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OZET

Diyabetlilerdeki geciken yara iyilesmesinin 6nemli nedenlerinden biri bilyiime
faktorlerinin yeterince iiretilememesi veya yikimindaki artistir. Onemli biiyiime
faktorlerinden biri olan vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)’niin,
damar olusumunu uyararak yara iyilesmesinde rol oynadigr goriilmiistiir.
Calismamizda, VEGF’nin diyabetik ratlara topikal olarak uygulanmasinin yara
dokusu oksidatif olaylar iizerine etkilerinin zamana bagh olarak incelenmesi

amaclanmstir.

Calismada 200-250 g agirh@inda 36 adet Wistar-Albino diyabetik disi rat
kullanildi. Ratlar, streptozotosin ile diyabetik hale getirildi. Dorsolateral
eksizyonel yara yapilan diyabetik ratlar, tedavisiz grup (n=12), Kkitosan
uygulanan grup (n=12) ve kitosan+VEGF uygulanan grup (n=12) olmak iizere
rastgele 3 gruba ayrildi. VEGF uygulanan gruplardaki ratlarin yaralarina her
giin birer kez topikal yolla kitosan jel icerisinde VEGF-A (7 ng/ml) uygulandi.
Kitosan grubunda ise aynm1 miktarda bos kitosan jel uygulandi. Uygulamalardan
sonra iyilesmenin 3 ve 7. giinlerinde ratlar feda edildi. Cikarillan yara
dokularinda NOx, TBARS, GSH, AA diizeyleri ve SOD aktivitesi
spektrofotometrik yontemle ol¢iildii. Sonuc¢lar aritmetik ortalama + standart

sapma olarak ifade edildi ve Anova varyans analizi ile karsilastirildi (p<0,05).



Topikal VEGF’nin, ozellikle iyilesmenin erken evrelerinde yara dokusu NOx
diizeyini azalttigl, TBARS diizeyini ise her iki giinde de arttirdig: goriillmiistiir.
Ayrica, GSH ve AA seviyelerini arttirarak yara dokusu antioksidan
kapasitesinin artmasmma da katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Bu bilgiler
151¢inda, VEGF uygulama dozunun yara dokusundaki oksidatif olaylar iizerine

etkisinin giinlere bagh degistigi soylenebilir.
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ABSTRACT

Growth factors’ not to be produced enough and catabolism’s increase are main
factors of the late wound healing in diabetics. Vascular endothelial growth
factor (VEGF) plays role in the wound healing by inducing vessel development.
In this study we aim to investigate the topical VEGF administration on

oxidative status of wound tissue in diabetic rats.

In our study 36 female Wistar albino rats (weight: 200-250g) were used. Rats
get diabetic with streptozotocin. Dorsolateral excisional wounds were made on
rats and they were randomly divided into 3 groups: Untreated group (n=12),
Chitosan treated group (n=12), Chitosan+ VEGF treated group (n=12). In
VEGF groups, wounds were treated topically with single daily dose VEGF-A
(7ng/ml). In chitosan treated groups, wounds treated topically with equal
amount blank chitosan gel. After these administrations, on the 3™ and 7" days
of wound healing, animals were sacrificed. NOx, TBARS, AA, GSH levels and
SOD activity were measured spectrophotometrically in wound tissues. Results
were expressed as mean + standard deviation. Mean differences were compared

by Anova variance analysis (P<0, 05).



vii

Topical VEGF especially decreased NOx level in early level. It increased
TBARS levels in both days. Also it increases GSH and AA levels contributed to
increase of wound tissue antioxidant capacity. In the light of this information
VEGF administration may have altering effects on oxidative events depending

on days in wound healing process.
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1. GIRIS

Viicudun herhangi bir yerindeki dokunun travma, ameliyat veya baska nedenlerle
devamliliginin bozulmasima yara denir [1]. Yara iyilesmesi, yaralanmis dokunun
anatomik ve fonksiyonel 6zeliklerini, normal stirekliligine geri kazandirmak {izere,
yaralanma anindan itibaren baslayarak i¢ ice gecmis evrelerden olusan bir onarim
stirecidir [2,3]. Olgun dokularda yara iyilesmesi, inflamasyon siirecinin baglangici
(hemostaz, inflamasyon), proliferasyonun yenilenen hiicrelerde siirekliligi ve kalici
yaranin sekilenmesi (remodeling, maturasyon) gibi genel olarak 3 asamadan olusur
[4-8]. S6z konusu evreler temel olmasina ragmen, kimi zaman bu asamalarin bazi

kisimlar1 atlanabilir. Bu da kronik ya da kalic1 yara izlerine sebep olabilir [7].

Yaranin olusumunu takip eden birka¢ dakika igerisindeki siireye hemostaz denir [7].
Inflamasyon safhasi, yaranin olusmasini takiben, 1- 6 giin kadar devam eden bir
stirectir [9,10]. Bu siireg, nétrofillerin makrofajlarin ve lenfositlerin yaraya gog
etmesiyle baslar. Inflamasyon siireci sonuna kadar makrofajlar yara bdlgesinde
kalirlar. Makrofajlar uzun zamandan beri yara iyilesim siirecinin anahtar hiicresi
olarak diisiiniilmektedirler [7,11]. Proliferasyon safhasi, graniilasyon sathasi olarak
da adlandirilir. Yapilan hayvan ¢alismalar1 sonucunda, bu evrenin yaklasik olarak 3-
4 hafta arasi stirdiigii gortilmistiir [12-14]. Yara boslugunda meydana gelen kirmizi
graniiler dokunun varliginda bu safha fark edilebilir [15]. Bu evre reepitelizasyonun
baslangicidir. Bu asamada yaradan tiim yabanci cisimler ¢ikarildiktan sonra kilcal
damarlar ve extraseliiler matriks (ECM) yapimina baslanir [7]. Anjiyogenez yani
yeni damar olusumu proliferatif evrenin en 6nemli agamasidir [8]. Sitokinleri model
alarak hiicrelerin ¢ogalmasi ve salgilanmasi bu asamada olur [7]. Yara iyilesmesinin
son asamas1 olarak da adlandirilan remodeling, yeniden bi¢cimlendirme asamasidir
[7]. Bu evre yaranin olusumundan 2-3 hafta sonra baslar ve 12 hafta kadar stirer [15].
ECM hiicrelerinin olusumu ve tip III kollajenlerinin yerine tip I kollajenlerinin

gecmesi bu sathada meydana gelir [7].

Diyabetlilerde birgok agidan zayif bir yara iyilesmesi goriiliir. Diisiik bagisiklik

fonksiyonlari, anormal sekilde iyilesmeyi de beraberinde getirir. Ayrica yavas



kollajen sentezi ve birikimi, diisiik anjiyogenez; yaranin daha diisiik gerilim

kuvvetine ve yaranin daha ¢ok ag¢ilmasina zemin hazirlar [7].

Diyabet, kronik metabolik bir bozukluk olmasinin yani sira artmis bir oksidatif stres
durumudur. Diyabette asir1 serbest radikal iiretimi lipidler, proteinler ve niikleik
asitlerle etkileserek membran biitliinliigiiniin kaybina, genetik mutasyonlara ve
proteinlerde yapisal veya islevsel degisikliklere neden olmaktadir. Bu zararh
radikallerin etkisiyle basa cikabilmek icin organizma bazi enzimatik ve non
enzimatik antioksidan savunma sistemlerine sahiptir. Bunun yani sira, diyabette
ekzojen antioksidanlar verilerek de serbest radikallerin zararli etkileri dnlenmeye
calisilabilir. Oksidatif stres serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki dengenin
serbest radikaller yoniine bozulmasidir. Bunun da diyabetin makro ve mikrovaskiiler

komplikasyonlarina neden oldugu pek ¢ok arastirici tarafindan vurgulanmaktadir
[16,17].

Yara iyilesmesi, biiyiilk Olclide proanjiyogenik faktdr olan vaskiiler endotelyal
biiylime faktori-A (VEGF-A) tarafindan kontrol edilir. VEGF 40-45 kDa
homodimerik glikoprotein yapida, kan damarlarimin gecirgenligini diizenleyen bir
faktordiir [8,18]. Yapilan caligmalar gosteriyor ki, vaskiiler endotelyal hiicreleri,
invivo anjiyogenezleri meydana getirir [19,20]. VEGF yiiksek affiniteli iki tirozin
kinaz reseptortinii birbirine baglayarak etkisini vaskiiler endotelyal hiicreler iizerinde
ortaya c¢ikarir. Bu hiicreler VEGFR-1 ve VEGFR-2 olarak belirtilir. Bu reseptorler
vasitasiyla sinyal yollayarak proliferasyonu, migrasyonu ve endotelyal hiicrelerin
ihtiya¢ duydugu yeni kan damarlarin1 diizenler [21]. Keratonositler VEGF nin ana
kaynagidir fakat, dermal fibroblastlar ve makrofajlar yaraya yanit olarak iiretilir
[22,23]. VEGF sentezi yapmayan endotel hiicreleri tizerlerinde VEGF i¢in reseptor
tasirlar. inflamatuvar sitokinler, hipoksi, nitrik oksit, reaktif oksijen radikalleri ve
hormonlar VEGF salinimina etkili faktorlerdir [24].

Diyabetik deri iilserlerinde spontan yara iyilesmesi ¢ok zordur. Ciinkii diyabetik deri
tilserlerinde endojen biiyiime faktorii aktivitesi diistiktiir. Rekombinant insan VEGF ve

bFGF hiicre proliferasyonu ve yara iyilesmesini hizlandirmada uyarict faktor olarak



bilinir. Losi ve arkadaglar1 (2013), genetik olarak diyabetik hale getirilmis farelerde,
doku temelli nanopartikiillere VEGF ve bFGF yiikleyerek yara iyilesmesinin
uyarilmasini saglamay1 amaglamislardir. Yaptiklar1 calisma sonucunda VEGF ve bFGF
yiiklii nanopartikiil grubunda yiiklii olmayan kontrol grubuna gore 15 giin icinde 6nemli
derecede yara dokusunda ilerlemeler kaydedilmis, ancak her iki grupta da
reepitelizasyon, graniilasyon dokusu, kollajen birikimi meydana geldigi gozlemlenmistir
[25]. Elg¢in ve arkadaslari (2001) ratlar {izerinde yaptiklart g¢alismada in vivo
anjiyogenezi incelediler. VEGF nin sistemik yonetiminin ters etkilerini engellemek i¢in
yavag salinim modeli gelistirdiler. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, yavas salinimlt VEGF
kullanomi VEGF olmayan grupla karsilagtirlldiginda belirli derecede anjiyogenez
artisinin oldugunu goézlemlediler [26]. Zhang ve arkadaglar1 (2008), ratlar ilizerinde
yaptiklar1 calismada nakledilen derinin canliligini korumasinda VEGF’nin etkisini
aragtirmiglar. Ratlar tizerinde biri kas digeri periosteum olmak tizere iki farkli model
olusturdular. Kas modelinde topikal, sistemik ve intrafacial olmak tizere VEGF
uygulanmistir. Calisma sonucunda kas modelinde intrafacial ve sistemik kas gruplarinda
topikal ve VEGF ekli olmayan kontrol grubuna gore nakledilen derinin canliliinda
VEGF nin etkisi 6nemli 6l¢iide yiiksek ¢ikmigtir. Diger modelde ise, 5. giin sonucunda
VEGF’nin derinin canlilifinda etkisi intraperiostonal uygulunan grupta diger gruplara
gore yliksek c¢ikmistir. VEGF’li pargalardan alinan alanlarin histolojik ¢aligmast,
intraperiostonal ve intrafacial tedavinin anjiyogenezi tetikledigini gostermistir. Bu
bilgiler 1s18inda VEGF’nin muskular ve periostonal alanlara uygululanmasnin derinin
hayatta kalma olasiligini arttirdigi anlagilmistir [27]. Bitto ve arkadaslar1 (2008) yaptigi
caligmada Simvastatin VEGF iiretimini ve deneysel diyabetle bozulmus yara tizerindeki
etkisini incelemiglerdir. Deneyin sonucunda diyabetik farelerde bozulmus yara iyilesme
siireci Simvastatin ile dlizenlenmistir. Benzer sekilde diyabetik olmayan farelerde de
yara iyilesmesi hizina olumlu etkisi varken, anti-VEGF antikoru (10mg/fare) ile pasif
bagisiklama Simvastatinin diyabetik farelerdeki iyilesme iizerine olumlu etkilerini
ortadan kaldirmistir [28]. Bu ¢aligma sonucunda goriildiigii gibi VEGF {iretimi artirilarak
yara iyilesmesi hizlanmis, anti-VEGF verildiginde ise yara iyilesmesi azalmistir.
Infanger ve arkadaslar1 (2005), rat modelleri iizerinde VEGF nin damar yapilandirma
stirecindeki etkisini aragtirmiglar. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda; intraluminal VEGF nin

tedavide uygulanmasi vaskiiler mikrocerrahide faydali oldugunu gézlemlemislerdir [29].



Bozulmus yara iyilesmesi diyabetik hastalarin karakteristik bir 6zelligidir. Kirchner ve
arkadaslar1 (2003) genetik olarak diyabetik fare modelinde yara kapatma oranlarinda
VEGF’nin etkisini aragtirmiglar; genetik olarak diyabetik hale getirilmis farelere,
yaralanma sonras1 0 ve 4. giinler arasinda topikal olarak VEGF-165 uygulanmis, daha
sonra yara alan1 0, 5, 10, 15 ve 21. giinlerde 6l¢iilmiistiir. Bulgular topikal VEGF nin
genetik diyabetik farelerde yara kapama oranin1 Onemli Olglide arttirdigini
gostermektedir [30].

Tim bu bilgiler 1518iInda ¢alismamizda, diyabetik hale getirilmis ratlarin deri
dokusunda olusturulmus dorsolateral kesi yaralarmma topikal olarak uygulanan
VEGF’nin, oksidatif olaylar {iizerindeki zamana bagl etkilerini arastirmak

amagclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yara ve Yara iyilesmesi

2.1.1. Yara

Yara, cilt ve mukozay1 olusturan yapilarin farkli nedenlerle biitiinliigliniin gegici ya
da tamamen bozulmasidir [31,32]. Yara iyilesmesi ise yaralanmis dokunun anatomik
ve islevsel oOzelliklerini yeniden olusturmak amaci ile farkli hiicre gruplarinin bir
araya gelerek birlikte yiiriittiikleri fonksiyonlardan olusan bir onarim siirecidir

[33,34].

Deri ve doku biitiinliigiiniin bozulmasi, kanama, sekil bozuklugu, organda vazife
bozuklugu ve agri belirtilerine gore yaralarin teshisi yapilir, yerleri belli olur. Yaralar
agirlik derecesine gore, basit ylizeysel yaralar, hafif yaralar ve agir yaralar olarak tice
ayrilir. D1 goriintiisiine gore s1yrik, bere, ezik, yirtilma, yarilma, kesikler, delinme,
yanik, haglanma ve nekroz diye isimlendirilir. Yaralanma ve yaralar adli tibbin da en
genis konularindandir [35]. Bigak, kursun, ve benzeri delici aletlerin olusturduklari
yaralara “laserasyon” denir. Darbeyi yapan aletin 06zelligine gore yara viicut
dokularinin derinligine iner; bazen keskin kenarli basit kesik halinde, bazen kenarlar
par¢alanmis, nekrotik dokular gelismis ve doku harabiyeti olusmus karmasik bir
yaralanma seklinde meydana cikar. Kunt darbe ve gii¢lii ezilmelerin olusturdugu
yaralara “yumusak doku travmalar1” denir. Genis veya dar bir alanda cilt, cilt alt1,
adale dokusunun ezildigi, nekroze oldugu ve biiylik doku kayiplart gelistigi izlenir.
Cerrahi girisim esnasinda yapilan, planli ve doku tabakalarina saygili kesilere
“insizyon” denir. Doku kayb1 yoktur ve yara kolayca tabakalar halinde

karsilagtirilarak dikilip eski haline getirilebilir [36].

Yaralar, akut ve kronik olmak {iizere 2’ye ayrilabilir. Akut yaralar, anatomik ve
fonksiyonel biitlinliigli saglamak iizere, onarim siirecinin diizenli ve zamaninda
gelistigi yaralardir. Aksine onarimin diizenli ve zamaninda olmadigi, dolayisiyla

arzulanan anatomik ve fonksiyonel sonuglara ulagilamayan yaralar da kronik
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yaralardir [37]. Akut yaralar ¢ok kisa siirede iyilesirken, kronik yaralar 3 aydan daha
uzun siirede bile iyilesmeyen yaralardir. Kronik yaralarin %70°1; bast (dekiibit)
yaralar, venoz tlserler, diyabetik yaralardir [38]. Kronik yaralardan alinan
biyopsilerde ve yara salgi 6rneklerinde doku protez ve kollajenaz miktarinin arttig
gozlenmistir. Bliylime faktorlerinin azalmasi ise iyilesme siirecinde proliferasyon ve
kemotaksisi geciktirmektedir. Kronik yaralarin etiyolojisinde siklikla ileri yas,
iskemi, bakteri kontaminasyonu, ©6dem, malniitrisyon, bagisiklik sisteminde

baskilanma vardir [39].

2.1.2. Yaracinsleri

Yaralarin olus mekanizmalarina gore siniflandirilmasi [40];

A) Mekanik etki ile olusanlar:
1. Kiint travmatik yaralar
2. Kesici alet yaralari
3. Kesici-Delici (kesici-batici) alet yaralari
4. Delici (batici) alet yaralari
5. Kesici-Ezici alet yaralari

6. Atesli silah yaralar

B) Fiziksel etki ile olusanlar:
1. Termal yaralar
2. Donma kaynakl1 yaralar
3. Elektrik ¢arpmasi yaralari

4. Isinlarin olusturdugu yaralar

C) Kimyasal madde yaralart:
1. Asit ve baz yaralari

2. Diger kimyasal madde kaynakli yaralar



D) Biyolojik kokenli yaralar:
1. Yilan, akrep, bocek vb. sokmalarina bagli yaralar
2. Hayvan 1siriklarina bagl yaralar

2.1.3. Yara iyilesmesi tipleri

Ug tip yara iyilesmesi vardir;

Primer lyilesme:

Belirgin bakteriyel kontaminasyon ve doku kaybimin olmadigi durumlarda yara
kenarlarinin direkt yaklastirilarak kapanmasi sonucu meydana gelen iyilesmedir.
Yara kapamasi suturasyon, stapler, strip tape gibi materyaller ile yapilir. Bu iyilesme
tipinin ge¢ primer kapanan formda vardir. Burada hasara ugramis doku; yabanci
cisim, bakteriyel kontaminasyona bagli enfeksiyondan korunmak i¢in bir siire
kapatilir. Yara, bu donemde steril sartlarda glinde 2 kez nemli izotonik pansumanla
kapatilmalidir. Peroksit ve iyot bilesikleri kullanilmaktan kaginilmalidir. Ciinkii canli
dokuda en az bakteri kadar hasar yaparlar. A¢ik birakilan yarada anjiyogenez ile
doku kanlanmasi ve oksijenizasyonu artar. Olay yerine gelen 16kositler, bakterileri
kendilerine ¢ekerler ve tahrip ederek uzaklastirirlar. Daha sonra yara dudaklar

yaklagtirilarak kapatilir.

Sekonder Iyilesme:

Yara alaninda graniilasyon dokusunun gelismesi, yara alanin1 doldurmasi beklenerek,
spontan rejenerasyon ve reepitelizasyonun gelismesi ile meydana gelen iyilesmedir.

Cerrahin katkis1 yara bakimu ile sinirlidir.

Sekonder ivilesme ile primer ivilesme arasindaki farklar:

Sekonder iyilesmede ¢ok fazla debris, eksuda ve fibrin doku vardir. Sonugta iltihabi



reaksiyon daha yogundur. Bunlarin ortadan kaldirilmasi daha uzun siirer, dolayisiyla
inflamatuvar evre siiresi uzamistir. Sekonder iyilesmede daha fazla graniilasyon
dokusu meydana gelir. Sekonder iyilesmede daha fazla kontraksiyon olur ve belki de
bu primeri sekonder iyilesmeden agik¢a farklandiran en iyi niteliktir. Bu duruma
ozellikle eklem tizerindeki defektlerde dikkat edilmelidir.

Tersivyer iyilesme (Gecikmis primer ivyilesme):

Sekonder iyilesmeye birakilan yaranin sartlar uygun hale geldiginde suture edilerek
kapatilmasidir. Bu tip iyilesme sonunda primer kapanmada ulasilan gerilme

kuvvetine esit degerler elde edilir [39].

2.1.4. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler

Lokal faktorler

1.iskemi

2. Gerilim

3. Olii bosluklar

4. Yabanci cisimler ve kontaminasyon
5. Cevre 18181

6. Hematom

7. Lokal travma

8. Doku tipi

9. Kronik doku faktorleri

10. Radyasyon



11. Sigara

12. Mekanik stres

Genel (Sistemik) faktorler

Sistemik faktorlerin immiin fonksiyonlar ve kollajen sentezi tizerinde endojen etkileri
bulunur. Ayrica lokal faktorler {izerinde de etkileri bulunur ve yara iyilesmesini
geciktirir.

1. Biiylime faktorleri

2. Anemi/ Kan kaybi

3. Beslenme

4. Yas

5. Anestezi sekli

6. Obezite

7. Sarilik

8. Maling hastaliklar

9. Genetik ve immiinolojik sorunlar

10. Eser element eksiklikleri

11. Sitotoksik ilaglar

12. Diyabet; yara iyilesmesinin erken inflamasyon agamasinda bozukluk olmaktadir.
Insiilin eksikligine bagli inflamatuvar cevapta meydana gelen bozukluklar sonucu
gerlim kuvvetinde ve kollajen birikimindeki azalma insiilin tedavisi veya A vitamini

ile diizenlenebilir [37, 41-43].
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2.1.5. Yara iyilesme fazlari

Yara iyilesmesi, travma ile baslatilan sirali hiicresel ve biyokimyalsal olaylarin yeni

doku tesekkiilii ile sonuglanmasidir [37].

Yara iyilesmesi klasik olarak birbiri i¢ine ge¢mis 3 fazda incelenebilir [44]:
1. Hemostaz-koagiilasyon ve inflamasyon
2.Proliferasyon

3.Maturasyon ve remodeling

Cizelge 2.1. Yara iyilesmesinin fazlari [44].

P1ht1 Olusumu | Sitokin Kollajen Sentezi Capraz  Baglarin
Hemostaz Aktivasyonu Olusumu
HUCRESEL YANIT
Fibroblastlar
Lenfositler
Makrofajlar
Notrofiller
VASKULER YANIT
Vazokonstriiksivon
v
\ \ Vazodilatasyon
FAZLAR
Inflamatuvar

Proliferasyon

Remodeling

Yaralanma 3. Giin 7. Giin 3 Hafta 1 Yil




11

Koagiilasyon

Yaralanma damar ve lenfatiklerden kanamaya yol acar. Ortaya ¢ikan
katekolaminlerin  etkisiyle vazokonstrilkksiyon olusur. Kanama alanindaki
trombositler hemostatik tika¢ olusturur ve pihtilagsma sistemini aktive eder, diger
inflamatuvar hiicrelerin aktive olmasini ve onarimda rol almasii saglar. Mast
hiicrelerinde agiga cikan seratonin, histamin gibi vazoaktif hiicreler hiicre gdcilinii

baslatir, intravaskiiler hiicreler yara alanina gegerler [44].

1- Inflamasyon fazi: Travma veya yabanci cisimlerle doku harabiyetine karst
bagisiklik yanit1 ile meydana gelen bir cevaptir. Inflamasyon, harap olmus dokunun
yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiiniin tamir ve yeniden kurulmasi i¢in esastir [45]. Bu
donem 10kositlerin yara igine migrasyonu ile karakterizedir. 24 saat iginde
polimorfoniikleer 16kositler yarada hakim olurlar. Bunlar yara bolgesindeki doku
artiklarin1 sindirirler. Daha sonra makrofaj hakimiyeti baslar. Makrofajlarin yara
bolgesinde bulunmasi iyilesme olay1 i¢in esastir. Makrofajlardaki artis baslangicta
ortamdaki hiicre artiklarinin fagositozuna yoneliktir. Sonrasinda makrofajlar,
fibroblastik proliferasyonu uyaran bazi mitojen maddelerde salgilamaktadirlar [37].

Inflamatuar faz iyilesmenin esas fazidir. Vaskiiler permeabilitenin artis1 dolasimdaki
hiicrelerin  kemotaksisi, sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin lokal salinimu,
migratuvar hiicrelerin aktivasyonu ile karakterizedir. Hemostaz inflamasyondan bir
adim Once olusur. Damar yaralanmasi subendotelyal kollajen ile trombositlerin
temasina ve intrensek koagiilasyon kaskadini baglatacak olan trombosit
agregasyonuna sebep olur. Kollajen ve trombositlerin temasi trombin, fibronektin ve
fragmanlariin varhiginda sitokinler ve trombositlerin alfa graniillerinden Trombosit
kaynakli biiytime faktorii. (PDGF) Transforme edici biiytime faktorii beta (TGF-p),
trombosit aktive edici faktor (PAF), fibronektin ve seratonin gibi biiyiime
faktorlerinin salinmasina sebep olur. Fibrin stabilizan faktor (F-XIII) eksikliginde
goriildiigii gibi yetersiz pithti yapimin yara iyilesmesinin bozuldugu gdzlenmistir.
Hemostaz basamaginin dolagimdaki hiicreler i¢in kemotaktik bir olay oldugu

bilinmektedir ve pihtilasma bozuklugunda olusan bozulmus yara iyilesmesinin bu



kemotaksisin ve hiicre

distiniilmektedir [44].

adezyonlarinin

12

olumsuz etkilenmesiyle oldugu

Cizelge 2.2. Yara iyilesmesi ile ilgili hemostatik ve trombosit kokenli faktorler [44].

HEMOSTATIK FAKTORLERIN ETKIiLERI

Fibrin, plazma fibronektini

Koagiilasyon, kemoatraksiyon, adezyon,
hiicre migrasyonu

F X111 (fibrin stabilizan factor)

Kemoatraksiyon ve adezyon

Dolagimdaki biiytime faktorleri

Kemoatraksiyonun regiilasyonu, mitogenez,
fibroplazi

Komplemanlar

Antimikrobiyal etki, kemoatraksiyon

TROMBOSIT KOKENLi FAKTORLER

Sitokinler, biiyiime faktorleri

Kemoatraksiyonun regiilasyonu, mitogenez,
fibroplazi

Fibronektin

Trombosit agregasyonu igin erken matriks
baglanmasi

Trombosit-aktive edici faktor (PAF)

Trombosit agregasyonu

Tromboksan A2

Vazokontraksiyon, trombosit agregasyonu,
kemotaksis

Trombosit FIV

Fibroblastlar ve monositler i¢in kemotaksis
heparinin nétralizasyonu, kollejenaz
inhibisyonu

b

Seratonin

Vaskiiler permabilitenin artisi, notrofillerin
kemotaksisi

Adenozin diniikleotit

Hiicre poliferasyonun stimiilasyonu,
migrasyon, trombosit agregasyonunun
arttitilmast
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Kemotaksis

Notrofiller yaraya goceden ilk hiicrelerdir. Inflamasyon sonucu olusan vaskiiler
permeabilite artis1 prostoglandinler ve diger kemotaktik bilesiklerin serbestlesmesine
sebep olur. Bu komplemanlar, interlokin-1 (IL-1), tiimor nekroz edici faktor alfa
(TNF-a), TGF-B, trombosit faktor-4 ve bakteriyel iriinlerdir. Bunlarin
serbestlesmesiyle notrofil  migrasyonunun  stimiilasyonu olusur.  Selektinler
(endotelyal hiicre yilizeyindeki resoptorler) ndtrofillerin endotelyuma yapismasina
yardim ederler. Nétrofillerin yiizeyindeki integrin reseptorleri ekstraseliiler matrikse
yapigsmalarini  kolaylastirir.  Bu  iki  reseptoriin - fonksiyonlar1  hiicrelerin
migrasyonunda anahtar rol oynar. Hiicrelerin kemotaktik sinyallere yaniti1 hiicre
yiizey reseptorleriyle de diizenlenir. Bdylece stimulus ve cevap arasinda spesifik bir
iliski olusur. Ornegin; PDGF, fibroblastlar ve diiz kas hiicreleri i¢in giiclii bir
kemotaktik molekiildiir. Buna karsin endotelyal hiicreler, epitelyal hiicreler ve

16kositler PDGF’ye yanitsizdir [44].

Hiicre aktivasyonu

Yara bolgesine hiicrelerin kemotaksisi fonksiyonel aktivasyonu izler. Hiicresel
aktivasyon lokal mediyatorlerle indiiklenen fenotipik degisikliklerdir. Aktivasyon
hiicre ylizey antijenlerinin fonksiyonlar1 ile arttirilabilir. Sitokinlerin {iretilip

salinmasi, sitotoksisitenin arttirilmasi da hiicre aktivasyonunu arttirir [44].

Biitiin hiicreler iyi bir yara iyilesmesi igin aktivasyon progesine basariyla
katilmalidirlar. Notrofiller, makrofajlar ve lenfositler inflamasyonda gorev alan

dominant hiicrelerdir (Sekil 2.1.) [44].

Ozellikle, makrofaj ve lenfositler kritik ©Oneme sahiptir. Eger bakteriyel
kontaminasyon yok ise notrofiller esansiyel bir rol oynamaz. Ciinkii nétrofillerin esas
gorevi fagositoz ve antimikrobiyal defanstir. Makrofajlarin aktivasyonu yara

iyilesmesinde temel mekanizmalardan biridir (Cizelge 2.3) [44].
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Plateletler Notrofiller  Makrofajlar  Lenfositler  Fibroblastlar Kilcallar
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Sekil 2.1. Hiicrelerin yara iyilegsmesinin fazlar1 sirasinda yara alanindaki dagilimlari

[46].

Makrofaj aktivasyonunun ilk ve en giiclii stimulusu trombositlerden salinan
faktorlerce olusturulur. Fetal iyillesmede minimal inflamasyon ve daha az skar
gelisimi s6z konusudur. Bunun sebebi olarak fetal trombositlerden eriskine kiyasla
daha az sitokin serbestlesmesi bunun sonucunda daha az makrofaj aktivasyonu ve

daha az inflamasyon olusumu gdosterilmektedir [44].

Yarada makrofajlarin aktivasyonu nitrik oksit sentezi ile de sonu¢lanmaktadir. Nitrik
oksitin yara iyilesmesinde basta antimikrobiyal etki olmak iizere bir ¢ok fonksiyonu
oldugu gosterilmistir. Invivo ve in vitro bircok ¢alismada nitrik oksitin iiretiminin
engellenmesiyle yara iyilesme siirecinin aksadiglr gézlenmistir. Aktive makrofajlar,
lenfositler gibi diger hiicrelerin de aktivasyonuna Onciiliik teskil ederek lenfositlerde
interferon (IFN) ve interlokin (IL)’ler gibi bir takim lenfokinlerin salinimindan
sorumludurlar. Tlging olarak lenfositlerden salinan IFN gama da TNF-a ve IL gibi
sitokinlerin salimimini arttirmak suretiyle makrofaj ve monosit aktivasyonunu

tetiklerler [44].
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Cizelge 2.3. Makrofajlarin yara iyilesmesindeki rolii [44].

Fagositoz, antimikrobiyal < MAKROFAJ g Anjiyoenez
fonksiyon

Yara Hiicre
debridmani toplanmasi
v ve
Matriks aktivasyonu
sentezinin v
regiilasyon
Biiyiime faktorleri
Sitokinler
v v
Oksijen radikalleri Fagositoz Biiytime faktorleri
Nitrik oksit Enzimler Sitokinler
(Kollajenaz, Fibronektin
elastaz)
v

Biiylime faktorleri
Sitokinler
Enzimler

Prostoglandinler

Yara iyilesme siirecinde hiicrelerin aktivasyonu hiicre populasyonlarinda bir takim
fenotipik degisikliklere sebep olur. Fibroblastlar ve epidermal hiicreler bu fenotipik
degisikliklere iy1 birer ornektirler. Yara kaynakli fibroblastlarin fonksiyonu artmis
kollajen sentezi ve kontraksiyon giicii ile karakterizedir. Proliferasyonlar ise diger
normal dermal fibroblastlara gore azalmistir. Bu sebepten yara fibroblastlar1 olarak
nitelendirilirler. Fibroblastlardaki bu degisikligi de makrofaj kokenli sitokinler
tetikler. Azalmis inflamatuvar yanitla iyilesme arasindaki iliski klinik ve deneysel
olarak diyabet ve steroid kullanim1 modellerinde olduk¢a iyi gosterilmistir. Diyabette
inflamatuvar hiicrelerin aktivasyonunun azalmasi kemotaksisin bozulmasiyla
sonuclanmakta. Bu da bakteri oldiiriilmesindeki azalma ile enfeksiyona daha fazla

egilim olusturmaktadir. Steroit kullanimiyla azalan inflamasyon, hiicre migrasyonu,
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proliferasyon ve anjiyogenezin bozulmasiyla sonuclanmaktadir. Bu da yara

iyilesmesini olumsuz yonde etkilemektedir [44].

2- Proliferasyon-fibroplazi fazi: Fibroblastlar ve endotelyal hiicreler bu faz sirasinda
prolifere olan temel hiicrelerdir. Fibroblastlar yaraya ¢evre dokulardan go¢ ederler.
Endotelyal hiicreler ise intakt veniillerden prolifere olarak yaradaki yeni kapiller
olusumu ve anjiyogenezi baglatirlar. Bu iki hiicre tipinin proliferasyondan da yine
trombosit ve aktive makrofajlardan saliman biiylime faktorleri ve sitokinler
sorumludur. Cevre dokulardaki fibroblastlarin fonksiyonel hale gegebilmesi i¢in
aktivasyonuna gereksinimleri vardir. Biiyiime faktorlerinden bazilart 6rnegin; PDGF

ve EGF fibroblastlarin kemotaksisini tetiklerler [44].

Epitelyal hiicreler proliferasyona yaralanmadan birkag¢ giin sonra yara dudaklarinda
ya da yaradaki zarar gormemis epitel adalarinda baslarlar. Klinik olarak defektif
epidermal yaradaki saglikli epitelyal adalara mesh greft uygulamak reepitelizasyonu
ve yara kapanmasini hizlandirmistir. Proliferasyon fazinin baglamasi ve slirmesinden
cok sonlanmasinda ki mekanizmalar ilgi ¢ekmektedir; in vitro kosullarda siirekliligi
olan hiicre aktivasyonu ve fenotipik degisiklikler tam anlagilmayan olas1 feedback
mekanizmasiyla invivo kosullarda sonlandirilmaktadir. Yara iyilesme siirecindeki
fonksiyonunu tamamlamais hiicrelerin sonu net degildir. Notrofiller apoptoza ugrarlar,

yara metabolizmasi sirasinda olusan arginaz makrofajlarin yikimina neden olur [44].

Anjiyogenez

Yeni damar olusumu onarim dokusunun gelismesinde onemlidir ve inflamatuvar
donemde baslar [44]. Mevcut veniillerin anjiyogenetik uyariya maruz kalmasi ile, bu
damarlardaki endotelyal hiicreler vaskiiler bazal membrani pargalayict enzimler
sekrete eder. Bu olaydan 24 saat sonra endotel hiicreleri anjiyogenik uyari
dogrultusunda go¢ ederler. Bunlar boliintlip farklilasarak tiibiiler bir liimen olusturur
ve boylece vaskiiler agin dallart meydana gelir. Yeni meydana gelen bu damarlarin
bir boliimii sonradan geriler ve kaybolur. Doku travmasinda en erken olaylardan biri

vaskiiler yaralanmanin bulundugu yerde aktif platelletlerden TGF-3 ve PDGF agiga
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¢ikmasidir. PDGF, anjiyogenik bir madde olup vaskiiler diiz kas gelisimini uyarir.
Ortamda  hiicrenin  davranis1  ekstraseliiler —matriksin ~ kompozisyonundan
etkilenmektedir. Bundaki degisiklikler seliiler organizasyonda da Onemli
degisikliklere sebep olur. Yara iyilesmesi esnasinda matriks kompozisyonunda
dramatik degisiklikler oldugundan, bu kavram; anjiyogenez olayina yeni bir goriis
getirmistir. Baslangigta matriksi olusturan fibrin, normal tek tabaka endotel
dizilisinde bir organizasyon bozukluguna sebep olur. Matriks yapisinda bu asamada
bulunan hiyaliironik asit 5-10 giin arasinda yerini kondroitin siilfata ve dermatan
sulfata birakir. Erken yara ekstraseliiler matriksinin, major komponenti olan
fibronektin yiiksek molekiil agirlikli bir glikoproteindir. Fibronektin, hiicreler,
kollajen ve heparin i¢in baglanma yerleri ihtiva ederler. Heparinin anjiyogeneze

etkisi [45];

Endotelyal hiicre hareketini uyarir
Anjiyogenik faktoriin aktivitesini artirir

Potent anjiyogenik faktore baglanir

OB T I

Heparin baglayan biliylime faktorii, heparin ve heparan siilfat parcalayan
enzimlerle serbestlestirilir

& Heparin baglayan biiyiime faktoriiniin asidik formunun aktivitesini arttirir

& Heparin baglayan biliylime faktoriiniin insan epitelyal hiicrelerindeki reseptorlerini
aktive eder

& Heparin antogonistleri anjiyogenezisi bloke eder

Travmatize olan endotel hiicreleri ve makrofajlar tarafindan sentezlenir. Matriks ana
maddelerinden kollajenin birikimi ¢apraz yara gerim kuvvetinin saglanmasinda
Oonemi 1yi bilinmekle birlikte, hiicre hareketi ve hiicre farklilasmasindaki 6nemi pek
dikkat ¢ekmemistir. Aslinda, kollajen sentez ve yikimi, entotelyal bazal membran
kompozisyonunu ve seliiler matriks baglantilarin1 degistirerek anjiyogenezi kontrol
eder. Diger bir deyimle, anjiyogenez vaskiiler ekstraseliiler matriks birikimini ve

modulasyonu ile kontrol edilir [45].
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Yara bolgesi, normal kosullarda hipoksik olup diisiikk oksijen basinci, anjiyogenez
icin bir uyaridir. Neovaskiilarizasyon ilerledik¢e yara bolgesi hipoksisi ortadan

kalkar, bu da anjiyogenik uyariy1 azaltir ve ortadan kaldirir [45].

Anjiyogenez yaraya komsu dermada mevcut damarlarin tomurcuklanmasiyla olur.
Anjiyogenezi uyaran biiyiime faktorleri, FGF-1,2, VEGF, EGF, TGF-a, B1, B2 ve 3,
PDGF’dir. Bu biiyiime faktorleri proteaz ve proteaz aktivatorlerini saglayarak
endotel hiicrelerinin proliferasyonunu ve vaskiiler gegirgenligini arttirirlar. Cogu
anjiyogenik biiyiime faktorleri heparin tarafindan giiclendirilir. Iyilesme icin yeterli
neovaskiilarizasyon esastir. Yetersiz anjiyogenez ise koOtli yara iyilesmesi ile
sonuclanir. Matriks olusu sonucunda iyilesen yara i¢inde kan damarlarinin sayisi

apoptoz nedeniyle azalir [44].

Fibroblast proliferasyonu

Travmayi takiben aktif trombosit ve makrofajlarin salgiladiklart medyatorlerin etkisi
ile ¢gevre dokudan fibroblastlarin yara bdlgesine gelmesi ve proliferasyonu saglanir.
Aktif fibroblastlar beta-interferon sekrete eder. Bu medyator, bir otokrin inhibitordiir.
Fibroblastlar her 18-20 saatte bir boliiniir. Plazma, fibroblastlar i¢in mitojen ve

geligsme faktorleri ihtiva eder. Plazma fibroblast mitojen ve gelisme faktorleri;

Mitojen faktorler,

« Platelet kaynakli bliylime faktorii (PDGF)
« Fibroblast biiyiime faktorii (FGF)

& Kalsiyum fosfat
Gelisme faktorleri,

& Somatomedin (C/IGF-1)
& Epidermal gelisme faktorii (EGF)
& Diger plazma faktorleri [45].
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Kollajen yapt ve fonksiyonu

Bilinen 19 farkli kollajen vardir. Kollajen molekiilii basit yapisal {initesi saga donen
tcli heliksal polipeptit zincirlerden olusmustur [44]. Kollajen biyosentezi farkl
kromozomlardaki genlerin koordine transkripsiyonuna ve ekstraseliiler olarak
posttranslasyonal ~modifikasyonlara gereksinim gosterir  (Sekil 2.2.). Bu
modifikasyonlar, prolin ve lizin hidroksilasyonu, hidroksilizinin glikozilasyonu,
proalfa kollajen zincirlerinin triple heliks igine girmesi ve fibril seklinde
agregasyonudur [45]. Kollajen molekiiliinlin her bir zincirinde aminoasitler birbirini
izleyen glisin XY par¢asinin tekrariyla olusmustur. X yerine siklikla prolin ve Y
yerine hidroksiprolin gecer. Sekresyonundan Onceki basamakta prokollajen hale

gelir. Bu hale gelene kadar cesitli basamaklardan gecer.

Pro-x-zincir sentezi

\ ~

Lizin ve prolin
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Sekil 2.2. Kollajen biyosentezi [45].
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Bu basamaklarin hepsine posttranssisyonel modifikasyon denir. Ehler-Danlos
sendromlar1 grubu posttranssisyonel modifikasyondaki defektleriyle yara iyilesmesi
siirecindeki olumsuz gelismelere 1iyi bir Ornektir. Diger yandan spesifik
posttranssisyonel enzim veya lizil oksidaz enzim inhibisyonu da hiper trofik skar ve
kelloidler gibi fibrotik hastaliklarin tedavisinde bir segenek olusturmaktadir. lyilesme
sirasinda kollajen maturasyonu erken olmaktadir ve inflamasyon sirasinda oldukga
aktiftir. Yaradaki kollajenazin kaynagi fibroblastlar ve keratonositlerle beraber
inflamatuvar ve endotelyal hiicrelerdir. Kollajenler genellikle ekstraseliiler olarak

spesifik kollajenazlar tarafindan sindirilirler [44].

Genetik olarak farkli kollajenleri, farkli enzimler pargalayabilir. Kollajenin baslangi¢
transkripsiyonundan, sonugta fibril tesekkiiliine kadar biitiin biyosentez basamaklari
kollajen sentezini kontrol eder [44]. Kollejenaz aktivitesi sitokinler tarafindan
oldukgca sik1 kontrol altinda tutulur [45]. Ozellikle askorbik asit hem prolil ve lizil
hidroksilazlar i¢in mecburi kofaktdrdiir, hem de kollajen biyosentezini uyarir ve
prokollajen mRNA’larin diizeyini arttirir. Aymi sekilde TGF-f, IGF ve IL-1 kollajen
sentezini arttirir. TNF-a, interferon-y ve steroidler kollajen gen transkripsiyonunu
inhibe eder. Kollajenin sentez ve birikimi yaninda skarin yapisal ve fonksiyonel
olarak uygun sekli almasinda rol oynayan Onemli bir faktor de spesifik
kollajenazlardir. Cerrahi insizyondan sonra kollajen sentez ve birikimine ragmen
skar kollajen miktarinin sabit olmasi, ayn1 anda siiratli bir kollajen yikiminin
bulundugunu goéstermektedir. Insan doku kollajenazlar1 dermisin iist tabakalarinda
bulunur. Acik yaralarda ise yer degistiren epitelyum hiicrelerinde ve graniilasyon
dokusu icinde yer alir. En az kovalent baglanmalarda mekanik gerilim kuvvetlerinin
etkisi géz Oniine alindiginda; gerim kuvveti dogrultusunda bulunan kollajenin

kollajenaz aktivitesine daha dayanikli oldugu sdylenebilir [45].
Matriks metabolizmasi
Fibroblast i¢inde kollajen, kollajen6z ve nonkollajenaz retikiilin, elastin gibi

intrastoplazmik filamentler halinde sentezlenerek interseliiler bolgeye sekrete edilen

diger maddeleri hiyalunorik asit, kondrioitin, heparan dermatan ve keratan sulfatan
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meydana gelen mukopolisakkaritler, protein polisakkaritler ve glikoproteinlerdir
[45]. Yara matriks kompozisyonunda degisiklik hemostazdaki makrofaj kokenli
fibrin ve fibronektinin organize olmasi yara bolgesindeki hiicrelerin aktivasyonunu
destekleyen trombospondin-1 isimli proteindir ki, yara c¢evresindeki hiicresel
iyilesmeyi daima destekler. Glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve sisteinden
zengin sekrete edilmis asidik proteinler (SPARC), matriks depolanmasi ve
remodelingi saglamak amaciyla sentezlenirler (Cizelge 2.4.). Bunu takiben kollajen

predominant skar proteini haline gelir [44].

Saglam dermis %80-90 kollajen-1, %10-20 kollajen-3’ten olusur. Ganiilasyon
dokusunda tip 3 kollajen %30 civarindadir. Matur skarda ise tip 3 kollajen oram
%10’un altindadir. Kollajen tip-6’nin varligi da gosterilmistir. Kollajen tip-3’iin
erken gorliinlimii fibronektin goriinimiiyle birlikte olmaktadir, denatiire kollajen
fibronektin ile sarilmaktadir. Buna ragmen kollajen tip-3’lin erken depolanmasinin
rolii yaranin giicline anlamli katki saglamamaktadir. Kesintisiz kollajen sentezi
yaralanmada 4-5 hafta sonra artmaktadir, ¢iinkii fibroblastlar temel kollajen

sentezleyen hiicrelerdir [44].

Iyilesme esnasinda kollajen sentezinin &nemli derecede artmasi yalnizca hiicre
sayisinin artmasiyla ortaya ¢itkmamakta aynit zamanda her hiicre tarafindan kollajen
sentezinin arttirilmasiyla olusturulmaktadir. Matriksin yapist zamanla degisir.
Normal dermiste kolajen liflerinin yerlesimi file benzeri iken, skar dokusunda bu
yerlesim cilde paralel olmaktadir. Bu ince kollajen lifleri yaralanmadan sonra anlaml
olarak yaralanma hatt1 boyunca kalinlagirlar. Bu degisiklik skar gerlim kuvvetinin
artmasina neden olur biyokimyalsal olarak graniilasyon dokusundan saglanan
kollajen yaralanmigs deriden saglanan kollajenden farkliliklar gdstermektedir.
Remodeling fazi boyunca ne kadar mature olsalar da iyilesmis skar dokusunda ki
kollajen lifleri hi¢bir zaman saglam dermisteki gibi organize olamazlar. Yaranin
giicli (yara ayrilma kuvveti) bir hafta sonra saglam derinin %3’iine, li¢ hafta sonra %

20’sine, Ui¢ ay sonra da % 80’ine ¢ikmaktadir [44].
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Cizelge 2.4. Ekstraseliiler matriks maddeleri ve 6zellikleri [44].

Madde Molekiiler yapi Gorevi

kollajen Prolin, hidroksiprolin ve Dokulara ve organlara
glisinden zengin ti¢lii heliks | destek gerilme  direncini

seklinde glikolprotein saglamak

Elastin Glikosil mikrofibrilleri Dokularm esneme ve

gerilebilir hidrofobik protein | kasilmasini saglamak

fibronektin Yapiskan glikoprotein Hiicre matriksinde

yapigmayi saglamak

Laminin Yapiskan glikoprotein Hiicreleri kollajen tip IV ve

heparin siilfat ile baglamak

preteoglikan Heterojen  uzun  glukoz | Sitokin par¢alanmasi,
aminoglikan kullanilan artiklarin

depolanmasi, gii¢ emici

Hyluronik asit Siilfatlanmis glikoz Hiicre hareketini, gelisimini

aminoglikan saglamak

Epitelizasyon

Epidermis, derinin sivilar1 gecirgen olmayan, travmaya ve radyasyona direngli
boliimiinii olugturur. Bazal membran zonu, epidermis i¢in yapisal bir destek olup
epirdermisin  dermise hemidesmozomlar araciligi ile yapismasimi  saglar.
Hemidesmozomlardan bazal membrandaki lamina densaya ve lamina lusidaya

molekiiler baglantilar mevcuttur. Lamina densadaki tip-4 Kkollajen, nonkollajenaz



23

proteinler proteoglikanlar ile birlikte bir destek yap1 olusturur. Baslangigta, yaranin
kapanmasinda birbiri ile iligkili iki basamak vardir; ilk dakikalarda meydana gelen
koagiilasyon olay1 gegici bir engel olusturur. Saatler ve giinler i¢inde pihtinin altinda,
dermisin tistlinde rezidiiel epitelin hareketi sonucu reepitelizasyon gelisir. Erken yara
kapanmasinda en onemli olay, hiicre hareketidir. Yirmidort-yetmisiki saatte yara
tabani ince bir tabaka epitelyum ile ortiiliir, dordiincii glinde keratin asitlerle kaplanir.
Biitlin yara tiplerinde, yaralanmaya cevap olarak bazal membran zonu iizerindeki
bazal hiicrelerde hareket baslar. Bu marjinal hiicreler, destek tabaka ve kendi
aralarindaki hemidesmozomal iligkilerini koparirlar. Bu epidermal hiicrelerin
fibronektin ile uyarilan aktif bir fagositoz fonksiyonlar1 vardir. Epitelizasyon
tamamlaninca interseliiler ve bazal membran iliskileri yeniden meydana gelir.
Travmaya cevap veren bolgesel epitelyum hiicreleri, farklilagmasini tamamlamamus,
interseliiler adezyonlar1 az, metabolik aktiviteleri yiliksek ve hareketli hiicrelerdir. Bu

hiicrelerin aktin diizeyi ytiksektir [45].

Hareket, bir veya iki hiicre kalinligindaki tabakanin epitelyal bosluk ortiiliinceye ve
yara ¢evresindeki komsu hiicrelerle temas saglanincaya kadar tiim hareketidir. Bazal
membran zonu intakt ise yara kapanmasi hizhidir. Fakat bazal membran tahrip
olmussa; hareketli reperatif epitelin kendi bazal membranini yeniden sentezlemesi
gerektiginden yara kapanmasi ¢ok yavas olur. Hareketli hiicreler, go¢ ederlerken
membranlarini fibronektin, tip-4 kollajen ve laminin gibi membran komponentleri
salgilayarak meydana getirirler (intakt bazal membranda fibronektin yoktur). Bu
hiicrelerde fibronektin reseptorleri bulundugu gosterilmistir. Kendilerini reperatif
konnektif dokudan hareket esnasinda ayiran, kollajenaz pilazminojen aktivatorleri
sekrete ederler. Hareketli hiicre sekrete ettigi fibronektini gegici bazal membran

olarak kullanir [45].

Yara bolgesindeki epidermal hiicre, kan ve kan iiriinleriyle bazal membran
komponentleri ve dermisin etkisi altindadir. Kanda fibronektin ve vitronektin olmak
tizere iki substrat aktif glikoprotein vardir. Her ikisi de epidermal hiicre hareketinde
destek olarak rol oynar. Her iki molekiiliinde molekiiler yapist ve Ozgiin hiicre

reseptorleri, bu molekiillerin hiicre adezyonunda 6nemli rol oynar. Fibronektin, bir
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bazal membran komponenti olan laminine nazaran hiicre hareketinde daha etkindir.
Yara bolgesinde, epidermal yara iyilesmesinde etkili 9 ayri sitokin belirlenmistir.
Bunlardan IL-1 ve TGF epitelyum hiicreleri tarafindan sekrete edilmektedir.
Epitelizasyon i¢in spesifik uyarmin ne oldugu bilinmemektedir, ancak epitelin
serbest kenarmin yani kontakt inhibisyonunun olmadigl yiizeyinin bulunmasi
hareketi baslatmaktadir. Hareket kuvveti, hiicredeki aktomiyosin sisteminin
kontraksiyonu ile yoOnlendirilmektedir. Aktin ve miyozin sitoplazmik c¢ikintinin
bulundugu tarafa akar ve bazal membrana yapisan bu protriizyon yoniinde hiicre,

stoplazmik kontraksiyonla yer degistirir [45].

Cerrahi biyoloji acisindan yara iyilesmesinde meydana gelen biitiin morfolojik ve
kimyasal olaylarin en énemli sonucu, yara gerim kuvvetinin normal doku diizeyine
gelmesidir. ik birka¢ giin icinde epitelyum hiicreleri, fibroblastlar ve endotel
hiicreleri arasindaki kohezyon kuvveti yara gerim kuvvetine katkida bulunan en
onemli faktordiir. Bu dénemde yara kolaylikla agilabilir. Ugiincii giinden itibaren
kollajen fibrillerin ortaya ¢ikmasiyla yara gerim kuvvetinin kazanilma orani hizlanir.
Yara alanin1 santimetre karesi basina kilogram cinsinden ifade edilen yara gerim
kuvveti (TS), genelde sabit olmasina karsin yaranin acilmaya karsi gosterdigi
dayaniklilik, ayn1 uzunlukta deri yaralarinda viicudun muhtelif bolgelerinde farklidir.
Odemli deride TS, normal derinin TS nin yaris1 kadardir. Postoperatif ilk haftada TS
gittikce artarak ikinci haftada en yiiksek degere erisir. Fasiada ise orijinal TS’in
yarist 50 gilinde, %80’1 postoperatif birinci yilda kazanilir. TS’nin artmasinda en
onemli faktdr, yaranmn igerdigi kollajen miktarindan ziyade kollajenin intra ve

intermolekiiler kovalent baglarinin artmasidir [45].

Yara kontraksiyonu

Yeterli doku mobilitesinin  bulundugu yerlerdeki kontraksiyonu, yaranin
kapanmasinda en etkin mekanizmadir. Doku kayb1 olan yaralarda, yara bolgesinin
blyiikligl, ¢evre dokunun biitiin kalinliginca sentripedal olarak defektin geometrik
merkezine dogru hareket etmesi ile kiigiiltiilmeye c¢alisilir (Sekil 2.3.). Yaranin

meydana gelmesinden 5-7 giin iginde baslayan bu reaksiyon hareketi, doku kaybinin
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az oldugu ve bu eksikligin kritik 6nemi olmadig1 bolgelerde, mobil dokularla ¢evrili
yara alanlarinda yeterli bir mekanizmadir. Aksi halde, daha ¢ok deformite ve

fonksiyon bozukluguna yol acar. Yara konraksiyonu dinamik bir olaydir. Hiicre ve

matriksin karsilikli etkilesimi sonucudur.

1.GUN 10. GUN 300. GUN

Sekil 2.3. Eksizyonel yarada kontraksiyon: Yara kenarlari, yaranin geometrik

merkezine dogru yer degistirerek orijinal yara alani kiigiiltiiliir [45].

Fibroblast hareketi, yara kontraksiyonunun kontraktil kuvvetinin kaynagidir. Bag
dokusu matriksi, bu kuvvetin kontrolunu saglar. Ik 2-8 hafta arasinda kontraksiyon
oran: en fazladir. Kontraksiyonun durmasi; yara kenarlarinin karsilagsmasi ile hareket
eden hiicrelerin kontakt inhibisyonunun meydana gelmesi veya yara kenarlariin
karsilagsmasindan once ¢evre dokulardaki gerim kuvvetinin kontraksiyon kuvvetine

esit olmasi ya da onu agmasi ile gerceklesir. Patolojik yara kontraksiyonunun

onlenmesi [45];

& Tam tabaka deri grefti

& Cerrahi girisimin uygun planlanmasi

& Eksternal fiksator kullanilmasi

Kontraksiyon tamamlandiginda, bir yone dogru mobilitenin diger yonden az
olmasina bagl distorsiyon meydana gelebildigi gibi yara gerilim kuvvetine direncin
artmasina bagl hipertrofik skar da olusabilir. Bu sonuclar iyilesme bolgesinde yap1
ve fonksiyon bozukluguna yol acar. Cerrahi ve kimyasal debridman, uygun

antibiyoterapi enfeksiyona bagli kontraksiyon inhibisyonunu azaltir [45].
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Yara iyilesmesinde sitokinler

Yara iyilesmesi daha dnce de belirtildigi gibi li¢c fazda incelenmektedir (inflamasyon,
fibroplazi, maturasyon). Bu fazlardan her biri biyolojik aktif substratlar olarak
bilinen biiylime faktorlerince regiile edilir. Biiylime faktorleri bliylimeyi diizenleyen
ve hiicre metabolizmasin1 kontrol eden peptitlerdir. Doku tamir siirecinde hormon
benzeri molekiiller olarak fonksiyon goriirler. Bunu hiicre ylizeyindeki spesifik
reseptorler yoluyla saglarlar. Otokrin veya parakrin olarak gorev yaparlar. Yara
bolgesine diger hiicrelerin kemotaksisini de saglarlar. Yara iyilesmesindeki bir¢ok
sitokin gibi TGF-p’nin da inflamasyon fazinda ve matriks olusumunda etkileri
vardir. TGF-B’nin topikal olarak eklenmesiyle yara iyilesmesinin hizlandig
gbzlenmistir. Invitro olarak hiicre transformasyonunu arttirdigi gosterilmistir.
Trombositlerden ve makrofajlardan, ek olarak fibroblastlardan salgilanir.
Fibroblastlardan salinan TGF-B kendi etkisini ve sentezini stimiile edici bir otokrin
olarak da gorev yapar. Bircok hiicre TGf-B’y1 ve bunu inaktive eden proteini de
sentez eder. Otokrin ve parakrin mekanizmalara bagli olarak TGF- kollajen
depolanmasini stimiile eder, fibroblastlarin matriks sentezini arttirir, kollajenazi
inhibe eder, plazminojen inhibitdriinii bloke eder. Boylece fibroblast, monosit ve
makrofajlar i¢in kemotaktik rol oynayarak anjiyogenezi saglar. Bu mekanizmalara
bagli olarak TGF-B yara bolgesindeki fibrozisi destekler. PDGF travmadan sonra
trombosit K graniillerinden salinir. Notrofil, fibroblast ve makrofajlara etki ederek
giicli bir mitojen olarak gorev yapar. Makrofajlar, endotelyal hiicreler ve
fibroblastlar da PDGF sentez ve sekrete edebilirler. PDGF fibroblastlarin
stimiilasyonunu saglayarak ekstraseliiller matriks sentezini arttirir, fibroblastlarin

sekrete ettigi kollajenaz miktar1 da arttirarak remodeling fazinda da gorev yapar.

Anjiyogenez direkt endotelyal hiicre migrasyonu ve biiylimesiyle karakterize yeni
kan damarlar1 olusumudur. Bu silire¢ biiylimede, kanserde, yara iyilesmasinde
gortliir. Anjiyogenez asidik ve bazik fibroblast biiyiime faktorleri tarafindan stimiile
edilir (aFGF-bFGF). Endotelyal hiicreler ve makrofajlar aFGF ve bFGF iiretebilirler.
Her ne kadar bFGF, aFGF’den 10 kat daha potent olsa da ayni reseptor iizerinden

etki ederler. Bu biliylime faktorleri ekstra seliiler matrikste heparin ve
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glikozaminoglikan (GAG) heparin siilfat tarafindan baglanir. Bazal membran bFGF
deposu olarak depo yapar. Kollajenazlar ve diger hidrolitik enzimler tarafindan
travmadan sonra bazal membranin bozulmasiyla bFGF salinir. FGF’lerin diger bir
depolama yeri de endotelyal hiicrelerdeki intraseliiler alanlardir. FGF, hiicrelerin
iskemisi ve yaralanmasiyla kas hiicreleri ve fibroblastlarca da salinabilir. FGF’ler
endotelyal hiicreleri stimiile ederek boliinmelerini ve yeni kapiller olugmasini
saglarlar. Bunlar ayrica endotelyal hiicre ve fibroblastlarin kemotaksisini saglar.
Epitelizasyon direkt olarak epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve keratinosit biiylime
faktorii (KGF) adli iki biiylime faktori tarafindan stimiile edilir. EGF keratinositler
tarafindan salinir ve otokrin olarak gorev yapar. KGF ise fibroblastlardan salinir ve
keratinosit boliinmesini ve gelisimini saglayarak gorev yapar. EGF nin major etkisi
hiicre siklusunun devamini saglamaktadir. Yara bolgesinde, epitelyal hiicrelerde,
endotelyal hiicrelerde ve fibroblastlarda etkileri goriilmektedir. EGF ayrica epitelyal
hiicreler i¢in kemotaktik bir faktordiir. Doku remodelizasyonunda ©6nemli bir
basamak olan fibroblastlarin kollajen sekresyonunu arttirmak gibi bir gorevi de
vardir. Bunlarin disinda birgok biiyiime faktdrii yara iyilesmesinde rol alir. Ornegin;
IGF-1 (instilin like growth factor-1) kollajen sentezini fibroblastlar iizerinden stimiile
eder, PDGF ve bFGF’nin fibroblast proliferasyon etkisine sinerjistik etki gosterir.
Gama interferon da kollajen sentezini inhibe eder. Bir¢ok interlokin de yara
bolgesindeki inflamatuvar hiicre fonksiyonlarini regiile etme yetenegine sahiptir.
Biiytime faktorleri yara bolgesine eklenerek ya da inhibe edilerek yara iyilesmesinin
yonlendirilebilecegi diisiiniilebilir. Rekombinant DNA teknolojisi ile birgok deneysel
iyilesme modeline biiylime faktorlerinin etkisi gosterilmistir. Aragtirmalarda ekzojen
EGF, TGF-B, PDGF ve bFGF’nin yara iyilesmesini arttirict etkileri gosterilmistir.
Normal yaralarda oldugu gibi deneysel diyabet, kronik steroit kullanimi, kemoterapi
alanlarda ve duedonal iilserli hayvan modellerinde bu faktorlerin olumlu etkileri
gosterilmistir. Spesifik yara tipleri ic¢in biliylime faktorlerinin subtiplerinin

bulunmasina yonelik ¢alismalar devam etmektedir [44].

3- Remodeling (yeniden yapilanma): Bu fazda temel olay kollajen depolanmasidir.
Iyilesmenin en 6nemli fazidir. Ciinkii matriks depolanmasmin miktar1 ve kalitesi

olusacak skar dokusunun giiciinii belirler. Kollajenin sentezi, yikimi ve olgunlagmasi
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arasinda bir denge olusur. Lizil oksidaz biiylik molekiiller arasi ¢apraz bag enzimidir.
Bu baglar yaranin gerim giiclinii saglar. Kollajenaz, jeletinaz ve stromelizinler
ekstraseliiler matriks molekiillerini diizenleyebilen matriks metalloproteinazlardir.
Bu proteinazlarin lokal karsinoma invazyonunda da aktif olmalar1 dikkat ¢ekmistir.
Kollajenin yapim ve yikimi arasindaki dengeyi matriks mettalloproteinazlar (MMP)
saglar., MMP’1 ozellikle inhibe eden molekiil matriks mettalloproteinaz doku
inhibitordiir (TIMP). Son arastirmalar yaranin remodeling sirasinda MMP ve TIMP
arasindaki dengeyi incelemektedir. Bircok iyilesme bozuklugu kollajen
depolanmasimin zayiflifiyla iligkilidir. Diyabette matriks depolanmasinin zayifligi
azalmis inflamasyonun bir parcast olup, iyilesmedeki yetersizlikle sonuglanirken
hipertrofik skar veya keloidde oldugu gibi artmis kollajen sentezide birtakim klinik
problemler olusturmaktadir [44].

2.2. Diyabet

Diabetes Mellitus (DM), degisik etiyolojilere bagl ve degisik komplikasyonlara yol
acan, heterojen, bir grup karmasik metobolik bozukluktur. Hiperglisemi yaygin bir
ozelligidir ve bu ylizden seker hastalig1 olarak tanimlamak aligkanlik haline gelmistir
[17]. DM’nin bir¢ok farkli tipi vardir, bu tiplerin olusmasinda genetik zemin,
cevresel faktorler ve hayat tarzi etkilidir. DM etiyolojisine bagl olarak, insiilin
sekresyonunda azalma, plazma glukoz kullaniminda azalma ve glukoz yapiminda

artma gibi faktorler hiperglisemiye katkida bulunur [48].

Diyabet, yara iyilesmesini farkli yollarla etkileyebilir. Bazi faktorler hastanin
noropati ve infeksiyon gelisimine daha egilimli olmalar1 ve infeksiyonlarin zor tedavi
olmasi ile iligkili iken, diyabette doku onariminin bozulmasina neden olan hiicresel,

metabolik ve biyokimyasal faktorler de s6z konusudur [49].
2.2.1. Diabetes Mellitus'un simflandirilmasi
Diyabetin etiyolojisi ve patogenezinin giderek daha iyi anlasilmasiyla, hastaligin

siniflanmas1 giderek yenilenmektedir. Gerg¢i Diabetes Mellitus’un tiim tiplerinde

temel 6zellik hiperglisemi olmakla birlikte, hiperglisemiye neden olan fizyopatolojik
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mekanizma farklidir. DM nin bazi formlarinda mutlak insiilin eksikligi veya bozuk
insiilin salgilanmasina neden olan genetik bir kusur varken, diger bazi tiplerinde
temel Ozellik insiiline kars1 direng olmasidir. Son yillarda DM’yi hiperglisemiye

neden olan patogeneze gore siniflama ¢alismalari vardir (Cizelge 2.6.) [48].

Eskiden yapilan klinik klasfikasyonda hastaliin baslama yas1 degerlendirilmis ve
genclerde goriilene “geng tipi= juvenil tip” eriskinlerde goriilene “eriskin tip =adult
tip” DM adi1 verilmistir. Daha sonra terapotik siiflandirma gelistirlmistir ve insiilin
bagimli = Insiilin Dependent DM (IDDM) ve insiilin bagimsiz = Noninsiilin
Dependent DM (NIDDM), terminolojisi kullanilmistir. Halbuki Tip Il DM’ de de bir
siire sonra insiilin ile tedavi gerekmektedir. Bu nedenle bu tanimlama artik
onaylanmamaktadir. Son yillarda hastaligin etiyopatogenezi ile ilgili bilgiler arttik¢a

DM’de etiyolojik siniflandirmaya gegilmistir [50].

Cizelge 2.5. Diabetes Mellitus’un etiyolojik siniflamasi [51].

1. Tip | Diabetes Mellitus:

A. Immiin nedenli
B. Idyopatik

2. Tip Il Diabetes Mellitus:

A. Periferik insiilin direnci 6n planda
B. Insiilin sekresyonu yetmezligi 6n planda

3. Diger spesifik tipler:
A. B hiicre fonksiyonunda genetik defektler

1- Kromozom 12, HNF-1 a (MODY?3)

2- Kromozom 7, glukokinaz (MODY2)
3- Kromozom 20, HNF-4 a (MODY1)

4- Mitokondrial DNA

5- Digerleri

B. Insiilin fonksiyonunda genetik defektler




Cizelge 2.5. (Devam) Diabetes Mellitus’un etiyolojik siniflamasi [51].

1- Tip A insiilin direnci

2- Lepprechaunism

3- Rabson-Mandenhall sendromu
4- Lipoatrofik diyabet

5- Digerleri

C. Ekzokrin pankreas hastaliklar
1- Pankreatitler
2- Travma/pankreatektomi
3- Neoplazi
4- Kistik fibrozis
5- Hemokromatozis
6- Fibro-kalkiiloz pankreotopati
7- Digerleri

D. Endokrinopatiler
1- Akromegali
2- Cushing Sendromu
3- Glukanoma
4- Feokromasitoma
5- Hipertiroidi
6- Somatostatinoma
7- Digerleri

E. Ilag ve kimyalsal maddeler
1- Vakor
2- pentamidin
3- Nikotinik Asit
4- Glukortikoidler
5- Troid hormonlar1
6- Diazoksit
7- B adrenerjik agonistler
8- Tiazidler
9- Dilantin
10- Digerleri

F. Infeksiyonlar
1- Konjenial kizamikcik
2- Sitomegaloviriis
3-Digerleri

G. Nadir goriilen immiin formlar
1- Stiff-mann sendromu
2- Antiinsiilin reseptor antikorlari
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Cizelge 2.5. (Devam) Diabetes Mellitus’un etiyolojik siniflamasi [51].

3-Digerleri
H. Bazen diyabetle birlikte olabilen genetik sendromlar

1- Down sendromu

2- Klinifelter sendromu

3- Turner sendromu

4- Wolfram sendromu

5- Friedreich ataksisi

6- Funtington Kkoresi

7- Prader —Willisendromu

8- Laurence - Moon- Biedl Sendromu
9- Miyotonik distrofi

10- Porfiri

I. Digerleri

4. Gestasyonel Diabetes Mellitus

1.Tip | Diabetes Mellitus

Pankreasin beta hiicrelerinin hasar1 veya insiilin yapimini1 bozan hastaliklar Tip I
diyabete neden olabilirler. Tip I diyabetli hastalarin bircogunda viral enfeksiyonlar
ya da otoimmiin bozukluklar beta hiicrelerinde hasar olusturabilir, ancak kalitim da
bu hiicrelerin hasara karsi1 yatkinliklarimi = belirler. Bu durumlarda, viral
enfeksiyonveya otoimmiin bozukluk olmaksizin beta hiicrelerinde kalitimsal olarak

dejenerasyona bir yatkinlik mevcuttur [52].

Tip I diyabet siklikla 14 yas civarinda ortaya ¢ikar ve bu nedenle siklikla juvenil
diabetes mellitus adin1 alir. Birkag giin veya hafta icinde aniden baslayabilir ve ii¢
O6nemli bulgu mevcuttur:

1- Kan glikozunun artmasi

2- Enerji ve karaciger kolestrol yapimi i¢in yag kullaniminin artmasi

3- Viicut proteinlerinin azalmasi
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Diyabette kan glikoz diizeyi uzun bir siire kontrol altinda tutulmadiginda, bir¢cok
dokuda kan damarlarmin islevi bozulur ve yapisal degisiklikler ortaya ¢ikar. Bu
degisiklikler dokulara giden kan miktarlarinda yetersizlige yol acabilir. Buna bagh
olarak, kalp krizi, inme ve son dénem bobrek hastaligi, retinopati ve korlik ve
ekstremitelerde istemi ve gangren gelisme riski artar. Kan glikoz diizeyinin kronik

olarak ytiksek kalmasi ayn1 zamanda diger bir¢ok dokuda hasara yol agar [52].

Diyabette doku hasar1 olusturan mekanizmalar kesin olarak anlagilmamistir. Ancak,
olasilikla yiiksek glikoz diizeyinin ¢ok sayida etkileri ile endotel ve vaskiiler diiz kas
hiicreleri ve diger dokularin proteinlerindeki diger metabolik bozukluklar bunda rol
oynamaktadir. Ayrica, diyabetli hastalarda renal hasara sekonder gelisen
hipertansiyon ve lipit metabolizmasindaki bozuklugu sekonder olarak gelisen
ateroskleroz sik goriiliir ve yiiksek glikoza bagl doku hasarini daha da arttirirlar
[52].

2.Tip Il Diabetes Mellitus

Tip Il diyabet, tip | diyabetten daha yaygin olup diabetes mellitus vakalarinin
yaklasik %90’1m1 olusturmaktadirlar [52]. Tip II diyabet karaciger, kas ve adipdz
dokuda duyarlilifin azalmasi ve beta hiicre fonksiyon bozuklugu ile karakterizedir.
Tip II diyabet, genellikle 30 yasindan sonra goriilmekteyse de, her yasta ortaya
cikabilmektedir [50]. Genellikle 50-60 yaslarinda ortaya ciktigindan dolayr bu
sendroma eriskin tipi diyabet ad1 verilir. Son yillarda tip II diyabetli 20 yasindan
daha kiiciik, daha geng kisilerde artis olmustur. Bu egilim eriskinlerde oldugu kadar
cocuklarda da tip II i¢in en 6nemli faktorii olan obezitenin goriilmesindeki artigla
iliskili goziikmektedir [52]. Hastaligin kuvvetli genetik ve ¢evresel bilesenleri
bulunmaktadir ve ayni anda birka¢ anormal gen ya da polimorfizmin varliginin
hastalik olusumu igin gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Pek ¢ok hasta obezdir ve
genetik kontrol altinda olan obezide insiilin direncine neden olabilmektedir. Son
yillardaki tip II DM patogenezi i¢in yapilan caligmalarin yogunlastigi noktalar,
insiilin direnci ve bozulmus insiilin sekresyonunun patogenezdeki rolii, genetik

faktorlerin rolleri, insiilin direncine neden olan dokularin rolleridir.
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Tip II diyebetin ilerlemis evrelerinde pankreasin beta hiicreleri “tiikenir” ve
hiperglisemiyi onlemek icin gereken miktarda insiilin yapamazlar. Bu durum, kisi

karbonhidrattan zengin yemek yedikten sonra 6zellikle belirgindir [52].

Pek cok kosulda tip II diyabet, kalori kisitlamast ve kilo azaltilmasi ile etkin bir

sekilde tedavi edilmektedir ve disaridan insiiline gerek kalmamaktadir [52].

2.2.2. Kronik hiperglisemi

Yapilan gesitli ¢caligmalar sonucunda, uzun siireli hipergliseminin tek basina kronik
komplikasyonlarin nedeni olabilecegi ortaya ¢ikmustir. in vivo ve in vitro ¢aligmalar
hipergliseminin genetik ve cevresel faktorler esliginde biyokimyasal degisiklikleri
baslattigini, olusan metabolik yollar ve yikim son iiriinlerinin organ ve dokularda
fonksiyon kusuru ve hasar olusturdugunu ortaya koymaktadir. Kronik hiperglisemi
ile bir diyabetik hastada; biyokimyasal, fonksiyonel, organlara iliskin degisiklikler

olugmakta ve bunlar klinik yakinmalarla kendini belli etmektedir [51].

Cizelge 2.6. Kronik hiperglisemi sonucunda olusan degisiklikler [51].

A. Biyokimyasal degisiklikler

1- Polyol yolunun isletilmesi

2- Glikasyon/oksidasyon

3- Protein kinaz C aktivasyonu
4- Gen ekspresyonun degismesi

B. Fonksiyonel degisiklikler

1- Sinir iletiminin bozulmasi

2- Glomeriiler filtrasyonun degismesi

3- Kapiller sizma

4- Biiyiime faktorlerinin artmasi

5- Lipoprotein mekanizmasinda degisiklik
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Cizelge 2.6. (Devam) Kronik hiperglisemi sonucunda olusan degisiklikler [51].

C. Organ degisiklikleri

1- Akson yapisinda bozulma
2- Glomeriiler yapida bozulma
3- Matriks degisimi

4- Endotelde degisiklikler

D. Kliniksel yansima

1- Anjiyopati, retinopati, nefropati, néropati
2- Deri degisiklikleri ve enfeksiyona egilim artmasi
3- Aterosklerozis

2.2.3. Diyabet ve yara iyilesmesi

Diyabetlilerde yara iyilesmesinde metabolik defektler ve mekanik bozukluklar
vardir. Diyabetlinin yarasinda hem anjiyopati, hem de hizl1 gelisen aterosklerozise
bagl olarak bilyiik arter okliizyonlar1 goriiliir. Ustelik diyabetik ndropatiye bagh
duyu bozukluklar1 dolayisiyla, yaraya silirekli olarak mekanik bir travma soz
konusudur. Insiilin, yara iyilesmesinin erken fazlarmmda daha &nemlidir. Diyabetik
yaralar1 tedavi ederken noropati ve mikroanjiyopati etkileri degistirilemez. Biiyiik
damar hastali1 diizeltilebilir, duyu bozuklugu olan yerler de mekanik travmalarda
korunabilir. Hipergliseminin, gerekirse siirekli insiilin infizyonuyla yeterli derece
kontrolii, 6zellikle preoperatif devrede cok Onemlidir. Arteriyel oksijen basinci
optimal olmali, lokal perflizyon basincida iyi olmalidir. Yaranin kontaminasyonu
onlenmelidir. Kisaca “diyabetlilerin yaras1 ge¢ iyilesir” sozii ¢cogu kez dogru bir

ctimledir [53].

Hayvan modellerinde diyabetik hayvan grubu cesitli biiyiime faktorlerinin (IGF-I;
IGF-11, KGF gibi) ekspresyonu kontrol hayvan grubu ile karsilastirildiginda azalma
oldugu gozlenmistir [54, 55]. Diger bir hipotez ise diyabette biiyiime faktorlerinin
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yikiminda artis olmasidir. Bu hipotez cesitli matriks metaloproteinaz diizeylerinin
diyabetik hayvan gruplari, kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu
bilgisiyle desteklenmistir [56].

2.3. Bilyiime Faktorleri

Agirliklart 4000-60 000 dalton arasinda degisen, ¢ok az miktarlart bile hiicresel
aktiviteleri etkileyebilen [57], spesifik bir hedef doku ya da hedef hiicreye sahip,
bunlar iizerinde biliylime ve proliferasyonu regiile edici etki gosteren protein yapida
endokrin sistem molekiilleri genel olarak biiyiime faktorleri olarak isimlendirilir [58].
Biiyiime faktorlerinin, kemotaktik ve yara bdlgesine hiicrelerin gociinii arttirict

etkileri de vardir [37].

Biiyiime faktorleri, tipki hormonlar gibi viicudun herhangi bir yerinde sentezlenip
hedef hiicrelerine ulagsmak i¢in dolasima verilmeleri yoniinden endokrin tiirde etki
yapabilir. Uygun amagclarin bulunmayis1 nedeniyle, sentez yapan hiicrelerin bizzat
kendilerinin etkilenmemesine karsin komsu hiicreleri etkilemek iizere salinmalari
yoniinden parakrin etki de gosterebilirler. Ve bazi biiytime faktorleri, kendilerini
sentezleyen hiicreleri etkileyebilmekte olup bu etki bigimi otokrin olarak karakterize
edilir. Ornegin, bir faktdr, hiicrede uygun amaglarin bulunmasi halinde,
salgilandiktan sonra, kaynaklandiklart o hiicrelere baglanabilir. Bir se¢enek olarak,
bir faktor, yeterli miktarda salgilanmayacak olursa, bunun hiicre icinde varlig1 bazi
olaylar1 dogrudan uyarabilir [59]. Biiylime faktorlerinin herhangi bir hiicreyi
etkileyebilmesi, o hiicrenin, o faktdr i¢in reseptore sahip olup olmamasina
baglidir. Reseptore baglanma Sonucu hiicre i¢inde 6zgiin bir cevaba neden olan
bir seri sinyal ortaya c¢ikar. Etki, cogunlukla tirozin kinaz uyarilarak saglanir. Her
hiicrenin farkli biiylime faktorleri i¢in farkli sayida reseptorii bulunur. Biiylime
faktorlerinin o bolgedeki konsantrasyonu ve reseptore baglanan miktari, elde
edilecek sonucu belirler. Matriks de, biiyiime faktorlerinin ¢6ziinebilirligini
degistirerek, hiicresel aktiviteleri diizenleyecek faktér konsantrasyonunun
degismesini saglayabilir. Ayrica matriks, biliylime faktorlerinin baglanip

¢Ozililmesini ayarlayarak, ortamdaki faktorler i¢in rezervuar gorevi goriir. Yine
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matriks, herhangi bir hiicrenin, herhangi bir biiyiime faktoriine verecegi yaniti
belirleyebilir [57].

Endokrin Sinyalizasyonu

Sipyaliz_asyon Sinyal molekullerinin Hedef Hicre
Hucresi damaricinden gecisi
Parakrin Sinyalizasyonu Otokrin Sinyalizasyon

O
@
O

Sinvalizasyon Hiicresi HedefHlcre|  Sinyalizasyon ve Hedef Hiicre

Sekil 2. 4. Intraseliiler sinyal tipleri [60]

2.3.1. Biiyiime faktorleri ve yara iyilesmesi

Biiytime faktorleri, hiicreler arasi iletisimi saglayan gergek yara hormonlaridir [37].
Yaraya lokal olarak uygulanabilen biiylime faktorleri graniilasyon dokusunun
formasyonunu uyararak ve epitelizasyonu hizlandirarak yara iyilesmesini her fazda
olumlu yonde etkilerler. Esasinda yara iyilesmesinin tiim fazlar1 biliylime
faktorlerinin kontrolii altindadir. Biiyiime faktorleri yara iyilesmesinin inflamasyon
fazinda yaraya gelen ve yara iyilesmesi i¢in hayati dnem tasiyan makrofajlarin
uyarist ile dretilirler [61]. Biiylime faktorleri yara iyilesme siirecinde lokal yara

cevresinde inhibitor ve stimiilator etki gosterirler [62].
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Cizelge 2.7. Yara iyilesmesinde etkili bliylime faktorleri [44].

BUYUME KAYNAK FONKSIYONU
FAKTORU HUCRE/HUCRELER
TGF-a Trombositler, Notrofil aktivasyonu, fibroblastlara
makrofajlar, mitojenik etki, anjiyogenezin
keratinositler sitiimiilasyonu
TGF-B Trombositler, Fibroplazi ve anjiyogenezin
makrofajlar, lenfositler sitimiilasyonu, ¢esitli  hiicrelerin
proliferasyonun arttirtlmasi
PDGF Trombositler, Notrofillerin ve fibroblastlarin
makrofajlar, kemoatraksiyonu, diiz kas hiicreleri
keratinositler, endotelyal | ve fibroblast i¢in mitojenik etki
hiicreler
FGF-1,2,4,7 Makrofajlar, Endotelyal hiicre biiylimesinin
noéral doku stimiilasyonu, = mezordermal  ve
noroektodermal kokenli hiicrelere
mitojenik etki
EGF Trombositler, Keratinositler, makrofajlar ve
keratinositler, tiikriik fibroblastlar i¢in mitojenik etki,
bezleri
IGF-1/Sm-c Karaciger hiicreleri Fibroblastlara mitojenik etki, diiz kas
hiicrelerine, lenfositlere ve
kondrositlere stimiilan etki,
IL-1 o, Makrofaj nétrofil Kollajen sentezi, hemostaz,
proliferasyon
CTGF Fibroblast endotel TGF-B1 uyarisi
Hiicresi
VEGF Makrofaj, keratonosit Anjiyogenez

Yapilan ¢alismalarda; PDGF, FGF, VEGF gibi biiylime faktorlerinin yara sivisinda

varlig1 tespit edilmistir [61]. VEGF; anjiyogenezde rol oynayan temel faktorlerden

biridir. VEGF postnatal damarlanma, yara iyilesmesi, Kanser, romatoid artrit,

retinada yeni damarlanma ve kalp damar hastaliklar1 dahil olmak iizere ¢ok sayidaki

patofizyolojik durumda onemlidir. VEGF, baslangigta damar gecirgenligini artiran

bir faktér olarak tanimlanmistir. Endotel hiicrelerinin ¢ok sayidaki biyolojik
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fonksiyonunu, sitokin sentezi ve salinimi, trombolitik ve pihtilasma yollarinda yer

alan molekiillerin ekspresyonu ve diiz kas hiicre hiperplazisini diizenler [63, 64, 65].

2.4. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Trombosit kaynakli biiylime faktorleri siiper ailesinin iiyesi olan vaskiiler endotel
biiyiime faktorii ailesi, endotel hiicreleri igin 6zgiil olup, dénemli etkileri vardir. Ilk
kez 1983’te Senger ve arkadaglari tarafindan kobay tiimorlerinden elde edilerek
tanimlanmistir [66]. Kobay derisinde vaskiiler sizinti1 olusturdugu i¢in de vaskiiler
permeabilite faktorii olarak isimlendirilmistir [66, 67]. 1980’lerin sonunda ise, sigir
hipofizinden elde edilmis, kuvvetli endotelyal mitojen oldugu ortaya ¢ikmustir, bu
aileden ilk 6zel anjiyogenik biiylime faktorii ayristirilip, buna vaskiilotropin veya

vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ad1 verilmisti [66, 68, 69].

2.4.1.VEGF’nin iiyeleri ve yapisi

VEGF damar endotel hiicrelerine 6zgii homodimerik glikoprotein yapisinda heparin
baglayan biiyiime faktoriidiir. VEGF geni kromozom 6p21.3 iizerinde yer alir. 45
kDa biytlikliigiindedir [70,71]. VEGF histaminden ellibin kez daha fazla damar
gecirgenligine sahiptir [67]. Yarilanma 6mrii 10 dakika ile 6 saat aras1 degisir [72].

VEGF’nin alt1 iiyesi vardir: VEGF-A (Human-VEGF) , VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D, VEGF-E ve Plasenta biiyiime faktorii (Placenta growth factor; PIGF) [66].

VEGF-A geni, kromozom 6p21.3’teki lokalizasyonda kodlanmistir. Ayn1 zamanda
Human-VEGF olarakta bilinmektedir. VEGF-A bazi makalelerde sadece VEGF
olarak isimlendirilmektedir. VEGF-A’nin su ana kadar bilinen alti adet izoformu
vardir. Bunlar VEGF,,;, VEGF,,;, VEGF,;, VEGF;4,, VEGF;, ve VEGF,,
adlandirilmis olup adlandirmada ki sayilar icerdikleri amino asit sayilarim

gostermektedir (sekil 2.5.). Bu izoformlardan VEGF,,, hari¢, hepsi heparine
baglanma ozelligi gostermektedir. VEGF,,,, VEGF,,; ve VEGF . salgilandiginda
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kolayca diffiize olur ve erimis formlar1 sivilarda saptanabilir. VEGF, g4 Ve VEGF,,

ise salgilandigi halde hiicre aracili olarak kalir ve varliklar1 testlerle kolayca

saptanamaz. VEGF,,., VEGF’nin orijinal karakteristik formu olup, yaklasik 34-46
kDa agirliginda homodimerik bir glikoproteindir. VEGF ., VEGF,,,’in aksine hiicre

yiizeyindeki veya ekstraselliiler matriksteki proteoglikanlara ve heparine baglanan

formudur. VEGF, 44 heparin ve heparan siilfat proteoglikanina baglanmayi tetikler ve

arttirir [66].

vaskiler endotelyal bityiune falctoria (VEGF) gem

- - ma.

—
VEGF121 l
Ve s 3 ]
VEGF165 l .
VEGF183 l I .
VEGF189 l I -
VEGF206 . - -

Sekil 2.5. VEGF-A izoformlar1 [73]

VEGF-B, 167 amino asitli bir proteindir ve vaskiiler endotel biiylime faktorii
reseptorii-1’e baglanarak monositlerin aktivasyonunda ve farklilasmasinda rol alir.
VEGF-C, 388 amino asitten olusan bir protein olup, lenfanjiyogenezde rol oynar.
VEGF-D, 334 amino asitten olusup, VEGF-C gibi lenfanjiyogenezde rol alir [66].
VEGF-E’nin amino asit dizilimi ise VEGF-A ile %25 oraninda benzerlik gostermekle

birlikte, gliglii mitojen ve permeabilite arttirici faktor olarak gorev yapar [74]. PIGF,
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VEGEF ailesinin tanimlanan ilk tiyesidir, sinyal peptitlerinin boliinmesi sirasinda dnce
131 amino asite sahip, sonrasinda ise yeni amino asitlerin eklenmesiyle birlikte

VEGF-A ile %37 oraninda benzeyen ve 152 amino asit i¢eren sekli alir [75].

Heparine baglanan VEGF-A izoformlar1 plazmin gibi proteolitik enzimlerle hizla
pargalandigindan, hiicre dis1 proteolizin, VEGF biyoyararlanimini diizenlemede

onemli derecede rol oynadig diisiiniilmektedir [76].

Genellikle VEGF diye kisaca ifade edilen biiytime faktérii VEGF-A’dir. VEGFRI ve
VEGFR2 yoluyla etki eder ve hipoksi ile aktive oldugu gosterilen tek VEGF iiyesi
oldugu bilinmektedir [71].

VEGF-A fonksiyonlari

Cok sayida yapilan ¢aligma ile VEGF-A’nin ¢esitli fonksiyonlar1 gosterilmistir [71].

& Endotel hiicrelerinin biiylime ve farklilagsmasi icin gereklidir. Ayrica
monositler i¢in kemotaktiktir.

Endotel hiicrelerinde apoptozisi engelleyerek hiicre devamliligini saglar.
Vaskiilojenez, anjiyojenez, lenfanjiyojenezi diizenler.

Damar gecirgenliginde artis, retinal 16kostaza nedenolur.

OB T I

Noron koruyucu etkileri vardir. VEGF’in inaktive edildigi farelerde,
norodejeneratif hastalik gelismesi, hipoksi ile indiiklenen VEGF’iin néron
koruyucu etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir. Retina ganglion hiicrelerinde
aksotomi yapilan farelerde VEGF’in RGH 6liimiinii yavaslattigi saptanmistir.
& Pro-inflamatuvar etkilidir. VEGF Iokositlere baglanabilir. VEGF reseptorleri,

inflamatuvar hiicrelerde ve trombositlerde gosterilmistir.

VEGF-A anjiyojenezle en giiclii iliskisi olan ve iizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan bir

biiyltime faktoriidiir [77].
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2.4.2.VEGF’nin reseptorleri

VEGEF, ilk olarak endotel hiicrelerinde in vivo ve in vitro saptanmistir [68]. VEGF
hiicre disina salgilanarak 3 tirozinkinaz, 2 nodrofilin reseptoriine baglanir [71].
Bilinen reseptorler VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (KDR, flk-1), VEGFR-3 (flt-4),

norofilin-1 ve notrofilin-2’dir [78].

VEGF reseptor 1’in (VEGFR1) (Flt-1) pozitif ve negatif anjiyojenik etkisi vardir.
Endotel hiicreleri disinda monositler, osteoblastlar, makrofajlar, perisitler,
hemopoetik kok hiicreleri, damar diiz kas hiicreleri ve kolorektal tiimor hiicrelerinde

bulunur [71].

VEGFR2 (Flk-1/KDR) VEGF-A’nin mitojenik, anjiyojenik ve vaskiiler gecirgenlik
artig1 etkilerinden sorumludur. Endotel hiicre biiyiimesi, farklilagmasi, gocii ve tiibiil
olusumunu diizenler. Endotel hiicrelerine ek olarak hemopoetik kok hiicrelerde,
megakaryositlerde retina Oncii hiicrelerinde, damar diiz kas hiicrelerindeve bazi
tiimor hiicrelerinde (kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserleri, ndroblastoma, meme

ve mide kanserleri) bulunur [71].

VEGFR-3, Lenfatik damarlarda anjiyojenik etkiden sorumludur.

Norofilin-1, VEGF165’in VEGFR-2’ye ilgisini ve bu faktore bagli kemotaksisi

arttirir. Endotel, noron ve tiimor hiicrelerinde bulunur.

Norofilin-2 VEGF165 ile birlikte norofilin-1’den farkli olarak VEGF145‘i ve
plasental biiyiime faktoriinii de baglar [71]. Sekil 2.6.’da VEGF {iyeleri ve VEGF

reseptorleri arasindaki iliski goriilmektedir [78].
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VEGF-A VEGF-A VEGF-C VEGF-A15
VEGF-B VEGF-C VEGF-D VEGF-B
PIGF-1,2 VEGF-D VEGF-E
VEGF-E PIGF-2

aierd KTt TERETTRT |FEheeh [vrrvereEeeee

TP TTT [T
odd] H4LA JALLLLL JAALY | SAMLLLAL ] AL AL, JAL A AL L LA L

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3 NRP-1
(Fit-1) (KDR/Flk-1) (Fit-4)

Sekil 2.6. VEGF ailesinin reseptorler ile etkilesimi [79]

2.4.3.VEGF’nin sentezi ve yara iyilesmesindeki etkisi

VEGF etki edecegi dokuya yani endotelyal doku hiicrelerine karsi son derece
spesifiktir [80]. Endotel hiicreleri ig¢in 6nemli bir mitojen olan ve migrasyon etkisine
sahip bu faktor, fizyolojik olarak ovulasyondan hemen Once ovaryum
follikiillerinden salgilanarak yeni damarlarin olusumunu arttirirken, ovulasyondan
sonra bu salgilama gorevini korpus luteum iistlenir. Erken implantasyon doneminde
embriyo trofoblastlarinca salgilanir. Ayrica, adrenal korteksin tiim hiicrelerinde ve
testiste testosteron tiireten Leydig hiicrelerinde VEGF yapimina ait mRNA’larin
sentezlendigi  gosterilmistir.  VEGF'in ~ demonstrasyonu  i¢in  yapilan
immunositokimyasal calismalarda aktive makrofajlarda, arteriolleri ¢evreleyen
fibroblastlarda, akciger bronsiyol epitelinde, koroid pleksus epitelinde ve renal

glomeriil visseral epitelinde varlig1 gosterilmistir [66].

Oksijen basinct VEGF gen ekspresyonunda anahtar rol oynar. Biliyiime
faktorlerinden epidermal biiyiime faktorii (EGF), transforming biiyiime faktorii-o,f3
(TGF-a, TGF-B), keratinosit biiylime faktorii (FGF-7), insiilin benzeri biiyiime
faktori-2 (IGF-2), FGF ve PDGF gibi biiyiime faktorleri VEGF mMRNA
ekspresyonunu arttirir. Inflamatuvar sitokinlerden interldkin-1o (IL-1a), interlokin-6

(IL-6) inflamatuvar hastalikla da VEGF gen ekspresyonuna neden olabilirler [68].
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Boylece bu maddelerin mitojenik olmadigi, VEGF salgilanmasma yol acarak

mitojeniteyi arttirdiklar1 gosterilmistir [69].

Protein biiyiime faktdrlerinin haricinde, forbol esterleri ve prostaglandin E, (PGE,)

gibi aracilarla da VEGF ekspresyonunun diizenlendigi goriilmiistiir [81].

Hipoksi, belki de, VEGF ve reseptorlerinin yapimini indiikleyerek anjiyogenezi
baslatan en etkili uyaranlardan biridir. Buna Ornek olarak biiyliyen tiimorlerin
hipoksik merkezleri olusmas1 ve bunu engellemek icin tiimor hiicrelerinden VEGF
ekspresyonu ve yeni damar yapimi gosterilebilir. Yine tikanmis kalp damarlarina
bagli gelisen hipoksi sonrasinda da VEGF ekspresyonu artmaktadir. Hipoksinin
VEGF’i arttirma mekanizmasinin sadece bir kismi ¢oziilebilmistir. VEGF yapimi
hipoksi tarafindan tetiklenirken, CO tarafindan da inhibe edilmektedir. Hipoksinin
yaninda azalan pH ve sitokinler ile de VEGF ekspresyonu artmaktadir [66]. Kisaca,
VEGF ekspresyonu hipoksi, pH, biiyiime faktorleri, hiicresel transformasyon,

hormonlar ve onkojenler dahil ¢esitli faktorlerce diizenlenmektedir [68, 82].

Yara iyilesmesinde en islevsel anjiyogenetik faktorii VEGF dir [83, 84]. Vaskiiler
endotelyal biiyiime faktérii (VEGF) ve fibroblast biiylime faktori (FGF)
anjiyogenezien fazla uyaran biiyiime faktorleridir. Yaralanmayla birlikte FGF
seviyeleri artmaya baslar ve 48. saatte normal degerlerine diiser. VEGF degerleri ise

yaralanmadan birkag giin sonra pik yapar [85, 86].

Anjiyogenezin erken doneminde endotelyal hiicre migrasyonu ve poliferasyonunu
VEGF-A diizenler [87]. VEGF-A iiretimini akut yaralanmada tetikleyen ana etken
yara ortamindaki metabolik diizensizlige bagli hipoksittir [88]. VEGF-C’nin tiretimi
de yaralanma sirasinda ayni zamanda artar. Bu biiyiime faktorii ilk olarak

makrofajlardan salinir ve yaralanmanin inflamatuvar evresinde 6nemlidir [89].

Kirchner ve arkadaglarinin (2003) genetik olarak diyabetik hale getirilmis farelerle
yaptiklar1 calismada topikal olarak 1 pg uygulanan VEGF’nin yara kapanma

zamanini disiirdiiglinii savunmaktadirlar [90]. Galeano ve arkadaslarinin (2003)
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diyabetli disi farelerde yaptiklari calismada VEGF165 gen transferinin anjiyogenez,
reepitelizasyon ekstraseliiler matriks olusumu ve olgunlasmasini uyararak yara
tyilesmesinin gelistirdigi diistiniilmektedir [91]. Jacobi ve arkadaglarinin (2004), yara
lyilesmesi ve angiyogenez lizerine ¢oziinebilir VEGF reseptoriiniin etkilerini
aragtirmak tlzere yaptiklar1 bir ¢alismada, VEGF fonksiyonunun optimal yara
anjiyogenezi i¢in gerekliyken yara kapanmasi igin gerekli olmadigini belirtmislerdir
[92]. Galiano ve arkadaglarinin (2004), genetik olarak diyabetik hale getirilmis
farelerde topikal olarak uygulanan rekombinant VEGF-165 insan proteiniyle yapmis
olduklar1 ¢alismada diyabetin neden oldugu komplikasyonlarin tedavisinde yararli
olabilecegini distinmektedirler [93]. Wilgus ve arkadaslarinin (2008), bir fare
modelinde  VEGF’nin skar formiilasyonunun diizenlenmesiyle ilgili yaptiklar
calismada, yara anjiyogenezinde araci olarak islev yapmadigi fakat yara onarim

stirecinde farkli bir rol oynayabilecegini diisiinmektedirler [94].

VEGF nin anjiyogenik etkilere sahip olmasinin yani sira, NO ve serbest oksijen
radikalleri gibi diger potansiyel endojen faktorlerle de kompleks iligkilere sahip
oldugu ortaya konulmustur [95].

2.5. Serbest Radikaller

2.5.1. Serbest radikal tanim ve organizmaya etkisi

Serbest radikal terimi bagimsiz olarak bir veya daha fazla odaklanmamig elektronu
bulunan atom veya molekiiller i¢in kullanilir. Serbest radikaller organizmada normal
metabolik olaylarin isleyisi sirasinda olustugu gibi cesitli dis etkenlerin etkisi ile de
olugmaktadir. Cok kisa yasam siireli, ancak yapilarindaki dengesizlik nedeni ile ¢ok
aktif yapili olan serbest radikaller tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme &zelligi
gostermektedir. Eslenmemis elektron bu molekiilleri oldukca reaktif hale getirir.
Etkilesime girdikleri molekiilden bir elektron alarak veya ona bir elektron vererek
molekiiliin yapisint bozarlar. Boylece radikal olmayan bir yapi, radikale doniismiis

olur [96].
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Hidrojen atomu eslesmis elektronu ile bir radikaldir. Halojen atomlar, oksijen tiirleri,
klor ve brom gibi tek atomlu yapilar, sodyum potasyum gibi alkali metal atomlart ile
nitrik oksit ve nitrojen dioksit gibi atom kombinasyonlar1 radikal olarak
tanimlanmaktadir. Gegis metalleri ( Cu, Fe, Mn, Mo ) ortaklanmamis elektronlari
oldugu halde serbest radikal olarak kabul edilmezler. Ancak reaksiyonlari
katalizledikleri i¢in serbest radikal olusumunda Onemli rol oynarlar. Biyolojik

molekiiller genellikle kovalent bagli olup non-radikallerdir [96].

2.5.2. Serbest radikal tiirleri

Aeorbik metabolizmas1 olan memelilerde baslica serbest radikal kaynaginin
molekiiler oksijenden tiireyen serbest radikaller oldugu kabul edilmektedir. Aerobik
organizmalarin yagamlarin siirdiirebilmeleri i¢in organik molekiillerden enerji aciga
cikarmada molekiiler oksijeni kullanma mecburiyetinde olmalari, bu canlilari,

oksijenin toksik metabolik iirlinleri ile birlikte yasamak zorunda birakmustir.

Molekiiler oksijenin eslenmemis elektron icerdigi, atomik oksijen molekiiliiniin ise
eslenmemis iki elektrona sahip oldugu bilinmektedir. Bunun i¢in oksijen bazen bir
diradikal olarak da degerlendirilir. Oksijenin bu 0zelligi onun diger serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girer. Ciinkii oksijenin son yoriingesindeki
elektronlarin paralel spinlerde olmasi, oksijen molekiiliiniin iki elektronu birden
almasini ve kimyasal bag olusturabilmesini engeller. Bu nedenle oksijen molekiilii

tek elektron almaya yatkindir [96].

Oksijen tam olarak indirgendigi metabolik reaksiyonlarda son {iriin olarak suya
indirgenir. Oksijenin suya indirgenmesi sirasinda, kismi rediiksiyonla ya da
rediiksiyonun ara basamaklarinda metabolit olarak c¢ok sayida yiiksek derecede
reaktif ara Urlinler aciga ¢ikar. Bu ara {irlinlerinin hepsi radikal olmadig: igin reaktif

oksijen tiirleri terimi kullanilmaktadir [96].
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Biyolojik sistemlerdeki en ©onemli serbest radikaller, oksijenden olusan serbest
radikallerdir. Bununla birlikte organizmada oksijen tiirevi serbest radikaller disinda

daha az olarak karbon ve kiikiirt merkezli radikaller de olusmaktadir [96].

Reaktif oksijen tiirleri (ROS): Oksijen radikallerini ve oksitleyici ajanlar1 kolayca
radikal haline donustiiren, radikal ve radikal olmayan oksijen bilesikleri igeren

kompleks bir tanimdir.

Reaktif nitrojen tiirleri (RNS).: Bunlar ise nitrik oksit, azot dioksit ve radikal olmayan

azot bilesikleri i¢ceren kompleks bir tanimdir.

Cizelge 2.8. Serbest radikal tiirleri [96].

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Radikaller Radikal olmayanlar
Stiperoksit 0;" Hidrojenperoksit H,0,
Hidroksit ‘HO Hipoklordz asit HOCI
Hidroperoksit HO, Ozon O3
Peroksit ROO Singlet oksijen
Alkoksil RO’

Reaktif azot tiirleri (RNS)

Radikaller Radikal olmayanlar
Nitrik oksit NO’ Nitrosil NO
Nitroz asit HNO,
Nitroksit NO

Dinitrojen tetroksit | N,O4
Dinitrojen trioksit | N2O3

Nitrojen dioksit NO; Peroksinitrit ONOO
AlKkil peroksinitrit | ROONO
Nitril NO;

peroksinitroz asit | ONOOH
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2.5.3. Serbest radikallerin olusumu

ROS, hiicrenin tiim fraksiyonlarinda olusabilme 6zelligindedir. Hiicrede zara baglh
veya serbest olarak bulunan degisik enzimlerin etkisi ile serbest radikal olugsmaktadir.
Bu radikal olusumu hiicre tiplerine gore degisiklik géstermesine ragmen, tiim aerobik
hiicrelerde belirli diizeylerde radikal olusmaktadir. Serbest radikaller, baslica 3 yolla

meydana gelirler;

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliiniin elektron kaybetmesi veya bir molekiiliin
homolitik bdliinmesi sonucu, ortak elektronlardan her birinin ayr1 pargada kalmasi
ile,

2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi sonucunda, heterolitik boliinmede kovalent bagli olusturulan her iki
elektron, atomlarin birinde kalir ve cogunlukla serbest radikaller degil iyonlar
meydana gelir

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile elde edilmektedir [96].

Aerobik canlilarda oksijenin suya indirgenmesi esnasinda olusan ROS saglikh
durumlarda belirli oranlarda canliligi devami i¢in gereklidir. Oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu peroksit olusur ve peroksit molekiilii de 2 hidrojen atomu
ile birleserek hidrojen peroksiti meydana getirir. Ancak biyolojik sistemlerde
H,07’in asil iiretimi siiperoksitin dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii iki
proton alarak H,O, ve molekiiler oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal

olmayan iriinler olustugu i¢in dismutasyon reaksiyonu olarak da bilinir (Es. 2.1)
[96].

20, + 2H" —» H,O,+ O, (21)

H,0; bir radikal degildir, ancak membranlardan kolayca gegebilen, uzun Omiirlii
kuvvetli bir oksidandir. Ikiden fazla elektron alabilir ve oldukca sitotoksik olan
tiriinlere doniisiir. Ferro demir hidrojen perokside 3. elektronunu transfer ederse O-O

Bagi karilarak su ve hidroksil radikali olusur [96].
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2.5.4. Hiicrede serbest radikallerin olusum yerleri

Serbest radikaller hiicrenin tiim fonksiyonlarinda olusabilme 6zelligindedir. Bunlar;

e Mitokontrideki elektron transport zincir reaksiyonlari,

e Endoplazmik retikulumdaki karma fonksiyonlu oksidaz sistemi,

e Ksantin oksidaz, dopamin, - hidroksilaz, iirat oksidaz, D - amino oksidaz gibi
enzimlerin etkinligi,

e Hiicre zarina bagli NADPH oksidaz, prostaglandin sentetaz ve lipoksijenazlarin
faaliyeti,

e Peroksizomlarda ve lizozomlardaki metabolik olaylardir [96].

Serbest radikallerin katildiklar1 reaksiyonlar enzimatik ve enzimatik olmayan
kaynaklara bagli olabilir. Enzimatik serbest radikal reaksiyonlari arasinda solunum
zinciri, fagositoz, prostoglandin sentezi ve stokrom Pgso sisteminin galigmasi
sirasinda olusan reaksiyonlar sayilabilir. Oksijen tiirlerinin organik bilesiklerle bakir
veya demir katalizorligiinde girdigi reaksiyonlar ise enzimatik olmayan serbest

radikal reaksiyonlaridir [96].

2.5.5. Biyolojik sistemlerde olusan serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri

Stiperoksit radikali

Aerobik hiicrelerde oksijen bir elektron alarak indirgenmesiyle olusan ilk {iriin
stiperoksit radikalidir. Oksijenin potansiyel olarak toksik madde sayilmasinin asil
nedeninin bu doniisiim oldugu ileri siiriilmektedir. Endojen oksijen radikallerinin en
biiylik kaynagi olan siiperoksit radikali hem oksitleyici, hem de rediikleyici 6zellige
sahiptir. Stiperoksit radikali, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri

iyonlarini indirgemesi nedeniyle ¢ok dnemlidir [96].
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Hidroksil radikali

Gegis metallerinin varliginda hidrojen peroksitin indirgenmesiyle meydana gelen ¢ok
reaktif bir radikaldir. Bu reaksiyon ilk kez Fenton tarafindan tanimlandigi igin
Fenton reaksiyonu olarak isimlendirilmektedir. Tioller ve yag asitleri gibi bir¢ok
molekiilden hidrojen atomlar1 koparak yeni radikallerin sekillenmesine neden olan
hidroksil radikali, DNA’nin piirin ve primidin bazlar ile reaksiyona girerek DNA
baz modifikasyonlarina da yol agabilir [96].

Hidrojen peroksit

Molekiiler oksijenin ¢evre molekiillerden 2 elektron almasi ve ya siiperoksitin bir
elektron almasiyla peroksit olusur. Peroksit molekiiliniin 2 hidrojen atomu ile
birlesmesi sonucunda hidrojen peroksit meydana gelir. Hidrojen peroksitin
organizmada asil iiretimi siiperoksitin dismutasyonu ile olur. Bu reaksiyon spontan
olarak gelisebildigi gibi SOD enzimleri tarafindan da katalizlenebilir. Enzimatik
dismutasyon genis bir PH araliginda gecerlidir. Hidrojen peroksit mitokondriyal
membranlar, peroksizomal membranlar ve plazma membraninda diflizyon ile
kolayca gecip bir¢ok bilesigi yavas yavas okside edebilir. Uzun Omiirlii bir oksidan
olarak mutajen ve karsinojen etki gosterir. Hidrojen peroksit serbest radikallerin

neden oldugu hiicresel degisikliklerde kritik bir dneme sahiptir [96].

Singlet oksijen

Singlet oksijen ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in bir radikal degildir. Ancak
serbest radikal reaksiyonlarini baslatabilir. Oksijenin elektronlarindan birinin enerji
almas1 sonucunda, kendi yoriingesinin tersi yonde baska bir orbitale ge¢mesiyle
singlet oksijen meydana gelir. Membran lipit peroksidasyonunda etkili bulunan

singlet oksijen ayn1 zamanda mutajeniktir [96].
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Nitrik oksit (NO)

Nitrik oksitin hiicresel diizeyde koruyucu etkileri vardir. Ancak oksidatif stres altinda
siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek olusturdugu peroksinitrit ¢ok giiclii bir
oksidandir. Peroksinitrit bir¢ok biyolojik materyali direkt olarak etkilenmesinin yani
sira proteinlerdeki tirozini nitratlagtirarak bazi hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Nitrik oksit vazomotor tonusun saglanmasinin yani sira
inflamasyon yanitlarinda, homeostazda, vaskiiler biiylimesinde de onemli rollere

sahiptir.

Cizelge 2.9. Nitrik oksitin organizmada etkileri [96]

Koruyucu etki Zararh etki Diizenleyici etki

Damar tonusu

Antioksidan Enzim inhibisyonu Hiicresel adhezyon
Lokosit adhezyonunu Antioksidanlari tiikketme Norotransmisyon
engelleme

Brokondilatasyon

Trombosit
antiagregasyonu

Nitrik oksitin fizyolojik sartlarda siiperoksit radikaliyle birlesmesi oldukca siirlidir.
Ciinkii olusan siiperoksit radikali, hiicrede yliksek konsantrasyonda bulunan SOD
tarafindan kolaylikla kaldirilabilmektedir. Patolojik olaylarda nitrik oksit hem de
stiperoksit sentezi artmakta, olusan siiperoksit, siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan

yeterli sekilde yok edilmediginden peroksinitrik radikali olusmaktadir [96].

2.5.6. Serbest radikallerin kaynaklar:

Cok kisa yasam siireli, ancak yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok reaktif olan

serbest radikaller, tim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligi gostermektedir ve
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yararli biyomolekiillerin fonksiyonlarini yitirmesine neden olmaktadir. Baslica

serbest radikal kaynaklarini su sekilde siniflandirabiliriz [97]:

Endojen kaynaklar: Ekzojen Kaynaklar:
e Mitokondrial elektron transport e Diyet faktorleri
zinciri
Enggl lazmik retikulum e Cevresel faktorler (hava kirliligi)
RedoEs déneiisii e Ilaglar, ksenobiyotikler
£ e Zararli iginlar (x-ray, U.V.)

Aragidonik asit metabolizmasi

Fagositik hiicreler (monosit ve

makrofajlar vs.) ve endotelyal

hiicrelerdeki oksidatif

reaksiyonlar

e Ksantin  Oksidaz, NADPH
enzimler Oksidaz vs.

e Otooksidasyon reaksiyonlari

2.5.7. Serbest radikallerin biyolojik etkileri

Biyolojik ortamlarda meydana gelen radikallerin ortalama difiizyon yari ¢aplari ¢ok
kiigiik olanlar son derece aktiftir. Ayrica CI3C ve HO'gibi radikallerin biyolojik
ortamlardaki yar1 omiirlerinin bir ka¢ mikrosaniye oldugu tesbit edilmistir. Diisiik
aktiviteli radikallerin, difiizyon hizlarinin yiiksek olmasina karsilik, bunlar anlaml

hiicresel tahribatlara yol agamazlar [98].

Radikalik reaksiyonlar, zincir reaksiyonlar olup, genel olarak ii¢c basamakta
incelenirler. Baglama sathasi, radikalin olusumunu kapsar. Sonra ilerleme basamagi
gelir. Tlerleme basamag), ara iiriin olarak ortaya ¢ikan serbest radikaller iizerinden
yiirir. Bu arada hiicresel tahribatlar meydana gelir (Cizelge 2.10). ilerleme
reaksiyonlari, ya sonsuz devam eder veya radikal yakalayici maddeler yardimi ile
sonlanir. Radikal yakalayici maddeler, hiicrenin saglikli gelisimi i¢in gereklidirler.
Eger, serbest radikaller, radikal yok ediciler tarafindan yakalanamazlar ise,

sitotoksisite ortaya ¢ikar [98].



Cizelge 2.10. Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiiller [98].

Etkilenen bilesik

Sonuclar

1.Doymamig amino asitler ve kiikdirt

igeren amino asitler

2. Niikleik asit bazlari

3. Karbohidratlar

4. Doymamus lipitler

5. Kofaktorler

6. Antioksidanlar

7. Proteinler

8. DNA

9. Hyaluronik asit

a) Protein donaturasyonu

b) Capraz baglanma

¢) Enzim inhibitasyonu

d) Organ ve hiicre gecirgenliginde

degismeler

a) Hiicre gelisiminde degismeler

b) Mutasyon

a) Hiicre yiizey reseptorlerinde degisim

a) Kolesterol ve yag asitlerinin

oksidasyonu
a) Nikotinamit ve flavin iceren
kofaktorlerin aktifliginde azalma

b) Askorbat ve porfirin oksidasyon

a) a-tokoferol ve y3-karoten gibi

antioksidanlarin aktifliginin azalmasi

a) Denaturasyon

b) Peptit zincirinde kirilmalar

a) Baz modifikasyonlar1

b) Zincirde kirilmalar

a) Synovial s1v1 vizkozitesinde degisim

52



53

Serbest radikallerin, hiicresel molekiiller iizerine olan etkileri asagida kisaca

Ozetlenmistir [98].

Proteinler

Kiikiirt iceren aminoasitler ve doymamis aminoasitlerin (triptofan, tyrozin,
fenilalanin, metiyonin, sistein, histidin) serbest radikallerle reaksiyonlar1 sonucu
kimyasal degisiklikler ortaya ¢ikar. Aktifligi, yukaridaki aminoasitlere bagli olan
papain ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz gibi enzimler, radikallere maruz
kaldiklar1 zaman inhibe olurlar. Stoplazmik ve membran proteinleri, capraz
baglanma sonucu dimerlesirler. Cok aktif olan HO' radikalleri, peptit ve
aminoasitlerde hidroksilasyona neden olarak onlarin yap1 ve fonksiyonlarini bozarlar

[98].

Niikleik asitler ve DNA

Her tiirlii radyasyon (uv, X 1sinlar1 v.b.) hiicrelerde iyonlarin, serbest radikallerin ve
enerji kazanmis molekiillerin olusmasina neden olur. Hidroksil radikalleri, DNA’
daki heterosiklik bazlarla ve deoksiriboz-fosfatlarla reaksiyon verirler. Reaksiyon
sonucu, DNA bazlarin1 modifiye eder ve riboz-fosfat zincirinin kirilmasina yol acar.
Invitro olarak sulu ¢ozeltilerde yapilan calismalarda, HO" radikalinin, deoksiriboz ve
tetrasiklikbazlarla kolaylikla reaksiyon verdigi gozlenmistir. Fakat, ¢ift zincirli DNA
molekiilinde, heterosiklik bazlar HO' radikallerine karsi sterikolarak ¢ok iyi
korunmuslardir. Ayrica, enzimatik radikal yakalayicilar, 6ncii HO  radikallerinin

konsantrasyonunu diisiirerek DNA'y1 korurlar [98].

Zar yapisindaki lipidler (lipid peroksidasyonu)

Biitiin biyolojik molekiiller igerisinde serbest radikallere karsi en hassas olan ve
onlardan en c¢ok etkilenen lipitlerdir. Yag asitlerinin doymus baglar1 serbest
radikallere reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Ayrica reaktif

oksijen tiirleri karakteristik etkileriyle diger bilesiklerden oldugu gibi lipidlerden de
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elektron kopararak lipid radikalleri olustururlar. Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif
yikimina “lipid peroksidasyonu” denilmektedir. Bu durum yeni radikaller iireterek
zincir reaksiyonlara neden oldugu i¢in ¢ok zararlidir ve meydana gelen hasar geri

doniistimsiizdiir [96].

Karbon merkezli radikaller hizli bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek peroksil
radikalini olustururlar. Bu peroksil radikali lipid peroksidasyonunu baglatan radikal

olup, ¢ok uzun 6miirliidiir [97].

Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller (mitokondri, endoplazmik retikulum,vs.)
membran fosfolipidlerindeki doymamis yag asitlerinin varligi nedeniyle oksidatif
ataklara duyarlidirlar. ROS’leri ile hiicre hasart meydana gelirken lipid-serbest
radikaller ve lipid peroksitler de olusmaktadir. Bu tip reaksiyonlar “Serbest Radikal
Otooksidasyonu” olarak isimlendirilir ve zincirleme reaksiyonun baslatilmasi i¢in bir
tetikleyici (baslatic1) faktor gereklidir. Sozii edilen bu faktoriin OHe radikali oldugu
kabul edilmektedir. Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar arasinda en
onemlilerinden olan lipit peroksidasyonu, membran yapisinda yer alan ¢ok
doymamuis yag asitlerinin (PUFA) oksijen radikallerine maruz kalmasi sonucunda ve

dort asamada olusur [97].

Asagidaki reaksiyon akigina dikkatli bakildiginda, lipid peroksidasyonunun kendisini
tetikleyerek yeniden lipid radikalleri ve peroksitleri olusturdugu goriilmektedir. Lipid
peroksitlerinin konsantrasyonlar1 arttikga, membranlarin akigkanliklar1 azalir ve
kalsiyum gibi iyonlarin hiicre icine gecisi kolaylasir ve nihayet hiicre
fonksiyonlarinda bozukluklar ortaya ¢ikar Bu radikal hasar olusturma mekanizmasi
sinir hiicrelerinin lipid zengin membranlarindan dolayi, bir¢cok psikolojik hastalikta

onemli oldugu i¢in detaylandirilmistir [97].
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Sekil 2.7. Coklu doymamis yag asitleri peroksidasyonu [97]

Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan bilesiklerden aldehitler en toksik olanlaridir
ve diger hiicre boliimlerine de yayilarak hasara neden olurlar. Nonenzimatik oksidatif
lipit peroksit dekompozisyonu sonucu malondialdehit ( MDA ) ve 4-hidroksinonenal
(4-HNE) olusur. MDA in asil kaynag: ikiden fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
otooksidasyo-nunda ve eikozanoid sentezinde serbestlesen endoperoksitlerdir. MDA,
protein amino gruplarina, fosfolipitlere ve niikleik asitlere baglanarak toksik etkisini
gosterir. Membran bilesenlerinde ¢apraz baglanma ve polimerizasyona neden olur.
Membranlardan kolaylikla difiize olarak, DNA yapisinda yer alan nitrojen bazlarla
reaksiyona girer ve mutajen, karsinojen, genotoksik etkiler gosterir. Lipid
peroksidasyonunun 6l¢iimii doku hasarmmin iyi bir gostergesi kabul edildiginden;
peroksidasyon sirasinda olusan konjiige dienlerin 6l¢iimii, in vivo lipit peroksit
diizeyini yansitabilecek onemli bir yontemdir. MDA miktariin tiyo-barbitiirik asit

testi ile 6lglimii bu amagla kullanilmaktadir [97].
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Sitosolik molekiiller

Coziiniir karakterli bir¢ok hiicre bileseni, serbest radikalleri yokedici gorev yaparlar.
Ornegin, oksihemoglobin gibi hemoproteinleri, 0,°, ve H,0, ile reaksiyona girerek
methamoglobin olustururlar. Bu reaksiyon, hemoproteinlerin, oksijen radikalleri
tarafindan kolaylikla tahrip edilebilecegini gostermektedir. Diger 6nemli bir
sitoplazmik hemoprotein, katalaz enzimidir. Katalaz 0, radikali tarafindan ayni
sekilde tahrip edilebilmektedir. Bu tiir bir reaksiyon katalaz aktivitesinin diismesine
ve hiicrenin, daha ¢ok radikal ve hidrojen peroksit tahribatina maruz kalmasina yol

acmaktadir [98].

Hiicre dis etkiler

Ostreoartritlerde, serbest radikallerin, kollajen ve hyaluranik asit {izerine etkileri
sonucu, dejenerasyon ve buna bagli olarak iltihabi bir durum olustugu gézlenmistir.
Sinoviyal siviya vizkosite saglayan hyaluranik asit, O;, radikal ile etkilesince
depolimerizasyona ugrar. Siiper oksit dismutaz ve katalaz, hiicre dis1 sivilarda ¢ok
diisiik aktiviteli olduklarindan az miktardaki oksijen radikalleri bile biiyiik hasarlara
yol agabilmektedir [98].

2.5.8. Antioksidan savunma sistemleri

ROS’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in viicutta
bazi savunma mekanizmalari gelistirmistir. Bunlar ‘antioksidan savunma

sistemleri’olarak bilinirler [99].

Hiicrelerin hem sivi kisimlarinda hem de membranlarinda bulunan antioksidanlar
primer korumayla Onleyici olarak, sekonder korumayla da olusan lezyonlarin
siniflandirma ve tamirini gergeklestirerek dort ayr1 sekilde etkisi sekil 2.7.°de

gosterilmistir [96].
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Antioksidan molekiiller endojen ve ekzojen kaynakli yapilar olup, olusan oksidan

molekiillerin neden oldugu hasari hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile

etkisiz hale getirilirler. Endojen antioksidanlar kendi igerisinde enzimatik ve

enzimatik olmayan antioksidanlar seklinde ayrilmistir [99].

Enzimatik antioksidanlar:

Siiperoksit dismutaz (SOD)

Ik kez 1969 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan tanimlanmis olan siiperoksit

dismutaz enzimi; aerobik metabolik reaksiyonlar esnasinda olusan siiperoksit

anyonunun, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizler.

Hiicresel bolmelerde siiperoksit diizeylerini kontrol etmede, direkt oksidatif hasara

kars1 hiicreleri korumada anahtar role sahip bir enzimdir [96]. 3 tiir SOD vardir.

Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi sitozolde lokalize Cu-Zn SOD ve
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ticiinciisti de Cu igeren ve plazmadaki siiperoksid radikallerini metabolize eden
vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dir [100].
Metalloprotein olan SOD bir siiperoksit molekiiliinii O2 molekiiliine yiikseltgeyip,

diger stiperoksit molekiilinii H,O, e indirger (Es. 2.2) [100].

SOD
2H" + 0, +0, > H,O,+ O, (22)

Reaktif oksijen tiirlerine karsi antioksidan savunma enzimatik bir yol olusturmustur.
Bu yolun ilk savunmasin1 SOD olusturur. SOD aktivitesiyle agiga ¢ikan hidrojen
peroksiti suya indirgeyen glutatyon peroksidaz ve katalaz ikinci savunmayi kurarlar.
Bu nedenle SOD aktivitesindeki herhangi bir artis, ikinci kademe enzimlerinin
aktivitesinde artig gerektirir. Yiiksek siiperoksit liretimine adaptasyonu gosteren SOD
artis1 ile GSH- Px arasindaki dengesizlik hiicrelerdeki oksidatif strese isaret eder.
SOD enziminin fizyolojik Onemi; oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
radikallerinin zararli etkilerine karsi korumak ve bdylece lipit peroksidasyonunun

baslamasini engellemektir [96].

Son yillarda yapilan ¢alismlarda, diyabette SOD diizeylerinin arttigi, degismedigi

veya azaldig1 seklinde birbiriyle ¢elisen sonuglar ortaya konulmustur [100].
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px enzimi ilk kez 1967 yilinda milis tarafindan sigir eritrositlerinden izole
edildi. Sonraki caligmalarda yapisinin selenoprotein oldugu gosterildi [96]. Her
birinde selenosistein igeren 4 alt birimden olusur. Rediikte glutatyonu yiikseltgerken

H,O,’i de suya gevirir ve bdylece membran lipidlerini ve hemoglobini oksidan strese

kars1 korur (Es. 2.3) [100].

GSH-Px
H20,+ 2GSH » 2H20 + GSSG (2.3)
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GSH-Px enziminin baslica dort tipi vardir. Bunlar;

Sitolizik glutatyon peroksidaz ( CGSH-Px )

Plazma glutatyon peroksidaz ( PGSH-Px )
Gastro-intestinal glutatyon peroksidaz ( GI-GSH-Px )
Fosfolipit glutatyon peroksidaz ( PL-GSH-Px ) [66].

E vitamini yetersiz olursa membrani peroksidasyona karsi korur. Eritrositlerde en
kuvvetli antioksidandir. Glutatyon peroksidaz yetersizligi selenyum eksikligi sonucu
olabilir. Ciinkii selenyum bu enzimin bir integral parcasidir. Yapilan ¢aligmalarda

diyabetli hastalarda serum glutatyon peroksidaz aktivitesinin azalmis oldugu rapor

edilmektedir [100].

Glutatyon rediiktaz

Yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale ¢eviren 2 subiinitten olugmus bir
dimerdir. Her bir subiinit 3 tane yapisal alan icerir: NADPH baglayan alan, FAD
baglayan alan ve ara yiiz alan olmak iizere. Okside glutatyon bir subiinitin FAD alam
ve diger subiinitin arayiiz alanindan olusan bir baglanma bdolgesi vardir. Glutatyonun
indirgenme reaksiyonu sirasinda siklikla elektronlar NADPH’dan FAD’ye transfer
edilir. Daha sonra subiinitlerdeki iki sistein arasinda bulunan disiilfid kopriisiine
transfer edilmek siiretiyle okside glutatyona aktarilmis olur. Yapilan ¢aligmalarda

diyabette glutatyon rediiktaz aktivitesinin azalmis oldugu belirtilmektedir [100].

Glutatyon S- transferaz (GST)

Glutatyon S- transferazlar {i¢ sitolozik, bir de mikrozomal gruba ayrilirlar. Yabanci
maddelerin biyotransformasyonunda onemli rol oynarlar. Yabanci maddeleri
glutatyondaki —SH grubu ile baglayarak notralize ederler. Bu sekilde iiriiniin daha
fazla suda ¢oziiniir hale gelmesini saglayarak organizmadan atilimini kolaylastirirlar.
GSH-Px ve PLGSH-Px enzimlerinden sonra lipit hidro peroksitlerinin

detoksifikasyonunda {igiincii 6nemli enzimdir [96].
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Katalaz

Yapisinda 4 adet hem grubu bulunan katalaz enzimi hidrojen peroksiti oksijen ve

suya parcalar. (Es. 2.4).

Katalaz
2H-0, > 2H>,0 + O, (24)

Peroksidaz aktivitesi gosteren katalaz enzimi peroksizomlarda lokalize olmustur. Bu
enzim biiyiilk molekiilli lipit peroksitlerine etki etmez. Bu enzim bir molekiil
hidrojen peroksiti elektron verici substrat, digerini de elektron alici olarak
kullanabilir. Insan karaciger ve bobreklerinde yiiksek konsantrasyonda katalaz

mevcuttur. Katalaz enziminin yagla birlikte aktivitesi azalmaktadir [96].

Mitokondriyal sitokrom oksidaz

Sitokrom oksidaz; elektron tagima sisteminin son komponenti olan, bakir i¢eren bir
hemoproteindir. Oksidasyon reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan elektronlarin, son
akseptorleri olan oksijene transferi sirasinda oksijenin kismi indirgenmesiyle agiga
cikan stliperoksit radikali, detoksifiye edilir. Ancak siliperoksit olusumu c¢ogu kez
enzimin kapasitesini asar ve diger enzimlerin devreye girmesiyle zararli etkileri

engellenir [96].

Glutatyon (GSH)

Hiicre igerisinde indirgen formda (GSH) bulunur. Endojen iiretilen peroksidlere karsi
okside olarak onlar1 indirger. Glutatyon peroksidaz bu reaksiyonu katalizler.
Glutatyon etkin olarak hiicreyi koruyabilmesi i¢in biiyiik kismi rediikte halde
tutulmalidir. Bu reaksiyonu da Glutatyon Rediiktaz katalizler.  Glutatyonun
Glutatyon rediiktazla indirgenmesi reaksiyonu NADPH’a ihtiya¢ duydugu igin
heksoz monofosfat yoluyla baglantilidir. Yapilan c¢aligmalarda diyabette GSH
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diizeylerinin saglikli kisilerden anlamli sekilde diisilk oldugu rapor edilmektedir

[100].

Glutatyon
Rl GSSG
/G/MWT H:0
—
GSH 02
MADPH Cksidaz 0
EMRM >, 02'-' — HZGZ

Katal
HO
Transport Fe:
Zinciri
7 owoo 0> Fos O
i cu?
no S

"

NO Santaz

Sekil 2.9. Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyonu [100]

Enzimatik olmayan antioksidanlar:

E vitamini (a- tokoferol)

[lk olarak Evans tarafindan 1938 yilinda bulunmustur. Yagda ¢dziinen vitamin
oldugu i¢in hem selliller hem de subselliiler membranlarda ve lipoproteinlerde
bulunur. Membranlarda oksijen radikallerinin ana temizleyicisidir [100]. Bilesiminde
alfa, beta, gama ve delta tokoferolleri bulunduran E vitamini yagda ¢0ziiniir
Ozelliktedir. Karacigerde depolanir ve bagisiklik sisteminde pek c¢ok fonksiyonu
vardir. Hiicre zarlarinda ve lipoproteinlerin yapisinda bulunur. Baglica antioksidan
fonksiyonu lipit peroksidasyonunun engellenmesidir. Lipit peroksidasyonu zarlarda,
eritrositlerde, lipoproteinlerde, beyinde ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA)
bol oldugu diger dokularda yaygindir [101].
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En aktif formu a-tokoferoldiir. Zincir kirict antioksidan olarak fonksiyon goriir.
Hidrofobik kismina hidrojenini kolaylikla verebilen —OH grubu baglidir. Bu yiizden
lipid peroksidasyonu sirasinda olusan peroksil ve alkoksil radikalleri yag asidi yerine

a-tokoferolle birleserek reaksiyon zinciri kirilmis olur (Es. 2.5) [100].

a-tokoferol-OH + COO —____g-tokoferol-O + COOH (2.5)

Boylece a-tokoferol yeni bir radikal olan a-tokoferol-O ‘e déniistiiriilmiis olur [100].
C vitamini (askorbik asit)

Askorbik asit; molekiiler oksijen, nitrat, sitokrom a ve c¢ gibi bilesiklerin
indirgenmesine neden olan ve sulu ortamlarda serbest radikallerle reaksiyona
girebilme Kkabiliyetinde olan suda eriyen bir vitaminoldugundan diger
antioksidanvitaminlerden ayrilir. Plazmada oksidan ajanlara karsi ilk antioksidan
defans1 olusturur. LDL kolesteroliin oksidasyonunu onleyerek ateroskleroza karsi
korunmada yardimci olur. Kollojen sentezinde, tirozin yikiminda, epinefrin
sentezinde, safra olusumunda ve pek ¢ok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici
ajan olarak rol alir. Siiperoksid ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girip onlari
temizleyen bir antioksidan olmasmin yani sira tokoferoksil radikalinin tekrar
tokoferole doniigsmesini saglar. Bu esnada kendisi de dehidroaskorbata okside olur. C
vitamini yetersizligi durumlarinda olusan tokoferoksil radikalleri tokoferole
dontismesi icin GSH ile reaksiyona girecek ve bodylece hiicredeki GSH miktarim

azaltacaktir. Yine plazma C vitamini diislik (0.2 mmol/L’den diisiik) oldugu zaman

+3 +2
oksidan etki de gosterebilir. Siiperoksid disinda Fe ’ii Fe ’ye indirgeyen baska bir
ajandir. Bu sekilde demiri Fenton reaksiyonuna girmeye uygun hale getirir. Boylece

plazma diizeyleri diisiik oldugu zaman siiperoksid iiretimine katkida bulunur [100].

Bagisiklik sisteminin gili¢lendirilmesi, kemik ve dislerin gelisimi gibi pek cok

fonksiyonda gorev alir. Yaralari iyilestirir ve dokular1 yeniler. Kanser ve kalp
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hastaliklarina kars1 koruyucudur. E vitamininin rejenerasyonunda glutatyonla birlikte

gorev alir [101].

A vitamini (- karoten)

A Vitaminleri gorme, iireme, biiylime ve epitel dokusunun saglamligi i¢in gerekli
olan bir gurup bilesiklerdir. Diyetteki retinoliin oksidasyonu sonucu olusan retinoik
asit, retinoidlerin gorme disinda diger etkilerinin ¢oguna aracilik eder. a-tokoferolle
karsilastirildiginda oldukca zayif bir antioksidandir. Insan LDL’sinde a-tokoferol’iin
1/20’si oraninda bulunur ve a-tokoferol bittikten sonra kullanilir [100]. Saglikli bir
kemik yapist i¢in de gereklidir. Ayrica, hiicreleri kansere ve diger hastaliklara karsi

korur, yaslanma siirecini yavaslatir ve yag depolanmasina yardimei olur [101].

Enzimatik olmayan diger antioksidanlar:

Urik asit: Insan kanindaki konsantrasyonu diger memlilerden yiiksek olan iirik asit,
giiclii bir antioksidandir. Demir ve bakir iyonlarini baglayarak etkisizlestirir. Reaktif
oksijen tiirlerini temizler. Kandaki miktari, diyet piirinleri tarafindan arttirilabilir. C
vitamininin oksidasyonunu engelleyen iirik asidin lipid radikalleri iizerinde etkisi

yoktur [96].

Albzimin: Kanda serbest yag asitlerinin ve bilirubinin tasiyicisidir. Albiimin,
yapisinda bulunan g¢ok sayidaki stilfidril grubu ile bakir iyonlarin1 baglar ve lipid
peroksidasyonunun baslamasin1 engeller. LOOH ve HOCI toplayicist olan
albliminin, fizyopatolojik sartlarda nétrofillerin {irettigi reaktif oksijen tiirlerini

tutarak, doku ve molekiilleri oksidatif strese karsi korudugu belirtilmistir [96].

Transferin: Dolasimdaki serbest demiri baglayip temizleyen proteindir. Transferrinin
komplekslestirdigi ferik demir, reaktif oksijen tiirlerinin olusmasinda inaktiftir.

Laktoferrin de dolagimdaki bir diger demir baglayicisidir [96].
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Seriiloplazmin: Plazmada bulunan bakirin %90’m1 tasiyan seriiloplazmin, bakir

baglayarak Fenton reaksiyonunu engeller [96].

Bilirubin ve sistein: Siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir [96].

Melatonin (MLT): Lipofilik bir antioksidandir. Ayni zamanda pineal bezden
salgilanan ve tiimor olusumunun sinirlandirilmasi, immun sistemin diizenlenmesi,
reprodiktif fonksiyonlarin kontrolii gibi fonksiyonlara sahip bir hormondur. Lipofilik
oldugu i¢in hiicrenin biitiin organellerine ulasabildigi gibi kan-beyin bariyerini de
gecerek genis bir alanda etki gosterir. Yapilan ¢caligmalarda diyabette artmig oksidatif
stresi azalttigi belirtilmektedir. Bilinen en reaktif radikal olan hidroksil radikali ile
reaksiyonu sonucu indolil katyon radikali olusturur. Bu radikal de ortamdaki

stiperoksit radikalini tutarak etkisizlestirir [100].

Cizelge 2. 11. Onemli antioksidanlar ve doku lokalizasyonlar1 [96].

I-Enzimatik Doku Lokalizasyonu

-SOD Mitokondri ve sitozol

- GSH redoks sistemi
Sitozol ve mitokondri
GSH-peroksidaz Sitozol ve mitokondri
GSH-rediiktaz
Peroksizomlar
-Katalaz

I1- Non-Enzimatik

a) Yagda Coziinenler

- E Vitamini Membranlar ve ekstraseliiler s1vi
- A Vitamini Membranlar
- Ubiquinol Mitokondri

b) Suda Coziinenler

-C Vitamini Intraseliiler ve ekstraseliiler sivida
yaygin

- Glutatyon Intraseliiler

- Urik asit Genel dagilimh

- Albiimine bagli bilirubin Plazma




Cizelge 2. 11. (Devam) Onemli antioksidanlar ve doku lokalizasyonlar1 [96].
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C) Demir ve Bakir Baglayan Proteinler

- Albumin
- Transferrin

Plazma
Plazma

- Seriiloplazmin Plazma
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Protokolii

Calismalara, Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulundan (G. U. ET-
10.118)  izin almarak baslanildi. Deneylerde Gazi Universitesi Laboratuvar
Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi (GUDAM) ’nden saglanan
200-250 g agirlikta 36 adet Wistar albino disi rat kullanildi. Doku 6rneklerinin
alimma kadar olan tiim asamalar GUDAM laboratuvarinda yapildi. Deney 6ncesi ve
deney sirasinda ad libitum olarak beslenen hayvanlar, deney siiresince gruplar tek tek
kafeslerde olmak tlizere giin 15181 dongiisii paralelinde aydinlanan ortamda bakildi.
Alinan doku &rnekleri Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Fizyoloji-Biyokimya

arastirma laboratuvarinda analiz edildi.

3.2. VEGF Preparatinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan VEGF preparati (VEGF igeren kitosan jel) Gazi Universitesi

Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Teknoloji Anabilim Dalinda hazirlandi.

Kitin, eklembacakli kabuklarinin, mantar ve maya hiicre duvarlarinin biiyiik bir
yapisal bilesenidir. Kitinin ana kaynaklar1 yenge¢ ve karides kabuklaridir [103].
Kitosan 1se, kitin’in deasetilasyonu 1ile elde edilen bir polisakkarittir.
Biyopargalanabilir ve biyogecimli olan kitosan, farkli viskozite, molekiil agirhig: ve
deasetilasyon derecelerine sahiptir. Popiilaritesi gittik¢e artan, farmasotik ve medikal

alanda ilgi ¢eken bir biyomateryaldir [104].

Calismamizda kullanilan kitosan jel formiilasyonunun, deri pH’ sina uygun degerde
olmasi i¢in gesitli laktik asit oranlari; kullanima uygun viskozitede olmasi igin de
cesitli kitosan oranlar1 denendi. 1k olarak % 1’ lik ve % 1,5” luk laktik asit oranlari
ile ¢alisildi. Kitosanin (Sigma, C-3646) % 1’ lik, % 2’ lik ve % 3’ liik jelleri farklh
laktik asit derisiminde hazirlandi. Kullanilacak olan distile suyun yarisina laktik asit,

eklendi ve gereken miktarda kitosan ilave edilip manyetik karistiricida yavasca
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karigtirildi. Kitosan sistikten sonra distile suyun geri kalan kismi eklendi ve
karigtirildi. Olusan hava kabarciklarinin ¢ikmasi icin oda sicakliginda bir gece
bekletildi. Jellerin pH’ lar1 6lgiildii. Kitosan jellerin pH’ sinin deri pH’ sina (yani pH
4-5) yakin olmasi1 gerektigi icin bu degere en yakin pH’ya sahip jelin kullanilmasina
karar verildi. Sonu¢ formiilasyonun bilesenleri % 3 kitosan ve % 1 laktik asit olarak
belirlendi. Formiilasyonun pH’ s1 4,7 olarak 6lg¢iildii. Kitosan jel hazirlandiktan sonra
VEGF ‘nin (Sigma V3638) son konsantrasyonu 7 ng/ml olacak sekilde jel iizerine

disperse edilmesiyle VEGF igeren kitosan jel hazirlandi.

3.3. Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Diyabet olusturmak icin ratlara (toplamda 36 adet) 12 saatlik aclik sonrasi tek doz 55
mg/kg Streptozotosin (STZ) intraperitoneal (i.p.) yolla enjekte edildi. 3 giin sonra
kan glukoz seviyeleri 6l¢iildii ve 250 mg/d]’nin {izerinde olanlar diyabet olarak kabul

edildi. Diyabet olusturulduktan 7 giin sonra, yara modelleri olusturuldu.

3.3. Yara Modelinin Olusturulmasi

Deney hayvanlar1 bir giin a¢ birakilarak sabah saat 10:00° da standart terazide
agirliklarina gore tartildi. Intramiiskiiler olarak ketamin (Ketalar 50 mg/kg) ve
ksilazin (Rompun 5 mg/kg) enjekte edilerek genel anestezi saglandi. Hayvanlarin
dorsalinde, omurganin her iki yaninda 5 cm uzunlugunda olacak sekilde dorsolateral
eksizyonel kesi yaralari1 yapildi. Daha sonra yara dudaklan siitur ile adapte edildi.
Operasyon sonrast analjezinin saglanmasi i¢in farmakolojik ajan olan paracetamol

icme suyuna 2 mg/ml olacak sekilde kullanildu.

VEGF uygulanan gruplardaki ratlarin yaralarina her giin birer kez topikal yolla
kitosan jel icerisinde VEGF (7 ng/ml) yaklasik olarak ayni saatte uygulandi. Kitosan
grubunda ise ayni miktarda bos kitosan jel uygulandi.
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3.4. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Her grupta 6 adet olmak {izere 6 ayri rat grubu olusturuldu ve gruplara asagidaki

islemler uygulandi.

Divabetli Tedavisiz Gruplar

1.Grup: Diyabet olusturulduktan sonra sadece yara yapilan grup (iyilesmenin 3. giinii
feda edildi) (n=6)
2.Grup: Diyabet olusturulduktan sonra sadece yara yapilan grup (iyilesmenin 7. glinii
feda edildi) (n=6)

Divabetli Kitosan jel Kontrol Gruplari

3.Grup: Diyabet olusturulduktan sonra yara yapilarak, kitosan jel uygulanan grup
(iyilesmenin 3. giinii feda edildi) (n=6)
4.Grup: Diyabet olusturulduktan sonra yara yapilarak, kitosan jel uygulanan grup
(iyilesmenin 7. giinii feda edildi) (n=6)

Diyabetli VEGF Uygulanan Gruplar (Kitosan+VEGF)

5.Grup: Diyabet olusturulduktan sonra yara yapilarak, kitosan jel igerisinde VEGF
uygulanan grup (iyilesmenin 3. giinii feda edildi) (n=6)

6.Grup: Diyabet olusturulduktan sonra yara yapilarak, kitosan jel igerisinde VEGF
uygulanan grup (iyilesmenin 7. giinii feda edildi) (n=6)

Denekler kronobiyolojik siraya uygun olacak sekilde operasyonu izleyen 3 ve 7.
giinlerde anestezi altindayken kalplerinden kan ¢ekilmek suretiyle feda edildi ve yara
dokusu hemen c¢ikarilip bulasmay: onleyici materyale sarildiktan sonra sivi azot

icerisine konularak donduruldu ve -30 °C’de muhafaza edildi.
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(@) (b)
Resim 3.1. (a) Omurganin her iki yaninda yaklasik 5 cm uzunlugunda yapilan kesi

yarasi (b) Yapilan kesi yarasinin siiturla adapte edilmesi

3.6. Yontemler

3.6.1. Dokuda NOx tayin yontemi

Dokulardaki NOx konsantrasyonu Griess yontemi ile galigildi [102]. Dokular, 0,1 M
sodyum fosfat tamponu (pH:7) ile (1:9) homojenize edildikten sonra, 3500 rpm’ de
15 dk santriftij edildi ve NaOH eklenerek inkiibe edildi. 200 pL silipernatanta,
ortamdaki nitrat nitrite indirgemek amaciyla esit miktarda VCls eklendi ve 37 °C’ de
30 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra sodyum fosfat tamponu ve esit miktarlarda
karistirllmis olan Griess I+II reaktifleri eklendi. 37 °C’ de 10 dk inkiibasyondan
sonra numunelerin optik dansitesi spektrofotometrede, kore karsi, 540 nm’ de
okundu. 6,4 mM’lik stok sodyum nitrit (NaNO,) standarti giinliik olarak diliie
edilerek, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 uM konsantrasyonlarda standartlar elde edildi.
Hazirlanan standart egriden dokulardaki NOx konsantrasyonu pmol/g doku olarak

hesaplanda.
3.6.2. Dokuda TBARS tayin yontemi
Dokudaki TBARS diizeyleri tiyobarbitiirik asit reaktif madde olusumu yontemiyle

calisildi [103]. Doku o6rnekleri tartildi. Homojenizator ile KCl iginde homojenize
edildi ve homojenata soguk TCA eklenerek 2000 g’ de 10 dk santrifiij edildi. Daha
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sonra siipernatant alinarak tizerine TBA ve BHT eklendi. Numunelerin optik
dansitesi spektrofotometrede 535 nm’de, kore karst okundu. Dokulardaki TBARS

konsantrasyonu nmol/g doku olarak hesaplandi.

3.6.3. Dokuda GSH tayin yontemi

Dokuda glutatyon tayini i¢in modifiye Ellman yontemi kullanildi [104]. Doku
ornekleri TBARS yontemindeki gibi homojenize edilip, reaktif karisimi ( NaCl+
meta fosforik asit +EDTA/ d. su) eklenir, 4000 rpm de 20 dk santrifiij edildikten
sonra siipernatant, Na,HPO, ve DTNB ¢ozeltisi ile karistirildi. Oda sicakliginda 5-
10 dk inkiibe edildikten sonra karisimin absorbansi spektrofotometrede kore karsi
412 nm dalga boyunda olciildii. Dokulardaki GSH konsantrasyonu pmol/g doku

olarak hesaplandi.

3.6.4. Dokuda AA tayin yontemi

Roe ve Kuether’ in Berger tarafindan modifiye edilmis metodu kullanildi [105].
Doku PCA/EDTA karisimi i¢inde buz soguklugunda homojenize edildi. Homojenat
15000 x g devirde 3 dk 4 °C' de santrifiij edildi. Bir tlipe standart AA ¢ozeltisi, bagka
bir tiipe kor icin PCA ¢ozeltisi ve Orneklerin hazirlanacag: tiiplere siipernatant
konuldu. Her bir tiipe renk reaktifi eklenip vortekslenerek 3 saat 37 °C' de inkiibe
edildi. Numunelerin 1s1s1 0 °C' ye getirilip her bir tiipe H,SO4 eklendi ve karistirildi.
Oda sicakliginda 45 dk bekletildi. Numuneler 515 nm dalga boyunda
spektrofotometrede kore karst okundu. Dokulardaki AA konsantrasyonu mg/g doku

olarak hesaplandi.

3.6.5 Dokuda SOD tayin yontemi

Dokulardaki SOD aktivitesi, Sun ve arkadaslarinin yontemine goére ¢alisildi [106]. 10
kat serum fizyolojik ile homojenize edilen dokular, 7000 rpm’ de 4 °C’ de 30 dk
satrifiij edildikten sonra, 1 ml siipernatanta etanol-kloroform (3:5,v/v) karisimindan 1

ml eklendi. Siipernatantlar tekrar 7000 rpm’ de 60 dk santrifiij edildikten sonra 0,5
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ml siipernatana 2,45 ml reaktif karsimi (3 mM ksantin, 0,6 mM EDTA, 150 uM
NBT, 400 mM Na,COs, 1g/L BSA) ve 50 ul ksantin oksidaz eklendi. 20 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakildiktan sonra CuCl; ilavesi ile reaksiyon sonlandirilip
numuneler spektrofotometrede 560 nm’ de kore karsi okundu. 1 iinite SOD’ un NBT
‘nin indirgenmesini %50 oraninda inhibe ettigi kabul edilerek dokulardaki SOD

aktivitesi U/g doku olarak hesaplandi.

3.7. Istatistiksel Degerlendirme

Biitiin degerler aritmetik ortalama + standart sapma olarak ifade edildi ve Anova
varyans analizi testi ile degerlendirildi. p < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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Diyabetli tedavisiz guruplar, diyabetli kitosan jel kontrol gruplari, diyabetli VEGF
uygulanan gruplar (Kitosan+VEGF) ‘daki yara dokusuna ait NOx, TBARs, GSH,

AA seviyeleri ve SOD aktivitesi Cizelge 4.1’ de verilmistir.

Cizelge 4.1. Yara dokusunda NOx, TBARs, GSH, AA seviyeleri ve SOD aktivitesi

NOx AA SoD
(umol/g doku) (mg/g doku) (U/g doku)
3.giin
Diyabetli (n=6) 383,61 £ 30,06 0,10+0,01 286,75 £ 11,07
n=6
Tedavisiz Gruplar
7.giin
(n=12) 233,85 +33,09° 0,10+0,01 295,46 + 7,36
(n=6)
Diyabetli Kitosan jel  3.giin
252,86 + 55,93° 0,13+0,03 293,42 £13,37
Uygulanan kontrol (n=6)
Gruplan 7.giin b
303,54 + 83,77 0,16 +0,01 285,86 +9,24
(n=12) (n=6)
Diyabetli VEGF 3.giin
134,54 + 75,99 ¢ 0,15 +0,01° 293,69 + 3,84
Uygulanan (n=6)
Gruplar 7.giin b
233,69 + 78,17° 0,14 +0,01 289,03 +4,26
(n=12) (n=6)

a p< 0,05 diyabetli tedavisiz grubun 3. giinii ile kargilagtirildiginda

b p< 0,05 diyabetli tedavisiz grubun 7. giinii ile karsilastirildiginda

¢ p< 0,05 diyabetli kitosan jel uygulanan gurubun 3. giinii ile karsilastirildiginda
d p< 0,05 diyabetli kitosan jel uygulanan gurubun 7. giinii ile karsilastirildiginda
e p< 0,05 diyabetli VEGF uygulanan grubun 3. giinii ile karsilastirildiginda

NOXx Seviveleri

Diyabetli tedavisiz gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde NOx seviyelerinin 7.

giinde 3. giine gore anlamli bir sekilde azaldigi tespit edilmistir (p<0,05). Diyabetli

kitosan jel uygulanan grubun 3. giinii, diyabetli tedavisiz grubun 3. giinii ile

karsilastirildiginda NOx seviyesinde anlamli bir azalma tespit edilmistir (p<0,05).

Diyabetli VEGF uygulanan grubun 3. giinii, diyabetli tedavisiz grubun ve diyabetli

kitosan jel uygulanan grubun 3. giinleri ile karsilastirildiginda NOx seviyelerinde

anlamli bir azalma tespit edilmistir (p<0,05). Diyabetli VEGF uygulanan grubun 7.

giiniinde 3. giiniine gore anlaml artis tespit edilmistir (p<0,05). Diyabetli kitosan jel
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uygulanan gruplar kendi igerisinde degerlendirildiginde NOx seviyelerinde anlamli
bir fark bulunamamistir (Sekil 4.1) (p>0,05).
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GRUPLAR

Sekil 4.1. Gruplara ait NOx seviyelerinin giinlere gore degisimi

TBARSs Seviyeleri

Diyabetli tedavisiz, diyabetli kitosan jel uygulanan ve diyabetli VEGF uygulanan
gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde TBARs seviyelerinde 3. ve 7. giinler
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). Diyabetli VEGF uygulanan grubun
3. glinii diyabetli tedavisiz grubun ve diyabetli kitosan grubunun ayni giinleri ile
karsilastirildiginda her iki gruba goére de TBARSs seviyesinde anlamli bir artis tespit
edilmistir (p<0,05). Diyabetli VEGF uygulanan grubun 7. giinii, diyabetli tedavisiz
grubun ayn1 giinii ile karsilastirildiginda TBARs seviyesinde anlamli bir artis tespit

edilmistir (Sekil 4.2) (p<0,05).
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Sekil 4.2. Gruplara ait TBARS seviyelerinin giinlere gore degisimi

GSH Seviveleri

Diyabetli VEGF uygulanan grubun 3. giinti diyabetli tedavisiz grubun ve diyabetli
kitosan jel uygulanan grubunun ayni giinleri ile karsilastirildiginda her iki gruba gore
de GSH seviyesinde anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0,05). Diyabetli VEGF
uygulanan grup kendi icerisinde degerlendirildiginde GSH seviyesinin 7. giinde 3.
giine gore anlamli bir sekilde azaldig: tespit edilmistir (p<0,05). Diyabetli tedavisiz
ve diyabetli kitosan jel uygulanan gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde 3. ve 7.
giinler arasinda GSH seviyelerinde anlamli bir fark bulunamamistir (Sekil 4.3)

(p>0,05).
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Sekil 4.3. Gruplara ait GSH seviyelerinin giinlere gore degisimi
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AA Seviyeleri

Diyabetli kitosan jel uygulanan grubun 7. giinii diyabetli tedavisiz grubun ayni giinii
ile karsilastirildiginda AA seviyesinde anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0,05).
Diyabetli VEGF uygulanan grubun 3. giinii diyabetli tedavisiz grubun ayn1 giinii ile
karsilagtirildiginda AA seviyesinde anlamli bir artig tespit edilmistir (p<0,05).
Diyabetli VEGF uygulanan grubun 7. giinii diyabetli tedavisiz grubun ayni giinii ile
karsilastirildiginda AA seviyesinde anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0,05). Biitiin
gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde 3. ve 7. giinler arasinda AA seviyelerinde

anlaml1 bir fark bulunamamistir (Sekil 4.4) (p>0,05).
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SOD aktivitesi bakimidan hem gruplar aras1 hem gruplar i¢inde 3. ve 7. giinlere ait
degerler karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir (Sekil

4.5) (p>0,05).
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DIYABETLI TEDAVISiZ GRUP

7.GUN

7.GUN

DIYABETLI VEGF UYGULANAN GRUP

3.GUN 7.GUN

Resim 4.1. Deney gruplarinin tiimiine ait kesi yaralarinin morfolojik goriintiileri
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5. SONUC VE TARTISMA

Yara, cilt ve mukozay1 olusturan yapilarin gesitli nedenlerle anatomik ve fonksiyonel
bitlinliigiiniin gecici ya da tamamen bozulmasi olayidir [31,32,34]. Yaranin
olugmasini takiben iyilesme siireci baslar. Yara iyilesmesi travma ile baslayan ve

yeni doku olusumu ile sonuglanan hiicresel ve biyokimyasal olaylar siirecidir [107].

Yara iyilesmesinin tlim fazlar1 biliylime faktorlerinin kontrolii altindadir [61]. Yara
iyilesmesi i¢in biliylime faktorleri gerekli diizenleyicilerdir ve iyilesme siirecine
etkileri kapsamli olarak arastirilmaktadir [108-112]. Onemli biiyiime faktorlerinden
biri olan Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), 6zellikle endotel hiicreleri
icin spesifik etkilere sahip olan multifonksiyonel bir biiyiime faktorii ailesidir.
Endotel hiicresinin proliferasyonunu, migrasyonunu ve diffarensiyasyonunu saglar.
VEGF’nin damar olusumunda ve endotel hiicrelerinin yaptig1 bir¢ok fonksiyonda
gerekli oldugu; Ozellikle yara iyilesmesi, timor biiylimesi ve bircok hastalig
kapsayan fizyolojik ve fizyopatolojik olaylarda rol oynadigi goriilmiistir [66].
Diyabet degisik etiyolojilere bagl ve degisik komplikasyonlara yol agan, heterojen
bir metabolik bozukluktur [113]. Diyabetli hastalarda anjiyogenezin ve
reepitelizasyonun  geciktigi, kollajen  birikiminin ve  endotelyal hiicre
proliferasyonunun azaldigr gorlilmistiir. Biiylime faktorlerinin yeteri kadar
sentezlenememesi veya yikimindaki artisin bunun en 6nemli nedenlerinden biri
oldugu disiiniilmektedir [114]. Oksidatif stres serbest radikaller ve antioksidanlar
arasindaki dengenin serbest radikaller yoniine bozulmasidir. Bunun da diyabetin
makro ve mikrovaskiiler komplikasyonlarina neden oldugu pek ¢ok arastirici
tarafindan vurgulanmaktadir [16,17]. Yara iyilesmesi sirasinda etki gosteren VEGF,
diyabetik mikrovaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde rol oynayan c¢ok
fonksiyonlu bir sitokindir [114]. Topikal VEGF uygulanmasinin yara iyilesme
oraninin arttirtlmasi ve yara alaninin kapanmasi iizerine olumlu etkileri oldugunu

gosteren ¢alismalar mevcuttur [115,30].

Calismamizda, diyabetli tedavisiz gruplarin NOx seviyeleri kendi iginde

degerlendirildiginde, 7. giinde 3. giine gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma
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tespit edilmistir (p<0,05). NOx seviyesinin 3. giinde yiiksek bulunmasimin sebebi
Ozellikle inflamasyon fazinda yara bolgesine lokositlerin go¢ etmesi ve NOX’in

vazodilatasyonda rol oynamasi oldugu diisiiniilebilir.

Diyabetli kitosan jel uygulanan gruplarda NOx seviyesi tedavisiz gruplara gore 3.
giinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmistir (p<0,05). Hwang ve ark.
(2000), yaptiklar1 ¢calismada, kitin ve kitosanin aktif makrofaj hiicre kiiltiirinde NO
liretimini inhibe ettigini bildirmislerdir [116]. Hiicre kiiltiiri calismas1 da géz Oniine
alindiginda, kitosanin bu dozda diyabetik yara iyilesmesinin Ozellikle erken

evrelerinde nitrik oksit sentezini baskiladig: diisiiniilebilir.

Diyabeti takiben VEGF uygulanan grubun 3. giinlinde NOx seviyesi hem diyabetli
tedavisiz gruba gore hem de diyabetli kitosan gruba gore anlamli olarak azalmistir
(p<0,05). Diyabetli VEGF uygulanan grubun 7. giiniinde ise diyabetli kitosan
grubuna gore bir azalma goriilmiis ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p>0,05).

Nitrik oksit makrofajlarin da rol oynadig: sitotoksik ve antimikrobiyal aktivite i¢inde
rol alir. Ayn1 zamanda yliksek nitrik oksitin diizeyi saglikli dokuyu da harap edici
etkiye sahip olabilir. Nitrik oksitin hiicre harabiyetini bir¢ok mekanizmalarla yaptig
saptanmistir, NO'nun hem vazodilatasyon olusturucu hem de antiproliferatif
etkilerinin 6nlenmesi diyabetin komplikasyonlarinin gelisiminde 6nemli bir rol alir
[117]. Nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin 3 izoformu araciligiyla NO {iretildigi
bilinmektedir. Immiinolojik uyaranlarla indiiklenen ve hemen hemen tiim ¢ekirdekli
hiicrelerde bulunan indiiklenebilir iNOS da bunlardan biridir [118]. inflamatuvar
sitokinler, inflamasyona erken cevabin diizenlenmesine katilirlar ve siiperoksit
tiretimi ile iNOS 1yi bilinen indiikleyicileridir [119]. Nitrik oksitin yara iyilesmesinde
olumlu etkisi koruyucu olarak etki gdstermesinin beklenmesine ragmen Bouloumie
ve ark. (1997) ratlarda yaptiklar1 bir calismada, iNOS’ daki artisin aort endotel
fonksiyonlarinda gelismeden ziyade gerileme ile korele oldugunu gozlemislerdir
[120].
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Diyabeti takiben VEGF uygulanan grubun 3. giiniinde lipid peroksidasyonunun son
iriinii olan TBARs seviyesi, hem diyabetli tedavisiz gruba gére hem de diyabetli
kitosan grubuna gore anlamli olarak artmistir. Diyabetli VEGF uygulanan grubun 7.
giinlinde de diyabetli tedavisiz gruba gore anlamli bir artis gériilmiistiir (p<0,05).

Lipid peroksidasyonun en 6nemli {iriinii malondialdehitin belirlenmesi i¢in kullanilan
TBARs seviyesinin diger iki gruba gore anlamli olarak artmis olmasi nedeniyle
VEGF’ nin 6zelikle iyilesmenin erken evrelerinde bu dozda ROS {iretimini arttirmis
olabilecegi sOylenebilir. Biiylime faktorlerinin, kemotaktik ve yara bdlgesine
hiicrelerin go¢iinii arttiric1 etkileri vardir [37]. Yara iyilesmesinin inflamasyon
evresinde hakim olan bu fagositik hiicreler bakteri kontaminasyonunu kaldirirken

NADPH oksidaz enzimi araciligiyla ROS iiretimi yapmaktadir [121].

Diyabetli VEGF uygulanan grupta TBARs seviyesinin diger gruplara gore anlaml
olarak artmasi, VEGF uygulamasinin NO’nun yani sira diger radikallerin de artigina
sebep oldugunu ve bu sebeple de lipid peroksidasyonu artarken olusan radikallerin
NO ile etkilesimi sonucu NO’yu ortamdan uzaklastirmis olabilecegini
diisiindiirmektedir. Dolayisiyla biiyime faktoriiniin yara dokusunda serbest radikal
olusumunu arttirdigin1 ve radikal radikal iligkisi kurarak NO miktarin1 azalttig
diistintilebilir. Diyabetli VEGF uygulanan grubun TBARSs seviyesinin 7. giiniinde 3.

giinline gore anlamli artis olmasi etkinin uzun siireli oldugunun belirteci olabilir.

GSH, glutamik asit, glisin ve sistein‘den olusan bir tripeptittir. Organizmada serbest
radikallerin ve gesitli toksik maddelerin zararsiz hale getirilmesinde gorev alir [122].
VEGF uygulanan gruplarda GSH seviyesi 3. giinde hem tedavisiz gruba hem de
kitosan jel uygulanan gruba gdre anlamli bir sekilde artmistir (p<0,05).

Calismamizda, diyabetli VEGF uygulanan gruplarda GSH seviyesinde ki bu artisin,
VEGF’nin radikalik etkisini ortadan kaldirmak amaciyla meydana geldigi
diisiiniilebilir. Diyabetli VEGF uygulanan grup kendi icinde degerlendirildiginde ise
7. giinde goriilen azalmanin, 3. giinde miktar1 artan GSH’mn biiylime faktoriiniin

radikalik etkisini ortadan kaldirmak amaciyla kullanilip zamana bagli olarak normal


https://eksisozluk.com/?q=glutamik+asit
https://eksisozluk.com/?q=glisin
https://eksisozluk.com/?q=sistein
https://eksisozluk.com/?q=peptit
https://eksisozluk.com/?q=serbest+radikal
https://eksisozluk.com/?q=serbest+radikal
https://eksisozluk.com/?q=toksik
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degerler seviyesine inmesi olarak yorumlanabilir. Elde edilen bulgular
degerlendirildiginde, VEGF’nin GSH miktarin1 arttirarak yara dokusu antioksidan

kapasitesinin artmasina katkida bulunmus olabilecegi sdylenebilir.

Diyabeti takiben VEGF uygulanan grup ile diyabetli tedavisiz grubun 3 ve 7. giinleri
ile karsilastirildiginda, VEGF uygulanan grubun AA diizeylerinde anlamli bir artig
goriilmistiir. (p<0,05). Kitosan uygulanan grup ile tedavisiz grubun 7. giinii ile
karsilastirildiginda da, kitosan uygulanan grubun AA diizeyinde anlamli bir artig

tespit edilmistir. (p<0,05).

AA plazmada oksidan ajanlara karsi ilk antioksidan savunmayi olusturur. E
vitaminin geri donlisimiinde goérev alir, tokoferoksil radikalinin a-tokoferole

indirgenmesini saglar [123].

Sonug olarak, AA gii¢lii bir antioksidan olmasinin yani sira kollajen yapimi icin de
gereklidir. VEGF’nin radikalik etkisini ortadan kaldirmak amaciyla askorbik asit
seviyesini arttirarak yara dokusundaki enzimatik olmayan antioksidan kapasitenin

artmasina katki saglamis olabilir.

Diyabeti takiben VEGF uygulanan grup ile diyabetli diger gruplarin SOD aktiviteleri
karsilastirlldiginda, gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
Calismamizin SOD sonuglar1 bize yara dokusunda diger antioksidanlarin devreye

girdigini diisiindlirmektedir.

Bulgular sonucunda; yara iyilesmesi tedavisinde araci olarak kullandigimiz kitosanin
bu dozda kullanildiginda, yara iyilesmesindeki oksidatif olaylar iizerine etkili oldugu
goriilmiistiir. VEGF iceren kitosan jelin ise genel olarak bu dozda toksik etki

gosterdigi, radikal radikal etkilesimine neden oldugu sdylenebilir.

Bu bilgiler 1s181inda, diyabetik ratlarda yara dokusuna topikal olarak uygulanan
VEGEF igeren kitosan jelin kullanilan dozda inflamatuvar yanitlart arttirdigi ve buna

bagl olarak oksidan ve antioksidan seviyelerini giinlere gore degistirdigi ¢calismamiz
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sonucunda goriilmiistiir. Gelecek calismalarda yara iyilesmesinde olumlu etkileri
olan VEGF’nin farkli dozlar1 ve farkli tedavi siireleri kullanilarak oksidatif olaylar

tizerine etkileri daha detayl1 olarak incelenmesi gereklidir.
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