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Özet  Sodyum  humat  (HA-Na),  halk  hekimliğinde  yara  iyileştirici  ve  iltihap  önleyici  bir  madde  olarak  topikal  olarak  
kullanılmaktadır.  Bu  çalışmada,  HA-Na,  Sprague-Dawley  sıçanlarında  kutanöz  yara  iyileşmesi  için  
araştırıldı.  HA-Na  solüsyonu  (%1.0,  w/v)  eksizyon  yarası  modellerinden  geçen  sıçanlara  topikal  olarak  
uygulandı.  İyileşme,  pozitif  kontrol  olarak  harici  kullanım  için  bir  rekombinant  sığır  temel  fibroblast  
büyüme  faktörü  ile  değerlendirildi.  Yara  iyileşme  oranları,  yaralanma  sonrası  3.,  6.,  9.,  14.  ve  21.  Günlerde  
hesaplandı  ve  histolojik  analiz  için  aynı  aralıklarla  dokular  da  toplandı.  Ayrıca  doku  hidroksiprolin  seviyeleri  
ölçüldü.  Ayrıca  dönüştürücü  büyüme  faktörü-β1,  2,  3'ün  (TGF-β1,  2,  3)  mRNA  seviyeleri  ve  protein  ifadeleri  
RT-PCR  ve  western  blot  ile  belirlendi.  Smad-2,  -3,  -4  ve  -7'nin  protein  ekspresyon  seviyeleri  de  western  blot  ile  tespit  
edildi.  Çalışmamız,  HA-Na'nın,  hızlandırılmış  yara  kasılması  ve  artan  hidroksiprolin  içeriği  yoluyla  
sıçanlarda  yara  iyileşmesini  destekleme  kapasitesine  sahip  olduğunu  göstermektedir.  Daha  da  önemlisi,  HA-
Na'nın  bu  yara  iyileştirici  etkilerine  TGF-β/Smad  sinyal  yolu  aracılığıyla  aracılık  edilebilir.  HA-Na  gelişmiş  
yara  iyileşmesi  için  etkili  bir  ajan  olabilir.
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Yara  iyileşmesi,  enflamasyonun  farklı  aşamalarını,  yeni  doku  oluşumunu  
ve  yeniden  şekillenmeyi  içeren  karmaşık  bir  süreçtir7 .

Sodyum  humat,  sıçanlarda  TGF-β/Smads  sinyal  yolunu  aktive  ederek  kutanöz  yara  iyileşmesini  hızlandırır

.

.

Özellikle  HA-Na,  Çin'de  binlerce  yıldır  tıbbi  uygulamada  geleneksel  olarak  
uygulanmaktadır.  Güçlü  bir  anti  inflamatuar,  anti-mikrobiyal,  anti-virüs,  anti-
tümör  ve  anti-ülser  ilacı  olan  HA-Na,  bağışıklık  düzenleme,  endokrin  
düzenleme  ve  diğer  hastalıkların  tedavisi  için  kullanılmıştır.

Sıçanlar  deneyden  önce  tartıldı  ve  deney  yaralarının  açılmasından  önce  
ve  sırasında  anestezi  uygulandı.  Sıçanlara,  Arunachalam  ve  ark.14  ve  
Ganeshkumar  ve  ark.15  tarafından  tarif  edildiği  gibi  eksizyon  yaraları  verildi .  
Kısaca,  sıçanlara  anestezi  uygulandı,  hayvanın  sırt  kürkü  elektrikli  bir  
makasla  tıraş  edildi  ve  oluşturulacak  yaranın  alanı,  dairesel  paslanmaz  çelik  

bir  şablon  kullanılarak  metilen  mavisi  ile  hayvanların  sırtında  çizildi.  
Yaranın  derinliği,  yaranın  kenarına  dik  olarak  dizildiğinden  emin  olarak  
yaraya  esnek  bir  cihaz  sokularak  belirlendi.  500  mm2  ve  2  mm  derinliğinde  
eksizyon  yarasının  tam  kalınlığı,  dişli  forseps,  cerrahi  bıçak  ve  sivri  uçlu  
makas  kullanılarak  işaretler  boyunca  oluşturuldu.  Sıçanlar  rastgele  3  gruba  
ayrıldı.  Grup  1,  kontrol  grubu  olarak  tedavi  edilmedi;  grup  2,  0,5  mL/cm2  rb-
bFGF  (4200  IU/mL)  ile  tedavi  edildi  ve  referans  standart  olarak  kullanıldı  (pozitif  
kontrol);  grup  3,  topikal  olarak  eşit  miktarda  %1.0  (a/h)  HA-Na  solüsyonu  ile  
tedavi  edildi.  HA-Na  veya  rb-bFGF  uygulamasından  önce  tüm  gruplar  için  
günlük  olarak  standart  yara  temizliği  yapıldı.  HA-Na  veya  rb-bFGF,  14  gün  
boyunca  günde  iki  kez  topikal  olarak  uygulandı.  Epitelizasyonun,  herhangi  bir  
artık  ham  yara  bırakmadan  eskar  düştüğünde  meydana  geldiği  kabul  
edildi.  Enfeksiyon  belirtileri  gösteren  herhangi  bir  sıçan  dışlandı  ve  %10  
kloral  hidrat  doz  aşımı  ile  öldürüldü.

Humik  

maddeler  geleneksel  olarak  halk  tıbbında  kolit  ve  Alzheimer  hastalığı  dahil  
olmak  üzere  çeşitli  bozuklukların  tedavisi  için  kullanılmıştır5,6  Hümik  
asit,  kimyasal  ve/veya  biyokimyasal  bozunma  yoluyla  bir  hümik  madde  sınıfından  kaynaklanır.  Tek  bir  asit  değildir;  daha  
ziyade  karboksil  ve  fenolat  grupları  içeren  birçok  farklı  asidin  karmaşık  bir  
karışımıdır.  Hümik  asit,  geleneksel  Çin  tıbbında  (TCM)  kullanılmıştır  
ve  çeşitli  farmakolojik  özelliklere  sahiptir.  Sodyum  humat  (HA-Na),  hümik  asit  
tuzudur  ve  birçok  ülkede  yüzyıllardır  geleneksel  tıp  sistemlerinin  bir  parçası  
olarak  terapötik  olarak  kullanılmaktadır.

2.3.  Yara  oluşumu  ve  tedavisi

Son  birkaç  yılda,  doğal  ürünlerin  tıbbi  özelliklerine  ilişkin  araştırmalar  
önemli  ölçüde  arttı  ve  çok  sayıda  kanıt,  turba  ve  sapropelden  elde  edilen  
ekstraktların,  tıbbi  özelliklere  sahip  yeni  bileşiklerin  kaynağını  temsil  
edebileceğini  öne  sürüyor1–4 .

İçinde

Nanjing  Jiancheng  Biyomühendislik  Enstitüsü  (Nanjing,  Çin).  Jel  hazırlama  kiti  
(Tris–HCl,  SDS,  TEMED,  AP),  fenilmetan  sülfonil  florür,  glisin,  nitroselüloz  
membran,  birincil/ikincil  antikorlar  ve  western  blot  ECL  kromojenik  tespit  kiti  
Wuhan  boster  biyolojik  mühendislik  Co.,  Ltd.'den  (Wuhan)  satın  alınmıştır. ,  
Çin).  CD31  birincil  antikoru,  Bioss  biyolojik  mühendislik  Co.,  Ltd.'den  (Pekin,  Çin)  
temin  edilmiştir.  Biotin  streptavidin  HRP  saptama  sistemleri,  ZSGB  biologal  
Engineering  Co.,  Ltd.'den  (Pekin,  Çin)  satın  alındı.  Diğer  tüm  kimyasallar  ve  
reaktifler  analitik  saflıktaydı.

İlk  tedaviden  en  az  3  gün  önce.  Sıçanlara,  deneysel  yaraların  açılmasından  
önce  ve  sırasında  anestezi  uygulandı.  Cerrahi  girişimler  %10  kloral  hidrat  
anestezisi  (300  mg/kg,  ip)  kullanılarak  steril  koşullarda  gerçekleştirildi.  Bu  
çalışmada  gerçekleştirilen  tüm  deneysel  prosedürler,  Xi'an  Jiaotong  
Üniversitesi  Tıp  Fakültesi  Etik  Kurulu  tarafından  onaylandı  ve  ABD  Laboratuvar  
Hayvanlarının  Bakımı  ve  Kullanımı  Yönergelerine  (NIH  yayını  #85-23,  
revize  edildi.  1985).

Yara  kapanma  oranı,  şeffaf  kağıt  ve  kalıcı  bir  işaretleyici  ile  yaranın  
3.,  6.,  9.,  14.  ve  21.  Günlerde  izlenmesiyle  değerlendirildi.  Kaydedilen  yara  
alanları  bir  grafik  kağıdı16kullanılarak  ölçüldü.  Yara  yatağı  tamamen  
yeniden  epitelize  edildiğinde  ve  yeni  doku  ile  dolduğunda  yara  kapanması  için  
geçen  süre  tanımlandı.  Yaralanma  günü  0.  Gün  olarak  kabul  edildi.

1.  Giriş

Erkek  Sprague-Dawley  fareleri  (SPF,  ağırlık  200-250  g),  Xi'an  Jiaotong  
Üniversitesi  Tıp  Fakültesi  (Xi'an,  Çin)  Deneysel  Hayvan  Merkezinden  satın  
alındı.  Hayvanlar  kontrollü  koşullar  altında  barındırıldı  (12  saat/12  
saat  aydınlık/karanlık  döngüsü,  22–28°C  ve  %60–70  hava  nemi),  normal  fare  
yemi  ve  istenildiği  kadar  su  ile  beslendi.  Tüm  hayvanlar,

2.  Malzemeler  ve  yöntemler

HA-Na  örneği,  Çin  Bilimler  Akademisi  (Taiyuan,  Çin)  Kömür  Kimyası  
Enstitüsü'nden  satın  alınmıştır.  HA-Na'nın  bileşenleri  %14,22  su  (hava  
kurusu  bazda),  %23,34  yakıcı  kalıntı  (kuru  baz),  %73,33  hümik  asit  (kuru  
baz)  ve  %4,48  suda  çözünür  maddelerden  (kuru  baz)  oluşmaktadır.  ürün.  
Harici  kullanım  için  rekombinant  sığır  temel  fibroblast  büyüme  faktörü  (rb-
bFGF),  Zhuhai  YiSheng  biyolojik  ilaç  Co.,  Ltd.'den  (Zhuhai,  Çin)  satın  alındı.  
Hydroxypro  hattı  saptama  kiti  (alkali  hidroliz  yöntemi)  şu  adresten  satın  
alınmıştır:
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2.2.  deney  hayvanları

Bu  fazlar  farklı  değildir,  ancak  sürekli  bir  yara  iyileşme  süreci  oluşturur.  
Yara  iyileşmesi,  hasarlı  dokuyu  yeniden  yapılandırmayı  amaçlayan  
yaralanmaya  bir  yanıttır  ve  bağ  dokusu  onarımı,  yeniden  epitelizasyon  ve  
anjiyogenezin8  hassas  koordinasyonunu  gerektirir .  Birçok  gelişmiş  ülkede,  
yara  iyileşmesi  için  çeşitli  büyüme  faktörleri  kullanılmıştır.  Şu  anda  
hastalar  üç  büyüme  faktörü  ile  tedavi  edilmektedir:  trombosit  kaynaklı  
büyüme  faktörü-BB  (PDGF-BB),  temel  fibroblast  büyüme  faktörü  (bFGF)  ve  
granülosit-makrofaj  koloni  uyarıcı  faktör  (GM-CSF),  ancak  bunun  maliyeti  
gelişmekte  olan  ülkelerde  terapi  yüksektir9  Yanık  travması  ve  yaraları,  
gelişmekte  olan  ülkelerde  hala  önemli  bir  sorundur  ve  genellikle  ciddi  komplikasyonlara  sahiptir  ve  yüksek  
tedavi  maliyetleri  içerir.  TCM'nin  yanıkların  ve  yaraların  tedavisinde  
kullanılması,  mali  yükü  azaltmanın  yanı  sıra  iyileşmeyi  iyileştirmek  için  
önemli  bir  moddur.  Çin'de  birçok  bitki  ve  şifalı  bitki,  cilt  bozukluklarını  ve  yara  
yaralanmalarını  tedavi  etmek  için  geleneksel  ilaç  olarak  deneysel  olarak  
kullanılmıştır .  yıllardır  birçok  Çin  hastanesinde  travmanın  benzersiz  ilaç  
tedavisi.  Bununla  birlikte,  şu  anda,  HA-Na'nın  yara  iyileşmesi  üzerindeki  
etkisine  ilişkin  kontrollü  çalışmalar  eksiktir.

HA-Na'nın  yara  iyileştirme  aktivitesi,  geleneksel  kullanımını  mantıklı  
hale  getirmek  için  etkililiği  ve  olası  etki  mekanizmalarını  araştırmak  üzere  
şu  anda  farelerde  belirlenmiştir.

2.1.  İlaçlar  ve  reaktifler

Machine Translated by Google
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Histopatolojik  çalışmalar  ve  biyokimyasal  analizler  için  yaralar,  
çevreleyen  dokunun  (altta  yatan  herhangi  bir  kas  ve  dış  doku  hariç)  
üniform  bir  çevresi  ile  birlikte,  yaralanmayı  takip  eden  3,  6,  9,  14  ve  21.  
Günlerde  toplandı.  Hasat  edilen  dokunun  bir  kısmı  daha  fazla  analiz  
için  hemen  sıvı  nitrojen  içinde  saklandı  ve  başka  bir  kısmı  
histopatolojik  çalışma  için  %4  formaldehit  içinde  fikse  edildi.

ð1Þ

2.8.  istatistiksel  analiz

Yara  kontraksiyon  yüzdesið%Þ¼  ½ðA0  –An  Þ  =A0  100

.

Tgf-β1  (F5'-CT  GAACCAAGGAGACGGAATAC-3',  R5'-AACCCAGGTCCTTC  
CTAAAGTC-3'),  Tgf-β2  (F5'-AGGCAGAGTTCAGGGTCTTT  C-3',  R5'-  
TGGCTCTTATTTGGGATGATG-3'),  için  özel  primerler  oluşturuldu.  Tgf-β3  
(5'-GAAG`  AGG  GTGGAAGCCATTAG-3',  R5'-GAGGACACATTGAAACG  GAAA-3')  
ve  Gapdh  (F5'-GCCTTCTCCATGGTGGTGAA-3',  R5'-
GGTCGGTGTGTGAACGGATTTG-3')  ve  Sangon  Bio  tech  Co. .,  Ltd.  (Şanghay,  
Çin).  İlk  denatürasyon  94°C'de  3  dakika  süreyle  gerçekleştirildi;  daha  
sonra  94  1C'de  30  s  (denatüre  etme),  53  1C'de  Tgf-β1,  Tgf-β2,  Tgf-β3  ve  
Gapdh  için  30  s  (tavlama)  ve  72  1C'de  1  dakika  (uzatma)  ve  başka  bir  
uzatma  72  1C'de  5  dakika  süreyle

Çalışma  boyunca  tüm  hayvan  gruplarında  yara  temiz  ve  eksüdasız  
göründü.  Tüm  gruplarda  yaralanma  sonrası  3.  Günden  itibaren  yara  
kenarlarında  granülasyon  dokusu  belirgindi.  HA-Na  solüsyonunun  
topikal  uygulamasından  sonra  yara  kontraksiyonu  ve  epitelizasyon  
süresinin  sonuçları  Tablo  1  ve  Şekil  1'de  rapor  edilmiştir.  %1,0  (a/h)  
HA-Na  tedavisini  takiben  yara  kontraksiyonu,  İlgili  kontrol  grubuyla  
karşılaştırıldığında  6.,  9.  ve  14.  gün.  %1.0  HA-Na  çözeltisi  ile  
tedavi  edilen  olgularda  14.  günde  epitelizasyon  süresi  de  daha  yüksekti.

3.2.  histopatoloji

mRNA  seviyelerini  incelemek  için  üç  bağımsız  deney  gerçekleştirildi.

HA-Na  solüsyonu,  rb  bFGF  ve  işlenmemiş  kontrol  ile  tedaviden  sonra  
yara  bölgesinden  alınan  dokular  kurban  edildikten  sonra  çıkarıldı  ve  

%4  formaldehit  içinde  sabitlendi,  bir  dizi  alkolle  kurutuldu,  ksilen  içinde  
temizlendi  ve  parafin  mumu  içine  gömüldü.  Yaralanma  sonrası  6.  ve  
14.  günlerde  alınan  5  mm  kalınlığındaki  kesitler  hematoksilin-
eozin  (HE)  ve  Masson  trikrom  (MT)  ile  boyandı  ve  ışık  mikroskobu  
altında  gözlemlendi  ve  fotoğrafları  çekildi.  Ameliyat  sonrası  6.  ve  14.  
günlerde  kontrol  grubu,  bFGF  grubu  ve  %1.0  HA-Na  grubunda  CD31  için  
immünohistokimyasal  boyama  yapıldı.  Endotel  hücrelerinin  
görüntülerinde  bulunan  kahverengi  noktalar  pozitif  boyanmayı  
gösterdi.  Gözlem  için  altı  rastgele,  tekrarlanmayan  alan  seçildi  (400 ).  Yeni  
gelişen  mikrodamarların  sayısı  (kahverengi  boyama),  Image-Pro  
Plus  6.0  kullanılarak,  0,1885  mm2'lik  her  bir  görüş  alanı  alanının  1  
mm2'ye  eşit  olduğu  dönüşüme  göre  hesaplandı  Mikrodamar  yoğunluğu  
(MVD)18  olarak  ortalama  6  kopya  kaydedildi18 .

Yaralanmadan  sonraki  6.  ve  14.  günlerde  yaralı  dokunun  Tgf-β1,  Tgf-β2  
ve  Tgf-β3  ekspresyon  paternleri  RT-PCR  ile  analiz  edildi.  Toplam  RNA  
içeriği,  üreticinin  talimatına  göre  izole  edildi  (guanidin  tiyosiyanat  fenol,  
kloro  form  prosedürü,  toplam  RNA  izolasyon  kiti,  FSATGEN  biyolojik  
teknoloji  Co.,  Ltd.,  Şangay,  Çin).  Ters  transkripsiyon  reaksiyonları,  
üreticinin  yönergeleri  (Revert  Aid  TM  First  Strand  cDNA  Synthesis  Kit,  
Kanada)  izlenerek  bir  GeneAmp  PCR  Sisteminde  (Applied  Biosystems,  CA,  
ABD)  gerçekleştirildi.

HA-Na  solüsyonu  veya  rb-bFGF  ile  tedaviyi  takiben  iyi  organize  yara  
iyileşme  süreçleri  gözlendi.  Hematoksilen  ve  eozin  lekeli  bölümlerde,  
%1,0  (w/v)  HA-Na  solüsyon  grubundan  yaralar,  kontrol  tedavileriyle  
karşılaştırıldığında,  çevreleyen  yoğun  ve  kalın  mezenkimal  
matris  birikimi  ile  daha  fazla  fibroblast,  kollajen  lifi  ve  sağlam  dermal  kan  
damarı  oluşumu  gösterdi. .  Dokuların  HA'dan  görünümü

Görüntüler  alındı  ve  Image-ProPlus  Yazılımı  ile  donatılmış  
Bio-Rad  Gel  Doc™  XR  jel  dokümantasyon  sistemi  kullanılarak  
densitometrik  analize  tabi  tutuldu.  Değerler,  temizlik  geni  (Gapdh)  için  
referans  mRNA'nın  seviyesine  göre  hedef  genin  (Tgf-β1/Tgf-β2/Tgf-β3)  
bant  yoğunluğu  olarak  ifade  edildi.

2.4.  histopatolojik  değerlendirme

2.6.  RNA  ekstraksiyonu  ve  RT-PCR  analizi

gerçekleştirillen.  Amplifikasyondan  sonra  RT-PCR  ürünleri,  gethidium  
bromür  içeren  %2  agaroz  jel  üzerinde  elektroforeze  tabi  tutuldu.

Bloklama  solüsyonu  ile  bloke  edildikten  sonra,  membranlar  gece  boyunca  
TGF-β1,  2,  3,  Smad-2,  3,  4,  7  ve  β-aktin  primer  antikorları  (1:400)  ile  
inkübe  edildi,  ardından  sekonder  antikorlarla  1  saat  inkübasyon  
( 1:5000)  37  1C'de  sallanan  çalkalayıcıda  (ZHWY-100B,  Shanghai  
zhicheng,  Çin).  İstenen  proteinler  western  blot  ECL  kromojenik  tespit  kiti  
ile  tespit  edildi.  Bantların  optik  yoğunlukları  tarandı  ve  Syngene  
Gene  Tools  (Syngene  Corp.,  Cambridge,  UK)  ile  ölçüldü.  Protein  ifadesini  
incelemek  için  üç  bağımsız  deney  gerçekleştirildi.

3.1.  Yara  kontraksiyonu  ve  epitelizasyon  periyodu

yara  boyutundaki  değişiklikler,  orijinal  yara  boyutunun  (0.  Gün)  yüzde  
daralması  olarak  ifade  edildi.  Yara  iyileşme  hızı  aşağıdaki  
formülle  hesaplandı:

Hasat  edilen  yara  dokuları,  %1  Triton  X-100,  %1  deoksikolat,  %0.1  SDS  
ve  1  mmol/L  fenilmetilsülfonil  florür  (PMSF)  içeren  bir  lizis  tamponunda  
homojenleştirildi.  Homojenat  12,000  rpm'de  10  dakika  4  1C'de  (Micro-21R,  
Thermo  Scientific,  ABD)  santrifüjlendi.  Protein  konsantrasyonu  
NanoDrop1000  (ND-1000,  NanoDrop,  ABD)  tarafından  tahmin  edilmiştir.  
%5  istifleme  jel  yuvalarına  sahip  %10  SDS-PAGE  üzerine  eşit  miktarda  
protein  yüklendi  ve  80  V'de  25  dakika  ve  ardından  120  V'de  45  dakika  
elektroforezlendi;  daha  sonra,  proteinler  NC  membranı  üzerine  
transblotlanmıştır.

2.5.  hidroksiprolin  testi

3.  Sonuçlar

Yuanyuan  Ji  ve  ark.

2.7.  Western  blot  analizi

burada  An ,  n.  Gündeki  yara  alanıdır  ve  A0 ,  017.  Gündeki  yara  
alanıdır .

Sonuçlar  ortalama7SEM  olarak  ifade  edilir.  Veriler,  tek  yönlü  varyans  
analizi  (ANOVA)  ve  ardından  Dunett  testi  kullanılarak  istatistiksel  olarak  
analiz  edildi.  P-değeri<0.05,  kontrol  grubuyla  karşılaştırıldığında  
istatistiksel  olarak  anlamlı  kabul  edildi.

Doku  hidroksiprolin  seviyeleri,  üreticinin  protokolüne  göre  hidroksiprolin  
tespit  kiti  kullanılarak  yaralanma  sonrası  3.,  6.,  9.,  14.  ve  21.  Günlerde  
ölçüldü.

Machine Translated by Google



Tablo  1  HA-Na'nın  topikal  uygulamasının  sıçanlarda  eksizyon  yara  modelinin  yara  kontraksiyonu  ve  yeniden  epitelizasyon  süresi  üzerindeki  etkisi.

Şekil  1  Farklı  eksizyon  sonrası  günlerde  (3,  6,  9,  14  ve  21  gün)  yara  kontraksiyonunun  fotoğrafik  temsili,  her  grupta  n=8.

3.4.  TGF-β1,  TGF-β2  ve  TGF-β3'ün  mRNA  seviyeleri  ve  protein  
ekspresyonu

Na  tedavi  grubu,  yaralanmadan  sonraki  6.  ve  14.  günlerde  pozitif  
kontrol  grubu  ile  oldukça  benzerdi.  Kontrol  grubundaki  yaralı  
dokularda  zayıf  kollajen  lifleri  ve  epidermis  mevcuttu.  Yaralanmadan  
sonraki  6.  günün  histopatolojik  kesitleri,  HA-Na  ve  pozitif  kontrol  
gruplarında  yeni  cilt  kalınlaşması,  granülasyon  dokusu  
hiperplazisi  ve  küçük  kan  damarları  gösterdi.  Kontrol  grubundan  
alınan  dokular,  HA-Na  grubuyla  karşılaştırıldığında  
enflamasyon,  ince  deri  ve  önemli  ölçüde  daha  az  sayıda  fibroblast  
gösterdi  (Şekil  2A).

Tgf-β1,  Tgf-β2  ve  Tgf-β3'ün  mRNA  seviyeleri,  RT-PCR  analizi  
kullanılarak  yarı  kantitatif  olarak  ölçüldü  ve  temizlik  geni  Gapdh  
için  referans  mRNA  seviyesine  göre  hedef  genin  densitometrik  bant  
yoğunlukları  olarak  ifade  edildi.

Histopatolojik  kesitler,  HA  Na  ve  pozitif  kontrol  gruplarında  
yaralamadan  sonraki  14.  günde  hizalamada  yeni  oluşan  kollajen  ile  
yalnızca  birkaç  fibroblast  gösterdi.  Hücre  farklılaşması  ve  yara  
iyileşmesi  de  belirgindi.  Kontrol  yara  dokusu,  epidermal  tabakayı  
oluşturan  artan  sayıda  fibroblast  ile  az  sayıda  enflamatuar  hücre  
gösterdi.  Bu  dokularda,  yeni  kollajen  düzensiz  görünüyordu.  
Masson'un  trikrom  boyaması,  %1.0  HA-Na  solüsyonu  işleminde  
açık  ve  belirgin  şekilde  yüksek  makrofaj  ve  fibroblast  yoğunluğu  
gösterdi.  Kontrol  grubunda,  kollajen  demetlerinin  düzeni  gevşek  bir  
şekilde  paketlenmişti  ve  yaralar,  fibroblastlarla  yalnızca  orta  
derecede  hücreseldi  (Şekil  2A).

Sonuçlar,  yara  oluşumundan  sonraki  6.  günde  Tgf-β1'in  mRNA  
ekspresyonunun  kontrol  grubuna  göre  HA-Na  grubunda  önemli  ölçüde  
arttığını,  ancak  14.  günde  Tgf-β1'in  mRNA  ekspresyonunun  
kontrol  grubuna  kıyasla  azaldığını  gösterdi.  Ayrıca,  yara  
oluşumundan  6  gün  sonra  Tgf-β2  ve  Tgf-β3'ün  mRNA  ifadeleri  HA-
Na  grubunda  belirgin  bir  değişiklik  göstermezken,  14.  günde  Tgf-β2  
ve  Tgf-β3'ün  mRNA  ifadeleri  kontrol  grubuna  göre  artmıştır.  (Şek.  
4).  Western  blot  analizi  ile  yara  oluşturulduktan  sonra  TGF-β1,  TGF-β2  
ve  TGF-β3'ün  protein  ekspresyonları  üzerinde  HA-Na'nın  etkilerini  
daha  da  gözlemledik  ve  protein  ekspresyon  paternlerinin  mRNA  ile  
aynı  olduğunu  bulduk.

Sodyum  humat,  sıçanlarda  TGF-β/Smads  sinyal  yolunu  aktive  ederek  kutanöz  yara  iyileşmesini  hızlandırır

Ameliyattan  sonraki  6.  ve  14.  günlerde,  CD31-pozitif  ekspresyonu,  
HA-Na  grubunda  kontrol  ve  pozitif  kontrol  gruplarına  göre  anlamlı  
olarak  daha  yüksekti.  CD31-pozitif  ekspresyon,  iskele  ve  deri  altı  
dokunun  temas  bölgesi  içinde  sınırlandırılmıştır.  Ayrıca,  
her  grupta  14  gün  sonra,  farklı  seviyelerde  epidermalizasyon  ortaya  
çıktı  ve  epidermisteki  hücreler  yüksek  oranda  kümelendi  (Şekil  
2A).  HA-Na  grubunda  MVD,  kontrol  ve  pozitif  kontrol  gruplarına  göre  
6.  ve  14.  günlerde  daha  yüksekti  (Şekil  2B).
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Kolajen,  yara  granülasyon  dokusunda  bulunur  ve  yeni  fibroblastlar  
tarafından  üretilir19,20.  Dokunun  hidroksiprolin  içeriği  kollajen  
sentezini  yansıtabilir.  Hidroksiprolin  içeriği,  kontrol  grubuyla  
karşılaştırıldığında  HA-Na  ile  muamele  edilmiş  grupta  
önemli  ölçüde  arttı.  rb-bFGF  ile  tedavi  edilen  grubun  hidroksiprolin  
içeriği,  HA-Na  grubu  ile  karşılaştırıldığında  biraz  artmış  
olmasına  rağmen,  seviye  istatistiksel  olarak  anlamlı  değildi  (Şekil  3).

3.3.  hidroksiprolin  içeriği

bFGF  grubu  (%)

Epitelizasyon  süresi  (gün)

%1,0  HA-Na  grubu  (%)Gün

Değerler,  her  grupta  ortalama7SEM,  n=8'dir.

3  

6  

9  

14  21

**Po0.01  ve  kontrol  grubu.

12.6771.53  
34.2372.16  
75.4271.17  
95.3672.51**  
100  14.3371.03**

10.4372.11  
30.2272.98  
72.3372.40  
88.4173.24  
100  17.1672.87

Kontrol  grubu  (%)

14.2271.18  
40.1673.22**  
88.1171.68**  
98.7671.26**  
100  14.1671.47**
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Yara  kontraksiyonu,  tam  kalınlıkta  bir  yaranın  iyileşen  kenarlarının  
merkezcil  hareketidir  ve  iyileşme  ilerlemesi,  kontrakte  olan  yara  dokusunun  
periyodik  ölçümü  ile  değerlendirilebilir21.  HA-Na  ile  tedavi  edilen  grubun  
yara  kasılma  değerleri,  kontrol  grubu  ile  karşılaştırıldığında  
önemli  ölçüde  arttı.  HA-Na'nın  topikal  uygulaması  yarayı  önemli  ölçüde  
hızlandırdı

yara  granülasyon  dokularında  değerlendirilir.  Western  blot  analizi,  Smad-2,  
-3  ve  Smad  -4  ifadelerinin  HA-Na  grubunda  kontrollere  göre  arttığını  
ortaya  koydu.  Ancak  Smad-7  protein  seviyeleri  azaldı  (Şekil  6).
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3.5.  Smad-2,  -3,  -4  ve  -7'nin  protein  ekspresyon  paternleri

4.  Tartışma

6.  ve  14.  günlerde  Tgf-β1,  Tgf-β2  ve  Tgf-β3  için  desenler  (Şekil  5).

Hücre  içi  Smad  proteinleri,  kollajen  üretimi  için  hücre  dışı  TGF-β  
sinyallerini  fibroblast  çekirdeğine  ilettiğinden,  6.  ve  14.  günlerde  Smad-2,  -3,  
-4  ve  -7  ekspresyonu

Yuanyuan  Ji  ve  ark.

HA-Na,  halk  hekimliğinde  topikal  olarak  yara  iyileştirici  ve  iltihap  önleyici  bir  
madde  olarak  kullanılmıştır.  Bu  çalışmada  HA-Na,  geleneksel  değerini  
doğru  bir  şekilde  aydınlatmak  için  sıçanlarda  kutanöz  yara  iyileşmesi  için  
araştırıldı.  Çalışmamız,  HA-Na'nın,  hızlandırılmış  yara  
kasılması,  hidroksiprolin  içeriğindeki  artışlar  yoluyla  sıçanlarda  yara  
iyileşmesini  destekleme  kapasitesine  sahip  olduğunu  gösterdi.  Daha  da  
önemlisi,  HA-Na'nın  yara  iyileştirme  etkilerine  TGF-β/Smad  sinyal  yolu  
aracılığıyla  aracılık  edilebilir.  Bu  nedenle,  sonuçlarımız  HA-Na'nın  
bir  yara  iyileştirme  ajanı  olarak  kullanımını  doğrulamaktadır.

Şekil  2  İyileşen  yara  dokusunun  ve  epidermal/dermal  yeniden  modellemenin  eksizyon  sonrası  farklı  günlerde  (6  ve  14  gün)  mikroskobik  
görünümü.  (A)  Deri  kesitleri,  kontrol  grubu,  bFGF  grubu  ve  %1.0'da  hematoksilin  ve  eozin  (HE)  boyasını  (büyütme  100 ),  Masson'un  trikrom  
(MT)  boyasını  (büyütme  100 )  ve  mikrodamar  yoğunluğunu  (MVD)  (büyütme  400 )  gösterir.  HA-Na  grubu.  (B)  MVD'nin  yarı  kantitatif  
açıklaması.  Değerler  ortalama7SEM'dir  (n=8).  **Po0.01  ve  kontrol  grubu.

Şekil  3  HA-Na'nın  hidroksiprolin  içeriği  üzerindeki  etkisi.  Değerler  
ortalama7SEM'dir  (n=8).  **Po0.01  ve  kontrol  grubu.
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geleneksel  ilaç  tedavisi.  Aslında,  ön  deneyde,  belirtilen  HA-Na  
konsantrasyonları  (%0,5,  %1  ve  %2)  yara  kontraksiyonunu  
konsantrasyona  bağlı  bir  şekilde  hızlandırdı  (veriler  
gösterilmemiştir).  Bu  nedenle,  bu  çalışmada  HA-Na  (%1)  topikal  
olarak  uygulandı.

Sodyum  humat,  sıçanlarda  TGF-β/Smads  sinyal  yolunu  aktive  ederek  kutanöz  yara  iyileşmesini  hızlandırır

Bağ  dokusunun  temel  bir  bileşeni  olan  kollajen,  yaraların  
iyileşmesinde  kilit  bir  rol  oynar  ve  yenilenen  doku  için  yapısal  bir  
çerçeve  sağlar  ve  iyileşme  süreci,  düzenlenmiş  üretime,  birikmeye  
ve  bunların  oluşumuna  bağlıdır.

kasılma  ve  histopatolojik  inceleme  yukarıdaki  bulguyu  destekledi.  Ek  
olarak,  histolojik  çalışma,  HA-Na  ile  tedavi  edilen  grubun,  kontrol  
grubu  ile  karşılaştırıldığında  daha  hızlı  yeniden  
epitelizasyon  ve  anjiyogeneze  sahip  olduğunu  gösterdi.  Ayrıca  bFGF,  
doku  onarımındaki,  en  yaygın  olarak  eksizyonel  cilt  yaralarının  
iyileşmesindeki  rolü  açısından  da  incelenmiştir22.  Bu  çalışmada,  
pozitif  grup  (bFGF  grubu)  ile  karşılaştırıldığında,  HA-Na'nın  
topikal  uygulaması,  yara  kasılmasını  ve  yeniden  epitelizasyonunu  
önemli  ölçüde  destekledi,  ayrıca  HA-Na'nın  daha  iyi  olduğunu  düşündürdü.

**Po0.01  ve  kontrol  grubu.

Şekil  5  HA-Na'nın  TGF-β1,  TGF-β2  ve  TGF-β3'ün  protein  ifadeleri  üzerindeki  etkileri.  (A)  ve  (B)  Western  blot  ile  tespit  edilen  6.  ve  14.  günlerde  
sıçan  yara  dokularında  TGF-β1,  TGF-β2  ve  TGF-β3'ün  protein  ifadeleri  ve  kantitasyon  verileri.  Değerler  β-aktin  ifadesine  göre  normalleştirildi  
ve  TGF-β1,  TGF-β2  ve  TGF-β3  (hedef  protein)/β-aktinin  bant  yoğunluk  oranı  olarak  temsil  edildi.  Değerler  ortalama7SEM'dir  (n=8).
P0.05,  **Po0.01  -  kontrol  grubu.

Şekil  4  HA-Na'nın  Tgf-β1,  Tgf-β2  ve  Tgf-β3'ün  mRNA  seviyeleri  üzerindeki  etkileri.  (A)–(C)  6.  ve  14.  günlerde  sıçan  yara  dokusunda  Tgf-β1,  
Tgf-β2  ve  Tgf  β3  mRNA'nın  temsili  RT-PCR  analizi.  Gapdh,  dahili  bir  standart  olarak  birlikte  büyütüldü.  Değerler,  Gapdh  ifadesine  göre  
normalleştirildi  ve  Tgf-β1,  Tgf-β2  ve  Tgf-β3  (hedef  gen)/Gapdh'nin  bant  yoğunluğu  olarak  temsil  edildi.  Değerler  ortalama7SEM  (n=8)  olarak  ifade  edilir.

*
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etkinlikler9,24,26.  TGF-β,  yara  iyileşmesinde  ve  yara  oluşumunda  önemli  
bir  aktif  moleküldür27.  TGF-β'nın  üç  alt  tipi  (TGF-β1–3),  yara  
iyileşmesinin  farklı  aşamalarında  kritik  roller  oynar.
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Yara  iyileşmesi  aşamaları  sırasında,  çeşitli  hücresel  işlevleri  
tamamlamak  için  çoklu  hücre  tipleri  ve  büyüme  faktörleri  gerekir.

müteakip  olgunlaşma23–25.  Bu  çalışmada,  HA-Na'nın  topikal  
uygulaması,  daha  fazla  kollajen,  fibroblast  ve  daha  az  enflamatuar  hücre  
içeren  granülasyonu  açıkça  arttırdı.  Verilerimiz  ayrıca  HA-Na'nın  
kollajen  oluşumunu  önemli  ölçüde  artırdığını  ortaya  çıkardı,  
çünkü  HA-Na  ile  muamele  edilmiş  hayvan  grubundaki  granülasyon  
dokusunun  hidroksiprolin  içeriği,  kontrol  grubuyla  
karşılaştırıldığında  bariz  bir  şekilde  daha  yüksekti.  
Kanaatimizce,  HA-Na'nın  yara  kontraksiyonunu  ve  kollajen  sentezini  
teşvik  edici  aktivitesi,  yara  iyileşme  aktivitelerini  hızlandırmasından  kaynaklanmış  olabilir.

Bu  proteinler,  yara  iyileşmesinin  geç  aşamasında  özellikle  önemlidir.  
Deneyimizde,  HA-Na  yaralanmanın  ardından  6.  Günde  TGF-β1'in  mRNA  
ekspresyonunu  yukarı  regüle  etti  ve  14.  Günde  TGF-β1'in  mRNA  
ekspresyonunu  aşağı  regüle  etti.  TGF-β1'in  yara  iyileşmesini  teşvik  
eden  bir  faktör  olarak  işlev  gördüğü  iyi  bilinmektedir.  ve  bu  proteinin  
aşırı  üretimi,  hipertrofik  yara  izi  ve  keloid  gibi  aşırı  iyileşme  
sonuçlarına  yol  açabilir28.  Bu  gerçek,  TGF-β1'in  aşağı  regülasyonunun  
anlaşılmasına  yardımcı  olabilir.

P0.05,  **Po0.01  -  kontrol  grubu.

Şekil  6  HA-Na'nın  Smad-2,  -3,  -4  ve  -7'nin  protein  ifadeleri  üzerindeki  etkileri.  (A)  ve  (B)  Smad-2,  Smad-3,  Smad-4  ve  Smad-7'nin  sıçan  yara  
dokularındaki  protein  ifadeleri  ve  kantitasyon  verileri,  western  blot  ile  saptanan  6.  ve  14.  günlerde  sıçan  yara  dokularında.  Değerler  β-aktin  
ifadesine  göre  normalleştirildi  ve  Smad-2,  -3,  -4  ve  -7  (hedef  protein)/β-aktinin  bant  yoğunluk  oranı  olarak  temsil  edildi.  Değerler  
ortalama7SEM'dir  (n=8).*
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TGF-β  aracılı  sinyal  yolunun  yara  iyileşmesi  ve  skar  oluşumu29  ile  
yakından  ilişkili  olduğuna  inanılmaktadır.  Smad  proteinleri,  TGF-β  
ailesi  üyelerinin30  hücre  içi  sinyal  aracıları  olarak  işlev  görür.  Mevcut  
çalışma,  HA-Na  topikal  uygulamasının  Smad-2,  -3  ve  -4  proteinlerinin  
ekspresyonunu  yukarı  regüle  ettiğini,  oysa  inhibe  edici  protein  olan  
Smad-7'nin  ekspresyonunun  aşağı  regüle  edildiğini  tespit  etti.  Azalan  
inhibitör  Smad-7  seviyesi  ayrıca  HA-Na'nın  yara  iyileşmesindeki  etkisini  
güçlendirdi,  bu  da  HA-Na'nın  TGF-β/Smad  sinyal  yolunu  aktive  
edebileceğini  düşündürdü.  Şimdiye  kadar  bu  çalışma,  sıçanlarda  
oluşturulan  eksizyonel  yaraları  ve  ardından  TGF-β/Smad  sinyal  yolu  
bileşenlerinin  ölçümünü  kullanmıştır.
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Bu  çalışma,  Shaanxi  Eyaleti  Bilim  ve  Teknoloji  İnovasyon  Planı  Projesi  
(2013KTCQ03-13)  tarafından  mali  olarak  desteklenmiştir.

Sodyum  humat,  sıçanlarda  TGF-β/Smads  sinyal  yolunu  aktive  ederek  kutanöz  yara  iyileşmesini  hızlandırır

Bir  anti-inflamatuar,  anti-mikrobiyal  ve  anti-ülser  ilacı  olan  HA-Na'nın  
en  geniş  etki  spektrumuna  sahip  olduğu  düşünülmektedir.  HA-
Na'nın  yanıkların  ve  yaraların  tedavisinde  kullanılması,  tedavi  
maliyetini  düşürmenin  yanı  sıra  iyileşmeyi  iyileştirmek  için  özellikle  
önemli  bir  yöntemdir.  Bu  çalışma  umut  verici  olsa  da,  HA-Na  henüz  faz  I  
klinik  deneylerinde  güvenlik  ve  tolere  edilebilirlik  açısından  
tarandığından,  HA-Na'nın  klinik  kullanımda  olup  olmayacağı  henüz  görülmemektedir.
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