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OZET

Yara iyilesmesi kompleks bir siiregtir ve oksidatif olaylar yogun olarak kendisini gdsterir.
Biiytime faktorlerinden biri olan bazik fibroblast biiylime faktorii (bFGF)’nin yara
iyilesmesindeki oksidatif olaylarla olan iliskisi acik degildir. lyilesmenin ozellikle
proliferatif fazinda etkili olan bFGF’nin 3. ve 7. giininde 10 ng/ml uygulanmasiyla
diyabetik (hiperglisemik) deney hayvanlarinda eksizyonal olarak olusturulan yaralarda
kontrol gruplarina oranla iyilesmede gelisme gdstermesi temel arastirma odagimizdir.Bu
amagla, 30 adet Wistar albino erkek rat streptozosin (STZ) (ip, 60 mg/kg) ile hiperglisemik
yapilmis ve deney gruplari tedavi edilmeyen ve bFGF ile tedavi edilen alt gruplarina
ayrilmistir. bFGF ile tedavi edilen gruplardaki ratlarin yaralarina topikal yolla bFGF (10
ng/ml) uygulanmigtir. Uygulamalardan sonra iyilesmenin 3. ve 7. giinlerinde ratlar feda
edilmis ve ¢ikarilan yara dokularinda bFGF’ nin normal ve geciken yara iyilesmesi {izerine
olan oksidatif etkilerini arastirmak amaciyla malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO),
askorbik asit(AA), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon (GSH) seviyeleri ol¢lilmiistiir.
Sonuglar aritmetik ortalama +standart hata olarak ifade edilmis ve Anova Varyans Analizi
ile degerlendirilmistir(p<0,05).Sonu¢ olarak, bFGF uygulanan yaralarin yara kapanma
oranlar1 karsilagtirildiginda; bFGF uygulanan gruplarin yaralarindaki iyilesme orant
tedavisiz gruplara gore artis gostermistir. Tedavili ve tedavisiz gruplar karsilastirildiginda
(7. giinde) ratlarda bFGF uygulamasiin yara dokusu MDA diizeylerini tedavisiz gruba
kiyasla istatistiksel olarak azalttig1 tespit edilmistir (p<0,05). Tedavili ve tedavisiz
gruplarin 3. giinleri karsilastirildiginda, bFGF uygulamasinin yara dokusu NOx diizeylerini
tedavisiz gruplara kiyasla istatistiksel olarak arttirdigr (p<0,05), AA diizeylerini ise
azalttigl tespit edilmistir (p<0,05). bFGF’in yara iyilesmesi esnasinda meydan gelen
oksidatif hasarin ortadan kaldirilmasinda ve yaranin inflamasyon ve proliferasyon fazinda
iyilesmeye katki sagladigi sdylenebilir.
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ABSTRACT

Wound healing is a complex process in which oxidative events are intensively manifested.
Although it is known that one of the growth factors, basic fibroblast growth factor (bFGF),
has positive effects on wound healing, the relationship with oxidative events in wound
healing is not clear. Our main goal is that bFGF, which is effective in the proliferative
phase of healing, improves excisional wound healing in the experimental animals when
compared to the control group, with application of 10 ng / ml on days 3 and 7. It is also our
goal to demonstrate the healing effect of bFGF in diabetic wounds.For this purpose, 30
Wistar albino male rats were hyperglycemic with STZ (ip, 60 mg / kg) and the
experimental groups were divided into untreated and bFGF-treated subgroups. Healthy and
diabetic rat groups are subdivided into untreated and bFGF-treated subgroups. bFGF (10
ng / ml) was administered topically to the injuries of rats in groups treated with bFGF.
After the treatments, rats were sacrificed on days 3 and 7 of recovery.Malondialdehyde
(MDA), nitric oxide (NO), ascorbic acid (AA), glutathione (GSH) levels and superoxide
dismutase (SOD) activity were measured in order to investigate the oxidative effects of
bFGF on normal and delayed wound healing in the wound tissues. The results were
expressed as mean * standard error and evaluated by Anova Variance Analysis
(p<0,05).As a result, the rate of wound closure in bFGF-treated groups increased compared
to the untreated groups. It was determined that bFGF administration was decreased the
MDA levels of the wound tissue (p<0,05) compared to untreated groups on day 7 rats. It
was determined that bFGF administration was increased statistically the wound tissue NOx
levels, while was decreased AA levels on day 3 compared to the untreated group of rats
(p<0,05). bFGF may contribute to the elimination of oxidative damage during wound
healing and to healing both the inflammation and the proliferation phase of the wound.
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1.GIRIS

Yara organizmanin biitiinliigline zarar veren deri veya mukozanin tahribatin1 ifade
eder [1].Yara iyilesmesinin limitleri yalnizca ilgili lokal bolgeyi kapsamaz. Bunun yaninda
fizyolojik, biyokimyasal ve hiicresel olaylarin tamamidir. Tiim yaralarin iyilesme

mekanizmasi ayni temel sisteme dayanir [4].

Yaralar iyilesme siiresine bagli olarak akut veya kronik olarak siniflandirilabilir. Akut
yaralar herhangi bir komplikasyon olmaksizin kisa siirede iyilesmekte olanlar1 kapsar.
Kronik yaralarin iyilesmesi uzun bir zaman alabilir ve bazi komplikasyonlar
gelisebilir.Genel olarak akut yaralar 2-3 haftada iyilesirken, kronik yaralarin iyilesmeleri
cok yavas olup, aylar hatta yillar alabilir [5]. Akut yaralar normalde kademeli olarak
iyilesir. Iyilesmenin hemostaz, inflamasyon,proliferasyon,remodeling olmak iizere i¢ ige
gecmis 4 temel fazi vardir. lyilesmenin siireci komplekstir ve trombosit, makrofaj,
fibroblast ve epitel, endotel hiicreleri gibi 6zellesmis hiicreleri igerir. Bu hiicreler birbiri ve
ECM (ekstra selliller matriks) ile etkilesimdedir.lyilesme protein ve glikoproteinleri

(sitokin, biiylime faktorii, inhibitor ve reseptorleri) aktiflesmesiyle etkilenir [10-11].

Yara iyilesmesine ¢ok sayida etken miidahale eder. Bu faktorler lokal ve sistemik olarak
kategorize edilebilir. Lokal faktorler yaranin kendisini etkilerken, sistemik faktorler biitiin
saglik ya da bireyin hastalik durumuyla iliskilidir [13-27]. Ozellikle diyabetik bireylerde
yara iyilesmesi sorunlu olup, kontrol altinda tutulmayan diyabette inflamasyon,
anjiyogenezis ve kollajen sentezinde aksakliklar soz konusudur [28]. Diyabet ve
komplikasyonlar1 beraberinde oksidatif stres ve inflamatuar yanitta bir artisa sebep oldugu
bilinmektedir. Gecikmis yara iyilesmesi hiperglisemi ile uyarilan bir enflamatuar yanit ile
iliskilidir ve kan glikoz seviyelerinin, oksidatif stres ve inflamatuvar yanitin segici
modiilasyonu yara iyilesmesindeki etkisi diyetlerine antioksidan takviyesi ile olumlu

olabilecegini diisiindiirmektedir [57].

Serbest radikaller, oksidatif reaksiyonlar neticesinde lipid, protein, niikleik asit gibi

bilesikleri etkilemekte ve gesitli biyolojik sorunlarin nedeni olabilmektedir [67].



Oksidatif stres hem savunma sisteminde hem de yara iyilesmesinde rol oynar. Ancak yara
iyilesmesinde ROT etki mekanizmasi net degildir. ROT'un olusumu ve ortaya g¢ikan

tiriinlerin etkisinin azaltilmasi yara iyilesmesine oldukga etki etmektedir [15].

Reaktif oksijen tiirleri doku hasarina neden olarakyaranin iyilesme siirecini
bozabilmektedir. Ozellikle, hidroksil radikalleri ve O- anyonu, kollajende bulunan
hidroksiprolin ve prolini pargalar, boylece fibroblastlarin adezyon, proliferasyon ve
canliliginda farkliliklar ortaya ¢ikar [69-70]. Diger taraftan, polimorfoniikleer 16kositlerin
ortaya ¢cikmasiyla iiretilen serbest oksijen radikalleri graniilasyon dokusununun yapisina
zarar vermekte, yara iyilesmesinin bozulmasina sebep olabilmektedir [32]. Serbest
radikallere karst antioksidan savunma sistemleri ¢esitli mekanizmalarla etkilerini
gostermektedir [65]. Serbest oksijen radikallerinin detoksifikasyonu eksternal ve internal
antioksidanlar araciligiylager¢eklesmektedir [71]. Ote yandan, deride bol bulundugu
bilinen antioksidan enzimler, 6zellikle SOD Prdx ve GPX yara iyilesme siireci sirasinda
ciltte ROT detoksifikasyonunda 6nemli rol oynar [2]. Tip 2 diyabetin artirdig1 oksidatif
stres seviyesine karsin antioksidanlar GSH, SOD ve katalaz oksidatif hasara kars1 korur
[18].

Derinin yaralanma sonrasi tamiri ¢esitli hiicreleri, biiylime faktorlerini ve sitokinleri iceren
etkilesimlerle gergeklestirilmesi amaglanir [3]. Bu biiyiime faktorlerinin agirliklart 4000-
60000 dalton arasinda farklilik gosterir ve eser miktarlar1 dahi hiicresel aktiviteleri
onemli Olgiide etkileyen proteinlerdir. Cesitli biiyiime faktorleriningorevleri ve
bunlarin etkileri ile ilgili yeni ¢alismalar devam etmektedir [29]. Biiyiime faktorlerinin

yara iyilesme siirecindeki etkileri hakkinda ¢esitli ¢alismalar mevcuttur [32-34,45].

Biiylime faktorlerinden FGF ailesinden, FGF 1-2-7-10 ve 22 dermal yaralanma siirecinde
ifade edilmektedir. FGF1 ve FGF2 inflamatuvar hiicreler, vaskiiler endotel hiicreler,
fibroblastlar ve keratinositler tarafindan iretilir ve reepitelizasyon, angiogenesis ve
granulasyon doku sekillenmesine katkida bulunur. Yara iyilesmesine ek olarak FGF-7 ve
10 dermal keratinositlerden TGF alfa iiretimini stimule ederek dolayli olarak
epitelizasyonu etkiler[3]. FGF’ler keratinositler, fibroblastlar, endotelyal hiicreler, diiz kas

hiicreleri, kondrotitler, mast hiicreleri araciligla iiretilir [4].



FGF ailesinin reseptorleri genel olarak normal angiogenesis ve embriyonik biiyiimeyi
kapsayan 4 protein icerir. Yapisal olarak FGFRs ektraselluler ligand bagimli 2 ya da 3
immunoglobun benzeri gruptan olusur. FGF reseptor ailesi yiiksek afinite ile hiicresel
cevaba aracilik eder. Bu reseptorler tirozin kinaz transmembran proteinleri ile daha fazla
caligirlar. Reseptorler temel akvitivelerini heparin gibi proteoglikanlara bagli olarak

gergeklestirirler ve birkag ligandla birbirine bag yaparlar [41].

bFGF, PDGF,VEGF endotel hiicrelerinde direk olarak mitogenik etkiye sahiptir. Bu
bliyiime faktorleri yara iyilesmesini ve angiogenezi destekledigi goriilmiistiir. Ancak

bFGF; lokal angiogenik cevap ortaya ¢ikarmaktadir [22].

Olusan yeni ekstraseliiler matriksin devamliligt i¢in vaskiilarizasyonun artmasi
gerekmektedir. Makrofaj ve endotel hiicrelerden salinan FGF, vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii (VEGF), TGF- B gibi faktdrler anjiogenezi stimiile etmektedir [15]. Ozellikle yara
iyilesmesinin ilk 3 giiniinde bFGF etkinligi fazladir [16].

Birgok calismada bFGF uygulamasinin yara iyilesmesinin diizenlenmesi ve
hizlandirilmasinda etkin rol oynadigi, 6zellikle anjiogenesis ve proliferasyon asamalarinda

etkin oldugu gosterilmistir [4,42-53].

Cesitli bliylime faktorlerinin ROT’a karsin etkili oldugu, bFGF uygulamasinin GSH
seviyelerini artirdigi yoniinde g¢alismalar mevcuttur [73-75]. bFGF uygulamasinin,
antioksidan redoks sistemini modiile ettigi ve oksidatif stresi azalttig1 diisiintilmektedir
[87].

Yara iyilesmesi agisindan SOD oldukga ilgingtir. SOD1 ve SOD2 yara bolgesinde yiiksek
seviyede RNA’da in suti hibriditasyonda bulunur. Aksine ratlarda ise yara iyilesmesi
boyunca SOD azalir. SOD1 yara iyilesmesi siirecinde azalir, ayn1 zamanda, yeni deri
yapiminda gelisim asamasinda da rolii vardir. Ozellikle, SOD2 bir kutandz gen terapisi
streptozotosin  kaynakli tip I diyabet sicanlarda gecikmis iyilesmeyi kurtarmadig
goriilmiistir. Bu modelde, SOD2 agir1 ifadesi gergekte siiperoksit diizeylerinin

bastirilmasina neden oldugu belirtilmistir [2].



Diyabetin nedenlerinden biri olan oksidatif stres, 6zellikle nitrotatif stresin, hiicre 6liimiinii
indiiklemede kritik bir rol oynadigi soylenebilir. Ancak; bFGF, diyabetik oksidatif veya
nitrotatif hasarin bastirilmasina etkisi oldugu sOylenebilir [40]. Diyabetik yaralarda da
bFGF uygulamasinin olumlu etkileri oldugu bazi ¢alismalarda belirtilmistir. bFGF, FGFR1
sinyal yolaginin aktivitesi yoluyla yiiksek glikoz artisin1 elimine ettigini, kollajen
dagilimmi indiikledigi ve {ilser durumlarindaki yaralarin iyilesmesini hizlandirdigini

belirten ¢alismalar mevcuttur [3-19-21-63].

Ugusman ve digerleri (2014) insan gobek bagi endotel hiicrelerinde bazik fibroblast
biliylime faktoriiniin (bFGF) gen ve protein ekspresyonunda artisa neden oldugunu ve rutin

eNOS ekspresyon diizenlenmesinin bFGF aracili olabilecegini rapor etmiglerdir [88].

Askorbik asit (AA), ¢ok giiclii bir indirgeyici ajan olup bu indirgeyici aktivitesi sebebiyle
glicliit bir antioksidan etkiyede sahiptir. Kollajen sentezinde lizin ve prolinin
hidroksilasyonunda gereklidir [67-71]. Diyabetik farelerin yaralarina tek doz AA
uygulandiginda, tip 3 kollajen igeriginin ve yara gerilim kuvvetinin arttigi, diyabet
hastalarinin eritrositlerindeki AA seviyelerinin saglikli kontrolleriyle karsilastirdiklarinda
anlamli olarak arttigini belirtilmistir [77-79]. Deri yaralanmalarinda kemirgenlerde, E

vitamini, AA ve glutatyon diizeyleri saglikli deriye Kiyasla 6nemli 6l¢iide azalmistir [2].

Cesitli bliylime faktorlerinin yara dokusundaki oksidatif olaylar {izerine etkilerini gdsteren
caligmalar bulunmasina ragmen, yara iyilesmesinin ¢ogu asamasinda énemli rol oynayan

bFGF’ nin zamana bagh etkilerini gosteren ¢aligmalarin eksikligi sz konusudur.

Bu c¢alismada, hiperglisemik ratlarda olusturulan dorsolateral kesi yaralarina uygulanan

bFGF’ nin, oksidatif olaylar {izerine zamana bagli etkilerini arastirmak amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yara ve Yara lyilesmesi

2.1.1. Yaranin ve yara iyilesmesinin tanimlanmasi

Yara organizmanin biitiinliigline zarar veren deri veya mukozanin tahribati olup
erozyon, ilser, fissiir terimleri ile de ifade edilebilir.Erozyon; dokularin st yiizeyinde
goriilen smirlt bir bolgedeki hiicrelerin kaybi olup, skarlasmayan akut yaralardir. Fissiir;
deri veya mukozda olusan agiklik, ¢atlak gibi dikey yaralardir.Epidermis ya da dermis
tabakalarinda goriilebilir. Ulser belirli bir bolgede olusan derinin biitiin tabakalarinda

goriilebilen yaralardir [1].

Deri yaralanmalar1 infeksiyona belki daha tehlikeli hayati tehlikelere sebep olup, yara
lyilesmesi biitiin hayvanlarda énemlidir. Deri bariyeri viicudu patojen, UV ya da oksitatif

stres gibi zararli dis etkilerden koruyan temel bir koruma sistemidir [2].

Derinin yaralanma sonrasi tamiri ¢esitli hiicreleri, biiylime faktorlerini ve sitokinleri igeren

etkilesimlerle gergeklestirilmesi amaglanir [3].

Yara iyilesmesi yalnizca ilgili bolgeyi kapsamaz. Biitiin fizyolojik, biyokimyasal ve
hiicresel olaylarin tamamiyla etkilesim halindedir. Tiim yaralarin iyilesme mekanizmasi

ayni temel sisteme dayanir [4].

2.1.2. Yara cesitleri

Yaralar iyilesme siiresine bagli olarak akut veya kronik olarak siniflandirilabilir. Akut
yaralar herhangi bir komplikasyon olmaksizin kisa siirede iyilesmekte olanlar1 kapsar.
Kronik yaralarin iyilesmesi uzun bir zaman alabilir ve bazi komplikasyonlar
gelisebilir.Genel olarak akut yaralar 2-3 haftada iyilesirken, kronik yaralarin iyilesmeleri

uzun zaman alabilir [5].



Yaralar acgik ya da kapali olabilir. Acik yaralarda altta yatan doku veya organlar dig ortama
(penetran = delici alet yaralanmasi gibi) agiktir. Kapali yaralar altta yatan doku ve
organlar1 (non-penetran yaralar gibi) etkilemeden zarar gormiistiir. Yaralar1 siniflandirmak
icin bagka bir yol; temiz ya da enfekte olup olmadigini belirlemektir. Enfekte yaralarin
etkeni; kir, bakteri ya da diger yabanci maddeler olabilir. Temiz yaralarda ise; higbir
yabanci malzeme veya depris yoktur. Yara kokeni i¢ veya dis olabilir. I¢ yaralar bozulmus
bagisiklik ve sinir sistemi fonksiyonlar1 veya kan, oksijen ya da bu bolgeye besin azalmasi
kaynagindan sonucu olusan; Kronik tibbi bir hastalik (diyabet, ateroskleroz, derin ven
trombozu) vakalarinda oldugu gibidir. Harici yaralar genellikle delici nesnelerin veya non-

penetran travma ve diger ¢esitli nedenlerden kaynaklanir [6].
2.1.3. Yara iyilesmesinin mekanizmasi
Yara iyilesmesi mekanizmasina gore 3 gruba ayrilir:

Primer iyilesme; minimal doku kaybi, yaranin kapatilmasi ve yara dudaklarinin tam olarak
kars1 karstya gelmesi sahip yaralarda olusur. Enfeksiyon, nekroz ya da anormal skar
olusumu gibi herhangi bir komplikasyon yoktur, yara iyilesmesi az graniilasyon dokusu ve
yara izi ile tamamlanir. Yarada tiim tabaka yaklastirilir ve arada kalan siirli bosluk fibrin

ile dolar [7-8].

Sekonder iyilesme; ikincil 1yilesme genis doku kayb1 ve kenarlar1 yaklasik olarak edilemez
yaralarda goriiliir. Yaranin agik birakildigi ve graniilasyon dokusunun yavas yavas agigi
doldurdugu yaralardir. Onarim siiresi doku degistirme ve yara izi biiyiiktiir, daha uzundur
ve enfeksiyona duyarlilik nedeniyle mikroorganizmalar i¢in epidermal bariyer eksikligi
artar. Sekonder iyilesme siireci daha uzun siire alir (30—40 giin) ve biiyiik skarlar olusabilir.

Enfekte yaralarin gogu ve yaniklar bu sekilde iyilesir [7-8].

Tersiyer iyilesme; gecikmis primer veya sekonder kapatma olarak da bilinen tersiyer
iyilesme; bir yaranin ilk olarak kapatilmasi s6z konusu degilse ortaya g¢ikar. Tersiyer
lyilesmenin meydana gelebilecegi durumlar zayif dolasim veya enfeksiyonu igerir.

Yaralarin dikilmesi problemler ¢oziilene ve daha elverisli kosullar var olana kadar ertelenir

[9].



2.1.4. Yara iyilesmesi asamalari

Yara iyilesmesinin yalmizca ilgili bolgeyi kapsamaz.Bunun yaninda fizyolojik,
biyokimyasal ve hiicresel olaylarin tamamiyla etkileim halindedir.Tiim yaralarin iyilesme

mekanizmasi ayni temel sisteme dayanir [4].

Akut yaralar normalde kademeli olarak iyilesir. Iyilesmenin i¢ ice ge¢mis 4 temel fazi

vardir; hemostaz, inflamasyon,proliferasyon,remodeling (yeniden sekillenme)[10-11].

Iyilesmenin siireci komplekstir ve trombosit, makrofaj, fibroblast ve epitel, endotel
hiicreleri gibi 06zellesmis hiicreleri icerir.Bu hiicreler birbiri ve ECF (ekstra selliiler
matriks) ile etkilesimdedir.lyilesme protein ve glikoproteinleri (sitokin, BF, inhibitor ve

reseptorleri) aktiflesmesiyle etkilenir [10-11].

Cizelge 2.1. Yara iyilesmesi fazlar1 ve bulunan hiicreler [12].

Iyilesmenin fazi Yaralanma sonrast zamant | Fazda bulunan hiicreler
Hemostasis Yaralanmayla birlikte Plateletler
: . Notrofil
Inflamasyon 1-2 giin Makrofaj
Makrofaj
. , Lenfosit
Proliferasyon (granulasyon) | 4-21 giin Fibroblast
Keratinosit
Remodelling (maturasyon) | 21 giin- 2 y1l Fibrotit

Yaralanmanin ardindan vazokonstriksiyon sonrasinda plateletler hiicresel plak meydana
getirir, boylece hemostaz siireci aktif hale gelir. Trombositlerin adezyonuna; yarada
gelisen subendoteldeki kollajen ve mikrofiller sayesinde aktive olan trombositler sebep
olur.inflamasyonun baslamasindaproteazlar, gesitli biiyiime faktdrleri ve subendoteldeki

trombositlerin salmis oldugu arasidonik asit metabolitleri 6nemli rol oynamaktadir [13].
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Inflamasyon evresi yaralanmadan 48 saat sonraya kadar siirer. Yaralanma sonrasi 24-48
saat kadar deride inflamasyon gozlenir. Yara ¢evresinde bir fibrin pihtist olustugunda
hipoksi go6zlenir. Bakteri, notrofil ve plateletler yarada ¢ok sayidadir. Nétrofillerin yara
bolgesine goclinden sonra serbest oksijen radikalleri tiirer, fagositik bakterileri oldiiren,
yiiksek seviyelerde proteazlar (elastas, notrofil kollejenaz, noétrofil kollajenaz AMP3)
salgilar ve yaralanmayla hasar goéren ECM kompenentleri yer degistirir. Yaradaki
bakterilerin direnci nétrofillerin iyilestirmesinin devamina dogru kroniklik saglayabilir ve
proteaz, sitokin, ROT salgilanmasina sebep olur.Genellikle, nétrofiller 2-3 giin sonra
apoptozla yok olur ve doku monositleriyle yer degistirir.Notrofillerin yoklugunda ve
yarada makrofaj sayisinin artmasi inflamatuar fazin yakinda bitecegine ve proliferatif fazin

baslangicina isarettir [14].

Hasardan 3- 5 giin sonra ndtrofil yerini makrofaj hakimiyetine birakmaktadirlar.
Makrofajlar, trombosit kokenli biiyiime faktorii (PDGF), epidermal biiylime faktori
(EGF), dontstiiriicii bliylime faktorii-p (TGF-),doniistiirticii biiyiime faktorii-a (TGF-a),
bazik fibroblast biiylime faktorii (bFGF) gibi bir¢ok biiyliime faktoriinlin salinimdan

sorumludur [15].

Proliferasyon asamasi; inflamasyon sonunda ger¢eklesen immiinolojik hiicrelerin
azalmasiyla ortaya ¢ikan endotel hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan baslatilir. Proliferatif

faz; anjiyogenez, kollagen iiretimi ve depolanmasi ve yara kontraksiyonunu kapsar [13].

Proliferatif olusumlar; yaralanmadan 2-10 giin sonra olusur. Cogu hiicre tamirden 6nceki
fazda yaradan ayrilir, yeni kan damarlar1 bolgede artar.Yaranin gerilme giiciinde belirgin
bir artis meydana gelir. Proliferatif faz, fibrin ve fibrinojen matriksinin ¢okiintiisii sonrasi
fibroblastlarin artarak aktiflesmesiyle (fibroplazi) baslar.Fibroblastlarin yaraya gegisini
TGFB,EGF,PDGF gibi biiylime faktorleri saglar. Fibroblastlar ana fonksiyonu kollajen
sentezidir ve maksimum aktivite 5-7 giinlerde olur. Bu sathada graniilasyon dokusu

seklinde oldukga fazla miktarda hiicre ve hiicrelerarasi madde artis1 goriiliir [14].



Bu doku makrofajlardan, perisitlerden, fibroblastlardan, mast hiicrelerinden ve kapiller
damarlarin i¢ini doseyen endotel hiicrelerinden meydana gelen vaskiiler bir yapi olup,
fibronektin, hiyaluronik asitten zengin proteoglikanlar1 ve baslangigta ¢ogunlugu tip 3’den
sonra tip 1’e doniisen kollajenden yapili bir madde igine yerlesir. Antienflamatuar etki
gosteren steroidler makrofajlarin yara yiizeyine goglinii onler ve granulasyon dokusu

olusumunu durdururlar [14].

Hasarlanmadan sonra kollajen, hiyaliironik asit ve fibronektinden olusan gevsek
ckstraseliiler matriks olusmaktadir. Bu doku i¢inde ¢ogunlukla makrofajlar ve fibroblastlar
gozlenmektedir. Doku formasyonu bu sekilde saglanmaktadir. Fibrozis ise fibroblast
cogalmas1 ve ekstraseliiler matriks (ECM) olusumu i¢in gerekli olan kollajen sentezinin
oldugu donemdir. Fibroblastlar yaralanmadan sonra ilk 24 saat icinde mezenkimal
hiicrelerden gelismektedir. Glikoprotein, mukopolisakkaritlerden olusan ekstraseliiler
matriks olusumunda rol almaktadirlar. Kollajen olusumu anjiogenezisini uyarmaktadir. Bu
donemde makrofajlardan salinan bFGF ve TGF-J ile stimiile olan fibroblastlarin ¢ogalmasi
ve migrasyonu sonucu gevsek bir ekstraseliiler matriks olusmaktadir. Ekstraseliiler matriks
hiicreler arasinda dolgu maddesidir, hiicrelere mekanik destegi, regiilator molekiillerin
depolanmasini ve prezentasyonunu saglamaktadir. Fibroblastlardan kollajen sentezinin 3-5.
giinlerde bagladig1 goriilmektedir. Olusan graniilasyon dokusu daha sonra skar dokusuna
dontigmektedir [16].

Kollajen ve glikozaminoglikan sentezi yara iyilesmesindeki en onemli etkenlerden olup
fibroblastlarca sentezlenir. Fibroblastlarin proliferasyonunun ve kollajen sentezinin yara

bolgesinde yeterli miktarda olmasi yara iyilesmesinin hizlandirilmasinda 6nemlidir [17].

Kronik yaralarda, artmis apoptoz gibi fibroblast fonksiyon bozukluklari, erken yashlik,
yaglilik benzeri fenotip veya yetersiz biiylime rapor edilmistir. Bunlar islev bozukluklari,
hasta yas1 veya cinsiyete, iilserin boyut veya siiresine bagli oldugu kadar, fibroblast
disfonksiyonundan veya bu bozuklugunun ikincil etkisinden olabilir. Farkli miktarlarda
oksidatif strese yanit olarak fibroblastlarda fonksiyon bozukluklari olabilir. Fibroblastlarda

oksidatif stres ile fonksiyonel degisiklikler oldugunu gosteren ¢alismalar s6z konusudur
[18].
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Fibroblastlar, deri yara onarimi siirecinde yara iyilesmesinin dort asamasinda 6nemli bir
rol oynar. Inflamasyon asamasinda, fibroblastlar kemokin iiretirler. Yeni doku olusumu
asamasinda, fibroblastlar makrofajlar tarafindan uyarilir ve miyofibroblastlara doniisiirler.
Fibroblastlar miyofibroblastlar ile etkilesiminde esas olarak, ¢ogu kollajen olmak iizere
hiicre dist matrisi lretmek i¢indir. Dokunun yeniden sekillenmesi asamasinda,
miyofibroblastlar, makrofajlar ve endotelial hiicreler, bir kitle birakarak apoptoz veya
yaradan c¢ikis yaparlar, cogunlukla kollajen ve matris proteinleri olmak iizere bu kiitle
birkag hiicre igerir. Bununla birlikte, fibroblastlarin proliferasyonu diyabette olumsuzluklar
vardir. Ancak diyabetik kosullarda ise fibroblastlarin migrasyon kabiliyeti belirgin bir
sekilde azalir. Yiiksek glikoz ortaminda, insan dermal fibroblast migrasyonuna bFGF’in

etkisi arastirtlmig ve bFGF’in 6nemli dermal fibroblast gogiinii artirtig1 ortaya ¢ikmistir
[18-19].

Yara iyilesmesindeki fibrozis, skar kontraksiyonu ve bag dokusu yapiminda fibroblast ve
kollajen etkilesiminin s6z konusu oldugu diisiiniilmektedir. Fibroblast ortamli kollajen jel
kontraksiyonun, fibronektin-alfa 5 beta 1 etkilesiminden bagimsiz oldugu ama beta |
calisma g6z Oniine sermistir [20]. Fibroblastlar bFGF'in yara iyilesmesinde temel
hedeflerinden biridir [21].

Angiogenesis, proliferasyon evresinde olusur, yeni damarlarin sekillenmesi ve vaskiiler
hiperpermeabiliteyle dokuya oksijen ve besini iletmesiyle hiicresel matriksi artirir.
Biiylime faktorlerinden bFGF, PDGF,VEGF endotel hiicrelerinde direkt olarak mitogenik
etkiye sahiptir, yara iyilesmesini gelistirir ve angiogenesisi tavsan kulak tilser modelinde

destekledigi goriilmiistiir. Ancak bFGF; lokal angiogenik cevap ortaya ¢ikarmaktadir [22].

Anjiogenezis; olusan yeni ekstraseliiler matriksin devamliligi igin vaskiilarizasyonun
artmas1 gerekmektedir. Makrofaj ve endotel hiicrelerden salinan FGF, vaskiiler
endotelyalbiiyiime faktorii (VEGF), TGF- B gibi faktorler anjiogenezisi stimiile etmektedir
[23].
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Remodelling; bu faz bir yil iginde ya da daha uzun siirebilir. Tamirden sonra 1-12 ayda
yarada bulunur. Kollajenler fibroblastlarca organize edilerek yara bolgesine yerlestirilir.
Yara ylizeyleri yakinlasarak yaranin biiziilmesi saglanir, genis olan yiizey simdi derinlesir.
Yeniden epitellesen yaralar ¢evresinden biraz daha yiiksekte olur ve normal deri ekleriyle
etkilesim olmaksizin bolge iyilesmis olur. Bu asama;ilk sentezlenen kollajenin yeniden
diizenlenmesi s6z konusu olup kollajen yapimi ve yikimi meydana gelir. Yeniden
sekillenme; en uzun siiren satha olupaylarca siirebilir. Bu safhada, yaranin boyutundan gok
yapisal Ozelligine bagli olarak degisim gosterir. Azalan damarlanma, gevsek fibriler
yapidan kollajen agma dogru bir degisim olusturur.Degisime ugrayan kollajen yapist,
baslangictaki baskin olan Tip Il kollajen yerini Tip | kollajene birakir. Boylece dokunun
gerilme direnci ile esnekligi artar. Ancak yara dayanikliligi, saglam doku dayanikliliginin
en fazla %80-85’ine ulasabilir [23].bFGF remodelling fazinda kollajenin degisen tiplerine

katki saglamasi bakimindan da 6nemlidir [24].

Iyilesme siirecinin son {iriinii bir skar olusumudur. Kollajenin yogunlugunun aselliiler ve
avaskiileritesi doku siirekliligini, dayanikliligini ve fonksiyonlarinin restoresini saglar.
lyilesme siirecinin anormallikleri, yaralarin uzun siireli varlig1 anormal skar olugsumuna yol
acabilir. Yara iyilesmesinin bagariyla tamamlanmasi her zaman istenilen klinik sonuglari

vermez, 6zellikle skarin estetik goriiniimii primer 6nem tagir [25].
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2.1.5. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler

Yara iyilesmesine ¢ok sayida etken miidahale eder. Bu faktorler lokal ve sistemik olarak
kategorize edilebilir. Lokal faktorler yaranin kendisini etkilerken, sistemik faktorler biitiin

saglik ya da bireyin hastalik durumuyla iliskilidir [27].

Sistemik etkiler; yas, hormon, stres, malnutrasyon, steroid kullanimi, diyabet olarak
siralanabilir. Ozellikle diyabetik bireylerde yara iyilesmesi zordur. Diyabetin kontrol
edilmedigi durumlarda, inflamasyon, anjiyogenezis ve kollajen sentezinde aksakliklar
meydana gelir. Diyabetin anjiyopati ve noropatik etkileri sonucu yara bolgesindeki kan

dolaginimina etkisi olumsuzdur [27-28].

Lokal faktorler;travma, infeksiyon, yabanci cisimler, nekrotik doku, lokal steroid

kullanimi, doku 6demi, radyoterapi olarak sdylenebilir [28].

2.2. Biiyiime faktorleri ve yara iyilesmesi

Bu biiytime faktorlerinin agirliklart 4000-60000 dalton arasinda farklilik gosterir ve eser
miktarlar1 dahi hiicresel aktiviteleri onemli Ol¢tide etkileyen proteinlerdir.Cesitli
biliylime faktorleriningérevleri ve bunlarin etkileri ile ilgili yeni ¢aligmalar devam
etmektedir [29].

Biiylime faktorii terimi ¢oziilebilir olan, T lenfositleri ve makrofajlar tarafindan iretilen

maddeler i¢in kullanmistir [30].

Biiylime faktorleri haricen uygulanmasi yara iyilesmesinde potansiyel faydalari vardir.
Ancak, siirlt emilimi, degisken etkinlikleri ve yliksek dozlara ihtiya¢ duymasiyla basarili
klinik uygulamalar1 engellenmektedir. Topikal uygulamalar ve gelistirilmekte olan nano
kompleks uygulamalar: yara iyilesmesini indiikleyici olmasiyla tedavi amach kullanilmaya

adaydir [31].



13

Yara iyilesmesi siirecleri, 6zellikle epidermal biiylime faktorii (EGF), transforme edici
biliylime faktorii beta (TGF-beta) ailesi, fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ailesi, vaskiiler
endotelyal biiytime faktorii (VEGF), graniilosit makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF)
trombosit tlirevli biiylime faktorii (PDGF), bag dokusu biiytime faktorii (CTGF), interlokin
(IL) ailesi ve tiimor nekroz faktorii-a ailesi tarafindan etkilenir. PDGF-BB ve bFGF son

zamanlarda gelistirilmekte ve hastalarda klinik olarak uygulanmaktadir [4].

VEGEF (vaskiilar endotel biiyiime faktorii) biiyiime faktorleri arasinda en etkili angiogenik
etkiye sahip olandir. Hipoksi ve ROT fibroblastlari, keratinositleri ve makrofajlar1 VEGF

salmasi i¢in stimule eder [32].

Biiyiime faktorlerinin yara iyilesme siirecindeki etkileri hakkinda cesitli c¢aligmalar
mevcuttur [33-34]. bFGF’in yanisira klinikte yayginlasmaya aday biiyiime faktorleri olarak
PDGF ve EGF olarak karsimiza c¢ikabilir. Trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF)
1974 yilinda, diiz damar kasi hiicrelerinin proliferasyon ve migrasyonunutesvik eden
trombosit salgilanan viicut sivisi faktorii bildirilmistir. Daha sonra faktor "trombosit tiirevli
biliylime faktori" (PDGF) olarak adlandirilmistir. PDGF iki polipeptid alt birimleri, PDGF
A-zinciri ve PDGF B-zincirinden olusur. Bu alt birimler, ti¢c dimerik formlar1i PDGF-AA,
PDGF-AB ve PDGF-BB olustururlar. PDGF-BB diyabetik iilserler endikedir, ancak
periodontal hastaligi olan hastalarda devam eden klinik ¢alismalar ABD’de vardir [35].

Epidermal biiyiime faktorii (EGF) 1962 yilinda, fare submandibuler bezlerinden sinir
bliylime faktorleri (NGFs) arasinda bulunan epidermal biiyiime faktoriinii (EGF)
bulmuslardir. EGF glial hiicreler, fibroblastlar ve keratinositleri gibi hiicreler dahil olmak
iizere cesitli hiicrelerde, proliferasyonu stimule eder. EGF, Giiney Kore'de diyabetik tilser

tedavisinde ve Belgika'da kornea iilserleri tedavi etmek i¢in kullanilir [35].

Insiilin biiyiime faktoriiniin ( IGF-1) diyabetik ratlarda yara iyilesmesini mezensimal kok
hiicrelere aktarilarak olumlu sekilde etkiledigi c¢aligmalar vardir. Yapilan baska bir
calismada; diyabetli ratlarda IGF-1 ve FGF-2'nin ekspresyonu ilk hafta igerisinde kontrol
grubundan diisiik oldugu gozlenmistir. Hiperglisemi, IGF-1, FGF-2'yi inhibe edici etkiye
sahip olabilir Bu biiylime faktorlerinin sinerjik etkili oldugu ve gecikmis iyilesme siirecine

pozitif katki sagladig1 sdylenebilir [36].
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2.3. Bazik Fibroblast Biiyiime Faktorii (hFGF)

FGF ailesinin 28 iiyeden olustugu son 40 yil igerisinde tanimlanmistir. Giiglii heparin
afinitesi ve merkezindeki temel 140 zincirlik aminoasit dizisi ile yara iyilesmesi,

embriyonik gelisme ve angiogenesis tizerinde etkindir [37].

Memeliler 18 FGF tipini icerir. FGF1,FGF10,FGF16,FGF23 homolog sekans ve alt
filogeniye gore memelilerde bulunan tiplerdendir. Heparin ve FGFR i¢in yiiksek affinitesi
vardir. FGFRs tirozin kinaz reseptorleri olup heparin bagh sekans igerir, 3 ekstraselliiler
immonoglobin benzeri domainler bir hidrofobik transmembran domaini ve bir split

intraselliiler tirozin kinaz domaini bunlardandir [38].

bFGF; FGF ailesinin en iyi tanimlanan iiyelerinden biridir. Bu biiyiime faktorii yara
iyilesmesinde aktif bir rol oynar. Ozellikle yara iyilesmesinin ilk 3 giiniinde bFGF etkinligi
fazladir [16]. bFGF ilk kez 1974 yilinda karakterize edilmistir [69].

FGF2

Sekil 2.2. bFGF( FGF2) 'nin {i¢ boyutlu yapisi [39]
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bFGF'nin bir serit diyagrami; B iplikcikler 1-12 etiketli olup, heparin baglayici bolge
(pembe) B iplikgikler 1 ve 2 ile 10 ve 11 B iplikgikler arasindaki ilmek kisimlarini igerir.
FGEFR ile temas eden kisimlar yesil renkte (reseptoriin Ig-alan1 2 ile temas eden bdlge),
mavi (lg-alam1 3 ile temas eden) ve kirmizi (Ig-alani 3'lin alternatif olarak eklenmis

bdlgesine temas) gosterilmistir [39].

FGFlar keratinositler, fibroblastlar, endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri, kondrositler,

mast hiicreleri araciligiyla tretilir [4].

bFGF genel olarak kemotaksi, hiicre farklilagmasi, proliferasyon ve doku rejenerasyonunu
etkileyen iyi bilinen bir mitojendir. bFGF siklikla klinik olarak kullanilir ve kikirdagin,

deri, kornea, kulak zarinda ve tiikiiriikk bezlerinde yara iyilesmesinde rol oynar [89].

2.3.1. FGF reseptorleri

FGFR4 reseptorii vardir. FGFR ailesi FGFR1-R4 olmak iizere 4 iye igerir. Her bir
reseptoriin aminoasit sekansi yliksek 6l¢iide korunmustur, ligand affinitesi ve doku dagilim
olusumlar farklidir. Vertebrada FGFR leri 4 gen kodlar ve FGFR1-4 ligandlar i¢in ¢esitli

afiniteleri tireten ekstraselliiler domaine alternatif splicing saglar [40].

FGF ailesinin reseptorleri genel olarak normal angiogenesis ve embriyonik biiylimeyi
kapsayan 4 protein igerir. Yapisal olarak FGFRs ektraselluler ligand bagimli 2 ya da 3
immunoglobun benzeri gruptan olusur. FGF reseptor ailesi yiiksek afinite ile hiicresel
cevaba aracilik eder. Bu reseptorler tirozin kinaz transmembran proteinleri ile daha fazla
caligirlar. Reseptorler temel akvitivelerini heparin gibi proteoglikanlara bagli olarak

gergeklestirirler ve birkag ligandla birbirine bag yaparlar [41].

2.3.2. FGF sinyal sistemi

FGF ligandlarinin FGF reseptorlerine baglanmasiyla FGF sinyal kaskad: baslatilir. FGF
baglanmasini izlerken bir ligand bagimli dimerlesme olayr FGFlerin 2 heparin stilfat zinciri
ve 2 FGFRS kapsayan kompleks sekillenmesini igerir. Her ligand reseptdrlerine baglanir
ve reseptor D2 domainde bir diger yolla kontakt kurar. FGF sistemi bazi yolaklarla
iliskilidir. En iyi anlagilan RAS( mitogen aktivasyon protein kinaz) yolu, P13 kinaz AKT
yolu ve PLC alfa yoludur [38].
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Ana yol FGF sinyalinin RAS-MAP kinaz yoluyla iligkilidir. Bu yol hiicre proliferasyonunu
ve farklilagsmasi boyunca bulunur. MAP kinazlar serin7 threanin 6zel protein kinazlar
ckstraselliiler stimiile cevap ve ¢esitli hiicre proseslerini diizenlemede rol oynar. FGF
ligand1 reseptére baglandiktan sonra bir integral yolaktaki tirozini fosforiller ve FGFR
substratina 2 alfa azaltir. Adaptdr proteinin baglanmasi sinyal aktivasyonu ile iligkilidir.
Bir FRS2 kompleksi FGF2 alfa guanin niikleotit exchange faktor 2
GRB2,GAB1,SOS,JHP2 igerir, RAS, MAP kinazin ve Pl13kinaz AKT in aktiflesme
kolaylastirilir. P13  kinaz AKT yolagr hiicrelerin hayatta kalmasim1i ve hiicre
farklilagmasiyla iligkilidir. Bu yolak hiicre polarizasyonunu da etkileyebilir. RAS/MAP
kinaz yolu gibi P13/AKT yolu da FRS2 sinyal kompleks yolagiyla baslatilir. GABI1
proteini FGFR ile P13 kinaz aktiflesmesine baglidir. P13 kinazin fosfoiyonsite bagimli
kinaz ve aktiflesmesiyle sonug¢lanir. FGFR in aktiflesmesinin diger hedefi PLC alfadir. Bu
yol PLC alfanin fosforil Tyr reseptdriiniin baglanmasiyla aktiflesir. Inositol trifosfat IP3 ve
DAG PLC alfanin aktiflesmesinin hidrolisiyle tiiner. DAG ve sitoplazmik kalsiyum
endoplazmik retikulumdan salinir. IP3 ve beraberinde aktif protein kinaz PKC a cevap

verir. PLC alfa kinaz yolu hiicre morfolojisini, migrasyon ve adezyonu etkiler [38].

e e onc+ in2
TR TR - -
e [ Mgnzioe
Migration
l l Achesion
Surwival

CEmmasz et fote determination
Proliferation
Differsntiaticn

Sekil 2.3. FGF-FGFR sinyal yolag1 [38]



17

Sinyalizasyon kaskadi, iki FGF ligandi, iki heparin siilfat zinciri ve iki FGFR'den olusan
bir FGF baglama kompleksinin olusumunu baslatir. Sinyal transdiiksiyonu biiyiik oranda
ti¢ yolagindan birini izler. Bir FRS2 kompleksinin olusmasi iizerine baslatilan RAS / MAP
kinaz yolu, hiicre proliferasyonunu ve farklilasmasini kontrol eder. PI3 / AKT yolu, ayn1
zamanda bir FRS2 kompleksinin olusmasiyla baslatilir ve hiicre sagkalimini diizenler. Son
olarak, PLCy'nin aktive edilmis FGFR'ye baglanmasinin ardindan, DAG ve IP3 olusur ve
PKC'yi aktive eder. PLCy yolu, hiicre morfolojisini, gd¢iinii ve yapismasini etkiler [38].

bFGF'nin PI3k-AKT, ERK ve PKA sinyal yolaklarindaki etkileri arastirilmaya devam
edilmektedir. bFGF'in fotoreseptor hiicreleri oksidatif stresden koruma yeteneginde oldugu
bilinmektedir. bFGF GSK3B in inaktivasyonu bFGF tarafindan uyarilmis iiretimi PKA
hafifleterek, PKA ya bagli oksidatif stres karsin koruyucudur. Fotoreseptor hiicreleri H2O2
ile oksidatif stresle yaralanmaya maruz birakildiginda bFGF'nin  varliginda ve
yoklugundaki fotoreseptorlerin in vitro hiicre 6liimlerine koruyucu etkisi aragtirilmistir. 24
saat 650 mikromol/l H2Ozuygulandiginda %40 apoptoz olurken, bFGF 50ng/ml
uygulandiginda (30 dk) %50 civarinda apopitozdan kurtarmistir. PKA in inhibisyonu
pAKT ya da pERK 1/2 olmaksizin, oksidatif strese bagli yaralanmalara karsin bFGF ile
noron koruyucu hafifletildigi sdylenebilir [42].

Bu durumda PKA yolag: etkindir.bFGF uyarimli néron koruma mekanizmasi PKA ile
GSK3B in inaktivesi ve gormenin diger kendi yolaklariyla gerceklesir. FGF reseptor ERK
sinyal kaskatini transdiiktesini uyaran tirozin kinaz G proteinine baghdir. PI3K-AKT
FGF1'in temel noronal hiicrelerde néron korumada etkin oldugu diisiincesi hakimdir. ERK
ve PKA yolaklarinin aktivasyonu ayrica kurbaga retinasinda bFGF ile cevaplandig: test
edilmistir. bFGF'in farede fotoreseptorlerin koruyucu etkilerini PKA bagimli GSK3B
inaktivesi yoluyla koruyucu etki gosterdigi diigiiniilmektedir [42].

FGF ailesinden, FGF 1-2-7-10 ve 22 dermal yaralanma siirecinde ifade edilmektedir. FGF1
ve FGF2 inflamatuvar hiicreler, vaskuler endotel hiicreler, fibroblastlar ve keratinositler
tarafindan tretilir ve re-epitelizasyon, angiogenesis ve granulasyon doku sekillenmesine
katkida bulunur. Yara iyilesmesine ek olarak FGF-7 ve 10 dermal keratinositlerden TGF

alfa liretimini stimule ederek dolayli olarak epitelizasyonu etkiler [3].
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Endotel progenitor hiicrelerin farklilagmasinda bFGF’in rolii vardir. Endotel progenitor
hiicreler hem endotel hiicrelere hem de kasilabilen yumusak kas hiicrelerine doniisebilirler.
Calismalar gosteriyor ki; bFGF endotel progenitdr hiicrelerin fenotipik korunmasi igin
gerekli iken, bu hiicrelerin kasilabilir yumusak kas hiicrelerine farklilasmasini baskilar

[43].

FGF'ler anjiyogenez, yara iyilesmesi, embriyonik gelisim ve endokrin sekresyon

regililasyonu gibi dnemli patofizyolojik stireclere katilirlar [39].

Yarali derinin re-epitelizasyonu ic¢in keratinositlerin hizli ve koordineli olarak yara
yatagina goc etmesi gerekir. Yaralanmadan hemen sonra hiicreler yara bolgesine gelir ve
biliylime faktorleri de sentezlenir. Bu biiyiime faktorlerinin keratinositlerde mitogenik etkisi
vardir. Proliferasyonlari ve yara bolgesine go¢ etmelerine biiyiime faktorleri yardimei
olur.Yara iyilesmesinin agamalarini normal ve hastalikli kosullarda anlamamiz igin
keratinosit goglinili ve etki eden biiylime faktorlerini akut ve kronik yaralarin tedavilerinde
yeni terapilerin gelistirilmesi amaclanmaktadir.Keratinosit gogiinii uyaran biiyiime
faktorleri FGF-2 ve EGF yi kapsar. FGF ailesi keratinositlerin gogli ig¢in onemlidir.
FGFR2IIIb (keratinosit biiyiime faktorii reseptoril) ve FGFR1IIIb tarafindan ifade edilen
keratinosit gocili s6z konusudur. FGF 1-2-7-10 keratinositler i¢in mitogenik etkiye sahiptir.

FGF2 ve EGF keratinosit proliferasyonunu indiiklemede ayrica sinerjik etkiye sahiptir[44].

Kim, Suh ve Park (2004) iirettikleri tobramisin i¢eren kollajen-hiyaliironik asit kompozit
ortillerden antibiyotikle birlikte FGF ve PDGF tagiyanlarin, tek basina antibiyotik
icerenlere gore yara iyilesmesinde ¢ok daha basarili oldugunu belirtmislerdir [45]. FGF 1-
2-10 bliytime faktorleri druglarinin uygulanmasi sa¢ biiyiimesini destekledigi ¢alismalar
mevcuttur. FGF-2 papilla hiicre proliferasyonu ve farelerde kil folikiilii artisin1 destekler.

Ayrica FGF 1-2-10 Cin’de yara iyilesmesinde klinik olarak uygulama yapilmaktadir [46].

FGF-2 kronik yaralarda azalirken akut yaralarda artar. FGF-2-uygulanmis basi iilseri
gosteren hastalar (PU) daha hizli yara kapanmasi yoniinde bir bulgu elde edilmistir [4].
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Cesitli hayvan deneylerinde eksojen bFGF kikirdak onarim ve subkondral kemik
olusumunu hizlandirmistir. bFGF i¢in terapdtik uygulamalar gelistirmeye ihtiyag vardir.
Membran bozulmasi nedeniyle in vitro bFGF salinimi 2 hafta in vitrodan 20 giin i¢inde
yok olmustur.bFGF emilimi 3. Giinde %30’dan fazlasi, ilk haftada %40’dan fazlasi
membranlar tarafindan absorbe edildigi ya da bloke edildigi, bFGF artikiiler kikirdak

tamirinde biiyiime faktorlerinin diizenleyici rolleri olabilecegine isaret etmektedir [47].

Omuz yirtiklarinda bFGF ve polilaktit glikolit PLGA fibrous membranlarla tedavi amaclh
olarak kullanilabilir. Elektrotpin emiilsiyon kullanarak iiretilen biyolojik implantlar bFGF
PLGA fibrous membranlar1 kronik rat omuz yirtiklarinda onaricidir, in vitro ve in vivo
olarak hiicre proliferasyonunu artirmiglardir [48]. bFGF’in insan kulak zarindaki deliklerde
(TMPs) yaralanma sonrast 3. giinden sonra uygulandiginda yararli etkileri oldugunu
gostermistir, bu da yara iyilesmesinin proliferasyon asamasi boyuncadir. Bu uygulamayla
kapanma zamani kisaltmanin yanisira bFGF yan etkilerinin klinik idaresi ve kisa siireli

uygulamada azaltilabilecegi diisiiniilmektedir [49].

bFGF nin ekspresini Cleome viscosa’nin western blot ile analizinde ve Yyaradaki
granulasyonu artirdigi goriilmiistiir. Cleome viscosa L. (Cleomaceae) Hindistan’da
romatoit artrit, hipertansiyon, malaria ve yara iyilesmesinde kullanilan, oriimcek ¢icegi
olarak da bilinen bir bitkidir. Bu bitkinin eksratlarinin topikal olarak Wistar ratlara

uygulanmasi sonucu yara kontraksiyon oraninda 6nemli bir iyilesme saglanmigtir [50].

In vitro yara modelinde hepatositlerin gécii ve proliferasyonunda bFGF rolii vardir. Rat
hepatositinde insizyon yarasi olusturulan ve epitel proliferasyonunun ne o6lgiide oldugu
olciildigi c¢alismada, yara formasyonu sonrasi, bFGF (30ng/ml) hepatositlerin yara
kenarinda proliferasyonlarint  stimiile etmistir. bFGF ayrica yara bolgesindeki
hepatositlerin gogiinii stimiile etmistir. Yaralanma sonrasi hepotositler biiyiime faktorleri
ve sitokinleri salgilar ve yaralanma bdlgesinden uzak ya da yakin olan hiicreleri aktive
eder. bFGF (30ng/ml) yarali hepatositlerin tek katmanlarini proliferasyonlarini ve hiicre

g6¢linii artirarak in vitro modelde iyilesmeyi artirmistir [51].
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Paraskeva, Gourgoulianis, Molyvdas, Hatziefthimiou ve Stamatiou (2012)tarafindan
yapilan bir ¢alismada, bFGFnin tavsan trakeal hiicrelerinde mitojenik etki gosterdigi
goriilmiistiir. Ayrica, bu etki tiim dokunun, 6zellikle trakeal seritlerin proliferasyonunda
etkili olmustur. Bu nedenle, 3 giin siire ile inkiibasyona ugramis epitelyumla soyulmus

trakeal seritler bFGF'nin varligindan s6z edilebilir [52].

Jiang ve digerleri (2013) yaptigi bir ¢alismada, hafif yineleyen aftéz stomatit tedavisinde
(tilser); diosmektit (DS) ve bFGF topikal uygulanmasinin etkililigini ve giivenilirligini
arastirmistir. 129 katilimcinin ¢alismay1 tamamladigi, DS + bFGF ‘nin bFGF' yi siirekli
olarak serbest birakmis ve DS + bFGF grubunda iilser boyutu diger DS, bFGF, kontrol
grubuna kiyasla onemli 6l¢iide azaldigi seklinde sonuglandirilmistir. DS + bFGF iilser
agrisinin hafifletilmesinde ve kiigiikk yineleyen aft6z stomatitin tedavisinde 6nemli yan

etkilere yol agmadan iyilesmeyi hizlandirmada etkili oldugunu bildirmislerdir [53].
2.4. Diyabet
2.4.1. Diyabet

Diyabet;gelismis ve gelismekte olan toplumlarda sedentaryasamin yayginlagmasi
sonucugittikge artmakta olan bir saglik sorunudur. Ozellikle tip 2 diyabet prevalansi hizla
yiikselmektedir.Diinyadaki diyabetli yetigkin birey sayist 415 milyon iken bu saymin 2040
yilinda 642 milyona ulasarak her 10 kisiden 1’inin diyabetli olmas1 beklenmektedir[54].
Ulkemizde 1997-1998 vyillarinda yapilan Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji galigmasi
sonuglarina gore tip 2 diyabet prevalanst %7.2, bozulmus glikoz tolerans: siklig1 ise %6.7
olarak bulunmustur. Yakin zamanda ise iilke genelinde 20 yas lizerinde 26.499 kisi
incelenmis ve tip 2 diyabet sikliginin gecen yillarda 6nemli derecede arttigr ve %13.7’ye

vardig1 goriilmiistiir [55].

2.4.2. Diyabet ve komplikasyonlari

Diabetes mellitus (DM ) yiiksek kan sekeri ile karakterize edilen bir grup kronik metabolik
hastaliklarin genel adidir. Insiilin salgilanmasindaki veya metabolik hareketlerindeki

bozukluklar sonucu olusur [55].
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Diyabet insiilin eksikligi, insiilin direnci veya bunlarin birlikteligi sonucu kanda glikoz
seviyesinin yiikselmesiyle gelisen ve g¢esitli komplikasyonlar: ortaya ¢ikaran sistemik bir
rahatsizliktir. Rahatsizligin sonucunda kan sekeri yiiksekligi (hiperglisemi) kontrol altinda
tutulmazsa zamanla diyabetin komplikasyonlar1 gelisir [55]. Bu komplikasyonlar;
retinopati, nefropati, noropati (periferik ve otonomik), aterosklerotik kalp hastaliklari,
periferik arter hastaligi, serebrovaskiiler hastaliklar, cilt, diyabetik ayak, eklem, kemik,
beyni ilgilendiren sorunlar (demans, Alzheimer), psikolojik sorunlar, seksiiel sorunlar

olarak o6zetlenebilir [55].

Diyabet, hem kronik metabolik bir bozukluk hem de oksidatif stresin fazla oldugu bir
durumdur. Diyabetle ortaya ¢ikan serbest radikaller proteinler ve niikleik asitleri
etkileyerek membran biitiinliigliniin bozulmasina, proteinlerde yapisal veya fonksiyonel
farklilagsmalara ve genetik mutasyonlara sebep olabilmektedir. Serbest radikallerin etkisini

onlemek amaciyla diyabette ekzojen antioksidanlar kullanilabilir [56].

2.4.3. Diyabet ve yara iyilesmesi

Diabetes mellitus (DM), kronik hipergliseminin neden oldugu oksidatif stres tarafindan
yaratilan periferal doku yaralarini da kapsayan bir hastaliktir. Diyabet ve komplikasyonlari
beraberinde oksidatif stres ve inflamatuar yanitta bir artisa sebep oldugu bilinmektedir.
Gecikmis yara iyilesmesi hiperglisemi ile uyarilan bir enflamatuar yanit ile iligkilidir ve
kan glikoz seviyelerinin, oksidatif stres ve inflamatuvar yanitin segici modiilasyonu yara
iyilesmesindeki etkisi diyetlerine antioksidan takviyesi ile olumlu olabilecegini

diistindirmektedir [57].

Diyabette oksidatif stres artar ve diyabetik komplikasyonlara katkida bulunur. Biiyiik
inflamasyona yol agan artmis glikoz diizeyleri sonucunda mitokondriyumda siiperoksit
tiretimi artar. Birincil mekanizma, siiperoksit anyonunun mitokondriyal elektron tasima
zinciri tarafindan asirt iiretilmesidir. Buna ek olarak, diyabet oksidatif stres duyarliligini
artirmak i¢in antioksidan diizeylerinde bir azalmaya neden olur. Mitokondride elektron
transport zincirinin yiksek glikoz yikli asir1 yiiklemesi ve membrana bagli NADPH

oksidaz aktivitesini igeren hiicrelerde ROT'un ¢esitli kaynaklari vardir [58].
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Diyabetiklerde periferik noropati, periferik arter hastaligi ve infeksiyona yatkinlik ayak
tilserlerlerine ve amputasyonlara sebep olabilir. DM hastalariin %15 ‘den fazlasi kronik
iilserler dolayisiyla ampute riski ile karsi karsiyadir. Diyabetik ndropatinin sebep oldugu
hissizlik tekrarlayan travmalarin fark edilmemesine yol agarak amputasyonun en 6nemli
nedenini olusturmaktadir. Travmatik sebepler haricinde ayak amputasyonlarinin %60’ 1nin
diyabetten kaynaklandig: bildirilmektedir [60].

Diyabette glikozun intraselliilerdeki yiiksek seviyesi ve glikolizis endotel hiicrelerinin
toksit iiretimlerinin sekillenmesine Onciiliik eder. Damarlar fonksiyonal olarak anormal
hale gelir, 16kosit-endotel hiicreler etkilesimleri artar, perfiizyon azalir, yaraya iletilen
besin ve oksijen azalir. lyilesme diyabetik yaralarda daha azdir, ¢iinkii nétrofiller

hiperglisemik ¢evrede zayif fonksiyonlara sahiptirler [32].

Diyabet ayrica makrofaj sayisin1 azaltir ve lenfotik damar formasyonunu azaltmasiyla
sonuglanir. Tip 2 diyabet; lenfositlerin apoptosisini artirir ve ROT iiretimi artar, ayrica
apoptozun sinyal yolagini da uyarir. Tip 2 diyabet oksidatif stres seviyesini yiikseltir, bu da

kronik komplikasyonlarin gelismesinden sorumludur [61].

Diyabette inflamasyon, anjiyogenezis ve kollajen sentezi bozulur. Yara bolgesindeki kan
dolanimi diyabetin anjiyopati ve noropatik etkilerinden negatif yondeetkilenir.Diyabet,
kronik hipergliseminin neden oldugu oksidatif stres tarafindan yaratilan periferal doku
yaralarini da kapsayan bir hastaliktir. Diyabet ve komplikasyonlarinin oksidatif stres ve
inflamatuar yanitta bir artisa sebep oldugu bilinmektedir. Gecikmis yara iyilesmesi
hiperglisemi ile uyarilan bir enflamatuar yanit ile iligkilidir ve kan glikoz seviyelerinin,
oksidatif stres ve inflamatuvar yanitin secici modiilasyonu yara iyilesmesindeki etkisi
diyetlerine antioksidan takviyesi ile olumlu olabilecegini diisiindiirmektedir.Diyabetik
yara; yapilan hayvan deneylerine gore yara iyilesme siirecinde bir bozukluk ile karakterize
edilir, 6zellikle inflamatuar ve proliferatif fazlar, patolojik anjiyojenez ve yara iyilesmesi
gerilme mukavemetinde dnemli bir diisiis gozlenmistir. Diyabet, lenfositlerin apoptosisini

artirir ve ROT iiretimi artar, ayrica apoptozun sinyal yolagini da uyarir [61-62].
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Diyabet mikrovaskulatureyi etkileyen bir hastaliktir. Glikozun intraselliilerdeki yiiksek
seviyesi ve glikolizis endotel hiicrelerinin toksit {iretimlerinin sekillenmesine onciiliik eder.
Damarlar fonksiyonal olarak anormal hale gelir, 16kosit-endotel hiicreler etkilesimleri
artar, perfiizyon azalir, yaraya iletilen besin ve oksijen azalir. Iyilesme diyabetik yaralarda
daha zordur ¢iinkii notrofiller hiperglisemik ¢evrede zayif fonksiyonlara
sahiptirler.Diyabetin komplikasyonlarinin engellenmesiya da ertelenebilmesimetabolik

kontrolle miimkiindiir [60].

Diyabetin yara iyilesmesindeki olumsuz etkilerinin mekanizmasi heniiz netlesmemistir.
Bununla beraber, biiyiime faktorlerinde (doniistiiriicii biiyiime faktorii beta (TGF-p),
insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)
gibi) ve kollajen sentezinde azalma, proteazlarin asir1 etkinlesmesi, enflamasyon yanitin
gecikmesi ve nitrik oksit sentezinin engellenmesi gibi durumlarin hepsinin diyabetteki yara

iyilesmesinde gecikmelere sebep olduklart bildirilmistir [59].

2.4.4.Diyabet ve bFGF

bFGF’nin iyilesmede etken olan fibroblastlar iizerine olan etkisini diyabetik yaralarda
degistirmektedir. Ayrica dokularin diyabetik kosullara cevaplart farklidir, ama ¢ogu
oksidatif stresle iligkilidir. bFGF fibroblast hiicrelerini yiiksek glikozdan korumaktadir.
Yiiksek glikoz hiicre hasarina etki ederken, proliferasyona etki etmemektedir. bFGF
FGFR1 sinyal yolaginin aktivitesi yoluyla yiiksek glikoz artisin1 elimine ettigi
diigtiniilmektedir [21].

bFGF uygulamasi diyabetik yasli hayvanlarda yara iyilesmesini diizenler; ECM sentezini
diizenler ve kollajen dagilimmi indiikler. bFGF uygulanmas: hipertrofik skar
sekillenmesini in vivo ve in vitro da olumlu etkiler. Insanlarda klinik uygulamada FGF 1-2
kronik yanik yarasinda kullanilmig ve bazi ¢alismalarda iyilesme oranina ortalama bir katki
saglamistir. Ayrica bFGF periodontal hastalik ve kemik kiriklar1 {izerindeki terapdtik
etkilerini gdstermistir. Halen, iilser, periodontal hastalik ve kemik kiriklar1 i¢in devam
eden klinik calismalar vardir. Bu o6zellikle sigir bFGF yara iyilesmesini saglamak icin

kullanilan ve gelistirilmekte olan bir tiriindiir [35].
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Dokularin diyabetik kosullara cevaplart farklidir, ama c¢ogu oksidatif stresle iligkilidir.
Mekanik ¢alismalarin DM iizerine major etkisi oldugu disiiniilmektedir. DM
komplikasyonlar1 oksidatif stres ve aracili proteinin nitrasyonlart DM temel etkileridir.
Yiiksek kan sekeri angiogenesisin degistirilmesi ile yara iyilesmesinin inhibisyonu ve
fibroblast hiicre gogiinii diabetik farede normal glisemik fareden % 75 daha az olmasi ile
baglantilidir bFGF'in fibroblastlardaki yiiksek glikozdan korudugu gozlenmistir. Yiiksek
glikoz hiicre hasarina etki ederken, proliferasyona etki etmemektedir. bFGF, FGFR1
sinyal yolaginin aktivitesi yoluyla yiiksek glikoz artigini elimine eder [21].

Uchi ve digerleri (2009) yapmis olduklar1 ¢alismada elde ettikleri sonuglar bFGF'nin
diyabetik iilserler tedavisini hizlandirdigi yoniindedir [63].

bFGF diyabetik yash hayvanlarda yara iyilesmesini gelistirir, ECM sentezini diizenler ve
kollajen dagilimini indiikler. bFGF uygulanmasi hipertrofik skar sekillenmesini in vivo ve
in vitro da olumlu etkiler. insanlarda klinik uygulamada FGF 1-2 kronik yanik yarasinda

kullanilmis ve bazi ¢alismalarda iyilesme oranina ortalama bir katki saglamistir [3].

bFGF tedavi sonrasinda diabetik kosullar altinda dermal fibroblastlarda intraselliiler reaktif
oksijen tiirleri (ROT) 6nemli bir artis goézlenmistir. bFGF, diyabetik kosullar altinda,
PI3K/Akt-Racl-INK yollaklariyla artmig ROT diretimi sayesinde insan dermal

fibroblastlarinda migrasyonunu tesvik eder [19].

N i Ay
@ Migration

Sekil 2.4. bFGF'nin diyabetik kosullar altinda insan dermal fibroblast migrasyonunu tesvik
ettigi mekanizma [90]
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bFGF'nin diyabetik fare modelinde yara iyilesmesini hizlandirdigi, kollajen dagilimi ve p-
diiz kas aktini (S-SMA) ve TGF-81 ekspresyonunu diizenleyerek ECM sentezini ve
bozunmasini diizenledigini bilinmektedir. Daha once sozii edilen hayvan modellerine
dayanarak, insanlarda klinik denemeler yapilarak FGF-1 ve -2, kronik yanik yaralarin
tedavisinde kullanilmis ve bazi g¢aligmalarda iyilesme oranlarini olumlu bir artisla

sonugclandigr belirtilmistir [90].

Diyabetin neden oldugu patofizyolojik degisikliklere kars1 antioksidan tedavi, diyabet ve
diyabetik komplikasyonlar1 6nlemek i¢in bir yaklasim olabilir. bFGF'in diyabetin neden
oldugu oksidatif hasar1 6nemli dlgiide onledigi diisiiniilmektedir. bFGF, diyabetik oksidatif
hasarin bastirilmasia etkisi oldugu soylenebilir. bFGF takviyesinin, tip 2 diyabetli
hastalarda (ASC) adipoz tiirevi mezenkimal stromal hiicreler iizerinde giiglii bir etkiye
sahip oldugunu ortaya konmustur. Diyabetik ASC'lerin bFGF-indiiklii geri kazanimi, bu
hiicreler i¢in gelistirilmis morfoloji, artmis hiicresel proliferasyon orani, azalmig yaslanma
ve apoptoz ve nihayetinde artirilmis insiilin duyarliligi ile bFGF'nin yararh etkisinin,
oksidatif stres ortaminin olumsuz etkilerinin iistesinden gelmesi sonucunu

gostermektedir[64].

2.5. Serbest Radikaller

2.5.1. Serbest radikal ve oksidatif stres tanim

Serbest radikal, orbitalinde eslesmemis bir elektrontagsiyan atom veya molekiildiir.
Orbitallerde normalde bulunan elektronlar ¢ift halde olup, hareketleri birbirine zit
yondedir. Paylasilmamig elektronlarin olusturabildigi magnetik alanlar sayesinde herhangi

bir molekiil ile etkilesime girebilen serbest radikaller elektron aligverisi yapabilirler [65].

Biitiin serbest radikaller kisa siirede bulunur ve reaktiftir. Serbest radikaller biyomolekiiller
reaksiyonlara girer ve sadece mikrosaniyede olabildigince ¢abuk yok olurlar [66]. Serbest
radikaller, oksidatif reaksiyonlar neticesinde lipid, protein, niikleik asit gibi bilesikleri

etkilemekte ve gesitli biyolojik soruna neden olmaktadir [67].

Oksidatif stres olustugunda reaktif oksijen tiirlerinin miktar1 ve reaktif nitrojen tiirleri

(ROT ve / veya RNS) savunma sisteminden daha fazladir [40].
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Saglikli canli metabolizmasinda antioksidanlar ile oksidanlar denge igerisindedir. Ancak
bu denge serbest radikaller lehine degistiginde, oksidatif stresin 6nemli bir etken oldugu
hastaliklara yakalanma olasiliginda artis gozlenmistir. Serbest radikallerin fazlalagsmasi
sonucu, endojen antioksidanlarinetkisi azalabilmekte ve oksidan antioksidan dengesinin
saglikli  olarak  tekrar  kurulmasi i¢in  ekzojen  antioksidanlarin  alinmasini

gerektirebilmektedir [91].

2.5.2.Serbest radikal kaynaklari

Serbest radikallerden oksijen kaynakli olanlar biyolojik sistemlerde daha fazla etkiye sebep
olurlar. Serbest radikaller metabolizma sirasinda siirekli yapilanma igindedir. Asagida

serbestradikal kaynaklar1 ve olusan radikaller 6zetlenmistir [65].

Oksijen

Oksijenin suya indirgenmesi sirasindaki tek elektron aktarmalar1 sonucunda olusanreaktif

molekiiller radikallerin 6nemli bir grubunu olusturur. Bu reaksiyonlar sirasiile;

Oz + H+ + e- — H202 Hidroperoksil radikali
HO>— H+ + 0> Superoksit radikali
O2- +2H + ¢ — H202 Hidrojen peroksit
H20, + e- — OH- + OH. Hidroksil radikali
OH+e-+H+— H.O

Oksijenin bir elektron alinimi ile indirgenmesinden siiperoksit anyonu (O;), iki
elektronindirgenmesi ile hidrojen peroksit (H,0,) olusur. Uciincii elektron ilavesi ile
yiiksekderecede reaktif hidroksil radikali olusur. Dordiincii elektron ilavesi ile su meydana
gelir.Siiperoksit radikali kuvvetli bir indirgeyici ajandir. Ozellikle hem gruplari Fe-
Sgruplart ile ve prostetik grup olarak ge¢is metallerini (Fe, Cu gibi) igeren
gruplarlaetkilesim  gosterir.  Siiperoksit radikali siiperoksit dismutaz (SOD) ile
mutasyonaugrayarak hidrojen peroksiti olusturur. H,0O,, zayif bir indirgeyici ajandir.
Ortamda gecis metalleri olmadik¢a oldukca sabittir. Gegis metalleri varliginda hidroksil

radikalini olusturur. Bu reaksiyonlara Fenton ve Haber-weiss reaksiyonlari denir [65].
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Bu reaksiyonlar;

H20; + Fe**— Fe™ + OH + OH"

0, + Fet®— Fe*? + 02

Net reaksiyon — OH™ + OH + O?

H.O,, katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan pargalanir. Hidroksil radikali biitiin
oksijen radikalleri icinde en reaktif olamidir. Proteinler, karbonhidrat, lipit ve niikleik
asitleri okside etme yetenekleri fazladir. Oksijen kaynakli diger radikaller alkoksi radikali
ve peroksi radikali olup lipitperoksidasyon reaksiyonlari sirasinda iiretilirler. Dogrudan
radikal Ozelligi tasimayan, ancak gecis metalleri varliginda ve asiri radikalolusumunda
radikallerle birleserek reaktivite kazanan molekiillere non-radikaloksijen partikiilleri denir.

Bu grupta H,0O,, lipit hidroperoksitleri ve hipokloroz(HOCI) asit yer alir [65].

Aktive notrofiller: Hipoklordz Asit (HOCI)

Aktive notrofillerden iiretilen giiclii bir oksidandir. Fagositler membran NADPH oksidan
sistemi ile siliperoksit radikalini olustururlar. Olusan radikal hizladismutasyona ugrar ve
hidrojen peroksit meydana gelir. Hidrojen peroksidin ortamdabulunan serbest klor iyonlari
ile miyeloperoksidaz katalizorliigiinde etkilesimisonucunda HOCI olusur. HOCI, oksidan
bir molekiil olup protein oksidasyonuna yol agabilir veya siiperoksi radikali veya demir

tuzlar1 ile reaksiyona girerek hidroksil radikalini olusturur [65].

Nitrik oksit (NO)

Nitrik oksit tek sayili elektron tasir ancak nitrojen ve oksijen iizerinde delokalize olmasi
sebebiyle NO tam bir radikal niteligi tasimaz, ayn1 zamanda antioksidandir. Endojen
serbest radikallerle birleserek peroksit ve hidroksil radikalini olusturabilir [65]. NO,
hormon benzeri tiirleri olan ve C icermeyen bir serbest radikaldir. NO, bir endojen olarak
hiicre sinyali, efektdr ajan tiireyen eslenmeyen ilk gaz tiirii olarak tanimlanmistir. Endojen
olarak tiireyen hiicre sinyali olusturan Onemli bir bulgudur, hiicre sinyal tiirlerinde
ortalama bir konsantrede dahi toksit etki gosterir. NO, radikal zincir reaksiyonlarinin
sonlanmasina onciiliik eden diger bir radikaldir. Lipit peroksidasyonunda NO antioksidan

etki yapmaktadir. Kosullara bagli olarak NO, oksidan ya da antioksidan olarak hareket
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eder. NO sinyali oksidasyon ve siiperoksit radikali ve ¢dziilmemis gazlarla nitrasyona
sebep olur. Dahasi, peroksinitrit, peroksinitrat ve esterleri yumusak dokularda orta

seviyede reaktif rol oynarlar [66].

Mitokondrial elektron transport sistemi

Mitokondri de oksijenin suya indirgenmesi sirasinda i¢ membranda lokalize

elektrontransport zincirinde siiperoksit radikali olusur [65].

Endoplazmik retikulum

Sitokrom P405 ve sitokrom b5 iceren bu sistemler doymamis yag asitlerinin
veksenobiyotiklerin oksidasyonunda yer alir. Detoksifikasyon sirasinda serbestradikaller

meydana gelir [65].

Peroksizomlar

Peroksizomlar yiiksek diizeyde oksidaz (6rnegin, D-aminoasit oksidaz, {irat oksidaz,a¢il

KoA oksidaz) i¢erdiklerinden dolay1 giiglii bir hidrojen peroksit kaynagidir [65].

Plazma membranlari

Plazma membraninda bulunan lipooksijenaz ve siklooksijenaz, radikal iiretimine yolagan
reaksiyonlardan sorumludur. Bu enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarsonucunda

prostoglandinler, tromboksanlar, ve 16kotrienler meydana gelir [65].

2.5.3. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikaller olduk¢a reaktif molekiillerdir ve genellikle biyomolekiillerle reaksiyona

girerekolusturduklar bilesikler toksik 6zellik tagimaktadir [65].

ROTve RNS'nin asir1 tretimi veya eksikligi, homeostasis ve iligkili patolojinin
bozulmasina neden olabilir. Saglikli organizmalarda oksidanlar indirgeyicilerle dengelenir.
Diyabetik vaskiiler patogenezdeki ROT'un 6nemli oldugunu One siiren ve diyabetik

komplikasyonlarin oksidatif stresle iliskili oldugunu gosteren pek ¢ok ¢aligma vardir [92].
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Diyabette ROT {iretimi artmis ve antioksidan aktiviteleri azalmistir. Bu durum, lipit

peroksidasyonu ve DNA oksidasyonu ile sonuglanir [93].

Serbest radikallerin proteinler tizerine olan etkileri

Peptit baglar ile prolin ve lizin gibi aminoasitlerin serbest radikallerin etkisine maruz
kalmas1 son derece kolaydir. Proteinlerin serbest radikal hasarma kars1 duyarliligs,
aminoasit bilesimine,proteinin aktivasyonundan veya yapisal diizenlenmesinden sorumlu

aminoasitlerinyerlesimine ve hasarli proteinin onarilabilirligine baglidir [65].

Serbest radikallerin lipitler izerinde olan etkileri

Serbest radikallerin en iyi tanimlanmis etkisi olan lipit peroksidasyonu, serbestradikaller
tarafindan baslatilan ve membrandaki ¢oklu doymamis yagasitlerinin oksidasyonunu
iceren kimyasal bir olaydir. Siiperoksit radikali, hidroksilradikali, peroksil radikali ve
alkoksil radikali, lipit peroksidasyonunu baslatanradikallerdir. Demir iyonlarmin lipit
peroksidasyonununda onemli bir rolii vardir.Yag asidinin (LH) oksidasyon metilen
karbonundan hidrojen atomunungikarilmasiyla baslar ve yag asidi radikali (L) olusur.
Ilerleme asamasinda yag asidiradikaline hizli bir sekilde oksijen eklenerek peroksil

radikalini (LOO) olusturur.

Lipit peroksil radikalleri zincir reaksiyonlarinin baglaticilaridir, bunlar diger
cokludoymamis yag asidi molekiillerinden hidrojen atomlarini ¢ikartarak yenireaksiyonlari
bagslatirlar. Sonlanma asamasinda lipit hidroperoksitleri yikilarak dahareaktif radikal tiirleri

olusturur. Peroksi radikaller ayrica siklik peroksitleri deolusturabilmektedir [65].

Ortamda bulunan demir ve bakir tuzlari lipit hidroperoksitlerinin yikilimini hizlandirmakta
olup olusan peroksi ve alkoksi radikalleri lipit peroksidasyonlarini uyarir. Lipit
peroksidasyonunun en énemli iiriinii malondialdehittir (MDA). Uc ya da daha fazla gift
bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonunda MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre
membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz
baglanmasina yol acar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi

olumsuz sonuglara neden olur [65].
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MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin azotlu bazlar ile reaksiyona girebilir ve bundan
dolayr mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir. Coklu doymamis yag
asitleri hiicrenin membrani, endoplazmik retikulum ve mitokontri gibi vital organeller i¢in
gereklidir. Bu organellerdeki bozulmalar hiicresel fonksiyonlar i¢in O6nemli sonuglar
meydana getirebilir. Radikaller, aldehitler ve diger lipit peroksidayon {iirinleri membran

proteinlerinde 6nemli hasarlara sebep olabilirler [65].

Baslama: LH+ R — L. + RH

flerleme: L. + 02 — LOO.

LOO. + LH — LOOH + L.

Sonlanma: LOOH — LO, LOO, Malondialdehit (MDA) gibi aldehit
LOOH + Fe+2 — Fe+3 + OH- + RO. (Alkoksi radikali)

LOOH + Fe+3 — Fe+2 + H+ + RO-2 (Peroksi radikali)

MDA bir sitotoksik aldehit olup seviyesi oksidatif hasar sonrast MDA iiretimi yaygin
olarak kullanilir. Lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in kullanilabilir [68].

Membran lipit peroksidasyonu sonucunda; membran transport sistemleri ve hiicre i¢i ve
dis1 iyon dengeleri bozulur. Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artar ve buna bagl olarak
proteazlar aktive olur. Hiicre i¢i organellerde olusan lipit peroksidasyonu litik enzimlerin
salgilanmasia bagl hasarlar geligir[65].Oksidatif stres hem savunma sisteminde hem de
yara iyilesmesinde rol oynar. Ancak yara iyilesmesinde ROT etki mekanizmasi tam olarak
aydinlatilmamistir. Bu nedenler ROT un olusumu ve olusan {iriinlerin detoksifikasyonu

yara iyilesmesinde biiylik 6nem tagir [15].

Reaktif oksijen tiirleri doku hasarina neden olarakyaranin iyilesme siirecini
bozabilmektedir. Ozellikle, hidroksil radikalleri ve O- anyonu, kollajende bulunan
hidroksiprolin ve prolini pargalar, boylece fibroblastlarin adezyon, proliferasyon ve
canliliginda farkliliklar ortaya ¢ikar [69-70]. Diger taraftan, polimorfoniikleer 16kositlerin
ortaya ¢ikmasiyla lretilen serbest oksijen radikalleri graniilasyon dokusununun yapisina

zarar vermekte, yara iyilesmesinin bozulmasina sebep olabilmektedir [32].
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2.5.4.Antioksidanlar

Serbest radikallere karsi viicutta antioksidanlar farkli mekanizmalarla etkilerini agiga
cikarirlar.  Bu mekanizma tiirleri; radikal olusumunu smirlama, tetiklenmis
olanbiyokimyasal reaksiyonlar1 kirma, radikal reaksiyonlarinin sonlandirilmasi, olusan

radikallerin detoksife edilmesive hasarli molekiillerin yok edilmesidir [66].

2.5.5.Antioksidan kaynaklar:

Antioksidanlar, endojen ve ekzojen kaynak olmak {izeregruplandirilabilir.Endojen kaynakli
antioksidanlar; enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olmak ftizere ikiye ayrilirken, bir

diger grup ekzojen kaynakli antioksidan olarak da siniflandirilabilir [67].

Cizelge 2.2. Antioksidan Kaynaklar1 [67]

SOD,GSH-Px,GSH,GST,CAT ve

Baslica enzimatik endojen antioksidanlar mitokondriyal sitokrom oksidaz

Baslica enzimatik olmayan Melatonin, seruloplazmin,transferrin,
(nonenzimatik) antioksidanlar laktoferrin, glutatyon.

Vitamin E( tokoferol), Bkaroten,

Vitamin ekzojen antioksidanlar Askorbik Asit, Koenzim Q

ROT'un nétrlestirilmesinde dogrudan rol oynayan baslica enzimatik antioksidanlar
sunlardir: siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve
glutatyon rediiktaz (GRx).Serbest radikallere kars1 ilk savunma hatt1 olan SOD, siiperoksit
anyon radikalinin degisiminin hidrojen peroksite indirgenmesini katalize eder. Olusan
oksidan H202, suya ve oksijene doniisiir. Katalaz (CAT) veya glutatyon peroksidaz (GPx)
ile H (02). Selenoprotein GPx enzimi, indirgenmis glutatyonu (GSH) oksitlenmis
glutatyona (GSSG) okside etmek i¢in H202 kullanarak H202'yi giderir. Glutatyon
rediiktaz, bir flavoprotei enzimi, GSSG'den GSH'y1 yeniden iiretir ve NADPH'y1 azaltir
[95].
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Keller, Kumin, Braun ve Werner (2006) immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak,
yara dokusunda iki tip SOD'un ekspresyon bolgesi protein seviyesinde dogrulamislardir.
Bu nedenle, enflamatuar hiicrelerin ve 6zellikle de yara epidermisin keratinositlerinin,
stiperoksit radikal anyonlarinin detoksifiye edilmesi i¢in yliksek bir kapasiteye sahip

oldugu goriilmektedir [96].

Gould ve digerleri (2014) yasli siganlarda uzun siireli inflamatuar yaniti olan ve daha 6nce
diger iskemik yara modellerini kullanarak tanimlanmayan SOD ve GSH antioksidan
savunmalarinin disregiilasyonu sonucu iskemik yaralarin iyilesmesinde belirgin bir

gecikme oldugunu gosterdigini belirtmislerdir [97].

Abou-Seif ve Youssef (2004) diyabetik bireylerde MDA, SOD ve GSH, NO gibi bir¢ok
parametreleri degerlendirdkleri bir ¢alismada, MDA diizeyinde ve NO seviyelerinde artma,
SOD aktivitesinde azalma, ve GSH miktarinda ise ¢ok azalma saptamis, oksidatif stresin

diyabetteki 6nemini vurgulamislardir [98].

Antioksidan savunma sistemlerindeki yetersizlikler ve ROT artist diyabetin
komplikasyonlarinin etiyolojisine biiyiik olgiide etki eder.SOD ve GSH-Px aktivite
azalmalari, GSH seviyesinde azalma ve GSSG seviyesindeki artislar diyabetlilerde ve

diyabetli hayvan dokularinda s6z konusudur [99].

Askorbik asit (AA) veya C vitamini, ¢esitli diger hiicresel biyokimyasal reaksiyonlarin
hidroksilasyonunda kullanilan bir molekiildiir. Ana islevi kollajenin, kemiklere, dislere,
tendonlara ve kan damari duvarlarina diren¢ saglayan bir fibrillar proteinin
hidroksilasyonudur.AA, dermal fibroblastlar1 ve katekolamin biyosentezini uyarmak icin
gereklidir. Reaktif oksijen tiirlerini nétralize edebilen bir antioksidandir. Askorbik asit tiim
iyilesme asamalarinda yer almistir. AA'min topikal uygulamasmin hiicresel olaylari

etkiledigi, doku onarimini ve iyilesme siiresini kisalttigi gosterilmistir [100].

Sonug olarak; reaktif oksijen tiirleri 6nemli diizeyde hiicre hasarlarina sebep olmaktadir.
Bundan dolay1 serbest radikal olusumlarina ait mekanizmalarin aydinlatilmas: dogal
antioksidanlarin tedavi amacl kullanimina ve yeni antioksidan ilaglarin gelistirilmesinin

hedeflenmesine yol agmistir [65].
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2.5.6. Biiyiime faktorleri ve antioksidanlar

Yapilan ¢esitli ¢alismalarda biliylime faktoriilerinin oksidatif ve antioksidatif parametreler
tizerine etki ettikleri bildirilmistir [72]. Liu ve digerleri (1999) iskemik hasar olusturulan
beyin dokusuna uygulanan bFGF’ iin CAT aktivitesini arttiriken, SOD, GSH-PX ve GSH-

ST aktiviteleri lizerine etkisi olmadigini bildirilmistir [72].

Coskun-Cevher, Celebi, Tugcu-Demiroz ve Kaltalioglu (2013) ratlarda yaptiklar
eksizyonel yaralan topikal olarak kitosan+PDGEF ile tedavi etmislerdir. Tedavi grubunun

SOD aktivitesi diger gruplarla karsilastirdiklarinda anlamli bir farkin bulunmadigim

belirtmiglerdir [73].

Mazzone, Rey, Schteingart ve Gualtieri (2007) FSH ve bFGF uyariminin, 24 saatlik
kulugkadan sonra sertoli hiicrelerinde GSH diizeylerini arttirdigini belirtmislerdir. Bu
nedenle, germ hiicrelerinin oksidatif strese karsi korunmasi, sertoli hiicresindeki GSH
iiretimini etkileyebilen hormonlar ve germ hiicresi tarafindan salinan biiyiime faktorleri

tarafindan diizenlendigi diistiniilmektedir [74].

Cohen,Mytilineou ve Hou (1997) yaptiklari calismada bFGF uygulanan glial hiicre
kiiltiirlerinde GSH seviyelerinin yiikseldigini bildirmistir. Glial hiicrelerin bFGF tarafindan
uyarilmasi antioksidan savunma sistemleri araciligiyla oksidatif stres siiresinde hiicrelerin

hayatta kalmasini diizenlenmistir [75].

Ziebart, Wolloscheck, Wellmann, Ackermann ve Konerding (2012) diyabetik farelerin
yaralarina tek doz AA uyguladiklar ¢alismada, tip 3 kollajen iceriginin ve yara gerilim

kuvvetinin arttigini belirtmislerdir [76].

Rasik ve Shukla (2000), diyabetli ratlarda geciken yara iyilesmesine antioksidanlarin
katkisin1 arastirdiklar1 ¢alismada, diyabetli ratlarin derisindeki AA seviyesinin saglikli
ratlarin derisiyle karsilastirdiklarinda azaldigini, yara olusturulduktan sonra 7. gilinde
diyabetli yara dokusundaki AA seviyesinin saglikli yara dokusuyla karsilastirdiklarinda ise

onemli bir farkin olmadigini belirtmislerdir [77].
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Srivatsan ve digerleri (2009) yaptiklar1 ¢alismada, komplikasyonlu ve komplikasyonsuz
diyabet hastalarmin eritrositlerindeki AA  seviyelerinin  saglikli  kontrolleriyle

karsilastirdiklarinda anlamli olarak arttigini belirtmislerdir [78].

Vitamin E, hayvanlarda metanolun sebep oldugu serbest radikal hasarina karsi etki
eder.Deri yaralanmalarinda kemirgenlerde, E vitamini, AA ve glutatyon diizeyleri saglikli

deriye kiyasla 6nemli dl¢iide azaldig1 yoniinde goriis ve calismalar mevcuttur [79].
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Protokolii

Calismalara Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan izin alinarak baslanildi.
(G.U. ET-15.032) ve doku 6rneklerinin alimina kadar olan tiim asamalar Gazi Universitesi
Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi (GUDAM)
laboratuvarinda yapildi. Deneylerde GUDAM’dan saglanan 170-250 gram agirlikta 30
adet Wistar albino erkek rat kullanildi. Deney oncesi ve deney sirasinda serbest yem ve su
ile beslenen hayvanlar, deney siiresince tek tek kafeslerde, giin 15181 dongiisii paralelinde
aydinlanan ortamda bakildi. Alinan doku ornekleri Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi,

Fizyoloji-Biyokimya arastirma laboratuvarinda analiz edildi.
3.2. bFGF Hazirlanmasi

Daha Once laboratuvarimizda yapilan calismalarda histolojik olarak yara iyilesmesine
bFGF uygulamasinin 10ng/ml dozajda katkisinin yiiksek oldugu belirlenmesi sebebiyle

dozaj olarak 10ng/ml belirlenmistir.

bFGF uygulanan gruplardaki ratlarin yaralarina her giin birer kez topikal yolla icerisinde
bFGF (10 ng/ml) yaklasik olarak ayni1 saatte uygulandi.

3.3. Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Saglikli ve diyabetik hayvanlardaki yara iyilesmesinin kiyaslanmasi amaciyla olusturulan
gruplarda diyabetik hayvanlara 0.1 M sitrat buffer (pH 4.5) tamponuyla ¢6ziilen STZ (ip,
60 mg/kg) uygulandi.

Bir hafta sonra kan glikoz seviyeleri glikometre ile 6lgiilerek 300 mg/dl’ nin iizerinde
olanlar diyabetli olarak kabul edildi. Diyabete direngli ¢ikan deney hayvanlara karsin
STZ uygulamasi ikinci bir doz halinde yapilarak diyabetik hale getirildi.
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3.4. Yara Modelinin Olusturulmasi

Deney oncesi enfeksiyon olmamasi i¢in yara olusturulmadan 6nce hayvanlarin dorsal

bolgelerine batikon uygulanarak hazir hale getirildi.

Deney hayvanlari standart terazide tartilip agirliklarina gore intramiiskiiler olarak ketamin
(Alfamanine 50mg/kg) ve ksilazin (Alfazyne 5mg/kg) enjekte edilerek genel anestezi

saglandi.

Hayvanlarin dorsalinde, omurganin her iki yaninda yaklasik 4 cm uzunlugunda olacak
sekilde dorsolateral eksizyonel kesi yaralari yapildi. Daha sonra yara dudaklar siitur ile
adapte edildi. Operasyon sonrasi analjezinin saglanmasi i¢in farmakolojik ajan olan

parasetamol igme suyuna 2 mg/ml olacak sekilde kullanildu.

Sekil 3.1. Olusturulan yara modeli

3.5. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Her grupta 6 adet olmak iizere 5 ayri deney grubu olusturuldu ve gruplara asagidaki

islemler uygulandi.

Hiperglisemik kontrol grubu

Grup 1: Olusturulan gruplarin degerlerini  kiyaslamak {izere sadece STZ ile

diyabetikyapilan kontrol grubu (n=6)
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Hiperglisemik tedavisiz gruplar

Grup 2: STZ ile diyabetik yapildiktan sonra sadece yara yapilan grup (iyilesmenin
3.giiniifeda edildi) (n=6)

Grup 3: STZ ile diyabetik yapildiktan sonra sadece yara yapilan grup (iyilesmenin
7.gliniifeda edildi) (n=6)

Hiperglisemik bEGF uygulanan gruplar

Grup 4: STZ ile diyabetik yapildiktan sonra yara yapilarak, bFGF uygulanan
grup(iyilesmenin 3.giinli feda edildi) (n=6)

Grup 5: STZ ile diyabetik yapildiktan sonra yara yapilarak, bFGF uygulanan
grup(iyilesmenin 7.glinii feda edildi) (n=6)

Uygulamalardan sonra kronobiyolojik siraya uygun bir sekilde 3. ve 7. giinlerinde ratlar
kalplerinden kan alinarak feda edilerek ve ¢ikarilan yara dokulart bulasmay1 onleyici
materyale sarildiktan sonra sivi azot igerisine konularak donduruldu ve -30 °C’de

muhafaza edildi.

Sekil 3.2. Yara dokularinin alinmasi
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3.6.Yontemler

3.6.1. Dokuda siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin tayin yontemi

Sun vd. (1988) metoduna dayanarak;25 pl homojenattan alinmis ve inhibisyonun % 30-60
arasinda olmasi i¢in 6rnekler diliie edilmemistir. 0.025 ml homojenata, 0.850 ml 0.05 mM
ksantin ¢ozeltisi (0.025 mM INT igeren) ve 40 mM’larlik CAPS (0.94 mM’lik EDTA
iceren) ilave edilerek. 0.125 ml ksantin oksidaz (80 U/L) ilave edildikten hemen sonra 505
nm’de 37 °C’de 30 saniyelik gecikme fazinin ardindan, havaya kars1 baslangi¢ absorbansi
(A1) ve 3 dakika sonra da son absorbans (A2) okunmustur. Ayni islemler kore karsi
denemeyle de tekrarlanmigtir. Standart (5.2 U/mL) calisilarak hazirlanan % inhibisyon-
konsantrasyon grafiginden yararlanilarak konsantrasyonlar saptanmistir. Enzim aktivitesi
U/ml olarak bulunmustur. Bu degerler homojenizasyon sirasindaki diliisyon katsayisi ile
carpilip dokunun protein degerine boliinerek U/mg protein birimi seklinde sonuglar

verilmistir [80].

3.6.2. Dokuda malondialdehit (MDA) tayin yontemi

Doku ornekleri tartilarak, homojenizator ile soguk TCA i¢inde homojenize edilmistir.
Daha sonra siipernatant alinarak iizerine TBA ve BHT eklenmistir. Numunelerin optik
dansitesi spektrofotometrede 532 nm’de, kore karsi okunmustur. Dokulardaki MDA
konsantrasyonu nmol/g doku olarak hesaplanmistir [81-82].

3.6.3. Dokuda Nitrik oksit (NOx) tayin yontemi

Dokulardaki NOx konsantrasyonu Griess yontemi ile ¢alisiimistir.Kontrol ve yara
dokulari, sodyum fosfat tamponu ile homojenize edildikten sonra, 3500 g’de 15 dk
santrifiyj edilmistir. 200 pL siipernatanta, ortamdaki nitrat1 nitrite indirgemek amaciyla esit
miktarda VCls eklenecek ve 37 °C’de 30 dk inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra sodyum
fosfat tamponu ve esit miktarlarda karistirilmig olan Griess I+11 reaktifleri eklenerek ve 37
°C’de 10 dk inkiibasyondan sonra numunelerin optik dansitesi spektrofotometrede, kore

kars1, 540 nm’de okunmustur [83].
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3.6.4. Dokuda Askorbik Asit (AA) tayin yontemi

Roe ve Kuether’in Berger tarafindan modifiye edilmis metodu kullanilmistir.Kontrol ve
yara dokulart PCA/EDTA karisimi iginde buz soguklugunda homojenize edilmistir.
Homojenat 15000 g (RCF) devirde 3 dakikada 4 °C de santrifiij edilmistir. Bir tiipe
standart AA ¢ozeltisi, bagka bir tiipe kor i¢cin PCA ¢ozeltisi ve orneklerin hazirlanacag
tiiplere siipernatant konularak her bir tiipe renk reaktifi eklenip vortekslenmis, 3 saat 37 °C
de inkiibe edilmistir. Numunelerin 1sis1 0 °C ye getirilip her bir tiipe H,SO, eklenip,
karistirtlmistir. Oda sicakliginda 30 dk bekletilmistir. Numuneler 515 dalga boyunda

spektrofotometrede kore karst okunmustur [84].

3.6.5. Dokuda Glutatyon (GSH) tayin yontemi

Dokuda GSH tayini i¢in modifiye Elman yontemi kullanilmistir. 0,15 M soguk bir
potasyum kloriir iginde doku 6rnekleri homojenize edilecek ve karigim meta-fosforik asit /
etilendiamintetraasetik asit / sodyum klorid 0.5 mL olacak sekilde deproteinizasyon
homojenata ilave edilmistir. 4,000 rpm'de 20 dakika santrifiijleme yapildiktan sonra, 0.5 ml
stipernatanta 2 ml 0.3 M disodyum hidrojen fosfat ve 0.2 ml soliisyon
dithiobisnitrobenzoate (0.4 mg / ml% 1 sodyum sitrat) ilave edildikten sonra biitiin
numunelerin optik dansitesi spektrofotometrede 412 nm’de kore karst okunmustur. Doku

GSH diizeyleri umol olarak gr doku basina hesaplanmistir [85].

3.7. Yara kapanma oraninin dl¢iimii

Dijital bir kamera ile taranan yaralar, Image J programi kullanilarak kapanma oranlar

hesaplandi.

Kapanma oranlari formiilii:yaranin kapanma orani yiizdesi = (baslangi¢ bolgesi-kalan

bolge) + baslangic bolgesi * 100% seklinde hesaplanmistir [86].

Buna goére yaralarin morfolojik goriintiilerinden elde edilen iyilesme oranlarini

kiyaslanmistir.
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3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Biitiin degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir. Elde edilen
degerler Anova varyans analizi (one-way anova) ve Tukey c¢oklu karsilastirma testi
kullanilarak degerlendirilmistir (SPSS 16.0 for Windows (SPSS, Inc., Chicago, USA).

p<0,05 degeri ise istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4 BULGULAR

Deney gruplarina ait yaralarin morfolojik goriintiilerinden elde edilen yara uzunluklar1 ve

yara kapanma oranlari1 Tablo 4.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Hiperglisemik ratlarda yara uzunluklar1 ve kapanma oranlari

Gruplar Yara uzunluklari (mm) ve yara
kapanma oranlar1 (%)
3 Giinliik Tedavisiz Grup (n=6) (Grup II) 333,17+24,51 (20,06)
3 Giinliik Tedavili Grup (n=6) (Grup III) 251,52+21,99% (59,02)
7 Gunliik Tedavisiz Grup (n=6) (Grup IV) 293,12+32,37% (36,46)
7 Giinliik Tedavili Grup (n=6) (Grup V) 220,55+14,37° (81,37)

a: 3 Giinliik tedavisiz grup (Grup II) ile kiyaslandiginda (p<0,05)

b: 3 Giinliik tedavili grup (Grup III) ile kiyaslandiginda (p<0,05)

c: 7 Giinliik tedavisiz grup (Grup 1V) ile kiyaslandiginda (p<0,05)
(Biitiin degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir)

Hiperglisemik ratlardan olusan tedavisiz ve tedavili gruplara ait yaralarin morfolojik

goriintiileri ve giinlere bagl degisimleri Resim 4.1 ve 4.2° de verilmistir.
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Resim 4.1. Hiperglisemik 3 giinliik tedavisiz ve bFGF 3 giin tedavili yaralarin morfolojik
goruntisi
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Resim 4.2. Hiperglisemik 7 giinliik tedavisiz ve bFGF 7 giin tedavili yaralarin morfolojik

goruntisu

Yara dokusundaki oksidatif parametrelere ait bulgular ise Tablo 4.2’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.2. Hiperglisemik ratlarda yara dokusu MDA, GSH, NOx, AA diizeyleri ve SOD

aktivitesi
MDA GSH NOXx AA SOD

(nmol/g doku) | (umol/g doku) | (umol/g doku) | (mg/g doku) | (u/g doku)
Kontrol (n=6) (Grup I) | 15,93+1,23 | 5,72+0,05 | 77,33+12,92 | 0,46+0,01 | 8,8+2,16
3 Gunlik Tedavisiz N N .
Grup (n=6) (Grup I1) 16,7£1,26 | 7,70£0,04 | 22,30+1,82" | 0,69+£0,01" | 8,9+1,18
3 Giinliik Tedavili . a a
Grup (n=6) Grup (111) 18,88+1,73 | 1,65+0,08 56,573,028 | 0,49+0,02* | 82+1,11
7 Giinliik Tedavisiz a . .
Grup (n=6) (Grup IV) 48,27+3,99% | 0,97+0,08 18,96+1,35" | 0,57+0,03 | 7,9+1,18
7 Gimlik Tedavill 35.76+6,70°0¢| 1,34£0,0175¢ | 37,73+4.84" | 0.63£0,01"° | 8,1+1,74

Grup (n=6) (Grup V)

* : Kontrol grubu (Grup 1) ile kiyaslandiginda (p<0,05)
a: 3 Giinliik tedavisiz grup (Grup II) ile kiyaslandiginda (p<0,05)

b: 3 Giinlik tedavili grup (Grup III) ile kiyaslandiginda (p<0,05)

¢: 7 Giinliik tedavisiz grup (Grup 1V) ile kiyaslandiginda (p<0,05)
(Biitiin degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir)
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4.1. Yara Dokusu MDA Diizeyleri

7 giinliik tedavisiz ve tedavili gruplar ile kontrol grubu kiyaslandiginda istatiksel olarak
anlamli bir artig belirlenmistir (Grup I ile Grup IV ve Grup I ile Grup V) (p<0,05) (Tablo
4.2 ve Sekil 4.1).

Hiperglisemik ratlarda yara dokusu MDA diizeyleri tedavisiz grupta 7. giinde 3. giine
oranla istatistiksel olarak artmistir (Grup II ile Grup IV) (p<0,05) (Tablo 4.2 ve Sekil 4.1).
bFGF uygulamasi yapilmis ratlarda yara dokusu MDA diizeyleri 7. giinde 3. giine oranla
istatistiksel olarak artmistir (Grup III ile Grup V) (p<0,05) (Tablo 4.2 ve Sekil 4.1).

bFGF uygulamasinin yara iyilesmesinin 7. giiniinde tedavisiz gruba oranla yara dokusu
MDA diizeylerini istatistiksel olarak disiirdiigii tespit edilmistir (Grup IV ile Grup V)
(p<0,05) (Tablo 4.2 ve Sekil 4.1).

Hiperglisemik ratlarda MDA (nmol/g doku) dizeyleri
60
*,a
50
1 be
2 40 i m Kontrol
o
S .
30 ___mTedavisiz grup
[ Tedavili grup
= T
20 l —
10 - —
0 T T T
0.Gln 3. Gun 7.Gun

* : Kontrol grubu ile kiyaslandiginda (p<0,05)

a: 3 Giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)
b: 3 Giinliik tedavili grup ile kryaslandiginda (p<0,05)
¢: 7 Giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)

Sekil 4.1. Hiperglisemik ratlarda MDA (nmol/g doku) diizeyleri
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4.2. Yara Dokusu GSH Diizeyleri

Kontrol grubu ile diger tiim gruplar arasinda GSH diizeyleri agisinda istatiksel olarak
anlamli farkliliklar belirlenmistir (Grup I ile Grup Il ve Grup I ile 111 ve Grup I ile Grup IV
ve Grup I ile Grup V) (p<0,05) (Tablo 4.2 ve Sekil 4.2).

Hiperlisemik ratlarda yara dokusu GSH diizeyleri tedavisiz grupta 7. giinde 3. giine oranla
istatistiksel olarak azalmistir (p<0,05) (Grup II ile Grup IV) (Tablo 4.4 ve Sekil 4.2). bFGF
uygulamasi yapilmis ratlarda yara dokusu GSH diizeyleri 3. giinde 7. gilinle kiyas
edildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (Grup III ile Grup V) (p<0,05)
(Tablo 4.2 ve Sekil 4.2).

bFGF uygulanan ratlarda yara iyilesmesinin 3. giiniinde, 3 giinliik tedavisiz grubun GSH
diizeyleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriilmiistiir (Grup
[1ile Grup I11) (p<0,05) (Tablo 4.4 ve Sekil 4.2). bFGF uygulamasi yapilan ratlarin 7. giini
ile tedavisiz grubun 7. giinii karsilagtirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark

tespit edilmistir (Grup IV ile Grup V) (p<0,05) (Tablo 4.2 ve Sekil 4.2).

Hiperglisemik ratlarda GSH (umol/g doku) dizeyleri

*
= Kontrol
T ® Tedavisiz grup
. Tedavili grup
*,a
i I *'a *Iblc

0.Gun 3. Gun 7.Gun

pumol/g doku

O P N W A O O N 00 ©

: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda (p<0,05)
: 3 Giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)
: 3 Giinliik tedavili grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)
: 7 Glinltik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)

O o & %

Sekil 4.2. Hiperglisemik ratlarda GSH (umol/g doku) diizeyleri
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4.3. Yara Dokusu NOx Diizeyleri

3 giinliik tedavisiz, 7 giinlik tedavisiz ve 7 giinlik tedavili gruplar ile kontrol grubu
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir diisiis belirlenmistir (Grup I ile Grup II ve

Grup l'ile Grup IV ve Grup I ile Grup V) (p<0,05) (Tablo 4.2 ve Sekil 4.3).

Hiperglisemik bFGF uygulanan ratlarda yara iyilesmesinin 3. giinii ile tedavisiz grubun
ayni giiniindeki NOx diizeyleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (Grup II ile Grup III) (p<0,05) (Tablo 4.2 ve Sekil 4.3).

Hiperglisemik ratlarda NOx (pmol/g doku) duzeyleri

100
90
80
70
60 - = Kontrol

50 - m Tedavisiz grup

40 - : Tedavili grup

20 - —
10 - —
O' T T 1

0.Gun 3. Gun 7.Gun

pmol/g doku

*: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda (p<0,05)

a: 3 Giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)
b: 3 Giinliik tedavili grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)
c¢: 7 Giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)

Sekil 4.3. Hiperglisemik ratlarda NOx (umol/g doku) diizeyleri
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4.4. Yara Dokusu AA Diizeyleri

3 giinliik tedavisiz ve 7 giinliik tedavili gruplar ile kontrol grubu kiyaslandiginda istatiksel
olarak anlamli bir artig belirlenmistir (Grup I ile Grup II ve Grup I ile Grup V) (p<0,05)
(Tablo 4.2 ve Sekil 4.4).

bFGF uygulanan ratlarda yara iyilesmesinin 3. giliniinde, tedavisiz grubun ayni giiniindeki
AA diizeyleri ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis tespit edilmistir
(Grup 1l ile Grup Il) (p<0,05) (Tablo 4.2 ve Sekil 4.4). bFGF uygulamasi yapilmis
ratlarda yara dokusu AA diizeyleri 7. giinde 3. giin ile kiyas edildiginde istatistiksel olarak
artmistir (Grup III ile Grup V) (p<0,05) (Tablo 4.2 ve Sekil 4.4).

Hiperglisemik ratlarda AA (mg/g doku) duzeyleri
0,8
*
0,7 b
I
0,6 |
a
E; 0,5 T —m Kontrol
'g) 0,4 - —m Tedavisiz grup
£ 03 - = Tedavili grup
0,2 - |
0,1 - |
O T T T 1
0.Gin 3. Gin 7.Guln

* : Kontrol grubu ile kiyaslandiginda (p<0,05)

a: 3 Giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)
b: 3 Giinliik tedavili grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)
c: 7 Giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)

Sekil 4.4. Hiperglisemik ratlarda AA (mg/g doku) diizeyleri
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4.5. Yara Dokusu SOD Aktivitesi

Tim hiperglisemik ratlar birbirleriyle karsilastirildiginda yara dokusu SOD aktivitesi
bakimindan istatistiksel olarak bir fark tespit edilememistir (p>0,05) (Tablo 4.2 ve Sekil
4.5).

Hiperglisemik ratlarda SOD (u/mg doku) aktiviteleri

12

10
5 87 = Kontrol
X
3 6 - m Tedavisiz grup
(o))
E = Tedavili grup
S 4 -

2 .

0 T T T

0.Gln 3. Gln 7.Gln

Sekil 4.5. Hiperglisemik ratlarda SOD (u/mg doku) aktiviteleri
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4.6. Yara Uzunluklar:

Hiperglisemik ratlarda tedavisiz grup kendi i¢inde kiyaslandiginda (Grup II ile Grup IV) 7.
giinde 3. giine kiyasla anlamli bir diisiis belirlenmistir (p<0,05). Tedavili ve tedavisiz
gruplar birbirirleriyle kiyaslandiginda ise (Grup II ile Grup III ve Grup IV ile Grup V) her
iki giinde de tedavili gruplarda istatiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmistir

(p<0,05) (Tablo 4.1 ve Sekil 4.6).

Hiperglisemik ratlarda yara uzunluklari (mm)

400,00

350,00

'|'a

300,00

250,00

€ 200,00 ®m Tedavisiz

S

m Tedavili
150,00

100,00

50,00

0,00
3.gun 7.gun

a: 3 Giinlik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)
b: 3 Giinlik tedavili grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)
¢: 7 Giinliik tedavisiz grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)

Sekil 4.6. Hiperglisemik ratlarda giinlere bagli degisen yara uzunluklar



49

5. SONUC VE ONERILER

Yara organizmanin biitiinliigline zarar veren deri veya mukozanin tahribatin1 ifade
eder[1].Yara iyilesmesinin limitleri yalnizca ilgili lokal bélgeyi kapsamaz. Bunun yaninda
fizyolojik, biyokimyasal ve hiicresel olaylarin tamamidir.Tiim yaralarin iyilesme

mekanizmasi ayni temel sisteme dayanir [4].

Yaralar iyilesme siiresine bagli olarak akut veya kronik olarak siiflandirilabilir. Akut
yaralar herhangi bir komplikasyon olmaksizin kisa siirede iyilesmekte olanlar1 kapsar.
Kronik yaralarin iyilesmesi uzun bir zaman alabilir ve baz1 komplikasyonlar gelisebilir.
Genel olarak akut yaralar 2-3 haftada iyilesirken, kronik yaralarda iyilesme yillar
alabilir[5-6]. lyilesmenin hemostaz, inflamasyon, proliferasyon, remodeling olmak iizere ic
ice gecmis 4 temel fazi vardir. Yara iyilesmesi siireci komplekstir ve trombosit, makrofaj,
fibroblast ve epitel, endotel hiicreleri gibi 6zellesmis hiicreleri i¢erir.Bu hiicreler birbiri ve
ECM (ekstra selliller matriks) ile etkilesimdedir.lyilesme protein ve glikoproteinleri

(sitokin, biiylime faktorleri, inhibitor ve reseptorleri) aktiflesmesiyle etkilenir [10-11].

Yara iyilesmesine ¢ok sayida etken miidahale eder. Bu faktorler lokal ve sistemik olarak
kategorize edilebilir. Lokal faktorler yaranin kendisini etkilerken, sistemik faktorler biitiin
saglik ya da bireyin hastalik durumuyla iligkilidir. Sistemik etkiler; yas, hormon, stres,
malnutrasyon, steroid kullanimi,  diyabet olarak siralanabilir. Ozellikle diyabetik
bireylerde yaralarin iyilesmesi gecikebilir. Kontrol edilmeyen diyabette inflamasyon,

anjiyogenezis ve kollajen sentezinde aksakliklar s6z konusudur [27-28].

Diyabet insiilin eksikligi, insiilin direnci veya her ikisinin birlikteligi sonucu kanda glikoz
seviyesinin yilikselmesine bagli olarak gelisen ve komplikasyonlara neden olabilen sistemik
bir hastaliktir. Hastaligin sonucu olan kan sekeri yiiksekligi (hiperglisemi) kontrol altina
allmamazsa zaman icinde diyabetin komplikasyonlar1 gelisir. Diyabetin komplikasyonlar;
retinopati, nefropati, noropati (periferik ve otonomik), aterosklerotik kalp hastaliklari,
periferik arter hastaligi, serebrovaskiiler hastaliklar, diyabetik ayak, eklem, kemik, beyni
ilgilendiren sorunlar (demans, alzheimer), psikolojik sorunlar, seksiiel sorunlar olarak

tanimlanabilir [55].
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Derinin yaralanma sonrasi tamiri ¢esitli hiicreleri, biiyiime faktorlerini ve sitokinleri iceren
etkilesimlerle gergeklestirilmesi amaglanir[3]. Bu biiylime faktorlerinin agirliklart 4000-
60000 dalton arasinda farklilik gosterir ve eser miktarlar1 dahi hiicresel aktiviteleri
onemli Olgiide etkileyen proteinlerdir. Cesitli biiylime faktorleriningdrevleri ve
bunlarin etkileri ile ilgili yeni ¢aligmalar devam etmektedir [29]. Biiylime faktorlerinin

yara iyilesme siirecindeki etkileri hakkinda ¢esitli ¢alismalar mevcuttur [32-34,45].

Biiytime faktorlerinden FGF ailesinden, FGF 1-2-7-10 ve 22 dermal yaralanma siirecinde
ifade edilmektedir. FGF1 ve FGF2 inflamatuvar hiicreler, vaskiiler endotel hiicreler,
fibroblastlar ve keratinositler tarafindan {iretilir ve re-epitelizasyon, angiogenesis ve
granulasyon doku sekillenmesine katkida bulunur. Yara iyilesmesine ek olarak FGF-7 ve
10 dermal keratinositlerden TGF alfa iiretimini stimule ederek dolayli olarak
epitelizasyonu etkiler [3]. FGFler keratinositler, fibroblastlar, endotelyal hiicreler, diiz kas
hiicreleri, kondrositler, mast hiicreleri tarafindan iretilir [4]. FGF ailesinin reseptorleri
genel olarak normal angiogenesis ve embriyonik biiylimeyi kapsayan 4 protein igerir.
Yapisal olarak FGFRIler ektraselluler ligand bagimli 2 ya da 3 immunoglobun benzeri
gruptan olusur. FGF reseptor ailesi yiiksek afinite ile hiicresel cevaba aracilik eder. Bu
reseptorler tirozin kinaz transmembran proteinleri ile daha fazla calisirlar. Reseptorler
temel akvitivelerini heparin gibi proteoglikanlara bagl olarak gerceklestirirler ve birkag
ligandla birbirine bag yaparlar [41]. bFGF, yara iyilesmesi siirecinde keratinositler,
fibroblastlar, melanositler ve endotelyal hiicreler gibi mezenkimal ve nodroektodermal

kaynakli hiicrelerin gogiinii, cogalmasini ve farklilagsmasini uyaran gii¢lii bir mitojendir

[19].

Bircok calismada bFGF uygulamasinin  yara iyilesmesinin diizenlenmesi ve
hizlandirilmasinda etkin rol oynadigi, 6zellikle anjiogenesis ve proliferasyon asamalarinda

etkin oldugu gosterilmistir [4-42-45,46-53].

Diyabetik yaralarda bFGF uygulamasinin olumlu etkileri oldugu bazi ¢alismalarda
belirtilmistir. bFGF, FGFR1 sinyal yolaginin aktivitesi yoluyla yiiksek glikoz artisim
elimine ettigini, kollajen dagilimmi indiikledigi ve {ilser durumlarindaki yaralarin

iyilesmesini hizlandirdigini belirten ¢aligmalar mevcuttur [3-19-21-63].
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Redoks sinyali ve yiikselen oksidatif stres, hemostaz, enflamasyon, anjiyogenez,
graniilasyon dokusu olusumu, yara kapanmasi ve ekstraseliiler matriksin gelisimi ve
olgunlagsmasini saglayarak normal yara iyilesmesini diizenlemede ¢cok 6nemli bir rol oynar.
ROT (reaktif oksijen tiirleri) merkezi olarak tiim yara iyilesme siire¢lerini diisiik derecede
icerir. Ancakasir1 ve kontrol edilemeyen oksidatif stres, kronik iyilesmeyen yaralarin

patogenezinde merkezi bir rol oynayan inflamasyon siirecini siirdiirmeye sebep olur [94].

Serbest radikaller, oksidatif reaksiyonlar neticesinde lipid, protein, niikleik asit gibi
bilesikleri etkilemekte ve ¢esitli biyolojik soruna neden olmaktadir [67]. Oksidatif stres
savunma sisteminde ve ayni zamanda yara iyilesmesinde rol oynar. Ancak Yyara
iyilesmesinde ROT etki mekanizmast netlesmemistir. ROT'un olusumu ve ortaya g¢ikan

tirtinlerin etkisinin azaltilmasi yara iyilesmesine oldukca etki eder [15].

Xuan ve digerleri (2014) hipergliseminin (HG) reaktif oksijen tiirleri (ROT) tiretimi aktive
eder ve hiicre gociinli yavaslatirken, molekiiler ve hiicre biyolojik ¢aligmalar ile HG nin
ROT iiretimini arttirdigini, bFGF veya JNK / ERK inhibitorleri ile tedavinin HG'nin neden
oldugu ROT birikimini bloke ettigini gostermislerdir [21].

Reaktif oksijen tiirleri doku hasarina neden olarakyaranin iyilesme siirecini
bozabilmektedir. Ozellikle, hidroksil radikalleri ve O- anyonu, kollajende bulunan
hidroksiprolin ve prolini pargalar, boylece fibroblastlarin adezyon, proliferasyon ve
canliliginda farkliliklar ortaya ¢ikar [69-70].

Diger taraftan, polimorfoniikleer 16kositlerin ortaya ¢ikmasiyla iiretilen serbest oksijen
radikalleri graniilasyon dokusununun yapisina zarar vermekte, yara iyilesmesinin

bozulmasina sebep olabilmektedir [32].

Serbest radikallere kars1 viicutta antioksidanlar olarak isimlendirilen savunma sistemleri

bulunmaktadir. Antioksidanlar ¢esitli mekanizmalarla etkilerini gostermektedir [65].

Eksternal ve internal antioksidanlarla ROT'lerinin viicutta detoksifiye edilmesi
gerceklesmektedir [71]. Diger taraftan, deride bol bulundugu bilinen antioksidan enzimler,
ozellikle SOD, Prdx ve GPX yara iyilesme siireci sirasinda ciltte ROTdetoksifikasyonunda

onemli rol oynar [2].
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Tip 2 diyabetin artirdig1 oksidatif stres seviyesine karsin antioksidanlar GSH, SOD ve
katalaz koruma gorevi iistlenir [18]. bFGF, antioksidan redoks sistemini modiile ettigi ve

oksidatif stresini azalttig1 diistiniilmektedir [88].

Bu ¢alismada, hiperglisemik ratlarda olusturulan dorsolateral kesi yaralarina uygulanan

bFGF’ nin, oksidatif olaylar lizerine zamana bagl etkilerini aragtirmak amaclanmustir.

MDA bir sitotoksik aldehit olup seviyesi oksidatif hasar sonrast MDA {iretimi yaygin
olarak kullanilir. Lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in kullanilabilir [68].

Hiperglisemik ratlarda yara dokusu MDA diizeyleri tedavisiz ve tedavili gruplarda 7.
giinde 3. giine oranla istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). Tedavili grupta
yara iyilesmesinin 7. giiniinde tedavisiz gruba oranla yara dokusu MDA diizeyleri

bakimindan istatistiksel olarak anlamli1 bir azalma gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05).

Abou-Seif ve digerleri (2004) diyabetli kisilerde biyokimyasal degisimleri

degerlendirmisler, MDA seviyelerinde anlamli bir artma olduguna dikkat ¢ekmislerdir
[98].

Wei ve digerleri (2009) yapmis olduklar1 ¢calismada FGF ailesinin diyabet ve diyabetik

komplikasyonlarin gelisimini 6nlemede 6nemli bir rol oynadig: ifade edilmistir [40].

Li ve digerleri (2007) yaptiklar1 ¢alismada ise FGF uygulamasinin iskemi reperfiizyon
hayvan modellerinde kalp dokusunu koruyucu etki gosterdigi ve bunu mitojenik etkisinden
bagimsiz yaptigi bildirilmistir [105]. Artan kanitlar gostermistir ki; FGF ailesi oksidatif

stress durumlarinda antioksidan etki gostermektedir [106-107].

Ayrica, diyabetik hastalarda bFGF uygulanmasinin iilserin iyilesmesini hizlandirdigi ve

tedaviye katkisinin oldugu Uchi ve digerleri (2009) tarafindan bildirilmistir [63].

Diyabette plazma ve eritrotit MDA seviyesinde biiyiik 6l¢iide bir artis oldugu, sistemik
peroksidatif hasarin savunma sistemlerinin eksikligiyle baglantili oldugu, yine Tip 1
diyabette oksidatif stresin 6nemine dikkat ¢eken ¢aligmalar mevcut olup, plazma MDA

diizeyinde artis s6z konusudur [99].
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Calismamizda diyabetin olumsuz etkileri nedeniyle bFGF uygulamasinin bu dozu
hiperglisemik ratlarda lipit peroksidasyonu ortadan kaldirmak anlaminda 7. glinde etkili
iken 3. giinde kendini gosterememistir ancak bFGF dogas1 geregi yara dokusu antioksidan

kapasitesini GSH {izerinden artirmis olabilir.

Glutatyon direkt olarak serbest radikalleri siipiiriici fonksiyonu olan &nemli bir
antioksidandir. Gualtieri ve digerleri (2007) FSH ve bFGF uyariminin, 24 saatlik
kulugkadan sonra sertoli hiicrelerinde GSH diizeylerini arttirdigini belirtmislerdir. Bu
nedenle, germ hiicrelerinin oksidatif strese karsi korunmasi, sertoli hiicresindeki GSH
iiretimini etkileyebilen hormonlar ve germ hiicresi tarafindan salinan biiylime faktorleri

tarafindan diizenlendigi diistiniilmektedir [74].

Hou ve digerleri (1997) yaptiklar1 ¢alismada bFGF uygulanan glial hiicre kiiltiirlerinde
GSH seviyelerinin yiikseldigini bildirmistir. Glial hiicrelerin bFGF tarafindan uyarilmasi
antioksidan savunma sistemleri aracilifiyla oksidatif stres siiresinde hiicrelerin hayatta
kalmasimi diizenlenmistir. GSH seviyeleri ve bFGF tedavili kiiltiirler ¢alisildiginda ise
bFGF ile tedavili kiiltiirlerde GSH seviyeleri yiikselttigini, glial hiicrelerin stimulasyonu
bFGF tarafindan antioksidan savunma sistemleriyle oksidatif stres siiresinde hiicrelerin

hayatta kalmas1 diizenlendigi tespit edilmistir [75].

Hiperlisemik ratlarda yara dokusu GSH diizeyleri tedavisiz grupta 3. giinde 7. giine oranla
istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). Tedavili ratlarda yara dokusu GSH
diizeyleri 3. giinde 7. gilinle kiyas edildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmistir (p<0,05). Tedavisiz 7 gilinliik yaradaki GSH diizeylerinin bu kadar diisiik
cikmast aym1 grubun MDA diizeyleri (48,27+£3,99 nmol/g doku) ile birlikte
degerlendirildiginde artmis lipit peroksidasyonunu ortadan kaldirmak i¢in GSH’ 1n
tilketildigi sonucunu desteklemektedir. Hiperglisemik ratlarda 7. giinde bFGF
uygulamasmin yara dokusu GSH diizeyini arttirdigi goriilmektedir. Yara dokusu GSH
diizeylerindeki bu artis bFGF’ {in diyabetik yaralardaki basarisindan kaynaklanmistir. Bu
bulgular bFGF’iin, antioksidan redoks sistemini modiile ettigi ve oksidatif stresi azalttigini

distiindirtmektedir.

NO yara iyilesmesi siirecindeki dnemli fizyolojik molekiillerden biridir. NO, fizyolojik

dozlarda koruyucu etki gosterirken yiiksek seviyelerde sitotoksik etki gostermektedir[101].
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NO, yara onariminin tiim 4 fazinda da bulunur ve kronik ilserler i¢in cesitli terapdtik
yaklagimlar, yakin zamanda, yara bdlgesinde sabit NO seviyelerini serbest birakabilen

egilimlere odaklanmustir [102].

bFGF uygulamasi hiperglisemik ratlarda 3. giinde yara dokusu NOx diizeylerini tedavisiz
gruplara gore artirmistir(p<0,05). Yara iyilesmesinin inflamasyon fazinda artmis lkosit

aktivasyonu ile iNOS gen expresyonunun artigit ve sonugtada NO {iretimin arttig
bilinmektedir [103].

Inflamatuvar fazdaki bu artisin iizerine bFGF uygulamasi ile NOx diizeylerininin daha da
yiikseldigi gorilmistir. TGF-B, VEGF ve bFGF gibi biiylime faktorlerinin eNOS gen
ekspresyonunu upregiile ettigi bildirilmistir [104].

Ugusman ve digerleri (2014) insan gobek bagi endotel hiicrelerinde bazik fibroblast
biiyiime faktoriiniin (bFGF) gen ve protein ekspresyonunda artisa neden oldugu ve rutin

eNOS ekspresyonunun diizenlenmesi bFGF aracili olabilecegini rapor etmislerdir [88].

Diyabetin nedenlerinden biri olan oksidatif stres, 6zellikle nitrosatif stresin, hiicre dliimiinii
indiiklemede kritik bir rol oynadigi sdylenebilir. Ancak; bFGF, diyabetik oksidatif veya

nitrosatif hasarin bastirilmasina etkisi oldugu séylenebilir [40].

Askorbik asit (AA), cok giiclii bir indirgeyici ajan olup bu indirgeyici aktivitesi sebebiyle
giiclii bir antioksidan etkiye de sahiptir [67-71]. Askorbik asit (AA) veya C vitamini, ¢esitli
diger hiicresel biyokimyasal reaksiyonlarin hidroksilasyonunda kullanilan bir molekiildiir.
Ana islevi kollajenin, kemiklere, dislere, tendonlara ve kan damari duvarlarina direng
saglayan bir fibrillar proteinin hidroksilasyonudur. AA, dermal fibroblastlar1 ve
katekolamin biyosentezini uyarmak icin gereklidir. Reaktif oksijen tiirlerini nétralize
edebilen bir antioksidandir. Askorbik asit tiim iyilesme asamalarinda yer almistir. AA'nin
topikal uygulamasmin hiicresel olaylart etkiledigi, doku onarimini ve iyilesme siiresini

kisalttigi gosterilmistir [100].

AA lipit hasarina, protein ve DNA oksidasyonununa neden olan ROT lara karsi siipiiriicii
etki gostermektedir. Ayn1 zamanda da kollajenin ti¢lii sarmal yapisinin stabilize edilmesi

icin gerekli olan hidrokilasyonu tesvik ettiginden kollajen sentezinde 6nemlidir [67-71,76].
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Srivatsan ve digerleri (2009) yaptiklar1 ¢alismada, komplikasyonlu ve komplikasyonsuz
diyabet hastalarmin eritrositlerindeki AA  seviyelerinin  saglikli  kontrolleriyle

karsilastirdiklarinda anlamli olarak arttigini belirtmislerdir [78].

Eksojen bFGF uygulamasinin hem 3 hem de 7. giinlerdeki yara dokusu AA diizeyleri
tedavisizlere gore azaltmis olmasi, oksidatif hasar1 ortadan kaldirmak icin AA’ in
kullanilmis olabileceg fikrini akla getirmektedir. Ayrica yara dokusunda AA ve GSH 1n

birbirlerini etkileyerek degisen durumlarda etkili olduklar1 da bilinmektedir.

Hiperglisemik ratlarda 3 giinliik tedavisiz ve 7 giinliik tedavili gruplar ile kontrol grubu
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir artis belirlenmistir(p<0,05). Eksojen bFGF
uygulanan ratlarda yara iyilesmesinin 3. giiniinde, tedavisiz grubun aymi giiniindeki AA
diizeyleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis tespit edilmistir.
bFGF uygulamasi yapilmis ratlarda yara dokusu AA diizeyleri 7. giinde 3. giin ile kiyas
edildiginde istatistiksel olarak artmistir. Bu durum oksidatif hasari ortadan kaldirmak i¢in
AA’ in kullanilmis olabileceg1 fikrini akla getirmektedir. Ayrica yara dokusunda AA ve
GSH’1n birbirlerini etkileyerek degisen durumlarda etkili olduklar1 da bilinmektedir.

Hiperglisemik gruplar grup i¢i ve gruplar arasi karsilastirildiginda yara dokusu SOD
aktivitesi bakimindan istatistiksel olarak bir fark tespit edilememistir (p>0,05). Bu sonuclar
deri de yara iyilesmesi esnasinda meydana gelen oksidatif olaylar sirasinda ortaya ¢ikan
ROT’lar1 ortadan kaldirmak i¢in SOD’ un ikinci derecede islem gormiis olabilecegini
diisindirmektedir. Liu ve digerleri (1999) iskemik hasar olusturulan beyin dokusuna
uygulanan bFGF’ iin CAT aktivitesini arttiriken, SOD, GSH-PX ve GSH-ST aktiviteleri

tizerine etkisi olmadigini bildirilmistir [72].

Kaltalioglu ve digerleri (2013) ratlarda yaptiklari eksizyonel yaralart topikal olarak
kitosan+PDGF ile tedavi etmiglerdir. Tedavi grubunun SOD aktivitesi diger gruplarla
karsilastirdiklarinda anlamli bir farkin bulunmadigini belirtmislerdir [73].

Ek olarak eksojen bFGF uygulanmasinin hiperglisemik ratlarda yara uzunluklarinmi her iki
giinde de istatiksel olarak tedavisiz gruba kiyasla azalttigi belirlenmistir (p<0,05). Yara
iyilesmesi siirecinin proliferatif fazinda meydana gelen epitelizasyon asamasinda yara

kenarinda bulunan epitel hiicreleri yara yatagina dogru goc¢ edip cogalarak yara
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kontraksiyonunu saglarlar. Yara kontraksiyonu yaranin iyilesmeye bagladigini belirten
onemli bir gostergedir. bFGF uygulamasi yara kapanma oranlarini arttirarak iyilesmeyi
hizlandirmis ve siirecin gelisimine katkida bulunmus olabilir. Literatiire bakildiginda
bFGF’ nin iyilesme siireci agisinda énemli bir biiylime faktorii oldugu ve eksojen olarak
uygulanmasinin yara iyilegsmesine olumlu katkilart oldugu goriilmektedir [4,19,63]. Bu

durumun bFGF uygulamasinin dozundan kaynakli olabilecegi diisiiniilebilir.

Hiperglisemik ratlarda olusturulan dorsolateral kesi yaralarina uygulanan bFGF’nin yara
iyilesmesinin erken evresinde oksidatif olaylar ilizerine dengeleyici bir rol oynadig1 ve bu
etkinin giinlere ve yara iyilesmesinin evrelerine gore degisebilecegi gosterilmistir. Sonraki
caligmalarda diyabetik yara iyilesmesi lizerine olumlu etkileri olan bFGF ’nin farkli dozlar1
ve farkli tedavi siireleri kullanilarak oksidatif olaylar i{izerindeki etkisi ayrintili olarak

arastirilabilir.
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