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Giris. Humik asidin daha 6nce kutanéz yara iyilesmesini arttirdigi ve antibakteriyel ézellikler gosterdigi gosterilmistir; ancak agiz boslugunda yara
iyilesmesi icin kullanilmamistir. Buna gére, bu ¢alismanin amaci deneysel bir sican calismasinda hiimik asidin eksizyonel yaralarin iyilesmesi Gzerindeki
etkisinin degerlendirilmesidir. Malzemeler ve yontemler. Toplam 77 Wistar ratta anestezi altinda 3 mm'lik biyopsi punchi kullanilarak orta damak
yuzeylerinden sirkuler yara acildi. Hayvanlar baslangig, salin kontrol (%0,09), klorheksidin glukonat (%0,05) ve himik asit (80 mg/kg) olmak lizere 4 gruba
ayrildi ve bu maddelerle 7 glin sreyle tedavi edildi. Sonuglar. Yara kapanma oranlarini izlemek igin fareler 3 hafta boyunca gézlemlendi. Hem himik asit
tedavisi hem de klorheksidin glukonat tedavisi, tedavinin hem 1. hem de 2. haftalarinda salin kontroltne kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
daha ylksek yara kapanma orani ile sonuglanmistir. Damaktaki yaralar icin hiimik asit tedavisi, sadece salin kontroltne degil, ayni zamanda klorheksidin
glukonat tedavisine kiyasla daha iyi iyilesme ile sonuglanmistir.Sonug. Bu ¢alismada literattrde ilk kez hiimik asidin agiz yaralarinin iyilesmesini

hizlandirdigi gésterilmistir. Bu bulgular, hiimik asidin agiz yaralari icin mevcut tedavi yontemlerine alternatif olarak kullanilabilecegini gdstermektedir.

1. Girig

Agiz boslugundaki yaralar, pek ¢ok bakteriye ev sahipligi
yapan sicak agiz mikrogevresi ve yeme-icme ile olusan fiziksel
aktiviteye bagh olarak meydana gelen surekli asinma ve
yipranma nedeniyle bircok insan icin dnemli bir saglik sorunu
olusturmaktadir [1, 2]. Yara iyilesmesi enflamasyon,
proliferasyon ve yeniden sekillenme olarak ti¢ asamadan
olusan karmasik bir stirectir [3]. Enflamasyon fazinda yara
bolgesi patojenlere karsi korunur ve 6lU hicreler
uzaklastiriirken, proliferasyon fazinda ekstraselltler matriks
materyallerini salgilayan hicreler codalir ve yara bélgesini
hizla bloke etmek ve korumak igin yiksek miktarda lifli
ekstraseltler matriks proteinleri salgilar. yara bélgesini
patojenlere karsi korur [4]. Yeniden yapilanma asamasinda, bu
lifli bloke edici bilesenler uzaklastirilir ve daha fonksiyonel
doku Uretilir.

Agiz boslugunun oldukca nemli ve sicak ortami mikrobiyal
blUylme icin destekleyici bir ortam oldugundan, damakta
yaralarin hizh ve enfeksiyonsuz iyilesmesine yardimci olmak
icin antibakteriyel Grdnlerin kullaniimasi alisiimis bir durumdur
[5, 6]. Halihazirda ticari olarak kullanilan antibakteriyel Grinler
disinda, birkag faktériin damak yara iyilesmesine yardimci
oldugu daha 6nce gosterilmistir [5-7].

Cogunlukla linyit, turba, toprak ve suda bulunan hiimik
maddeler antiviral, antibakteriyel, antitoksik, antililserojenik,
antiartritik, antialerjik, immunomodulatér ve antiinflamatuar
Ozelliklere sahiptir [8-15]. Mikroorganizmalar bitki ve hayvan
dokularini turbaya doénusturur [16] ve humus, turba, sapropel
ve mumya gibi humik maddeler 3000 yil dncesine kadar farkli
hastaliklara karsi tipta farkh uygulamalar icin kullaniimistir
[11]. Himik asidin toksisitesi cok disuktur [17]. Himat
kullanimi, sicanlarda irlanda yosunu kaynakli édemin pence
hacminde azalmaya neden olur [18]
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Tablo 1: Himik asit 6rneginin bilesimi.

Analiz Parametreleri Birim Yontemler Analiz Sonuclart W/W'
Toplam hiimik asit % TS 5869 ISO 5073 6.5
Toplam Kisi % ICP-AES 0,015
Tam Evet % ICP-AES 1.36
Toplam Se markg ICP-AES 0,15
Toplam Ca % ICP-AES 1.26
Toplam Mg % ICP-AES 0,014
Toplam Fe % ICP-AES 0,056
Toplam ay mg/kg ICP-AES 89.50
Toplam Zn mg/kg ICP-AES 31.13
Toplam Na % ICP-AES 1.79
Toplam Cl % Titrimetrik -

ve sodyum humatin sicanlarda yara iyilesmesini arttirdigi
gOsterilmistir [19].

Agiz boglugunda, hiimik asidin sicanlarda alveolar kemik
kaybini 6nledigini ve enflamasyonu azalttigini daha énce
gostermistik [20]. Ek olarak, himik asitlerin ana bileseni olan

karbonhidrat trevi fulvik asidin, oral olarak aktif mikroorganizmalara

karsi genis spektrumlu bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
go6sterilmistir [21]. Bu sonuglar, humatlarin bu spesifik 6zelliklerinin
damakta yara iyilesmesinde faydali olabilecegi ihtimalini 6ne slrse
de, su anda humatlarin agiz boslugundaki yara iyilesmesi Gzerindeki
etkilerini gosteren bir kanit yoktur. Tus'a gére bu ¢alismanin amaci,
himik asidin sican damaklarindaki eksizyonel yaralarin iyilesmesi
Uzerindeki etkisinin degerlendirilmesidir.

2. Malzemeler ve Yontemler

2.1. Hayvanlar ve Calisma Gruplari. Calisma protokolu ve deney
tasarimi Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Etigi Kurulu
tarafindan onaylandi (onay numarasi: B.30.2.CUM.0.01.00.00-50/59,
312). Deneyde toplam 77 adet Ug aylik erkek Wistar sican kullanildi.
Deneyin basinda vicut agirliklari 280 ile 320 gr arasinda
degismekteydi. Her gruptaki ratlar, iyi aydinlatiimis ve iyi
havalandirilan bir odada, farkli kafeslerde, ayni kosullarda beslendi.
Tam siganlar ad libitum olarak beslendi ve 12 saat/12 saat aydinlik/
karanhk déngusunde ve 21 + C sicaklikta ve %40-60 nemde tutuldu.
Sicanlar, deney dizenedgi ile strese bagh etkilesimi azaltmak icin

1 calismadan 10 giin 6nce yasam ortamlarina alistirildi. Bu
calismanin deneysel asamalari Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiltesi
Hayvan Laboratuvarinda gerceklestirildi. Hayvanlar rastgele
asagidaki gibi dort gruba ayrild::

(i) Kontrol (C) grubu (n = 5)
(ii) Salin (%0,9) (S) grubu (n = 24)

(iii) Klorheksidin glukonat (%0,05) (CHG) grubu (n =
24)

(iv) Humik asit (HA) grubu (n = 24)

Her bir ana grup, 1., 2. ve 3. haftalardaki degisiklikleri g6zlemlemek
icin her birinde 8 rat bulunan Ug alt gruba ayrildi.

2.2. Deneysel Palatal Yara Yuzeyinin Olusumu. 10 gunlik
adaptasyon suresinin ardindan hayvanlara ksilazin hidroklortr
(Rompun; 10 mg/kg, Bayer Animal Health GmbH, Leverkusen,
Almanya) ve ketamin hidroklorir (Ketalar; 40 mg/kg, Eczacibasi
flag Sanayi, Istanbul, Tirkiye) ile anestezi uygulandi. intraperitoneal
olarak. Sert damak orta hattinin mukoperiosteumunda anterior
damak uzerinde standardize edilmis dairesel bir yara taslagi
olusturmak icin 3 mm ¢apinda bir punch biyopsi aleti kullanildi.
Alttaki kemigi ortaya ¢ikarmak icin yumusak doku keskin
diseksiyonla ¢ikarildi. Hemostaz saglanana kadar yaranin Gzerine
pamuklu gazli bez yerlestirildi. Deney boyunca herhangi bir ilag
kullaniimadi.

2.3. Humik Asidin Hazirlanmasi. Himik asit, Bati Karadeniz
bélgesinden gelen turbadan elde edildi ve ¢calisma
konsantrasyonlarina (80 mg/kg) ulasmak igin steril salin
sollisyonunda seyreltildi [20]. Himik asit ¢Ozeltisindeki Si, Se, Ca,
Mg, Fe ve Zn gibi iz elementlerin konsantrasyonu Tablo 1'de
verilmistir. Cl degerlendirmesi icin titrimetrik yontem kullanilirken,
induktif olarak eslesmis plazma-atomik emisyon spektrometresi

( ICP-AES) diger tum unsurlar icin kullanildi.

2.4. Calisma Sureci. Temel degerleri (C grubu) elde etmek igin bes
hayvan hemen kurban edildi. Kalan 72 hayvan rastgele t¢ deney
grubuna ayrildi. 0,5 mL %0,09 salin solusyonu, %0,05 klorheksidin
glukonat (Irisept, Irrimax Corporation, Innovation Technologies,
Inc., Lawrenceville, GA) veya 80 mg/kg humik asit preparati ilgili
yara bélgesine giinde bir kez 1 dakika streyle uygulandi. her giin
pamuk topaklari kullanarak. Ameliyat sonrasi 7, 14 ve 21. giinlerde
her gruptan sekizer hayvan sakrifiye edildi. Te maksiller disseke
edildi ve 6rnekler fotografik olarak degerlendirildi ve histolojik
bulgularla karsilastirildi.

2.5. Fotografik Degerlendirme. Orneklerin fotograflari
stereomikroskop (Stemi DV4, Carl Zeiss, Jena, Germany) kullanilarak
(25X buyutme) gekilmistir. Te ylzey alani
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1. hafta

Hafta 2

Sekil 1: Yara bolgelerinin 1, 2 ve 3. haftalardaki temsili isik mikroskobik fotograflari.

Yaranin genisligi, "Biowizard - DWinter, Version 3" yazimi kullanilarak
morfometrik olarak 6lculdi. Fotografik degerlendirme, numunelerin
kimliginden habersiz tek bir denetgi (Dr. Talmac) tarafindan yapildi.

2.6. Histopatolojik Degerlendirme. Histolojik analiz, numunelerin
kimligini de bilmeyen tek bir arastirmaci (Dr. Goze) tarafindan
gerceklestirildi. Ornekler 48 saat %10 nétr formalinde fikse edildi. Te
ornekleri daha sonra formik asit (%10) ve nitrik asit (%10) icinde 72
saat sureyle kireci giderildi. On, numuneler parafna gomulda.
Mikrotom kullanilarak damak orta hattina dik olarak yaranin en
blyuk capindan 5 m'lik seri kesitler hazirlandi. Te kesitler eozin ve
hematoksilin ile boyandi. Slaytlar, 1sik mikroskobu (Nikon Eclipse, E
600, Tokyo, Japonya) altinda histolojik degisiklikler acisindan

degerlendirildi.

2.7. Istatistiksel analiz. Kontrol ve deney grubu verileri kendi
aralarinda ve baslangic degerleri ile karsilastirildi. istatistiksel analiz
SPSS yazilimi ve GraphPad Prism programi kullanilarak yapildi. Tukey
coklu karsilastirma analizi ve Student t-testi ile iki yonli ANOVA veya
tek yonli ANOVA uygulandi.

3. Sonuglar

Hamik asit bir macun olarak elde edildi ve salin soliisyonunda 80 mg/
kg'lik bir konsantrasyonda tekrar seyreltildi.

Cerrahi operasyon sonrasi yara bélgelerinin isik mikroskobu ile
fotograflar cekildi ve goruntuler

calisma gruplarina kér olan bir gézlemci tarafindan élgilmustdr.
Negatif kontrol “salin soltisyonu”, pozitif kontrol “klorheksidin
glukonat solusyonu” ve hiimik asit solisyonu yara boélgesine giinde
birer dakika sure ile uygulandi. Yara bélgelerinin isik mikroskobu ile
cekilmis temsili resimleri Sekil 1'de gosterilmistir.

Tedavinin ilk haftasindan sonra tek yonli ANOVA analizi ile
gruplar arasinda p degeri 1,89 x 10 17 olan istatistiksel olarak
anlamli bir fark vardi (Tablo 2). Tukey ¢oklu karsilastirma testi ile
gruplar kendi aralarinda karsilastiriidiginda salin kontrol ve hiimik
asit grubu ile salin kontrol ve klorheksidin glukonat grubu arasinda
p degerleri 2,06 x 10 13 ve 5,01 ile istatistiksel olarak anlamh bir
fark vardi. x 10 13, sirasiyla. Ote yandan, humik asit grubu ile
klorheksidin glukonat grubu arasinda 1 hafta sonra istatistiksel
olarak anlaml bir fark yoktu.

tedavi.

Tedavinin ikinci haftasinin sonunda tekrar yara bolgeleri 6lctldu
ve gruplar tek yonli ANOVA ile istatistiksel olarak analiz edildi.
Gruplar arasinda ap degeri 4,61 x 10 10 olan istatistiksel olarak
anlamli bir fark vardi (Tablo 2). Tedavinin ilk haftasina benzer sekilde
salin kontrol ve hiimik asit grubu ile salin kontrol ve klorheksidin
glukonat grubu arasinda p degerleri 9.21x 10 8ve3.05x 10 8ile
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi, sirasiyla. Ancak iki haftalik
tedavi sonunda himik asit grubu ile klorheksidin glukonat grubu
arasinda yine istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu.
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Tablo 2: 21 glinlik gézlem sirasinda yara alanlarinin analizleri.

Tedavinin 1. haftasi Tedavinin 2. haftasi Tedavinin 3. haftasi

Kontrol (ortalama + sem) 8.22 5.131 2.194

Klorheksidin glukonat (ortalama + sem) 5.276 4.02 1.215

Humik asit (ortalama + sem) 5.193 3,97 0,7788

F degeri 400.6 70.85 201.9

R2 degeri 0,9745 0,8709 0,9506

Kontrol ve hiimik asit arasinda %95 GA 2,637 - 3,251 0,8832-1,439 1.233-1.597
2.720-3.335 0,8332-1,389 0,7970-1,161

Kontrol ve klorheksidin glukonat arasinda %95 GA

Klorheksidin glukonat ve hiimik asit arasinda %95 GA

-0,2234 - 0,3909

-0,2280 - 0,3280 0,2545-0,6180

sem = ortalamanin standart hatasi ve CI = giiven araligi.

125 m

Sekil 2: Yara bélgelerinin temsili histolojik gérintusu. (A) Himik asitle tedavi edilen yaralarin 1. haftada temsili histolojik gérunttsu. Kirmizi yildiz genis nekrotik ve ciddi

derecede iltihapl alani gésterirken, siyah yildiz mukozal epiteli isaret ediyor. (B)

Humik asitle tedavi edilen yaralarin 3. haftada temsili histolojik gérintisu. Kirmizi yildiz hafif iltihapli bolgeyi ve granilasyon dokusunu gdsterirken, siyah yildizlar
daralmis mukozal epitel tabakasini gosteriyor. (C) Calismanin sonunda hiimik asitle muamele edilmis dokularin temsili bir bélimu. Siyah yildiz tam mukozal epitelyal

onarim ve iyilesme gosterir.

Calisma Ug¢ hafta surmus ve ¢alisma sonunda yara alani
Olcumleri tekrar one-way ANOVA ile karsilastirilmis ve gruplar
arasi ¢oklu karsilastirmalar Tukey testi ile yapilmistir. Genel
olarak, ap degeri 1,94 x 10 14 olan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi (Tablo 2). 1. ve 2. hafta
Olcumlerine benzer sekilde salin kontrol ve hiimik asit grubu
ile salin kontrol ve klorheksidin glukonat grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark vardi.

Bu karsilastirmalarin te p degerleri sirasiyla 3,83 x 10 11 ve
3,78 x 10 10 idi. Carpici bir sekilde, tg hafta sonunda hiimik
asit grubu ile klorheksidin glukonat grubu arasinda da ap
degeri 0,0001 (3,95 x 10 5) ile istatistiksel olarak anlamli bir
fark vardi.

Tekrarlanan 6l¢timlerle iki yonli ANOVA kullanilarak tg
haftalik tdm olcumler karsilastinldiginda, sadece haftalar
arasinda degil, ayni zamanda tedavi gruplari arasinda da
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi, p degerleri sirasiyla
1,55x10 41ve1,68x10 64idi..

Doku kesitleri hematoksilin ve eozin boyama ile islendikten
sonra analiz edildiginde, bir haftalik tedavi grubundan alinan

kesitlerde nekrotik ve iltihapl alanlar géraldd. Bununla birlikte,
himik asit ile g haftalik tedaviden sonra, enflamasyon alanlari

cok azaldi ve daralmis mukozal epitel tabakasi ile grantlasyon
dokusu gozlendi. Calismanin sonunda humik asit uygulanan
hayvanlardan alinan kesitler, tam mukozal epitel tamiri ve
iyilesmesi gosterdi (Sekil 2).

4. Tartisma

Bu calismada literattirde ilk kez himik asidin agiz yaralarinin
iyilesmesini hizlandirdigi gosterilmistir. Sicanlarda deneyler
yapildi ve hiimik asit tedavisi salin tedavisi ve geleneksel
klorheksidin glukonat tedavisi ile karsilastirildi.

Agiz boslugundaki bakteriyel mikrofora ¢ok cesitlidir ve bu
bakteriler yaralari kolonize eder [22]. Damaktaki yaralar
genellikle enfeksiyonlari énlemek icin antibakteriyel tedavilerle
tedavi edilir. Bu calismada ayrica pozitif kontrol olarak
antibakteriyel bir malzeme olan klorheksidin glukonat kullandik.
Humik asidin de daha 6nce antibakteriyel 6zelliklere sahip
oldugu rapor edilmisti [9, 12]; bu nedenle, bu kontrol, yara

iyilesmesi icin antibakteriyel tedavinin etkinligini karsilastirmamizi saglad.

Tedavinin ilk iki haftasinda hem himik asit tedavisinde hem de
klorheksidin glukonat tedavisinde antibakteriyelin oral yara
iyilesmesi tzerindeki olumlu etkilerini gézlemledik, bu tedaviler
yara iyilesmesini hizlandirmada salin kontrolUne gore cok daha
etkiliydi. Ote yandan, ilk iki hafta icerisinde himik asit tedavisi
grubu ile klorheksidin glukonat tedavisi grubu arasinda
neredeyse hi¢ fark olmamasi, antibakteriyel 6zelliklerin yara
iyilesmesinin ilk asamalarindaki 6nemini géstermektedir.
HUmik asit tedavisinden sonra daralmis mukozal epitel
tabakasina sahip granilasyon dokusu ve tam mukozal epitel
tamiri ve iyilesmesi gdsteren histolojik analizler de hiimik asidin
damak yaralarinda yara iyilesmesindeki kritik etkisini
desteklemektedir.
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HUmik asidin ayrica farkli dokulardaki yaralarin iyilesmesine

yardimci olabilecek anti-inflamatuar 6zelliklere sahip oldugu
gosterilmistir [10, 15, 18, 23]. Bu 6zellik yara iyilesmesinin
sonraki asamalarinda daha etkili olabilir, cinkl tedavinin
Gguncu haftasinda himik asitle tedavi edilen yaranin
klorheksidin glukonatla tedavi edilen yaralardan istatistiksel
olarak 6nemli 6lctide daha hizl iyilestigini gézlemledik. Ek
olarak, ug¢ haftalik tedavinin sonunda, numuneler histolojik
boyama yoluyla analiz edildiginde, himik asitle tedavi edilen
yaralar, hem salin kontroli hem de klorheksidin ile tedavi

edilen grupla karsilastinildiginda azalmis enflamasyon alanlari gésterdi;

Hamik asitler, Jurcsik'in [24] 6ne surdugu gibi, yara
iyilesmesi ve kanser tedavisi Uzerinde olumlu bir etkiye sahip
olabilir. Iyilesme suireci ekstra oksijen gerektirir ve bu ihtiyag,
cok oksijen tiketen yara iyilesme slrecinin ana olayi olan
fagositoz nedeniyle yaralanmadan sonraki ilk dakikada ortaya
cikar [24].

HUmik asidin bilesimi karmasiktir ve farkli bélgelerden
alinan numuneler birbirinden farklidir.

Baslangi¢ maddesi olarak dogal maddeler kullanilarak

hazirlanan ilag maddeleri rutin olarak kullanilsa ve seriden
seriye bir dereceye kadar farklilik gésterse de, gelecekteki

yara iyilestirme deneylerinde sentetik hiimik asit preparatlarinin

kullanilmasi faydali olabilir. Daha kimyasal olarak tanimlanmig
ilag Urlnleri elde etmek icin bu dogal numunelere alternatifler.

5. Sonug

Genel olarak, bu ¢alismanin sonuglari, daha 6nce antibakteriyel

ve anti-enflamatuvar 6zelliklere sahip oldugu gosterilmis olan
hidmik asidin agiz boslugundaki yara iyilesmesini arttirdigini
gOstermistir. Himik asit tedavisi, agiz yaralarinin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan klorheksidin glukonattan bile Gstindu.
Bildigimiz kadariyla bu ¢alisma, hiimik asit tedavisinin agiz

boslugundaki yaralarin tedavisinde kullanilabilecegini gosteren

ilk calismadir.

Veri kullanilabilirligi

Bu calismayi desteklemek icin higbir veri kullaniimadi.

Cikar catismalari

Yazarlarin ifsa edecek ¢ikar catismasi yoktur.
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