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ANAHTAR KELI MELER Ozet Sodyum humat (HA-Na), halk hekimlig inde yara iyiles tirici ve iltihap énleyici bir madde olarak topikal olarak

sodyum humat;

Yara iyiles mesi;

Dondi s th rd ct bd yi me

faktor -B;
ki qi k;
Fare

N,
Sorumlu yazarlar.

kullani Imaktadi r.Bu @li $ mada, HA-Na, Sprague-Dawley si ganlari nda kutanéz yara iyiles mesi ign

aras t1 i Idi . HA-Na soli syonu (%1.0, w/v) eksizyon yarasi modellerinden gegn si @anlara topikal olarak
uygulandi .1 yiles me, pozitif kontrol olarak harici kullani m ign bir rekombinantsi § 1 r temel fibroblast

bl yl me faktéri ile deg erlendirildi. Yara iyiles me oranlari , yaralanma sonrasi 3., 6., 9., 14. ve 21. Gu nlerde
hesaplandi ve histolojik analiz ign ayni arali klarla dokular da toplandi . Ayri ca doku hidroksiprolin seviyeleri
olgl 1dU . Ayri cadonl s tl ri ci ba yi me faktdérd -B1, 2, 3'0 n (TGF-B1, 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. G4l s mami z, HA-Na'ni n, hi zlandi rn Imi s yarakasi Imasi ve artan hidroksiprolin igerig i yoluyla

si @nlarda yara iyiles mesini destekleme kapasitesine sahip oldug unu géstermektedir. Daha da énemlisi, HA-
Na'ni n buyaraiyiles tirici etkilerine TGF-8/Smad sinyal yolu aract It § 1 ylaaract Il kedilebilir. HA-Na gelis mis
yara iyiles mesi ign etkili bir ajan olabilir.
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1. Girig

Son birkagyr Ida, dog al U rii nlerin ti bbi 6zelliklerine ilis kin aras ti rmalar
onemli i de artti  ve ok sayl da kani t, turba ve sapropelden elde edilen

temsil
Humik

ekstraktlari n, ti bbi 6zelliklere sahip yeni biles iklerin kaynag 1 ni
edebileceg ini 6ne su ri yor1-4.

dahil
olmak U zere ges itli bozukluklari n tedavisiign kullani Imi s t1 r5,6 Hi mik
asit, kimyasal ve/veya giyakimya bRaYAEKYA! U rdRibhia sl edddR; daha
ziyade karboksil ve fenolat gruplari

maddeler geleneksel olarak halk ti bbi nda kolit ve Alzheimer hastali § 1

ieren birok farkl asidin karmas 1 k bir

kari s 1 mi di r. HU mik asit, geleneksel Gn ti bbi nda (TCM) kullani Imi s t1 r
ve ges itli farmakolojik dzelliklere sahiptir. Sodyum humat (HA-Na), hii mik asit
tuzudur ve birok G Ikede y zyi llardi r geleneksel ti p sistemlerinin bir pargsi

olarak terapétik olarak kullani Imaktadi r.

(Ozellikle HA-Na, Gin'de binlerce yi Idi rti bbi uygulamada geleneksel olarak
uygulanmaktadi r. GU di bir anti inflamatuar, anti-mikrobiyal, anti-viru s, anti-
tl mor ve anti-U Iserilaci olan HA-Na, bag 1 s 1 khi k di zenleme, endokrin
di zenleme ve dig er hastali klari n tedavisiigin kullani Imi s t .

Yara iyiles mesi, enflamasyonun farkli as amalari ni , yeni doku olus umunu
ve yeniden s ekillenmeyi igeren karmas 1 k bir s regtir7 .
Bu fazlar farkli deg ildir, ancak su rekli bir yara iyiles me s reci olus turur.

Yara iyiles mesi, hasarli dokuyu yeniden yapi landi rmayr amadayan
yaralanmaya bir yani tti rve bag dokusu onari mi , yeniden epitelizasyon ve
anjiyogenezin8 hassas koordinasyonunu gerektirir . Birok gelis mis G lkede, '==
yara iyiles mesiign ges itli bl yi me faktorleri kullani Imi s ti r.S uanda
hastalar G ¢bU yu me faktort ile tedavi edilmektedir: trombosit kaynakli

bl yu me faktori -BB (PDGF-BB), temel fibroblast b yi me faktort (bFGF) ve
grani losit-makrofaj koloni uyari ¢ faktdr (GM-CSF), ancak bunun maliyeti
gelis mekte olan U lkelerde terapi yu ksektir9 Yani k travmasi veyaralari ,
gelis mekte olan U lkelerde hala énemli biospiikedyontagesetiklgraiddit ksek
tedavi maliyetleri igerir. TCM'nin yani klari nve yaralari n tedavisinde
kullani Imasi , maliyu ki azaltmani nyani si raiyiles meyiiyiles tirmekign

6nemli bir moddur. Gin'de birgok bitki ve s ifali  bitki, cilt bozukluklari ni ve yara

yaralanmalari ni tedavi etmek igin geleneksel ilagolarak deneysel olarak
kullant Imi s &1 r.y1 llardi rbirok Gn hastanesinde travmani n benzersiz ilag
tedavisi. Bununla birlikte, s u anda, HA-Na'ni nyara iyiles mesi U zerindeki

etkisine ilig kin kontrolli cli s malar eksiktir.

HA-Na'ni nyaraiyiles tirme aktivitesi, geleneksel kullani mi ni manti kli

hale getirmek igin etkililig i ve olasi  etki mekanizmalari ni

s uanda farelerde belirlenmis tir.

aras ti rmak U zere

2. Malzemeler ve yéntemler

2.1.1 ladar ve reaktifler

HA-Na drneg i, Gin Bilimler Akademisi (Taiyuan, Gn) Kému r Kimyasi

Enstitd sU 'ndensatt nali nmi s ti r. HA-Na'ni n biles enleri %14,22 su (hava
kurusu bazda), %23,34 yaki c kali nti (kuru baz), %73,33 hii mik asit (kuru
baz) ve %4,48 suda ¢6zii ni r maddelerden (kuru baz) olus maktadi r. U ri n.
Harici kullani mign rekombinantsi § 1 r temel fibroblast bi yu me faktérd (rb-
bFGF), Zhuhai YiSheng biyolojik ilag Co., Ltd.'den (Zhuhai, Gin) sati nal ndi .
Hydroxypro hatti  saptama kiti (alkali hidroliz yéntemi) s u adresten sati n

all nmi s ti

Nanjing Jiancheng BiyomU hendislik Enstiti si (Nanjing, Gn). Jel hazi rlama kiti
(Tris-HCl, SDS, TEMED, AP), fenilmetan st Ifonil flord r, glisin, nitrosell loz
membran, birincil/ikincil antikorlar ve western blot ECL kromojenik tespit kiti
Wuhan boster biyolojik mi hendislik Co., Ltd.'"den (Wuhan) satt nali nmi s t1 r.,
Gin). CD31 birincil antikoru, Bioss biyolojik mi hendislik Co., Ltd.'den (Pekin, Gin)
temin edilmis tir. Biotin streptavidin HRP saptama sistemleri, ZSGB biologal
Engineering Co., Ltd.'den (Pekin, Gn)sati nali ndi .Dig er tu m kimyasallar ve
reaktifler analitik safli ktaydi .

2.2. deney hayvanlari

Erkek Sprague-Dawley fareleri (SPF, ag 1 rli k 200-250 g), Xi'an Jiaotong
Universitesi Ti p Faki Itesi (Xi'an, Gn) Deneysel Hayvan Merkezinden sati n
(12 saat/12

saataydi nli k/karanh k déngl su , 22-28°C ve %60-70 hava nemi), normal fare

ali ndi . Hayvanlar kontrolli kos ullar alti nda bart ndi r Idi

yemi ve istenildig i kadar su ile beslendi. TG m hayvanlar,

I Ik tedaviden en az 3 gii n énce. SI @nlara, deneysel yaralari nag Imasi ndan
once ve si rasi nda anestezi uygulandi . Cerrahi giris imler %10 kloral hidrat
anestezisi (300 mg/kg, ip) kullani larak steril kos ullarda gergekles tirildi. Bu

@l s mada gergekles tirilen ti m deneysel prosedi rler, Xi'an Jiaotong
Universitesi Ti p Fakii Itesi Etik Kurulu tarafi ndan onaylandi ve ABD Laboratuvar
#85-23,

Hayvanlari ni nBaki mi ve Kullani mi

revize edildi. 1985).

Yénergelerine (NIH yayr ni

2.3.Yara olus umu ve tedavisi

St @nlar deneyden once tarti Idi ve deney yaralari ni nag Imasi ndan énce
ve s rasi nda anestezi uygulandi .Si cnlara, Arunachalam ve ark.14 ve
Ganeshkumar ve ark.15 tarafi ndan tarif edildig i gibi eksizyon yaralari verildi .
Ki saca, si gnlara anestezi uygulandi , hayvani nsi rtka rki elektrikli bir
makasla ti ras edildi ve olug turulacak yarani nalani , dairesel paslanmaz glik
bir s ablon kullani larak metilen mavisi ile hayvanlari nsi rti nda gzildi.

Yarani nderinli§ i, yarani n kenari na dik olarak dizildi§ inden emin olarak
yaraya esnek bir cihaz sokularak belirlendi. 500 mm2 ve 2 mm derinlig inde
eksizyonyarasi ni ntamkalh nli g1 ,dis liforseps, cerrahi bi gk ve sivri udu
makas kullani larak is aretler boyunca olus turuldu. Si @nlar rastgele 3 gruba
ayri Idi . 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 kullani Idi

kontrol); grup 3, topikal olarak es it miktarda %71.0 (a/h) HA-Na solii syonu ile

(pozitif

tedavi edildi. HA-Na veya rb-bFGF uygulamasi ndan énce ti m gruplar igin

gl nli k olarak standart yara temizlig i yapi Idi . HA-Na veya rb-bFGF, 14 gii n
boyunca gl nde iki kez topikal olarak uygulandi . Epitelizasyonun, herhangi bir
artt khamyara bi rakmadan eskar di s ti § G nde meydana geldi§ i kabul
edildi. Enfeksiyon belirtileri gosteren herhangi birsi @andi s landi ve %10

kloral hidrat dozasg 1 mi ile dldu rt IdU .

Yara kapanma orani , s effaf kag 1 tvekall c biris aretleyiciile yarani n
3.,6., 9., 14.ve 21. GU nlerde izlenmesiyle ded erlendirildi. Kaydedilen yara
alanlari  bir grafik kag 1 di 16kullani larak dlgi IdU . Yarayatag 1 tamamen
yeniden epitelize edildig inde ve yeni doku ile doldug unda yara kapanmasi ign

gegen sl re tani mlandi . Yaralanma gu ni 0. Gu n olarak kabul edildi.
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Yuanyuan Ji ve ark.

yara boyutundaki deg is iklikler, orijinal yara boyutunun (0. GU n) yi zde
olarak ifade edildi. Yara iyiles me hi z1 as ag 1 daki
formu lle hesapland: :

daralmasi

Yara kontraksiyon yl zdesi&%pP%¥5A0 -An b =A0 100 a1p

burada An, n. GU ndeki yara alani di rve A0, 017. GU ndekiyara
alani di r.

Histopatolojik gali $ malar ve biyokimyasal analizler igin yaralar,
cevreleyen dokunun (altta yatan herhangi bir kas ve di s doku harig
U niform bir gevresi ile birlikte, yaralanmayi takip eden 3, 6, 9, 14 ve 21.
GU nlerde toplandi . Hasat edilen dokunun bir ki smi daha fazla analiz
ign hemen si vi nitrojen iginde saklandi ve bas ka bir ki smi
histopatolojik gali s ma ign %4 formaldehit ignde fikse edildi.

2.4. histopatolojik ded erlendirme

HA-Na soll syonu, rb bFGF ve is lenmemis kontrol ile tedaviden sonra
yara bélgesinden ali nan dokular kurban edildikten sonra ¢ kari Idi ve
%4 formaldehit ignde sabitlendi, bir dizi alkolle kurutuldu, ksilen ignde
temizlendi ve parafin mumu igne gému Idu . Yaralanma sonrasi 6. ve
14.gu nlerde ai nan5mmkali nli § 1 ndaki kesitler hematoksilin-
eozin (HE) ve Masson trikrom (MT) ile boyandi ve1 s 1 k mikroskobu
alti nda gézlemlendi ve fotog raflart  gekildi. Ameliyat sonrasi 6. ve 14.
gl nlerde kontrol grubu, bFGF grubu ve %1.0 HA-Na grubunda CD31 ign
immu nohistokimyasal boyama yapi Idi . Endotel hii crelerinin

gora ntl lerinde bulunan kahverengi noktalar pozitif boyanmayi
gbsterdi. Gézlem igin alti  rastgele, tekrarlanmayan alan segldi (400 ). Yeni
gelis en mikrodamarlari nsayl si (kahverengi boyama), Image-Pro
Plus 6.0 kullani larak, 0,1885 mm2'lik her bir géri § alani alani ni n1
mm?2'ye es it oldug u déni s G me goére hesaplandi  Mikroglambrg u
(MVD)18 olarak ortalama 6 kopya kaydedildi18 .

2.5. hidroksiprolin testi

Doku hidroksiprolin seviyeleri, U reticinin protokoll ne gére hidroksiprolin
tespit kiti kullani larak yaralanma sonrasi 3., 6., 9., 14. ve 21. GU nlerde
olgi Idd .

2.6. RNA ekstraksiyonu ve RT-PCR analizi

Yaralanmadan sonraki 6. ve 14. gl nlerde yarali dokunun Tgf-81, Tgf-82
ve Tgf-B3 ekspresyon paternleri RT-PCR ile analiz edildi. Toplam RNA

icerig i, U reticinin talimati na gore izole edildi (guanidin tiyosiyanat fenol,
kloro form prosedi ri , toplam RNA izolasyon kiti, FSATGEN biyolojik
teknoloji Co., Ltd., $ angay, Gn). Ters transkripsiyon reaksiyonlari ,

U reticinin yonergeleri (Revert Aid TM First Strand cDNA Synthesis Kit,
Kanada) izlenerek bir GeneAmp PCR Sisteminde (Applied Biosystems, CA,
ABD) gergekles tirildi.

TgfB1 (F5'-CT GAACCAAGGAGACGGAATAC-3', R5-AACCCAGGTCCTTC
CTAAAGTC-3"), Tgf-B2 (F5'-AGGCAGAGTTCAGGGTCTTT C-3', R5'-
TGGCTCTTATTTGGGATGATG-3'), igin 6zel primerler olus turuldu. Tgf-B3
(5'-GAAG’ AGG GTGGAAGCCATTAG-3', R5'-GAGGACACATTGAAACG GAAA-3')
ve Gapdh (F5'-GCCTTCTCCATGGTGGTGAA-3', R5'"-
GGTCGGTGTGTGAACGGATTTG-3') ve Sangon Bio tech Co. ., Ltd. (§ anghay,
Gn).1 Ik denati rasyon 94°C'de 3 dakika s reyle gergekles tirildi; daha
sonra 94 1C'de 30 s (denatU re etme), 53 1C'de Tgf-B1, Tgf-B2, TgfB3 ve
Gapdh igin 30 s (tavlama) ve 72 1C'de 1 dakika (uzatma) ve bas ka bir
uzatma 72 1C'de 5 dakika su reyle

gergekles tirillen. Amplifikasyondan sonra RT-PCR U ri nleri, gethidium
bromi rigeren %2 agaroz jel U zerinde elektroforeze tabi tutuldu.

Goru ntu ler ali ndi ve Image-ProPlus Yazi I mi iledonati Imi s
Bio-Rad Gel Doc™ XR jel dokli mantasyon sistemi kullani larak
densitometrik analize tabi tutuldu. Deg erler, temizlik geni (Gapdh) ign
referans mRNA'nI n seviyesine gére hedef genin (Tgf-B1/Tgf-B2/Tgf-B3)
bant yod unlug u olarak ifade edildi.

mRNA seviyelerini incelemek ign G ¢bag 1 msi z deney gergekles tirildi.

2.7. Western blot analizi

Hasat edilen yara dokulari , %1 Triton X-100, %1 deoksikolat, %0.1 SDS

ve 1 mmol/L fenilmetilst Ifonil flori r (PMSF) igeren bir lizis tamponunda
homojenles tirildi. Homojenat 12,000 rpm'de 10 dakika 4 1C'de (Micro-21R,
Thermo Scientific, ABD) santrifu jlendi. Protein konsantrasyonu
NanoDrop1000 (ND-1000, NanoDrop, ABD) tarafi ndan tahmin edilmis tir.
%5 istifleme jel yuvalari na sahip %10 SDS-PAGE U zerine es it miktarda
protein yu klendi ve 80 V'de 25 dakika ve ardi ndan 120 V'de 45 dakika
elektroforezlendi; daha sonra, proteinler NC membrani
transblotlanmi s ti r.

Bloklama solu syonu ile bloke edildikten sonra, membranlar gece boyunca
TGF-B1, 2, 3, Smad-2, 3, 4, 7 ve B-aktin primer antikorlari (1:400) ile

inkl be edildi, ardi ndan sekonder antikorlarla 1 saat inki basyon
(1:5000) 37 1C'de sallanan lkalayr c1 da (ZHWY-100B, Shanghai
zhicheng, Gn).1 stenen proteinler western blot ECL kromojenik tespit kiti
ile tespit edildi. Bantlari n optik yod unluklari tarandi ve Syngene
Gene Tools (Syngene Corp., Cambridge, UK) ile dlgi Idi . Protein ifadesini
incelemek ign G ¢bag 1 msi z deney gergekles tirildi.

U zerine

2.8. istatistiksel analiz

Sonudar ortalama7SEM olarak ifade edilir. Veriler, tek yonlu varyans
analizi ANOVA) ve ardi ndan Dunett testi kullani larak istatistiksel olarak
analiz edildi. P-deg eri<0.05, kontrol grubuyla karg 1 las tt rn Idi §1 nda
istatistiksel olarak anlamli  kabul edildi.

3. Sonugdar

3.1. Yara kontraksiyonu ve epitelizasyon periyodu

Gali s ma boyunca ti m hayvan gruplari nda yara temiz ve ekst dasi z
g6ri ndu . TO m gruplarda yaralanma sonrasi 3. GU nden itibaren yara
kenarlari nda grani lasyon dokusu belirgindi. HA-Na solu syonunun
topikal uygulamasi ndan sonra yara kontraksiyonu ve epitelizasyon

sU resinin sonudari  Tablo 1 ve $ ekil 1'de rapor edilmis tir. %1,0 (a/h)
HA-Na tedavisini takiben yara kontraksiyonu, I Igili kontrol grubuyla

karg 1 las tt n Idi § 1 ndaé6., 9.ve 14. gl n. %1.0 HA-Na gxzeltisi ile
tedavi edilen olgularda 14. gii nde epitelizasyon su resi de daha yi ksekti.

3.2. histopatoloji

HA-Na solU syonu veya rb-bFGF ile tedaviyi takiben iyi organize yara

iyiles me s rederi gézlendi. Hematoksilen ve eozin lekeli bdli mlerde,
%1,0 (w/v) HA-Na soli syon grubundan yaralar, kontrol tedavileriyle

kars 1 las tt r Idi § 1 nda, evreleyen yog un ve kali n mezenkimal
matris birikimi ile daha fazla fibroblast, kollajen lifi ve sag lam dermal kan
damari olus umu gésterdi. . Dokulart n HA'dan géri nd mu
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Tablo 1 HA-Na'ni n topikal uygulamasi ni nsi gnlarda eksizyon yara modelinin yara kontraksiyonu ve yeniden epitelizasyon su resi U zerindeki etkisi.

GU n Kontrol grubu (%) bFGF grubu (%) %1,0 HA-Na grubu (%)
10.4372.11 12.6771.53 14.2271.18

3 30.2272.98 34.2372.16 40.1673.22**

6 72.3372.40 75.4271.17 88.1171.68**

9 88.4173.24 95.3672.51** 98.7671.26**

1421 100 17.1672.87 100 14.3371.03** 100 14.1671.47**

Epitelizasyon su resi (gl n)

Deg erler, her grupta ortalama7SEM, n=8'dir.
**P00.01 ve kontrol grubu.

Control

bFGF

1.0% HA-Na

21Days

S ekil 1 Farkli eksizyon sonrasi  gi nlerde (3, 6, 9, 14 ve 21 gu n) yara kontraksiyonunun fotog rafik temsili, her grupta n=8.

Na tedavi grubu, yaralanmadan sonraki 6. ve 14. gl nlerde pozitif
kontrol grubu ile olduke benzerdi. Kontrol grubundaki yarali
dokularda zay1 f kollajen lifleri ve epidermis mevcuttu. Yaralanmadan
sonraki 6. gli ni n histopatolojik kesitleri, HA-Na ve pozitif kontrol
gruplar nda yeni cilt kali nlas masi , granu lasyon dokusu
hiperplazisi ve ki ¢i k kan damarlari  gésterdi. Kontrol grubundan
ali nan dokular, HA-Na grubuyla kars 1 lag t1 n Idi §1 nda
enflamasyon, ince deri ve 6nemli 6igi de daha az say! da fibroblast
g6sterdi (S ekil 2A).

Histopatolojik kesitler, HA Na ve pozitif kontrol gruplari nda
yaralamadan sonraki 14. gii nde hizalamada yeni olus an kollajen ile
yalni zca birkagfibroblast gésterdi. HU cre farkli las masi ve yara
iyiles mesi de belirgindi. Kontrol yara dokusu, epidermal tabakayi
olus turan artan say! da fibroblastile az sayl da enflamatuar hii cre
gbsterdi. Bu dokularda, yeni kollajen du zensiz gérii nU yordu.
Masson'un trikrom boyamasi , %1.0 HA-Na soli syonu is leminde
ag kve belirgins ekilde yu ksek makrofaj ve fibroblast yog unlug u
gosterdi. Kontrol grubunda, kollajen demetlerinin di zeni gevs ek bir
s ekilde paketlenmis ti ve yaralar, fibroblastlarla yalni zca orta
derecede hi creseldi (S ekil 2A).

Ameliyattan sonraki 6. ve 14. gu nlerde, CD31-pozitif ekspresyonu,
HA-Na grubunda kontrol ve pozitif kontrol gruplari na gdre anlamli
olarak daha yu ksekti. CD31-pozitif ekspresyon, iskele ve deri alti
dokunun temas bdlgesiignde st ni rlandi r Imi s ti r.Ayr ca,
her grupta 14 gii n sonra, farkli seviyelerde epidermalizasyon ortaya
@ kti ve epidermisteki hi creler yi ksek oranda kit melendi ($ ekil
2A). HA-Na grubunda MVD, kontrol ve pozitif kontrol gruplari na gére
6. ve 14. gu nlerde daha yu ksekti (S ekil 2B).

3.3. hidroksiprolin icerig i

Kolajen, yara granu lasyon dokusunda bulunur ve yeni fibroblastlar
tarafi ndan G retilir19,20. Dokunun hidroksiprolin igerig i kollajen
sentezini yansi tabilir. Hidroksiprolin igerig i, kontrol grubuyla

kars 1 las ti i Idi § 1 nda HA-Na ile muamele edilmis grupta
o6nemli 6lgi de artti . rb-bFGF ile tedavi edilen grubun hidroksiprolin
ierig i, HA-Na grubuile kars 1 las t1 rn Idi § 1 ndabirazartmi s
olmasi narag men, seviye istatistiksel olarak anlamh deg ildi (S ekil 3).

3.4. TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3'U n mRNA seviyeleri ve protein
ekspresyonu

Tgf-B1, Tgf-B2 ve Tgf-B3'G n mMRNA seviyeleri, RT-PCR analizi

kullani larak yari kantitatif olarak dlgii Idi ve temizlik geni Gapdh
ign referans mRNA seviyesine gore hedef genin densitometrik bant
yogd unluklari olarak ifade edildi.

Sonudar, yara olus umundan sonraki 6. gi nde Tgf-B1'in mRNA
ekspresyonunun kontrol grubuna gére HA-Na grubunda énemli 6lgi de
arttt g1 ni , ancak 14. g nde Tgf-B1'in MRNA ekspresyonunun
kontrol grubuna ki yasla azaldi § 1 ni gésterdi. Ayri ca, yara

olus umundan 6 gi n sonra Tgf-B2 ve Tgf-B3'G n MRNA ifadeleri HA-
Na grubunda belirgin bir deg is iklik géstermezken, 14. gi nde Tgf-B2
ve Tgf-B3't n mRNA ifadeleri kontrol grubuna gére artmi s t1 r. (S ek.
4). Western blot analizi ile yara olus turulduktan sonra TGF-B1, TGF-p2
ve TGF-B3'U n protein ekspresyonlari U zerinde HA-Na'ni n etkilerini
daha da gézlemledik ve protein ekspresyon paternlerinin mRNA ile
ayni oldug unu bulduk.
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A Post-operative 6 days Post-operative 14 days
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Microvessal density (MVD)

6 14
Post-operative days

S ekil 21 yiles en yara dokusunun ve epidermal/dermal yeniden modellemenin eksizyon sonrasi  farkli gl nlerde (6 ve 14 gii n) mikroskobik
g6ri nt ma . (A) Deri kesitleri, kontrol grubu, bFGF grubu ve %1.0'da hematoksilin ve eozin (HE) boyasi ni (bt yi tme 100 ), Masson'un trikrom
(MT) boyasi ni (bu yU tme 100 ) ve mikrodamar yod unlug unu (MVD) (bl yU tme 400 ) gosterir. HA-Na grubu. (B) MVD'nin yari  kantitatif

ag klamasi . Deg erler ortalama7SEM'dir (n=8). **P00.01 ve kontrol grubu.

8 - [ Control yara granu lasyon dokulari nda deg erlendirilir. Western blot analizi, Smad-2,
T Bl LFGF -3 ve Smad -4 ifadelerinin HA-Na grubunda kontrollere gore arttit § 1 ni
= ki B 1.0% HA-Na ortaya koydu. Ancak Smad-7 protein seviyeleri azaldi (S ekil 6).
-1 *
3 6 | **i*
2
= A i
= Hk
) 4.Tarti s ma
z,]
S
-':% HA-Na, halk hekimlig inde topikal olarak yara iyiles tirici ve iltihap 6nleyici bir
madde olarak kullani Imi s t1 r.Bugl s mada HA-Na, geleneksel deg erini
3 6 9 14 21 dog ru bir s ekilde aydi nlatmak igin si ganlarda kutanéz yara iyiles mesiign
Post-operative days aras ti n Idi .Gl § mami z, HA-Na'ni n,hi zlandi rn Imi s yara

kasi Imasi , hidroksiprolin ierig indeki arti s lar yoluyla si canlarda yara
S ekil 3 HA-Na'ni n hidroksiprolin igerig i U zerindeki etkisi. Deg erler

. iyiles mesini destekleme kapasitesine sahip oldug unu gésterdi. Daha da
ortalama7SEM'dir (n=8). **P00.01 ve kontrol grubu.

onemlisi, HA-Na'ni nyara iyiles tirme etkilerine TGF-B/Smad sinyal yolu
aract I g1 ylaarac I kedilebilir. Bunedenle, sonudari mi zHA-Na'ni n

6. ve 14. g0 nlerde Tgf-B1, Tgf-B2 ve Tgf-p3 ign desenler (5 ekil 5). bir yara iyiles tirme ajani olarak kullani mi ni dog rulamaktadi r.

Yara kontraksiyonu, tam kali nl kta bir yarani niyiles en kenarlari ni n
3.5.Smad-2, -3, -4 ve -7'nin protein ekspresyon paternleri merkezcil hareketidir ve iyiles me ilerlemesi, kontrakte olan yara dokusunun
periyodik dlgi mi ile ded erlendirilebilir21. HA-Na ile tedavi edilen grubun
HU cre ig Smad proteinleri, kollajen U retimiign hii credr s 1 TGF-B yara kasi Ima deg erleri, kontrol grubuilekarg 1 las tt rn Idi §1 nda
sinyallerini fibroblast gekirdeg ine iletti§ inden, 6. ve 14. gii nlerde Smad-2, -3, onemli dlgli de artti . HA-Na'ni n topikal uygulamasi yarayl 6nemli dlgii de
-4 ve -7 ekspresyonu hi zlandi rdi
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$ ekil 4 HA-Na'ni n Tgf-B1, Tgf-B2 ve Tgf-B3'G n mMRNA seviyeleri U zerindeki etkileri. (A)~(C) 6. ve 14. gu nlerde si gn yara dokusunda Tgf-B1,
Tgf-B2 ve Tgf B3 MRNA'nI n temsili RT-PCR analizi. Gapdh, dahili bir standart olarak birlikte bu yU t Idu . De§ erler, Gapdh ifadesine gore

normalles tirildi ve Tgf-B1, Tgf-B2 ve Tgf-B3 (hedef gen)/Gapdh'nin bant yod unlug u olarak temsil edildi. Deg erler ortalama7SEM (n=8) olarak ifade edilir.

**P00.01 ye kontrol grubu.
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S ekil 5HA-Na'ni n TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3'U n protein ifadeleri U zerindeki etkileri. (A) ve (B) Western blot ile tespit edilen 6. ve 14. gu nlerde
si @n yara dokulari nda TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3'U n protein ifadeleri ve kantitasyon verileri. Deg erler B-aktin ifadesine gére normalles tirildi

ve TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3 (hedef protein)/B-aktinin bant yod unluk orani

*P0.05, **P00.01 - kontrol grubu.

kasi Ima ve histopatolojik inceleme yukari daki bulguyu destekledi. Ek
olarak, histolojik @ali s ma, HA-Na ile tedavi edilen grubun, kontrol
grubuilekars 1 las tt ri Idi §1 ndadahahi zli yeniden
epitelizasyon ve anjiyogeneze sahip oldug unu gésterdi. Ayri ca bFGF,
doku onari mi ndaki, en yaygi n olarak eksizyonel cilt yaralari ni n
iyiles mesindekiroli ag si ndan daincelenmis tir22. Bu @l s mada,
pozitif grup (bFGF grubu) ile kars 1 lag tt i Idi g1 nda, HA-Na'ni n

topikal uygulamasi , yara kasi Imasi ni ve yeniden epitelizasyonunu

olarak temsil edildi. Deg erler ortalama7SEM'dir (n=8).

geleneksel ilagtedavisi. Asli nda, 6n deneyde, belirtilen HA-Na
konsantrasyonlari  (%0,5, %1 ve %2) yara kontraksiyonunu
konsantrasyona bag I birs ekilde hi zlandi rdi (veriler
gosterilmemis tir). Bu nedenle, bu ali s mada HA-Na (%1) topikal
olarak uygulandi .

Bag dokusunun temel bir biles eni olan kollajen, yaralari n
iyiles mesinde kilit bir rol oynar ve yenilenen doku ign yapi sal bir
cerceve sag lar ve iyiles me su reci, di zenlenmis U retime, birikmeye

onemli dlgi de destekledi, ayri ca HA-Na'ni n daha iyi oldug unu di s U ndivediunlari nolus umunabag It di r.
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S ekil 6 HA-Na'ni n Smad-2, -3, -4 ve -7'nin protein ifadeleri G zerindeki etkileri. (A) ve (B) Smad-2, Smad-3, Smad-4 ve Smad-7'nin sI gan yara
dokulari ndaki protein ifadeleri ve kantitasyon verileri, western blot ile saptanan 6. ve 14. gl nlerde si @n yara dokulari nda. Deg erler B-aktin
ifadesine gére normalles tirildi ve Smad-2, -3, -4 ve -7 (hedef protein)/B-aktinin bant yod unluk orani olarak temsil edildi. Deg erler
ortalamFSE, ditRpe)1 - kontrol grubu.

etkinlikler9,24,26. TGF-B, yara iyiles mesinde ve yara olus umunda énemli
bir aktif molekd 1dU r27. TGFB'ni n U calt tipi (TGF-B1-3), yara
as amalari nda kritik roller oynar.

mi teakip olgunlag ma23-25. Bu @li § mada, HA-Na'ni n topikal
uygulamasi , daha fazla kollajen, fibroblast ve daha az enflamatuar hi cre
iyiles mesinin farklh
Bu proteinler, yara iyiles mesinin gecas amasi nda &zellikle dnemlidir.
Deneyimizde, HA-Na yaralanmani nardi ndan 6. GU nde TGF-B1'in mRNA
regl le etti ve 14. GU nde TGF-B1'in mRNA
ekspresyonunu as ag 1 regu le etti. TGF-B1'in yara iyiles mesini tes vik
eden bir faktor olarak is lev gérdi § U iyi bilinmektedir. ve bu proteinin
iyiles me

iceren granu lasyonu ag kea artti rdi . Verilerimiz ayri ca HA-Na'ni n
kollajen olus umunu énemli dlgi de arti rdi g1 ni ortayaq kardi ,
¢i nki HA-Na ile muamele edilmis hayvan grubundaki granu lasyon
dokusunun hidroksiprolin igerig i, kontrol grubuyla

kars 1 lag ti n Idi g1 nda bariz bir s ekilde daha yu ksekti.
Kanaatimizce, HA-Na'ni n yara kontraksiyonunu ve kollajen sentezini
tes vik edici aktivitesi, yara iyiles me aktivitelerini hi zlandi rmasi ndan kaynalfamnm g odsioilir hipertrofik yara izi ve keloid gibias 1 n
sonudari na yol agabilir28. Bu gergek, TGF-B1'inas ag 1
olabilir.

ekspresyonunu yukari

Yara iyiles mesias amalari si rasi nda, gs itli hi cresel is levleri regu lasyonunun

tamamlamak ign ¢oklu hii cre tipleri ve bl yi me faktorleri gerekir. anlasg 1 Imasi nayardi mc
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14. Gl nde HA-Na grubu. Gali s mami zayri ca HA-Na'ni n 14. Gl nde
TGF-B2 ve TGF-B3'U n mRNA ifadelerini indl kledig ini gésterdi.

Ayri ca, western blot analizi ile yara olus turulduktan sonra TGF-B1, TGF-
B2 ve TGF-B3'U n protein ifadeleri G zerinde HA-Na'ni n etkilerini
gozlemledik ve protein incelemesi yukari daki bulgulari  destekleyerek
HA-'nin yara iyiles tirici etkisinin oldug unu di s U ndd rdi . Na, TGF-B
sinyal yoluaract I g1 ylaarac I kedilebilir.

TGF-B araci I sinyal yolunun yara iyiles mesi ve skar olus umu29 ile
yaki ndan ilis kili oldug unainani Imaktadi r.Smad proteinleri, TGF-B
ailesi U yelerinin30 hi cre ig sinyal araci lari  olarak is lev géri r. Mevcut
@l s ma, HA-Na topikal uygulamasi ni n Smad-2, -3 ve -4 proteinlerinin
ekspresyonunu yukari regu le ettig ini, oysa inhibe edici protein olan
Smad-7'nin ekspresyonunun as ag | regu le edildig ini tespit etti. Azalan
inhibitor Smad-7 seviyesi ayri ca HA-Na'ni nyara iyiles mesindeki etkisini
gl dendirdi, bu da HA-Na'ni n TGF-B/Smad sinyal yolunu aktive
edebileced inidl s U ndl rdd .S imdiye kadar bu @li s ma, si @nlarda
olus turulan eksizyonel yaralari ve ardi ndan TGF-B/Smad sinyal yolu
biles enlerinin élgd md nd kullanmi s t r.

Mevcut sonudar, HA-Na'ni nyara iyiles mesini destekleyen aktivitesinin,
TGF-P/Smad sinyal yolu ile ilis kili olabileced ini bulmus tur. Bununla
birlikte, si @n modelinde TGF-B izoform spesifik nétralize edici antikorlar
ve Smad-2, Smad-3 ve/veya Smad-4'U n yara iyiles mesias amalari nda
adenoviral iletimini kullanan ileri @li § malar, dii zenlemeyi daha fazla
aydi nlatmak ign gelecekteki aras ti rmalari nolasi yollari di r. HA-
Na'ni n TGF-B/Smad sinyal yolunda.

Yara iyiles mesini iyiles tirmek ve/veya yara izini azaltmak ign terapétik
ajanlar kullanarak TGF-B/Smad sinyal yolunu hedeflemek, klinik dncesi
@l s malardabas art I olmus tur. CAT-192, TGF-B1'i nétralize eden bir
insan monoklonal antikorudur ve yeniden epitelizasyonu tes vik ederek
si g1 rorganki Itu rlerinde kornea yara iyiles mesini iyiles tirdig i
gésterilmis tir31. Ornek olarak, peptit 144 (P144), bir TGF-21 inhibitéri
olarak tasarlanmi s ve farkli hayvan modellerinde fibrozisi azaltmada
etkinlik géstermis insan betaglikani ndan elde edilen 14-mer bir
peptittir32,33 . Ek olarak, Smad-3 antisens oligonu kleotidleri, bir fare
eksizyonel yara modelinde yara iyiles mesini hi zlandi rdi ve yara izini
azaltti 34. TGF-B/Smad sinyal yolunun yara iyiles mesindeki roli iyi
karakterize edildig inden, HA-Na'ni nyara iyiles mesi U zerindeki etkisini
ve TGF-B/Smad sinyal yolunun alti nda yatan moleki ler mekanizmalari
aras ti rmak mi mkd ndi r.

Bir anti-inflamatuar, anti-mikrobiyal ve anti-U Iser ilaci olan HA-Na'ni n
en genis etki spektrumuna sahip oldug u dd s G nl Imektedir. HA-
Na'ni nyani klari nveyaralari ntedavisinde kullani Imasi , tedavi
maliyetini di $ U rmeninyani si raiyiles meyiiyiles tirmek ign ézellikle
o6nemli bir yontemdir. Bu @li s ma umut verici olsa da, HA-Na henul zfaz I
klinik deneylerinde gui venlik ve tolere edilebilirlik ag si ndan
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tarandi § 1 ndan, HA-Na'ni n klinik kullani mda olup olmayacag 1 heni z gérii Imemektedi

5. Sonudar

HA-Na, hi zlandi rn Imi s yarakasi Imasi , dahayl ksek hidroksiprolin
icerig i ve iyiles tirilmis doku iyiles mesi seviyesi yoluyla si gan modelinde
yara iyiles mesini destekleme kapasitesine sahiptir. Daha da énemlisi, HA-
Na'ni nyara iyiles tirme etkisine TGF-B/Smad sinyal yolu araci It g1 yla
araci It k edilebilir. HA-Na gelecekte yeni bir yara iyiles tirici ajan olarak
kullani labilir.
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