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OZET

Yara, canli dokunun anatomik ve fonksiyonel biitiinliigiiniin bozulmasi, yara iyilesmesi ise;
travma ile baslatilan sistematik, hiicresel ve biyokimyasal olaylarin yeni doku olusumu ile
sonu¢lanmasidir. Yara iyilesmesinde pek ¢ok biliylime faktorii ve sitokin gorev alir. Insiilin
like growth factor-1 (IGF-1) ile yapilan ¢alismalarda yara iyilesme sirasinda 6nemli islevinin
oldugunu gosterilmektedir. Bizim ¢alismamizdaki amag, yara iyilesme siirecinde IGF-1’in
oksidan ve antioksidan parametreler iizerinde nasil bir etkisi oldugunu saptamaktir.
Deneylerde 250-300 gr agirlikta 24 adet wistar-albino tipi erkek rat kullanildi. Ratlarda,
anestezi altinda dorsalateral eksizyonel yaralar olusturuldu. Hayvanlar kontrol (n=6),
tedavisiz yara (n=6), BSA kontrol (n=6), IGF-1 tedavi (n=6) olmak {izere 4 gruba ayrildi.
Tedavili gruptaki hayvanlarin yaralarina her giin ve bir kez 1,5 ng/ml BSA igerisinde
hazirlanmis IGF-1 uyguland:. Biitiin hayvanlar operasyonun 3.glinlinde anestezi altindayken
feda edildi. Yara dokular1 hemen ¢ikartildi, bulasmay1 &nleyecek materyale sarilarak —80 °C
de saklandi. Degerler spektrofotometrik yontemle oOlgiildii. Glutatyon (GSH),
malondealdehit (MDA), askorbik asit (AA) ve nitrik oksit (NO) seviyeleri Anova Varyans
ile karsilastinnldt  (p<0,05). Sonug¢ olarak; yaptigimiz c¢alismada eksojen IGF-1
uygulamasinin yara iyilesmesinin inflmatuvar fazinda oksidatif stres parametrelerinde ve
antioksidan parametreler lizerinde diizenleyici bir etkisi oldugu gosterilmistir.
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ABSTRACT

A wound is that impaired anatomical and functional integrity of living tissue and wound
healing is the process of the systemic, cellular and biochemical events start with trauma and
eventuate new tissue formation. Most growth factor and cytokin are responsible for wound
healing. Important functions is demonstrated during wound healing in studies with insulin
like growth factor-1 (IGF-1). Aim of this study is to determine how the oxidant and
antioxidant parameters have an effect of IGF-1 in the wound healing process. 250-300 g in
weight male wistar-albino rats were used in the experiments. Excisional wounds were made
under anesthesia in rats. Animals were divided into 4 groups: Control (n=6), untreated
wounds (n=6), BSA control (n=6) and IGF-1 treatment (1,5 ng/ml)(n=6). The wounds of
animals in treatment group was performed each day 1.5 ng / ml IGF-1 in BSA once. All
animals were sacrificed under anesthesia on the 3rd day. Wound tissues were removed
immediately avoiding contamination and stored at —80 °C. Spectrophotometric with way is
evaluated values. Statistical analysis were performed using Anova Variance Analysis GSH
(glutation), MDA (malondealdehid), AA (ascorbic acid) and NOx (nitric oxid) levels
(p<0,05). In conclusion, we showed that IGF-1 application has compensatory effect
oxidative stress and anti-oxidant parameters at the inflammatory phase of wound healing.
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1. GIRIS

Viicudun en dis pargasi olan ve ¢evreye karsi dogal bir bariyer saglayan derinin
biitlinliigiinlin bozulmasiyla akut yaralanmalar ya da kronik hasarlarin her ikisinde de ¢ok
basamakli bir siire¢ baslatilir ve yarali dokunun yeniden yapilanmasi, derinin bariyer

fonksiyonun yenilen kurulmas: meydana gelir [1].

Yara iyilesmesi, fakli tiplerde hiicrelerin goriildiigii, pek ¢ok sitokinin ve biiyiime faktoriiniin
etki ettigi i¢ ice gegmis evrelerden olusan bir siiregtir [2]. Biiylime faktorleri ve sitokinler,
yara iyilesmesini hiicresel ve molekiiler diizeyde etkileyen sinyal proteinlerinin iki farkli
grubudur [3]. Bu molekiiller otokrin, parakrin, justagrin ya da endokrin mekanizmalarla
salgilanip, hiicre yiizeyindeki spesifik reseptorlerine ya da ekstraseliiler matriks (ECM)

proteinlerine baglanarak etkilerini gosterirler [4].

Biiyiime faktorleri hiicre proliferasyonunu, anjiyogenezi, gen transkripsiyonunu, doku
remodellingi, kollojen ve elastin artisin1 aktive edebilen proteinlerdir [5]. Platelet derived
growth factor (PDGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), epidermal growth factor
(EGF), fibroblast growth factor (FGF), transforming growth factor (TGF), insulin-like
growth factor (IGF) [3,5], colony stimulating factors (granulocyte-G-CSF; granulocyte/
macrophage- GM-CSF; macrophage-M-CSF) yara iyilesmesinde anahtar rol oynayan
biiytime faktorlerindendir [3].

Sitokinler o6zellikle yara iyilesmesinin inflamatuar fazinda etkili olan kii¢iik molekiiler
agirlikli mediatorlerdir. Timor necrosis factor-o (TNF-a), intarlakiin-1, interlakiin-6,
interlakiin 8, interlakiin-4, interlakiin-10 ve interferonlar yara iyilesmesinde rol oynayan

sitokinlere ornektir [3].

Somatomedin C olarak da adlandirilan IGF-1 pro-insiiline yapisal olarak benzeyen bir
biiytime faktoriidiir [6]. Baslica karacigerde biiyiime hormonunun etkisiyle iretilir [6,7].
Yara iyilesmesi siirecinde makrofajlar ve monositler tarafindan sentezlenir [6]. IGF-1’in
hiicrelerin biiyiimesi, farklilasmasi, [6,8,9] cogalmasi, gbcli [8,9] ve hayatta kalmalari
lizerinde onemli etkileri vardir [6,9]. IGF’lerin plazmada, diger sivilarda ve dokularda
tanimlanmis 6 baglayici proteini vardir [8,9]. Bu baglayici proteinler IGF’lerin tasinmasinda,

turnoverinde, yari Omriiniin diizenlenmesinde gorev alirlar [10]. IGF’ler fonksiyonlarini



oncelikli olarak IGF-1R (insiilin like growth factor-1 receptor)’e baglanarak yaparlar. IGF-
IR’ye ligand baglandiginda reseptoriin otofosforilasyonu saglanir ve sonra hiicre icerisinde
bir dizi sinyal kaskadi baslar [10] ve bunun sonucunda hiicre ¢ogalmasi, farklilagsma,

apoptozdan korunma ve gog gibi olaylar gergeklesir [9].

Yara iyilesme siirecinde farkli biiyiime faktorlerinin, sitokinlerin ve hormonlarin etkisi
oldugu gibi ROS (reactive oxygen species)’un da bu siirecin énemli bir regiilatorii oldugu
gosterilmistir. ROS, patojenlere karsi savunmada gereklidir. Son ¢alismalar, hidrojen
peroksitin diisiik seviyelerinin yara anjiyogenezinde 6nemli etkisi oldugu gostermistir. Fakat

ROS’un asir1 miktar1 bu radikallerin yiiksek reaktivitelerinden dolay1 zararlidir [1].

Pek cok diigiikk agirlikli antioksidanlar, deri yaralarinin iyilesmesinde redoks ortaminin
diizenlenmesinde etkili oldugu ortaya kondu. Yapilan bazi ¢aligmalarda bozulmus yara
iyilesmesinin antioksidan seviyelerinin diismesiyle iliskili oldugu bildirilmistir. Bagska bir
caligmada ise vitamin-E ile tedavi edilen diyabetik rat yarasinda lipid peroksidasyonunun

seviyelerinin azaldig1 ve yara iyilesme siirecinin hizlandigi gosterilmistir [1].

Biitiin bu bilgiler géz 6niine alindiginda IGF-1’in yara iyilesmesi sirasinda oksidan ve
antioksidanlarla nasil bir iligkisi oldugu merak uyandirmaktadir. Yara iyilesmesi iizerinde
IGF-1’in etkilerini inceleyen pek c¢ok c¢alisama vardir. Fakat bu siiregte oksidanlar ve
antioksidanla iligkisini inceleyen ¢aligma sayisi oldukga azdir. Biz de bu ¢alismada IGF-1’in
deri dokusu yaralanmalarinda oksidatif stres parametreleri tizerindeki etkilerini incelemeyi

amacladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Derinin yapisi

Viicudumuzun tiim yilizeyini orten ve ayrica pek ¢ok yasamsal faaliyeti olan organimiz
deridir. Deri, embriyonal donemde ektoderm ve mezoderm tabakalarindan farklilagarak
meydana gelir. Derinin tabakalarindan biri olan epidermisin yapisinda temel olarak
keratinositler bulunmaktadir. Keratinositler, bazal tabakada bulunan hiicrelerin boliinmesi
ile olusurlar ve keratin sentezlerler. Uretilen keratin stratum korneumun, kil ve tirnaklarmn

yapisindaki temel proteini olusturur [11].
Histolojik agidan deri incelendiginde yapisinda ii¢ tabaka gozlemlenir:
1- Epidermis

2- Dermis
3- Hipodermis [12].

Sekil 2.1. Derinin sekli [38]

Epidermis asagidan yukariya dogru 4 tabakaya ayrilir. Bunlar:

1. Stratum germinativum (Bazal tabaka)

2. Stratum spinosum (Malpighian veya Prickle tabaka)



3. Stratum graniilosum (Graniiler tabaka)

4. Stratum korneum (Keratinize tabaka, Horny tabaka) [11].

ﬂ
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Stratum lucidum
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|

-

Living keratinocytes w.\— - =

Py J >
> 18 © |Stratum spinosum
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’ . % Y 9
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Melanocyte P s S
Sensory nerve ending—— — Stratum basale

7 Dermis el

Sekil 2.2.Epidermisin tabakalar1 ve hiicre tipleri [37]

Bazal tabaka, epidermisin en altinda bulunur ve tek sirali tiretken hiicrelerden olusmustur.
Mitotik aktivitesinin yiiksek olmasindan dolayr bu tabakaya stratum germinativum adi
verilmistir [11,12]. Bazal tabakada goriilen hiicre tipleri; melanositler, keratinositler ve
Merkel hiicreleridir. Keratinosit ad1 verilen hiicreler, derideki kok hiicreleri olarak kabul
edilmektedir. Cogalmalar1 ve degisiklige ugramalariyla iist tabakalar olusur. Keratin adi
verilen fibriler yapidaki proteinleri iiretirler. Bazal membrana hemidezmozomlarla, diger
keratinositlere ise dezmozomlarla baglantt kurarlar [12]. Keratinositler, immiin cevap
gelisiminde de, bazi sitokin ve inflamatuar mediatorleri salgilayarak rol alirlar [11,12].

Keratinositler epidermal hiicrelerin yaklasik olarak %90-95’ini olustururlar [12].

Epidermisin bazal tabakasinda bulunan ve pigment olusturan hiicreler melanositlerdir.
Melanozomlar ise melanosit icerisinde iretilen pigment tasiyan graniillerdir [11,12]. Deri
rengimizdeki 1irksal farkliliklar keratinositler i¢inde bulunan pigment graniillerinin
(melanozomlarin) biiyiikligii, sayisi, sekli ve dagilimi ile baglantilidir. Koyu tenli insanlarda
daha fazla melanozom bulunmaktadir ve melanozomlar1 daha biiytik olup sitoplazmaya tek
tek dagilmis vaziyettedir [11]. Melanositler dendritik hiicrelerdir. Dendritik uzantilar

epidermis i¢inde uzun mesafelere uzanarak c¢ok sayida keratinosit (yaklasik 36) ile



etkilesime gecer. Keratinositler melanositlerin dendritlerinin ug¢larini iglerine alarak
melanozomlari kendi sitoplazmalarina alirlar [11,12]. Melanozomlarin niikleus {izerinde bir

semsiye gibi yerlesmesiyle DNA (deoxy-ribo-nucleic asit)’y1 UV iginlarindan korurlar [11].

Merkel hiicreleri de noroendokrin ve duyusal Ozellikli hiicreler olup bazal tabakada

bulunurlar [11,12].

Bazal hiicrelerin boliinmesi ile olusan yeni Keratinositler spinous isimli tabakayr meydana
getirirler. Epidermiste en fazla yer alan tabaka ise stratum spinozum tabakasidir [11]. Olusan
tabakanin hiicreleri arasinda desmosomlar bulunmaktadir [11,12]. Dezmozomlarin zarar
gormesiyle keratinositler birbirlerinden ayrilir [11]. Keratin sentezinin bir basamagi olan
tonofilament dretimi bu hiicrelerde goriilmektedir [12]. Bu tabakada immiinolojik
fonksiyona ve primer fonksiyonlari antijenleri tanimak, yakalamak, islenmek ve duyarlhi T
lenfositlere sunmak olan Langerhans hiicreleri de bulunur ve epidermal hiicrelerin yaklagik
%3-5’ini olustururlar [11,12]. Antijen sunan langerhans hiicreleri lenf nodlarina gog

ederler[11].

Stratum granulosum tabakasi 1-3 sira halinde dizilmis yassi hiicrelerden olusur. Hiicrelerin
cekirdekleri belirli oranda atrofik olup sitoplazmalarinda keratohiyalin graniilleri
bulunmaktadir [12].

Stratum korneum tabakasi g¢ekirdeklerini kaybetmis ve yassilasmig 6l keratinositlerden
(korneositlerden) olusmaktadir. Bu yapilar yag bakimindan yogun bir madde ile bir arada
tutulmaktadir. Bazal tabakada bulunan prizmatik hiicreler boliintip yukariya dogru hareket
ettiklerinden dolay1 yassilagir ve g¢ekirdekleri yok olur. Stratum korneumda bu hiicreler
canliligim yitirirler ve keratinle dolu bir hal alirlar. Gergeklesen olay keratinizasyon olarak
adlandirtlir [11]. Normal sartlarda keratinosit farklilasmasi ortalama 2 haftada meydana
gelmektedir. Keratinlesmis 6lii hiicreler (korneositler) 2 hafta sonra dokiiliirler. Bu olay
epidermal turnover (derinin yenilenme zamani) olarak isimlendirilir [11,12]. Epidermisin
yar1 permable stratum korneum tabakasi hem kimyasal maddelerin penetrasyon hem de
mikroorganizmalarin gegisine karsi fizyolojik bir engeldir. Yiizeyde bulunan asidik pH ve
epidermisin st kismini ince bir film tabakasi seklinde kaplayan lipid tabakasmin da

koruyucu bir 6zelligi vardir [11].



Dermis tabakasi, epidermisin altinda bulunan, derinin kivam ve elastikiyetini saglayan
tabakadir [12]. Kollojen, elastik ve retikiiler fibriller olmak {izere baslica bag dokusundan
meydana gelmistir. Dermisin papillalar1 eldiven parmagi seklinde epidermise dogru
uzanarak epidermis ile dermis arasinda siki bir baglanti olusturmaktadir [11,12]. Bu yap1
epidermisin beslenmesini ve iki tabakanin siki bir bigimde birlesmesini saglar [12]. Temel
yapist fibr6z bir protein olan kollojenden meydana gelir. Elastik fibrilleri ve asit
mukopolisakkaritlerden olusan dermisin ekstrafibriler matriksini fibroblastlar {iretir.
Kollojenler ile deri direncini saglanirken, elastik fibriller ile derinin elastikiyeti saglanmis
olur. Ince kollojen fibrillerin gelisigiizel uzandig dermisin iist boliimii papillar tabaka olarak
adlandirilirken, kalin kollojen liflerin deri yiizeyine paralel olarak uzandigi alt boliimiine ise

retikiiler tabaka ad1 verilir [11].

Dermiste bulunan hiicresel elemanlar; Fibroblastlar, histiyositler, mast hiicreleri,
polimorfoniikleer 16kositler (PNL), eozinofiller ve lenfoid hiicrelerdir [12]. Histiyositler
dolagan makrofajlardir ve inflamasyon neticesinde gelisen hemosiderin, melanin ve debris
gibi yapilar1 bulundurabilirler. Mast hiicreleri ilk olarak kan damarlari etrafinda yerleserek
histamin ve heparin sentezleyip, salgilarlar [11]. PNL’ler iltihabi olaylarda, eozinofiller ise
allerjik durumlarda dermiste toplanirlar. Lenfoid hiicreler ise, derinin yangisal

reaksiyonlarinda ve neoplastik hastaliklarinda dermiste yogun bir sekilde bulunurlar [12].

Dermiste deriye ait sinirler ve kan damarlart goéziikiir. Dokunma ve basing duyulari
Meissner’s ve Vater-Pacini korpiiskiilleri tarafindan algilanirken; agri, kasint1 ve sicaklik
papiller dermisteki miyelinsiz sinir sonlanmalari ile algilanir. Histaminin uyardigi kasint1 ise
yavas iletim saglayan miyelinsiz C noronlari ile iletilir. Derideki otonomik adrenerjik
fibriller kan damarlari, erektdr pilli kasini ve apokrin glandlar1 uyarirken, kolinerjik
otonomik fibriller ise ekrin ter bezlerini uyarir. Epidermiste kan damar: bulunmamaktadir.

Bundan dolay1 beslenmesini papiller dermisteki damarlardan difiizyonla yapar [11].

Subkutis (pannikulus) olarak bilinen subkutanéz yag dokusu dermisin alt kisminda bulunur.
Fibroz septalarla ayrilmis yag hiicrelerinin olusturdugu lobiillerden meydana gelir [11,12].
Yag lobiillerini ise lipositler olusturur ve tespit islemi sirasinda i¢inde bulunan yag
eridiginden kopiik seklinde bir goriintii elde edilir [11]. Subkutis tabakasi sinir ve damar
bakimindan olduk¢a zengin bir tabakadir [12]. Subkutis dis travmalara karsi i¢ organlari

korur. Ayrica koruma gorevi disinda enerji ve bazi hormonlar i¢in depo gorevi goriir [11].



Killar, tirnaklar, yag bezleri, ekrin ter bezleri ve apokrin bezler gibi yapilar ise deri eklerini
olusturur [11,12].

Eriskin bir bireyde ortalama olarak 1,7 m? yiizey alan1 ve 4-5 kg agirhigi ile deri biiyiik bir
organdir. Viicudumuzu dis etkilerden koruyucu 6zelliktedir. Temel olarak bu koruyucu
fonksiyonu epidermis ile saglanmaktadir. Dermis ise hem destektekleyicidir hem de

beslenmeden sorumludur [11]. Derinin temel gorevleri:

1-Koruyucu gorevi: Keratin ve lipid tabakasi mikroorganizmalarin ve zararli maddelerin
viicuda girisini engeller, sivi kaybin1 6nler ve dermis tabakas: mekanik esneklik saglar ve
alttaki dokular1 korur. Melanositler UV iginlarinin zararl etkilerine karsi koruyucu
ozelliktedir.

2- Terleme ile viicut isisinin diizenlenmesinde gorev alir. Ayrica detoksifikayon da
saglanmis olur.

3- Dokunma, agri, basing, sicaklik gibi duyular1 algilar.

4- Langerhans hiicreleri, mast hiicreleri, doku histiyositleri (makrofajlar) ve keratinositler
bagisiklikta cevap olusturmakta gorev alir.

5-D vitamini sentezler.

6-Tirnaklar parmak uclarini travmaya karsi korur.

7-Deri alt1 yag dokusu soguga ve travmaya karsi izolasyon gorevi goriir ve ayrica yedek
kalori kaynagdir.

8- Fiziksel yaralanma sonrasi yara bolgesinin tamiri meydana getirilir [11,12].

2.2. Yara Nedir?

Yara, canli dokunun anatomik ve fonksiyonel biitiinliigiiniin bozulmasi olarak
tanimlanmaktadir. Yara iyilesmesi travma ile baslatilan sistematik, hiicresel ve biyokimyasal
olaylarin yeni doku olusumu ile sonuglanmasidir. Yara iyilesmesinin temel amaci doku
harabiyetini en aza indirmek, dokunun yeterli miktarda oksijenlesmesini, ayrica dokunun
diizgiin beslenmesini ve nemlenmesini saglamaktir. Yara siniflandirmast kismi ve tam
kalinlikta yaralar olarak yapilabilecegi gibi akut ve kronik yara, acik ve kapali yara olarak
da simiflandirilmaktadir [2].
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Yara olusumu farkli sebeplerden dolayi olabilir. Ornegin fiziksel ve kimyasal yanma, basing,
hayvan 1sirig1 ya da sokmasi, diyabet hastaligi gibi metabolik hastaliklar, travma, ilag

etkilesimleri ya da beslenme yetersizlikleri gibi nedenler olabilmektedir [2].
2.3. Yara lyilesme Siireci

Viicudun en dis parcasi olarak deri, ¢evreye karsi dogal bir bariyer saglar. Cildin
biitiinliiglinlin bozulmasiyla akut yaralanmalar ya da kronik hasarlarin her ikisinde de ¢ok
basamakl1 bir siire¢ baglatilir ve yarali dokunun bir kisminin yeniden yapilanmasi, derinin
bariyer fonksiyonun yeniden kurulmasi meydana gelir [1]. Yara iyilesmesi, ¢esitli hiicre ve
ortak bir hedefe dogru stirekli etkilesim gereken matriks bilesenlerini kapsayan bir is birligi

stirecidir [3].

Yara iyilesmesi birbiri igerisine gegmis hemostaz ve inflamasyon, proliferasyon ve yeniden

modellenme (remodelling) fazlarin1 kapsayan bir siiregtir [2,3,5,13-15].

Hemostasis
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Fibroblast

Blood clot

Macrophage

Blood vessel 1 B d ___ - Proliferative
————
Fibroblasts < ':'. - - -
——— _—

proliferating ~

Subcutaneous fat —_— - T -
e e s

Freshly healed
epidermis

Freshly healed
dermis

Sekil 2.3.Yara iyilesmesinin fazlar1 [39]

Hemostaz ve inflamasyon fazi:

Hemostaz: Hemostaz yaralanmanin ardindan meydana gelir ve kan kaybini engellemek icin
damarlar darilir [14,15,16]. Yara bolgesinde agiga ¢ikan subendotelde bulunan mikrofibriller
[13] ve kollojen, plateletleri aktive ederek plateletlerin adezyonuna neden olur [13,16].
Birlesen plateletler yara bolgesinde toplanirlar. Kollojenle bir iliski kuruldugunda
plateletler, bliyime faktérii ve CAMP gibi ¢oziilebilir mediatorler ayrica yapiskan



gliloproteinler salgilar. Plateletlerin bir araya gelmesi devam ederken, yarada fibrin pihti
olusumunu saglayan pihtilagsma faktorleri salinir. Palteletlerin alfa grantillerinden salgilanan
bu maddeler; fibrinojen, fibronektin, trombospondin ve von willebrand faktoridiir [16].
Olusan fibrin hizla polimerize olur ve birikmeye baslar. Plazma fibronektini fibrine baglanir
ve onunla fibrinimsi kilif olusturmak {izere ¢apraz bag yapar, ayrica bu durum 16kosit ve
fibroblastlarin go¢ etme ve tutunmalarini stimiile eder [2]. Ortamdaki fibrin plak, gegici
matriks gorevi yapar. Bir araya gelmis plateletler, fibrin agina tutunur ve pithtinin esas kismi
meydana gelir [16]. Fibrin plak olgunlastik¢a yaralanan bolge kurumus piht1 ile hem daha

fazla siv1 ve elektrolit kaybini, hem de ¢evreden gelebilecek kontaminasyonlari engeller [2].

Plateleteler yara iyilesmesinde sadece piht1 olusumunda gorev almazlar [14], bir de yara
bolgesine cesitli biiyiime faktorleri ve sitokin salgilarlar [6,14,15]. Ornegin; plateletlerin alfa
graniillerinden platelet derived growth factor (PDGF), transforming growth factor beta
(TGF-B) [4,15,16], basic fibroblast growth factor (bFGF) [15,16], insulin-like growth
factor-1 (IGF-1), transforming growth factor alfa (TGF- o) ve vascular endothelial growth
factor (VEGF)[16], ve epidermal growth factor (EGF) salgilanir [4,15]. Fibroblastlar
aktiflesdikten sonra PDGF’lerin etkisiyle toplanirlar, yara bolgesine dogru gog ederler ve

ekstraseliiler matrikste kollojen, gikozaminoglikan ve protein iiretmeye baglarlar [16].

Platelets adhere to site of vascular injury Platelet aggregation and activation Haemostatic plug formation
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Sekil 2.4.Hemostazda plateletlerin fonksiyonu [40]

Inflamasyon: Hemostazin ardindan kisa bir siire sonra diisen kan akimryla hipoksi ve asidoz
meydana gelir. Bu durum nitrik oksit, adenozin ve diger vazoaktif molekiillerin {iretimini

saglar ve boylece vazodilatasyon gergeklesir. Es zamanli olarak mast hiicrelerinden histamin
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[14,16] salgilanir, vasodilatasyon ve damar permabilitesi arttirilir, boylelikle yara bolgesine
inflamatuar hiicreler gelir [14]. Ayrica mast hiicrelerinden histamin, enzimler ve diger aktif
aminler salgiladiktan sonra yara bolgesinin etrafinda kizariklik, sislik, sicaklik [14,16] ve

agr1 gibi inflamasyonun isaretleri goriilmeye baslar [16].

Inflamatuar hiicreler yara bolgesine g ettikten sonra inflamasyon fazimi baslatirlar [15].
Notrofiller, makrofajlar inflamatuar fazda goriilen temel hiicrelerdir [15,16]. Onlar yaranin
enfeksiyonunu ve hiicresel kalintilarimi temizler, proinflamatuar sitokinlerden IL-1
(intrlokinl), IL-6, IL-8, TNF-a ve biiyiime faktorleri (PDGF, IGF-1, TGF-a ,TGF-$ ,FGF)
salgilarlar [16].

Inflamatuar hiicrelerin damar disina ¢ikip yaranin igine gelmesi siirecinde, adezyon
molekiileri (selektinler, hiicre adezyon molekiilleri (CAMS)) ve reseptorler (integrinler)
arasinda onemli etkilesimler meydana gelir. Lokositler selektin molekiilleri vasitasiyla
yavaglar, endotel hiicrelerinin yiizeyinde yuvarlanmaya baglar ve sonunda endotel hiicresinin
duvarina zayif bir sekilde yapisirlar. Yuvarlanma devam ederken sitokinler, biiyiime
faktorleri ve bakteriyel {irlinlerle aktive olurlar. Aktive olmus l6kositlerin integrin
reseptorleri ile VCAM (vascular cell adhesion molecule) ve ICAM (intercellular adhesion
molecule) gibi ligandlarla baglanmasi sonucunda endotelyal hiicrelere sikica baglanirlar.
Sonra veniillerdeki endotelyal hiicreler arasina sikisirlar ve yara bolgesine dogru goc ederler,
ekstraseliiler matriks komponentlerine baglanirlar. Inflamatuar hiicreler elastaz ve

kollejenaz salgilayarak bu hiicrelerin gogiine yardim ederler [16].

Lokositler yara bolgesine; hasarlanan doku, bakteri ve inflamatuar tirlinlerin olusturduklari
kemotaktik sinyaller ¢eker [2]. Lenfositler yaralanmadan yaklasik 72 saat sonra ortaya
cikarlar ve ECM yapi iskelesini tiretimi ve kollojen remodellinginde etkilidirler [14]. T-
lenfositlerin rolii tam olarak bilinmemektedir. Fakat son ¢alismalarda T ve B lenfositlerin
eksikliginde skar doku olusumunun azaldigi gosterilmistir. Buna ek olarak patojenlere karsi
savunma, inflamasyonun diizenlenmesi ve doku biitiinliigiiniin devamlilig1 gibi olaylarin
diizenlenmesinde gorev alir. Deri gama-delta T hiicrelerinin eksikligi ya da yoklugunda yara
kapanmasinda gecikme ve keratinositlerin proliferasyonunda azalma oldugu gosterilmistir.

Ayrica bu hiicreler sitokin ve kemokin iiretirler [15].
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Notrofiller, plateletler tarafindan salinan ¢6ziinmiis mediatorlere cevap veren ilk inflamatuar
hiicrelerdir [14,16]. Notrofiller, bakterileri ve debrisi ortamdan uzaklastirmak igin bazi
mekanizmalar kullanirlar. Bunlardan biri yabanci pargalari (bakteri ya da 6lii doku) fagositoz
ile yutmak [14-16], baska bir mekanizma bakterileri 6ldiirecek toksik maddeler salmaktir
[14].

Notrofiller TNF-a ve IL-1 gibi epitelyal hiicre ve fibroblastlar1 aktive eden inflamatuar
mediatorleri salgilar [16]. Sonrasinda nétrofiller yara igerisine gé¢ ederek fagosite edilmis
bakterileri 6ldiiren serbest oksijen radiklalleri iiretimi [14-16], yaralanmayla zarar gérmiis
ekstraseliiler matriksin komponenetlerini uzaklastirma ve [15,16], yiiksek seviyede proteaz
salgilama gibi olaylar1 gerceklestirirler [15]. Notrofillerin gorevi bittiginde apoptozise
ugrarlar [14] ve makrofajlar onlar1 fagosite ederek apoptotik hiicreleri temizlerler [14,15].

Notrofiller genellikle 2-3 giin sonra yarada azalirlar ve onlarin yerini doku monositleri alir

[16].

Aktive makrofajlarin yara iyilesmesinin diizenlenmesinde ¢ok énemli rolleri vardir [15,16].
Makrofajlar, monosit olarak dolasimda bulunur ve yaralanmadan yaklasik 24 saat sonra yara
bolgesine gelirler. Kemokin, sitokin, biiyiime faktorleri, kollojen ve fibronektinin proteolitik
degradasyonuyla olusan ¢0ziinebilir fragmentlerin etkisiyle doku makrofajlarina
farklilagirlar. Makrofajlar dokudaki bakterileri yutarlar, 6ldiiriirler ve salgiladiklar1 matriks
metalloproteinazlar (MMPs) ve elastaz enzimlerinin faaliyetiyle 6lii dokuyu uzaklastirirlar
[16]. Ayrica makrofajlar lenfositlerin aktivasyonunu saglayan sitokin salgilarlar [15].
Makrofajlar inflamasyon fazindan proliferatif faza gegiste aracilik eder [15,16]. Ayrica
PDGF, IGF-1, TGF-B, I1L-1[4,6,16], CSF-1[6], FGF, IL-6[4,16] TGF-a salgilarlar [16]. Bu
coziilebilir mediatorlerden bazilar: fibroblastlari aktive eder. Yaradaki notrofillerin eksikligi
ve makrofajlarin sayisindaki azalmayla inflamatuar fazini bitisi yaklasir ve sonrasinda

proliferatif faz baglar [16].

Proliferatif faz (proliferasyon): Proliferatif fazin anahtar hiicreleri fibroblastlardir [16]. Bu
fazda;

e Gegici bir fibril matriks olusumu
e Anjiyogenez ve dolagimin restore edilmesi

e Graniilasyon doku olusumu
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e Epitelizasyon olaylar1 meydana gelir [14,16].

Fibroblast gogii: Fibroblastlar, platelet ve makrofajlardan salinan ¢6ziilebilir mediatorlerin
etkisiyle (PDGF ve TGF-f gibi) yaraya dogru go¢ ederler[14,16] ve ekstraseliiler matrikste
spesifik matriks komponentleriyle etkilesime gegerler. Go¢ etmeleri ve yara dokusunda
toplanmalar1 i¢in morfolojilerinde degisiklik, yara bolgesinde hareket edebilmeleri i¢in de
proteaz sekresyonu yapmalar1 gerekir[16]. Fibroblastlar yara bolgesinde proliferasyona
ugrar ve miyofibroblastlara doniisiirler. Bu durum miyofibroblastlarin fibronektin ve

kollojen gibi proteinlere baglanarak yaranin daralmasina olanak saglar [13,14]

Fibroblastlar integrin reseptorleri sayesinde fibronektin, vitronektin ve fibrin gibi matriks
komponenetlerine baglanirlar. Fibroblast hareketinin dogrultusu, ECM’deki ve gegcici
matriksteki fibrillerin yerlesimi, kemotaktik biiyiime faktorleri, sitokin ve kemokinlerin
gradienti ile saglanir. Fibroblastlar matriks boyunca onlarin ileriye olan hareketlerini
kolaylastiran proteolitik enzim salgilarlar. Salgilanan bu enzimler, kollojenaz (MMP-1)
jelatinaz (MMP-2 ve MMP-9) ve stromelisin (MMP-3)’dir[16]. MMPs endopeptidazlarin
genis bir aile olup yara iyilesme siirecinde Onemli rolleri vardir. Hiicre gogiinde,
anjiyogenezde, yara kontraksiyonunda etkilidirler. MMPs’lerin etkilerini onlarin doku
inhibitorleri olan tissue inhibitors of MMPs (TIMP) dengeler [3].

Kollojen ve ekstraseliiler matriks iiretimi: Fibroblastlar kollojen, proteoglikan [15,16]
fibronektin  [14,16] ve diger komponenetleri iretir [16]. PDGF fibroblastlarin
proliferasyonunu, kemotaksisini ve kollojenaz ekspresyonunu sitiimiile eder. TGF-
kollojen, fibronektin ve proteoglikanin gen transkipsiyonunu uyararak, matriks
proteinlerinin iiretimini arttirir. Ayni zamanda proteazlarin sekresyonunu baskilar ve

metalloproteinazlarin doku inhibitorlerinin (TIMP) sentezini uyarir [16].

Fibroblastlar matriks igine gog ettikten sonra ¢ogalmaya baslarlar ve kollojen, elastin ve
proteoglikanlar1 igeren graniilasyon doku komponentlerini iiretirler [16]. Ilk basta tip III
kollojen yiiksek seviyelerde sentezlenir [14,16]. Kollojen mMRNA’sinin transkripsiyondan
sonra yeni kollojen zincirleri liretilen endoplazmik retikulum {iizerindeki poliribozamlara
gider. Bu siiregte lizin ve prolinin hidroksilasyonu meydana gelir. Ug protein zinciri
birlestirilerek fibriler kollojen molekiiliiniin ti¢lii helikal yapis1 olusturulur ve yeni olugan

zincir modifikasyona ugrar. Hidroksiprolin kollojenin {iglii helikal yapisin stabilizasyonu
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icin ¢ok Onemli bir molekiildiir. Tamami hidroksillenen kollojenin daha yiliksek erime
sicaklig1 vardir. Hidroksiprolin seviyesinin diisiik oldugu durumlarda, 6rnegin C vitamini
yetersiz oldugunda kollojenin {i¢lii yapisi degisir ve diisiik sicakliklarda ¢ok hizli bir sekilde
bozulur[16].

Sonugta prokollojen molekiilleri ekstraseliiler bosluga salgilanir ve orada N ve C
terminallerinde nonhelikal segmentler proteolitik klavaja ugrarlar. Kollojen molekiilleri
bastan kuyruga ve yan yana gelerek kollojen fibrilleri seklinde diizenlenirler. Ekstraseliiler
boslukta onemli bir enzim olan lizil oksidaz enziminin etkisiyle kollojen molekiilleri
arasinda ¢apraz baglar kurulur. Kollojen molekiilii olgunlastikca gitgide artan molekiil i¢i ve
molekiiller arasi ¢apraz baglar yerlesir. Olusan ¢apraz baglar ile kollojen kuvvetli ve stabil
hale gelir. Kollojen normal dokuda kuvvetlidir buna karsi skar dokuda meydana gelen

kollojen ¢ok daha kiigiiktiir ve skar doku daima zayiftir [16].

Anjiyogenez: Anjiyogenez siireci diisiik oksijen basinci, diisiik pH seviyesi ve yiiksek laktat
seviyeleri ile uyarilir. Ayrica bazi ¢oziilebilir mediatorler epitelyal hiicreler i¢in anjiyogenik
ozelliktedir ve bunlarin ¢ogu fibroblastlar, makrofajlar, vaskiiler endotelyal hiicreler ve
epitelyal hiicreler tarafindan sentezlenir. Endotelyal hiicreler VEGF ve TGF- o’ nin etkisiyle
aktive olurlar ve bFGF ile de anjiyogenez baslatilir [16].

Dokudaki oksijen seviyeleri oksijen duyarl: proteinlerle etkileserek dogrudan anjiyogenezi
diizenler. Ornegin; oksijen baglayan hypoxia-inducible factor (HIF) transkripsiyon
faktorlinlin  hipoksi durumunda aktivasyonu vasitasiyla kapiller endotelyal hiicreler
tarafindan VEGF sentezi arttirilir. Kapiller endotelyal hiicreleri ¢evreleyen oksijen seviyeleri
distligiinde, hiicrelerdeki HIF seviyeleri artar. HIF-1, DNA ‘nin spesifik sekanslarina
baglanarak VEGF gibi spesifik genlerin transkripsiyonunu stimiile eder. Yara dokusunda
oksijen seviyeleri arttiginda hiicrelerde HIF molekiilii yikilir ve anjiyogenetik faktorlerin
sentezi azalir. Anjiyogenezin diizenlenmesinde VEGF gibi stimiilan faktorler ve

anjiyostatin, endostatin, trombospondin gibi anti-anjiyogenik faktorler rol alir [16].

Anjiyogenik faktorlerin baglanmasiyla kilcallardaki endotelyal hiicreler, yakinlardaki
damarlanmas1 bozulmus olan bolgenin matriksine dogru go¢ ederler ve sonra orada ¢ogalip
tomurcuklanirlar. Filizlerin ucu endotel hiicrelerden uzanir ve diger bir filiz ile karsilasir,

geligirler. Daha sonra gelisen damarlarin liimeni olusmaya baglar ve yeni damar hatti
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tamamlanmis olur. Bu silirecin devaminda kilcal damar sistemi tamir edilir, doku

oksijenizasyonu ve metabolik ihtiyaglar karsilanir [16].

Kan damarlarinin yenilenmesine ek olarak, lenfatik damarlarin restorasyonuyla lenfogenezis

de meydana gelir [1].

Graniilasyon: Graniilasyon dokusu normal derinin yerini alan gegici bir dokudur. Son derece
yogun kapiller kan damar agi, ¢ok sayida makrofaj, fibroblast hiicresi ve kollojen fibriller
ile karakterizedir [16]. Buras1 pek ¢ok kapillerin graniiler gériiniimiinden dolay1 graniilasyon

dokusu adin1 alir [1]. Normal dermis ile karsilastirildiginda metabolik hizlar1 yiiksektir [16].

Epitelizasyon: Dermal yaralar 3 temel mekanizmayla iyilesir: kontraksiyon, baglayicit doku
matriks birikimi ve epitelizasyon [16]. EGF, TGF-a ve FGF’nin etkisiyle epitel hiicrelerinde
cogalma ve go¢ meydana gelir, reepitelizasyon baslar [4]. Hiicreler ve matriks arasindaki
etkilesim ile doku yaranin merkezine dogru hareket eder. Yeni ekstraseliiler matriks igin
kollojen, peptidoglikan ve baglayici proteinler ile matriks birikimi saglanir. Epitelizasyon
olayinda, yara kenarindaki epitel hiicrelerinin ¢evresinde ya da sag folikiilii ve yag bezleri
gibi reziidiiel deri uzantilarinda kontak inhibisyonu kaybedilir ve epiboli siireciyle yara
bolgesinin i¢ine dogru gé¢ etmeye baslanir. Goglin devam etme siirecinde bazal tabakadaki

hiicreler epitel hiicrelere katki saglamak igin gogalmaya baslar [16].

Epitelizasyon, epitel hiicrelerindeki ayrilma, goc, ¢ogalma ve farklilasmadan olusan ¢ok
basamakl1 bir siirectir. Bozulmamis olgun epidermis, kiibik bazal keratinositlerden degisen
epitel hiicrelerden farklilasmis tabakalardan olusur. Sadece bazal epitel hiicreler
cogalabilirler. Bu bazal hiicreler komsu hiicrelerine dezmosomlarla ve en alttaki membrana
hemidezmozomlarla baghdir. EGF, KGF (keratinosit growth factor), TGF-a gibi biiyiime
faktorleri salgilandiginda bu faktorler epitel hiicrelerindeki reseptorlerine baglanarak
migrasyonu ve proliferasyonu uyarir. Baglanan biyiime faktorleri dezmozom ve
hemidezmozomlarin ¢6ziilmesine neden olur boylelikle hiicreler birbirinden ayrilabilir.
Integrin proteinler eksprese edilir ve yassilasan kiibik bazal epitel hiicreler tek tabaka
tizerinde yeni yeni olusan graniilasyon dokusunun igerisine gé¢ etmeye baslarlar. Yara
kenarma yakin bazal epitel hiicrelerin proliferasyonu yeni hiicrelerin tek tabakada
ilerlemesini saglar. Tek tabakanin kenarindaki lider epitel hiicreler proteolitik enzimler

(MMPs) iiretir ve sekrete eder. Goc¢ olayi, epitel hiicrelerin birlesmis bir tabaka olusturmak
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icin diger ilerleyen hiicrelerle baglanti kuruncaya kadar devam eder. Baglanti kuruldugunda
tek tabakali epitelin tiimii proliferatif moda girer ve epidermisin tabakalar1 yeniden kurulur
sonra da olgunlagsmaya baslar. TGF-B epidermal tabakanin olgunlasmasini (farklilasma ve
keratinizasyon) hizlandiric1 6zellikte bir biiyiime faktoriidiir. Hemidezmozom ve

dezmozomlar yeniden kurulur [16].

Remodelling fazi (yeniden modellenme): Normal epitel dokunun gelismesi ve skar
dokusunun olgunlasmasi ile sonuglanan son basamak remodelling fazidir [14]. Bu fazinin

onemli bir 6zelligi ECM remodellinginin olmasidir [15].

Graniilasyon dokusunun olgulasmasi kapiller sayisinda azalmanin yaninda [15,16],
glikozaminoglikanlarin (GAGS) ve glikozaminoglikan, proteoglikan ile iliskili su miktarinda
azalma olaylarini i¢ine alir [16]. Graniilasyon dokusunda olgunlagma devam ederken oradaki
hiicrelerin sayisi (endotelyal hiicreler, miyofibroblastlar ve inflamatuar hiicreler) apoptozise
ugrayarak azalir ve metabolik aktivite de azalir [1,16]. GAGs ve proteoglikanlarin
yardimiyla da kollojen sentezi baslatilir [13]. TGF-B yeni kollojen sentezine aracilik eder
iken, PDGF ise eski kollojenlerin yikimina sebep olur [4]. Ayrica kollojenin tipinde
miktarinda ve organizasyonunda degisimler meydana gelir [16]. Ilk olarak yiiksek seviyede
tip 3 kollojen sentezlenir fakat daha sonra tip 1 kollojen onun yerini alir [1,14,16]. Onarilan
doku saglam doku kadar giiclii olmaz. Doku gerim kuvveti, graniilasyon siiresince kovalent
capraz baglar attirllmis ve orada birikmis olan kollojen fibrillerin re-organizasyonuyla
arttirtlir. Birkag ay i¢inde ya da daha fazla siirede, tamir edilen dokuda yara gerim kuvveti

normal yaranin yaklagik%80’nine ulagir [16].

En son olarak kollojen remodellingi siirecinde kollojen degradasyonu gozlenir.
Fibroblastdaki spesifik kollojenaz enzimleri, nétrofil ve makrofajlar 3 zincirli olan yapilarin
hepsini belirli bolgelerinden kirar. Bu kollojen fragmentleri diger proteazlar tarafindan da
sindirilmeye devam eder [16]. Scar dokusu olgunlastik¢a damarlanma azalir ve kirmizi

renkten pembeye sonrada gri renge doniistir [14].
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Cizelge 2.1.Yara iyilesmesinde gorev alan hiicreler [2]

YARA IYILESME | YARLANMADAN | GOREV ALAN HUCRELER
EVRELERI SONRAKI
GUNLER
HEMOSTAZ Hemen Trombositler (Plateletler)
INFLAMASYON 1- 4 giin Notrofiller-makrofajlar
PROLIFERASYON | 4-21 giin Makrofajlar,  lenfositler,  fibroblastlar,
keratinositler, norositler
REMODELLING 21 giin-2 yil Fibrositler

Cizelge 2.2.Yara iyilesme siirecinde meydana gelen olaylar [15]

HUCRESEL VE

BIYOFIiZYOLOJIK OLAYLAR

HEMOSTAZI Damarlarda daralma, platelet

agregasyonu ve fibrin formasyonu

INFLAMASYON Notrofil  infilitrasyonu,  monosit
infilitrasyonu ve makrofaja
farlilagsma, lenfosit inflitrasyonu

PROLIFERASYON Re-epitelizasyon, anjiyogenez,
kollojen sentezi ve ECM formasyonu

REMODELLING Kollojen remodellingi ve vaskiiler

olgunlagma

2.4. Yara lIyilesmesini Etkileyen Faktorler

Yara iyilesmesini etkileyen pek cok faktor bulunmaktadir. Bu faktorler sistemik ve lokal
faktorler olarak siniflandirilabilir [15]. Kisaca bu faktorler; oksijen, enfeksiyon, yas [14,15],

beslenme, diyabet, [2,14,15], stres, esey hormonlari, obezite, sigara kullanimi, alkol
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tiketimi, ilaglar [15], genetik [2,14] ve bagisiklik sisteminin baskilanmasi seklinde
ozetlenebilir [14].

2.5. Biiyiime Faktorlerinin Yara lyilesmesi ile Tliskisi

Biiytime faktorleri, sitokinler ve kemokinler yara iyilesmesi siiresince pek ¢ok hiicre tipinin
koordinasyonu i¢in 6nemlidir ve iyilesmenin sonunda derinin bariyer fonksiyonu tekrar

saglanmig olur [4]. Yara iyilesmesinde goriilen biiyiime faktorleri sunlardir:

EGF: Yara iyilesmesinde etkili olan biiyiime faktorlerinden neredeyse en iyi bilineni EGF
ailesidir. Bu ailenin iiyelerinden yara iyilesmesinde temel olarak EGF, TGF-a, heparin
binding-EGF (HB-EGF) goriiliir. Bu ligandlar EGF reseptoriine (EGF-R) baglanirlar ve bu
olay sonucu medyana gelen sinyal yolagi hiicre gogiine ve ¢ogalmasina neden olur. EGF-R
aktive edilen ¢alismalarda keratinositlerin ¢ogalmasini ve gogiinii arttirdigi ve boylece

reepitelizasyonda 6nemli rolii oldugu gosterilmistir [4].

EGF platelet, makrofaj ve fibroblastlardan salgilanan bir biiyiime faktoriidiir. In vitroda EGF
up-regiile edilen galismalarda akut yaralanmadan sonra re-epitelizasyonun hizlandirdig1 ve

yara gerim kuvvetinin arttig1 bildirilmistir. EGF keratin ekspresyonunu da arttirmaktadir [4].

TGF-a: Plateletler, keratinositler, makrofajlar, lenfositler ve fibroblastlar tarafindan
salgilanir. In-vitro calismalarda keratinosit gdciinii ve cogalmasini arttirdig1 gosterilmistir.
invivo yapilan calismalarda ise, kismi kalinlikta yaralarda erken stimiilasyonda ve yara

epitelizasyonunun siirdiiriilmesinde rolii oldugu bildirilmistir [4].

FGF: 23 {iyeden olusan FGF familyasinin yara iyilesmesinde goriilen en onemli iiyeleri
FGF-2, FGF-7, FGF-10°dur. FGF’ler fibroblastlar, keratinositler, endotelyal hiicreler,
kondrositler, mast hiicreleri ve diiz kas hiicreleri tarafindan sentezlenirler. Yiiksek affiniteli
FGF reseptor (FGF-R) familyasinin 4 iiyesi vardir ve bu reseptorler tirozin kinaz

transmembran proteinidir [4].

FGF-2 ya da bazik FGF, akut yara iyilesmesinde graniilasyon dokusunun olusumu, re-
epitelizasyon ve doku remodellinginde gorev alir. Yapilan invitro ¢calismalarda FGF-2’nin
ECM komponentlerinin sentezi ve birikiminin diizenlenmesinde ayrica re-epitelizasyon

stirecinde keratinosit hareketlerinin arttirllmasinda etkili oldugu gosterilmistir [4].
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FGF-7 ve FGF-10’un ise keratinositlerin ¢ogalmasinda ve gogiinde 6nemli rolleri vardir.
Ayrica FGF-7 ve FGF-10 ROS’un detoksifikasyonu kapsayan transkripsiyon faktorlerini
arttirir.  FGF-7 vaskiiler endotelyal hiicreler i¢in mitojenik 6zelliktedir ve VEGF nin
upregiilasyonuna yardimeidir, bununla beraber endotel hiicreleri tirokinaz tip plazminojen

aktivatorl Giretmek igin sitimiile eder [4].

TGF-B: TGF-p ailesi TGF-B1-3, bone morphogenic proteins (BMP) ve aktivinlerden olusan
bir ailedir. Memelilerde baslica TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-f3 bulunur ve yara iyilesmesi
stirecinde baskin olarak TGF-B1 goriiliir. Makrofajlar, fibroblastlar, keratinositler ve
plateletler tarafindan {retilirler. Serin-trionin kinaz yapisinda heteromerik reseptor

kompleksine baglanarak iglev goriirler [4].

TGF-B1 inflamasyonda, anjiyogenezde, reepitelizasyon ve konnektif doku rejenerasyonuda
gorev alir. Yaralanmanin baslangicinda ekspresyonu artar. Fibronektin, fibronektin
reseptorii, kollojen ve proteaz inhibitor gen ekspresyonlarini arttirarak graniilasyon
dokusunun olusmasina yardimer olur. Ayrica VEGF’nin up-regiile olmasinda etkilidir.
Matriks olusumu ve remodelling fazinda kollojen iiretimini saglar. MMP-1, MMP-3 ve
MMP-9’u inhibe edici etkisi vardir ve TIMP-1 sentezinin promotiridir. Boylelikle kollojen
yikimini inhibe eder [4].

TGF-B2 anjiyogenezi indiikleyerek graniilasyon dokusunun olusumunu sitlimiile eder.

Reepitelizasyonu hizlandirir.

TGF-B3 keratinosit gociinii kolaylastirir ve yara bolgesine inflamatuar hiicreleri,
fibroblastlar1 toplar. Ayrica insan keratinositlerinde DNA sentezini durdurucu etkisi
bulunmaktadir [4].

PDGF: PDGF’ler plateletler, makrofajlar, vaskiiler endotelyum, fibroblastlar ve
keratinositler tarafindan sentezlenirler. PDGF’ler yara iyilesmesinin her safthasinda gorev
alirlar. Yaralanmadan sonra plateletlerden salgilanir. Bu durum mitozu ve nétrofillerin,
makrofajlarin, fibroblastlarin yara bdolgesine dogru kemotaksisini uyarir. Ayrica
makrofajlardan TGF-f gibi biiylime faktorlerinin sentezini ve salinimini uyarir. PDGF
ozellikle kan damarmin olgunlasmasinda rol oynar. In-vitro calismalarda IGF-1 ve

trombospondin-1 sentezini uyararak reepitelizasyonda gorev aldigi bildirilmistir.
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Fibroblastlarin ¢ogalmasini arttirir ve fibroblastlarin miyofibroblastra doniismesine tesvik
eder. Doku remodellingi stiresince MMPs’i up-regiile ederek eski kollojenlerin yikimini

saglar [4].

VEGF: VEGF ailesinin iiyeleri; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve
plasenta biiytime faktoriidir. VEGF-A endotelyal hiicreler, keratinositler, plateletler,
makrofajlar, notrofiller tarafindan sentezlenirler. Baglanildiginda farkl etkiler olusan VEGF
reseptor-1 (VEGFR-1) ve VEGF reseptor-2 (VEGFR-2) olmak fiizere iki tirozin kinaz
reseptorii vardir. VEGFR-2 endotel hiicrelerin kemotaksisinde ve c¢ogalmasinda ve
endotelyal hiicrelerin farklilagmasinda 6nemlidir. VEGFR-1 ise kan damarinin
organizasyonu icin gereklidir. Ayrica vaskiiler permabilitede, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde

MMP ekspresyonunda ve antiapoptotik proteinlerin indiiklenmesinde gorev alabilir [4].

VEGF-A’nin sentezini tetikleyen temel etken hipoksidir. VEGF-A anjiyogenezin
baslamasinda, endotel hiicre gogiinde ve c¢ogalmasinda Onemlidir. Lenf damarlarinin

olusmasinda da 6nemli rolii vardir [4].

VEGF-C ise ilk olarak makrofajlar tarafindan salinir, yara iyilesmesinin inflamatuar fazinda

onemlidir ve VEGF-C daha ¢ok VEGF reseptor-3 (VEGFR-3) ile galisir [4].

GM-CSF: GM-CSF o6zellikle yara iyilesmesinin inflamatuar fazinda yara bdlgesinde
nétrofillerin sayisini1 fonksiyonunu arttirir. In-vitro ¢alismalarda keratinositlerin ¢ogalmasini
tesvik ettigi boylece reepitelizasyonu arttirdigr gosterilmistir. IL-6’nin indirekt olarak up-

regiilayonunu saglar. Ayrica endotel hiicrelerin gogilinde ve gogalmasinda da etkilidir [4].

2.6. IGF Sistemi

IGF’ler biiylimeyi ve metabolizmay: etkileyen ¢ok yonlii sistemlerin elemanlarindandir.
Growth hormonunun metabolik etkilerine aracilik eden IGF’ler temelde karacigerde
tirertilirken, otokrin ve parakrin etkilerini gosterdikleri kas dokusu gibi bazi lokal dokularda
da IGF’ler iiretilir. Izole edilmis biiyiime hormonuna bagimli biiyiime faktorii, kikirdakta
siilfat bilesimini artirmasindan dolay: ilk kez 1957°de Salmon ve Daughaday tarafindan
stilfasyon faktorii olarak tanmimlanmistir. Daha sonraki ¢alismalarda, insiilin benzeri bir

biyolojik aktivitenin serum immunoreaktif insiilininden bagimsiz olarak meydana geldigi
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tespit edilmis ve buna Nonsupressible Insulin Like Activity (NSIL) denilmistir. 1978’de
insiiline yapisal olarak benzemesi sebebiyle bu peptidler insiilin benzeri biiytime faktorleri

olarak tanimlanmustir [7].

Insiilin benzeri biiyiime faktorii sistemi IGF’lerden, IGF reseptorlerinden ve IGF baglayici

proteinlerden olugsmaktadir [9,17].

2.6.1. 1GF’lerin molekiiler yapisi

IGF’ler tek zincirli polipeptidler olup A,B,C,D olmak iizere 4 domainden olusurlar ve IGF-
1 70 aminoasit i¢eren bazik bir peptiddir, molekiil agirligi 7649 kiloDaltondur [9,10,17].
Growth hormona bagimli IGF-1 ayrica somatomedin C olarak da bilinir [6,7]. IGF-2 ise 67
amino asit igeren biraz asidik bir peptiddir ve molekiil agirligi 7471 kiloDaltondur [17]. Her
iki IGF molekiilii proinsiiline benzer olarak A ve B zincirlerini igerirler [9,10,17] ve bu

zincirler birbirlerine C peptidi ad1 verilen disiilfid baglariyla baglidir [17].
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Sekil 2.5. IGF-1’in molekiiler yapis1 [41]

IGF-1 ile proinsiilin arasinda aminoasit dizisi bakimindan % 43 oraninda benzerlik
bulunurken, IGF-2 ile proinsiilin arasinda % 41 oraninda benzerlik bulunmaktadir. IGF-1 ve
IGF-2 arasinda % 62 oraninda benzerlik vardir [7]. Proinsiilinden farkli olarak IGF’ler
karboksi terminalinde D bdélgesi igermektedirler [10,17]. Proinsiiline benzemelerinden
dolayr her iki IGF molekiilii insiilin reseptorlerine diisiik affinite ile baglanirlar. Diger

taraftan yapisal farkliliklar insiilinin IGF baglayan proteinlere baglanmasini 6nler [17].
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INSULIN IGF-1 IGF-11

Sekil 2.6. Insiilin, IGF-1 ve IGF-2' nin yapis1 [9]

2.6.2. IGF reseptorleri

IGF‘ler protein yapida olduklarindan hiicre zarin1 gegememekte ve etkilerini hiicre zarindaki
reseptorlerine baglanarak gostermektedirler [17]. Ug farkli tip IGF reseptdrii bulunmaktadir:
Insiilin reseptorii, Tip 1 IGF (IGF-1R) reseptdrii, Tip II IGF mannoz-6-fosfat (M6F)
reseptorii [7]. IGF-1, IGF-2 ve insiilin arasindaki yapisal benzerligin yani sira IGF-1
reseptori ile insiilin reseptorii arasinda da benzerlik bulunmaktadir [9]. IGF’ler hipoglisemik
etkilerini insiilin reseptdrlerine baglanarak yaparlar. Insiilin reseptorii insiilinin biyolojik
fonksiyonlarina aracilik ederken insiilin reseptdriiniin intrauterin dénemde IGF-2’nin

mitojenik aktivasyonunun bazilarindan sorumlu oldugu gosterilmistir [7].

IGF-1R: IGF’ler biyolojik etkilerini meydana getirmek icin Oncelikle bu reseptorii
kullanirlar [10]. IGF-1 reseptori, hiicre disi iki alfa iinitesi ve iki transmembran beta tinitesi
igceren bir glikopeptiddir ve alfa alt linitelerinin her biri yaklasik 135 kDA, beta alt tinitesinin
her biri ise 95 KDA’ dur [7,9,10]. Alfa ve beta alt tniteleri disiilfid baglar ile birbirine
baglanmistir [10,17]. Tip I reseptorii ve insiilin reseptorii arasinda aminoasit yapilari
bakimindan yaklasik % 60 benzerlik bulunmaktadir [7]. Bu reseptorler benzer ligandlari
spesifik olarak baglar [17]. Ekstraseliiler bolgede bulunan kisma ligandin baglanmasiyla
reseptorde konformayonal bir degisiklik meydana gelir ve beta bdlgesindeki tirozinler
fosforlanir [9]. IGF-1, IGF-2 ve insiilin tirozin kinaz aktivitesine sahip IGF-1R’e baglanarak

farkl1 potansiyellerde hiicre biliylimesi, farklilagmasi, hiicre gogii gibi cesitli cevaplar
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olusturlar [7,9]. IGF-1"in tip I reseptoriine affinitesi IGF-2’den 3 kat, insiilinden ise 800 kat
daha fazladir [7]. IGF-1R’ii nakavt durumunda iken karacigerin rejenerasyon kapasitesinde
azalma, IGF-1R geni bozulmus farelerde kemik hacminde onemli derecede azalma, IGF-1
reseptOrii inhibe olan farelerin beyninde ise bozulmus re-miyelinizasyon goriilmiistiir.
Ayrica pankreastaki [ hiicrelerinde IGF-1R’de meydana gelen bir delesyonun, glikoz
uyaranli insiilin sekresyonunda ve glikoz toleransinda bozulmalara sebep oldugu

gosterilmistir [10].
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Sekil 2.7. IGF-1reseptorii ve sinyalizasyon mekanizmasi [42]

IGF-2 ( Tip Il IGF mannoz-6-fosfat (M6F) reseptorii) reseptorii: IGF-1R’linden yapisal ve
fonksiyonel olarak farklidir [10]. IGF-2’nin baglanabilecegi 300 kDa transmembran proteini
iceren tek zincirli bir polipeptiddir ve IGF-2’ye affinitesi yiiksek, IGF-1’e affinitesi diisiiktiir
[7,9,10]. IGF-2’nin alim ve yikimina aracilik eder. Lizozomal enzim trafigini diizenleyen
katyon bagimsiz mannoz-6-reseptoriiyle ¢ok benzer oldugundan IGF-2 moannoz-6-fosfat
reseptorii olarak ta bilinir [9,10,17]. IGF-2 M-6-F reseptoriiniin IGF sinyal iiretiminde
onemli roli olmadigi disiiniilmesine ragmen, IGF-2 M-6-F reseptoriiniin intraselliiler

kompartmanlar arasindaki lizozomal enzimlerin tasinmasinda gérev aldigi goriilmistiir [7].
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Sekil 2.8. Insiilin reseptdrii, IGF-1R ve IGF-2R’nin yapis1 [43]

2.6.3. IGF baglayic1 proteinler (IGFBPS)

IGF’ler dolasimda, diger biyolojik sivilarda ve dokularda kendilerine ait baglayici
proteinlere (BP) yiiksek affiniteyle baglanirlar ve alt1 tane IGF baglayici protein (IGFBP1-
IGFBP6) bilinmektedir [8,9,18]. IGFBPs dolasimdaki IGF’lerin taginmasinda, IGF
turnoverinda ve dolagimdaki IGF’lerin yar1 dmriiniin diizenlenmesinde gorev alirlar [10].
Yapisal olarak bakildiginda biitiin IGFBP’lerde son derce iyi korunmus N-terminal domeini,
C-terminal domeini ve merkezde karasiz olan L domeini bulunur [9,10]. N domeini yiliksek
affiniteyle IGF baglanma bolgesine sahipken, C domaini bir dereceye kadar baglanmaya
katki saglar. C domeini siklikla IGF’lerin bagka proteinlerle interaksyonuna aracilik eder. L
domaini ise en az korunmus bdlge olup glikozilasyon, fosforilasyon ve proteolizi kapsayan
post-translasyonel diizenleme i¢in bolgeler igerir [10]. Bu translasyonel modifikasyonlar

IGFBP’nin fonksiyonu ve yapisi i¢in 6nemlidir [8,10].

BP’lerin IGF’ler iizerinde arttirict ve azaltici etkilerinin yani sira [8-10], IGF’den bagimsiz
etkileri de bulunmaktadir [8,9]. Biitiin BP’ler ve IGF arasinda 2’li bir kompleks olusurken,
BP-3 ve BP-5 ile IGF arasinda, asit karasiz alt iiniteden (ALS) olusan 3’li bir kompleks
meydana gelir [8]. Baglayic1 proteinler IGF’leri proteolitik degredasyondan koruyarak
yarilanma Omriinii uzatir. Yiksek affiniteli proteinler olan IGFBP’ler, tiim ekstraseliiler

stvilarda ve dokularda bulunmakla beraber, dokular arasinda spesifik etkileri bakimindan
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onemli farkliliklar da bulundururlar. IGF’lerin tipik insiilin benzeri etkilerini BP’lerin
engelledigi, kilcallardan gegcisini sinirladigi, hiicre zar1 reseptoriine baglanmasini engelledigi
ve IGF’nin aktif sekline, serum proteazlarinin etkisi sonucunda baglayici peptidler

ayrildiktan sonra doniiserek aktif hale geldigi gosterilmektedir [7].

IGFBP'ler bir protein ailesidir [7,10]. IGFBP'ler 6zel proteolitik enzimlerle parcalanir. IGF-
1, IGF-2, IGFBP ve IGFBP proteazlarin somatik biiytime ve hiicre diizenlenmesinde énemli
rolleri vardir. IGFBP'lere bagli olmayan serbest IGF'ler, IGF reseptorlerine baglanarak
etkilerini gosterirler [19]. Farkli doku hiicreleri tarafindan iiretilip salinan BP tiirleri de farkli
olabilmektedir. Insan fibroblastlar1 BP-3,4,5’i, diiz kas hiicreleri BP-2,3 ve 4’i,
endometriyum BP-1,2 ve 4, meme epitel hiicreleri BP-2,3 ve 4’0 iiretip salgilama

yetenegine sahiplerdir [7].

IGFBP-1 29 kDA agirligindadir ve ¢ogu fosforillenmis olup az bir kismi1 non-fosforile
durumdadir. Fosforillenmis IGFBP-1’ler IGF’nin etkisini inhibe ederken, non-fosforile
IGFBP-1 IGF’nin etkisini stiimiile eder. IGFBP-2 32 kDA agirhigindadir ve post-
translasyonel modifikasyona ugramamis bir proteindir [8]. IGFBP-1 ve IGFBP-2 serumda
bulunan diisitk molekiil agirlikli glikozillenmemis proteinlerdir. IGFBP-1 derisimi Serum

insiilin seviyeleri tarafindan da kontrol edilir [7].

IGFBP-3’lin olusumu sirasinda fosforilasyon ve N-glikozilasyon ile post-translasyonel
modifikasyon meydana gelir [8]. IGFBP’lerin en 6nemli olanidir [17,18]. IGFBP’lerin
%75’ini meydana getirir [17]. Serumda bulunan IGFBP-3, 45-54 kDa agirligindadir. IGF-1
yarilanma omriinii uzatan ve biyolojik aktivitesine etki eden IGFBP-3 serumdaki IGF-1’in

% 95’ini baglar ve salgilanmasi biiylime hormonu tarafindan kontrol edilir [7].

BP-4’tin 24 kDa glikoprotein yapisinda glikozillenmis ve glikozillenmemis halleri
bulunmaktadir. BP-3 ve BP-4’iin en 6nemli 6zellikleri, IGF’lerin reseptdrlerine baglanmasi

icin yeterli olan IGF-1 ve IGF-2 miktarlarini kontrol etmektir [7].

BP-5 ve BP-6 yeni bulunan ve Ozellikleri henliz tam olarak agiklanmamis baglayici

proteinlerdir. BP-5’in osteoblastlarin yenilenmesinde 6nemli bir islevi oldugu gosterilmistir

[71.
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2.6.4. IGF-1’in sentezi ve fizyolojik etkileri

IGF’ler baslica anterior hipofizden salgilanan biiylime hormonunun (growth hormon(GH))
stiimiilasyonuyla karacigerden salgilanir [6,7]. IGF-1’in iiretimi sadece biiylime hormonu ile
diizenlenmez; ostrojen, parathormon, tiroid hormonu, epidermal biiyiime faktorii de IGF-1
tiretilmesinde gorev alir [7]. Endokrin aktivitesinin yaninda lokal mikrogevre igerisinde
otokrin/parakrin etkisinin oldugu da gosterilmistir [6]. Genel olarak IGF-1 ve 2 farklilasma,
proliferasyon, morfogenez, apoptozise karsi hayatta kalma, migrasyon, metabolizma
fonksiyonlarini kontrol ve karsinogenez dahil olmak tizere ¢esitli hiicre islemlerinde yer
alirlar [9,20]. Ayrica etkileri doku formasyonu ve remodellingi, beyin gelisimi ve enerji

metabolizmasiyla iligkilidir [9].

GH, negatif geri bildirim mekanizmasiyla cesitli organlardan IGF-1’in sentezini
uyardigindan IGF-1, GH/IGF-1 aksinin pargasidir. IGF-‘lerin oral ve dental doku ve
organlarin biyolojilerinde rol oynayabilir olduguna dair gostergeler bulunmaktadir.
Ozellikle kemirgenlerde, dis gelisimi ve mineralizasyon sirasinda IGF-1 ve IGF-2 varlig

gosterilmistir [20].

A\~

GHl IGF-I Somatostatin
/

= Neural development,
myelination and protection
= Amyloid-f clearance

= Anti-inflammatory

= Thymus development __
and function R
= Hematopoiesis

= Immune cell function

= Cardiovascular development
and protection

C’ = \Vasodilator
il B

= Fetal growth and o N v
differentiation C, - = Musculoskeletal

= Glomerular development,
function and integrity

development and growth

C— = Ovarian folliculogenesis
= Testicular function and
integrity

Sekil 2.9. GH/IGF-1 aksinin fizyolojik etkileri [44]
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Biiytime faktorleri yara iyilesme siirecinde etkilidirler ve bunlar arasinda bulunan IGF in-
vitro kosullarda keratinositlerin proliferasyonunu stimiile eder [6,21] ve Kkeratinosit
hareketliligini artirir [4]. Fibroblastlarin da ¢ogalmasinda etkili olup ayrica fibroblastlardan
kollojen sentezini sitiimiile eder [6]. IGF-1 vaskiiler biyoloji de 6nemli rol oynar [6,21].
Lokal olarak firetilmis IGF-1 birkag fizyolojik ve patolojik durumda, fetal gelisimde,
aterosiklorozis ve doku tamirinde etkilidir. Doku tamirinin igeriginde bulunan ve iyilesme
stirecinin 6nemli hiicresel komponentleri olan plateletler, makrofajlar ve fibroblastlar IGF-
1 iiretir, baglayici proteinlerle beraber yara mikrogevresinin igine salgilanirlar [22]. IGF’nin
kandaki konsantrasyonu 300-600 ng/ml’dir. GH reseptorlerinin aktive olmasi IGF-1
iiretimini ve salgilanmasini arttirir ve IGF-1 diizeyi GH’a bagimli oldugu i¢in yas ile degisir.
IGF-1 diizeyi bebeklik ve cocukluk déneminde diisiik, pubertede yiiksektir ve yasla
ilerledikce azalir. IGF’lerin insiilin benzeri metabolik etkileri bulunmaktadir. iskelet ve kas
dokusunda proteolizi durdurarak, protein sentezinde ve GH’nun metabolik etkilerinde bir
mediator olarak gorev alirlar. IGF’ler miyoblast, osteoblast, oligodentrosit ve adipositler gibi
hiicrelerin farklilasmasiin Kuvvetli uyaranlaridir. Lipoliz inhibisyonunu, yag dokusunda
glikoz oksidasyonunu, diyafram ve kalp kasina glikoz ve aminoasit transportunu, kollojen
ve proteoglikan iiretimini artirirlar. Kalsiyum, magnezyum ve potasyum homeostazinda rol
alirlar. Ayn1 zamanda IGF-1 ve IGF-2’nin lenfosit {iretimi ve fonksiyonlarini uyararak

bagisiklik sistemi tizerinde etkili rol oynadigi goriillmektedir [7].

Pre-osteoblastlarin hem proliferasyonunu hem de osteositlere farklilagsmasini ve tip I
kollojen sentezini stimiile ederler. IGF iireten ve bu faktorlere duyarli olan kemik hiicreleri,
inaktif formdaki IGF’ler i¢in bir depodur [18]. IGF ler, in vitro etkisini ya akut olarak protein
ve karbonhidrat metabolizmas1 iizerine anabolik etkisiyle veya uzun donemde hiicre
cogalmasi ile farklilagmasi iizerine yapar. Hiicre siklusunda DNA sentez ve hiicre
replikasyonunu uyarmasi ¢ok 6nemli bir etkidir [17]. Ayrica IGF-1, apoptotik Bcl (B-cell
lymphoma) ve Bax (Bcl-2-associated X) proteinlerinin ekspresyonunu degistirerek (modiile

ederek) hiicre 6liimiine engelleyici yonde etki eder [23].

2.7. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kararsiz, molekiil agirlig
diistik, yiiksek aktiviteli atom veya molekiilerdir [24-26]. Serbest radikaller hiicrede lipit,
protein, DNA ve karbonhidrat gibi 6nemli hiicresel yap1 ve bilesiklerde etkili oldugundan
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hiicre yap1 ve fonksiyonu i¢in zararhidir [24,26,27]. Perokside edici reaksiyonlara karsi
hiicresel membranlar da c¢ok hassastir [28]. Siiperoksit gruplarinin hizli bir sekilde
olusturdugu singlet oksijen, hiicre zarlarinin fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol
yapisindaki doymamis yag asitleriyle reaksiyona girerek peroksitler, alkoller, aldehitler,
hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli lipid peroksidasyon iiriinleri ortaya ¢ikarir
[25]. Olusan bu {riinler ise hiicre yirtilmalarina yol acarak membran akigskanlifinin ve

elastikiyetinin geri doniisiimsiiz hasarina neden olur [28].

Lipid peroksidasyonun en 6nemli iirtinii olan malondialdehid (MDA), ii¢ ya da daha fazla
cift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonuyla meydana gelir [25,27] ve lipid
peroksidasyonunun derecesinin tespiti i¢in en sik bagvurulan test MDA 6l¢iim testidir [27].
MDA, hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin
capraz baglanmasi, iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz
sonuclara sebep olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyona
girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojenik
ozelliktedir [25].

Serbest radikaller 3 sekilde olusmaktadir [29]:

e Homolitik bag kirilmasiyla kovalent bagi olusturan elektronlarin her iki atomda da birer
tane kalmasi ile [29]

X-X = X'+X

e Bir molekiile bir elektronun katilimi ile [26,29,30],

X+e ———>=X

e Bir molekiilden bir elektronun ayrilmasi ile [26,29,30]

X ——= X'+

Serbest radikallerin yaslanma, kalp-damar rahatsizliklari, kanser [24,26,29], katarakt
[24,26], sepsis (kana mikroorganizma ve toksin karismasi), diyabetik retinopati (diyabet
hastalarinda rastlanan bir retina hastalig1), gastrointestinal organlarda kronik iltihaplar,
solunum yolu rahatsizliklari, damar hasarina bagl olarak ortaya ¢ikan iskemi (belli bir
bolgenin gecici bir siire kansiz kalmasi) gibi birgok rahatsizligin sebepleri arasinda oldugu
belirtilmektedir [24].
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Canli i¢in hayati 6nemi olan oksijen ve azot, ayni zamanda en onemli serbest radikal
kaynaklaridir. Oksijen(reactive oxygen species, ROS) ve azot (reactive nitrogen species,
RNYS) igeren serbest radikaller canlida fizyolojik diizeyde olusarak yararl etkiler gosterirken,
bu diizeyin patolojik seviyeye yiikselmesiyle zararli etkiler géstermeye baslarlar [26].
Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan serbest radikallerdir
[25]. Siiperoksit anyonu, hidroksil radikali, lipid peroksit, nitrik oksit en ¢ok bilinen
ROS'lardir [29]. Ayrica, singlet oksijen, hidrojen peroksit ve hipoklorit gibi bazi bilesiklerde
kimyasal olarak serbest radikal degildirler fakat onlar gibi yiiksek aktiviteye sahiptirler [26].

Stiperoksit radikali (O2): Siiperoksit radikali oksijen molekiiliiniin bir elektron alarak
indirgenmesi ile meydana gelir. Indirgenmis gecis metallerinin oto-oksidasyonuyla da
stiperoksit radikali olusabilir. Siiperoksit radikali direkt olarak zarar vermez. Bu radikal,
hidrojen peroksit kaynagidir ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyicisidir. Bu sekilde zaral

etkisini gosterir [27].

Fes" + Op————> Fes" + 02 [27]
Cu™+ O———= Cu" + 07 [27]

Hidrojen peroksit (H202): Hidrojen peroksit (H,O,), siiperoksidin g¢evresindeki
molekiillerden bir elektron almasi veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki

elektron almasiyla meydana gelen peroksitin iki proton (H*) ile birlesmesi sonucu olusur
[27,30].

O+ e + 2H" —————=H,0; [27]
02 + 2¢ + 2H ——= H,0, [27]

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin esas iiretimi, O2’nin dismutasyonuyla meydana
gelir. ki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu reaksiyonu sirasinda iki proton
alir ve hidrojen peroksit ile molekiiler oksijen olusur. Bu reaksiyon sonucunda, radikal
olmayan iiriinler olustugundan dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gergeklesir

ya da siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenerek meydana gelir [27].

2072 +2H" =—=> H202 + 02 [27]



29

Hidrojen peroksit bir serbest radikal degildir fakat ROS igerisinde yer alir ve serbest radikal
biyokimyasinda ¢ok énemli bir yere sahiptir [27]. Ciinkii Fe*2 veya diger gecis metallerinin
varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, O<,’nin varliginda Haber-Weiss reaksiyonu
neticesinde en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH")

meydana gelir [27,30].

Fenton reaksyonu [27,30]:

Fe? + H0, —>Fe" + OH + OH
Haber-Weiss reaksyonu [27,30]:

072 + H0; + H ——>=0, + H,0 +OH

Hidroksil radikali (OH-): OH- radikali, Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu
sonucu hidrojen peroksitten meydana gelmektedir [27]. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize
edici radyasyona maruz kalmasiyla da olusur [27,30]. Hidroksil radikali son derece reaktif
bir oksidan radikaldir ve yarilanma 6mrii ¢ok kisa bir molekiildiir. Hidroksil radikali ROS un
en glg¢liilerindendir. Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir
proton alarak tiyil radikalleri (RS‘), karbon merkezli organik radikaller (R‘), organik
peroksitler (RCOO") gibi yeni radikallerin olusmasina ve sonugta biiyiik hasara sebep olur
[27].

Hipokiloréz asit (HOCI): Fagositik 06zellikli notrofiller igerdikleri myeloperoksidaz
enzimiyle, O-2’nin dismutasyonuyla meydana gelen H>O>’i, kloriir iyonuyla birlestirerek

gliclii bir antibakteriyel ajan olan HOCI’ye doniistiiriirler [30].

H202 + CI Myeloproksidaz HOCI + OH- [30]

Singlet oksijen (:02): Oksijen elektronlarindan birinin digaridan enerji almasi sonucu kendi
doniis yoniine zit yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesinde meydana
gelebilecegi gibi [27,30]; siiperoksit radikalinin nitrik oksit ile tepkimesi ve hidrojen
peroksitin hipoklorit ile reaksiyonyla da meydana gelebilir [30].

Cizelge 2.3. Reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri [24]
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Reaktif oksijen cesitleri

Radikal olanlar Radikal olmayanlar
Stiperoksit, Oz~ Hidrojen peroksit H>O>
Hidroksil, HO Hipokloroz asit, HOCI
Peroksil, ROy Ozon, O3

Alkoksil, RO Singlet oksijen, 02
Hidroperoksil, HOO Peroksinitrit, ONOO™

Reaktif nitrojen cesitleri

Reaktif olanlar Reaktif olmayanlar
Nitrik oksit, NO: Nitrosil, NO*
Nitrojen dioksit, NO; Nitroz asit, HNO;

Dinitrojen trioksit, N2O3
Dinitrojen tetraoksit, N2O4
Nitronyum iyonu, NO,*
Peroksinitrit, ONOO~
AlKil peroksinitrit,
ROONO

Hiicrelerde olusan ROS’lar, "antioksidan savunma sistemleri” ya da "antioksidanlar” olarak
tanimlanan mekanizmalar ile ortadan kaldirilirlar [27,29]. Ancak bazi durumlarda
antioksidanlarla ortadan kaldirilandan daha yiiksek miktarda ROS meydana gelebilir.
Canlida hiicresel savunma mekanizmasi araciligi ile ortadan kaldirilandan daha yiiksek

miktarda ROS’un olusmasina oksidatif stres denilir [27].

2.7.1. Serbest radikal kaynaklari

Serbest radikaller hiicrede hem endojen hem de ekzojen kaynakli materyaller tarafindan
sentezlenebilir [24-26,30]. Serbest radikal yapisina sahip ara iiriinler, normal metabolizma
sirasinda  ¢esitli  basamaklarda meydana gelmekte ve endojen kaynak olarak
isimlendirilmektedir [26]. Endojen kaynaklar arasinda mitokondri, sitokrom P450
metabolizmast, peroksizomlar ve fagositik hiicreler bulunmaktadir. Siiperoksit radikallerinin

cogunlukla mitokondriyal veya mikrozomal elektron transferi sirasinda meydana geldigi
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belirtilmektedir [24]. Serbest radikaller ayrica arasidonik asit metabolizmasi, fagositoz
[24,30], kadinlarda ovulasyon ve i{ireme sirasinda da meydana gelmektedir. Reaktif oksijen
ve nitrojen g¢esitleri yalnizca mitokondrilerin solunum mekanizmas: sirasinda degil

anaerobik kosullarda da olusmaktadir [24].

Nitrik oksit (NO‘) en 6nemli reaktif nitrojen gesitleri arasinda bulunmaktadir. NO memeli
hiicrelerindeki endotel (damar i¢ yiizii), sinir hiicresi, makrofaj gibi farkli hiicrelerde L-
arjininden nitrik oksit sentaz enzimi aktivitesine bagli olarak meydana gelmektedir. O
uretimindeki artis damarlardaki endotel tabakasi tarafindan NO- radikalinin sentezlenmesine
neden olur. Olugan NO- ve O radikalleri son derece reaktif olup, hizli bir sekilde tepkimeye
girerek nitrit, nitrat ve en 6nemlisi de peroksinitrit anyonunu (ONOO") olusturmaktadir.
Olusan peroksinitrit anyonu fizyolojik pH’da nitrojendioksit ve hidroksil benzeri radikaller
olusturarak lipit peroksidasyonuna ve damar hasarina neden olarak kalp-damar
hastaliklarina neden olmaktadir. Beyinde de belirlenen bu bilesenin nérodejeneratif
hastaliklara sebep oldugu belirtilmektedir [24].

Iyonize radyasyon [24,26,28,30] yanlis hazirlanan gidalarin tiiketimi, hava kirliligi, tiitiin
uriinleri, asirt fiziksel aktivite, ekzojen kaynaklar arasinda bulunmaktadir [24,26]. Bunlarin
yan1 sira travma, enfeksiyon [24,26], ilag tedavisi [24,30], alkol tiikketimi, soguk, toksin ve
yetersiz beslenme gibi etkenlerden de kaynaklanabilmektedir [24]. Serbest formadaki demir,
bakir ve krom gibi metallerde serbest radikal olusturan Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlariin hizlarini arttirabilmektedir [26]. Serbest radikaller hiicrelerde su sekillerde

meydana gelebilir:

e Biyokimyasal reaksiyonlarda kullanilabilmesi i¢in reaktif formlara gevrilmesi zorunlu
olan oksijen, mitokondride aerobik solunum esnasinda kullanilmakta ve toplam
oksijenin %2-5'i ROS’ a donitstiiriilmektedir [26]. Hiicrelerdeki en onemli serbest
oksijen radikali kaynagi mitokondeki elektron transport zincirindeki sizintidir.
Mitokondri i¢ zarindaki oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri biiyiik O6lcekte

indirgendigi vakit mitokondriyal siiperoksit radikal sentezi fazlalasir [27].
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Sekil 2.10. Mitokondri i¢ zarinda serbest radikal olusumu [27]

Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda serbest radikal olusumu, membrana bagh
sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir [27].

Hayvan hiicrelerinde askorbik asit, tiyoller, adrenalin ve flavin koenzimleri gibi bazi
molekiillerin otooksidasyonu da siiperoksit radikalinin bir baska kaynagidir [27].
Reaktif oksijen metabolitlerinin onemli bir kaynagi da arasidonik asit metabolizmasidir.
Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonuna ve plazma
zarindan arasidonik asidin serbestlesmesine neden olur. Arasidonik asidin enzimatik
oksidasyonuyla da farkli serbest radikal ara tirtinleri olusur [27].

Gegis metalleri (6zellikle demir ve bakir), fizyolojik sartlarda elektron alig verisiyle
meydana gelen oksidorediiksiyon tepkimelerinde bulunurlar. Gegis metalleri bu
fonksiyonlar1 sebebiyle serbest radikal tepkimelerini hizlandiran katalizor islevi

goriirler. Bakir ve demir, tiyollerden tiyil iiretimini, H,0, ve O~,den OH- iiretimini

katalizlerler. Metal iyonlarmin serbest radikal tepkimelerindeki esas onemi lipid

peroksidasyonundaki etkileridir. Gegis metalleri genel olarak, tiretilmis olan lipid
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hidroperoksitlerinin pargalanmalarin1 ve lipid peroksidasyonunun zincir tepkimelerini
katalizlerler. Boylelikle fazla zarali olmayan radikalleri daha ¢ok zarar verici sekle
dontstirtrler [27].

e Aktif hale gelmis notrofiller, makrofajlar ve eozinofillerde fagositik solunumsal patlama

esnasinda da farkli serbest radikaller meydana gelir [27].

W
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NADP* 0, '
spontaneous reaction or
SOD
\ J : Fe*  Fenton reaction
HOUQ' Fed*
myeloperoxidase OHe
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Invagination of neutrophil's
cytoplasmic membrane

Sekil 2.11. Solunum patlamasi ve serbest radikal olusumu [27]

e Bir takim yabanci zehirli maddeler de hiicrede serbest radikal olusumunu arttirirlar. Bu
maddeler ya dogrudan serbest radikal sentezlerler ya da antioksidan aktiviteyi diistiriirler
[27].

e Bir¢ok enzimin katalitik dongiisii esnasinda da serbest radikaller meydana gelir [27].

e Peroksizomlar hiicre i¢i H,0, kaynaklarindan biridir. Peroksizomlardaki D-amino asit

oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yag asidi agil-COA oksidaz gibi
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oksidazlar, siiperoksit liretmeden yiiksek miktarda H,O, iiretimine neden olurlar. Fakat

peroksizomlarda, hidrojen peroksidin suya ayrismasini katalizleyen katalaz enziminin

aktivitesi de ¢ok yiiksek oldugundan peroksizomlardan sitozole ne kadar H,O, gectigi

bilinmemektedir [27].

2.7.2. Serbest radikallerin olumsuz etkileri

Normal sartlarda sentezlenen reaktif oksijen gesitlerinin %1 kadar1 antioksidanlardan
kagarak peroksidatif zararlanmalara dolayisiyla da bazi sistemik hastaliklara ve
yaslanmaya sebep olmaktadir [24].

Beyin, oksidatif hasara karsi en duyarli bdlgedir. Serbest radikaller, santral sinir
sisteminin patolojik durumlarinin pek ¢ogunda, direkt olarak doku hasarina neden olurlar
[25]. Lipit peroksidasyonu sonucunda olusan bilesenler hiicre sivisinin akiciligini
etkileyerek hiicre 6zelliklerini degistirirler ve zarda yer alan proteinlerin zarar gormesine
sebep olurlar. Dopaminin monoaminoksidaz enzimi tarafindan etkilenmesinden sonra
ortaya ¢ikan H2O2’in Parkinson hastaliginin ortaya ¢ikmasinda bir etken oldugu
bildirilmektedir. Oksidatif strese bagl olarak ortaya ¢ikan radikaller, néron kaybina
bagli olarak ortaya ¢ikan Alzheimer gibi norodejeneratif hastaliklara neden olmaktadir
[24]. ROS; ekzitotoksisite, metabolik disfonksiyon ve kalsiyumun intraseliiler
hemostazisinde bozulma gibi ¢ogul mekanizmalarla dokuya zarar verir [25].

Reaktif oksijenler deoksiriboz-fosfat omurgasina zarar verirken, piirin ve pirimidin
bazlari arasinda da degisiklige sebep olur. Boylelikle DNA protein yapisinda degisimlere
yol agar [24].

Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme derecesi amino asit kompozisyonlarina
baglidir. Doymamis bag ve kiikiirt i¢eren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi
amino asitlere sahip olan proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki
neticesinde 6zellikle siilfur radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller meydana
gelir. Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapilarinda fazla sayida disiilfit bagi igeren
immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi proteinlerin {iglinciil yapilar1 bozulur ve
gorevlerini yapamazlar [27].

Iyonize edici radyasyonla meydana gelen serbest radikaller DNA'ya zarar vererek

hiicrede mutasyona ve 6liime neden olurlar. Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan
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H,O, membranlardan kolayca gegerek ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA’nin hasar

gbrmesine, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol acabilir [27].

2.7.3. Yara iyilesmesinde serbest radikallerin rolii

ROS, yara iyilesmesine katki saglayan etkenlerden biridir ve normal metabolik olaylar
sirasinda Ozellikle bir enzim kompleks sistemi olan NADPH oksidaz enzimi vasitasiyla
sentezlenir. Hiicrelerde 6nemli hasarlara yol acabilir. H2O2 ozellikle demir ve bakir
iyonlarinin etkisiyle hidroksil radikallerini meydana getirerek siddetli hiicre hasarina sebep
olur [13]. ROS normalde yara bolgesinde patojen mikroorganizmalara karsi savunmada
gereklidir [1,13]. Nétrofiller ve makrofajlar, oksidasyon sonucu yiiksek oranda ROS {iretirler
ve meydana gelen ROS yabanci mikroorganizmalarin par¢alanmasinda gorev alir. Ayrica,
bu fagositik hiicrelerden salgilanan ROS ayni zamanda doku hasarina sebep olarak komsu
dokularda da yara olusmasina neden olabilir. Yaral boélgedeki inflamasyon sonucunda
devamli meydana gelen siiperoksit anyonu ve H>O» mikrovaskular kan akisini diizenleyerek
yeni damarlarin olusumunu stiimiile eder ve yara bolgesi igin gerekli olan diizenli besin ve
oksijeni saglar. Bunun yaninda, diisiik konsantrasyonlardaki ROS hiicre i¢i sinyal iletiminde
de aracilik yapar. Ancak bu faydali 6zelliklerinin yaninda yiiksek miktarlardaki serbest
radikaller ya da oksidanlar, yara bolgesindeki dokuya zarar vererek iyilesme olayini
bozabilmektedir. Ozellikle, hidroksil radikalleri ve siiperoksit anyonu, kollojenin
yapisindaki hidroksiprolin ve prolini pargalayarak fibroblastlarin adezyon, proliferasyon ve
canliligin1 degistirebilirler. Ayn1 zamanda H20: keratinositlerin go¢iinii durdururken, baska
bir taraftan da EGF sinyal iletisimini keserek fibroblastlarda ciddi bir zarara neden olur.
Yiiksek miktarlarda meydana gelen ROS, sitotoksititeye neden olarak yara iyilesmesini
geciktirmektedir [13].

Bir¢ok hastaligin patogenezinde ROS miktarlar1 oOlgiilerek doku hasarinin  siddeti
belirlenmektedir. Yara iyilesmesinin her fazinda oksidanlar rol alirlar fakat, ROS

inflamatuar fazda en yiiksek seviyede bulunmaktadir [13].
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2.8. Antioksidanlar

ROS’un meydana gelmesini ve bunlarin olusturdugu zarari engellemek igin pek ¢ok
savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bu mekanizmalar antioksidan savunma sistemleri

ya da "antioksidanlar" olarak adlandirilirlar [27].

Antioksidanlar viicutta ozellikle protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi yapisal ve
fonksiyonel molekiillerin oksidasyonunu onleyen ya da geciktirebilen [24,31], disiik

konsantrasyonlarda bile oksidanlara kars1 etkili olan maddelerdir [24,30].

Antioksidanlar dort ayr sekilde etki ederler [27,30]:

Toplayici etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutar ya da daha zayif yeni bir
molekiile gevirirler [27,31].

Bastirict etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak

aktivitelerini azaltir ya da inaktif hale getirirler, reaksiyon hizin1 yavaslatirlar [27,31].

Zincir kirict etki: Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini

engellerler ve serbest radikal olusturan reaksiyonlari durdurur [27,31].

Onarici etki: Serbest radikallerin olusturduklar1 hasar1 onarirlar. Organizmadaki antioksidan

enzimler ile enzimatik olmayan antioksidanlarin iiretimini arttirir [27,31].

Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak iizere 2 grupta

incelenirler [24].

2.8.1. Enzimatik antioksidanlar

Siiperoksid Dismutaz (SOD): Hiicresel SOD ¢esitli prostetik gruplara sahip
metalloenzimlerin bir grubudur[30]. SOD enzimi siiperoksidin, hidrojen peroksid ve
molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir [13,27,31]. Insanda bulunan
SOD’un iki tipi vardir [27,31]. Bunlar sitoplazmada bulunan Cu-ZnSOD (bakir-¢inko SOD)
ile mitokondride bulunan MnSOD (manganez SOD) izomerlerdir [13,24,30,31]. Genel
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olarak hiicrede en bol bulunan SOD, sitozolik Cu-Zn SOD’dur [27]. Cu-ZnSOD, oksidatif
savunma sistemin Onemli komponentidir ve 32 000 molekiil agirligindadir. Yara
iyilesmesinin farkli asamalarinda ekili olmakla beraber inflamasyon fazimnin erken
doénemlerinde daha etkilidir. MnSOD, 22 000 molekiil agirligindadir. Deri yaralanmalarinda
graniilasyon dokusu noétrofilleri tarafindan yiiksek miktarda salinmaktadir [13]. Mn-SOD
anti-timor aktiviteye sahip en etkili antioksidan enzim olarak da bilinmektedir [24]. SOD

enzimi, ROS’lardan siiperokside bir elektron vererek H2O2’ye indirger [30].

2072+ 2H" + SOD ——==H,0, + 02[30,27]

+3¢

Ayrica siiperoksit ile Fe*‘iin Fe'?’

ye indirgenmesiyle hidroksil radikalinin olusmasini
engeller [30]. Oksijeni metabolize eden hiicrelerde siiperoksit seviyesini diisiik tutar ve lipid
peroksidasyonunu durdurur [31]. Fagosite edilmis bakterilerin hiicre igerisinde
oldiirtilmesinde de gorev alir [27]. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanilan dokularda
fazladir [27,31].

Glutatayon pereoksidaz (GSH-Px): Hidroperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu olan
enzimdir [27,30,31]. GSH-Px, dort atom selenyum bagladigindan dolay1 seleno-sistein
bilesigi grubunda bulunur ve katalitik aktivitesi bu o6zelligi ile saglanir [30]. Sitozolde
bulunur [27]. GSH-Px, glutatyonu okside ederek H202’yu H20’ya indirgeyen bir enzimdir
[13,27,30]. Glutatyonun okside halinin (GSSG) tekrar GSH’a indirgenmesi ise glutatyon
rediiktaz (GSH-R) enzimi ile saglanir [27,30].

H202+ 2GSH —SHPX_— GSSG + 2 H0 [27,30]
GSSG + NADPH + H"' "R~ 2GSH + NADP* [27,30]

GSH-Px diger antioksidanlarla beraber solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gormesini engelleyici 6zelliktedir ve

alyuvarlarda oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir [27,31].

GSH-Px yara iyilesmesinin inflamatuar fazinda yiiksek miktarda bulunmaktadir. Oksidatif
stresin fazla oldugu zamanlarda ROS fiiriinlerine kars1 direng olusturarak keratonisitlerin

cogalmasini stimiile eder [13].
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Glutatyon S Transferaz (GST): Lipid peroksitlerine karsi selenyum bagimsiz GSH-PXx
aktivitesi gostererek antioksidan savunma mekanizmasint meydana getirirler. Katalitik ve
katalitik olmayan pek fazla fonksiyonlar1 vardir. Hiicre igi tasiyict ve baglayici 6zelligi
olmasi sebebiyle detoksifikasyon yapar. Karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi ile reaktif
ara lriinlere doniistiiriilen yabanct maddelerin daha az reaktif konjugatlara doniisiimiinii

katalizyen enzimdir [27,31].

Katalaz (CAT): Katalaz, yapisinda dort tane hem grubu olan bir hemoproteindir [27]. 240
000 molekiil agirhigindadir [13]. Bitkiler, hayvanlar ve aerobik bakterilerde esas olarak
peroksizomlarda bulunan bir enzimdir [13,24,27]. Fakat daha az olarak stoplazma ve
mikrozomal fraksiyonda da bulunabilir [13,27]. Karaciger ve alyuvarlarda yiliksek miktarda
bulunurken; beyin, kalp ve iskelet kaslarinda diisiikk oranlarda goriilmektedir [30]. CAT,
hidrojen peroksidi su ve oksijene indirgemektedir [24,27,30,31].

2H,0; — K&z . 2H,0 + 0 [27,30]

CAT ve GSH-Px enzimlerinin aktiviteleri artmadan SOD’un aktivitesinin artmasi hidrojen
peroksitin birikmesine ve boylelikle hidroksil radikallerinin meydana gelmesine sebep olur
[30].

Yara iyilesmesinin proliferasyon fazinda, graniilasyon dokusundaki CAT enzimi
ekspresyonu oldukga yiiksektir. Bu enzim yara bolgesinde H>O> radikallerinin olusumunu

engelleyerek detoksifikasyonda 6nemli rol oynar [13].

Mitokondriyal sitokrom oksidaz: Solunum zincirinin son enzimi olup siiperoksidi

detoksifiye eder. Bu tepkime fizyolojik kosullarda devamli gergeklesen normal bir
tepkimedir [27,31].

4072 + 4H" + 4 ——— 2H0 [27]
Bu yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanmis olur ve yiiksek oranda enerji tiretilir.

Stiperoksit tiretimi mitokondriyal sitokrom oksidaz enziminin kapasitesini astiginda diger

antioksidan enzimler devreye girerler ve siiperoksidin zararli etkilerine engel olurlar [27,31].
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2.8.2. Non-enzimatik antioksidanlar

Vitamin C (Askorbik asit): Kapali formiilii CéHgOg 0lan vitamin C, suda ¢6ziinebilen zayif
asidik karakterli bir molekiildiir [31]. Suda ¢d6ziinebilen zincir kiran bir antioksidan
olmasindan dolay1 o0zellikle detoksifikasyon metabolizmas1 sirasinda olusan serbest
radikalleri ve ROS’lar1 etkisiz hale getirir [30]. C vitamini, gicli bir indirgeyici
antioksidandir [27,31]. Stiperoksit, hidroksil [27,31], singlet oksijen, hidroperoksil, lipid

peroksil radikalleri ile tepkimeye girerler ve onlar1 ortamdan temizlerler [31].

Askorbat, siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolay bir sekilde tepkimeye girerek bir
elektronunu verdiginde, semidehidroaskorbat (DHA) radikaline ¢evrilir. Daha sonra DHA
vitamin C kaynag1 olarak kullanilir [30].

Askorbik asit + 20 + 2H" =—=—= H,0, + DHA [30]

Lipid molekiillerinin oksidasyonu ile olusan lipid peroksitler; vitamin C’nin antioksidan
etkisiyle sulu ortamda ¢oziiniirler ve oksidan etkilerini kaybederler [31]. Askorbik asit (AA),
serbest radikal reaksiyonlarinin 6nemli bir katalizorii veya bir prooksidan olarak da kabul
edilebilir. Fakat bu etkinin diisiik miktarlarda oldugu, yiiksek miktarlarda ise kuvvetli bir
antioksidan olarak islev gordiigii gosterilmistir [27,31]. Ayrica vitamin E ile verilen askorbik
asit, hem yag hem de sulu ortamda etkili oldugundan, serbest oksijen radikallerini
temizleyici etkisi oldukga fazladir [31]. Askorbik asit, yara iyilesmesinin biitiin asamalarinda
bulunan bir antioksidandir ve ayrica birgok enzimatik reaksiyon ig¢in de gereklidir.
Inflamasyon fazinda nétrofillerin apoptoz ve fagositozu igin gerekli bir molekiildiir.
Proliferasyon asamasinda ise Kkollojenin {iretimi, salinimi ve pargalanmasi olaylarinda
etkilidir. Ozellikle kollojen iiretiminin diizgiin bir sekilde devam etmesi i¢in vitamin C’nin
homeostazisinin sik1 bir bigimde korunmasi lazimdir. Yaralanmay: takip eden siiregte
AA’nin plazma ve dokudaki miktarlar1 hizla distiigiinden AA suplementlerinin verilmesi

iyilesmenin hizlanmasinda fayda saglayabilir [13].

Inflamatuar cevapta meydana gelen radikaller 6zellikle hiicre zarinin yapisindaki doymamis
yag asitlerini etkilemektedir. Kuvvetli bir antioksidan olan AA, 6zellikle yara bolgesindeki
notrofiller tarafindan sentezlenen OH-, H20, ve hipoklorik asit radikallerini indirgeyici
ozelliktedir [13].
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Vitamin E (a-tokoferol): Hiicrelerde bulunan yagda ¢oziinen bir antioksidandir [13,30].
Dogada birbirinden farkl: a, B, y, ve d-tokoferol ile a, B, v, ve d-tokotrienol isminde 8 ¢esit
vitamin E vardir [30]. Plazmada en fazla bulunan ve en kuvvetli antioksidan etkiye sahip
olan tipi ise a-tokoferoldiir [30,31]. Tokoferoller yag dokusunda depolanirlar. Ozellikle
mitokondri, endoplazmik retikulum ve hiicre zarindaki fosfolipitler alfa tokoferole afinite

gosterdigi i¢in bu kisimlarda yogunlasmaktadirlar [30].

Vitamin E siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksit radikallerini
ve diger radikalleri indirgeyici 6zelliktedir. Vitamin E zincir kirici bir antioksidandir. Lipid
peroksidasyonu zincir reaksiyonu, vitamin E ile sonlandirilabilir [27]. Vitamin E selenyum
metabolizmasi i¢in de 6nemlidir. Vitamin E, selenyumun canlidan kaybini engelleyerek

veya onu aktif sekilde tutarak selenyum gereksinimini diisiirtir [27,31].

Temel fonksiyonu membran fosfolipitlerinin peroksidasyonunu ve hiicre membranlarinin
hasar gormesini engellemektir [13,30]. Lipofilik 6zellikte olmasi sebebiyle hiicre zarinin ¢ift
tabakali yapisinin igerisine niifuz edebilmektedir. Tokoferol-OH, bir H atomu ile serbest
radikale bir elektron transfer ederek, hiicre zar1 proteinleri ile tepkimeye girmesini ya da lipit
peroksidasyonunu baglatmasimni Onler. Tokoferol-OH serbest radikal ile etkilestiginde
tokoferol-O- radikali olusur. Eger askorbik asit ortamda yeterli miktarda mevcutsa tokoferol-
O-ile askorbat tepkimeye girerek tokoferol-OH ve zayif bir radikal olan
semidehidroaskorbat olusur. Bu sekilde gii¢lii bir etkiye sahip olan radikal, zayif bir etkiye
sahip radikal (dehidroaskorbat)’e donistiiriiliir ve tokoferol-OH tekrar elde edilir [30].

Alfa tokoferol + LOO® =———=— Allfa tokoferol'+ LOOH [30]
Alfa tokoferol’+ LOO® =———=—=—=100-alfa tokoferol [30]

Yapilan c¢aligmalarda Vitamin E’nin derinin antioksidan seviyesini yiikselttigi
gosterilmektedir. Vitamin E ve kombinasyonlari 1g18in deri tizerindeki zararini engellemede,
cilt yaslanmasini geciktirmede 6nemli derecede etkili olmaktadir [31]. Ayrica diyabetik
farelerde yapilan bir ¢alismada, topikal vitamin E uygulamasi ile oksidatif stresin azaldigi

ve kollojen miktariin arttigi bildirilmistir [13].
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Beta-karoten (Vitamin A): Karotenoidler; hidroksil, siiperoksit ve peroksil radikalleri ile
reaksiyon vererek bir radikal temizleyicisi olarak gorev alirlar. Yapilarindaki ¢ift baglarin
yerlesik olmayan eslesmemis elektronlara baglanmasiyla antioksidan etkide bulunurlar [31].
Karotenoidler, A vitamini’nin Onciilleridir. Ayrica sebzeye ve meyveye renk verirler. a-
karoten, [-karoten, likopen, krosetin, kantaksantin ve fukoksantin en onemlileridir. ki
molekiil vitamin A’nin (retinol) bir araya gelmesiyle B-karoten meydana gelir. Besinlerle
alinan B-karoten ince bagirsaktan emilirken retinole doniistiiriiliir [30]. B-karotenin singlet
oksijeni bastirdigi, siiperoksit radikalini ortadan kaldirdigi ve peroksit radikalleriyle

dogrudan etkileserek antioksidan olarak gorev aldigi gozlenmistir [13,27,31].

B-karoten (CAR) + LOO' =——== LOO-CAR" [30]
LOO-CAR '+ LOO’ === LOO-CAR-OOL [30]

Akcigerlerdeki oksijen basincina bagli olarak p-karoten’nin prooksidan ya da antioksidan
etkisi degismektedir. Yiiksek oksijen basincinda antioksidan etkisinin azaldigi, diisiik
basinglarda ise kuvvetli bir singlet oksijen yakalayicisi olarak gérev yaptigi saptanmistir
[31]. Bunun yaninda B-karoten yiiksek miktarlarda bir pro-oksidan olarak davranir ve
proteazlar1 uyarir. Diisiik oksijen basincinda ise peroksil radikali ile dogrudan tepkimeye

girer [30].

Likopen: Kirmizi renge sahip bir karotenoid olup, yapisinda yiiksek oranda ¢ift bag
bulunmasi sebebiyle, diger karotenoidlere gore daha fazla singlet oksijen yakalamaktadir.
Bunun yaninda hidrojen peroksit ve nitrojen dioksiti de inaktive etme yetenegindedir. Artica
tiyil ve siilfonil radikallerini yakalar. Nitrojen dioksitin sebep oldugu zar hasar1 ve hiicre

oliimiine kars1 lenfositleri koruyucu etkisi vardir [31].

K vitamini: Ispanak, lahana, domates, bezelye, gibi bitkilerde bulunan K vitamini viicutta
kemiklerde kalsiyum ¢okmesinde [31] ve kanin pihtilasmasinda islev goriir [2,31]. Bunun
yani sira metabolik iriinleri de zincir kirict bir antioksidan 6zelligi gosterir. K vitaminin
metabolitlerinden olan vitamin K-hidroksikinon, devamli kendini yenileyebildiginden

kuvvetli bir antioksidan etki gosterir [31].

Glutatyon (GSH): Viicutta sistein, glisin ve glutamattan iretilmektedir [30]. Glutatyon
karacigerde sentezlenen [27,30,31] bir tripeptit olup [13,24,27,31], okside olmus sekli
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glutatyon distlfittir (GSSG) [31]. Hiicre igerisinde sitoplazma, niikleus ve mitokondride
goriilmektedir. Oksidatif strese karsi detoksifikasyon gorevindeki glutatyon peroksidaz,
glutatyon transferaz gibi enzimlerle beraber reaksiyonlara katilir. Glutatyon ve indirgenmis
halinde, oksidatif hasar ve zehirli maddelere kars1 hiicreyi savunan yiiksek oranda tiyol

grubu bulunmaktadir [31].

Glutatyonlar hidroksil radikali ile singlet oksijeni dogrudan yakalama [24,30], H2O: ve lipit
peroksidazlar1 detoksifiye etme, C ve E vitaminlerini aktif formlarina rejenere etme gibi
fonksiyonel 6zellikleri tasimalar1 sebebi ile son derece onemli antioksidan mekanizmalari
arasinda yer almaktadir [24]. Proteinlerdeki siilthidril gruplarimin oksidasyonunu engeller,
boylelikle islevsel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu onler [27]. Eritrositleri,

16kositleri ve goz lensini oksidatif strese karsi korumada hayati 6nemi vardir [27,31].

Yara iyilesmesinde GSH’1n gorevini aciklayan pek ¢ok ¢aligma bulunmaktadir. Yapilan bir
caligmada, diyabetli hastalarda topikal olarak GSH uygulamasinin belirgin yara
kontraksiyonu sagladig1 ve biyokimyasal parametreleri pozitif olarak etkiledigi bildirilmistir
[13].

Melatonin: Epifiz bezinden salgilanan, uyku, iireme, sirkadiyen ritim ve bagisiklik gibi pek
cok biyolojik islevin diizenlenmesinde gorev alan bir hormondur. Yapilan ¢alismalarda
antiproliferatif ve antioksidan o6zellikte oldugu gosterilmistir. Bir antioksidan olarak bazi
serbest radikalleri etkisiz hale getirdigi ve boylece onlarin biyomolekiiller tizerindeki zararl
etkilerini engelledigi gosterilmistir. Melatoninin antioksidan 6zelligi, yapisindaki pirol
halkasindan kaynaklanir. Melatonin peroksil radikalini tutarak lipid peroksidasyonunu bitirir
[31].

Melatonin hidroksil serbest radikaliyle tepkimeye girerek indolil katyon radikaline doniisiir
ve bu sekilde siiperoksit radikalini yakalar. Melatoninin lipofilik 6zellikte bir antioksidandir
[27]. Hiicrenin neredeyse tiim organallerine ve niikleusuna ulasabilir [27,31] ve bundan

dolay1 ¢ok genis bir yelpazede antioksidan olarak iglev goriir [27].

Urik asit: Bir endojen serbest radikal temizleyicisi olarak islev goren iirik asit viicut

stvilarinda yaklasik olarak 0,5 mmol/L kadar bulunmaktadir ve piirin metabolizmasinin son
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tiriiniidiir. Urik asit kuvvetli bir singlet oksijen, peroksil radikali (ROO") ve OH- temizleyicisi
olarak bilinmektedir [30].

Albumin: Siilthidril grubu tasimasindan dolayr kendi basina serbest radikalleri etkisiz hale
getirir ve ekstraseliiler antioksidan savunma sisteminin temel elemanidir. Albumin bakir ve
demiri kendine baglayarak, bagli metal yiizeyinde kalir [30]. Bu metal Haber- Weiss
tepkimelerine katilabilir; ancak meydana gelen OH-, albumin vasitasiyla hemen etkisiz hale
getirilir [30,31]. Bakir iyonuna baglanabilmesinden dolayr bakir kaynakli lipid
peroksidasyonu engeller [31] Ayrica albiimin LOOH ve HOCI toplayicisidir [27].
Albuminde bir zararin olugmasi ¢ok fazla 6nemli degildir. Ciinkii plazmada albiimin ytliksek
oranda bulunur ve serbest radikaller farkli antioksidanlarla da etkisiz forma
dontstiiriilebilirler. Plazma proteinlerinden olan seriiloplazmin ve transferrin de antioksidan

aktiviteye sahiptir [30].

Taurin: Taurin, retina basta olmak {izere bir¢ok dokuda yiiksek miktarda bulunan bir
molekiildiir. Safra asidi konjugasyonu, detoksifikasyon, membran stabilizasyonu,
osmoregilator ve norotransmitter olarak gorev yaptigi gibi, viicuttaki bircok dokuda

antioksidan olarak da islev goriir [31].

Ateroskleroz olugsmus tavsanlarda; taurin uygulanmasiyla plazma, karaciger, aort, ¢ok diisiik
yogunluklu lipoproteinler (VLDL) ve diisik yogunluklu protein (LDL) fraksiyonunda
yiikkselmis olan lipit peroksit seviyelerini azalttigi, karacigerde vitamin C seviyesini
yiikselttigi ve azalmis olan GST aktivitesini arttirdig1 gosterilmistir. Buna gore, taurinin
ateroskleroz olusturulan tavsanlarda oksidatif stresi diisiirmesinde antioksidan aktivitesinin

rolii oldugu gosterilmistir [31].
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Deney Protokolii

Deneylerde 250-300 g agirlikta her grupta 6 adet olacak sekilde 24 adet wistar-albino tipi
erkek rat kullanildi. Ratlar Gazi Universitesi Laboratuar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Arastirmalar Merkezinden saglandi. Deney 6ncesi ve deney siiresince kuru pelet yem ve su
ile ad libitum olarak beslenen ratlar, kafeslerinde giin 15181 dongiisiinde aydinlanma ortamina
birakildi. Deneylerde kullanilan ilag formu Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi fizyoloji-

biyokimya aragtirma laboratuarinda hazirlandi.
3.2. IGF-1 Soliisyonunun Hazirlanmasi

Yara olusumundan sonra uygulanacak olan IGF-1 (sigma 18779-50UG) bovine serum

albumin (BSA) igerisinde 1,5 ng/ml dozda olacak sekilde hazirlandi.
3.3. Gruplar ve Yara Modelinin Olusturulmasi

[lk 6nce hayvanlarin standart bir terazide agirhik dlciimleri yapildi. Daha sonra ketamin
(Ketalar 60mg/kg) ve ksilazin (Rhompun 5mg/kg) intraperitonal (IP) olarak enjekte edilerek
genel anestezi saglandi. Hayvanlarin dorsalinde anestezi altinda medulla spinalislerin iki

yaninda 2 cm uzunlugunda dorsalateral eksizyonel yaralar olusturulup, yara dudaklar1 4

stiturla adapte edildi.

(@) (b)

Resim 3.1.(a) Medulla spinalisin her iki yaninda yaklasik 4 cm uzunlugunda yapilan kesi
yarasi(b) Yapilan kesi yarasinin 4 siiturla adapte edilmesi



46

Deney gruplari:

Kontrol: Yara olusturulmayip tedavi uygulanmayan grup.

Tedavisiz yara: Bu gruptaki hayvanlara IP olarak enjekte edilen ketamin-ksilazin anestezi
altinda medulla sipinalislerinin iki yaninda 2 cm uzunlugunda dorsalateral eksizyonel yara

acild1 ve herhangi bir tedavi uygulanmadi.

BSA kontrol: Ayn sekilde yara olusturulduktan sonra giinde 1 kez topikal olarak her yara
bolgesine 1 ml olacak sekilde BSA uygulandi.

IGF-1 tedavi: Ayni sekilde yara olusturulduktan sonra BSA iginde hazirlanan 1,5 ng/ml
dozda IGF-1 soliisyonu, her yara bolgesine 1 ml olacak sekilde giinde 1 kez topikal olarak
uygulandi.

Operasyon sonrasi analjezinin saglanmasi i¢in farmokolojik ajan olan paracetamol, icme
suyuna 2 mg/ml olacak sekilde kullanildi. Operasyonun 3. giiniinde hayvanlar sabah saat
10.00°da agirliklart tartilarak kalplerinden kan ¢ekilmek suretiyle feda edildiler. Kontrol
grubu hayvanlarin aynm1 bolgelerinden alinan dokular ile diger gruplardan alinan yara
dokular1 bulagmayr onleyecek materyale sarildiktan sonra sivi azot igerisine konularak

donduruldu ve analizlere kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.4. Yontemler

3.4.1. Dokuda MDA tayin yontemi

Dokudaki MDA diizeyleri tiyobarbitiirik asit reaktif madde (TBARS) olusumu yontemi ile
calisildi [32]. Doku oOrnekleri tartilarak soguk trikloroasatik asit i¢inde buzlu ortamda
homojenizator ile homojenize edildi. Daha sonra siipernatan alinarak tizerine tiyobarbiitirik
asit (TBA) ve biitilhidroksi toluen (BHT) eklendi. Vorteksle karistirilarak kaynayan su
banyosunda 15 dk bekletildi. Cikarildiktan sonra sogutulan numunelerin optik dansititesi
spektrofotometrede 535 nm’de kore kars1 okundu. Dokulardaki MDA diizeyleri nmol/g doku

olarak hesaplandi.
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3.4.2. Dokuda GSH yoéntemi

Dokuda glutatyon tayini i¢in modifiye Ellman yontemi kullanildi [33]. Doku ornekleri
TBARS yontemindeki gibi homojenize edilip santrifiij edildikten sonra sodyum fosfat
(NazHPOQ4) ve dithiobisnitrobenzoik asit (DTNB) ¢6zeltisi ile karistirildi. Oda sicakliginda
5-10 dk inkiibe edildikten sonra karisimin absorbansi spektrofotmetrede kore karst 412 nm
dalga boyunda Ool¢iildi. Dokulardaki glutatyon konsantrasyonu pmol/g doku olarak

hesaplandi.
3.4.3. Dokuda AA yontemi

Roe ve Kuether’in Berger tarafindan modifiye edilmis yontemi kullanildi [34]. Doku
perkloroasetik asit/etilendiamin tetra asetik asit (PCA/EDTA) karisimi i¢inde buz
soguklugunda homojenize edildi. Homojenat 15000 g (RCF)’de 3 dk. 4 °C santrifiij edildi.
Bir tlipe standart AA ¢Ozeltisi, baska bir tiipe kor i¢cin PCA ¢ozeltisi ve Orneklerin
hazirlanacag tiiplere slipernatan konuldu. Her bir tiipe renk reaktifi eklenip votekslenerek,
3 saat 37°C’de inkiibe edildi. Numunelerin 1s1s1 0°C’ye getirilip her bir tiipe siilfiirik asit
(H2S0g4) eklendi ve karistirildi. Oda sicakliginda 30 dk bekletildi. Numuneler 515 nm dalga
boyunda spektrofotometrede kore karst okundu. Dokudaki AA konsantrasyonu mg/g doku

olarak hesaplandi.
3.4.4. Dokuda NOx tayin yontemi

Dokulardaki NOx konsantrasyonu Griess yontemi ile calisildi [35,45]. Dokular 0,1M
sodyum fosfat tamponu (pH:7) ile (1:9) homojenize edildikten sonra 3500 rpm’de 15 dk
santrifiij edildi. 200 pL siipernatana, ortamdaki nitrati nitrite indirgemek amaciyla esit
miktarda vanadyum kloriir (VCls) eklendi ve 37°C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. Daha
sonra sodyum fosfat tamponu ve esit miktarlarda karistirilmis olan Griess 1+2 reaktifleri
eklendi. 37°C’de 30 dk inkiibasyondan sonra numunelerin optik dansitesi
spektrofotometrede, kore karsi, 540 nm’de okundu. 6,4 mM’lik stok sodyum nitrit (NaNO32)
standart1 giinliik olarak diliie edilerek 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1uM konsantrasyonlarda
standartlar elde edildi. Hazirlanan standart egriden dokulardaki NOx konsantrasyonu pmol/g

doku olarak hesaplandi.



48

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Biitiin veriler Anova varyans analizi ile karsilastirildi ve sonuglar aritmetik ortalama =+

standart sapma olarak ifade edildi. P<0,05 anlamli olarak kabul edildi.

3.6. Bulgular

Kontrol, tedavisiz yara, BSA kontrol ve IGF-1 tedavi grubuna ait NOx, GSH, MDA, AA

diizeylerine ait sonuglar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Higbir uygulama yapilmayan kontrol grubunda NOx diizeyi 98,09+8,30 umol/g doku, GSH

diizeyi kontrol grubunda 0,67+0,11 pmol/g doku, MDA diizeyi kontrol grubunda
56,82+4,12 nmol/g doku, AA diizeyi kontrol grubunda 33,76+7,77 pg/g doku olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 3.1. MDA, GSH, NOx ve AA diizeyleri

GSH Diizeyi

MDA Diizeyi NOx Diizeyi | AA Diizeyi
GRUPLAR Gilin [umol/
[nmol/g doku] d% Kku] g [umol/g doku] | [mg/g doku]
Tedavisiz grup | 3.Giin
[n=6] 15.51 £0.50 0.75+0.09 39.36 £6.91 27.22 £5.62
n=
BSA
3.Giin . . . .
Uygulanan 73.62 £3.76 0.54 £0.08 48.09 +2.90 16.14 £1.52
[n=6]
BSA+IGF-1
3.Giin . .
uygulanan 67.43 £6.45"2 | 0.23+0.02*2 | 41.14+1.082 40.34 £4.9272
grup [n=6]

* p<0.05 Tedavisiz grup ile karsilastirildiginda
8p<0.05 BSA uygulanan grup ile karsilastirildiginda
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3.6.1. NOx sonuglari

NOX diizeyi tedavisiz yara grubunda 39,36+6,91 umol/g, BSA kontrol grubunda
48,09+2,90 pmol/g, IGF-1 tedavili grupta ise 41,14+10,80 pmol/g olarak tespit edilmistir.
(p<0,05). BSA i¢inde IGF-I uygulamasi yara dokusu NOx diizeylerini BSA uygulamasi
yapilan gruba gore anlamli diizeyde diistirmiistiir. BSA uygulamasi tedavisiz grup ile kiyas
edildiginde doku NOx diizeylerini anlamli olarak artirmistir. Eksojen IGF uygulamas ile
doku NOx diizeyleri istatistiksel olarak azalmistir. Doku MDA ve NOx diizeylerindeki

degisimlerin birbirleriyle de paralel oldugu goriilmektedir.

NOX DUZEYi (umol/g doku)
*

60
50
40
30
20
10

TEDAVISIZ YARA BSA KONTROL IGF-1 TEDAViI
B ORTALAMA  m STANDART SAPMA

Sekil 3.1. NOx diizeyleri (umol/g doku)
4p<0.05 BSA kontrol ile IGF-1 tedavili grup karsilastirildiginda
*p<0.05 Tedavisiz yara ile BSA kontrol karsilastirildiginda

3.6.2. GSH sonuclari

GSH diizeyi tedavisiz yara grubunda 0,75+0,09 pmol/g, BSA kontrol grubunda 0,54+0,08
pumol/g, IGF-1 tedavili grupta ise 0,2340,02 pmol/g olarak tespit edilmistir. BSA i¢inde IGF-
I uygulamas1 yara dokusu GSH diizeylerini BSA uygulamasi yapilan gruba gore anlamli
diizeyde disiirmiistiir. Doku GSH diizeylerindeki bu azalmalarin artmis lipit
peroksidasyonunu ortadan kaldirmak i¢in GSH’un kullanilmasindan kaynakli olabilecegi

diistiniilmektedir.



50

GSH DUZEYi (nmol/g doku)

TEDAVISIZ YARA BSA KONTROL IGF-1 TEDAVi

* ORTALAMA  * STANDAT SAPMA

Sekil 3.2. GSH diizeyleri (umol/g doku)
*p<0.05 Tedavisiz yara ile karsilagtirildiginda
p <0.05 BSA kontrol grubu ile IGF-1 tedavili grup karsilastirildiginda

3.6.3. MDA sonuclar

MDA diizeyleri tedavisiz yara grubunda 15,514+0,50 nmol/g, BSA kontrol grubunda
73,62+3,76 nmol/g, IGF-1 tedavili grupta ise 67,43+6,45 nmol/g olarak tespit edilmistir.
BSA i¢inde IGF-I uygulamasi yara dokusu MDA diizeylerini BSA uygulamasi yapilan gruba
gore anlamli diizeyde diigiirmiistiir. Hem BSA uygulamasi hem de BSA i¢inde IGF-I
uygulamasi yara dokusu MDA diizeylerini yara iyilesmesinin inflamasyon fazinda
artirmigtir. Doku lipit peroksidasyonu diizeyindeki bu artislarin BSA dan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (p<0,05).
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MDA DUZEYi (nmol/g doku)

TEDAVISIZ YARA BSA KONTROL IGF-1 TEDAVI

T ORTALAMA = STANDART SAPMA

Sekil 3.3. MDA diizeyleri (nmol/g doku)
p<0.05 BSA kontrol grubu ile IGF-1 tedavili grup karsilastirildiginda
*p<0.05 Tedavisiz yara grubu ile karsilastirildiginda

3.6.4. AA sonuclari

AA diizeyleri tedavisiz yara grubunda 27,22+5,62 pg/g doku, BSA kontrol grubunda
16,14+1,52 pg/g doku, IGF-1 tedavili grupta ise 40,34+4,92 pg/g doku olarak tespit
edilmistir. BSA uygulamasi yapilan grup ile tedavisiz grup karsilastirildiginda doku AA
diizeylerinin BSA uygulamas1 ile istatistiksel olarak azaldigi tespit edilmistir. IGF-I
uygulamasi ile hem tedavisiz gruba oranla hem de BSA uygulamsi yapilan gruba oranla
doku AA diizeyleri istatistiksel olarak artmis bulunmustur. Eksojen IGF-I uygulamasi yara
dokusu AA diizeylerini arttirmistir. Doku GSH diizeyleri iizerine ise azaltici bir etki

yapmuistir.
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AA DUZEYIi (pg/g doku)

TEDAVISIZ YARA BSA KONTROL IGF-1 TEDAVI

* ORTALAMA  ~ STANDART SAPMA

Sekil 3.4. AA diizeyleri (ug/g doku)
4p<0.05 BSA grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda
*p<0.05 Tedavisiz yara grubu ile karsilastirildiginda
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4. TARTISMA

Yara iyilesmesi travma ile baglatilan sistematik, hiicresel ve biyokimyasal olaylarin yeni
doku olusumu ile sonuglanmasidir [2]. Yara iyilesmesi birbiri i¢ine gegmis 3 fazdan olusur:
Hemostaz-inflamasyon fazi, proliferasyon fazi ve remodelling (yeniden modellenme) fazi
[2,3,5,13-15]. Yara tamir siireci, yaralanmadan hemen sonra gesitli biiylime faktorleri ve

sitokinlerin salinmasiyla baslatilir [6].

Yara iyilesme siireci farkli biiyiime faktorleri, sitokinler ve hormonlar ile diizenlendigi gibi
bazi galismalarda ROS un da bu siiregte cok dnemli regiilator oldugu gosterilmistir [1]. Yara
iyilesmesinde oksidanlar iyilesmenin her fazinda goériilmektedir. Fakat ROS miktarinin
inflamatuar fazda en yiiksek seviyede oldugu gosterilmistir [13]. ROS, patojen istilasina
karsi savunma icin Onemlidir. Yapilan bir caligmada ise, hidrojen peroksitin diisiik
seviyelerinin yara anjiogenezinde 6nemli etkisi oldugu gosterilmistir. Ancak ROS’un asir1
miktarlar1 onlarin yiiksek reaktivitelerinden dolay1 zarar verici Ozelliktedir [1]. Serbest
radikaller yara dokusunda hasara sebep olarak iyilesme olayini geciktirebilmektedirler.
Yiiksek miktarlarda meydana gelen ROS sitotoksititeye sebep olarak yara iyilesme siirecini

uzatir [13].

Biiylime faktorlerinden biri olan IGF-1’in hiicrelerin bliylimesi, farklilagsmasi, [6,8,9]
cogalmasi, gogli [8,9] ve hayatta kalmalari {izerinde 6nemli etkileri vardir [6,9]. IGF-1 yara
bolgesinde eksprese edilerek epidermal ve dermal yara iyilesmesinde 6nemli bir rol iistlenir.
Pek ¢ok calismada IGF-1’in eksojen olarak yalniz uygulanmasi ya da uygun diger biiyiime
faktorleriyle beraber kombinasyonun yara iyilesmesinde faydali oldugu gosterilmistir [6].
Yara iyilesme siirecinde keratinosit [6,21] ve fibroblastlarin proliferasyonunu ayrica

fibroblastlardan kollojen sentezini uyardigi da saptanmistir [6].

Askorbik asit, yara iyilesmesinin biitiin asamalarinda bulunan bir antioksidandir ve ayrica
birgok enzimatik reaksiyon icin de gereklidir. inflamasyon fazinda nétrofillerin apoptoz ve
fagositozu i¢in gerekli bir molekiildiir. Proliferasyon asamasinda ise kollojenin iiretimi,
salmimi ve parcalanmasi olaylarinda etkilidir. Ozellikle kollojen iiretiminin diizgiin bir
sekilde devam etmesi i¢in vitamin C’nin homeostazisinin siki bir bi¢imde korunmasi

lazimdir. Yaralanmay1 takip eden siirecte AA’nin plazma ve dokudaki miktarlar1 hizla
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diistiiglinden AA suplementlerinin verilmesi iyilesmenin hizlanmasinda fayda saglayabilir
[13].

Bizim yaptigimiz ¢alismada IGF-I uygulamasi ile hem tedavisiz gruba oranla hem de BSA
uygulamasi yapilan gruba oranla doku AA diizeylerini istatistiksel olarak arttirdig
gozlenmistir. Yani eksojen IGF-I uygulamasi yara dokusu AA diizeylerini arttirmistir. IGF-
I’in fibroblastlar1 uyarip kollojen sentezini tetiklediginden AA diizeyinin artmasi beklenen

bir durumdur. Ciinkii kollojen sentezi i¢in AA’e ihtiya¢ duyulur.

Viicutta sistein, glisin ve glutamattan tiretilmektedir [30]. Glutatyon karacigerde sentezlenen
[27,30,31] bir tripeptit olup [13,24,27,31], okside olmus sekli glutatyon disiilfittir (GSSG)
[31].

Yara iyilesmesinde GSH’1n gorevini aciklayan pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan bir
calismada, diyabetli hastalarda topikal olarak GSH wuygulamasimin belirgin yara
kontraksiyonu sagladig1 ve biyokimyasal parametreleri pozitif olarak etkiledigi bildirilmistir
[13].Yapilan baska bir ¢alismada ise GH ve IGF-1 ‘in fare aortunda ve insan kroner arteriyal
endotel hiicrelerinde Mn-SOD, Cu/Zn-SOD ve GSH-Px1 gibi antioksidan enzimlerin
ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir [46].

Bizim calismamizda BSA icinde IGF-I uygulamasi yara dokusu GSH diizeylerini BSA
uygulamasi yapilan gruba gore anlamli diizeyde diisiirmiistiir. Doku GSH diizeylerindeki bu
azalmalarin, inflamasyon fazinda artis gdsteren lipit perosidasyonunu ortadan kaldirmak i¢in

GSH kullaniminin artisindan kaynakli olabilecegi diigiiniilmektedir.

IGF-1’in aort vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ROS iiretimini stimiile ettigi bildirilmistir
[36,46]. Orta diizeyde oksidatif stresin ise vaskiiler diiz kas hiicrelerinde IGF-1 ve IGF-1R
ekspresyonunu arttirdigi gézlemlenmistir. Bu durum IGF-1"1n ROS iiretimi vasitasiyla kendi
miktarint arttirdirdigini diistindiirmektedir. Ayrica IGF-1 endotelyumda NO {iretiminin
diizenlenmesinde gorev alarak vazodilatdr cevabin olugmasinda 6nemli bir rol oynar.
Vaskiiler tonusu bozulmus diyabetli hastalarda yapilan ¢alismalarda, IGF-1 eklenmesinden
sonra endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivitesinin artmasiyla vazodilatorlere verilen

vaskiiler cevaplarda iyilesme goriilmustiir [46].
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Bizim yaptigimiz ¢alismada BSA icinde IGF-I uygulamasi yara dokusu NOx diizeylerini
BSA uygulamasi yapilan gruba gore anlamli diizeyde diistirmiistiir. BSA uygulamasi
tedavisiz grup ile kiyas edildiginde doku NOx diizeylerini anlamli olarak artirmistir.
Eksojen IGF uygulamasi ile doku NOx diizeyleri istatistiksel olarak azalmistir. Doku MDA
ve NOx diizeylerindeki degisimlerin birbirleriyle de paralel oldugu goriilmektedir.

Wang C.Y ve arkadaglarmin (2016) diyabetik kardiyomiyopatili ratlarda yaptiklari bir
caligmada, diyabetik ratlara IGF-1 uygulamalariyla rat kalbinin sol ventrikiiler dokusunda
SOD miktarinin anlamli bir sekilde arttigi ve MDA seviyesinin ise anlamli 6l¢lide azaldigi
gosterilmistir [47]. Fukuoka ve arkadaslarinin (2010) IGF- 1 uygulanan 3T3-L1 adiposit
hiicreleri ile yaptiklart ¢alismada ise IGF-1’in ROS iiretimini arttigi; SOD, CAT, GSH-Px
gibi antioksidan enzimlerin Ol¢limleri yapildiginda tedaviden 3 saat sonra bir degisim

gozlenmezken, 6 saat sonra SOD ve CAT ekspresyonlarinda artis oldugu gézlemlenmistir

[36].

Bizim yaptigimiz ¢aligmada ise BSA i¢inde IGF-1 uygulamasi yara dokusu MDA diizeylerini
BSA uygulamasi yapilan gruba gére anlamli diizeyde diigiirmiistiir. Hem BSA uygulamasi
hem de BSA i¢inde IGF-I uygulamasi yara dokusu MDA diizeylerini yara iyilesmesinin
inflamasyon fazinda arttirmigtir. Doku lipit peroksidasyonu diizeyindeki bu artiglarin BSA’

dan kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

IGF-1’in yara iyilesmesinde etkilerini ortaya koyan c¢alismalar yapilmasina ragmen, yara
iyilesmesi sirasinda oksidan ve antioksidan parametreler {izerindeki etkilerini inceleyen
caligmalarin sayist oldukca azdir. Bu tip ¢alismalarin yapilmasi ileride kroniklesmis
yaralarin tedavisi i¢in 6nemli olabilir. Biz de bu nedenle deri yaralanmalarinda IGF-1’in
oksidan ve antioksidanlar tizerinde nasil bir etkisi oldugunu gostermek amaciyla bu

calismay yaptik.

IGF-I in yara dokusu antioksidan kapasiteyi AA {izerinden arttirdigi ve doku MDA ve NOXx
diizeylerini de BSA uygulanan gruba gore istatistiksel olarak azalttigi goriilmektedir. IGF-I
ayn1 zamanda yapist itibariyle de tipki1 EGF gibi siilfidril kopriilerine sahip olmasi nedeniyle
antioksidan gibi davranmis olabilecegi, yine BSA uygulamasimin bu ¢alismada IGF-I’in
olas1 pozitif etkisini maskelemis oldugu sonucuna varilmistir. Bundan dolay1 gelecek
calismalarda IGF-1’in kendi basina farkli yontemlerle uygulanip, tiim parametreler
yoniinden tekrar incelenmesi IGF-1’in asil etkisinin ortaya c¢ikarilmasinda yardimei

olabilecegini gdstermektedir.
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