinilmektedir.

Cikar gcatigmast: Yazarlarin bildirecekleri herhangi bir
ctkar catismasi yoktur.

Yazarlarin Katki Oranlari: Yazarlar bu makaleye esit
oranda katk1 saglamigslardir.

Etik onay: Bu calisma Afyon Kocatepe Universitesi
Aragtirma  Hayvanlart ~ Uygulama = Merkezi'nde
gerceklestirilmistir. Bu aragtirma Afyon Kocatepe
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onaylanmugtir (AKUHADYEK, Ref No:
49533702/261,Tarih: 31/10/2024).
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