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OZET

Yara iyilesmesi, birbirini izleyen donemlerden olusan dinamik ve kompleks bir siirectir.
Yara iyilesmesinde pek ¢ok biiyiime faktorii gorev alir. Fibroblast biiylime faktori
(FGF)’nin yara iyilesmesinde 6nemli rol oynadig: bilinmektedir. Calismada eksojen bFGF
uygulanan hiperglisemik ratlarda serum TBARS, RSH ve NOx diizeylerinin zamana bagl
etkileri karsilagtirildi. Deneylerde 250-300 g agirlikta 30 adet wistar-albino rat kullanilda.
Ratlar streptozosin (STZ) (ip, 60 mg/kg) ile hiperglisemik yapilmis ve deney gruplar tedavi
edilmeyen ve bFGF ile tedavi edilen alt gruplarina ayrilmistir. Ratlarin dorsalateral
yaralaria topikal bFGF uyguland1 (10 ng/ml). Bu uygulamalardan sonra, yara iyilesmesinin
3. ve 7. giinlerinde hayvanlar feda edildi. Serum TBARS, RSH ve NOx seviyeleri
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Sonuglar ortalama + Standart sapma olarak ifade edildi.
Ortalama farklar Anova Varyans Analizi ile karsilastirildi (p <0,05). bFGF uygulamasi
yapilmis hiperglisemik ratlarda serum TBARS diizeyleri 7.glinde 3.giine oranla istatistiksel
olarak artmistir(p <0,05). bFGF uygulamasi yapilmis ratlarin 3.giinii ile tedavisiz grubun
3.glinii serum RSH diizeyleri karsilagtirildiginda anlamli bir azalma goriilmiistiir. bFGF
uygulamasinin oksidatif stres iizerine diizenleyici etkisi oldugu gosterilmistir. Sonraki
caligmalarda diyabetik yara iyilesmesi lizerine olumlu etkileri olan bFGF ’nin farkli dozlari
ve farkli tedavi siireleri kullanilarak oksidatif olaylar iizerindeki etkisi ayrintili olarak
arastirilabilir.
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ABSTRACT

Wound healing is a complex and dynamic process which has some healing periods following
each other. Most growth factor responsible for wound healing. Fibroblast growth factor
(FGF) is known to play an important role in wound healing. In the present study, we aimed
to investigate exogenous effect bFGF supplementation on serum TBARS, RSH and NOx
levels in hyperglysemic rats. Experiments were performed on 30 male Wistar albino rats
(weight range: 200-250 g ). Wistar albino male rats were hyperglycemic with STZ (ip, 60
mg/kg) and the experimental groups were divided into untreated and bFGF-treated
subgroups. bGF was applied topically to the dorsalateral wounds of rats (10 ng/ml). After
these administrations, on the 3th and 7th days of wound healing, the animals were sacrificed.
Serum TBARS, RSH and NOx levels were measured spectrophotometrically. The results
were expressed as mean + Standard deviation. The mean differences were compared by
Anova Variance Analysis (p<0,05). When compared with the treatment group, on the 7th
day and the 3rd day, it was found that the serum TBARS levels increased statistically in
hyperglycemic rats(p<0,05). Both in the 3rd day of the untreated and 3rd day of the rats
treated with bFGF may significant decrease in the serum RSH levels. bFGF application was
found both enhancing and reducing effects on oxidative stres. In subsequent studies, the
effect of bFGF, which has positive effects on diabetic wound healing, on oxidative events
can be investigated in detail using different doses and different treatment periods.
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1. GIRIS

Dokuda olusan hasarin, kaybin veya doku devamliligindaki bozulmanin onarilmasi
organizmanin en 6nemli islevlerinden birisidir. Bu onarma islemin amaci hasarli organin
fonksiyonunun ve doku biitiinliigliniin saglanmasidir [1]. Hasarli dokunun iyilesmesi

diizenli, siral1 hiicresel ve biyokimyasal olaylar zinciri ile saglanir [2,3].

Yara iyilesmesi doku restorasyonunu amaclayan, evrimsel olarak korunan karmasik bir
stirectir. Yara iyilesmesi siireci birbirinden ayr1 ancak i¢ ice ge¢cmis inflamasyon, hiicresel
proliferasyon ve olgunlagsma ve yeniden sekillenme (remodelling) asamalarin1 kapsar [4,5].
Her bir basamak; endojen ve eksojen faktor tarafindan kontrol edilen bir dizi olaymn
biitiinlesmesi ile gergeklesir. Bu siire¢ biliylime faktdrleri, sitokinler ve kemokinler tarafindan
diizenlenmektedir [6]. Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-I), trombosit kokenli biiyiime
faktorii (PDGF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), endotelyal biiyiime faktorii
(EGF), transforme edici biiyiime faktorii-p (TGF-), fibroblast biiyiime faktorii (FGF) yara
iyilesmesinde 6nemli rol oynayan biiyiime faktorlerindendir [7]. Doku geriliminin az oldugu
yara iyilesmesi kisa siirede gerceklesirken, radyoterapi ve kemoterapi uygulamalarinda,
genetik ve immunolojik bozukluklarda, diyabetes mellitus’ta, steroid kullanimi sirasinda

gecikmektedir [8-10].

Diabetes mellitus (DM), genetik, cevresel faktorler ve yasam tarzi degisikliklerinin
etkilesimi nedeniyle insiilin salgilanmasi, insiilin etkisi veya her ikisinde meydana gelen
fonksiyonel eksikliklerden kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize bir metabolik hastaliktir
[11]. Son derece 6nemli ve ilerleyici bir hastalik olmasmin yani sira, gerekli kontrol
saglanamadiginda akut ve kronik komplikasyonlara yol agip morbidite ve mortaliteyi
olumsuz etkilemesiyle hem birey hem de toplum i¢in biiylik bir saglik sorunu olarak
karsimiza c¢ikmaktadir [12]. Giiniimiiz insaninin yasam sartlarindan dolayr diyabet
prevalansi engellenemeyen bir sekilde artmaktadir. Diyabet tani kriterleri Amerikan Diyabet
Birligi (ADA) tarafindan belirlenmistir. Buna gére DM nin en basit tanist klinik semptom
ve bulgular1 olan kisilerde rastlantisal plazma glukozunun (PG) >200 mg/dl olmasi, aclik
kan glukozunun >126 mg/dl olmasi1 ( farkli zamanda iki kez Olgtilen), agizdan verilen 75
gr’lik glukoz yiiklemesini (oral glukoz tolerans testi-OGTT) takiben 2 saat sonraki PG >200

mg/dl olmast ile tam1 konulabilir [12]. DM, biitiin toplumlarda ve irklarda goriilen bir



hastaliktir. Fakat niifus yogunlugu fazla olan Hindistan, Cin ve Amerika Birlesik

Devletlerinde daha sik goriilmektedir [13].

Serbest radikaller hiicresel yapilari etkileyerek lipit, protein, karbonhidrat, DNA ve enzim
gibi 6nemli bilesenlerine etki etmektedirler [14]. Diyabetik vaskiiler patogenezdeki ROT'un
onemli oldugunu vurgulayan ve diyabetik komplikasyonlarin oksidatif stresle iligkili

oldugunu goésteren pek ¢ok ¢alisma vardir [15].

Diyabette inflamasyon, anjiyogenezis ve kollajen sentezi bozulur. Yara bolgesindeki kan
dolanimi1 diyabetin anjiyopati ve ndropatik etkilerinden negatif yonde etkilenir. Diyabet,
kronik hipergliseminin neden oldugu oksidatif stres tarafindan yaratilan periferal doku
yaralarin1 da kapsayan bir hastaliktir. Diyabet ve komplikasyonlarinin oksidatif stres ve
inflamatuar yanitta bir artisa sebep oldugu bilinmektedir. Gecikmis yara iyilesmesi
hiperglisemi ile uyarilan bir enflamatuar yanit ile iligkilidir ve kan glikoz seviyelerinin,
oksidatif stres ve inflamatuvar yanitin segici modiilasyonu yara iyilesmesindeki etkisi
diyetlerine antioksidan takviyesi ile olumlu olabilecegini diisiindiirmektedir. Diyabetik yara;
yapilan hayvan deneylerine gore yara iyilesme siirecinde bir bozukluk ile karakterize edilir,
ozellikle inflamatuar ve proliferatif fazlar, patolojik anjiyojenez ve yara iyilesmesi gerilme
mukavemetinde 6nemli bir diislis gézlenmistir. Diyabet, lenfositlerin apoptosisini artirir ve

ROT iiretimi artar, ayrica apoptozun sinyal yolagini da uyarir [16,17].

Biiytime faktorleri hiicrelerin biiylimelerini, farklilagmasini ve proliferasyonunu uyaran
polipeptit yapili molekiillerdir [18,19]. Kimyasal ileti molekiillerinden biri olup hedef
hiicrelerin ytizeylerinde bulunan reseptorlere baglandiktan sonra protein kinazlari aktive
ederler. Aktiflesen protein kinazlar ile hiicre i¢i sinyal yolu baglar. Biiyiime faktorleri
hiicreleri farkli yollarla ve c¢esitli sekillerde etkileyebilmektedir. Bu faktorler hiicre

cogalmasini, farklilasmasini, migrasyonu artiric ya da azaltict yonde etkileyebilirler [20].

Son yillarda yapilan ¢alismalar FGF’nin 28 iiyeden olusan biiyiik bir aile oldugunu
gostermistir. Zebra baliklarindan fare ve insana kadar uzanan bir¢ok hayvan tiirtinde bulunan
bFGF giiclii heparin afinitesine sahip 140 zincirlik aminoasit dizisi ile yara iyilesmesi
tizerinde etkilidir [21,22]. Memeliler filogeniye ve sekans homolojisine dayanan alt1 ayr1 alt
familya halinde gruplandirilmis 18 FGF tipini igerirler (FGF1,FGF10,FGF16,FGF23).
FGF’ler benzer bir i¢ ¢ekirdegi paylasir ve hem heparin hem de fibroblast biiylime faktorii



reseptorleri igin karakteristik olarak yiiksek baglanma afinitesine sahiptirler [23]. FGF’ler
keratinositler, fibroblastlar, endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri, kondrositler, mast
hiicreleri vasitasiyla iiretilir. In vivo ve in vitro olarak mitogenezde, hiicresel gocte,
farklilasma ve anjiogenezde biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Endotelyal hiicreler FGF’yi
hem sentezleme hem de yanit verebilme 6zelligine sahiptir [24]. bFGF siklikla klinik olarak
kullanildigs; kikirdagin, deri, kornea, kulak zarinda ve tiikiiriik bezlerinde yara iyilesmesinde

rol oynadig1 vurgulanmustir [25].

Cesitli biiyltime faktorlerinin yara dokusundaki oksidatif olaylar iizerine etkilerini gosteren
caligmalar bulunmasina ragmen, yara iyilesmesinin ¢ogu agamasinda énemli rol oynayan

bFGF’ nin zamana bagh etkilerini gosteren ¢alismalarin eksikligi s6z konusudur.

Bu calismada hiperglisemik ratlarda olusturulan dorsolateral kesi yaralarina uygulanan

bFGF’ nin serum oksidatif olaylar {izerine zamana bagli etkilerini arastirmak amaclanmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Yara ve Yara lyilesmesi

2.1.1. Yara ve yara iyilesmesinin tanim

Dokuda olusan hasarin, kaybin veya doku devamliligindaki bozulmanin onarilmasi
organizmanin en 6nemli islevlerinden birisidir [1]. Bu onarma islemin amaci hasarli organin
fonksiyonunun ve doku biitlinliigiinlin saglanmasidir. Hasarli dokunun iyilesmesi diizenli,

siralt hiicresel ve biyokimyasal olaylar zinciri ile saglanir [2,3].

Yara iyilesmesi doku restorasyonunu amaglayan, evrimsel olarak korunan karmagik bir
sliregtir. Yara iyilesmesi siireci birbirinden ayri ancak i¢ ige gegmis epitel dokunun
devamliligin1 saglamay1 amaclayan inflamasyon, hiicresel proliferasyon ve olgunlagsma ve
yeniden sekillenme (remodelling) asamalarin1  kapsar [4,5]. Her bir basamak; endojen ve
eksojen faktor tarafindan kontrol edilen bir dizi olayin biitiinlesmesi ile gerceklesir [6]. Bu

stire¢ biiyiime faktorleri, sitokinler ve kemokinler tarafindan diizenlenmektedir [7].

Dermal doku iyilesmesi; hiicre ¢cogalmasi, inflamatuvar hiicrelerin gog¢ii, pihtt olusumu ve

kollajen sentezi gibi dinamik bir olay dizisi ile miimkiindiir [4].

2.1.2.Yara tipleri

Yaralar cildin alt katmanlarinin dis ortamla temasina gore agik ve kapali1 yaralar olmak iizere

iki temel grupta degerlendirilebilir. Yaralar asagidaki gibi siniflandirtlmistir [8]:

A-Yaravi olusturan etkenlere gore vara tipleri:

1. Travmatik yaralar
- Kesi yaralari
- Laserasyon yaralari
- Delici yaralar

- Abrasyon yaralari



- Silah mermisi yaralari
- Kirik fragmanlarinin eksposizyonu ile ortaya ¢ikan yaralar
2. Vaskiiler nedenli yaralar
- Arteriel yetmezlik yaralari
- Vendz yetmezlik yaralar
- Lenfatik yaralar
3. Norojenik yaralar (trofik bozukluklar sonrasi, duyu bozukluklari-néropatik bozukluklar
sonrasi gelisen yaralar)
4. Basing yaralar1
- Hava
- Kimyasal maddeler
5. Termal yaralar
- Yaniklar
- Donuklar
6. Fiziksel etki ile yaralar
- Is1 yaralari
- Isik yaralar
- Elektrik yaralari
- Barotravma yaralar1
7. Hayvan 1siriklar1 ve bocek sokmasi ile olugan yaralar
8. Hastaliklar sirasinda ortaya ¢ikan yaralar
- Malign hastaliklar
- Metabolik hastaliklar
- Enfeksiyon hastaliklari
- Hematolojik hastaliklar

B. Yaranin derinligine gore yara tipleri:

1. Yiizeysel yaralar

2. Derin yaralar

C. Yaranin olusma zamanina gore vara tipleri:

1. Akut yaralar



2. Kronik yaralar

2.1.3. Yara iyilesmesinin evreleri

Yara iyilesmesi hem katabolik hem de anabolik olaylari igeren i¢ ice ge¢mis inflamasyon,
hiicresel proliferasyon ve olgunlasma ve yeniden sekillenme (remodelling) asamalarini
kapsar. Bu asamalar es zamanli olmasma ragmen yara iyilesmesinin daha kolay

anlasilabilmesini amaciyla 3 evreye ayrilmstir [4,8-10].

Il Hiicre proliferasyonu
ve matriks depolanmasi

. . Il Matriksin yeniden
| Inﬂa;nasyon l sekillenmesi
* Fibroplazi
+/Anjiyogenez
* Re-epitelizasyon
e * Ekstraseliiler
= (  matriks sentezi
bt - Kollajenler
g = Fibronektin Ekstraseliiler matriks
£ - Proteoglikanlar sentezi, ytkimi ve
[ . lositl yeniden gekillenme
s | Kanama Granu~os|t e [ Gerilme kuvveti
= * Fagositpz -
* Kodgulasyon | Hiucresel igerik
+ Trgmbosit aktivasyonu | Vaskularite
+ Tdmamlayici sistem {
aktivasyonu * Makrofajlar
* Sitokinler
T T T T
0.1 0.3 1 3 10 30 100 300

Yaralanmadan sonra gegen stire (glin)

Sekil 2.1. Yara Iyilesmesinin Evreleri [26].

1nﬂamasv0n asamasi

Bu asama hemostaz ve inflamasyon ile karakterizedir [10]. Hemostaz yaralanma aninda
meydana gelir ve bu andan itibaren hizli bir sekilde sonuglanacak bir¢ok olay gerceklesir.
Kanamanin durdurulmast evresi olarak adlandirilan hemostaz, yara iyilesmesinin ilk
basamagidir. Doku ve kan damarlarmin bozulmasindan sonraki 5-10 dakika iginde
hemostazi saglamak i¢in damarlarda vazokonstriiksiyon  gelisir.  Sekillenen
vazokontriiksiyon, kan kaybini onlemek i¢in kan akim miktarin1 azaltarak hemostazin
sekilenmesine katkida bulunur [4,10]. Kanamanin durmasi1 damarlar, kollajen ve

trombositlerin ~ fonksiyonlar1  sonucu  gerceklesmektedir.  Yaralanan hiicrelerin



membranlarindan salgilanan tromboksanA2 ve prostoglandinF2a, hasar goren damarlarin 5-
10 dakika siireyle kontraksiyonunu saglayarak, kan kaybin1 Onlemekte, hemostazin
sekillenmesini saglamaktadir [4,10]. Iyilesme siireci, yaralanmay1 takiben trombositlerin
kollajenle temas ettikleri anda baglar. Trombosit adhezyonu, agregasyonu ve pihtilasma
faktorlerinin salinimi sonucunda fibrin pihtist olusur. Fibrin pihtis1 iyilesmenin ileri
donemlerinde gegici ekstraselliiler matriks olusumuna katkida bulunur [27]. Trombositlerin
endotel alt1 kollajenle temasi graniillerinde bulunan trombosit kdkenli biiylime faktorii
(PDGF), transforme edici biiylime faktorii B (TGF-B), trombosit aktive edici faktor (PAF),
serotonin, tromboksan A2, timor nekroz faktorii-a (TNF-a) ve interlokin-1 (IL-1) gibi ¢esitli
faktor ve sitokinlerin salinimina neden olur [28-30]. Trombositlerden salgilanan Bu

maddeler yara iyilesmesinini erken ve geg¢ evrelerinde 6nemli rol oynamaktadir.

Cizelge 2.1. Trombositlerden salgilanan maddeler [31]

Trombosit faktér V
Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorii (PDGF)
e - Fibronektin
Transforme Edici Biiylime Faktorii- Beta (TGF- p)
. . Fibrinojen
von Willebrand Faktor
Tiamor Nekroz Faktor- Alfa (TNF- o) Seratonin

oo . ) Trombozpondin
Trombosit aktive edici faktor (PAF),

Interldkin-1 (I1L-1) TromboksanA2

Inflamasyon asamasinda; damar genislemesi (vazodilatasyon) sonucu yara alanindaki kan
damarlarinin secici gecirgenliginin artmasi1 ve kemotaktik uyaranlarin etkilesimi ile
bolgeye ilk gelen hiicreler notrofillerdir. Bu olaya diapedez denir [32]. Yaralanmadan sonra
24 ile 48 saat araliginda pik seviyeye ulagsan notrofiller enfeksiyon karsisindaki 6n savunma
duvarini olustururlar. Ana fonksiyonunun bakteriyel biiyiimeyi kontrol ederek enfeksiyonu
baskilamak oldugu diisiiniilen nétrofiller ilk 3 giin boyunca yara bdlgesinde egemen hiicre
olarak bulunurlar [4,33,34]. Basit yaralarda pik yapan notrofil miktari1 yaralanmadan sonda
3. glinde azalmaya baslar. Nonspesifik savunma sistemi eleman1 olan nétrofiller yaranin
temizlenmesi i¢in tirettikleri enzimler ve serbest radikaller araciligiyla yara bolgesine giren

bakterileri, 6lii dokular1 ve yabanci maddeleri fagositoz yolu ile ortadan kaldirarak yaranin



sterilizasyonunu saglamaktadir [35-37]. Aktif noétrofiller, oksidatif patlama olarak
adlandirilan Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz enziminin
kullanildig1 bir reaksiyon ile ROT sentezini gerceklestirerek bakterilerin yok edilmesini
saglar [38]. 3. giinde azalmaya baslayan nétrofil miktarini takiben (48-96 saat araliginda)
makrofaj miktar1 artar ve 5. glinde yara bolgesindeki baskin inflamatuvar hiicreler haline
gelirler. Makrofajlar, konak savunmasi, inflamasyonun tesviki ve ¢oziilmesi, apoptotik
hiicrelerin  ¢ikarilmas1 ve yaralanmayr takiben hiicre proliferasyonu ve doku
restorasyonunun desteklenmesi gibi birgok fonksiyona sahiptir. Sayica artan bu hiicreler,
inflamatuvar yanitta, baslangigtaki fibroblast ve kollajen olusumunda 6nemli rol oynarlar.
Bu hiicrelerin gorevlerinin ilki fagositoz ve yara enkazinin bolgeden kaldirilmasidir.
Makrofajlar bunlarin disinda yara iyilesmesi i¢in gerekli TGF-p, TNF-a, IL-1, PDGF,
fibroblast biiylime faktorii (FGF) gibi basarili bir iyilesme yanitinda biitiinleyici rol listlenen
biiyiime faktorlerini salgilarlar [33,34,39,40].

Proliferasyon asamasi

Yara iyilesmenin ikinci evresi olan proliferasyon faz, yaralanmadan sonraki 3-5. giinlerde
nekrotik doku, kan pihtisi, yabanci cisim ve enfeksiyonun ortadan kalkmasiyla baglar[5].
Proliferasyon asamasinda iyilesme siirecinin ana odagi, yara yiizeyini kaplamak,

graniilasyon dokusu olusumunu ve damar agin1 restore etmektir [41].

Proliferatif olusumlar; yaralanmadan sonra 3-5. giinlerde yaradaki nekrotik doku ve
enfeksiyon gibi bariyer yapilarin kalkmasi ile baslar. Bu evre; epitelyum ve endotel
hiicrelerinin ¢ogalmasi, graniilasyon dokunun olugmast ve yara kontraksiyonu ile
tanimlanir [42-44]. Proliferasyon evresinde fibroblast sayisi artarken inflamasyon
hiicrelerinde sayica azalma gozlenir. Etkin hiicreler fibroblast, epitelyum ve endotel
hiicreler olup, makrofajlar fibroblast hiicrelerinin ¢ogalmasi ic¢in gerekli biiylime
faktorlerinin kaynagini olusturur. FGF, fibroblastlar tarafindan sentezlenerek kendi hiicre
serilerinde proliferasyona neden olmaktadir. Yara fibroblastlarinin kaynagi bolgesel
konnektif doku fibrositleridir. Fibroblastlar yara iyilesmesi i¢cin ¢ok énemli olan kollajen

ve glikozaminoglikan (GAG) sentezlerler [45].



10

Graniilasyon dokusu olusumu yara iyilesmesinin en belirgin gostergesidir [46]. Bu
dokunun olusumu igin hiicrelerde ve hiicreler arasi matriks elemanlarinda artig gozlenir.
Matriks makrofajlar, fibroblastlar, perisitler ve mast hiicrelerinden, kapiller damarin i¢ini
kaplayan endotel hiicrelerinden meydana gelir. Graniilasyon dokusu olduke¢a vaskiiler bir
yaptya sahip olup bu dokunun tek damar tipi kilcal damarlardir [33]. Dokunun gelisimi
fibroblastlarin aktivasyonu olarak tanimlanan fibroplazia ve anjiogenez ile karakterizedir.
Bu sathada yaranin gerilme kuvveti 6nemli bir artis gosterir [4]. Fibroplazia; fibroblastlar
makrofajlar tarafindan uyarilarak mitoz boliinme gecirir ve yaraya gegisinde PDGF, EGF,
TGF- B ve FGF gibi biiylime faktorleri 6nemli rol oynar. Bu siiregte fibroblastlardan
kollajen lifleri iiretilmeye baslar ve yara alaninda birikir [4,33,47]. Yarada en biiyiik
kollajen kiitlesi 3 haftada olusur. Makrofajlarin etkisi ile ¢ogalan, yapisal proteinlerin
cogunlugunun {iretilmesi gorevini iistlenen onarim silirecinin en O6nemli hiicre tipi

fibroblastlardir [45].

Fibroblastlar fibrin pihtisin1 gegisi matriks olarak kullanirlar. Gegici matriks glikoprotein,
proteoglikan (hiyaluronik asit) ve baslangigta tip 3’ten tip 1’e doniisen kollajenden

meydana gelen ekstraselliiler matriks ile yer degistirir [4].

Fibroblast miktar1 normal dokuda daha az ve duragan bir haldeyken yara dokularinda
sayilar1 zamana bagli olarak artig gdsterir ve aktif hale gecer. Yara bolgesinde fibroblastlar
elastin, fibronektin, glikozaminoglikan (GAG) ve kollojen gibi iyilesmede 6nem tagiyan
yapilar1 sentezler. Glikozaminoglikanlarin hiyaluronik asit, kondroitin 4 siilfat, dermatan
stilfat ve heparan siilfat olmak tizere dort tiirii vardir. Bu dort formun olusturdugu yap1
“ground sunstance” olarak adlandirilir ve amorf jel yapisindadir. Bu yap1 kollajen
depolanmasi ve birikebilmesi i¢in kilit roldedir [45]. Yara onarim siirecinin 4-5. glinlerinde
kollajen olusumu sekillenmeye baslar. 1lk olarak tropokollajen molekiillerinin
ekstraselliiler matrikse birakilmasi ile yeni sekillenen olgunlagmamis kollajen fibrilleri
birbirleri ile ¢apraz baglanarak olgun kollajeni olusturur. Kollajen madde miktar: artarken
temel madde miktar1 azalir. Yaranin erken safhalarinda kollajen formasyonu sayesinde
gerilim kuvveti artarken sonraki gerilim kuvvetindeki artig skar dokusunun olgunlagsmasina

baglidir [33].
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Proliferasyonun uyarilmasi ortamin asidikligine oksijen seviyesindeki miktara bagli olup
fibroblastlar asidik ortam ve diisiik oksijen seviyesinde matriks proteinlerini maksimum
miktarda tiretirler [33].

Anjiyogenez

Proliferasyon siireci ile paralel olarak gelisen anjiyogenez yeni kan damarlar1 olusumunu
kapsar. Ekstraselliiler matriks ile hiicresel bilesenlerin etkilesimini i¢eren yara onarimai igin
onemli bir olaydir. Olusan damarlar yarada hasarlanan yapinin yerini alip iyilesen yaraya
besin ve oksijen temin eder. Anjiyogenezin aktive edilebilmesi yara bdlgesinde bulunan
diisiik Oz tansiyonu ve bir¢ok faktor tarafindan gergeklestirilir. Ayrica bu siirecte hipoksi
yeni damarlarin uyarilmasinda ve bazi ¢oziinebilen medyatérler anjiyogenik sinyallerde

etkilidir [48-50].

Yaralanma meydana geldikten sonra bir¢ok hiicreden salinan sitokinler yeni damarlarin
olusumunda 6nem tasir. Bunlardan biri olan bFGF onarim siirecinin 3. giinii aktive olur ve
proteaz sentezini uyararak endotel hiicrelerinin meydana gelmesini saglar. bFGF endotel
hiicrelerinin migrasyonunu desteklerken heparin ve fibronektin migrasyonu artirici

dzelliktedir [46,51].

Yara kenarindaki kilcal damarlarin endotel hiicreleri kollajenaz enzimini salgilayarak
vaskiiler bazal membrani1 pargalar. Bu enzim pargalanan vaskiiler bazal membran1 damar
hiicrelerinin (endotel hiicre) dallanmasini saglar. Prolifere olan endotel hiicreleri tiibiiler bir
liimen olusturup yilizeye dogru hizli bir gelisme saglar. En ug¢ kisimda dallanma ve birlesme
ile fonksiyonel kilcal aglar olusur. Yeni damar olusumu 3 ve 7. giinler arasinda belirginlesir
ve 21. giin itibariyle azalmaya baslar. Yara olgunlasincaya kadar bu gerileme devam eder.
Gecgen bu siire kilcal damarlarin yeterli olgunluga ulasmasi, yara icin yeterli oksijen

seviyesinin olugsmasi ve metabolik ihtiyaglarin karsilanmasi agisindan énemlidir [33].

Epitelizasyon

Klinik yaralarda iyilesme epitelizasyon siirecinin tamamlanmis olmasina bakilarak

degerlendirilir. Yaralanmadan 12 saat sonra baglar ve 48 saatte maksimum seviyeye ulagir.
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Bu siire¢ deriye bariyer 6zelliginin kazandirilmasini saglayan epitelyum hiicrelerin gog
etmesini, ¢cogalmasini, ayrilmasini ve keratenize olmasini kapsar. Epitelyum hiicrelerinin
ana kaynagmi keratinositler olusturur. Yara olusumundan sonraki ilk saatlerde
epitelizasyon baslar ve sitokinler tarafindan yonlendirilir. Fibroblastlardaki gen etkinligine
bagl olarak sentezlenen KGF-I, KGF-1I ve IL-1V Keratinositlerin yara bolgesine gociinii
ve ¢ogalmasini uyarir. Buna ek olarak epitelizasyonda 6nemli bir gorev iistlenen bir diger
molekiill NO’dur. Uyarilmis keratinositlerden salgilanan NO diger keratinositlerin
migrasyonunu ve proliferasyonunu saglamada 6nemli rol oynar. Keratinosit yogunlugu

artis1 ile NO miktar1 dogru orantilidir [39,52].

Derin yaralarda epitel hiicrelerinin yara kenarlarindan gelmesine karsilik yiizeysel
yaralarda deri eklerinden kaynaklanan hiicreler tarafindan olusturulur. Yaralanmayi takiben
ilk 12 saat sonra epitelizasyon siireci baslar. Tek kat epitel ortii ile birbiri iistiine binecek
sekilde ikinci ve Tlgiincii tabaka olusur. Epidermisin diger katlarinin gelisimi ve
tabakalasmasi ile yiizey epiteli saglamlasir. Fakat bu saglamlasma asla normal bir epitel
yapida degildir [46,51]. Iyilesmenin ilk 3 haftasi yara gerilim kuvvetinde kollajen sentezi
onemlidir. Yaralanmadan 6 hafta sonra bir¢ok doku normal gerilim kuvvetini kazanir fakat

hi¢ yaralanma olmamis derideki kopma kuvvetine erisemez [53].

Remodelling evresi

Yara onarim silirecinin en uzun evresi olan remodelling granulasyon dokusunun skar dokusu
ile yer degistirmesini kapsayan iyilesmenin son sathadir. Bu evrede fibroblast ve makrofaj
sayis1 azalir, yara rengi soluklasir ve yara gerilim direnci artar. Bu fazin en 6nemli 6zelligi
amorf kollajenlerin yara kenarlarinda kollajen aglarma doniistiiglinde aralarinda olusan
bagin artmasidir. Biriken ve diizenlenen kollajen sentezi 4-5 haftaya kadar devam eder.
Birkag ay sonra olgunlagsmis skar doku olusur. Bu donemden sonra yara gerilim kuvveti 4.
haftada saglam dokunun % 70’ine ulasir [4,45]. bFGF remodelling evresinde degisime

ugrayan kollajen yapisina katki saglamada dnemli rol oynar [54].
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Cizelge 2.2. Yara iyilesmesi fazlar1 ve bulunan hiicreler [55].

Iyilesmenin fazi Yaralanma sonrasi zaman1 | Fazda bulunan hiicreler
Hemostasis Yaralanmayla birlikte Plateletler
Inflamasyon 1-4 giin II:IA(;tIZ?Cf}LJ

Makrofaj
Proliferasyon (granulasyon) | 4-21 giin II;?t:]r]:)Obsli;st

Keratinosit
Remodelling (maturasyon) | 21 giin- 2 yil Fibrotit

2.1.4. Yara iyilesmesinin tipleri

Primer iyilesme tipi: Doku kaybinin en az seviyede oldugu, temiz ve diizgiin zedelenen
yara kenarlarinin cerrahi yontemler kullanilarak (dikis, zimba, bant vb.) ile iyilesen
yaralarda goriiliir. Yaranin kapatilmasi ve doku katmanlarimin karsilikli bir araya gelmesi
ile yara onarim siireci hizli geligir. Cerrahi yontemler ile onarim igin kiigiik bir defekt
kaldiginda graniilasyon dokusu matriksi olusturmak zorunda kalmaz. Makrofajlarin yara
ortaminda goriilmesi ile kollajen sentezi baslar. Yogunlasan kollajen sentezi sonunda

iltihap hiicresi olmayan skar doku meydana gelir [33,56].

Sekonder iyilesme tipi: Fazla miktarda doku kaybi olan yaralarda iyilesme stireci daha uzun
ve karmasiktir. Bu siire yara derinligine, kenar uzunluklarinin mesafesine bagl olarak
degiskenlik gostermektedir. Sekonder yara iyilesmende proliferasyon siiresi daha uzun,
gerilme kuvveti ise daha diisiiktiir. Primer iyilesmeye kiyasla daha fazla enerjiye ihtiyag
duyar. Enfeksiyon riski yiiksek ameliyat yaralarinda, hayvan isiriklarinda ve yaniklarda

sekonder iyilesme goriiliir [57,58].

Tersiyer iyilesme tipi: Yaranin kontamine oldugu durumlarda primer kapatilamayan
dokularda uygulanir. Bu yontem bakteri konsantrasyonunu en aza indirgemek i¢in zaman

tanir [59].
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2.1.5. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler

Son yillarda yapilan arastirmalarda yara iyilesmesini olumlu ve olumsuz etkileyen lokal ve
sistemik faktorler belirlenmistir. Bu faktérlerden en 6nemli ve siklikla karsilanlarindan

bazilar1 sunlardir [60]:

Enfeksiyon: Yaraya kan yolu vasitasiyla gelen bakterilerin neden oldugu enfeksiyon
Onlenemez ise yara doku onarimi gecikir. 1 gram doku 100 000°’den fazla bakteri
icerdiginde enfeksiyon ihtimali %50’dir. Yiiksek yogunlukta bakteri igeren dokunun

Iyilesmesi igin direng gostermesi iyilesme siireci agisindan 6nemlidir [61].

Yas: Yashlarda yaslilikla beraber gelen diger hastaliklar nedeniyle yara iyilesmesi geng

bireylere oranla daha uzun stirer [33,62].

Basing: Yara bolgesindeki basing asir1 veya siirekli oldugu zaman, kapiller aga kan destegi
bozulabilir. Bu durum c¢evredeki dokuya kan akimini sekteye ugratir ve iyilesmeyi

geciktirir [63].

Oksijenizasyon: Yara iyilesmesinde ortamda oksijen varlig1 bilyilk 6neme sahiptir [50].
Yara dokusu normal dokuya kiyasla daha ¢ok oksijene ihtiya¢ duyar. Oksijen fagositoz,
fibroblast ¢ogalmasi, anjiogenez gibi iyilesmede hayati dneme sahip metabolik olaylar i¢in

gereklidir [65,66].

Sistemik hastaliklar arasinda degerlendirilen diyabetik bireylerde yara iyilesmesi uzun
stirer. Diyabetin kontrol edilmedigi durumlarda, inflamasyon, anjiyogenezis ve kollajen
sentezinde aksama goriiliir. Diyabetin anjiyopati ve noropatik etkileri sonucu yara

bolgesindeki kan dolagiimina etkisi olumsuzdur [67,68].

2.2. Biiyiime Faktorleri ve Yara lyilesmesi

Biiylime faktorleri hiicrelerin biiylimelerini, farklilasmasii ve proliferasyonunu uyaran
polipeptit yapilt molekiillerdir [18,19]. Kimyasal ileti molekiillerinden biri olup hedef

hiicrelerin yiizeylerinde bulunan reseptorlere baglandiktan sonra protein kinazlar1 aktive
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ederler. Aktiflesen protein kinazlar ile hiicre i¢i sinyal yolu baglar. Biiyiime faktorleri
hiicreleri farkli yollarla ve g¢esitli sekillerde etkileyebilmektedir. Bu faktorler hiicre
¢ogalmasini, farklilasmasini, migrasyonu artirici ya da azaltict yonde etkileyebilirler [20].
Biiylime faktorleri etkilerini genellikle endokrin (kan yoluyla uzaktaki hiicrelere etki),
parakrin (komsu hiicrelere etki) veya otokrin (salgilandig1 hiicreye etki) yollarla gosterirler
[69]. Yara iyilesmesinde etkili olan baslica biiylime faktorleri; 6zellikle epidermal biiyiime
faktorii (EGF), transforme edici biiyiime faktorii beta (TGF-beta) ailesi, fibroblast biiylime
faktorii (FGF) ailesi, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), trombosit tiirevli
biiyiime faktorti (PDGF) dir [3].

Genellikle parakrin ve otokrin yolla etki gosteren Trombosit kaynakli biiyiime faktorii
(PDFG) nin kaynaklandigi hiicreler trombositler, makrofajlar, endotel hiicreleri ve diiz
kaslardir. Hiicrelerin kemotaksisi ve proliferasyonunu uyarmada gorevlidir. Disiilfit kaph
A ve B olmak tizere iki polipeptit zincirini igerir ve ayrica homodimer (AA, BB),

heterodimer (AB) yapisinda bulunabilir [70].

Epidermal biiylime faktorii (EGF) reepitelizasyon asamasinda etkin role sahip,
proliferasyon ve migrasyonu saglayan bir ajandir. Yapilan ¢alismalarda EGF’nin yara
onarimi i¢in uygulanan bolgelerde epitelizasyonu hizlandirdig yara iyilesmesinde 6nemli

bir role sahip oldugu gosterilmistir [71].

Transforme edici biiylime faktorii beta (TGF-beta) ailesi 0zellikle trombositler, endotel
hiicreler, T hiicreleri, makrofajlar gibi pek c¢ok hiicre ve doku tarafindan sentezlenebilir.
Cogu hiicrenin TGF-beta’ya 0zgli reseptorii bulunmaktadir. Temel anlamda yara
lyilesmesinin ¢ogu basamagimi etkileyen biiylime faktorlerinin en Onemlilerindendir.
Iyilesmenin ilk dénemlerinde inflamatuar fazin regiilasyonunu saglamada ve kollajen

sentezini uyarmada 6nemli rol oynar [3].

2.3. Bazik Fibroblast Biiyiime Faktorii (bFGF)

Son yillarda yapilan caligmalar FGF’nin 28 {iyeden olusan biiylik bir aile oldugunu

gostermistir. Zebra baliklarindan fare ve insana kadar uzanan bir¢ok hayvan tiiriinde
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bulunan bFGF gii¢lii heparin afinitesine sahip 140 zincirlik aminoasit dizisi ile yara

iyilesmesi lizerinde etkilidir [21, 22].

Memeliler filogeniye ve sekans homolojisine dayanan alti ayri1 alt familya halinde
gruplandirilmis 18 FGF tipini igerirler (FGF1,FGF10,FGF16,FGF23). FGF’ler benzer bir
i¢c ¢ekirdegi paylasir ve hem heparin hem de fibroblast biiyiime faktorii reseptorleri icin
karakteristik olarak yiiksek baglanma afinitesine sahiptirler [23]. FGFRs tirazin kinaz
reseptorleri olup heparin bagl sekans igerirler. Elde edilen bir¢ok bilgi embriyogenez ve
organ sistemlerinin gelisimi de dahil olmak iizere temel gelisim yolaklarda FGF
sinyallerinin roliinii géstermistir. %55 benzerlige sahip, izoelektrik noktalarinin farkli
olmasi nedeni ile asidik ve bazik olmak tizere tanimlanan iki tip FGF tanimlanmistir. bFGF;
FGF ailesinin 0ne ¢ikan iiyelerinden biridir. 1974 yilinda karakterize edilmis olan
bFGF’nin yara iyilesmesinin 6zellikle 3. giiniinde etkin bir role sahip oldugu son yillarda

gosterilmistir [72,73].

M

FGE2

Sekil 2.2. bFGF( FGF2) 'nin {i¢ boyutlu yapis1 [74]

bFGF'nin bir serit diyagrami; B iplik¢ikler 1-12 etiketli olup, heparin baglayici bolge
(pembe) B iplikgikler 1 ve 2 ile 10 ve 11 B iplik¢ikler arasindaki ilmek kisimlarini igerir.

FGFR ile temas eden kisimlar yesil renkte (reseptoriin Ig-alani 2 ile temas eden bolge),
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mavi (Ig-alan1 3 ile temas eden) ve kirmizi (Ig-alan1 3'lin alternatif olarak eklenmis

bdlgesine temas) gosterilmistir [74].

FGF’ler keratinositler, fibroblastlar, endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri, kondrositler,

mast hiicreleri vasitasiyla tretilir [3].

In vivo ve in vitro olarak mitogenezde, hiicresel gocte, farklilasma ve anjiogenezde
biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Endotelyal hiicreler FGF’yi hem sentezleme hem de yanit
verebilme 6zelligine sahiptir [24]. bFGF siklikla klinik olarak kullanildig1; kikirdagin, deri,
kornea, kulak zarinda ve tiikiiriik bezlerinde yara iyilesmesinde rol oynadigi vurgulanmistir

[25].

bFGF’nin cilt iilserlerini tedavi etmek i¢in kullanildig1 belirten bir¢ok ¢alisma vardir. Bu
calismalar yara iyilesmesindeki uyarici etkisine ve skar olusumu iizerindeki stimiile edici

ozelligine dikkat gekmektedir [75].

2.3.1. FGF reseptorleri

bFGF’ye ve aFGF’ye yanit veren hiicre tipleri tirozin kinaz aktiviteli 6zellesmis FGF hiicre
yiizey reseptorii tagirlar. Tirozin kinaz siiper familyasina ait 4 farkli FGF reseptorii (FGFR
1-4) vardir. Hiicre diisii ligand baglayict kisim, transmembran kisim ve hiicre ig¢i tirozin
kinaz bolgesi olmak tizere li¢ komponentten olusan reseptorler tirozin kinaz transmembran

proteinleri ile daha fazla ¢alisirlar [76].

Yapisal olarak FGFRs ekstraselliiler ligand bagimli 2 ya da 3 immunoglobin benzer gruptan
meydana gelir. Reseptorler temel islevlerini heparin gibi proteoglikanlara baglanip

gerceklestirir [77].

2.3.2. FGF sinyal iletimi

FGF’ler FGFRIeri baglayan ve aktive eden sinyal molekiilleri olarak islev goriir. Aktive
edilmis FGFR’ler ile sinyal kaskad1 baslatilir. FGF baglanmasini takiben ligand bagimli
dimerlesme olayr FGF’lerin 2 heparin siilfat zinciri ve 2 FGFs kapsayan kompleks

sekillenmesini icerir. Bir dizi sinyal yolag: spesifik hiicresel yanita yol acar. Ligandlarin
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spesifik reseptorlerine baglanmasi ile D2 domainde baska bir yolla baglant1 kurar. FGF
sisteminde en iyi anlasilan yolaklar RAS/MAP kinaz yolagi, PI3 Kinaz/AKT yolag1 ve
PLCy yolagidir [78].

RAS/MAP kinaz yolagi: Mitojenle aktive edilmis protein (MAP) kinazlar hiicre disi
uyarilara cevap veren (mitojen) gen ekspresyonu, mitoz, farklilagma ve apoptozis gibi
cesitli hiicresel aktiviteleri diizenleyen serin/treonine 0zgii protein kinazlardir. C-Jun
Nterminal kinaz (JNK) hiicre dis1 sinyal diizenlenen kinaz ve p38 mitojen aktive kinazlar
efektor MAP kinazlarin o6rnegidir. ER1/2 ve p38’in FGF’ye cevabi tiim hiicrelerde
gozlemlenirken diger sinyal iletim yolaklarmin aktivasyonu hiicre tipine bagli olarak

degisir [78].

FGF sinyal yolaginda anahtar olay proteinlerin tirozin kalintilarinin fosforilasyonudur. FGF
reseptor substrat 2a sinyalin hem aktivasyonu hem de zayiflatilmasinda sorumlu
proteinlerin dogrudan ya da dolayli alimi i¢in yeni alanlar saglar. FRS2a bir adaptor
proteini, guanin niikleotid degisim faktor 2, tirozin fosfataz (SHP2) ve yerlestirme
proteininden olusan bir komplekstir. FRS2 sinyal kompleksinin sonug¢larinin olusumu hem
RAS/MAP kinaz hem de PI3 kinaz/AKT yolagin aktivasyonudur. RAS/MAP kinaz
yolaginin bir¢ok ¢alismada hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinda rol oynadigi gosterilmistir

[23].

Lax ve ark (2002) yaptigi bir caligmada FGF sinyalleri FRS2a treonin fosforilasyonuna
neden olan MAP kinaz aracili negatif geri besleme dongiisiinii GRB2 alinimi ve tirozin
fosforilasyonunun azalmasina neden oldugunu gostermistir. FGF sinyalleri hem pozitif
hem de negatif mekanizmalarla sinyaldeki ince modiilasyonlarin gelismesi sirasinda

biyolojik yanitlarin 6nemli belirleyicileridir [78].

PI3Kinaz/AKT yolagi: RAS/MAP kinaz sinyal yolagina benzer olarak PI3 kinaz/AKT
yolag1 bir FRS2 sinyal kompleksi olusturarak baslatir. Daha sonra GAB1 proteini P13 kinaz
ile birlikte aktive edilmis FGF reseptorlerini baglar [23,78].

B’’ottcher ve digerleri (2003) FGF araciligiyla AKT yolaginin stimiilasyonu i¢in GAB1’in
gerekli oldugunu gostermistir [78].
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PLCy yolagt: Aktif haldeki hedef molekiillerden biri olan fosfolipaz C gama reseptdriin
fosforile edilmis Tyr 766’1, PLCy’nin fosforilasyonu ve PLCy aktivasyonu ile sonuglanir.
Inositol trifosfat (IP3) ve endoplazmik retikulumdan salinan DAG PLCy nin
aktiflesmesinin hidrolizi ile olusur. IP3 endoplazmik retikulumdan kalsiyumun salinimin
kolaylastiran hiicresel ikinci bir el¢idir. Sitosolde ve DAG’da kalsiyumun ylikselen
seviyeleri aktif protein kinaz PKC’e yanit verir [23,78].

PLCy kinaz yolu hiicre morfolojisini, migrasyonu ve adezyonunu etkiler [23].

e sssssIey

2NN

e e ana+1rs
o e -
e S e
Migration
l l Adhesion
Surwvival
Ce® fate determination

Proliferation

Differentiaticn

Sekil 2.3. FGF-FGFR sinyal yolagi [23]

Sinyalizasyon kaskadi, iki FGF ligandi, iki heparin stilfat zinciri ve iki FGFR'den olusan
bir FGF baglama kompleksinin olusumunu baglatir. Sinyal transdiiksiyonu biiyilik oranda
li¢ yolagindan birini izler. Bir FRS2 kompleksinin olugmasi tizerine baglatilan RAS / MAP
kinaz yolu, hiicre proliferasyonunu ve farklilagmasini kontrol eder. PI3 / AKT yolu, aym
zamanda bir FRS2 kompleksinin olusmasiyla baslatilir ve hiicre sagkalimini diizenler. Son
olarak, PLCy'nmin aktive edilmis FGFR'ye baglanmasinin ardindan, DAG ve IP3 olusur ve
PKC'yi aktive eder. PLCy yolu, hiicre morfolojisini, go¢iinii ve yapigmasini etkiler [23].
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bFGF'nin PI3k-AKT, ERK ve PKA sinyal yolaklarindaki etkileri aragtirmaya yonelik
caligmalar devam edilmektedir. bFGF'nin sahip oldugu fotoreseptor hiicrelerin oksidatif

stresten koruma yetenegi oldugu bilinmektedir [78].

FGF ailesinin yara iyilesmesinde kullanilan en 6nemli iiyeleri FGF2, FGF7 ve FGF10’dur
[3,73]. FGF’er keratinositler, fibroblastlar, endotel hiicreler, diiz kas hiicreleri, kondrositler
ve mast hiicreleri tarafindan tiretilerek doku sekillenmesine katki saglar. Dokunun tamir ve
rejenerasyonunda Onem tasiyan mezodermal kokenli hiicreler iizerinde mitojenik,

kemotaktik ve anjiojenik etki gosterirler [3].

Akut yaralarda FGF-2 miktar1 artar ve graniilasyon doku olusumu reepitelizasyon ve
yeniden sekillenme asamalarinda gorev yapar. FGF7 ve FGF10 keratinositlerin
uyarilmasinda etkindir. Anjiyogenezde asidik FGF’ye gore 10 kat fazla etkili olan bazik
FGF bunlara ilaveten, kollajen sentezini, yara kontraksiyonunu, epitelizasyonu, fibronektin

ve proteoglikan sentezini uyarmaktadir [3,71].

2.4. Diyabet

2.4.1. Diyabet

Diyabet; tiim diinyada hizla yayilan bir metabolizma hastalifidir. Yapilan saglik
calismalarinda gelismis ve gelismekte olan toplumlarda diyabetli birey sayis1 415 milyon
iken bu saymin 6ntiimiizdeki 25 yil icersinde 642 milyona ulasabilecegi tahmin edilmektedir

[79].

Tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de 6zellikle tip 2 diyabet prevalansi hizli bir sekilde
artis gostermektedir. Yakin zamanlarda iilke genelinde yetiskin bireylerde 26.495
incelenmis ve tip 2 diyabet sikliginin gecmis yillara oranla artti§1 gézlenmistir. Ulkemizde
diyabet siklig1 ortalama %7 olup bes yas lizeri grupta 6liim nedenleri arasinda beginci

sirada yer aldigi bildirilmektedir [80].
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2.4.2. Diyabet ve komplikasyonlar1

Diyabetes mellitus (DM) genetik ve immiin sistemin neden oldugu olaylar sonucu insiilin
saliniminda meydana gelen bozukluklar ile olusur. Yiiksek kan sekeri ile karakterize edilir

[80-82].

DM’un baz tiplerinde insiilin eksikligi veya bozuk insiilin salgilanmas1 gerceklesirken,
baz1 tipleri insiiline karst direnglidir. Bu islevsel bozukluklar sonucu hiperglisemi(kan
sekeri yiiksekligi) kontrol altinda tutulamazsa zamana bagli olarak kronik anjiopati,
kardiyomiyopati: noropati, cilt, diyabetik ayak, demans, Alzheimer gibi komplikasyonlar

hastaligin 6nemini gostermektedir [80,83].

Tip 1 Diabetes Mellitus: Cocuk ve genglerde daha sik goriilen tip 1 DM; pankreasta
bulunan B hiicrelerinin harabiyeti ile olusur ve insiiline bagimlidir. Tip 1 diyabetin klinik
ortaya cikist ani olmakla birlikte, hastalik aslinda beta hiicrelerine karsi, hastalik belirgin
hale gelmeden yillar 6nce baslayan kronik otoimmiin saldirinin bir sonucudur. Beslenme,

fiziksel aktivite ve insiilin ile etkileri azaltilmaya ¢aligilir [84,85].

Tip 2 Diabetes Mellitus: Organizmada {retilen insiilin reseptorler tarafindan
algilanamadiginda hiicre igersine alinamaz. Bu durumda hiicre igersindeki glukoz enerji
kullanilamay1p tip 2 diyabete neden olur. Genellikle 30 yas sonrasi ve obez insanlarda

gortiliir [86,87].

Insiiliin sekresyonunda meydana gelen bozulmalar ile serbest radikal diizeyi biitiin viicutta
artar, dokulara zarar verir. Olusan serbest radikalleri ortamdan uzaklastirmak igin
antioksidan sentezlenir. Serbest radikallerin etkisini 6nlemek amaciyla diyabette eksojen

antioksidanlar kullanilabilir [88].

2.4.3. Diyabet ve yara iyilesmesi

Dokularin diyabetik sartlara cevaplari farklidir ve bircogu oksidatif stresle iliskilendirilir.

Hiicre hasar1 durumlarinda oksidatif stres ve antioksidan arasinda denge bozulmaktadir
[89].
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Yara iyilesme esnasinda meydana gelen aksakliklar yetersiz insiilin salinimi ve artan kan
glikoz seviyesi ile ilgilidir. Kan sekerinin yiiksek olmast hiicrelerin metabolik

davraniglarini etkiler [90].

Diyabet ve komplikasyonlari1 oksidatif stres ve inflamatuar yanitta artisi da beraberinde
getirir. Kan glikoz seviyelerinin oksidatif stres ve inflamatuar yanit1 degerlendirilerek yarali
bolgeye antioksidan takviyesi ile iyilesme siirecine pozitif olarak katki saglayacagi

diistiniilmektedir [20].

Diyabette inflamasyon, anjiyogenezis ve kollajen sentezi bozulur. Yara bolgesindeki kan
dolanim1 diyabetin anjiyopati ve noropatik etkilerinden negatif yonde etkilenir. Diyabet,
kronik hipergliseminin neden oldugu oksidatif stres tarafindan yaratilan periferal doku
yaralarin1 da kapsayan bir hastaliktir. Diyabet ve komplikasyonlarinin oksidatif stres ve
inflamatuar yanitta bir artisa sebep oldugu bilinmektedir. Gecikmis yara iyilesmesi
hiperglisemi ile uyarilan bir enflamatuar yanit ile iligkilidir ve kan glikoz seviyelerinin,
oksidatif stres ve inflamatuvar yanitin seg¢ici modiilasyonu yara iyilesmesindeki etkisi
diyetlerine antioksidan takviyesi ile olumlu olabilecegini diisiindiirmektedir. Diyabetik
yara; yapilan hayvan deneylerine gore yara iyilesme siirecinde bir bozukluk ile karakterize
edilir, 6zellikle inflamatuar ve proliferatif fazlar, patolojik anjiyojenez ve yara iyilesmesi
gerilme mukavemetinde 6nemli bir diisiis gézlenmistir. Diyabet, lenfositlerin apoptosisini

artirir ve ROT diretimi artar, ayrica apoptozun sinyal yolagini da uyarir [16,17].

Bitar ve ark (1999) yapmis olduklari ¢alismada glikokortikoid verilen grupta yara
tyilesmesinin bozuldugunu ve buna bagli olarak inflamatuar hiicrelerin baskilandigini,
angiogenezisin azaldigini ve kollajen metabolizmasinin bozuldugunu; diyabetlilerdeki yara
gecikmesinin de buna benzer nedenlerden olabilecegini ortaya koymuslar ve insiilin
uygulanan diyabetli hayvanlarda yara iyilesmesinin daha iyi oldugunu gézlemlemislerdir

[91].

Lerman ve ark (2003), hipoksi ve glukoz artisina bagl olarak anjiogenezisi saglayan
biiylime faktorlerinin ve fibroblastlarin sayisinin azaldigir gézlemlemistir. Fibroblastlarin

azalmasinin; fibroblastlar tarafindan salgilanan angiogenezis, proliferasyon ve matriks
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depolanmasini saglayan biiyiime faktorlerinin miktarinda da azalmaya neden oldugunu

bildirmislerdir [92].

1980’11 yillardan beri diyabette artis gosteren oksidatif stres tartisilan konulardan biridir.
Artan glikoz diizeyleri sonucunda mitokondriyumda siiperoksit {iretimi artar. En 6nemli
mekanizma mitokondriyal elektron tasima zinciri tarafindan siiperoksit anyonunun fazla
miktarda iiretilmesidir. Buna hiicre igerdindeki olaylarin yanit1 antioksidan diizeylerinin

azalmastyla baslatilir [93].

Antioksidan sistem yiiksek miktardaki oksijenlenme ya da oksidatif strese maruz
kaldiginda serbest oksijen radikallerinin indirgenmesini neden olur. Yara bdlgesinde
notrofil, makrofaj ve diger inflamatuar faktorler oksidatif stresi artirir. Fazla miktardaki
oksidatif stres fibroblastlarda yaglanmaya, fibroblastlardaki kontraksiyon islevi ve biiyiime

faktoriine olan yanitt1 azaltir [89].

Diyabetik yara yapilan hayvan deneylerinde yara iyilesmesi siirecinde bozukluk tespit
edilmis, inflamatuar ve proliferatif evrelerinde yara iyilesmesi siirecine etki eden durumlar
gozlenmistir. Diyabette yara iyilesmesinin erken ilk sathalarinda 16kosit aktivitesinin
bozulmas1 daha sonraki sathalara da etki eder. Fibroblast cogalmas1 ve kollajen sentezini
Onler. Diyabet yaralarinda bozuk graniilasyon dokusu olusur, kollajen sentezi azdir, normal
capraz bag gorlizlemez ve yara gerilim kuvveti azalir. Kollajen sentezindeki bozulma,
fibroblastlarin ¢ogalma kapasitelerindeki yetersizlige, hiicrelerin sentez aktivitelerinin

bozulmasina ve yeni sentezlenen kollajenin katabolizmasindaki artisa baglanabilir [63].

Diyabetin yara iyilesmesindeki olumsuz etkilerinin mekanizmasi {lizerindeki ¢alisamalar
hala devam etmektedir. Bununla beraber, biiylime faktorlerinde (doniistiiriicti biiyiime
faktorii beta (TGF-p), insiilin benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-1) ve vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii (VEGF) gibi) ve kollajen sentezinde azalma, proteazlarin asiri
etkinlesmesi, enflamasyon yanitin gecikmesi ve nitrik oksit sentezinin engellenmesi gibi
durumlarin  hepsinin diyabetteki yara iyilesmesinde gecikmelere sebep olduklari

vurgulanmistir [94].
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2.4.4.Diyabet ve bFGF

Dokularin diyabetik kosullara yanitlar1 farklidir. Bu durumu takip eden ve hiicrede
meydana gelen olaylar oksidatif stresle iligskilendirilir. bFGF yara iyilesmesinde
fibroblastlar lizerinde etkili olup fibroblast hiicrelerini yliksek glikozdan korumaktadir.
bFGF FGFR1 sinyal yolagmin aktivitesi ile glikoz miktarindaki artis engelledigi
diistiniilmektedir [89].

bFGF uygulanilan hayvanlarda yara iyilesmesi gozlenmis, ECM sentezi ve kollajen
dagilimi indiiklenmistir. In vivo ve in vitro da bFGF uygulanildiginda skar sekillenmesi
olumlu anlamda etkilenir. FGF ile yapilan ¢aligmalarda kronik yanik yarasinda, kemik
kirikliklari, periodontal hastalik iizerinde anlamli etkiler gézlenmistir. Klinik ¢alismalarin

bazilarinda iilser ve peridontal hastaliklar i¢in tedavi uygulamalar: devam etmektedir [95].

Dokular diyabetik kosullarda oksidatif stresle iligkilendirilir ve bu kosullarin yanitlari
farkhidir. Yapilan c¢alismalarda diyabet ilizerine major etkisi oldugu vurgulanmastir.
Diyabete bagli komplikasyonlar oksidatif stresle baglantili proteinin nitrasyonlar1 en
belirgin etkilerdir. Yiiksek kan sekeri angiogenesisin degistirilmesi ile yara iyilesmesinin
inhibasyonu birbiri ile iliskilidir. bGFG’nin fibroblastlardaki yiiksek glikozdan korudugu
gozlemlenmistir. bFGF, FGFR1 sinyal yolagin aktive olmasi ile glikoz artisin1 engeller,

yiiksek glikoz hiicre hasarina etki ederken proliferasyona etki etmez [89].

Uchi ve digerleri (2009) yaptiklar1 bir ¢alismada bFGF’nin diyabetik tilser tedavi hizini
arttirdigini gostermislerdir [96].

Greenhalgh ve arkadaslar1 (1990) genetik olarak diyabetli farelerin sirtlarinda yaptiklari
tam kalinliktaki deri yaralarima rPDGF, bFGF ve ikisinin birlesimi ile topikal olarak
uygulamiglardir. Yalnizca biiyiime faktoriiyle tedavi edilen yara alanlarinda fibroblastlar ve
kilcal damarlarda artma ve biiyiime faktdrlerinin birlesimi ile tedavi edilen yara alanlarinda
ise 21 giin sonra kayda deger 6l¢iide daha fazla yara kapanmasi oldugunu vurgulamiglardir.
Diyabetli yaralar1 normal yaralarla karsilastirdiklarinda ise inflamatuar hiicrelerin
infiltrasyonunun geciktigini, graniilasyon dokusu olusumunun kétiilestigini ve yara

kapanmasinin geciktigini belirtmislerdir [97].
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Ackermann ve arkadaglar1 (2011 a) diyabetik (STZ) ratlarin sirtlarinda halkasal tam
kalinliktaki punch biyopsi yaralarint PDGF, bFGF ve VEGF nin birlesimi ve sadece PDGF
ile subkiitandz enjeksiyonla yaraya uygulamislardir. Proanjiogenik biiyliime faktorii
kombinasyonu ile tedavi edilen grup, yalmizca PDGF ile tedavi edilen grup ve kontrol
grubuyla karsilastirildiginda daha fazla yara kapanma oranina ve damar yogunluguna (1,6

kat) sahip oldugunu belirtmislerdir [98].

Diyabetik kosullar altinda bFGF ile tedavi edilen dermal fibroblastlarda reaktif oksijen
tirleri (ROT) etkili bir artis gostermistir. bFGF, oksidatif stres altinda, PI3K/Akt-Racl-
JNK yolaklariyla artig gosteren ROT sayesinde dermal fibroblastlarinda migrasyonu tesvik
ettigi vurgulanmustir [99].

GDP « Migration

Sekil 2.4. bFGF'nin diyabetik kosullar altinda insan dermal fibroblast migrasyonunu tesvik
ettigi mekanizma [100]

bFGF'nin diyabetik fare modelinde yara iyilesmesini hizlandirdigs, kollajen dagilimi ve p-
diiz kas aktini (S-SMA) ve TGF-81 ekspresyonunu diizenleyerek ECM sentezini ve
bozunmasini diizenledigini bilinmektedir. Daha 6nce sozii edilen hayvan modellerine
dayanarak, insanlarda klinik denemeler yapilarak FGF-1 ve -2, kronik yanik yaralarin
tedavisinde kullanilmis ve bazi c¢aligmalarda iyilesme oranlarini olumlu bir artisla

sonuglandig belirtilmistir [100].
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2.5. Serbest Radikaller

2.5.1. Serbest radikal ve oksidatif stres tanimi

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kararsiz, molekiil agirlig
diisiik atom veya molekiillerdir [101,102]. Serbest radikaller hiicrede lipit, protein, DNA
ve karbonhidrat gibi 6nemli hiicresel yap1 ve bilesiklerde etkili oldugundan biyolojik
sorunlara neden olabilmektedir [101-103]. Hiicreyi o6liime gotiiren reaksiyonlara karsi
hiicresel membranlar ¢ok hassastir [104]. Siiperoksit gruplarinin kisa siirede olusturdugu
yikim ile 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 agiga ¢ikar [105]. Olusan bu iiriinler ise
hiicre yirtilmalarina yol agarak membran akigkanliginin ve elastikiyetinin geri

doniilenemez hasarina neden olur [104].

Oksidatif denge serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi
arasindaki denge olarak nitelendirilmektedir. Bu denge sayesinde organizma serbest
radikallerden etkilenmemektedir. Radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan
kaldirtlma hizinda bir diisme gozlemlendiginde denge bozulur. Meydana gelen oksidatif

stresle antioksidanlarin etkisi azalabilmekte ve bu durum doku hasari ile sonu¢lanmaktadir
[106].

2.5.2. Serbest radikal kaynaklari

Canli i¢in hayati 6nemi sahip olan oksijen ve azot, ayn1 zamanda en 6nemli serbest radikal
kaynaklaridir. Oksijen(reactive oxygen species, ROS) ve azot (reactive nitrogen species,
RNS) iceren serbest radikaller canlida fizyolojik diizeyde olusarak yararli etkiler
gosterirken, bu diizeyin belli bir seviyeye ylikselmesiyle zararli etkiler gostermeye baglarlar
[102]. Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan serbest
radikallerdir [105]. Stiperoksit anyonu, hidroksil radikali, lipid peroksit, nitrik oksit en ¢ok
bilinen ROS'lardir [107]. Ayrica, singlet oksijen, hidrojen peroksit ve hipoklorit gibi bazi
bilesiklerde kimyasal olarak serbest radikal degildirler fakat onlar gibi yiiksek aktiviteye
sahiptirler [102].
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Serbest radikaller 3 yolla meydana gelirler [108,109].

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir pargasinda ortak elektronlardan birisinin
kalarak homolitik boliinmesi.

X:Y->X+Y"

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi. Heterolitik bolinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron atomlarin

birinde kalir. Boylece serbest radikaller degil, iyonlar meydana gelir.
X:Y > X +Y?
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi

A+e > A~

Serbest oksijen radikalleri ve reaktif oksijen tiirleri

Siiperoksit Radikali (O;"): Siiperoksit radikali oksijen molekiiliine bir elektron eklenmesi
ile olusur. Siiperoksit radikali serbest olmasina ragmen kisa dmriiyle zayif bir oksidandir.

Giiglii bir rediiktan ve H202 kaynagidir [110].

O +e -0z

Hidrojen peroksit (H202): Hidrojen peroksit (H20.), siiperoksidin ¢evresindeki
molekiillerden bir elektron almasi1 veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki

elektron almasiyla meydana gelen peroksitin iki proton (H+) ile birlesmesi sonucu olusur

[111].

02 + 2 +2H" — H20-
02" +2e +2H" - H0;
202"+ 2H" — H0,+ 0Oy

Serbest radikal biyokimyasinda 6énemli bir rol oynayan H202 hiicre membranindan kolayca

gecebilen uzun 6miirlii bir oksidandir.
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Hidroksil radikali (OH"): Biyolojik sistemlerin en giiglii radikali olan hidroksil radikali
suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi ile olugur. Hidroksil radikali
son derece reaktif bir oksidan radikaldir ve yarilanma omrii ¢ok kisa bir molekiildiir.
Hidroksil radikali ROS’un en giicliilerindendir. Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi
cesitli molekiillerden bir proton alarak tiyil radikalleri (RS®), karbon merkezli organik
radikaller (R"), organik peroksitler (RCOQ") gibi yeni radikallerin olugsmasina ve sonugta

biiyiik hasara sebep olur [110].

Hipokloréz Asit (HOCI): Radikal olmadig1 halde ROT arasinda yer alan hipoklordz asit
fagositik hiicrelerin bakterileri 6ldiirmesinde 6nemli bir rol oynar. Aktive edilen
monositler, noétrofiller, eozinofiller ve makrofajlar O~ {iretmektedirler. Oz ’nin
dismutasyonuyla meydana gelen H202’i, kloriir iyonuyla birlestirerek giiclii bir
antibakteriyel ajan olan HOCI’ye déniistiirtirler [110-112].

H.0, + CI — HOCI + OH

Nitrik oksit (NO): Tam bir radikal niteligi tasimayan NO tek sayili elektron tasir ancak
nitrojen ve oksijen tizerinde delokalize olur. Yar1 6miirlii bir radikal olan NO ayn1 zamanda
antioksidandir. Endojen serbest radikallerle birleserek peroksit ve hidroksil radikalini
olusturabilir. Lipit peroksidasyonunda NO antioksidan etki yapmaktadir. Kosullara bagli
olarak NO, oksidan ya da antioksidan olarak hareket eder. NO sinyali oksidasyon ve
stiperoksit radikali ve ¢6ziilmemis gazlarla nitrasyona sebep olur. Dahasi, peroksinitrit,

peroksinitrat ve esterleri yumusak dokularda orta seviyede reaktif rol oynarlar [113].

Serbest oksijen radikali olan NO oldukga reaktiftir ve hemoglobin ile hizla etkilesiminden
dolay1 in vivo olarak olduk¢a kisa yarilanma Omriine (1-5 s) sahiptir. NO, kanda
hemoglobinin Hem grubu ile etkileserek hizli bir sekilde nitrit ve nitrata metabolize olur.
NO ayrica, hem ve demir iceren diger molekiiller ile (6rnegin DNA) ve proteinlerin tiyol (-
SH) gruplar ile de reaksiyona girer. Bu degisiklik organizmada kritik rol oynayan enzim
ve iyon kanallarinin fonksiyonlarini etkiler. Bu yaygin dagilimi sebebiyle NO’nun vaskiiler
diiz kas tonusunu diizenleyici, trombosit kiimelenmesini (agregasyon) ve lokositlerin damar
disina ¢ikmasimi (adhezyon) engelleyici, parakrin ve otokrin yolaklar ile yeniden

yapilanmay (remodelling), ayrica endotel hiicre apoptozisini (kontrollii hiicre 6liimii) yeni
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damar olusmasini (anjiogenezi), hiicre biiylimesi ve hiicrelerin inflamasyon bdlgesine goc

etmesini (migrasyon) ve hiicre gecirgenligini regiile edici etkileri bulunmaktadir [114].

2.5.3. Baslica serbest radikal kaynaklari

Mitokondriyal elektron transport zinciri

Siiperoksit radikalinin in vivo en Onemli kaynagi olan mitokondride oksijenin suya
indirgenmesi sirasinda i¢ membranda lokalize elektrontransport zincirinde siiperoksit

radikali olusur [112].

Endoplazmik retikulum

Membran bagimli sitokromlar P450 ve b5 endoplazmik retikulumda yer alip

otooksidasyonla da oksijen serbest radikallerini olustururlar [112].

Peroksizomlar

Peroksizomlar hiicre i¢i H202 kaynaklarindan biridir. Peroksizomlardaki D-amino asit
oksidaz, tirat oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yag asidi a¢il-COA oksidaz gibi

oksidazlar, siiperoksit tiretmeden yiiksek miktarda H202 iiretimine neden olurlar [112].

Plazma membranlar

Plazma membraninda bulunan lipooksijenaz ve siklooksijenaz enzimlerinin katalizledigi
reaksiyonlar sonucunda prostoglandinler, tromboksanlar, ve l6kotrienler meydana gelir
[112].
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2.5.4. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikaller hiicresel yapilari etkileyerek lipit, protein, karbonhidrat, DNA ve enzim
gibi 6nemli bilesenlerine etki etmektedirler[14]. Diyabetik vaskiiler patogenezdeki ROT'un
onemli oldugunu vurgulayan ve diyabetik komplikasyonlarin oksidatif stresle iligkili

oldugunu gosteren pek ¢ok ¢aligma vardir [15].

Diyabette ROT iiretimi artmis ve antioksidan aktiviteleri azalmistir. Bu durum, lipit

peroksidasyonu ve DNA oksidasyonu ile sonuglanir [115].

Serbest radikallerin lipitlere etkisi

Membran fosfolipitlerindeki doymamis yag asitlerinin serbest radikallerle reaksiyona girip
lipit peroksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir. Biyolojik zarlarin yapist lipit ve
proteinden olugmakta olup lipit peroksidasyonu hem lipitlere hem de zar proteinlerine zarar

vermektedir. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen zar hasari geri doniistimsiizdiir.

Zincir reaksiyonu seklinde olan lipit peroksidasyonu yag asidinin (LH) oksidasyon metilen
karbonundan hidrojen atomunun c¢ikarilmasiyla baslar. Baslangi¢ asamasinda yag asidi
radikali (L) olusur. Ilerleme asamasinda yag asidi radikaline hizli bir sekilde oksijen

eklenerek peroksil radikalini (LOO) olusturur [110,116-118].

Peroksil radikali diger komsu yag asitlerini etkileyerek yenti lipit radikallerinin olusmasina
neden olurken kendisi de agiga ¢ikan hidrojen atomunu alarak lipit hidroperoksitlerine
(LOOH) déniisiir. Boylece peroksidasyon basladiktan sonra kendi kendine yayilabilmekte
ve ¢ok sayida yag asidi zinciri lipit hidroperoksitlerine doniisebilmektedir. Bu tepkime

ilerleme reaksiyonu olarak isimlendirilir [116-118].

Sonlanma safthasi; lipit peroksitler metal iyonlarinin etkisiyle yikilarak daha reaktif olan
radikal tiirlerini olusturur. Bu yikim {irlinlerinin en énemlilerinden birisi malondialdehit
(MDA)’ tir [56, 103, 104]. Bu yikim iiriinleride DNA veya proteinlerle reaksiyona girebilir
ve mutajeniktirler. Lipit proksidasyonunun son bileseni olan malondialdehit (MDA)

peroksidasyona ugramis ¢oklu doymamis yag asitlerinin boliinmesiyle olusan ii¢ karbonlu
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bir dialdehidtir ve oksidatif durumun gostergesi olarak yaygin kullanilir. Bu dialdehid
biyolojik ortamda makromolekiillerin NH> veya SH gruplarina bagli veya serbest olarak

bulunur [119].

Cizelge 2.3. MDA baslama, ilerleme, sonlanma basamaklar1 [119].

Baslama: LH+ R — L- + RH

Ilerleme: L + 02 — LOOr

LOO + LH — LOOH + L:

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

Serbest radikallerin proteinler lizerine olan etkileri

Peptit baglar1 ile prolin ve lizin gibi aminoasitler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenirler. Ozellikle doymamis bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle
etkilesimi yiiksektir. Proteinlerin serbest radikal hasarina karst duyarliligi, aminoasit
bilesimine, proteinin aktivasyonundan veya yapisal diizenlenmesinden sorumlu
aminoasitlerin yerlesimine ve hasarli proteinin onarilabilirligine baghdir [112].

Oksidatif stres hem savunma sisteminde hem de yara iyilesmesinde rol oynar. Ancak yara
tyilesmesinde ROT etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamistir. Bu nedenler ROT un
olusumu ve olusan iiriinlerin detoksifikasyonu yara iyilesmesinde biiylik 6nem tasir.

Yara iyilegsmesinin ilk evresi olan inflamasyon fazinda serbest radikallerin tiretilmesi, aktif
16kositlerce gerceklestirilmektedir. Uretilen serbest radikaller yara dokusuna zarar verse de,
enfeksiyonun &nlenmesi i¢in hayati 5nem tagimaktadir. inflamasyon fazinin gec evresinde,

monositlerden koken alan makrojaflar da 6nemli serbest radikal kaynagidir [46].
2.5.5. Antioksidanlar
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek

icin birgok savunma mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar enzimatik ve enzimatik

olmayan antioksidan sistem ve molekiillerle korunurlar [46].
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ROT'un nétrlestirilmesinde dogrudan rol oynayan baslica enzimatik antioksidanlar
sunlardir: siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve
glutatyon rediiktaz (GRx). Serbest radikallere karsi ilk savunma hatti olan SOD,
stiperoksidin hidrojen perokside dismutasyonunu katalizler. Olusan oksidan H202, suya ve
oksijene doniisiir. SOD’un antioksidan etkisi stiperoksit ile Fe+3’ilin, Fe+2’ye indirgenmesi
sonucunda hidroksil radikalinin olusmasinin engellenmesi seklindedir. Katalaz (CAT)
hayvansal organizmalarin aerobik hiicrelerinde; 6zellikle karaciger ve eritrositlerde yogun
olarak bulunur. Beyin, kalp, iskelet kaslari ise diisiik miktarlarda CAT icermektedir. CAT
ve GSH-Px, hidrojen peroksidi su ve atomik oksijene indirgemektedirler. Glutatyon
rediiktaz Okside glutatyon (GSSG) NADPH bagh flavo enzim olan glutatyon rediiktaz
tarafindan rediikte formuna (GSH) indirgenir [120].

Abou-Seif ve Youssef (2004) diyabetik bireylerde MDA, SOD ve GSH, NO gibi birgok
oksidatif stres ve antioksidan seviyelerini degerlendirdikleri bir c¢alismada, MDA
diizeyinde ve NO seviyelerinde artma, SOD aktivitesinde azalma, ve GSH miktarinda ise

¢ok azalma saptamis, oksidatif stresin diyabetteki 6nemini vurgulamiglardir [101].

Viicutta serbest radikal hasarina kars1 bir¢ok asamada koruyucu gorev yapan antioksidan
sistemler vardir. Antioksidanlar serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stresten olumsuz
etkilenir. Serbest radikallerin etkisini 6nlemek i¢in kullanilan antioksidanlar 6zellikle tiyol

gruplari etkilesimler nedeniyle plazma ve doku diizeyini koruyamamaktadir [121].

Tiim plazma -SH gruplar proteinler ile iligkilidir. Artan oksidatif stresle beraber plazma ve
membranlarda bulanan —SH gruplart serbest radikal etkisi ile okside olmakta ve
indirgenmis formunda azalma tespit edilemektedir. Okside haldeki tiyol gruplarinin tekrar
indirgenmis hale gelmesi ve oksidatif hasarda kullanilmas: i¢in GSH gereklidir. GSH
oksidatif stresten etkilenen tiyol gruplarini etkisiz hale getirirken yetersiz kalmaktadir
[121,122].
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Protokolii

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

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

Daha 6nce laboratuvarimizda yapilan ¢aligmalarda histolojik olarak yara iyilesmesine bFGF
uygulamasinin 10ng/ml dozajda katkisinin yiiksek oldugu belirlenmesi sebebiyle dozaj
olarak 10ng/ml belirlenmistir. bFGF uygulanan gruplardaki ratlarin yaralarina her giin birer kez

topikal yolla igerisinde bFGF (10 ng/ml) yaklasik olarak ayni saatte uygulandi.

3.3. Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Saglikli ve diyabetik hayvanlardaki yara iyilesmesinin kiyaslanmasi1 amaciyla olusturulan
gruplarda diyabetik hayvanlara 0.1 M sitrat buffer (pH 4.5) tamponuyla ¢6ziilen STZ (ip, 60
mg/kg) uygulandi. Bir hafta sonra kan glikoz seviyeleri glikometre ile 6lgiilerek 300 mg/dl’
nin tlizerinde olanlar diyabetli olarak kabul edildi. Diyabete diren¢li c¢ikan deney

hayvanlarina karsin STZ uygulamas: ikinci bir doz halinde yapilarak diyabetik hale getirildi.

3.4. Yara Modelinin Olusturulmasi

Deney Oncesi enfeksiyon olmamasi i¢in yara olusturulmadan once hayvanlarin dorsal

bolgelerine batikon uygulanarak hazir hale getirildi.



34

Deney hayvanlar1 standart terazide tartilip agirliklarina gore intramiiskiiler olarak ketamin
(Alfamanine 50mg/kg) ve ksilazin (Alfazyne 5mg/kg) enjekte edilerek genel anestezi

saglandi.

Hayvanlarin dorsalinde, omurganin her iki yaninda yaklasik 4 cm uzunlugunda olacak
sekilde dorsolateral eksizyonel kesi yaralar1 yapildi. Daha sonra yara dudaklar siitur ile
adapte edildi. Operasyon sonrasi analjezinin saglanmasi i¢in farmakolojik ajan olan

parasetamol icme suyuna 2 mg/ml olacak sekilde kullanildu.

Resim 3.1. Olusturulan yara modeli

3.5. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Her grupta 6 adet olmak iizere 5 ayr1 deney grubu olusturuldu ve gruplara asagidaki islemler

uygulandi.

Hiperglisemik kontrol grubu

Olusturulan gruplarin degerlerini kiyaslamak {izere sadece STZ ile diyabetik yapilan kontrol

grubu (n=6)
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Hiperglisemik tedavisiz gruplar

STZ ile diyabetik yapildiktan sonra sadece yara yapilan grup (iyilesmenin 3.giinii feda
edildi) (n=6)

STZ ile diyabetik yapildiktan sonra sadece yara yapilan grup (iyilesmenin 7.glinii feda
edildi) (n=6)

Hiperglisemik bEGF uygulanan gruplar

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

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

Uygulamalardan sonra kronobiyolojik siraya uygun bir sekilde 3. ve 7. giinlerinde ratlar
kalplerinden kan alinarak feda edildi. Alinan kan 6rnekleri 3000 devirde 15 dakika santrifiij

edilip serumlar ependof tiiplerine alinarak analiz edilenceye kadar -30°C’de saklanmustir.

3.6. Yontemler

3.6.1. Plazma TBARS tayini

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA’ ’nin tayini, Kurtel yontemi kullanilarak
tiyobarbitiirik asit reaktif madde (TBARS) olusumu metoduyla yapildi [123]. Kullanilan
sollisyonlar %15’lik TCA , %0.02’lik BHT (%95’lik etanol iginde) , %0.375’lik TBA ve
0.25 N HCI’tir. 200 pL plazma tizerine 400 pL TBA-TCA-HCI karigmi (esit miktarlarda)
eklenerek vortekslendi. 5 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra 5 dakika boyunca 10000
rpm’de santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanin tamami cam tiiplere alindi. Stipernatanlarin
iizerine 4 uL BHT eklendikten sonra tiipler 15 dakika boyunca kaynatildi. Cesme suyunda
sogutulduktan sonra ELISA plagina yerlestirilerek 532 nm dalga boyunda okundu.
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3.6.2 Plazma RSH tayini

Antioksidan kapasitenin gostergesi olan plazma total siilfidril gruplarinin (RSH) tayini,
spektrofotometrik yontemle yapildi [123]. Kullanilan soliisyonlar 0,1 M potasyum fosfat
tamponu i¢inde (pH:7) 10 m M DTNB, 100 mM Tris-HCI (pH:8.2), %1 SDS-2 mM EDTA
iceren karigim. 500 pL numuneye 1 mL Tris-SDS-EDTA karisimi eklendi. 5 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildiktan sonra 5 dakika boyunca 10000 rpm’de santrifiij
edildi. Elde edilen silipernatana 40 uL DTNB eklendi. 20 dakika 37°C’de bekletildikten
sonra ELISA okuyucusunda 412 nm dalga boyunda okundu.

3.6.3. Plazma Total NOXx tayini

Plazma nitrit ve nitrat toplam1 olan NOx tayininde modifiye Griess yontemi kullanildi [124].
Standart olarak deiyonize su ile hazirlanmis sodyum nitratin (NaNO3) 0-50 uM diliisyonlar1
kullanildi. 0.3 N NaOH 1.2 gr NaOH iizerine deiyonize su eklenerek 100 ml’ye tamamlandi.
%10’luk ZnSO4 10 gr ZnSO4 iizerine deiyonize su eklenerek 100 m1’ye tamamlandi. VaCl3
0.4 gr VaCl3’e 4.2 ml HCI eklendi ve bu karisim deiyonize suyla 50 ml’ye tamamlandi.
Stilfanolamid 2 gr siilfanolamide 13.6 ml HCI eklendi ve bu karisim deiyonize suyla 100
ml’ye tamamlandi. -NEDD (N-(1-naphtyl) ethylenediamide dihyrochloride) 0.1 gr
NEDD’in iizerine deiyonize su eklenerek 100 ml’ye tamamlandi. 100 uL plazmaya 100 pL
0.3 M NaOH eklenerek oda 1sisinda 5 dakika siireyle inkiibe edildi. Bu karisima 100 pL
%10’luk ZnSO4 eklendi ve vortekslendi. Elde edilen karisim +4 °C’de 14000 rpm’de
santrifiij edildi. Santrifiijden sonra elde edilen siipernatanlarin her birinden 100 pL alinarak
96 cukurlu ELISA plagi tizerine yerlestirildi. Numunelere es hacimde standart
soliisyonlardan da cift tekrar olacak ekilde plaga yerlestirildi. Tim 6rneklere ve standart
soliisyonlara 100 uL VaCl3, ardindan 50 pL sulfanolamid ve 50 uL. NEDD eklendi. Plak
37°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda ELISA okuyucusunda
540 nm dalga boyunda okundu.
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3.7. Istatistiksel Degerlendirme

Biitlin degerler aritmetik ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir. Elde edilen degerler
Anova varyans analizi (one-way anova) ve Tukey c¢oklu karsilastirma testi kullanilarak
degerlendirilmistir (SPSS 16.0 for Windows (SPSS, Inc., Chicago, USA). p<0,05 degeri ise

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Hiperglisemik ratlardan olusan tedavisiz ve tedavili gruplara ait yaralarin morfolojik

goriintiileri ve giinlere bagh degisimleri, alinan kan ornekleri Resim 4.1, 4.2 ve 4.3’te

verilmistir.

Resim 4.1. Hiperglisemik 3 giinliik tedavisiz ve bFGF 3 giin tedavili yaralarin morfolojik
goruntisu

Y
= Yl

Resim 4.2. Hiperglisemik 7 giinliik tedavisiz ve bFGF 7 giin tedavili yaralarin morfolojik
goruntisi
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Resim 4.3. Kan orneklerinin alinmasi

Hiperglisemik ratlarda kontrol grubu, tedavili ve tedavisiz gruplar oksidatif parametreler

olan TBARS, RSH ve NOx seviyelerine ait bulgular Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Hiperglisemik ratlarda serum TBARS, RSH ve NOx diizeyleri

123,79 £ 7,76°¢

Gruplar TBARS (nmol/mL) RSH (nmol/mL) NOx (umol/L)
Kontrol (n=6) 3,12+0,56 135,43 + 28,28 180,24 +9,95
3Gln 3,4+0,07 183,21 +3,4 121,92 + 14,21*
Tedavisiz  (n=6)
(n=12)
7 gln
(n=6) 5,03 £1,15 ** 152,88 +14,38" 92,68 +6,42*
3Gln 4,35+0,12 128,65 + 6,06 173,87 £+ 6,02*
Tedavili (n=6)
(n=12)
7 gln
(n=6) 8,84 +1,15 **b 151,22 + 23,95*

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

a: p<0,05: 3 giinliikk tedavisiz grup ile 7 glinliik tedavisiz grup karsilastirildiginda
b: p<0,05: 3 giinliik tedavili grup ile 7 giinliik tedavili grup karsilastirildiginda
c: p<0,05: 7 giinliik tedavisiz grup ile 7 gilinliik tedavili grup karsilastirildiginda
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4.1. Hiperglisemik Ratlarda Serum TBARS Diizeyleri

7 giinliik tedavisiz ve tedavili gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda anlamli olarak

artis gozlemlenmistir(p<0,05)(Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1).

bFGF uygulamasi yapilmis hiperglisemik ratlarda serum TBARS seviyeleri 7.glinde 3.giine
oranla istatistiksel olarak artmistir (p<0,05) (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1).

bFGF’in lipit peroksidasyonundaki etkisi hiperglisemik ratlarda TBARS diizeyinde
gbézlenmemistir. Bunun nedeni diyabete bagli olarak artan oksidatif stres gosterilebilir.
Aragtirmamizda diyabetin olumsuz etkisi ile bFGF uygulamasi doz olarak hiperglisemik
ratlardaki serum lipit peroksidasyonunu ortadan kaldiramamistir. Yapilan c¢aligmalarda
diyabetle serbest radikal arasinda giiclii bir bag kurulmasi1 nedeniyle serbest radikale karsi
bFGF uygulamasinin daha uygun dozda yapilmas1 gerektigi sdylenebilir. Wei ve ark (2009)
arastirmalarinda FGF ailesinin oksidatif strese bagli durumlarda antioksidan ozelligi
gosterdigini  vurgulamistir [65]. Deneyimizde tedavili 7 gilinlik gruptaki TBARS

seviyelerinin yiiksek olmas1 serumda antioksidan etki gosteremedigini sOyleyebiliriz.

12

10

* b
’
*’a
6 T
4
2 _:- .
O .

Kontrol Tedavisiz3 Tedavisiz7 Tedavili3 Tedavili 7

TBARRS Diizeyi ( nmol/mL)

* p<0,05 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda

a p<0,05 3 giinliik tedavisiz grup karsilastirildiginda
b p<0,05 3 giinliik tedavili grup karsilastirildiginda
¢ p<0,05 7 giinliik tedavisiz grup karsilastirildiginda

Sekil 4.1 Hiperglisemik ratlarda serum TBARS (nmol/mL) diizeyleri
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4.2. Hiperglisemik Ratlarda Serum RSH Diizeyleri

bFGF uygulamasi yapilmis ratlarin 7.giinii ile tedavisiz grubun 7.giinii serum RSH diizeyleri
karsilastirildiginda anlamli bir azalma tespit edilmistir(p<0,05)(Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2).

bFGF uygulamasi yapilmis ratlarda RSH diizeyleri 3.giin ile 7.giin ile kiyaslandiginda
azalmistir.(p<0,05) (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2).

Tedavili diyabet gruplarin tedavisiz diyabet gruplarma gére RSH diizeylerindeki azalma
plazma proteinlerinin 6zellikle serum albumin yapisindaki serbest siilfidril gruplar
nedeniyle bFGF’ye karst hassas olabilecegi yoniindedir. bFGF’nin molekiiler yapisi

diyabetle artan oksidatif strese pozitif etki yapamamustir.

200

180
—~ 160 T T8
_ b,c
E 140
>~ 120
E 100
C 80
T 60
wn
o 40

20

0

Kontrol Tedavisiz3 Tedavisiz7  Tedavili 3 Tedavili 7

* p<0,05 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda

a p<0,05 3 giinliik tedavisiz grup karsilastirildiginda
b p<0,05 3 giinliik tedavili grup karsilagtirildiginda
¢ p<0,05 7 giinliik tedavisiz grup karsilastirildiginda

Sekil 4.2. Hiperglisemik ratlarda serum RSH (nmol/mL) diizeyleri
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4.3. Hiperglisemik Ratlarda Serum NOx Diizeyleri

Tim  gruplar  kontrolle  kiyaslandiginda  istatistiksel — olarak  fark  tespit
edilmistir(p<0,05)(Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3).

Hiperglisemik bFGF uygulanan ratlarda yara iyilesmesinin 3. giinii ile tedavisiz grubun ayni
giiniindeki NOx diizeyleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artig tespit
edilmistir (p<0,05) (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.3).

bFGF uygulanan hiperglisemik ratlarda nitrik oksit konsantrasyonunun artmasi yara
iyilesmesinin inflamasyon fazinda artmis l6kosit aktivasyonu ile 16kositlerin damar disina
cikisini engelleyici etkisi ile agiklanabilir. Bunun da yara iyilesmesi siirecinde endotelyal
fonksiyonlarin diizenlenmesine yardimci olabilecegi sdylenebilir. Uyguladigimiz bFGF

tedavisi ile nitrik oksit diizeyleri artmistir.

200
180 I *

160 |
140 * \

{
*

100
[
80
60

40
0

Kontrol Tedavisiz3 Tedavisiz7 Tedavili 3 Tedavili 7

N O (ol

* p<0,05 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda

a p<0,05 3 giinliik tedavisiz grup karsilastirildiginda
b p<0,05 3 giinliik tedavili grup karsilagtirildiginda
¢ p<0,05 7 giinliik tedavisiz grup karsilastirildiginda

Sekil 4.3. Hiperglisemik ratlarda NOx (umol/L) Diizeyleri serum diizeyleri
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5. SONUC VE ONERILER

Dokuda olusan hasarin, kaybin veya doku devamliligindaki bozulmanin onarilmasi
organizmanin en 6nemli islevlerinden birisidir. Bu onarma islemin amaci hasarli organin
fonksiyonunun ve doku biitiinliigliniin saglanmasidir [1]. Hasarli dokunun iyilesmesi

diizenli, siral1 hiicresel ve biyokimyasal olaylar zinciri ile saglanir [2,3].

Yara iyilesmesi doku restorasyonunu amaclayan, evrimsel olarak korunan karmasik bir
stirectir. Yara iyilesmesi siireci birbirinden ayr1 ancak i¢ ice gegmis inflamasyon, hiicresel
proliferasyon ve olgunlasma ve yeniden sekillenme (remodelling) asamalarini kapsar [4,5].
Her bir basamak; endojen ve eksojen faktor tarafindan kontrol edilen bir dizi olaymn
biitiinlesmesi ile gergeklesir. Bu siire¢ biiylime faktorleri, sitokinler ve kemokinler tarafindan
diizenlenmektedir [6]. Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-I), trombosit kokenli biiyiime
faktorii (PDGF), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), endotelyal biiylime faktorii
(EGF), transforme edici biiyiime faktorii-p (TGF-p), fibroblast biiyiime faktorii (FGF) yara
iyilesmesinde 6nemli rol oynayan biiyiime faktorlerindendir [7]. Doku geriliminin az oldugu
yara iyilesmesi kisa siirede gergeklesirken, radyoterapi ve kemoterapi uygulamalarinda,
genetik ve immunolojik bozukluklarda, diyabetes mellitus’ta, steroid kullanimi sirasinda

gecikmektedir [8-10].

Diabetes mellitus (DM), genetik, cevresel faktorler ve yasam tarzi degisikliklerinin
etkilesimi nedeniyle insiilin salgilanmasi, insiilin etkisi veya her ikisinde meydana gelen
fonksiyonel eksikliklerden kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize bir metabolik hastaliktir
[11]. Diyabette inflamasyon, anjiyogenezis ve kollajen sentezi bozulur. Yara bolgesindeki
kan dolanim1 diyabetin anjiyopati ve noropatik etkilerinden negatif yonde etkilenir. Diyabet
ve komplikasyonlarinin oksidatif stres ve inflamatuar yanitta bir artisa sebep oldugu
bilinmektedir. Gecikmis yara iyilesmesi hiperglisemi ile uyarilan bir enflamatuar yanit ile
iligkilidir ve kan glikoz seviyelerinin, oksidatif stres ve inflamatuvar yanitin segici
modiilasyonu yara iyilesmesindeki etkisi diyetlerine antioksidan takviyesi ile olumlu
olabilecegini diislindiirmektedir. Diyabetik yara; yapilan hayvan deneylerine gore yara
iyilesme siirecinde bir bozukluk ile karakterize edilir, 6zellikle inflamatuar ve proliferatif

fazlar, patolojik anjiyojenez ve yara iyilesmesi gerilme mukavemetinde onemli bir diisiis
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gozlenmistir. Diyabet, lenfositlerin apoptosisini artirir ve ROT iiretimi artar, ayrica

apoptozun sinyal yolagini da uyarir [16,17].

Biiylime faktorleri hiicrelerin biiylimelerini, farklilasmasini ve proliferasyonunu uyaran
polipeptit yapili molekiillerdir [18,19]. Kimyasal ileti molekiillerinden biri olup hedef
hiicrelerin yiizeylerinde bulunan reseptorlere baglandiktan sonra protein kinazlari aktive
ederler. Aktiflesen protein kinazlar ile hiicre i¢i sinyal yolu baslar. Biiyiime faktorleri
hiicreleri farkli yollarla ve cesitli sekillerde etkileyebilmektedir. Bu faktorler hiicre

cogalmasini, farklilasmasini, migrasyonu artiric ya da azaltict yonde etkileyebilirler [20].

Son yillarda yapilan c¢aligmalar FGF’nin 28 iiyeden olusan biiyiik bir aile oldugunu
gostermistir. Zebra baliklarindan fare ve insana kadar uzanan bir¢ok hayvan tiirtinde bulunan
bFGF giiclii heparin afinitesine sahip 140 zincirlik aminoasit dizisi ile yara iyilesmesi
tizerinde etkilidir [21, 22]. Memeliler filogeniye ve sekans homolojisine dayanan alti ayr1 alt
familya halinde gruplandirilmis 18 FGF tipini igerirler (FGF1,FGF10,FGF16,FGF23).
FGF’ler benzer bir i¢ ¢ekirdegi paylasir ve hem heparin hem de fibroblast biiylime faktorii
reseptorleri icin karakteristik olarak yiiksek baglanma afinitesine sahiptirler [23]. FGFler
keratinositler, fibroblastlar, endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri, kondrositler, mast
hiicreleri vasitasiyla iiretilir [3]. In vivo ve in vitro olarak mitogenezde, hiicresel gocte,
farklilagsma ve anjiogenezde biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Endotelyal hiicreler FGF’yi
hem sentezleme hem de yanit verebilme 6zelligine sahiptir [24]. bFGF siklikla klinik olarak
kullanmildigr; kikirdagin, deri, kornea, kulak zarinda ve tiikiiriik bezlerinde yara iyilesmesinde

rol oynadig1 vurgulanmistir [25].

bFGF’nin cilt iilserlerini tedavi etmek i¢in kullanildig1 belirten bircok c¢alisma vardir. Bu
caligmalar yara iyilesmesindeki uyarici etkisine ve skar olusumu iizerindeki stimiile edici

ozelligine dikkat ¢cekmektedir [125].

Serbest radikaller, oksidatif reaksiyonlar neticesinde lipid, protein, niikleik asit gibi
bilesikleri etkilemekte ve gesitli biyolojik soruna neden olmaktadir [126]. Oksidatif denge
serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi arasindaki denge olarak
nitelendirilmektedir. Bu denge sayesinde organizma  serbest radikallerden

etkilenmemektedir. Radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir
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diisme gozlemlendiginde denge bozulur. Meydana gelen oksidatif stresle antioksidanlarin

etkisi azalabilmekte ve bu durum doku hasari ile sonuglanmaktadir [106].

bFGF’in oksidatif stresi dnemli dl¢iide azalttig1 ve meydana gelen bu hasarin bastirilmasinda

onemli rol oynadig1 sdylenebilir.

Bu c¢alismada hiperglisemik ratlarda olusturulan dorsalateral kesi yaralarina topikal
uygulanan bFGF’nin serum oksidatif parametreleri iizerine zamana bagl etkilerini

aragtirmak amaclanmistir.

Lipit peroksidasyonunun son {iriinii olan malondialdehitin belirlenmesi i¢in, TBARS

seviyesi Ol¢limii yapilmaktadir.

Cetin ve ark (2004) yaptig1 bir calismada bFGF’ nin yara iyilegsmesinde inflamatuar fazda
etkili olan solunumsal patlama ile ortaya c¢ikan serbest radikaller iizerine siipiiriicii etki

gosterdigine dikkat cekmislerdir [73].

Calismamizda; hiperglisemik ratlarda 7 giinliik tedavisiz ve tedavili gruplar ile kontrol grubu
karsilagtirildiginda anlamli olarak artis gozlemlenmistir(p<0,05). bFGF uygulamasi
yapilmis hiperglisemik ratlarda serum TBARS seviyeleri 7.glinde 3.giine oranla istatistiksel
olarak artmistir (p<0,05). Bunun nedeni diyabete bagli olarak artan oksidatif stres
gosterilebilir. Diyabetik komplikasyonlar ile lipit peroksidasyonu arasindaki iliskiyi ortaya
koyan bir¢ok ¢alisma vardir. Yapilan galismalarda, antioksidan uygulamalarin plazma
antioksidan diizeylerini kayda deger derecede artirdig1 belirtilmistir [127]. Arastirmamizda
diyabetin olumsuz etkisi ile bFGF uygulamasi doz olarak hiperglisemik ratlardaki serum
lipit peroksidasyonunu ortadan kaldiramamustir. Yapilan calismalarda diyabetle serbest
radikal arasinda giliclii bir bag kurulmasi nedeniyle serbest radikale karst bFGF

uygulamasinin daha uygun dozda yapilmasi gerektigi sOylenebilir.

Wei ve ark (2009) arastirmalarinda FGF ailesinin oksidatif strese bagli durumlarda

antioksidan 6zelligi gosterdigini vurgulamistir [73].

Viicutta serbest radikal hasarina kars1 bir¢cok asamada koruyucu gorev yapan antioksidan

sistemler vardir. Antioksidanlar serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stresten olumsuz
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etkilenir. Serbest radikallerin etkisini 6nlemek i¢in kullanilan antioksidanlar 6zellikle tiyol

gruplari etkilesimler nedeniyle plazma ve doku diizeyini koruyamamaktadir [121].

Tiim plazma -SH gruplar proteinler ile iligkilidir. Artan oksidatif stresle beraber plazma ve
membranlarda bulanan —SH gruplari serbest radikal etkisi ile okside olmakta ve indirgenmis
formunda azalma tespit edilemektedir. Okside haldeki tiyol gruplarinin tekrar indirgenmis
hale gelmesi ve oksidatif hasarda kullanilmas1 i¢in GSH gereklidir. GSH oksidatif stresten
etkilenen tiyol gruplarini etkisiz hale getirirken yetersiz kalmaktadir [121,122].

Yapilan ¢aligmalarda genellikle diyabetli kisilerde RSH diizeylerinin normal bireylere gore
anlamli sekilde diisiik oldugu gosterilmistir [127]. Calismamizda hiperglisemik ratlarin
antioksidan kapasitenin gostergesi olan plazma total siilfidril gruplarinin (RSH) diizeyleri
bFGF uygulamasi yapilmis ratlarin 7.giinii ile tedavisiz grubun 7.giinii serum RSH diizeyleri
karsilagtirildiginda anlamli bir azalma tespit edilmistir(p<0,05). bFGF uygulamasi yapilmis
ratlarda RSH diizeyleri 3.giin ile 7.giin ile kiyaslandiginda azalmistir.(p<0,05). Tedavili
diyabet gruplarin tedavisiz diyabet gruplarina gére RSH diizeylerindeki azalma plazma
proteinlerinin 6zellikle serum albumin yapisindaki serbest siilfidril gruplari nedeniyle
bFGF’ye kars1 hassas olabilecegi yoniindedir. bFGF’nin molekiiler yapisi diyabetle artan

oksidatif strese pozitif etki yapamamuistir.

NO endotel kaynakli vazodilatdr bir ajan olup kan basincinin diisiiriilmesinde etkin rol oynar
[128]. Yara iyilesmesi siirecindeki 6nemli molekiillerden biridir. Fizyolojik dozlarda
koruyucu etkisi varken yiiksek seviyelerde sitotoksik etki gdsterebilmektedir [128]. NO,
kanda hemoglobinin Hem grubu ile etkileserek hizli bir sekilde nitrit ve nitrata metabolize
olur. NO ayrica, hem ve demir igeren diger molekiiller ile (6rnegin DNA) ve proteinlerin

tiyol (- SH) gruplari ile de reaksiyona girer [114].

Hiperglisemik bFGF uygulanan ratlarda yara iyilesmesinin 3. giinii ile tedavisiz grubun ayni1
giiniindeki NOx diizeyleri ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit
edilmistir (p<0,05). Hiperglisemik ratlarda yara iyilesmesinin inflamasyon fazinda artmis
16kosit aktivasyonu ile 16kositlerin damar disina ¢ikisini engelleyici etkisinden dolayr NO
iiretimi artig1 olmustur. Diyabette goriilen endotel fonsiyonlarin bozukluklarindan tartismali

olmakla birlikte endoteldeki nitrit oksit liretiminin azalmasi sorumlu tutulmaktadir [7]. Fakat
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diyabette NO’ nun artmig oldugunu gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir [127].
Uyguladigimiz bFGF tedavisi ile nitrik oksit diizeyleri artmistir. Kontrol grubu ile diger tim
gruplar kiyaslandiginda anlamli bir azalma gozlemlenmistir(p<0,05). Topikal bFGF
uygulamas1 NOx diizeylerini azaltmis nitrit oksit sentaz enzimi baskilanmistir. Bu bilgi
1s181inda diyabetli ratlarda bFGF uygulamas: sistemik anlamda yara iyilesmesine katki

saglamigtir.

Tim bu bilgiler degerlendirildiginde ¢alismamiz hiperglisemik ratlarda olusturulan
dorsolateral kesi yaralarina uygulanan bFGF’ nin serum diizeyleri oksidatif olaylar {izerine
diizenleyici etkisi oldugu gosterilmistir. Bu etkinin giinlere, yara iyilesmesinin evrelerine ve
uygulanan doza bagl olarak degisebilecegi gdsterilmistir. Sonraki ¢aligmalarda diyabetik
yara iyilesmesi lizerine olumlu etkileri olan bFGF ’nin farkli dozlari ve farkli tedavi siireleri

kullanilarak oksidatif olaylar lizerindeki etkisi ayrintili olarak arastirilabilir.
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