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ARASTIRMA YAZISI

Kronik yara iyilesmesi modelinde topikal
nikotinamid ve asetil sisteinin etkileri

Effects of topical nicotinamide and acetyl cysteine in chronic wound healing model
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Oter Siikri*, Ahmet Korkmaz*

Amag: Yara iyilesmesi cerrahi islemler ya da travmalardan sonra ortaya ¢ikan iyi organize olmusg bir tamir st-
recidir. lyilesme stireci birgok nedenle bozulabilir. lyilesmeyi kisitlayan en énemli nedenlerden biri kanlanma
azligi ve gelisen hipoksidir. Bu sekilde bozulmus olan iyilesme stireci ¢ogunlukla diyabet, venéz ve basiya
bagl llserlerde ortaya gikar. Galismamizda kronik yara iylesmesinde nikotinamid ve asetil sistein molekdilleri-
nin topikal uygulamalarda yara iyilesmesine olan etkisini gérmeyi amacladik.

Yoéntem: Calismada toplam 45 adet Sprague-Dawley tiirii erkek rat kullanildi. Kontrol, asetil sistein ve nikoti-
namid gruplan 3., 5. ve 8.gtinlerde yara dokulari alinmak lizere (g alt gruba ayrildi. Anestezi altinda sirt kismina
bipedikdillii flep yapilan deney hayvanlarinda 3 gtin sonra 6 mm pung¢ biyopsi ile 6 adet eksizyonel cilt yarasi
olusturuldu. Olusturulan iskemik cilt yaralarina 50 mg/kg dozunda asetil sistein ve 100 mg/kg nikotinamid to-
pikal olarak yedi giin siireyle giinde bir kez uygulandi. Ugiincd, 5. ve 8. giinlerde alinan yara dokularinda yara
ylizey alani élgiimleri ve histopatolojik degerlendirme yapilarak iyilesme dlizeyleri degerlendirildi.

Bulgular: Ugiincii, 5. ve 8. giinlerde yapilan histopatolojik dederlendirmelerde, nikotinamid ve asetil sistein
uygulanan gruplarda kontrol grubuna gére inflamatuar hiicre sayisi daha az, fibroblast sayisi ve kollajen sen-
tezinin daha fazla oldugu gérdilmdstir. Tim giinlerde bakilan yara ylizey alani 6lgiimleri de histolojik bulgulara
benzer olarak tedavi uygulanan gruplarda anlamli olarak dtisiik ¢cikmigtir.

Sonug: Biz yaptigimiz bu ¢alisma ile antioksidan ézellikleri iyi bilinen nikotinamid ve asetil sistein molekdilleri-

nin kronik yara modelinde olumlu etki gésterdigi ve yara iyilesmesini hizlandirdigini gésterdik.

Anahtar Kelimeler: Yara iyilesmesi, asetil sistein, nikotinamid, kronik yara

GiRiS

Yara iyilesmesi cerrahi islemler ya da travmalar-
dan sonra ortaya ¢ikan iyi organize olmus bir ta-
mir stirecidir. Cesitli faktorlere bagli olarak bu or-
ganizasyonda meydana gelecek bozuklukluklar
iyilesme stirecini uzatir veya kroniklestirir. fyiles-
meyen bu tip yaralar gerek hasta gerekse hekim
acisindan 6nemli bir sorun tegkil eder. Kronik ya-
raya neden olan ti¢ ana etken basi, diyabet ve ve-
noz tlserler olarak siralanabilir (1). Yara iyilesme-
sini bozan ve uzamasina neden olan ana faktor
doku oksijenlenmesinin bozulmasidir. Doku oksi-
jenizasyonunun bozulmasi, oksijene bagimli ve
iyilesmenin en énemli basamaklarmdan bir tanesi
olan kollajenin sentezini inhibe eder (2). Ayrica
kronik yaralarin etyolojisi ne olursa olsun, biyo-
kimyasal ol¢timlerde oksidatif stres artis1 dikkati

¢cekmektedir (3). Aymi zamanda bu yaralarda ¢o-
gunlukla artmis inflamasyon da mevcuttur. Art-
mis inflamasyon doku harabiyetini artirir. Bunun
sonucunda iyilesme durabilir.

N-Asetil sistein, bircok ¢alismada ve klinikte olduk-
¢a yaygin olarak kullamlan bir antioksidandir. Ase-
til sistein alindiktan sonra L-sistein’e metabolize
edilir ki bu glutatyonun yapisinda kullanilir. Asetil
sistein ayn1 zamanda tasidig1 tiyol grubu sayesinde
dogrudan kendisi de antioksidan olarak fonksiyon
gorir (4). Asetil sistein yillardan beri asetaminofen
toksisitesinde ve cesitli akciger hastaliklarinda mu-
kolitik olarak giivenle kullanilmaktadir (5).

Nikotinamid, nikotinik asidin amid formudur. Ni-
kotinamid hiicre ve dokularda nikotinamid ade-
nin dintikleotid (NAD* veya NADH) ve nikotina-
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mid adenin diniikleotid fosfat (NADP*
veya NADPH) seklinde bulunur. NAD*
ve NADP?, ¢ok sayida oksidorediiksiyon
reaksiyonlarmda dehidrojenazlarin koen-
zimi olarak gorev yaparlar. Bu enzimler
hiicrenin enerji metabolizmasi icin olduk-
¢a onemlidir (6). Ayn1 zamanda glutatyon
rediiktaz NADPH varliginda okside glu-
tatyonu indirger. Boylece nikotinamid
enerji metabolizmasmin yaninda antioksi-
dan sistemde de rol almuis olur.

Biiytik bir saglik sorunu olan kronik yara-
lar iyilestirmeye yonelik ¢oziimler tiret-
mek, giiniimiizde oldukca 6nemlidir. De-
gisen cevresel etkenler sonucunda basta
diyabet olmak tizere artan kronik hasta-
Iiklar sonucu bu problemle artan oranda
karsilasmaktayiz. Bu amacla biz de kronik
yara iylesmesinde nikotinamid ve asetil
sistein molekiillerini topikal olarak uygu-
layarak iylesme siirecine olan etkilerini
degerlendirmeyi amagladik.

GEREC VE YONTEM

GATA Hayvan Deneyleri Etik Kurulu ta-
rafindan etik onay verilmesinden sonra
baslayan calismada 45 adet 200-250g
Sprague-Dawley cinsi erkek sican kulla-
nilmistir. Deney hayvanlari ¢alisma stire-
since ayni laboratuvar kosullarinda tutul-
mus, ticari sigan yemi ve normal musluk
suyuyla beslenmistir.

Cerrahi yontem
[k 6nce deney hayvanlari iic esit gruba
boliindii. Daha sonra her grup 3., 5. ve 8.
gtinlerde yara dokular1 almmak tizere ti¢
alt gruba ayrildi.

Bipedikiillii flebin olusturulmasi: Calis-
mamizda Schwarz ve ark. (7)'nin tanimla-
dig1 iskemik yara modeli kullaildi. Bu
yontemde iskemik zemini simiile etmek
maksadryla 6nce bipedikiillti flep olustu-
ruldu. Anestezi (intraperitoneal (ip) keta-
min (85 mg/kg) + ksilazin (12.5 mg/kg))
altinda ratlar sirtlar1 yukarida olacak sekil-
de karin tizerine yatirilarak sabitlendi. Sirt
bolgesinde, iki skapula arasmdan, iliak ¢1-
kintilar arasma uzanan yaklasik 10 x 4
cm’lik alandaki tiiyler cerrahi sabun ile
yumusatildiktan sonra tras edildi ve calis-
ma bolgesinden uzaklastirildi. Tiiyden
arindirilmis alan antiseptik (polyod, drog-
san, Ankara) soliisyonuyla temizlendikten
sonra skapulalardan iliak ¢ikintilara dek
paralel uzanan iki kenar, bistiri ile panni-
culus karnozus dahil kesildi. Daha sonra
flep cilt alt1 dokusu diseke edildi. Olustu-
rulan bipedikiillii flebin kenarlari 4/0 (Do-
gan ipek, Trabzon) atravmatik ipek kulla-
milarak siittire edildi. En son opsite
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(Smith@nephew medikal, Ingiltere) anti-
septik sprey sikilarak isleme son verildi.

Yaralarin olusturulmast: Bipedikiillii flep
olusturulan deney hayvanlari, sonraki tig
giin kendi haline brrakildi. Ugtincii giin,
anestezi altinda yara olusturma islemine
basland:. Isleme baslamadan énce betadi-
ne soliisyonuyla cilt temizligi yapildiktan
sonra iglemlere steril kosullar altinda de-
vam edildi. Alti1 adet tam kat cilt yarasi, 6
mm’lik pung biopsi (Acupunch, Acuderm
Inc., Lauderdale, FL, USA) aleti ile flep
tizerinde olusturuldu.

Asetil sistein ve Nikotinamid
uygulamasi

[lk 6nce topikal uygulamalarimiz igin ge-
reken 6zel jel yapildi. Jelin ana tastyicist
olarak biyoadheziv 6zelligi olan Karbopol
981 polimeri (Goodrich, Belgika) kullanil-
d1. Karbopol 981 toz halindeyken propilen
glikol (Sigma, ABD) ve su ile karistirilarak
bir gece bekletildi. Olusan jele istenen
miktarda trietanolamin (Carlo Erba, ital-
ya) karistirilarak jelin yogunlugu ayarlan-
d1. Daha sonra propilen glikol ve su yardi-
mi ile etken maddeler nikotinamid (Sig-
ma, ABD) ve asetil sistein (Sigma, ABD)
karistma katildi. Son olarak koruyucu
madde benzalkonyum klortir eklendi ve
trietanolamin ile pH degeri 5,5'e ayarlana-
rak jel tamamlandi (8).

Tedavi gruplarima 50 mg/kg asetil sistein
ve 100 mg/kg nikotinamid topikal olarak
gtinde bir kez uyguland1. Kontrol grubu-
na ise sadece tastyici jel uygulamasi yapil-
di. Ugtincd, 5. ve 8.giinlerde anestezi al-
tinda alinan yara dokularinda yara ytizey
alant olciimleri ve histopatolojik deger-
lendirme yapilarak iyilesme diizeyleri de-
gerlendirildi.

Yara dokusunun ¢ikariimasi

Deney hayvanlar1 anestezi altinda karmn-
lar1 tizerine yatirilarak yara ytizey alam
dlctimleri i¢in seffaf bir naylona yara sinir-
lan1 cizilerek aktarildi. Daha sonra bu ¢i-
zimler milimetrik kagit yardimu ile 6lgtile-
rek sayisal veriler haline getirildi. Son
olarak kalplerinden kan almarak feda edi-
len deney hayvanlarmin yara dokulari ¢i-
kartild1 ve histopatolojik degerlendirme
icin formaldehite konularak saklanda.

Histolojik degerlendirme

Yara dokulari fiksasyon islemi i¢in 18 saat
stire ile tamponlanmus %10’luk formalinde
tutulduktan sonra doku takip cihazinda
(Thermo scientific, Tissue Excelsior, ingil—
tere) seffaflandirma islemi gerceklestirildi.
Parafin bloklara gomiilen dokular mikro-
tom cihazinda (Microm, HM 355S, Alman-

Sekil 1. Tedavinin 5. glninde yara kesitleri
(Masson trikrom, x10)(ACS: Asetilsistein, NA
Nikotinamid).

ya) 5 mikronluk kesitlere ayrildi. Elde edi-
len preparatlar deparafinizasyon sonrasi
doku boyama cihazinda (Leica, ST5020,
Almanya) Masson Trikrom boyama yapi-
larak 1s1tk mikroskobunda incelendi.

istatistik

Tiim istatistiksel analizler SPSS11.0 (SPSS-
FW, SPSS Inc., Chicago, IL., USA) istatis-
tik paket programu ile yapilmistir. {lk once
pung biyopsi aletinin yiizey alani hesapla-
narak bazal yara ytizey alanimiz olarak
belirlendi. Calismada kullanilan tiim
gruplarin yara yiizey alanlarimin bu alana
gore iyilesme ytizdeleri hesaplandi. Bu
amacla, “Kruskal wallis” testi ile varyans
analizi yapildiktan sonra, anlamli sonug
veren gruplarm ikiserli olarak karsilasti-
rilmalarinda denek sayisina uygun olarak
nonparametrik Mann Whitney-U testi



Kentrol 8. gin

Sekil 2. Tedavinin 8. guninde yara kesitleri
(Masson trikrom, x10).

kullanildi. Sonugta p<0.05 bulundugunda
sonug anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Yapilan histolojik degerlendirmelerde 3.,
5., ve 8.gtinlerde alinan yara dokularmin
genel olarak tedavi gruplarinda daha ma-
tiir gériintimde oldugu izlendi. Bu gtinler-
de yapilan degerlendirmelerde ozellikle,
fibroblastik aktivitede, granulasyon doku-
su olusumunda, neovaskiilarizasyon ve
kollajen gelisiminde kontrol grubuna gore
belirgin bir artis oldugu izlenmistir. Ayri-
ca yine bu giinlerde tedavi gruplarinda
inflamatuar hiicre yogunlugunun daha az
oldugu gozlenmistir. 8.gtin alman yara
dokular: kesitlerinde tedavi gruplarinda
epitelizasyonun kontrol grubuna gore be-
lirgin ilerlemis olmasi dikkat cekmektedir.
Yapilan histolojik degerlendirmelerde ni-
kotinamid ve asetilsistein gruplari arasin-

Sekil 3. Tedavi ve kontrol gruplari yaralarinin gérinimu (3.gun).

da belirgin bir farklilik gozlenmemistir.
Sekil 1 ve 2'de 6rnek mikroskopik goriin-
tiiler gortilmektedir.

Uciinct, 5. ve 8.giinlerde yapilan yara yii-
zey alani Sl¢timlerinde tedavi gruplarin-
daki yaralarin kontrol grubuna gore an-
laml: olarak daha hizli iyilestigi goriildii.
Uctincii nikotinamid uygulamasi 3. giin-
de asetilsistein uygulamasina gore yara
iyilesmesini anlamli olarak azaltmustir.
Sekizinci giin yara yiizey alanlar1 deger-
lendirmesinde ise asetil sistein nikotina-
mid uygulamasina gore anlamli olarak

iyilesmeyi hizlandirmistir. Bazal yara yii-
zey alanina gore iyilesme ytiizdesinin tim
gruplara ait degerleri Tablo 1'de verilmis-
tir. Calismanin tictincti giintinde kontrol
ve tedavi gruplarmin 6rnek yara gorii-
niimleri Sekil 3'te izlenmektedir.

TARTISMA

Yaralanmadan hemen sonra inflamasyon-
la baslayan iyilesme stireci, yeni doku olu-
sumu ve olgunlasma evresi ile devam
eder. inflamasyonun erken evresinde sal-
gilanan kemotaktik faktorlerin etkisi ile
dolasimdan bol miktarda nétrofil ve mak-
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Tablo 1. ilk giine gére yara yiizey
alani iyilesme ylzdesi (Ortanca
(dagiim))
Grup

Yara iyilesme yiizdesi
(ortanca(dagilim))
41,4 (29,1-53,9)

57,4 (50,3-68,1)2
50,3 (43,2-68,1)ab
43,2 (32,6-60,9)
64,5 (53,9-82,2)%
62,7 (53,9-78,7)°
64,5 (43,2-75,1)
85,8 (71,6-89,3)
89,3 (82,2-92,9)30

Kontrol 3. giin
Asetil sistein 3. giin
Nikotinamid 3. giin
Kontrol 5. glin
Asetil sistein 5. gun
Nikotinamid 5. giin
Kontrol 8. glin
Asetil sistein 8. giin

Nikotinamid 8. glin

2 p<0.05 Kontrol grubuna gére iyilesmede
anlaml artig

b p<0.05 Asetil sistein grubuna gére anlamli
fark

rofaj yara bolgesine gelir. Yara bolgesine
gelen bu hiicreler ve digerlerinin katkist ile
kollajen sentezi ve kontraksiyon ile yara
kapanmasi gerceklesir. Dolagim veya her-
hangi bir metabolik problemi olmayan bir
zeminde olusacak yara, kendi aktif stire-
cinde kisa stirede iyilesir. Kan akimindaki
yetersizlik, iskeminin derecesine bagli ola-
rak kronik yaralarm olusmasma neden
olabilir. Herhangi bir sebeple olusan iske-
mi, dokuda hasara neden olan reaktif oksi-
jen ttirevlerinin (ROT) olusmasina neden
olur (9,10). Kronik yara patogenezinde rol
alan iskemi ve bunun sonucunda olusan
ROT'lar dokuda azalmis protein sentezi-
ne, artmis l6kosit infiltrasyonuna ve art-
mis metalloproteinaz seviyesine neden ol-
maktadir. Iskeminin neden oldugu bu pa-
tolojik degisikler sonucunda bozulmus
ektraselltiler matriks yapimm ve uzamis
inflamatuar cevap nedeni ile yara iyiles-
mesi normal seyrinden ¢tkmaktadir (11).

Calismamizda yara iyilesmesinin 6nemli
gostergelerinden biri olan yara ytizey ala-
n1 degisimleri incelendiginde tedavi grup-
lar1 degerlerinin kontrol grubundan an-
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laml1 olarak daha az oldugu goriilmiistiir.
Tedavi amaciyla topikal olarak kullanilan
hem nikotinamid hem de asetil sistein an-
laml1 olarak yara iyilesmesini hizlandir-
mustir. Yapilan histolojik degerlendirme-
lerde tedavi gruplarinda artmis kollajen
sentezi ve epitelizasyon izlenmesi bu fark-
Iilig1 desteklemektedir.

Yara iyilesmesi icin anjiogenezis kritik
oneme sahiptir. Kull ve ark. yaptiklar1 bir
calismada nikotinamidin anjiogenik bir
etkisinin oldugunu gostermislerdir (12).
Ayrica Collins ve ark. (13) flep yasayabi-
lirligi tizerine yaptiklari calismada nikoti-
namidin olumlu etkisinin bu 6zelliginden
kaynaklanabilecegini iddia etmislerdir.
Yine bu arastirmacilar nikotinamidin hi-
perbarik oksijenin flep yasayabilirligini
artirma etkisine olumlu katki yaptigint da
gostermislerdir (14). Bizim ¢alismamizda
nikotinamid uygulanan grupta bulunan
yara iyilesmesine olumlu katki nikotina-
midin anjiogenik 6zelliginden kaynakla-
nabilir. Ctinkti bizim uyguladigimiz mo-
del kanlanmasi bozulmus bir bolgede
olusturulmus yaralar1 kapsamaktadir. Bu
bolgede anjogenezise bir katki iyilesmeyi
hizlandirmus olabilir.

Asetil sistein non spesifik antioksidan bir
molekiildiir. Hiicrede glutatyon prekiir-
sorti olarak gorev alir. Bir¢cok calismada
antioksidan ozelligi ile oksidatif stres or-
taminda hiicre yasayabilirligini artirdigt
gosterilmistir (15,16). Yara bolgesinde
bulunan basta nétrofiller olmak {iizere
immiin hiicreler mevcut bakteri ve mik-
roorganizmalar1 oldiirmek icin oksidatif
patlama denilen NADPH oksidaz enzi-
minin kullanildig1 bir reaksiyon ile ROT
sentezini gerceklestirirler (17). Kanlanma
azlig1 ya da baska nedenlerle notrofille-
rin bolgede kalis siirelerinin uzamast
ROT iiretiminin devam etmesine neden
olarak doku hasarina neden olur. Bu du-
rum kronik yaralarda daha c¢ok goriil-
mektedir (18,19). Bizim kullandigimiz
yara modeli ile yapilan calismalarda yara
bolgesinde kan akiminda azalma, iyiles-
mede uzama, oksidan stresde artma, eks-

traselliiler matriks yapiminda bozulma;
inflamatuar evrenin uzamasi ve artmis
matriks metalloproteinleri aktivitesi gos-
terilmistir (7,20,21). Kabali ve ark. (22)
ratlarda kolon anastomuzu yaparak yara
iyilesmesini degerlendirmislerdir. Asetil
sistein uygulanan gruplarda anlaml ola-
rak yara iyilesmesi hizlanmistir. Yapilan
baska bir calismada ise asetil sistein kor-
neada olusturulan yaralarin iyilesmesini
hizlandirmustir (23). Asetilsisteinin olum-
lu etkisinin gortildigi ¢alismalarda, et-
kisini genellikle antioksidan sistem tize-
rinden yaptig1 iddia edilmektedir. Baska
bir calismada asetil sistein uygulamasi-
nin fibroblast proliferasyonunu artirdig-
1 gosterilmistir (24). Fibroblastlar yara
iyilesmesi i¢in ¢ok 6nemli olan kollajen
ve glikozaminoglikan sentezi yaparlar.
Yara dokusunda yeterli fibroblast proli-
ferasyonu ve beraberinde kollajen sente-
zinin olmasi yara iyilesmesini hizlandirir
(25).

Calismamizda kullandigimiz asetil sistein
ve nikotinamid sayilan etkilerinin disinda
antioksidan sistem tizerinden de etki et-
mis olabilir. Eger calismamizda antioksi-
dan ve oksidatif parametrelere bakma
imkanimiz olsa idi belki bunu gosterebi-
lirdik. Histolojik kesitlerde tedavi grupla-
rinda inflamasyonun goreceli olarak kon-
trol grubuna gore daha az oldugu goriil-
di. Kronik yaralarin 6zelligi olan iyiles-
meyi engelleyen yogun inflamasyonun
uyguladigimiz tedaviler ile sinirlanmast
iyilesmeyi hizlandirmus olabilir.

Sonug olarak, yaptigimiz calisma ile hem
asetil sistein hem de nikotinamid topikal
uygulamalarinin kronik yara iyilesmesini
hizlandirdigin gostermis olduk. Yara ka-
panmasint akut doénemde nikotinamid
daha fazla hizlandirirken uzun dénemde
asetil sisteininin daha fazla hizlandirdig:
gorilmustiir. Calismamizdan g¢ikan so-
nugclara gore dolasimi1 bozulan bolgelerde
olusan yaralarda asetil sistein ve nikotina-
mid uygulamasi bilinen klasik tedavilerin
etkisini artirak tedaviye ekstra katki sag-
layabilir.



SUMMARY

Effects of topical nicotinamide and acetyl cysteine in chronic
wound healing model

Purpose: Wound healing is a well-organized reparation process that
develops after an operation or trauma. Healing process can be dis-
turbed due to various factors. Decreased blood supply and subse-
quent hypoxia are some main factors. This interrupted process can
frequently happen during diabetes and, decubitus and venous ulcers.
In this study we aimed to observe the effects of nicotinamide and acety!
cysteine over chronic wound healing in topical applications.

Patients and Methods: Forty five Sprague-Dawley male rats are
used in this study. Control, acetyl cysteine and nicotinamid groups
are divided into three sub groups, as wound tissues to be obtained
in 3rd, 5th and 8th days. A 6 mm punch biopsy was performed un-
der anesthesia, to create a total of 6 excisional skin wounds on the
bipedicular flaps at the dorsal side of each animal. On these
ischemic skin wounds 50 mg/kg acetyl cysteine and 100 mg/kg

nicotinamide was applied b.i.d. for 7 days. At 3rd, 5th and 8th days,
the degree of healing was assessed by wounds’ surface area meas-
urements and histopathological evaluation.

Results: In the histopathological assessments performed in 3rd,
5th and 8th days, it is found that the groups in which nicotinamide
and acetyl cysteine were applied had less inflammatory cell num-
bers but more fibroblasts and collagen synthesis, in comparison to
the control groups. Similar to the histopathological findings, a sig-
nificant decrease was observed in the wounds’ surface areas meas-
ured on a daily basis.

Conclusion: We demonstrated in this study that nicotinamide and
acetyl cysteine molecules which are known to be effective antioxi-
dants affect the chronic wound model positively and accelerate the
recovery process.

Key Words: Wound healing, nicotinamide, acetyl cysteine, chronic
wound
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