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Abstract   

 

The phases of wound healing generally overlap and occur in a well-orchestrated manner, following 

the sequential steps of hemostasis, inflammation, proliferation, and remodeling. However, the 

presence of various pathophysiological conditions like diabetes mellitus (DM), venous 

insufficiency, thrombocytopenia, ischemia, blood dyscrasias, or pressure ulcers hinders the healing 

process due to systemic complications giving rise to chronic non-healing wounds.  

Despite being etiologically different, all chronic wounds share some basic characteristics or traits 

in common, like– enhanced pro-inflammatory cytokine levels, unregulated amounts of reactive 

oxygen species (ROS), proteases, and senescence cells, continued infection, and the presence of 

dysfunctional and deficient stem cells. Constant infiltration of neutrophils in the wound area 

increases the concentration of degenerative proteins called matrix metallo-proteinases (MMPs) 

that disturbs the equilibrium between these proteases and their tissue inhibitors (TIMMP). 

Unregulated MMP levels in chronic wounds degrade the deposited extracellular matrix (ECM), 

alter cytokine expression, and reduce proliferative factors that are quintessential for healing. 

Among all the types of chronic wounds, diabetic wounds are the most difficult to heal as they lead 

to alteration of the immune system activation being associated with an autoimmune disease.   

In hyperglycemic wounds, the residual sugars present in the tissues and circulation react non-

enzymatically with the amine residues of proteins, lipids, and nucleic acids in the oxidative 

environment to form complex structures called advanced glycation end products (AGEs). AGEs 

bind to their receptor, RAGE, expressed on most immune cells (macrophages, DCs), vascular 

endothelial cells, and smooth muscle cells, and initiate a cascade of downstream signaling like 

upregulates ROS generation, overproduction of the transcription factor nuclear factor kappa B 
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(NF-κB), activation of the Janus kinase (JAK)-signal transducer and activator of transcription 

(STAT) pathway, and downregulates the Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

(PPAR-γ) signaling that has adverse effects on the wound microenvironment. Elevated levels of 

ROS and other superoxides increase the oxidative stress that disturbs the balance between the 

levels of systemic oxidants and antioxidants, favoring further AGE generation. Prolonged 

hyperglycemia, along with AGEs, induces epigenetic alterations via histone methylation and 

acetylation that increase the inflammatory response by upregulating pro-inflammatory cytokine 

production. Moreover, AGE/RAGE-induced upregulation of ROS and JAK-STAT signaling 

together induces dysfunction and apoptosis of endothelial progenitor cells (EPCs), and the 

activation of NF-kB enhances the expression of various pro-inflammatory cytokines that prolongs 

the inflammatory phase. As a result, the microenvironment favors the polarization of macrophages 

in the M1 or pro-inflammatory subtype and delays the phenotypic switch to alternatively activated 

M2 subtype that triggers healing. Additionally, oxidative stress, along with hyperglycemia, 

induces either apoptosis or senescence of endothelial cells, fibroblasts, and keratinocytes, thus, 

hindering the proliferative and remodeling stage of healing. Taken together, uncontrolled 

hyperglycemia, oxidative stress, and upregulation of the AGE/RAGE downstream signaling make 

the diabetes wound microenvironment further complex to address.    

To this end, this thesis describes three different hydrogel-based approaches to regulate the chronic 

wound microenvironment to assist healing- 

1.  Sequential delivery of CHX and PDGF-BB from layer-by-layer hydrogel-based scaffold: 

Here, we designed a layer-by-layer scaffold (SL-B-L) containing an antimicrobial agent and 

MMP-9 inhibitor, CHX, along with growth factor PDGF-BB to regulate healing of chronic 

wounds. We found that the initial burst release of CHX from the outermost layer of SL-B-L 
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controlled the protease-rich environment of the wound bed. Hence, the released PDGF-BB 

remained active and induced VEGF-A secretion over 21 days in vivo, overcoming two 

significant disadvantages associated with diabetic wound healing.  

2.  Inhibition of AGE/RAGE signaling to restore macrophage function to assist healing: We 

delivered RAGE inhibitor Ri loaded in hydrogel (Immuno-gel) containing antimicrobial agent 

CHX to downregulate AGE/RAGE signaling in wound bed. AGE/RGE upregulation hinders 

healing by preventing macrophage polarization from M1 to M2 in chronic wounds. Immuno-

gel treatment further increased the M2 population in wound beds of diabetic rats and reduced 

the number of M1 macrophages making the overall microenvironment pro-healing.  

3. Modulating chronic wound microenvironment via engineered M2Exo-conjugated hydrogel: 

Here, we conjugated M2-derived nanovesicles with a self-healing hydrogel (Exo-gel) and 

loaded it with both antimicrobial agent CHX and RAGE inhibitor Ri. Detailed studies indicated 

that Exo-gel induced faster healing in a diabetic rat wound model owing to the synergistic 

effect of all the components.      
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साराांश 

हेमोसे्टसिि, िूजन, प्रिार और रीमॉडेस िंग के क्रसमक चरणोिं के बाद, घाव भरने के चरण आम तौर पर ओवर ैप होते 

हैं और एक अच्छी तरह िे ऑकेस्टर ेटेड तरीके िे होते हैं। हा ािंसक, मधुमेह मे ेटि (DM), सिरापरक अपर्ााप्तता, 

थ्रोम्बोिाइटोपेसनर्ा, इस्किसमर्ा, रक्त सडसे्क्रसिर्ा, र्ा दबाव अल्सर जैिी सवसभन्न पैथोसिसजर्ो ॉसजक  स्कथथसतर्ोिं की 

उपस्कथथसत प्रणा ीगत जसट ताओिं के कारण उपचार प्रसक्रर्ा में बाधा डा ती है, जो पुरानी गैर-सचसकत्सा घावोिं को जन्म 

देती है। 

एसटऑ ॉसजक  रूप िे सभन्न होने के बावजूद, िभी पुराने घाव कुछ बुसनर्ादी सविेषताओिं र्ा  क्षणोिं को िाझा करते 

हैं, जैिे- प्रो-इिंफे्लमेटरी िाइटोसकन का बढा हुआ स्तर, प्रसतसक्रर्ािी  ऑक्सीजन प्रजासतर्ोिं (ROS), प्रोटीएज और 

िेनेिेंि कोसिकाओिं की असनर्समत मात्रा, सनरिंतर ििंक्रमण, और सडिििं क्शन  से्टम िे  की उपस्कथथसत। और कमी 

घाव के्षत्र में नू्यटर ोसि  के  गातार घुिपैठ िे अपक्षर्ी प्रोटीन की िािंद्रता बढ जाती है सजिे मैसटरक्स मेटा ो-प्रोटीसनि 

(MMP) कहा जाता है जो इन प्रोटीएज और उनके ऊतक अवरोधकोिं (TIMMP) के बीच ििंतु न को सबगाड़ देता है। 

जीणा घावोिं में असनर्समत MMP स्तर जमा बाह्य मैसटरक्स (ECM) को कम करता हैं, िाइटोसकन असभव्यस्कक्त को बद ते 

हैं, और रोगसनरोधी कारकोिं को कम करते हैं जो उपचार के स ए िवोतृ्कष्ट हैं। िभी प्रकार के पुराने घावोिं में, मधुमेह के 

घावोिं को ठीक करना िबिे कसठन होता है क्ोिंसक वे एक ऑटोइमू्यन बीमारी िे जुडे़ होने के कारण प्रसतरक्षा प्रणा ी 

की िसक्रर्ता में बद ाव  ाते हैं।  

हाइपरग्लाइिेसमक घावोिं में, ऊतकोिं और ििंच न में मौजूद अवसिष्ट िका रा ऑक्सीडेसटव वातावरण में प्रोटीन, स सपड 

और नू्यस्किक एसिड के अमीन अविेषोिं के िाथ गैर-एिं जाइसमक रूप िे प्रसतसक्रर्ा करते हैं, जो उन्नत ग्लाइकेिन एिं ड 

प्रोडक््टि (AGEs) नामक जसट  ििंरचनाओिं का सनमााण करते हैं। AGEs अपने ररिेप्टर, RAGE िे बिंधते हैं, जो 

असधकािंि प्रसतरक्षा कोसिकाओिं (मैक्रोिेज, DCs), ििंवहनी एिं डोथेस र्  कोसिकाओिं और सचकनी मािंिपेसिर्ोिं की 

कोसिकाओिं पर व्यक्त होते हैं, और डाउनस्टर ीम सिग्नस िंग का एक झरना िुरू करते हैं जैिे ROS पीढी को अपगे्रड 

करते हैं, प्रसत ेखन कारक परमाणु कारक कप्पा बी का असतउत्पादन (NF-κB), जानूि सकनेज (JAK)-सिग्न  
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टर ािंिडू्यिर और टर ािंिसक्रप्िन (STAT) पाथवे के एस्कक्टवेटर की िसक्रर्ता, और पेरॉस्कक्सिोम प्रोस फ़रेटर-िसक्रर् ररिेप्टर 

गामा (PPAR-γ) सिग्नस िंग को डाउनगे्रड करता है सजिका घाव माइक्रोएन्वार्रमेंट पर प्रसतकू  प्रभाव पड़ता है। ROS 

और अन्य िुपरऑक्साइड के बढे हुए स्तर ऑक्सीडेसटव तनाव को बढाते हैं जो प्रणा ीगत ऑक्सीडेंट और 

एिं टीऑस्कक्सडेंट के स्तर के बीच ििंतु न को सबगाड़ता है, जो आगे AGE पीढी के पक्ष में है।  िंबे िमर् तक 

हाइपरगे्लिेसमर्ा, AGEs के िाथ, सहस्टोन मेसथस करण और एसिसट ेिन के माध्यम िे एसपजेनेसटक पररवतान को पे्रररत 

करता है जो प्रो-इिंफे्लमेटरी िाइटोसकन उत्पादन को बढाकर भड़काऊ प्रसतसक्रर्ा को बढाता है। इिके अ ावा, ROS 

और JAK-STAT सिग्नस िंग का AGE/RAGE- पे्रररत अपरेगु ेिन एक िाथ एिं डोथेस र्  पूवाज कोसिकाओिं (EPCs) 

की सिसथ ता और एपोप्टोसिि को पे्रररत करता है, और NF-kB की िसक्रर्ता सवसभन्न प्रो-इिंफे्लमेटरी िाइटोसकन्स की 

असभव्यस्कक्त को बढाती है जो भड़काऊ चरण को  म्बा खी िंचती है। नतीजतन, माइक्रोएन्वार्रमेंट M1 र्ा प्रो-इिंफे्लमेटरी 

िबटाइप में मैक्रोिेज के धु्रवीकरण का िमथान करता है और िेनोटाइसपक स्किच को वैकस्किक रूप िे िसक्रर् M2 

उपप्रकार में देरी करता है जो हीस िंग को सटर गर करता है। इिके असतररक्त, हाइपरगे्लिेसमर्ा के िाथ ऑक्सीडेसटव 

तनाव, एिं डोथेस र्  कोसिकाओिं, िाइब्रोब्लास््टि और केरासटनोिाइट्ि के एपोप्टोसिि र्ा जीणाता को पे्रररत करता है, 

इि प्रकार, उपचार के प्रिार और रीमॉडेस िंग चरण में बाधा डा ता है। एक िाथ स र्ा गर्ा, असनर्िंसत्रत 

हाइपरगे्लिेसमर्ा, ऑक्सीडेसटव तनाव, और AGE/RAGE डाउनस्टर ीम सिग्नस िंग का अपरेगु ेिन मधुमेह घाव 

माइक्रोएन्वार्रमेंट को ििंबोसधत करने के स ए और जसट  बनाता है। 

र्ह अिंत करने के स ए, र्ह थीसिि उपचार में िहार्ता के स ए पुराने घाव िूक्ष्म पर्ाावरण को सवसनर्समत करने के स ए 

तीन अ ग-अ ग हाइडर ोजे -आधाररत दृसष्टकोणोिं का वणान करती है- 

1. परत-दर-परत हाइडर ोजे -आधाररत मचान िे CHX और PDGF-BB की अनुक्रसमक सड ीवरी: र्हााँ, हमने एक 

परत-दर-परत मचान (SL-B-L) सडजाइन सकर्ा है सजिमें एक रोगाणुरोधी एजेंट और MMP-9 अवरोधक, CHX, 

िाथ में है सवकाि कारक PDGF-BB के िाथ पुराने घावोिं के उपचार को सनर्िंसत्रत करने के स ए। हमने पार्ा सक 

SL-B-L की िबिे बाहरी परत िे CHX के िुरुआती सवस्फोट ने घाव के सबस्तर के प्रोटीएज-िमृद्ध वातावरण को 
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सनर्िंसत्रत सकर्ा। इिस ए, जारी PDGF-BB सववो में 21 सदनोिं तक िसक्रर् और पे्रररत VEGF-A स्राव बना रहा, 

सजििे डार्सबसटक घाव भरने िे जुडे़ दो महत्वपूणा नुकिानोिं पर काबू पार्ा जा िका। 

2.  उपचार में िहार्ता के स ए मैक्रोिेज फ़िं क्शन को बहा  करने के स ए AGE/RAGE सिग्नस िंग का सनषेध: हमने 

हाइडर ोजे  (Immuno-gel) में  ोड सकए गए RAGE इनसहसबटर Ri को एिं टीमाइक्रोसबर्  एजेंट CHX िे रु्क्त 

सकर्ा है तासक घाव के सबस्तर में AGE/RAGE सिग्नस िंग को कम सकर्ा जा िके। AGE/RAGE अपरेगु ेिन पुराने 

घावोिं में M1 िे M2 तक मैक्रोिेज धु्रवीकरण को रोककर उपचार में बाधा डा ता है। Immuno-gel उपचार ने 

डार्सबसटक चूहोिं के घाव वा े सबस्तरोिं में M2 की आबादी को और बढा सदर्ा और M1 मैक्रोिेज की ििंख्या को 

कम कर सदर्ा सजििे िमग्र माइक्रोएन्वार्रमेंट प्रो-हीस िंग हो गर्ा। 

3.  इिंजीसनर्डा M2Exo-ििंरु्स्कित हाइडर ोजे  के माध्यम िे जीणा घाव माइक्रोएन्वार्रमेंट को ििंिोसधत करना: र्हािं, 

हमने ि-सचसकत्सा हाइडर ोजे  (Exo-gel) के िाथ M2-वु्यत्पन्न नैनोवेसिकल्स को ििंरु्स्कित सकर्ा और इिे 

रोगाणुरोधी एजेंट CHX और RAGE अवरोध करनेवा ा Ri दोनोिं के िाथ  ोड सकर्ा। सवसृ्तत अध्यर्नोिं िे ििंकेत 

सम ता है सक Exo-gel िभी घटकोिं के िहसक्रर्ात्मक प्रभाव के कारण डार्सबसटक चूहे के घाव के मॉड  में तेजी 

िे उपचार को पे्रररत करता है।    

 

 

 

 

 

 


