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OZET

RATLARDA OLUSTURULAN PARIETAL DEFEKTLERDE HUMIK
ASITIN KEMiIK REJENERASYONU UZERINE ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Muhammet SENGUL

Periodontoloji Anabilim Dah

SiVAS

Calismamizin amaci, otojen kemik grefti uygulamalarinda lokal humik asitin
erken donem olusan yeni kemik miktari iizerine etkisinin aragtirtlmasidir. Denek
olarak 12 haftalik, ortalama agirliklar1 230-250 g olan Wistar Albino cinsi 24 adet rat
kullanilmistir. Deney hayvanlari 4 gruba ayrilmistir ve her grup 6 deney hayvanindan
olusmaktadir. Bunlar kontrol grubu, sadece otojen greft uygulanan grup, lokal 100
mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu ve lokal 200 mg/kg humik asitle
uygulanan otojen greft grubu seklinde belirlenmistir. Deney hayvanlarinin parietal
kemiginde kritik boyutta Smm ¢apinda bikortikal kemik fragmani automax frez
kullanarak serum fizyolojik irrigasyonu altinda ¢ikarilmigtir. Defektli bolgeye
olusturulma esnasinda elde edilen otojen greft ilgili deney gruplarina uygulanmistir.
Lokal humik asit uygulanacak ratlar igin uygun humik asit konsantrasyonu
hazirlanmistir. Lokal uygulama yapilacak gruplar icin belirlenen humik asit miktari
otojen greftle karigtirilarak uygulanmistir. Deney hayvanlart islem sonrasi 28.glinde
sakrifiye edilmigstir. Daha sonra greftlenen defekt bolgesi mikro-bilgisayarl
tomografi (Mikro- BT) ile degerlendirilmistir.

Trabekiiler kalinlik (Th.Th) ve kemik hacminin doku hacmine orami (BV/
TV) degerlerinde en yiiksek deger lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen
greft grubunda bulunmustur. Tb.Th ve BV/ TV  degerlerinde humik asit uygulamasi

olumlu etkisi goriilmesine ragmen doz artirilmasi olumsuz etkilemistir.



Kemik hacmi (BV) degiskeninde en yiiksek deger sadece otojen greft
uygulanan grupta tespit edilmistir. Gruplar ikiserli olarak karsilastirildiginda kontrol
grubu ile diger gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Calismamizin sonucuna goére humik asit uygulandiginda BV degerinde

olumlu etkisi goriilmemistir.

Kemik yiizey alam1 (BS) degiskeni igin gruplar ikiserli olarak
karsilastirildiginda kontrol grubuyla sadece otojen greft uygulanan grup ve lokal
100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Ayni1 zamanda lokal 100mg/kg humik asitle
uygulanan otojen greft grubu ile lokal 200mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft
grubu karsilastirildiginda lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft
grubunda BS degeri daha yiiksek bulunmustur. BS degerinde de doz artirilmasi

olumsuz etkilemistir.

Kemik yiizey alaninin kemik hacmine oran1 (BS/BV) degerinde kontrol grubu
ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).
Lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft gruba gore lokal 200mg/kg
humik asitle uygulanan otojen greft grubunda BS/BV degeri daha yiiksek
bulunmustur. Bu sonuca gore doz artirilmasi BS/BV degerinde olumlu etkisi

goriilmiistiir.

Humik asitin kemik rejenarasyonuna hangi mekanizma veya yollar tizerinden
gerceklestiginin arastirilmasi i¢in ileri ¢calismalara gereksinim vardir. Bu ¢alismadan
elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda humik asitin klinik kullanimi konusunda

literatiire katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: Humik asit, otojen greft, kemik rejenerasyonu
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF HUMIC ACID ON BONE
REGENERATION IN PARIETAL DEFECTS FORMED IN RATS

Dt. Muhammet SENGUL

Department of Periodontology

SIVAS, 2021

The aim of our study is to investigate the effect of local humic acid on the
amount of new bone formed in the early period in autogenous bone graft
applications. Twenty-four Wistar Albino rats, 12 weeks of age, with an average
weight of 230-250 g, were used as subjects. Experimental animals are divided into 4
groups and each group consists of 6 experimental animals. These were determined as
the control group, the autogenous graft group only, the autogenous graft group
applied with local 100 mg/kg humic acid and the autogenous graft group applied
with local 200 mg/kg humic acid. In the parietal bone of the experimental animals, a
5mm diameter bicortical bone fragment of critical size was removed under
physiological saline irrigation using an automax drill. The autogenous graft obtained
during the formation of the defected area was applied to the relevant experimental
groups. The appropriate humic acid concentration was prepared for the rats to be
treated with local humic acid. The amount of humic acid determined for the groups
to be applied locally was mixed with the autogenous graft. Experimental animals
were sacrificed on the 28th day after the procedure. Then, the grafted defect area was

evaluated by micro-computed tomography.

The highest values in trabecular thickness (Th.Th) and bone volume to tissue
volume (BV/TV) values were found in the autogenous graft group applied with local
100mg/kg humic acid. Although the application of humic acid had a positive effect
on Th.Th and BV/TV values, increasing the dose had a negative effect.

The highest value in the bone volume (BV) variable was determined only in

the autogenous graft group. When the groups were compared in pairs, the difference



vii

between the control group and the other groups was statistically significant (p<0.05).
According to the results of our study, there was no positive effect on BV value when

humic acid was applied.

When the groups were compared in pairs for the bone surface area (BS)
variable, a statistically significant difference was found between the control group
and the autogenous graft group applied only and the autogenous graft group applied
with local 100mg/kg humic acid (p<0.05). At the same time, when the autogenous
graft group applied with local 100mg/kg humic acid and the autogenous graft group
applied with local 200mg/kg humic acid were compared, the BS value was found to
be higher in the autogenous graft group applied with local 100mg/kg humic acid.

Increasing the dose also affected the BS value negatively.

A statistically significant difference was found between the control group and
the other groups in the ratio of bone surface area to bone volume (BS/BV) (p<0.05).
The BS/BV value was found to be higher in the autogenous graft group applied with
local 200mg/kg humic acid compared to the autogenous graft group applied with
local 100mg/kg humic acid. According to this result, increasing the dose has a

positive effect on the BS/BV value.

Further studies are needed to investigate the mechanism or pathways of
humic acid in bone regeneration. In line with the results we obtained from this study,

we believe that it will contribute to the literature on the clinical use of humic acid.

Key Words: Humic acid, autogenous graft, bone regeneration
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1.GIRIS

Dis hekimliginin agiz ve ¢ene bolgesindeki cerrahi miidahalelerin biiyiik bir
kism1 kemige yoneliktir. A1z ve ¢ene bolgesinin estetik ve fonksiyonel 6neminden
dolay1, destek yap1 olan ¢ene kemigindeki bu defektlerin hizli ve kaliteli iyilesmesi
amaglanmaktadir. Bu yiizden arastirmalar kemik iyilesmesini olumlu yonde etkileyen
ve hizlandiran faktorler iizerine yogunlagmistir. Defekt tamiri tedavisinde diinyada
en sik kullanilan cerrahi yontem kemik greftleme islemidir (1, 2). Greftleme
isleminde  kullanilacak  ideal kemik greft materyali  osteoindiiksiyon,
osteokondiiksiyon ve osteogenezis Ozelliklerine sahip olmalidir (3). Otojen kemik
greftleri; sinirli miktarda elde edilebilmeleri, uzun siireli postoperatif agr1 ve hareket
kisitliligr goriilebilmesi gibi dezavantajlari olsa da, tiim bu {i¢ 6zelligi karsilayan tek
kemik greft materyali olarak altin standart kabul edilmektedir. Otojen kemik
greftlerinin  dezavantajlarin1  ortadan kaldirmak icin gelistirilen allogreftler,
immiinolojik uyumsuzluk, erken rezorbsiyon siireleri gibi nedenlerden; alloplastlar

ise geg¢ rezorbsiyon siireleri ile istenilen basariy1 saglayamamislardir (4).

Humik maddeler dogada bulunan organik karbon formlaridir. Humikli yapilar
organik maddelerin kabasini olusturur. Toprak, linyit, turba, kaynak sular1 ve
¢okeltilerinden olusan organik maddelerin bir¢ogunu temsil eder. Humik maddeler
temel olarak tige ayrilir: Fulvik asitler (FA), humik asitler ve Humin. Humik asitler
ve fulvik asitler alkali ortamda ¢oziinen humus yapilarini olustururken humin
¢oziinmeyen tortuyu temsil eder. Humik maddelerinin en 6nemli pargalarindan biri
humik asitlerdir (5).

Dogada kendiliginden meydana gelen humik asitler topraklarda ve su
yiizeyinde bulunan kahverengi-siyah renkli polimerik organik asitlerdir (6). Bu
calismada turbadan elde edilen humik asit kullanilmustir. Turba O6lii bataklik
bitkilerinin humifikasyonu sonucu olusan organik toprak seklidir. Turbanin organik
kismi %90 oraninda humin, humik ve fulvik asit (%40’dan fazla), lignin,
polisakkaritler, lipidler, pektinler, hemiselliiloz ve selliiloz igerir (7). Turba yiizyillar
boyunca tip alaninda kullanilmistir. Turba tedavisinin uygulandigr bazi

endikasyonlar; dejeneratif ve deforme artrozlar, Gut hastaligi, osteoporoz,



spondilopatiler, kas romatizmasi, romatoid artritler, kronik enflamatuvar hastaliklar,
hormonal dengesizlikler, bel agrisi, kronik egzema, norodermatit ve sedef

hastaligidir. Humik asitler kan dolasimini arttirarak rejenerasyon siiresini hizlandirir
(8).

Bu c¢aligmadaki amacimiz otojen kemik greftlerinin dezavantaji olan erken
donem rezorbsiyonu sonucu yetersiz yeni kemik olusumuna lokal humik asit

kullaniminin etkisini arastirmaktir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1. Kemik Dokusu

Kemik dokusu, kalsiyum ve fosfat tuzlarinin mineralize olmasiyla, sirali ve
ayni dogrultuda kollajen matriksten meydana gelen, canli, ozellesmis bir bag
dokusudur. Kemik dokusunun iki temel gorevi vardir; organizmaya yapisal destek ve
kalsiyum depolanmasi. iskelet sisteminin temelini olusturur. Kemik dokusu,
osteoblast ve osteoklast hiicrelerinin kontrol ettigi kemik yapimi ve kemik yikimi
Ozelligiyle dinamik bir yapidir. Kemik dokusu kan hiicrelerini iireterek dolasim ve
bagisiklik sisteminin temelini olusturur. Kalsiyum depolamasiyla endokrin sistem
icinde ayrica 6nemli bir gorevi vardir (9, 10). Kemik dokusu organik ve inorganik
bolimlerden olusur. Organik komponentini %80-90 oraninda Tip I kollajen, kalan
kismin proteoglikan, proteinler, biiylime faktorleri ve sitokinler meydana getirirken;
kemigin kuru agirhigmin %65°ini olusturan inorganik komponentinde ise biiylik
cogunlukta hidroksiapatit (HA) kristalleri ve az miktarda fosfor, bikarbonat, sitrat,
sodyum, potasyum, magnezyum bulunur (11-13). Kemik dokusuna bakildiginda en
dista kortikal kemik veya kompakt kemik denilen kism1 goriiliir. Kortikal tabakanin
altinda yer alan ve metabolik olaylarin meydana geldigi trabekiiler kemik ya da

kansell6z kemiktir (11).
2.2. Kemik Yapis1
Kemigin yapis1 3 farkli boyutta incelenebilir:
1. Makroskopik Yap1
2. Mikroskopik Yap1
3. Molekiiler Yapi (9)
2.2.1. Kemigin Makroskopik Yapisi

Kemik makroskopik olarak trabekiiler (slingerimsi, kansell6z) ve kortikal
(kompakt) diye ikiye ayrilir. Kortikal kemik ¢ogu zaman uzun kemiklerin
govdelerinde bulunurken, kemigin distal ve proksimal uclarinda ise trabekiiler
kemigin {izerinde bulunur. Trabekiiler kemik ise uzun kemiklerde kortikal kemik

tabakasi altinda, vertebralarda ve kiiciik kemiklerin i¢ bolgelerinde bulunur (14).



Genellikle her kemik bdolgesinde kortikal ve trabekiiler kemik bulunurken,
oranlar1 farklilik gostermektedir. Baz1 kemiklerde de kemik iligi denilen, asil gorevi

kan hiicrelerinin tiretimi olan, kan damarlar1 ve sinirler igeren bir yap1 bulunur (9).
Kortikal Kemik

Iskelet sisteminin yaklasik %85’ini olustururan kortikal kemigin gdrevleri;
hayati organlar1 korumak, hareket etmeye yardimci olmak ve gelen kuvvetlere direng
gostermektir (15). Kortikal kemik sert ve yogun bir kitleden olusan igerisinde
mikroskobik diizeyde kanalciklar bulunduran bir yapidan meydana gelir. Lamel adi
verilen kemik katmanler:1 bu kanalciklari olusturur. Ozellikle uzun kemiklerin
diyafizlerinde rastlanan bu lamellerin dort farkli tipi bulunur. Bunlar; dis ¢evresel
lameller (Outer Circumferential), i¢ cevresel lameller (/nner Circumferential),

osteonlar (Haversian Kanal Sistemi) ve interstisyel (/ntersitial) lamellerdir (16, 17).

Periostun en alt tabakasinda bulunan dis ¢evresel lameller diyafizin en dig
tabakasini meydana getirirler ve igerisindeki Sharpey lifleri sayesinde periost ile
kemik arasindaki siki baglantiyr saglarlar. Ic cevresel lameller de dis cevresel
lamellere benzerlerlik gosterir. Spongioz kemik trabekiilleri bu tabakaya bagli olarak

kemik iligine dogru gelisim gosterirler (13).

Haversian kanal sistemi veya Osteonlar kortikal kemigin, merkezde bulunan
kan damarlarinin gevresinde toplanmis ve silindir seklinde yapilanmis sekline denir.
Haversian kanal sistemleri kemigin uzun aksma paralellik gosterirler. Osteonlar
yaklasik 200 um ¢apindadirlar. Bu osteonlarin ortasinda yaklasik 50 um ¢apinda kan
damarlart ve sinirlerin i¢inde oldugu Haversian kanallart bulunmaktadir. Osteoblast
ve osteoprogenitér hiicre tabakast bu kanallarin i¢ ylizeyini kaplamaktadir.
Haversian kanallar1 ile de baglantili, kemik yiizeyine dik seyreden Volkmann
kanallar1 ayni zamanda osteonlarin kendi aralarinda ve kemik dis yiizeyi ile
iletisimini saglarlar. Bu kanallarin ¢evresinde herhangi bir lamel sistemi ise
bulunmamaktadir. Osteositler lamellar yapmin igerisinde bulunan, Kanalikuli adi
verilen ayr1 bir haberlesme agi ile hem kendi aralarinda hem de Haversian ve

Volkmann kanallari ile iletisim halindedirler (13, 14, 17).

Osteonlar Haversian kanali ¢evresinde halka lameller seklinde dizilirler. Tlk
olarak en dis halka meydana gelir ve ice dogru daralarak lamel sayisini artirir. Bir

kanal ¢evresinde ortalama olarak en fazla 4 ile 20 lamel meydana gelebilir. Bu say1y1



lamellerin igindeki hiicrelerin beslenme kapasiteleri belirler. Hiicrelerin metabolik

aligveris saglayabilmeleri i¢in en yakin damara uzakligi en fazla 300 pm olmalidir.

Kortikal kemik gézenekli yapidadir. Bu gézenek miktari, haversian kanallari
volkmann kanallar1 ve rezorbsiyon kaviteleri tarafindan belirlenir. Osteoklastlarin
remodeling sathasinda ortaya ¢ikardigi gecici bosluklara rezorbsiyon kaviteleri denir.
Bunun yaninda osteositlerin kemik matriksi igerisine gomiildiikleri lakiinalar ve

kanalikuliler bulunurlar (17, 18).
Trabekiiler Kemik

Trabekiiler kemik, kanseloz kemik veya siingerimsi kemik olarak da
adlandirilir. Diiz kemiklerde, vertebralarda ve uzun kemiklerin medullar kaviteleri ile
metafizlerinde bulunur. Trabekiiler kemiklerin matriksi; her biri 200 pm kalinliginda

ve kafes tarzinda, trabekiil denilen {i¢ boyutlu yapisal elemanlardan olusur (9, 14, 18)

Trabekiiler kemik gozenekli bir yapidadir. Bu gozenekler dolu ve kemik iligi
ile baglantilidirlar. Trabekiiler kemikte %75 ile %95 arasinda gozenekli yapi
bulunur. Kan hiicrelerinin tiretim doneminde veya mezenkimal kok hiicreler igin
depo olarak kullamldiginda kirmizi renktedir. ilerleyen zamanlarda bu yapilar yag

depolanmasi i¢in kullanilacagindan sar1 renk alirlar (9, 14).

Trabekiillerin dizilimi genellikle rastgele olmakla beraber, o6zellikle iliak
kemikte oldugu gibi bazi bolgelerde, gelen fonksiyonel kuvvetlere gore dizilim

gosterirler. Bu dizilimler paralel olmadigindan girintili ¢ikintili bir yapidadir (19).
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Sekil 2. 1. Kemigin Yapisi (20)

2.2.2. Kemigin Mikroskopik Yapisi

Kemigin makroskopik olarak kortikal ve trabekiiler olmak {iizere iki tipi
bulunurken. Mikroskopik olarak primer kemik ve sekonder kemik olarak iki ana
baslik altinda siniflandirilmaktadir. Bunun yaninda kompozit ve bundle olarak
adlandirilmig kemik tipleri de bulunmaktadir. Mikroskopik olarak kemigi meydana
getiren, yapisina katilan, metabolizmasina yardimci olan temel hiicreler osteositler,

osteoblastlar, osteoprogenitor hiicreler ve osteoklastlardir (Tablo 21).
Primer Kemik

Olgunlasmamis kemik ya da woven kemik olarak da adlandirilir. Fetal
gelisim sirasinda veya kemik iyilesmesi esnasinda olusturulmus genellikle gegici
olan kemik yapisidir. Daimi olarak bulunabildigi yapilar smrlidir. Bunlar,
kafatasindaki diiz kemiklerin suturlari, dis soketleri ve bazi tendonlarin baglanma

bolgeleridir. Primer kemik yetiskinlerde, yasam boyunca sekonder kemikle yer



degistirir. Bu devamli dongiiye remodeling denir. Primer kemikte sekonder kemige
gore kollajen lifleri diizensiz bir yapida bulunur ve mineral icerigi sekonder kemige

oranla daha az olmakla birlikte i¢erdigi osteosit oran1 daha yiiksektir (13, 21).

30-60 mm/giin’lik olugma hiz1 ile iyilesme sirasinda biiyilk Onem
tagimaktadir. Organize olmayan bir yap:t oldugundan mekanik olarak gii¢siizdiir.

Iyilesme sirasinda hizlica mineralize olarak yerini sekonder kemige birakir (9).
Sekonder Kemik

Sekonder kemik; lameller veya olgunlasmis kemik olarak da adlandirilan,
genellikle yetigskinlerde bulunan, matriksi primer kemige gore daha kalsifiye olan
kemik tiirtidiir. Haversian kanallari ¢evresinde paralel veya esmerkezli yerlesmis 3-7

um kalinligindaki lamellerden olusan kemik ttirtidiir (13, 21).

Sekonder kemik, iyi organize olmus kollajen yapisi ve mineralizasyonu ile
kuvvete karsi koyabilen ¢ok giiglii yapidadir. Haversian kanalindan disariya dogru
incelendiginde, her lamel igerisinde birbirine paralel ve sarmal yapida seyreden
kollajen lifleri, komsu lameldeki kollajen lifleri ile ters dogrultuda sarmal
yaptiklarindan birbirlerini dik ag1 ile keserler. Bu yapi, 1sik altinda incelenen
Haversian kanal sisteminde parlak ve karanlik alanlarin goziikmesini agiklar, ayni
zamanda kemigin baski ve torsiyon kuvvetlerine olan direncini de artirir. Biiyiime

hiz1 0,6-1mm/giin ile primer kemige gore ¢ok daha yavastir (9, 22).
Komposit & Bundle Kemik

Kompozit kemik; primer kemikten sekonder kemige gecis sirasinda izlenen
kemige denir. Ligamanlarin ve eklemlerin etrafinda ¢izgisel i¢ baglantilara sahip

baslica kemige ise bundle kemik denmektedir (9).
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Tablo 2. 1.Kemigin Mikroskopik Yapisi (17)
2.2.3. Kemigin Molekiiler Yapisi

Molekiiler agidan bakildiginda kemik; tip | kollajen, HA, su, pretoglikanlar
ve kollajen olmayan proteinlerden meydana gelir. Kollajen lifleri ile mineralize
kristallerin bilesimi olarak da disiiniilebilir (9, 14). Genel olarak organik ve

inorganik bilesenler bagliklari altinda incelenir (Tablo 2. 2).
Organik Bilegenler

Kollojen organik yapmin % 90-96’n1, bag dokusunun ana bileseni ve tim
viicut proteinlerinin 1/3’linii meydana getirir. Organik bilesendeki kollejen diger
bolgelerde goriilen kollajenden farkli olarak mineralize bir yapi olarak bulunur ve
birbirine paralel seyreden lamellar denilen bantlar seklinde dosenmistir. Kollajenin
bu tiirii tip I kollajen olarak adlandirilir. Proteoglikan ve glikoproteinler gibi kollajen
olmayan proteinler de organik yapimnin bilesenleri olarak bulunur. Proteoglikanlara
ornek olarak c¢esitli glikozaminoglikanlardan meydana gelen versican, decorin,
biglycan, fibromodulin, osteoglisin ve osteoaderin verilebilir. Glikoproteinler
arasinda ise osteonektin, trombospondin, fibronektin, vitronektin, fibrilin,

osteopontin ve kemik sialoproteini sayilabilir (13, 17, 23).
Kollajen

Kollajen bag dokusunun ana bilesenidir. Ayn1 zamanda memelilerde en fazla
bulunan proteindir. Bugiline kadar 29 farkli kollajen tanimlanmistir. Organik
matriksin biiylik bolimiinii ise Tip I kollajen meydana getirir. Kollajenin ana

molekiilii, hiicre i¢inde tiretilmis prokollajenlerden olusan tropokollajendir (24, 25).



Tip I kollajen molekiiliinde bir adet a2 polipeptid ve iki adet al polipeptid
zinciri Uglii sarmal olustururlar. Daha sonra birleserek kollajen liflerini meydana
getirirler. 300 nm uzunlugunda olan kollajen molekiilleri birbirleriyle ¢akismayacak
sekilde dizilim gosterdiklerinden, aralarinda meydana gelen gbzeneklere inorganik

matriks tuzlar1 ¢oker (19, 26, 27).

Kollajen ve HA orani ile dizilimleri kemigin mekanik kuvvetlere kars1 olan
direncini belirler. Kollajen g¢ekme kuvvetlerine karsi direng gelistirirken ayni
zamanda esneklik saglar. Eksikliginde osteogenezis imperfekta, osteoporoz,
osteoartroz, Ehlers-Danlos sendromu gibi durumlar meydana gelir. Bu sendromlarda

kemigin morfolojik yapisinda bir degisim olmaz ancak kirilganligi artmis olur (9, 17,
27).

Kollajen Olmayan Proteinler

Gorevleri tam olarak anlagilamamis olmakla birlikte; biliylime faktorlerinin
salmimina yardimci olmak, HA kristallerinin kollajene tutunmasmi saglamak,
organik matriksin kalsifikasyonu, osteoblast ve osteoklast metabolizmasin
diizenlemek gibi gorevler oldugu diisiiniilen az sayidaki gesitli proteinler de bu
organik yapmnin icinde bulunmaktadirlar. En c¢ok bulunan kollajen olmayan
proteinler: Osteokalsin, osteonektin, osteopontin, kemik sialoprotein proteinleridir
(17).

Inorganik Bilegenler

Kemigin mineralize kismi inorganik matriks olarak da bilinir. Kemigin kuru
agirliginin % 60-70’ini meydana getirir. Ayni zamanda kemik dokusunun direnci ve

sertliginde de 6nemli pay1 vardir.

Iskelet sistemi viicuttaki kalsiyumun % 99°nu, fosforun % 85°ni, sodyum ve
magnezyumun % 40-60’ini bulundururur. Bunlarin yani sira, bikarbonat, sitrat ve
potasyum da bulunur. Mineralize kismin biiyiik ¢ogunlugu; kalsiyum, fosfat ve
hidroksil iyonlarindan olusan kristal yapidaki HA’den meydana gelir (13, 17, 21)

Hidroksiapatit

Kemigin mineralize bolimiinii meydana getiren asil molekiildiir. Dogada da
bulunan, ancak dogadaki kadar saf olmayan kristal formundaki fosfat minerallerinin

OH- iyonu bulundurmasiyla olusur. Onemli oranda amorf, kristalize olmayan
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kalsiyum fosfat bulunmaktadir. Ayrica ¢ok az oranda karbonat, florit, magnezyum ve
stronsiyum elementleri bulunur. Elektron mikroskobu ile bakildiginda, kollajen
fibrilleri arasindaki HA kristallerinin yilizey iyonlarmin hidrate olarak su ve
iyonlardan olusan bir tabaka bulundurdugu goriilebilmektedir. Bu tabaka hidrasyon
kabugu olarak adlandirilir. Hidrasyon kabugu viicut sivilar ile kristal arasindaki iyon
aligverisini  kolaylagtirir. Dogal halinden daha kolay ¢Ozilinebilen kristallerin
gerektiginde kalsiyum, fosfat ve magnezyum iyonlarini ekstraseliiler siviya aktarmasi

ile viicut iyon dengesi saglanir (9, 14, 21, 27, 28).

HA kemige sertlik ve kuvvetlere karsi dayaniklilik saglar. Dekalsifiye olun
mineralize yapisini kaybetmis kemik yapilari morfolojilerini kaybetmezler ancak

esnek bir yap1 kazanirlar (17).
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Tablo 2. 2 Kemigin molekiiler yapisi (29)

2.3. Kemik Hiicreleri

Kemik hiicreleri; osteblastlar, osteoklastlar, osteositler ve osteoprogenitor

11

hiicrelerden meydana gelir. Osteoblastlar ve osteositler benzer yapida hiicrelerdir.

Bunun sebebi tek bir hiicre tiriiniin olgunlagsmasindaki farkli evrelerin hiicreleri
olduklarindandir. Osteoklast ise dolasimda bulunan biitiin hiicreleri i¢ine alan, kan

hiicrelerini olusturan hiicre ailesine aittir ve monositlerden farklilasarak meydana

gelir.

Farkli kokenleri ve zit gorevleri olmasina ragmen osteoblastlar ve

osteoklastlar yasam siiregleri, kisa omiirlii ve gecici hiicre olmalar1 bakimindan

oldukca benzerdirler (19, 30, 31).
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2.3.1. Osteoblastlar

Osteoblastlar kemik iligi ana dokusunda yer alan kok hiicrelerden meydana
gelir. Osteoblast dizilimine gegilirken osteoblast 6n hiicreler ¢ogalir, Once
preosteoblastlar1 sonra olgun osteoblastlart meydana getirir. Hiicre biliylimesinde bir
duraklama oldugunda, matriks olgunlasir ve mineral yapiminda énemli olan alkalen

fosfataz ile 6zellesmis kemik proteinleri ortamda belirginlesir.

Organik matriksin {iretilmesinde osteoblastlar sorumludur. Osteoblastlar 6nce
kollajen sentezler ve salgilar, sonra kalsifikasyon igin gerekli kalsiyum ve fosfat
iyonlarinin kemik i¢ine ve disimna salinimini saglar. Kemik, matriks olusumu ve
mineralizasyon agamalarindan olusur. Osteoid bilesim denilen mineralize olmamis
tabaka; mineralizasyon ve matriks olusumu arasinda gegen zamanda yiizeyde
meydana gelir. Erigkin bir bireyde gecen bu siire yaklasik 10 giin iken eriskin
olmayanlarda ise daha kisadir. Kemigin olusum hizi, tetrasiklin benzeri florasan
kemik belirleyicilerinin mineralizasyon sinirinda birikmesi 6zelligi kullanilarak
Olciiliir. Osteoblastlarin aktif yasami 1-10 hafta arasinda degisir. % 15°lik bir bolimii
osteositleri meydana getirirken, bir kismi1 da kemik ylizeyini ddseyen hiicrelere

doniistir (32-34).

Osteoblastlar kemik yiizeylerinde yan yana dizilirler; bu dizilim epitel
hiicrelerinin dizilimlerine benzer. Sentez durumlarina gére morfolojik goriintiilerinde
degisiklik meydana gelir. Matriks sentezine basladiklarinda sekilleri kiibikten
prizmatige kadar degisebilir. Alkalen fosfataz seviyesi artar ve sitoplazmalari
bazofilik hale gelir. Sentez faaliyetleri azaldik¢a yassilagirlar ve alkalen fosfataz

aktiviteleri yavasladikca, bazofilik dzellikleri de azalmalar meydana gelir (21).

Osteoblastlarin  osteoprogenitér  hiicrelerden  doniisimii  iki  farkhi
mekanizmayla olur. Birincisi, embriyojenik dénemde hiicre kolonizasyonu ve
farklilasmas1 sonucu direkt kemik dokusunun meydana getirilmesidir. Ikinci
doniisiim mekanizmasinda ise kemik dokusu yeniden sekillenme safhasinda rezorbe
olan kemik yerine veya kirik iyilesmesinde yaralanmis kemik dokusu yerine yeni
kemik olusturulabilmesi i¢in osteoprogenitor hiicrelere 06zel transkripsiyon
faktorlerinin ve hormonlarin iyi bir zamanlama ile etki etmesi gerekir. Bu faktorler
ve hormonlarin eksikligi mineralize yapmin tam olarak meydana gelmesine engel

olabilir (13, 21, 35). Osteoblastlar; paratiroid hormon (PTH), paratiroid hormon
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iligkili protein (PTHrP), prostaglandinler, D vitamini metabolitleri, kemik
morfogenetik proteini (BMPler), gonadal ve adrenal streoidler, bazi sitokinler,
lenfokinler ve koloni stimule edici faktér (CSF-1) igin reseptorler bulundururlar. Bu
tiir reseptorler araciligiyla diizenleyici faktorler osteoblastlarin  aktivasyon,
diferensiasyon, proliferasyon miktarlarini, osteoblastlarin ve Oncii hiicrelerin

uyarilmasini ya da apoptosisini meydana getirir.

Matriks olusumundan sonra osteoblastlar kalsifikasyon sirasinda kalsifiye
matriks icinde gomiilerek osteositleri olusturur. Osteositlere doniistiikten sonra
komsu osteositler, yiizeydeki osteoblastlar veya doseyici hiicreler ile iletigimi
saglamak i¢in uzantilar meydana getirir (27). Bu iletisimi saglayan uzantilar, hiicre
kendi etrafin1 matriks ile sarmaya basladiginda daha belirginlesir. Yeni sentezlenmis
matriks ile osteoblastlar sarildiginda osteosit adin1 almaktadir. Hiicre ve sitoplazmik
uzantilarin etrafinda matriksin olugmasi lakuna ve kanalciklar1 belirginlestirir.
Matriks sentezi sirasinda osteoblastlar ultra striiktiirel olarak aktif protein sentezi

yapan ve salgilayan hiicrelere benzemektedirler.

Kutuplagmis hiicreler olan osteoblastlar sitoplazmalarinda biiyilk miktarda
alkalen fosfataz enzimi vardir. Bu enzim yalniz matriks yapimiyla ilgili olmayip,
kalsifikasyonla da iliskilidir. Daha 6nce yapilmis kemik matriksi ile temas halinde
olan osteoblast yiizeylerinden matriksin sekresyonu olusur. Boylelikle yeni fakat
heniiz kalsifiye olmamis matriks, osteoblastlar ile daha dnce meydana gelmis kemik
matriksi arasinda yer alir. Bu olaya “kemik apozisyonu” denilmektedir ve zamanla
kalsiyum tuzlarinin ¢okmesi ile bu siire¢ tamamlanmis olur. Bu olaym,
osteoblastlarin salgiladigi alkalen fosfataz ile yerel olarak inorganik fosfat
konsantrasyonunu arttirdig1 i¢in ya da kollajeni aktive ettiginden dolay1 oldugu
diistiniilmektedir. Bir miktar alkalen fosfataz difiizyonla kana gectiginden, alkalen

fosfatazin kandaki diizeyi de kemik yapim hizini yansitan markerlardan birisidir (21).
2.3.2. Osteoklastlar

Kemik dokusunda osteoklastlar, ¢caplari 20 pum ile 100 um arasinda degisen, 5
ile 50 arasinda c¢ekirdegi bulunabilen, kemigin rezorpsiyonundan sorumlu ¢ok
cekirdekli dev hiicreler olarak tanimlanir. Rezorbsiyonunun basladig1 alanlarda,

enzimatik olarak agilmis howship lakunasi ad1 verilen gukurcuklarda bulunurlar. Kan
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hiicreleri kaynakli monositlerin birlesmesi ile meydana geldikleri igin “mononiikleer

fagositoz sistem”e dahil edilirler.

Membran katlanmasina bagli osteoklastlarin ylizeye yakin kisimlarda
ektoplazmik bir bolgeyle c¢evrilmis dalgali bir goriintii meydana gelir. Bu alanlarla
osteoklastlar kemige yapisir ve bir mikro ortam olusturarak kemik rezorbsiyonunu

baslatilmis olur. Daha sonra kemik yikimi i¢in gerekli iirlinler sentezlenir.

Osteoklastlarin hiicrelerinin sitoplazmalar1 genellikle asidofiliktir. Pek ¢ok
lizozomla birlikte, bol miktarda serbest polizom, bir miktar graniiler endoplazmik
retikulum, c¢ok sayida mitokondri ve iyi gelismis golgi kompleksi bulunur.
Osteoklastlarin gergeklestirdigi bu olaylar, higbir zaman hiicrenin sitoplazmasi iginde
meydana gelmez. Osteoklastlar kemik matriksine hiicum eden asit, kollajenaz ve
diger proteolitik enzimleri sentezler. Bu durumda kalsifiye olmus temel madde
serbest hale gelir ve kemik rezorbsiyonu sirasinda meydana gelen artiklarin da

ortadan kaldirilmasinda 6nemli gorev alirlar (21).

Osteoklastlar mitoz boliinmezler. Osteoblastlarla birlikte mekanik streslere
bagli olarak kemik dokusunun sekil almasina, plastik etkinligini en iyi sekilde
yapabilmesini saglarlar. Ayrica kemikte depolanmis kalsiyumun salinimindan da

sorumludurlar (17, 26).

Osteoblast hiicre serisinin osteoklastlarin meydana getirilmesinde de biiyiik
Ooneme sahiptir. Kemik yiizeyini Orten osteoblastik hiicreler uygun sinyaller
geldiginde kontrakte olurken yapistiklar1 kemik matriksi yiizeyini osteoklastik
rezorbsiyon igin hazir hale getirmek amaciyla sindirim enzimleri sentezlerler.
Kemikten ayrilan osteoblastlar kemik iligine dogru hareket ederek oncii osteoklast
hiicreleri ile direkt temas kurarlar. Osteoblastlar tarafindan sentezlenen ii¢ sinyal

molekiilii osteoklastlarin farklilasmasi ve diizenlenmesi i¢in biiylik 6neme sahiptir.

Bunlardan birincisi makrofaj koloni olusturucu faktor (M-CSF) makrofaj
tizerindeki reseptore tutunarak osteoklast proliferasyonunu baslatmis olur. Boylece

niikleer faktor kapa B (RANK) aktivasyonu igin reseptorler salgilanir.

Kemik doseyici hiicrenin ikinci sinyal molekiili RANKL aktive olan
reseptore tutunarak bir arada bulunan tek cekirdekli fagositlerin birlestirerek ¢ok

cekirdekli hale getirir. Kemik yiizeyinden ayrilmis olan osteoblastik hiicreler ile
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kemik matriksi arasinda “clear zone” denilen bir alan meydana getirir. Hiicre dis1
stvidan izole olan bu bolgede girintili ¢ikintili osteoklast yiizeyi kemik matriksine
tutunduktan sonra klorid kanallariyla kemik demineralizasyonu olur. Osteoklast
tanimlamasi yapilmasi i¢in kemik yiizeyi ile ¢cok ¢ekirdekli hiicrenin birebir temasi

olmas1 gerekir.

Osteoblastik hiicrelerin salgiladigi li¢iincii sinyal ise timor nekrotizan faktor
reseptor (TNFR) ailesine ait osteoprotegerindir (OPG). RANKL sinyalinin
makrofajlara baglanmasini inhibe ederek osteoklast diferansiasyonunu kisitlamig
olur. Sadece osteoblastlar OPG salgilamaz, baska dokular da OPG salgilayabilir.
Ayrica rezorbsiyon kapasitelerini  de diislirmiis olurlar. Bdylelik kemik
metabolizmasi ve osteoklastik aktivite diizenlenir. Hormonal osteoklastik aktivite
kalsitonin, PTH ve 1,25-dehidroksivitamin D3 tarafindan kontrol edilir. Kalsitonin
ve 1,25-dehidroksivitamin D3 osteoklastlar {izerinde reseptorleri bulunmaktadir.
PTH reseptoriiniin osteoklastlarda bulunmamasi, osteoklast metabolizmasinin
osteoblastik hiicreler tarafindan diizenlendigi hipotezinin desteklenmesini saglamis
olur. RANK-RANKL sinyal yolu bu hipotezin gergekligini ortaya koymaktadir.
Bunun yaninda hormonal olmayan lokal faktorler ve sitokinler gibi osteoklastik

metabolizma diizenleyicileri de bulunmaktadir (13, 17, 26, 27, 36).
2.3.3. Osteositler

Osteoblast kaynakli lakiinler iginde bulunan osteositler olgun kemik
hiicreleridir.  Yaklagitk 1mm?® kemikte 20000 ile 30000 arasinda osteosit
bulunmaktadir. Kemik dokusunda % 95 oranla en fazla bulunan hiicredir.
Osteoblasttan osteosite doniistim sirasinda hiicrelerin boyutu kiigiiliir, yassi elips
seklini almaktadirlar. Osteositler yaslandik¢a hiicrenin ve organellerinin boyutunda
da kii¢iilmeler olur. Kiiciik ¢ekirdekleri ve az sayida mitokondrili seyrek ve bazofilik
sitoplazmalar1 bulunmaktadir. Golgi kompleksleri ve endoplazmik retikulumlarin
boyutunda ise oldukg¢a kii¢iilmeler olmustur. Osteoblastlara gore c¢ekirdek
kromatinleri ise daha yogundur. Bu hiicreler kemik matriksinin devamlilig: ile aktif
olarak ilgilidirler. Osteositlerin olimiiniinden sonra matriks rezorbsiyonu
goriilmektedir (9, 13, 17, 21, 27, 37).

Osteositler boyut olarak kaynak hiicreleri olan osteoblastlara gore kiictiliirken

kanalikiiler i¢ginde sitoplazmik uzantilar meydana getirirler. Bu uzantilar her yone
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geligirler. Ayni zamanda c¢evredeki diger hiicreler ile (komsu osteositler,
osteoblastlar, periost hiicreleri, vazkiiler yapilar) , gap baglantilart sayesinde iletisim
kurmaktadirlar. Molekiillerin, bu yapilar ile hiicreden hiicreye aktarilmasi
saglanmaktadir. Ayn1 zamanda osteositler ile kemik matriksi arasinda kalan az
miktarda ekstraselliiler sivi da, bu molekiiler aligverise yardimci olur. Periosteositik
bosluk denilen bu alanda yaklasik 1-1,5 litre ekstraselliiler sivi vardir. Bu sistemin
ylizey alan1 yaklagik 1000-5000m? arasindadir. Bu agsi baglanti sistemi kan
damarlarindan baslamakta ve 15 hiicrelik bir beslenme zinciri olusturabilmektedir.
Ayrica bu ii¢ boyutlu osteositik lakiinokanalikiiler baglant1 yapisi, disaridan gelen
mekanik kuvvetleri hiicre sensorleri tarafindan algilanabilen i¢csel mekanik sinyallere
dontistiirmektedir. Kemik matriksinde olusan herhangi bir distorsiyon ya da
deformasyon, periosteositik boslukta baskiya sebep olarak hiicre dist siviyr
hareketlendirir. Bu sivi hareketi de sitoplazmik membranda stresler meydana
getirerek; prostaglandin, nitrik oksit gibi biyokimyasal sinyallerin salgilanmasini

saglarlar (21, 27).

Osteositlerin ~ gorevlerine  yonelik  varsayimlara  gdre  osteositler,
osteoblastlarin olgunlagmis seklidir ve canli kaldiklart siire zarfinda bulunduklari
matrisin devamliligin1 saglarlar. Osteositlerin kemik dokusundaki islevlerine iliskin
bir diger varsayim ise, osteoliz yaparak kan kalsiyum diizeyini korudugudur (17).
Osteositler kemik yiizeyini doseyen hiicrelerle birlikte kalsiyum akisini kontrol eder,
kemigin mineral direncini saglar, mikro hasarlar1 belirler, hiicreler arasi iligkiyle

biikiilme kuvvetlerine gore kemigin yeniden sekillenmesini saglar.

Osteositler canlidir ve canliliklarini yukarida anlatilan agsi baglanti sistemiyle
devam ettirirler. Yasam siireleri, bulundugu kemigin dongii hizina bagli olarak uzun
hiicrelerdir. Ortalama yasam siireleri birkag y1l olmasina ragmen yavas dongii hizi
olan bolgelerde yarilanma Omiirleri 25 yila kadar ¢ikabilmektedir (17, 27). Ay
zamanda; kuvvet uygulanmasi, 0strojen kaybi, yaslanma ve kronik glukokortikoid

uygulanmasi da osteosit 6liimiinii arttirir.
2.3.4. Osteoprogenitor Hiicreler

Mitoz boliinme 6zelligini devam ettiren osteoprogenitdr hiicreler, embriyonik
mezenkimal hiicrelerden koken alir. Biliylime gelisme doneminde aktivitelerini

stirekli korurlar. Yetiskinlerde kirik iyilesmesi sirasinda veya farkli tipteki yaralanma
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durumlarinda aktive olabilirler. Osteoblast, osteoklast veya diger kemik hiicre
tiplerine donlisme O6zellikleri vardir. Yag hiicresine, fibroblastlara, kemik iligindeki
kan yapici hiicrelere, hatta yetersiz oksijen varliginda bazi 6zel sartlar altinda
kondrojenik hiicrelere de doniistim yetenekleri vardir. Endosteumda, periosteumun i¢
hiicresel tabakalarinda ve Haversian Kkanallarina bakan i¢ yiizeylerde bulunurlar.
Ozellikli mezenkimal kok hiicreler olan bu hiicrelerin kokeni tam anlamiyla

anlasilamamustir (13, 17, 21, 38).

Osteoprogenitor hiicreler, soluk boyanan oval ¢ekirdekli, soluk sitoplazmali
yasst hiicre goriiniimiindedirler. Osteoprogenitor hiicreler organellerinin mikroskopik
Ozellikleri, bu hiicrelerin gelecekleri hakkinda da fikir edinmek i¢in kullanilabilir.
Gelismemis endoplazmik retikulum ve az gelismis golgi cisimcigi olan
osteoprogenitor hiicreler, preosteoblastlardir ve osteoblastlara doniisiirler. Belirgin
mitokondrilere ve serbest ribozomlara sahip olan hiicreler ise osteoklastlara

farklilagirlar (13, 17, 39).
2.4. Kemik Olusumu (Osteogenezis)

Kemik olusumu, osteoblastlar tarafindan sentezlenen matriksin dogrudan
mineralizasyonu ile (intramembrandz kemiklesme) veya kemik matriksinin daha
once var olan kikirdak matriks iizerine ¢okelmesi ile (endokondral kemiklesme)
olusur. Iki olusum yonteminde de ilk olarak primer kemik dokusu meydana gelir.
Daha sonra olusan kemik sekonder kemik ile yer degistirmis olur. Kemik dokusu
olusumu ve yikimi, sadece gelisen kemikte goriilen bir olay degil, yasam boyu

yavaglayarak devam eden bir olaydir (21).

2.4.1. Intramembranéz Kemiklesme

Kafatasindaki frontal, temporal, pariyetal ve g¢ene kemiklerinde goriilen bu
kemiklesme sekli bag dokusu tarafindan meydana getirilir. Osteoblastlar tarafindan
salgilanan matriksin dogrudan dogruya mineralizasyonuyla olusur. Kisa kemiklerin
bliylimesinde, uzun kemiklerin de kalinlagmasinda intramembrandz kemiklesme

etkilidir.

Mezensimal hiicrelerinin damarlar etrafinda toplanip gogalmasiyla baglayan

bu kemiklesme seklinde, mezensimal hiicreleri hiicreler aras1t madde ve lif sentezini
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de yaparak osteoblast ve osteositlere dontisiirler. Bu alanlara primer kemiklesme
merkezi denir. Olusan ilk kemik yapisi, trabekiiler yapidadir ve lamel icermez.
Kalsiyumun ¢okelmedigi bu yapiya da osteoid doku denilmektedir. Damar etrafinda
toplanmis osteoblastlarin osteositlere doniiserek bosalttiklar: alanlara yeni hiicrelerin
yer almasiyla mekanizma devam eder. Anastomozlarla trabekiiller biiyiiyiip
cogalmis, spongioz kemik yapist meydana gelmis olur.  Trabekiiller arasi
bosluklardaki bag dokusu da kemik iliginin myeloid veya hematopoetik dokusuna
doniistir (17). Kalsifiye olmayan mezenkimal hiicreler periost ve endosteuma
dontigiirler. Periostun i¢ tabakasi ve duranin periosteal tabakasi kompakt kemige

doniiserek i¢ ve dis tabakayi olusturur (21).
2.4.2. Endokondral Kemiklesme

Endokondral kemiklesme sekli, oOzellikle uzun kemiklerde diyafiz
bolgelerinde kikirdak matriksin {izerine kemik matriksin ¢okmesi ile olusur.
Endokondral kemiklesme sekli iki asamadan meydana gelir. Birincisi hiyalin
kikirdak bir ¢atinin meydana gelmesi; ikincisi ise kikirdak yapinin biiylimesi ve
kemik ¢ati i¢in bir model olusturmasi ardindan rezorbsiyonu ve yeni kemik meydana

gelmesidir.

Uzun kemikler uzun bir diyafiz ve epifizden meydana gelirler. Meydana
gelen ilk kemik diyafizi saran perikondriumda intramembranéz yolla olusmakta ve
periost sekillenmektedir. Uzun kemiklerin olusumunda 6nce hyalin kikirdak yapida
bir taslak meydana gelir, sonra apozisyonel biiyiime ile uzunca bir sekil alir,
perikondriumla sarili epifiz ve diyafiz meydana gelir. Bu kikirdak taslagin igindeki
kondrositler gelisir, sitoplazmalarinda glikojen depolarlar ve vakuolize hale gelmis
olurlar. Etraflarindaki kikirdag:i rezorbe ederek trabekiillii bir kikirdak matriksi
olugur. Matriksin kalsifiye olmasiyla kikirdak taslagin tizerinde yeni kemik meydana
gelir. Taslagin igindeki bosluklart ise daha sonra kemik iligi hiicrelerine ve

osteoblastlara doniiserek mezenkim dokusu ile kan damarlari doldururlar (17).

Primer kemiklesme merkezi olan kikirdak taslagin uclari birbirinden ayrilarak
kikirdak uclar1 biiylimeye devam eder ve kemiklesmeye baglar. Bu sirada kemik,
uzun bir diyafiz ve uglarinda yarim ay seklinde epifizden meydana gelir. Biiyiime
plag1 diyafiz ile epifiz arasindaki alana denir. Bu bdlgedeki kikirdak hiicrelerinin

proliferasyonu ile kemigin boyunun wuzamast devam eder. Diyafizde ise
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osteoprogenitor hiicreler olgunlasan kondrositlerin yerlerini alirlar. Perikondrium ise
periosteuma doniisiir. Biiylime ve gelismenin sona ermesiyle meydana gelen
hormonal degisimlerle, biiyiime plaklar1 kemiklesir, epifiz ile diyafiz birlesir.
Sekonder kemiklesme merkezi, epifizin i¢inde diyafize benzer olusan yeni kemik

dokusuna denir (17, 21).
2.5. Kalsifikasyon Mekanizmasi

Kemik matriksi iizerine kalsiyum fosfatin ¢okelmesini agiklayabilen kabul
gormiis genel bir hipotez olmamasina ragmen, kalsiyum tuzlarinin kollajen fibriller
lizerine ¢Okmesi ile bagladigi bilinmektedir. Bu mekanizmayi, glikoproteinler ve
proteoglikanlar kalsiyum baglamada yiiksek afiniteleri sayesinde baslatir. Ayni
zamanda kemik ylizeylerinde bulunan ve osteoblastlarca tiretilen alkalen fosfatazin
da bu olaya yardime1 oldugu diistiniilmektedir. Osteoid maddenin olusumunundan 4-
8 glin sonra meydana gelen kalsifikasyon sonrasi kalsifikasyon ¢izgileri denen

tabakalar meydana gelir (17, 21).
2.6. Kemik Biiyiimesi ve Sekillenmesi

Daha 6nce meydana gelmis olan kemik dokusunun yikilarak ayni zamanda
yeni kemik dokusunun yapimi ile kemik biiylimesi gergeklesir. Kemik dokusu
biiylirken kemik yapim hizi, yikim hizindan daha fazladir ve bdylece kemigin sekli
de korunmus olur (21). Periostun bir yerinde apozisyon ve ayni zamanda buna karsit

olarak baska bir bolgede rezorbsiyon olurken kemigin sekli korunmus olur (17).

Kemik dokusu, farkli kuvvetlerin etkisiyle igyapisini tekrar diizenleyebilir.
Bunun en iyi 6rnegi ortodontik apareylerdir. Kuvvetin g¢ektigi yerlerde kemik
olusumu, ittigi yerlerde kemik rezorbsiyonu meydana gelir. Bu sekil alma 6zelligi

remodelasyon, tiim kemikler i¢in gegerli olup yasam boyu siirmektedir (17, 21).

2.7. Kemigin Hiicresel Islevlerinde Etkili Lokal ve Sistemik

Diizenleyiciler

Kemik olusumu, sekillenmesi, yikimi ve tamiri gibi hiicresel islevlerin
uyumlu bir sekilde yiriitiilebilmesi, cesitli diizenleyici faktorlere baglhidir. Sonug
olarak biitlin kemik hiicre islevleri; sistemik hormonlardan lokal faktorlere kadar
uzanan, farkli hiicreler arasinda diizenlemeleri saglayan parakrin faktorler ile ayni

hiicreler arasinda diizenlemeleri saglayan otokrin faktorler tarafindan diizenlenir.
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Sistemik hormonlar, kalsiyum diizeyinin dengelenmesi gibi tiim viicut seviyesindeki
degerler dogrultusunda etkili olurlarken ayn1 zamanda hedef hiicrelerden yerel
diizenleyici faktorlerin liretimini diizenler. Lokal diizenleyici faktorler ise sinirh

alanlarda islevlerin kontroliinii saglarlar.
2.7.1. Lokal Diizenleyiciler
Prostoglandinler

Siklopenton veya siklohekzan halkasina bagli 20 karbon atomlu karboksilik
asit tlirevidir. Yapilan in vitro ¢alismalarda kemik emilimi ve osteoklast aktivitesinde

artis yoniinde etki ettigi bildirilmistir (17).
Biiyiime Hormonu

Somatotropin hormon, tek zincirinde 191 aminoasit bulunduran kii¢iik bir
protein molekiilii olup biiylime 0Ozelligine sahip tiim dokularin biiyiimesini
gergeklestirir. Ayn1 zamanda mitoz boliinmeyi uyarir, kemik biiyiime hiicrelerinin ve
on kas hiicrelerinin farklilasmasin1 saglar. iskelet sisteminde, kondrosit ve osteojenik
hiicrelerin protein depolamasina rehberlik eder, bu hiicrelerin gogalmasini
hizlandirir, kondrositlerin osteojenik hiicrelere doniisiimiinii saglayarak yeni kemik
yapimini olusturur. Ayni zamanda karacigerde somatomedinlere doniiserek kemik

olusumunda hizlandirici etkiye sahip proteinlerin meydana gelmasini tetikler (40).
Kemik Morfogenetik Proteinler (BMP)

Genis bir biliylime faktori ailesi olan BMP’ler, kiiltiir ortaminda fibroblastlar1
dontistiirme yeteneklerinden dolayr Transforming Growth Factor (doniistiiriicii
biiylime faktorii, TGF) diye adlandirilan gruba dahil edilirler. 20’ye yakin protein
bulundururlar (41, 42).

BMP degisime ugramadan canlilarda saklanan 6zgiin yapilardir. Bag dokusu
hiicrelerinin proliferasyonunu meydana getirirler. Biiylime faktorleri arasinda bag
dokusu hiicrelerini kemik hiicrelerine doniistiirebilen tek morfojendir. TGF B, IGF
(Insulin-Like Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor), damar endotel
biiylime faktorii gibi diger bliylime faktorleri de proliferasyonu uyarir. BMP sinyal
mekanizmasi, sistemin igerisinde bulunan birden fazla molekiiliin birbiriyle ¢apraz

haberlesmesini igeren bir durumdur (42).
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Diger Lokal Faktorler

a. Polipeptidler (yapist polipeptidler )

v Ekstraselliiler: (EGF, TGF, PDGF, vb)

v Intraselliiler: (lenfosit, makrofaj, osteoblast kdkenli olabilirler)
b. Nonpolipeptidler

v Florid  (kemikte  hidroksil iyonlar1 ile yer degistirerek

florohidroksiapatit kristalleri olusturur, kalsiyumun ¢6ziiniirliigiinii azaltir.)

v Bisfosfonat (osteogenezi inhibe ederek matriks olusumunu azaltirlar)
v Adenozinler

v Fosfat

v Pirofosfat (43)

2.7.2. Sistemik Diizenleyiciler

Farkli hormon ve bilesikler, reseptorlerle hedef hiicrelere etki ederler.
Bunlardan bazilari; parathormon, kalsitonin, vitamin D, glukokortikoidler, cinsiyet

hormonlari, tiroit hormonlari, vitamin A ve vitamin K gibi maddelerdir.
Paratiroid Hormon (PTH) ve Kalsitonin

Paratiroid hormonu, kemik ve bdbreklere etki ederek plazma kalsiyum
seviyesini diizenler. Kemik remodelasyonunu uyaran PTH’1n etkiledigi ana hiicre
osteoblastlar olmasina ragmen kismen osteoklastlar1 da etkileyerek kemik yikimin
diizenler. Hiicresel diizeyde PTH, kemik iligi kiiltiirlerinde osteoklast yapimim
arttirmakta, metalloproteinaz matriks olusumunu uyarmakta, osteoblastik hiicrelerde
tip I kollajen agiga ¢ikmasini engellemektedir. PTH apoptozisi baskilayarak
osteoblastlar iizerindeki anabolik etkisini gosterir. Bu etki, osteoblastlarin

farklilasmanin hangi evresinde olduguyla alakalidir.

Kalsitonin, fizyolojik olarak kemik emilimini gegici olarak baskilar. Olgun

osteoklastlar lizerinde, osteoklastik aktivitelerini engeller (17).
Steroid Reseptorleri, Glukokortikoidler, Ostrojen ve Androjen

Yagda ¢oziinebilen maddeler olan hiicre cekirdeginin steroid reseptorleri

hiicre ¢ekirdegine tastyici proteinler yardmiyla getirilir.
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Glukokortikoidlerin kemik yikimi engelledigi, PTH ve IGF-1 gibi
hormonlarin etkinligini arttirdig1 bildirilmistir. Glukokortikoidlerin aktif osteoblastlar
tizerindeki etkilerinin ¢ogu engel olma seklindedir. Yapilan in vivo ve in vitro
caligmalarda glukokortikoidlerin osteoblastlarda apoptozise sebep oldugu, sert

dokuda yapisal ve hiicresel diizeyde belirgin dagilmaya yol agtig1 bildirilmistir (17).

Yapilan in vivo ¢alismalarda Ostrojenin kemik yapimi ve rezorbsiyonu
tizerinde engelleyici etkisinin oldugu bildirilmistir. Androjenlerin biiylime gelisme
doneminde kemik dokusunun biiylimesi yoniinde arttirdigi, eksikliginde ise kemikte
rezorptif ~ aktivitenin arttigi = gOsterilmistir.  Osteoblastik  hiicreler ~ Ostrojen
reseptorlerinin yani sira androjen reseptorlerini de bulundururlar. Yapilan in vivo
calismalarda, Ostrojen azalmasinin IL-1 ve IL-6 basta olmak iizere, emilimi
tetikleyen sitokinlerin iiretiminde belirgin artisa yol agtig1 bildirilmistir. Ostrojenlerin
TGF sentezini artirarak osteoklastlarin apoptozisinde artisa yol actigi da

diistiniilmektedir (42).
2.8. Kemik Greftleri

Disler kaybedildikten sonra, genellikle ¢esitli seviyelerde kemik kayiplar1 da
goriilmektedir. Dis ¢ekiminden sonra kemikte meydana gelen yeniden sekillenme
stirecinde alveolar krette kemik kaybmin olmamasi kaginilmazdir. Bu alanlarin
rekonstriiksiyonunu saglamak icin yerlestirilmesi gereken greftlerin amaci, mevcut
defekti onarmak ve dokulart giliclendirmektir. Kemik dokusu viicuda en sik
nakledilen dokudur. Atrofi, yaralanma, konjenital malformasyonlar veya timor
ameliyatlar1 sonrasi olusan defektlerin onariminda kullanilan kemik greftleri 4 ana

gruba ayrilir (44).

2.8.1. Otojen Greftler

Verici ve alicinin ayni kisi oldugu greft tiiriidiir. Yapisinda bulunan canl
hiicreler sayesinde osteojenik etkiye sahip tek greft materyali oldugu icin altin
standart olarak kabul edilmistir. Zamanla bu osteojenik etki kaybolur, ancak bu sefer
osteoindiiktif ve osteokondiiktif etkiler ortaya cikar. Bu greft tipinde doku uyumu
sorunu yoktur ¢iinkii ayn1 kisiler donor olarak kullanilip yapilmaktadir. Osteojenik

hiicreler i¢erdigi ve immiinolojik bir reaksiyon olusturmadigi i¢in en avantajh greft
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tipi olarak bildirilmistir. Ancak dondr alanda ikinci bir ameliyat yeri olusturma
ihtiyaci, uzun siireli ameliyat sonrast agri ve bakim siiresinin uzunlugu gibi

dezavantajlar1 da bulunmaktadir (11).
Agiz Ici Otojen Greft Kaynaklar:

Tercih sikligina gore otojen kemik greft ielde etmek igin agizda dondr olarak
kullanilabilen alanlar; mandibular simfizis, yiikselen ramus, korpus, koronoid

process, maksiller tiiber, maksiller siniis duvar1 ve zigomatik buttress (11, 44).

Mevcut dezavantajlar1 ortadan kaldirmak ve partikiil greft agizdan elde etmek
icin ¢esitli teknikler kullanilmaktadir. Frezleme esnasinda olusan kemigi toplayabilen
aspirator uglar1 gibi 6zel olarak tasarlanmis aletler 6rnek olabilir. Bu sekilde otojen
kemik grefti daha kolay elde edilir ve hasta morbiditesi azdir. Greft yapilacak alan
hacminin kii¢iik oldugu durumlarda daha komplike ekstraoral miidahalelere gerek
kalmadan uygulamasi kolay bir yontemdir. Greftlenecek alana yakin bolgelerden
elde edilebilmesi ve yapisinda canli kemik hiicrelerinin bulunmasi da bir avantajdir.
Ayrica ag1z i¢i otojen greftlerin dezavantajlar1 mikrobiyolojik kontaminasyon riski,
ikinci bir cerrahi alan ihtiyaci, dondr bolgede enfeksiyon ve morbidite riski ile baska
bir kusur yaratma ihtiyaci, sinirli miktarda elde edilme olasiligl, greftler, dis

koklerine zarar verme ve duyu siniri yaralanmasi riski sayilabilir (11).
Agiz Dis1 Otojen Greft Kaynaklari

Intraoral alanlardan yeterli greft elde etmenin miimkiin olmadigi daha
karmasik olgularda kalvaryum, iliak krest, tibia, fibula ve kaburgalar agiz disi
alanlarda dondr olarak kullanilabilen bolgelerdir (44).

Kortikal ve kanselloz tiplerde damarlanmayan serbest otojen kemik greftleri
aliabilir. Kortikal greftler dayanikli, sert bir yap1 olusturarak formun devamliligim
meydana getirir. Yatay veya dikey olarak alveolar sirtin kayboldugu durumlarda
onley greftlemede ve kemik katmanlari arasina bir dolgu yerlestirilerek yliiz
konturunun  diizeltilmesinde  kullanilabilirler (11). Kanselloz greftler ise
osteoblastlara doniisebilen ve osteogenezi indiikleme kapasitesine sahip canli
hiicrelere sahiptir. Kortikal greftlere gore daha hizli revaskiilarize olurlar ve daha
genis kullanim alanlari vardir. Kullanim alanlar1 arasinda ekstraksiyon soketleri,

maksiller siniis operasyonlar1 ve alveolar defektlerin onarimi bulunur. Bu greftlerin
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dezavantaji; mekanik destek saglayamamalaridir (45). Bilinen en etkili siingerimsi
kemik grefti kaynagi, 6n veya arka iliak krestten alinan kemik greftidir. Ayrica
kortikokanselloz kemik greftlerinin genis kullanim alanlar1 vardir. Kortikokansell6z
greftler, kortikal greftlere yakin mekanik dayanimlar1 ve osteogeneze katki saglama
gibi avantajlara sahiptir. Ekstraoral greftler genellikle kaburga veya ilium kokenlidir.
Ancak bu iki bolgeden elde edilen kortikokanselloz greftler arasinda da farkliliklar
vardir (46).

Ayrica embriyolojik olarak endokondral ossifikasyondan kaynaklanan bu
greftler daha hizli yikima ugrarlar. Ote yandan, intramembrandz kaynakli kemik
greftleri, ¢cene kemiklerine benzer embriyolojik Ozellikleri nedeniyle endokondral

kaynakli kemik greftlerine gore daha az rezorbsiyona ugrarlar (47).
2.8.2. Allogreftler

Allojenik greftler, ayn1 tiirden ve farkli genotipteki bireylerden elde edilen
greft materyalleridir. Genellikle kadavralardan alinir ve uygun sekilde islendikten

sonra ¢esitli sekil ve boyutlarda hazirlanir ve kemik bankalarinda saklanir.

Allojenik kemik greftleri, farkli bir kisiden elde edilen osseozla nakledilen
dokulardir. En Onemli avantaji, ameliyat sirasinda donor bolgelere olan ihtiyaci

ortadan kaldirmasidir (48, 49).
Ug tip allogreft bulunmaktadir. Bunlar;

1. Dondurulmus kemik (DK)
2. Dondurulmus - kurutulmus kemik (DKK)
3. Demineralize dondurulmus — kurutulmus kemik (DDKK)

DK, antijenik yanit olusturma ve hastalik tagima gibi riskler nedeniyle oral

cerrahide ¢ok sik kullanilmaz.

DKK allogreftlerinde greft, tiim silire¢ boyunca sivi faz olmadan diisiik
sicaklikta liyofilizasyon ile kurutulur. DKK; Diisiik antijen aktivitesi, yliksek kolajen

icermesi ve kortikal kemik icerigi nedeniyle tercih edilen greftler arasindadir.

DDKK allogreftleri, konagin farklilasmamis mezenkimal hiicrelerini

etkileyerek osteoindiiksiyon yoluyla kemik rejenerasyonu saglar. Ayni zamanda,
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konak¢1 kemik icin bir matris gorevi gorerek osteokondiiktif etki meydana getirir.

DDKK* lara “ Demineralize kemik matriksi (DKM) ” denilmektedir (50, 51).
Allojenik kemik greftlerinin avantajlar1 sunlaradir;

v Verici alan morbiditesi 6nlenir

v Otojen greftlere gore daha fazla greft saglayabilir

v Otojen kortikal greftlere gore degisik formlarda allojen kortikal kemik
elde edilebilir.

v Farkli sekillerde elde edilmesiyle kullanim kolayligi saglar ve

operasyon zamani kisalmis olur (52-54).
2.8.3. Ksenogreftler

Heterojen greft materyalleridir. Farkli bir tiirden elde edilen greftlerdir. Dis
hekimliginde genel olarak kemik defektlerinde, ¢esitli osteotomilerde, implantolojide
maksiller siniis islemlerinde kullanilir. immiin yanit olusturma riski, otojen greftler
ile kombinasyon halinde kullanim Onerisi, yavas greft rezorpsiyon hizi ve kemik

dokusu ile yavas yer degistirme gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir.

Ksenojenik kemik greftleri, memeli hayvanlarin kemiklerinden veya mercan
dis iskeletinden yapilir. Domuz ve fareden kaynaklanan farkli ksenograftlar olmasina
ragmen, s1gir kaynakli olanlar en sik kullanilandir. 1960'larda sik kullanilan bu
greftler, si8ir kayanakli olanlarin kullanimindan sonra bildirilen bazi otoimmiin
hastaliklar sebebiyle kullanimlar1 sinirlandirilmistir. Ancak 1990l yillarda kemik
partikiillerinin deproteinizasyonu ile antijenik 6zelligi minimuma indirilmis ve tekrar
siklikla kullanilmistir. Bu islemle kemigin organik bileseni tamamen cikarilmis ve
osteoindiiktif oOzelligi kaybedilerek osteokondiiktif etkili bir greft materyali
yapilmistir. Sigir kaynakli kemik organik bilesenlerinden tamamen arindirildiktan
sonra kalsiyum matriksi gama radyasyonu ile sterilize edilir ve greft kullanima hazir
hale getirilir. Boylece alicida herhangi bir immiin reaksiyona neden olmayacak

sekilde greft materyali elde edilir (11, 55, 56).

Yapilan ¢aligmalar, ksenogreftlerin osteotomi islemlerinde basarili oldugu,
ancak posttravmatik deformitede ve yetersiz mekanik direngle hipoplastik alan
diizeltmelerinde yetersiz oldugunu rapor edilmistir (46). Yapilan c¢alismalar

ksenograftlar degisen derecelerde rezorbe oldugu gosterilmistir. Klinik ¢aligmalarda
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ve hayvan calismalarinda bulunan bu rezorpsiyon oranlar1 arasinda gézlemlenen
farkliliklarin, drliniin ~ dretim  yOntemindeki degisikliklerden kaynaklandig:

savunulmaktadir (57, 58).
2.8.4. Alloplastlar

Sentetik olarak iiretilmis kemik rejenerasyon greftleridir. Bu biyouyumlu

malzemeler osteokondiiktif 6zellige sahiptir.
Seramikler
o Sentetik Hidroksiapatit

Hidroksiapatit bir seramiktir ve birkag farkli tiirii vardir. I¢ gdzenek capi,
tiirliniin belirlenmesi i¢in bir referans olarak alinmistir. G6zenekli hidroksiapatit,
fibrovaskiiler dokunun grefte hizli biiyiimesine izin verir ve boylece grefti stabilize
eder ve mikro mobiliteyi onler. Cesitli kivam ve sekillerde iiretilebilen hidroksiapatit,
kemik defekti onariminda, dis ¢ekimi sonras1 alveolar kemigin korumasinda, alveolar
kemigin augmentasyonunda ve maksiller siniis augmentasyonunda rejenerasyon
maddesi olarak kullanilmaktadir. Hidroksiapatit kullanimi donér bolgelere olan
ihtiyact ortadan kaldirsa da, graniiler migrasyon ve eksik resorpsiyon gibi uzun

vadede komplikasyonlar1 oldugu diistintilmektedir (11, 59).
. Trikalsiyum Fosfat

Hidroksiapatit gibi, Tricalcium Phosphate (TCP) de biyoemilebilir ve
biyouyumlu bir greft materyalidir. Bununla birlikte, uygun olmayan gdzenekliligi,
kiiciik tane boyutu ve 6 hafta gibi kisa bir siirede ¢Oziinmesi nedeniyle, diger
alternatifler arasinda zayif kalmistir. TCP bir kalsiyum fosfat bi¢imidir ve siklikla -
TCP bi¢iminde kullanilir. Biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilir oldugu
kanitlanan bu malzeme ticari olarak macun, partikiil ve blok formlar1 bulunur.
Kimyasal bilesimi ve kristal yapisi ile kemigin mineral yapisina benzer. Diger
greftlerle benzer iyilesme asamalar1 vardir, ancak kemigin mikro yapisina uyum

saglamak i¢in yetersizdir. Bilinen dezavantajlar, dngoriillemeyen ve hizli emilmeyi

icerir (11, 60).



27

o Biyoaktif Cam

Normal cam iyonomer simanlarda da bulunan silika-fosfat zincirlerinden
olusmaktadir. Kemik ile kimyasal bag olusturmayan bu greft materyali; Kalsiyum
tuzu, sodyum tuzu ve silikadan meydana gelmektedir. Yapisal destek agisindan
hidroksiapatit'ten daha giicliidiir ve uygulandiginda kolajene, biiyiime faktorlerine ve
fibrine baglanarak osteojenik hiicrelerin proliferasyonunu saglayan goézenekli bir
matriks meydana getirir (11, 54). Bu o6zellik ve osteoindiiktif yetenegi, bir dizi
hayvan ¢alismasinda rapor edilmistir (61). Kullanilmak iizere graniil, blok ve gubuk

formlar; Ayrica emilebilen ve emilemeyen ¢esitleri de vardir (62).

Periodontal defektleri onarmak ve alveolar kemik hacmini korumak igin
kullanilir. Ancak dis kaybindan sonra yerlestirilen bu materyalin uygulanmasi da tam
olmayan rezorpsiyonu nedeniyle uygulanacak dental implantin risk altina girmesine
neden olur (63). Ayrica, bu materyalin antibiyotiklerle veya baska herhangi bir
maddeyle karistirilmamasi gerekmektedir (52, 64).

. Kalsiyum Karbonat

Mercandan elde edilen bu materyal yavas rezorbe olur. Ayrica kemik
olusumu i¢in ylizey doniistimii gerektirmediginden daha hizli kemik olusumu saglar.
Kalsiyum karbonat greftleri hemostatik 6zelliklere sahiptir ve uygulandig1 bolgeden
kolaylikla ¢ikarilamaz. Ayrica hassas bir yapiya sahiptirler ve iyilesme siirecinde yer

degistirebilirler (11).
. Kompozit Kopolimerler

Cok sayida konfigiirasyonda sekillenebilen polimerler olan poliglikolik asit
(PGA) ve polilaktik asit (PLA) kombinasyonlari, emilebilir siitiirlerin iiretiminde
yillardir kullanilmaktadir. Son yillarda emilebilen fiksasyon materyalleri popiiler
hale gelmeye baslamistir (11, 65). Bu malzemeler yiiksek molekiiler agirhiga ve 3
yila kadar uzun bozunma siirelerine sahiptir. Bu siire zarfinda hastanin yasi ve
bagisikligi, doku toleransi, kusurun lokalizasyonu ve maruz kalan yilizeyin

konfigiirasyonu gibi 6zellikler etkilidir.

Tipk: biyoaktif camlar gibi, bu malzemede de ¢ekim soketini korumak i¢in
PLA'dan yapilmis kok bigcimli iirtinler bulunur. Biyoaktif camlarda oldugu gibi

rezorpsiyon yetersizligine bagli implantlar ic¢in risk olusturdugu disiiniilmektedir
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(11). PGA ve PLA'nin diisiik yogunluklu kopolimerleri son yillarda iiretilmistir ve bu
malzemelerin bozunma siireleri 3 ile 8 ay arasinda degismektedir. U¢ duvarh
defektler i¢in toz formu ve iki veya ii¢ duvarli defektler i¢cin bir siinger formu

bulunmaktadir. Jel formu derin defektlerde kullanilabilmektedir.

Emilemeyen kopolimer olarak polimetil metakrilat (PMMA) ve
polihidroksietil metakrilat (PHEMA)' tan olusur. Radyopasite saglamak i¢in bu
karisima az miktarda baryum siilfat da eklenir. Bu malzemenin bir avantaji, kimyasal
ve biyolojik 6zelliklerinden dolay1 ayn1 zamanda bir membran olarak islev gormesi,

dolayisiyla baska bir membran gerekmemesidir (61, 66).
2.9. Kemik Greftlerinin Tyilesme Mekanizmasi

Osteogenezis, osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyon olmak iizere kemik

grefti iyilesmesinde olusan 3 farkli rejenerasyon tiirii vardir.

Osteogenez, greft materyalinde yasayan osteoblastik hiicreler yeni kemik
olusumu olusturdugunda meydana gelir. Otojen kemik grefti bu 6zellige sahip tek
greft materyalidir. Otojen greftlerinde 5 giin iginde osteojenik ozelliklerini
yitirdikleri ve osteoindiiktif ve osteokondiiktif etkilerinin devam ettigi bildirilmistir
(67, 68). Otojen greftlerde bu osteojenik kabiliyeti korumak igin greft ¢ikarildiktan
hemen sonra kullanilmali veya steril salin iginde tutulmalidir. Damitilmis su
kullanimi, hipotoksisitesi nedeniyle kontrendikedir ve hiicre 6liimiine yol agar.
Stingerimsi kemik, osteogenetik Ozellikler acisindan yiliksek canli kemik hiicresi

konsantrasyonu agisindan en etkili kemik tiiriidiir (69).

Farklilasmamis mezenkimal hiicrelerin uyarilmast sonucu kemik iireten
osteoblastlarin  olusumu osteoindiiksiyon olarak tanimlanir. Farklilasmamus,
olgunlagmamis hiicreleri, canli kemikteki biliylime faktorleri araciligiyla
osteoblastlara veya kondroblastlara doniistiirerek osteogenezin baslatilmasidir.
Osteogenesiz, kemik matrisinden kaynaklanan kirik, yaralanma vb. olaylardan sonra
ortaya c¢ikan baz1 indiksiyon ajanlariyla baglar. Meydana gelen uyaranla,
farklilasmamis hiicreler preosteoblastlara farklilagirlar.  Osteoindiiktif etkiyi
gostermek icin, kas dokusu gibi heterotopik bir alanda uyarilma sonucunda kemik
olusumu olusturularak indiiktif bir etki gosterilmistir. Bununla birlikte, kemik gibi
ortotopik bir alanda, bu etkinin osteoindiiksiyondan m1 yoksa osteokondiiksiyondan

mi1 kaynaklandigini ayirt etmek giigtiir (70).
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Urist ve ark. (71), yaptiklar1 ¢alismada BMP' yi izole ettikten sonra,
¢oziinebilir bir glikoprotein olan BMP bir biiyiime faktorii ve TGF-f ailesine ait bir
indiiktif ajan oldugunu bildirmislerdir. En az 15 farkli BMP ¢esidinin var oldugu ve
bunlarin en énemlilerinin BMP-2 ve BMP-7 oldugunu belirtmislerdir. Giiniimiizde,
travma sonrasi veya yeniden sekillenme siireci sirasinda dogal olarak salinan
BMP'nin osteoindiiktif olarak etkili bir materyal oldugu ve kikirdak olusumundan
sonra endokondral ossifikasyonla yeni kemik olusumunu indiikledigi kesinlikle kabul

edilmektedir (70, 72).

Osteokondiiksiyon, kemigin biiyliyebilecegi bir ylizeye ilerlemesi olarak
aciklanir. Bu biyo-uyumlu malzemeler, gbzenekler, kanallar veya tiibiiller, kemigin
biliylimesine olanak saglayarak ve bir matris olusturarak osteogenezi destekleyecek
bir yapidadirlar (70). Osteokondiiktif materyaller, osteogeneze dogrudan katilmadan,
ancak bir kilavuz gorevi gorerek kemik olusumuna katki saglar. Yalnizca kemik ve
farklilasmamis mezenkimal hiicrelerin varliginda kemiklesebilen bu greft
materyalleri deri alt1 gibi ektopik bir alana uygulandiginda osteogenez olmaz, greft
rezorbe olabilir veya degismeden kalir. Alloplastlar bu 06zellige sahip greft

ornekleridir. Yine, ksenograftlar da osteokondiiksiyon yetenegine sahiptir (73).

Tiim greft materyalleri, dogal kemigin yeniden sekillendirilmesinde oldugu
gibi replasman siireciyle yeni kemik meydana getirirler. Kemik grefti
yerlestirildikten hemen sonra iyilesmenin ilk asamasinda remodeling ve emilim
meydana gelir. Greft boyutundaki bu kayip; greft boyutuna ve kalitesine, alici
alandaki kemik kalitesine, biyomekanik ozelliklere ve greftin gevreleyen kemige
sabitleme oranina gore degisir (44). Greftin iyilesme siiresi ve sekli greft tipine gére
degiskenlik gosterir. Ayni zamanda alic1 yatagindaki damar destegi ve greft
hiicrelerinin hayatta kalmasi iyilesmeyi dogrudan etkileyen faktorlerdir. Morfolojik
olarak kortikal kemik, Haversian ve Volkmann kanallar1 etrafinda siki bir sekilde
yapilandirilmis dairesel, paralel ve interstisyel kemik lamellerinden meydana gelir.
Stingerimsi kemik ise gozenekli bir yapiya sahiptir ve iginde kemik iligi bulunan
trabekiil adi verilen bir kafesle cevrili bir ¢ubuk, plaka ve yay goriiniimiindedir.
Stingerimsi kemik, hiicrelerin ve damarlarin alict bolgeden ulagabilecegi kortikal
kemikten daha genis bir ylizey alanina sahiptir. Boylece, greft i¢inde damar destegi

kortikal kemige gore % 30 daha hizli diizenlenir (74).



30

2.9.1. Serbest Otojen Kemik Greftinin Iyilesmesi

Birka¢ haftalik kemik rejenerasyonunun ilk asamasinda, greft icerisine
nakledilen hiicreler cogalir ve yeni osteoid meydana getirirler. Ilk 3-5 giin greft
icindeki hiicrelerin beslenmesi plazmatik difiizyon ile olurken, besinci giinden
itibaren ¢evredeki yumusak doku ve kemikten grefte kilcal biiylime olur. Serbest
kemik greftleri siingerimsi, kortikokanselloz veya kortikal olabilir. Greftlerin
iyilesmesi de bu greft tiirline gore farklillk meydana getirmektedir. Yapilan
calismalarda simfizden alinan greftlerin kalin bir kortikal tabaka ve daha az
stingerimsi kemik icerdigi, bu nedenle iliak bolgeden alinan greftlere gore daha
yavas yenilendigi a¢iklanmistir. EK olarak, pelvik kemik greftlerinin enkondral
kemiklesme ile olusmalarina ragmen farkli rejeneratif paternlere sahip olduklar
bildirilmistir. On pelvis, yiiksek oranda kortikal kemik icerir ve bu nedenle daha az
osteoindiiktif, arka pelvis bolgesi ise spongiotik igerik bakimindan daha zengindir ve

daha yiiksek osteoindiiktif 6zelliklere sahiptir (75, 76).
Kanselloz Otojen Kemik Greftinin lyilesmesi

Cerrahi operasyonun ardindan greft icindeki ve etrafindaki kanama, kanin
dokusundan ve hiicresel bilesenlerinden c¢esitli mediatorleri serbest birakarak
enflamatuvar hiicrelerin, fagositlerin ve mezenkimal kok hiicrelerin kemotaksis ile
gbclinli uyarir. Bu uyaranin tiirline gore mezenkimal kok hiicreler; endotel
hiicrelerine, osteoblastlara ve fibroblastlara farklilasarak yeni vaskiiler damarlar1 ve
bag dokusunu meydana getirir. Greft ve alic1 alandaki bu damarlarin anastomozu ile
birka¢ saat i¢inde revaskiilarizasyon olisturulur ve birka¢ hafta i¢inde tamamlanir.
Kortikal greftlerin aksine, kemik olusumu osteoklastlarin neden oldugu rezorpsiyon
olmadan gerceklesir. Osteoblastlar eski trabekiillerin ylizeyinde siraya girerek
osteoid olusumunu baglatir ve bu doku daha sonra mineralleserek olgunlasmamis
kemik yapisint meydana getirir. Son yeniden sekillenme asamasinda, yeni olusan
olgunlagsmamis kemik ve nekrotik kemik, osteoklastlar tarafindan emilir ve yerini

olgun lamelli kemik alir (74).
Kortikal Otojen Kemik Greftinin Iyilesmesi

Kortikal kemik avaskiilerdir ve ¢ok az sayida canli hiicre igerir. Greftin ilk
iyilesme asamasi siingerimsi kemik grefti ile aymdir. En Onemli fark

revaskiilarizasyon derecesindedir. Kortikal kemik greftlerinde revaskiilarizasyon
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stiresi yaklasik iki kat daha uzundur ve tahmini 2 ayda tamamlanir. Bu farklilagsmanin
kaynagi, 2 greft materyali arasindaki yapisal farkliliklar. Tk asamada, osteoklastik
aktiviteyi takiben kortikal kemikte vaskiiler penetrasyon, mevcut Haversian ve
Volkmann kanallarina dogru gergeklesir. Haversian kanallar1 resorpsiyonla
genisledikce, yeni kemik apozisyonu gerceklesir. Kortikal kemik grefti rezorbe
oldukga yerini yeni olusan kemik alir (74).

2.9.2. Vaskiiler Otojen Kemik Greftinin Iyilesmesi

Greftin pedikiil greftleri gibi serbest damarlanmis ve i¢ damar destegi varsa
beslenmemesi gibi bir sorun olmayacagi i¢in nekrotik kemik meydana gelmez. Bu
nedenle greftin alic1 bolge ile kaynagmasi ¢ok daha kisa siirer. Greftin iyilesmesi,

kemik kiriginin iyilesmesine benzer sekilde gergeklesir (74).
2.9.3. Allogreftlerin ve Alloplastlarin Iyilesmesi

Allogreftler, immiinolojik reaksiyonlara neden olmamak ve greftin reddini
onlemek icin derin dondurma, dondurarak kurutma veya kloroform-metanol,
parasetik asit, hidrojen peroksit gibi kimyasallarla dezenfeksiyon islemi yapilir.
Gliniimiizde oral cerrahisinde en sik kullanilan allojenik greftler, zayif mekanigine
ragmen, demineralize veya mineralize dondurulmus greftlerdir. lyilesme prensipleri
otojen greftlerle benzer omasina ragmen farklilik, bu greftlerin canli hiicre
icermemesinden dolayidir. Kemik olusumu daha ge¢ olur ve alict bdlgeyle daha az

birlesme meydana gelir (74).

Greft emilim siiresi, greft gozenekliligi, hacmi, partikiill boyutu,
kompozisyonu ve ortamin pH'1 gibi ¢esitli faktorler rol oynar. Yogun, kristalize HA
pargaciklari, kararli pH varliginda 6miir boyu emilmeden kalabilirken, HA'nin amorf
formu kiicik hacim ve boyutta birkag ay iginde rezorbsiyonu gerceklesir.
Ksenograftlar gibi mikro gozenekli materyaller, rezorpsiyon siiresi agisindan orta
siralarda yer alir. Bununla birlikte, sinlis operasyonlarinda yiiksek hacimlerde

kullanildiginda, tamamen rezorbe olmalari 1 yildan daha uzun siirebilir (77).

Burada beklenen iyilesme, greft ile temas halindeki kemik ylizeylerinden
baslayip katmanlar halinde ilerleyen creeping substitution olarak bilinen ve greft
materyalinde rezorpsiyon sonucu olusacak bosluklarin yeni kemik dokusu ile

doldurulmasidir.
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2.10. Humik Asit

Uc cesit humik madde bulunur: Fulvik asitler, humik asitler ve hiimin. Humik
asitler, humik maddelerin en 6nemli kisimlarindan biridir. Humik asitler dogadaki
birgok farkli kaynaktan gelir ve dogadaki en biiyiik karbon rezervlerinden birini
meydana getirir (78). Bu kaynaklar agirlikli olarak linyit, turba, mumie, shilajit,
gyttja, canli bitkiler, yosun vb. seklindedir (79). Okyanuslar ve denizler gibi sularin
ylizeyinde ve altinda, tiim topraklarda ozellikle 1slak topraklarda bol miktarda
bulunurlar ve humusun kahverengi-siyah renkli, polimerik, alkalide ¢6zliniir organik
asit bolimleridir (80) (Sekil 2.2) .

Humik asidin kimyasal ozellikleri ve fiziksel oOzellikleri elde edildikleri
kaynaga bagli olarak degisir (81). Turba (peat) gibi dogal humifikasyon iirlinleri, tip
alanindaki ¢esitli uygulamalarda farmakolojik ajanlar olarak kullanilip gelistirmeye
calisilmaktadir (82). Lokal analjezik ve anti-enflamatuvar 6zellikleri bildirildigi i¢in

anti-enflamatuvar ajanlar olarak basariyla kullanilmaktadir (83, 84).

Humik asitler, yakit, organik giibre, tibbi malzeme hammaddesi ve bazi
endiistriyel tirlinlerin iiretilmesinde baslangic malzemesi olarak kullanilmaktadir. Bu
kaynaklardan biri turbadir. Turbanin ¢amur tedavisi (balneoterapi) olarak uzun
zamandir kullanilmaktadir. Humik asit agisindan zengin ¢iiriimiis orman turbasi,
uzun zaman Once Babil ve Roma Imparatorlugu'nda camurun tedavi edici
ozelliklerini bilen yerliler tarafindan kullaniliyordu. Saglik kliniklerinin 6zel bir
uygulamasi olarak, 19. ylizyilin baslarinda Avrupa'da ¢amur banyolar1 seklinde
uygulanmistir. Camur tedavisi i¢in Onerilen endikasyonlar jinekolojik ve romatizmal
hastaliklardir. Mide, bagirsak veya karaciger hastaliklarinda turba igeren ¢amur

banyolar1 daha sonra onerilmistir (78).

Yapilan c¢alisma, ¢amur banyosu tedavisinin osteoartrit tizerindeki olumlu
etkisini bildirmistir (85). Osteoartrit hastalarinda yapilan baska bir g¢alismada,
sodyum humatin analjezik, anti-enflamatuvar ve lipid diizenleyici etkileri
bildirilmistir (86).
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Sekil 2. 2. Humik maddelerin basit olusum semasi.
2.10.1 Humik Asidin Yapasi

Humik asitlerin meydana gelmesinde polifenoller ham maddedir. Humik
asitlerin yapisina bakildiginda; molekiiller arasi etkilesimler sonucunda aminoasitler,
linyinler, pektinler veya karbonhidratlar gibi cesitli bilesenlerin bir araya geldigi
gorilmektedir. Bu bilesikler cesitli sekillerde meydana gelebilir ve lignin bu
islemlerin ¢ogunda 6nemli bir pay1 vardir (87, 88). Fulvik ve humik asitlerin yapisini
olusturan ana elementler karbon, hidrojen, oksijen, nitrojen ve siilfiirdiir (C, H, O, N

ve S). (Sekil 2. 3) Bu elementler, humik maddelerin yapisinda daima bulunur (89).

Sekil 2. 3. Oksidize humik asidin kimyasal yapis1 (90).
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Turbadan elde edilen humik maddeler, dnemli miktarlarda lignin benzeri
maddelerin fenolik, karboksilik ve metoksil karbonlarini igerir. Humik ve fulvik
asitlerin bitki baslangi¢ malzemeleri, lignin ve vanilinin bozunma iriinleri olan
vanillik asit, resorkinol, ferulik asit, protokatesik asit ve benzoik asit gibi farkli
fenolik asitler humik ve fulvik asitlerin bitki baslangi¢ maddeleridir. Humik
maddeler, bu bilesiklerin heterojen karisimlarindan meydana gelir. Bu nedenle tek
bir yapisal formiille tanimlamak yeterli degildir. Ancak humik maddeler, aromatik
gruplarla baglanmis aminoasitler, amino sekerler, peptitler ve alifatik bilesikler

igeren kompleks aromatik makromolekiiller olarak kabul edilir (79).

Molekiiler agirligi yaklagik 5.000-10.000 Da' dir. Bu maddede% 33-36

oraninda oksijen varken nitrojen orani yaklasik % 4'tiir (90).

Ham Madde
0,.1M HCI
(Herbir gr igin 10ml)
Cozi Coziais
0,1IM NaOH
Cozs Cozintc
6M HC1
(pH 1-1,5)
[ Humin(HU) ] Cozinmez Gozinie
0.1M KOH
|¢°mw Cézinic | +0,3M KCl

. 6M HC1 XAD-7 rezin
: (pH 1-1,5) Katyon degistirme rezini
' Dondurarak kurotma

0,05M HC1 + 0,15M HF
Divazliz, Dondurarak kurutma

[Hiimik Asit(HA)] {Fulvik Asit(FA)]

Sekil 2. 4. Uluslararast Humik Maddeleri Dernegi (IHSS) tarafindan tarif edilen

ekstraksiyon metodu
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HUMIK MADDELER

FULVIK ASIT HUMIK ASIT HUMIN

Apk San B UG ) Koyn Kahverengi | Gri Sivah

Sekil 2. 5. Humik maddelerin dogada bulunduklari renkleri.

2.10.2. Humik Asidin Saghk Alaninda Uygulamalar:

Yaniklar, yaralanmalar, kemik kiriklari, ¢ikiklar, cilt hastaliklari, nevralji,
artrit, zehirlenmeler, diyabet, kolesterol, egzama, amnezi, epilepsi, astim {ilser,
sindirim bozukluklar1 gibi humik asitlerin tipta uygulandigi bazi alanlardir (91). Etil
alkoliin sebep oldugu gastritin zararl etkilerini humik asitin 6nemli 6lgiide azalttig
bildirilmistir (92). Antiviral, profibrinolitik, anti-enflamatuvar ve 0strojenik
ozelliklerinden dolay1r humik asitlere ilgi artmistir (93). Ek olarak, humik ajanlar
antibakteriyel, anti-viral, antikanser, diiiretik ve immiin sistemi uyarici ajan gibi
Ozelliklerinden dolay1 tibbi uygulamalarda yeni kullanim alanlari bulmaktadir (91,
94-100). Baz1 tibbi ¢alismalar, humik maddelerin, 6zellikle fulvik asitlerin, kansere
ve kansere neden olan viriislere karsi koruyucu bir etkiye sahip oldugunu

bildirilmistir (101-103). Humik asidin tibbi uygulamalarinin yapildig: alanlar:
Kemik Metabolizmasi Uzerine Etkileri

Deneysel bir kemik kirigi c¢alismasinda kirik sonrasi ilk hafta humik asit
uygulamasi ile osteoid olusumunda hizlanma ve mineralizasyon tespit edilirken,
humik asit tedavisi ikinci haftaya ertelendiginde osteoid olusumu ve
mineralizasyonun Onemli Olgiide azaldigi goriilmistir (104). Cocuklarda kemik
kiriklariyla ilgili baska bir ¢alismada, humik asidin kemik rejenerasyonu tizerinde

olumlu bir etkisi oldugu bildirilmistir (105).
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Antiviral Aktivitesi

Humik asidin hem zarfsiz hem de zarfli DNA viriislerine kars1 etkili oldugu;
koksaki A9 viriisii, influenza A viriisii ve herpes simpleks tip-1 virtisii (HSV-1) ile
yapilan in vitro 6n ¢alismalar gostermistir (96, 97). Humik asit benzeri polimerlerin,
insan immiin yetmezlik virisii tip-1 (HIV-1), tip-2 (HIV-2) ve sitomegaloviriisleri
(CMV) segici olarak inhibe ettigi gosterilmistir. Bu inhibe edici etki, humik asitlerin
virlis replikasyonunun erken asamasinda (viriisler hiicrelere baglandiginda)

gergeklesir (106, 107).

Tavsanlar tizerinde yapilan bir ¢alismada, sentetik humik asit, enfeksiydz ajan
ile es zamanli olarak tavsanlarin konjunktivasina uygulanmig ve HSV-1 ile enfekte
tavsanlarin korneasindaki lezyon sayisinda onemli bir azalma ile sonuglanmistir.
Bununla birlikte, 1 ve 24 saat sonra uygulanan humik asidin lezyon gelisimi tizerinde

herhangi bir etkisi olmamustir (108).

Ayri bir ¢aligmada, fare kulaginda deneysel olarak meydana getirilen herpes
enfeksiyonu, bir topikal humik asit tiirevi uygulanarak tedavisi yapilmis ve sonuglar,
humik asit tiirevinin enfeksiyonu Onemli Olgiide azalttigii veya tamamen

baskiladigini bildirmistir (109).
Anti-Enflamatuvar Etkileri

Dogal ve sentetik humik asitler anti-enflamatuvar etkilerini, arasidonik asit
dongiisiinlin lipoksijenaz yolunu inhibe ederek meydana getirir. Arasidonik asit,
hiicre zarinin ayrilmaz bir parcasidir ve 16kotrienler, tromboksan ve prostasiklin gibi
eikosanoidal enflamatuvar mediyatorlerin sentezi igin bir substrattir (110). Bu, humik
asitlerin antienflamatuvar Ozelliklerini agiklayabilir. Taugner ve ark. (111),
siganlarda yapilan bir ¢alismada, sodyum humatin, tedavi edilmeyen kontrollere
kiyasla 6dem olusumunu Onemli Olgiide azalttigini bulmuslardir. Aynm1 ¢alisma
tasariminda yapilan bir ¢alismada, turbadan izole edilen amonyum hiimatin, sodyum
humatin antienflamatuvar aktivitesini artirdigini bildirmislerdir. Bu c¢aligmalarin bir
sonucu olarak anti-enflamatuvar etkisinin asetilsalisilik asit ve aminofenazon kadar
etkili oldugu gosterilmistir (112). Humik asitlerin iltihabi hafifletmekle birlikte,
hasarli kemik ve tendonlar1 onarmak i¢in kolajen liflerine baglandig: bildirilmistir.

Tendonlarin giiciinii% 75'e kadar arttirdigi bildirilmistir (113).
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Sicanlarla yapilan baska bir ¢alismada, 50 mg / kg humik asit dozunun
iltihab1 baskiladig1 bildirilmistir (114). Gau ve ark. (115), humik asitlerin, hiicre i¢i
adezyon molekiili-1 (ICAM-1), vaskiiler adezyon molekiili-1 (VCAM-1) ve E-

selektin gibi protein tipi enflamatuvar aracilarin salinimini inhibe ettigini bildirmistir.
Kan Parametreleri Uzerine Etkileri

100-300 mg / kg humik asit dozunun insanlarda kanama zamani, pihtilagma
siiresi, trombin zamani ve trombosit agregasyonu iizerinde higbir etkide
bulunmadigint Buczko ve ark. (116), tarafindan yapilan ¢alismada gosterilmistir. Ek
olarak, kirmizi kan hiicreleri (RBC) ve hemoglobin seviyeleri iizerinde de etkisi
olmadigr agiklanmistir (117). Literatiir, kirmizi kan hiicrelerinin humik asit
varliginda daha fazla oksijen tastyabilecegini bildirmistir. Fazla oksijen taginmasinin
bir sonucu olarak, yara iyilesmesi daha hizhidir (90). Dabovich ve ark. (118),
Promax'm (humik asit iiriinii) notrofil aktivitesini uyardigini, boylelikle bakteriyel
enfeksiyona karsi koruma sagladigini ve akut bakteriyel enfeksiyon sirasinda

mortaliteyi azalttigini géstermislerdir.
Mineral Transferi Uzerine Etkileri

Humik asit, hiicre duvart gegirgenligini artiran bir dilator gorevi goriir. Bu
artan gegcirgenlik, kandan kemige ve hiicrelere mineral transferini kolaylastirir.
Yapilan ¢alismada, humik asidin xenogreftlerin kalsifikasyonunu %16 artirdigini
bildirmistir (113).

Immiin Sistem Uzerine Etkileri

Humik asitler, immiinomodiilator etkileri nedeniyle immiin sistemi uyararak
Escherichia coli gibi patojenlere karsi koruma meydana getirir (90). Yapilan
calismada humik asitin, tiimor hiicrelerinin biiylimesini engelledigini bildirmistir.
Mekanizmas1 tam olarak anlagilamamistir, ancak antitimor aktivitesini dogal

bagisikligin giiglendirilmesiyle iligkili olabilecegi bildirilmistir (119).

Humik asit ve fulvik asit diyetinin siganlarda hem immiin yaniti artirdigin
hem de immiin yanit siiresini uzattigin1 Vucskits ve ark. (120), yaptiklari ¢alismada
bildirmistir. Ayn1 zamanda plazmadaki antikor seviyesini artirdigmi da

gostermislerdir.
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2.10.3. Humik Asit Icerigi

Calismamizda kullandigimiz humik asit turba kaynaklidir. Igerigi asagida
gosterilmektedir ve iginde herhangi bir radyoaktif madde bulunmamustir. Agir

metaller ¢ok az miktarlardadir ve giivenlik dozunun ¢ok altindadir.

Humik asitler: %15
Organik C: %28,5
pH: 11-12
Yogunluk: 1.12 kg/L

Katyon Degisim Kapasitesi: 400-600 mval/100g

Koloit partikiillerinin boyutu: <100 pm

Renk: Koyu kahve-siyah
Uriin tiirii: S1v1 siispansiyon
Enerji: 195 kcal/100 g
Protein: 2,6 9/100 g

Yag: yok
Karbonhidrat: 46,1 mg/kg
Demir (Fe): 6776 mg/kg
Cinko (Zn): 40,2 mg/kg
Magnezyum (Mg): 2017 mg/kg
Selenyum (Se): 18587 ug /’kg
Molibden (Mo): 2300 pg /kg
Radyoaktif elementler: Yok

Agir metaller: Eser miktarda
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2.10.4. Sitotoksisite

Humik asidin kan, kardiyovaskiiler sistem, endokrin sistem ve diger 6nemli

organlara zararli olmadigi bilim adamlar tarafindan agiklanmistir (90).

Oral yoldan verilen 512 mg / kg humik asit dozunun siganlarda Dos Santos ve
ark. (121), tarafindan toksik olmadigini agiklanmistir. Ratlarda LD50 (letal doz,
ortalama letal doz,% 50 letal doz) degeri 11500 mg / kg olarak agiklanmistir.
Bununla birlikte, 163.5-205.8 mg / kg'lik bir dozda ratlarda parenteral ve tavsanlara
intraperitoneal olarak enjekte edildiginde toksik oldugu belirlenmistir. Farelerde 30
gin 100 mg / kg / giin, kopeklerde 90 giin 1000 mg / kg / giin oral uygulama
herhangi bir toksisite meydana getirmemistir. Ek olarak, 50-150 mg / kg konsantre
humik asit ve 500-15000 mg / ml sodyum humat, insan fibroblastlar1 ile sigan ve

tavsan bobrek hiicreleri tizerinde herhangi bir toksisite olugturmamustir (79).

30 giin boyunca giinlik 1000 mg / kg humik asit soliisyonunun siganlarda
herhangi bir toksik etki gostermedigi Rensburg ve ark. (122), tarafindan
belirlenmigtir. Ayni ¢alismanin devaminda gebe sicanlara gebeliklerinin 5. ve 17.
giinlerinde verilen 500 mg / kg humik asit soliisyonunun teratojenik veya sitotoksik
etkiye neden olmadigr gorilmistir. 30 gilinliik calisma sirasinda, si¢anlarin

hi¢birinde 6lim olmamustir.

Domuzlara 30 giin siireyle agizdan 500 ve 2000 mg / kg / giin, koyunlara 30
giin siireyle 1000 ve 2000 mg / kg / gilin verilmesi sonucunda kan plazmasi,

karaciger, kaslar ve bobreklerde humik asit saptanmamuistir (79).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma igin Sivas Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu tarafindan 17.06.2020 tarih ve 328 sira numarasi ile onay alinmistir. Denek
olarak 12 haftalik, ortalama agirliklar1 230-250 g olan Wistar Albino cinsi 24 adet rat
kullanilmistir. Deney hayvanlarinin seciminde genel olarak saglikli olmalar1 ve
onceden {izerinde herhangi bir ¢aligma yapilmamis olmasi gibi sartlara dikkat
edilmistir. Her bir gruptaki ratlar ayr1 kafeslerde ayni sartlarda beslenmistir. Tim
ratlar 12 saat gece/giindiiz, 21£1°C sicaklik ve %40-60 nem oran1 gozetilerek
standart diyet ve su ile beslenmislerdir. Ratlar calisma 6ncesi yeni yasam kosullarina
hazirlanmast i¢in 10 giin metal kafeslerde tutulmustur. Calismamizin deney
asamalar1 Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Laboratuvari’nda
yapilmig, Mikro-BT goriintiilemeleri Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma

Laboratuvari’nda yapilmistir.
3.1. Gruplarin Olusturulmasi

Deney hayvanlar1 4 gruba ayrilmis ve her grup 6 deney hayvanindan
olusmustur. Bunlar kontrol grubu, sadece otojen greft uygulanan grup, lokal 100
mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu ve lokal 200 mg/kg humik asitle
uygulanan otojen greft grubu seklinde belirlenmistir (Tablo 3.1).
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Tablo 3. 1: Ratlarin gruplandirilmasi

Deney ve kontrol gruplart ~ Grup bagina  Tekrar sayisi  Kullanilan toplam hayvan
hayvan sayisi
adedi

KONTROL GRUBU 6 1 6

SADECE OTOJEN 6 1 6
GREFT UYGULANAN GRUP

LOKAL 100 mg/kg 6 1 6
HUMIK ASITLE UYGULANAN
OTOJEN GREFT GRUBU

LOKAL 200 mg/kg 6 1 6
HUMIK ASITLE UYGULANAN
OTOJEN GREFT GRUBU

3.2. Cerrahi Yontem

Veteriner hekim kontroliinde yapilan islemlerde cerrahi oncesi ratlar kas ici
30 mg/kg Ketamin-HCL (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye) ve 5 mg/kg Ksilazin HCL
(Rompun, Bayer, Almanya) enjeksiyonuyla anestezi altina alinmis, deney
hayvanlarimin parietal bolgesindeki deri tiras edilip operasyon sahasi povidin i1yodin
ile silinip steril cerrahi orti ile kaplanilmistir. Daha sonra yaklagik 2 cm
uzunlugunda, oksipitalden frontal kemige kadar uzanan kraniyel kutandz insizyon
atilmistir. Parietal kemigi ortaya ¢ikarmak i¢in tiim dokular sirasi ile deri, subkutan
doku ve periostu icine alacak sekil de diseke edilmistir (Sekil 3.1). Kemik yiizeyi
aciga ciktiktan sonra kritik boyutta Smm c¢apinda bikortikal kemik fragmam
¢ikarmak i¢in automax frez kullanilmistir (Sekil 3.2). 600-1000 rpm devirde serum
fizyolojik irrigasyonu altinda defekt olusturulmustur (Sekil 3.3). Daha sonra
olusturulan defektli bolgeye olusturulma esnasinda elde edilen partikiillii otojen greft
haline gelen kemik dokusu defektli bolgeye ilgili deney grubuna defekt bolgesine
yerlestirilmistir (Sekil 3.4). Operasyondan sonra deri flebi, cilt alt1 fasyalarin
kapatilmasini1 takiben 5-0 poliglaktin 910 siitur kullanilarak orijinal pozisyonuna
stiture edilmistir (Sekil 3. 5).



Sekil 3. 1 Insizyon ve dokularm diseke edilmesi

Sekil 3. 2 Automax frezi
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Sekil 3. 4 Defekt bolgesine uygulanan otojen greft
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Sekil 3. 5 Deri flebi ve cilt alt1 fasyalarin kapatilmasi

3.3. Humik Asit Uygulamasi

Lokal humik asit uygulanacak ratlar i¢cin uygun humik asit konsantrasyonu
hazirlanarak, lokal uygulama yapilacak gruplar i¢in belirlenen humik asit miktar

otojen greftle karistirilarak uygulanmistir (Sekil 3. 6).
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Sekil 3. 6. Uyguladigimiz humik asit

3.4. Ratlarin Bakimi ve Deneyin Sonlandirilmasi

Postoperatif olarak deney hayvanlarina analjezik olarak Carprofen 4mg/kg
(Rimadyl, Pfizer) ve antibakteriyel olarak Ceftriaxon 25 mg/kg (Rocephin, Roche) 5
giin silire ile intramuskiiler olarak verilmistir. Deney hayvanlari islem sonrasi 28.
giinde 200mg/kg sodyum pentobarbital (Petothal, Abbot, ABD) kullanilarak
sakrifiye islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra greftlenen defekt bolgesi ¢evresinde

yeterli miktarda kemik ile ¢ikarilip %10 luk formalin igerisine konulmustur.
3.5. Mikro-Bilgisayarh Tomografi (Mikro-BT) Ile Degerlendirmesi

1989' da Micro-BT ilk defa Feldkamp ve ark. (123), tarafindan kullanilmaya
baslanmistir. Doku mineral yogunlugu, kemik mineral yogunlugu ve kemik hacmi
Mikro-BT’ de degerlendirilebilir. Trabekiiler kemigin ii¢ boyutlu yapisinin
degerlendirilmesinde de altin standart olarak goriiliir. Ancak kortikal kemigin
mikroyapisini degerlendirmede ayni sekilde basarili degildir. Biz de calismada
Erciyes Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Arastirma Laboratuvari’na ait Mikro-

BT (SkyScan-1272, Bruker, Kontich, Belgika) cihazi kullanilmistir (Sekil 3. 6).
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Sekil 3. 7 Mikro-BT (SkyScan-1272, Bruker, Kontich, Belgika) cihazi

Mikro-BT, kemik trabekiillerinin mikro- mimarisinin analizinin yapilmasina
ve BMD (bone mineral density= kemik mineral yogunlugu(KMY)) Ol¢timiini
yapmamiza yardimci olur. Ayni zamanda inceledigimiz alanda BV (new bone
volume= yeni kemik hacmi), TV (tissue volume= doku hacmi), BV/TV, BS (new
bone surface= yeni kemik yiizey alani), BS/BV (new bone surface/BV = yeni kemik
yizey alani/BV), BS/TV, TV(tissue voliime), IS(intersection surface), Tb.Th
(trabecular thickness= trabekiiler kalinlik), Tb.N (trabecular number= trabekiil
sayis1), Tb.Sp (trabecular separation= trabekiiler seperasyon), Th.Pf(trabeculer
pattern faktor), HU(hausfeld units) degerleri incelenmistir. Mikro-BT ile taranan
orneklerden elde edilen datalarin goriintiiye ¢evrilmesinde NRecon v.1.6.3 software
(Bruker-mikroBT), analizde CTAn v.1.12 software (Bruker-mikroBT) programlari, 3
boyutlu goriintii eldesinde CTVol v.2.2.1 software (Bruker-mikroBT) kullanilmistir.

Mikro-BT cihazinin gerekli kalibrasyonlari, taranmis kemik Orneklerinin
hacimsel segmentasyonu ve Ol¢iimleri yapildiktan sonra goriintiilerin analizleri

tamamlanmistir. Taramalarda kullanilan parametreler asagidaki gibidir:

. Kamera piksel boyutu:7.4pm

o Kamera kaynak mesafesi: 223mm
o Obje kaynak mesafesi: 141mm

o Kaynak voltaji: 70kV

. Akim degeri: 142pa
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. Piksel boyutu: 14pum
3.6. Istatistiksel Yontem

Calismamizdan elde edilen veriler SPSS (Ver 22.0) programina yiiklenerek
verilerin degerlendirilmesinde parametrik test varsayimlari yerine getirildiginden
(Kolmogorov — Simirnov) 6lgiimle elde edilmis, ikiden fazla bagimsiz gruptan elde
edilen Olgiimler karsilastirilirken Varyans Analizi ve analiz sonucunda gruplar arasi
farklilik 6nemli bulundugunda farklilik yaratan grup ve gruplar1 bulmak i¢in Tukey
testi kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.



4. BULGULAR
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4.1. Mikro-Bilgisayarh Tomografi (Mikro-BT) analiz sonuclari

Alman biyopsi Orneklerinin  mikro-BT cihazinda radyolojik analizleri

gergeklestirilmistir. Yapilan analizin sonuglari tablo 4.1 agiklanmistir.

Tablo 4. 1: Mikro-BT ortalama degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasi

Degiskenler

TV(mm?)
BV(mm®)
BV/TV(%)
TS(mm?)
BS(mm?)
1S(mm?)
BS/BV/(%)
BS/TV(%)
Th.Pf(mm)
Th.Th(mm)
Tb.Sp(mm)
Th.N(1/mm)

HU

Kontrol
grubu

27,08+2,44

3,23+1,31°

12,20+5,77°

62,46+2,52

41,67+13,09°

7,10=1,60

13,48+2,49°

1,5620,58

2,96+1,86

0,29+0,06*

1,05+0,16

0,41 £0,16

-788 +£53,93

Sadece otojen
greft uygulanan

grup
35,09+7,69
8,91+2,47°
25,51+4,75%
69,01+7,09
85,77+18,39°
7,36+2,13
9,76+1,10°
2,47+0,45
0,79+1,05
0,39+0,02°
0,72 +0,15
0,63+ 0,10

-694,70+45,80

Lokal 100mg/kg
humik asitle
uygulanan otojen
greft grubu

36,91+11,55
7,33+1,88"
28,88+4,44°
70,68+9,69
69,14+13,33°
6,95+2,43
9,26+0,76"
2,01+0,70
1,69+1,99
0,410,02°
0,85 +0,29
0,53+ 0,22

-710,61+ 88,39

Lokal 200mg/kg
humik asitle
uygulanan otojen
greft grubu

32,66+4,53
6,70+2,11°
20,69+6,77%
67,53+4,48
64,67+18,04%
5,87+2,38
9,82+1,19"
1,97+0,67
3,26+1,68
0,40+0,03°
0,81+ 0,18
0,50+ 0,13

-710,12 £55,47

BV (new bone volume= yeni kemik hacmi), TV (tissue volume= doku hacmi),

BV/TV, BS (new bone surface= yeni kemik yiizey alani), BS/BV (new bone
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surface/BV= yeni kemik yiizey alani/BV), BS/TV, Tb.Th (trabecular thickness=
trabekiiler kalinlik), Tb.N (trabecular number= trabekiil sayisi), Tb.Sp (trabecular
separation= trabekiiler seperasyon), Tb.Pf(trabekiiler pattern faktor), HU(hounsfield
units). Veriler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayn1 satirda yer
alan benzer harfler gruplar arasi benzerligi, farkli harfler gruplar arasi farklilig

gostermektedir.

BV degiskeninde en yiiksek deger sadece otojen greft uygulanan grupta
(8,91+2,47mm?°) tespit edilmisken, en diisik deger ise kontrol grubunda
(3,23+1,31mm°) goriilmiustiir. Gruplar ikiserli olarak karsilastirildiginda kontrol
grubu ile diger gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Diger gruplara iliskin degerler ikiserli olarak karsilastirildiginda gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir. Ayn1 zamanda lokal
100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu ile lokal 200mg/kg humik asitle
uygulanan otojen greft grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olmamasina
karsin lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubunda BV degeri daha
yiiksek bulunmustur.

BS/BV degiskeninde en yiiksek deger kontrol grubunda (13,48+2,49%)
goriiliirken en diisiik deger lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft
grubunda (9,26+0,76%) tespit edilmistir. Gruplar ikiserli olarak karsilastirildiginda
kontrol grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0,05). Diger gruplara iliskin ise ikiserli karsilastirmalarda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamustir. Ayn1 zamanda lokal 100mg/kg humik asitle
uygulanan otojen greft grubu ile lokal 200mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft
grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olmamasina karsin lokal 200mg/kg
humik asitle uygulanan otojen greft grubunda BS/BV degeri daha yliksek

bulunmustur.

Tb.Th degiskeninde en yliksek deger lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan
otojen greft grubunda (0,41+0,02mm) en disiik deger ise kontrol grubunda
(0,29£0,06mm) bulunmustur. Gruplar ikiserli olarak karsilastirildiginda kontrol
grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0,05). Diger gruplara iliskin ise ikiserli karsilastirmalarda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir. Ayn1 zamanda lokal 100mg/kg humik asitle
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uygulanan otojen greft grubu ile lokal 200mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft
grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olmamasina karsin lokal 100mg/kg
humik asitle uygulanan otojen greft grubunda Tb.Th degeri daha yiiksek

bulunmustur.

BV/TV degiskeni i¢in en yiliksek deger lokal 100mg/kg humik asitle
uygulanan otojen greft grubunda (28,88+4,44%), en diisiik deger kontrol grubunda
(12,2045,77%) tespit edilmistir. Gruplar ikiserli karsilastirildiginda kontrol grubu ile
lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Diger gruplara iligkin ise ikiserli
karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Ayni1 zamanda
lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu ile lokal 200mg/kg humik
asitle uygulanan otojen greft grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
olmamasina karsin lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubunda

BV/TV degeri daha yliksek bulunmustur.

BS degiskeni i¢in gruplar ikigerli olarak karsilastirildiginda kontrol grubuyla
sadece otojen greft uygulanan grup ve lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen
greft grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken (p<0,05), lokal
200mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). BS degiskeni icin diger gruplar ikiserli
olarak karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Aym
zamanda lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu ile lokal
200mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli olmamasina karsin lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen

greft grubunda BS degeri daha yiiksek bulunmustur.

TV, TS degerleri i¢in gruplar kendi arasinda karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasina karsin en yiiksek lokal
100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubunda (TV=36,91+11,55mm?,
TS=70,68i9,69mm2), en diisik deger kontrol grubunda (TV=27,O8iZ,44mm3,
TS=62,46+2,52mm?) bulunmustur.

IS degeri i¢in gruplar kendi arasinda karsilastirildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasina karsin en yiiksek deger sadece
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otojen greft uygulanan grupta (7,36+2,13mm?) en diisik deger ise lokal 200mg/kg
humik asitle uygulanan otojen greft grubunda (5,87+2,38mm?) tespit edilmistir.

BS/TV degeri i¢in gruplar kendi arasinda karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasina karsin en yiiksek deger sadece
otojen greft uygulanan grupta (2,47+0,45%), en diisiik deger ise kontrol grubunda
(1,56+0,58%) bulunmustur.

Tb.Pf degeri icin gruplar kendi arasinda karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasina karsin en yiiksek deger lokal
200mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubunda (3,26+1,68), en diisiik deger
sadece otojen greft uygulanan grupta (0,79+1,05mm) bulunmustur.

Tb.Sp degeri icin gruplar kendi arasinda karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasia karsin en diisiik deger sadece
otojen greft uygulanan grupta (0,72 +0,15), en yiiksek deger ise kontrol grubunda
(1,05+£0,16mm) bulunmustur.

Tb.N(I/mm),HU  degerleri ayr1 ayrt kendi gruplar1  arasinda
kargilastirildiginda  gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli  bir fark
bulunmamasima karsin en yiiksek deger sadece otojen greft uygulanan grupta
(Th.N=0,63+0,10,HU=-694,70+ 45,80), en diisiik deger ise kontrol grubunda
(Th.N=0,41 +£0,16, HU=-788 +53,93 ) bulunmustur.

Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait Mikro-BT goriintii
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Sekil 4.2. Sadece otojen greft uygulanan gruba ait Mikro-BT goriintii

Sekil 4.3. Lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubuna ait
Mikro-BT goriintii
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Sekil 4.4. Lokal 200mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubuna ait
Mikro-BT goriintii
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S.TARTISMA

Cene-yiiz bolgesinde travma, kist, tiimor, dis ¢ekimi ve periodontal
bozukluklar nedeniyle kemik biitiinligiinde bozulmalar meydana gelir. Boylece hem
estetik hem de fonksiyonel kayiplar meydana gelir. Giiniimiizde ¢esitli sert doku
augmentasyon ve tedavi teknikleri uygulanmaktadir ve bu konudaki aragtirmalar
artarak devam etmektedir. Kemik grefti kullanimi uzun yillardir tercih edilen bir
tedavi sekli olmustur. Ancak kemik greftlerinin kendi i¢inde avantajlar1 ve

dezavantajlart bulunmaktadir.

Otojenik greftler, osteojenik, osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyon
ozellikleri ile kemik grefti materyallerinde altin standart olarak kabul edilir. Otojen
greft tiiber maksilla, mandibular ramus, mandibular simfiz ve dissiz bolgeler gibi

intraoral, iliak kemik, tibia, kafatas1 gibi ekstraoral alanlardan alinabilir (124).

Otojen greft kullaniminda 6nemli konulardan biri de otojen greftin donor
alandan ¢ikarilmasi ile alic1 bolgeye uygulanmasi arasinda gegen zamandir. Otojen

greftleri canliligini 2 saat korurlar (125).

Otojen greftler altin standart olarak gosterilse de, rezorpsiyon ve elde edilen
greft miktar kisitliligr sebebiyle klinik olarak etkinlikleri sinirlidir (125).

Verici bolgedeki canlilik kaybi, postoperatif agri, asir1 duyarlilik ve

enfeksiyon otojen greftin dezavantajlaridir (124).

Biitiin bu avantaj ve dezavantajlar goz 6niinde bulunduruldugunda bir¢ok
calismada oldugu gibi altin standart olan otojen grefti ¢alismamizda kullanilmistir
(122,123).

Kemik defekti iyilesmesi enflamasyona bagli olarak lokal doku hacminin
artmasi ile baglar. Kirik bolgesinde hematom meydana gelir. Hematom; lifli
dokulara, kikirdak ve kemige doniismek icin gecici bir ¢ati gorevi gorir.
Enflamasyon asamasinda; TNF-o, TGF-, BMP'ler, IL-1p, IL-6, IL-17F ve IL-23
salimir. Bu sitokinlere ek olarak, hidrostatik basing ve gerginlik gibi mekanik

faktorler de kemik iyilesmesinde gorev alir.

Kondrositlerin, fibroblastlarin, osteoblastlarin ve endotel hiicrelerinin

aktivitelerinin yani sira kemik olusumuna katkida bulunan mezenkimal kok
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hiicrelerin aktiviteleri de yukarida bahsedilen biyolojik ve mekanik faktorlerle

organize edilir (126-128).

Cogunlukla linyit, turba, toprak ve suda bulunan humik maddelerin, antiviral,
antibakteriyel, antitoksik, antililserojenik, antiartritik, antialerjik, immiinomodiilator
ve anti-enflamatuvar &zellikleri vardir (129). Humik asitler, dogada bulunan en
yaygin organik karbon formlaridir ve 16kositle aktive olan IL-1p ve TNF-o salinimini
inhibe ederek gii¢lii anti-enflamatuvar etkiler sergiler (130). Humik asidin, insan
umbilikal ven endotel hiicrelerinden kiiltiirlenen lipopolisakkarit aracili adezyon
molekiillerini (ICAM-1, VCAM-1 ve E-selektin) Onemli Oolgiide diistirdiigi
bildirilmistir (115). Bu, humik asidin enflamatuvar siireci tizerindeki olas1 etkilerini
aciklamanin yollarindan biri sayilabilir. HIV olan bireylerin 2 hafta boyunca giinliik
2, 4, 6 ve 8 gram oksiumat ile tedavi edildigi bir ¢alismada, bu siirenin sonunda

herhangi bir toksisite belirtisne rastlanilmamistir (131).

Van Rensburg ve ark. (130), yaptig1 ¢alismada potasyum humatin TNF-a, IL-
1B, IL-6 ve IL-10 sentezi iizerindeki etkileri 40ug / ml'lik bir konsantrasyonda
saglanmistir. Bu konsantrasyonda, monontikleer Iokositler (MNL) tarafindan
uyarilan fitohemaglutinin (PHA) tarafindan tretilen TNF-a, IL-1f3, IL-6 ve IL-10
salinimini 6nemli olglide engelledigi bildirmistir. Humik asidin klasik ve alternatif
kompleman yollarmin aktivasyonu tizerindeki etkisi 10-60pg / ml konsantrasyonda

oldugu bildirilmistir. Maksimum etki 40-60pg / ml konsantrasyonda gortilmiistiir.

Sigcanlarda giinliik 61 mg / kg linyitten elde edilen humatin (leonardit) 6 giin
stireyle oral kullaniminin kontakt hipersensitiviteyi baskiladigi bildirilmistir. Ayrica
sicanlarda 1000 mg / kg leonardit humatin 1 ay oral kullanimi sonucunda herhangi
bir toksisite gozlenmemistir. Gebe siganlarin gebeligin 5. ve 17. giinleri arasinda 500

mg / kg humat ile tedavisi sonucunda teratojenik etki gézlenmemistir (122).

Humik asit tipta yaniklar, yaralanmalar, kemik kiriklari, c¢ikiklar, cilt
hastaliklari, nevralji, artrit, zehirlenmeler, diyabet, Kkolesterol, egzama, amnezi,
epilepsi, astim {ilser, sindirim bozukluklar1 gibi hastalik ve durumlarda uygulanabilen

bir ajandir (91).

Humik asit, hiicre duvar1 gegirgenligini artiran bir dilatdr gorevi goriir. Bu

artan gecirgenlik, kandan kemige ve hiicrelere mineral transferini kolaylastirir.



56

Bunlarin yanisira, humik asidin xenogreftlerin kalsifikasyonunu %16 artirdigini
bildirmigtir (113).

Biz de bu bilgilerin 1s181inda ¢alismamizda humik asitin lokal uygulandiginda

kemigin iyilesme mekanizmasindaki etkisini aragtirdik.

Giliniimiizde deneysel hayvan modellerinin kullanimi, ¢esitli hastaliklar
teshis etmek, patogenezlerini netlestirmek, hastaliklari O6nleme ve tedavi
seceneklerini incelemek icin yapilan ¢aligmalarda yaygindir. Hayvan modellerinin
kullanim avantajlari; anlamli istatistiksel degerlendirmeye, ¢alismanin ¢ok daha kisa
siirede tamamlanmasina ve ¢evresel faktorlerin etkilerini belirlemek i¢in kontroller
yapmaya olanak tanimasidir (132). Deneysel hayvan modelleri meydana getirirken
siklikla rat, tavsan, fare gibi kemirgen hayvanlar kullanilmaktadir. Caligmamizda
yeterli sayida deney hayvani elde edilebilmesi, iiremesinin, barinmasinin ve
beslenmesinin kolay, ucuz olmasi ve diger deneklere gore daha dayanikli olmasi

nedeniyle ratlar kullanilmistir (133-136).

Deney hayvanlari modellerinde kraniyal defektlerin rejeneratif kapasitesinin
insanlara gére daha iyi oldugu bildirilmistir. Calvarium morfolojik ve embriyolojik
olarak bir membran siirecinden gelisir ve yiiz bolgesindeki membrandz yoldan
gelisen diger kemiklere benzer. Calvarium anatomik olarak iki kortikal katmana
sahip oldugu i¢in mandibula ile benzer bir yapiya ve atrofik mandibulanin fizyolojik
yapisina benzer. Bu nedenlerden dolayr kalvaria en ¢ok tercih edilen deney
alanlarindan biridir. Parietal bolgeye acilan defektlerin tabaninda periost, dura mater
tizerinde yer alir ve bu iki doku kemik olusumuna yol agacak osteoprogenitor

hiicreler igerir (137, 138).

Calismamizda parietal kemige yapilacak cerrahi miidahalenin basitligi,
operasyon sonrasi hayvanin ilgili bolgesine zarar verme olasiliginin diisiik olmasi,
dura mater ve periostun osteojenik potansiyeli gibi nedenlerle tercih ettik. Bu
avantajlarla birlikte parietal bolgede kemigin yaklagik 2 mm kalinliginda olmasi,
operasyon sirasinda dura mater perforasyonuna bagli kanama ve beyin hasari

calismamizda duyarli olmamizi gerektiren risk faktorlerini olusturmaktadir.

Kritik boyut defekti (KBD), kemik dokusu canli oldugu siirece hem islev
hem de sekil agisindan kendi kendine kapanma sansi olmayan boyut defektidir.

Kritik defekt boyutunu gectiginde kemik dokusuyla degil bag dokusuyla iyilesme
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meydana gelir. Kemik dokusundaki yaralanma kritik boyutu; defektin tiirii, yas,
cinsiyeti, bolgesi, derinligi ve sistemik durumu gibi faktorlere baglidir (139-141).

Takagi ve Urist (142), ratlarda meydana getirdikleri 8mm ¢apindaki kemik
defektini 6 ay bekledikten sonra incelemisler ve bu siirenin sonunda fibroz iyilesme
meydana geldigini rapor etmisler. Hollinger ve Kleinschmidt (4), ratlarda 8 mm
capinda bir defekti 13 ay sonra incelemisler ve defektin kendi kendine iyilesmedigini
bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada Mulliken ve Glowacki (143, 144), ratlarda
parietal kemikte 2 mm'lik bir defektin 6 ay sonra ideal bir kemiklesme olmadigini
rapor etmisler. Bu c¢alismalarda oldugu gibi, ¢esitli caplarda defektler meydana
getirilmis ve farkli sonuglar agiklanmistir. Sonuglarin farkli olmasinda defekt capiyla
birlikte farkli etkenlerin oldugu da unutulmamalidir. Operasyon sirasinda olusan
travma, yetersiz kan destegi, kemik iligi yetmezligi, enfeksiyon gibi nedenlerin

sonucu etkileyebildigi bildirilmistir (140, 145).

Calismalarda bildirildigi gibi kritik defekt boyutu hakkinda goriis birligi
olmadig1 anlasilmistir. Yapilan bir¢ok ¢alismada ratlar i¢in maksillofasiyal bolgede 5
mm c¢apinda defektin kritik biiyiikliik defekti i¢in yeterli oldugu bildirilmistir (146,
147). Calismamizda bu bilgiler 1s1ginda defekt boyutunu Smm ¢apinda olmasina

karar verilmistir.

Yapilan c¢aligmalarda kemik iyilesmesi incelendiginde farkli sakrifikasyon
siireleri  beklenmistir. Genel olarak, sakrifikasyon 2-8 haftalik araliklarla
gerceklestirilmistir. Calismamizda erken kemik olusumunu izlemek icin 4.haftada

sakrifikasyon uygulanmistir (141).

Kemiklesmenin radyolojik olarak goriintiilenmesini saglayan gelismis bir
radyografi teknigi olan mikro-BT, son yillarda kullanimi oldukg¢a yayginlagmstir.
Son derece kiiciik bolgelerin ii¢ boyutlu incelenmesine ve konvansiyonel
tomografiye gore 1.000.000 kat daha kiigiik alanlarin tespit edilmesine izin vermesi
oldukga 6nemlidir (123, 148).

Mikro-BT incelemeleri insan ¢alismalarinda da kullanilmaktadir. Fakat bu
uygulamalar kemik biyopsisi alinmasini zorunlu kilar. Hayvan c¢alismalarinda ¢ok
daha sik kullanilan bir goriintileme yontemidir. Histomorfometrik ve mikro-BT
degerlendirmeleri, kemigin mikromorfolojik incelemelerinde sayisal veriler vererek

oldukca objektif sonuglar saglar. Mikro-BT goriintiilemeleri histomorfometrik
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degerlendirmelere kiyasla hizli, basit ve ¢ok daha hassas Ol¢limler saglar. Ayni
zamanda histomorfometrik degerlendirmeler sadece 2 boyutlu kesitler saglarken,
mikro-BT degerlendirmeleri 3 boyutlu goriintiilerle hacimsel 6lgiimlere olanak saglar
(149, 150). Calismamizda 3 boyutlu hacimsel olglimlerle sayisal degerler sunan

mikro-BT goriintileme yontemini kullanilmusgtir.

Literatiirde kemik iyilesmesi ve mikromorfoloji ile ilgili caligmalarda

radyografik olarak incelenen bir¢ok mikro-BT degerlendirmesi vardir.

Kumasaka ve ark. (151), insiilin benzeri biiyiime faktoriiniin dis ¢ekim
yuvasinda iyilesme ve kemik olusumuna etkisinin incelendigi 2014 yilinda yaptiklar

bir ¢aligmada mikro BT incelemesi ger¢eklestirmislerdir.

Histing ve ark. (152), 2016'da yayimlanan bir ¢alismada, obezitenin rat
femurlar1 iizerindeki etkinligini incelediler. Kemik hacmi (BV), doku hacmi (TV) ve

bu degerlerin orani mikro-BT yontemi ile incelemislerdir.

King ve ark. (153), diyetteki yiiksek yag ve fruktozun ratlarda
osseointegrasyon iizerindeki etkisini arastirdiklari 2019 yilinda yaptiklari ¢alismada
mikro-BT goriintiilleme yontemini kullanarak incelemisler, kemik hacmine (BV) ek

olarak, kemigin trabekiiler kalinlig1 ve implant-kemik temas1 degerlendirilmistir.

Mikro-BT, trabekiiler mikroyapinin degerlendirilmesinde altin standart olarak
kabul gormektedir (154). Yumusak doku ve sert dokularmin goriintiilenmesi,
kompozit materyallerin, metallerin ve alasimlarin incelenmesi gibi 6nemli konularda

ozellikle mikro-BT'ler kullanilmaktadir.

Kemik dokusunun mikro-BT goriintiilemesi ile, BV, TV, BV / TV, BS, BS /
BV, BS / TV,TS, IS, Tb.Pf, HU, Tb.Th, Tb.N ve Tb.Sp gibi kemik yogunlugu
parametrelerinin kantitatif 3D 6lgimleri doku 6rneginde herhangi bir invaziv islem

yapmadan kolaylikla yapilabilmektedir (155).

Literatiirde ratlarda olusturulan kemik defektlerinde humik asitin kemik
rejenerasyonu iizerindeki etkisini Mikro-BT incelemesiyle degerlendiren bir ¢alisma

bulunmamaktadir. Calismamiz bu yoniiyle kemik defektlerinde lokal humik asit
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uygulanmasinin kemik rejenerasyonu tizerindeki etkisiyle ilgili dis hekimlerine fikir

saglamasi agisindan literatiire katki saglayabilir.

Calisir ve ark. (156), humik asitin sistemik etkilerinin gii¢lii anti-
enflamatuvar ve osteoblastik aktiviteye sahip oldugunu ve IL-10 gibi anti-
enflamatuvar sitokin diizeylerinde artiga ancak IL-1B gibi proinflamatuar sitokin
diizeylerinde azalmaya neden olarak kemik iyilesmesini uyarabilecegini
belirtmislerdir. Ayrica giinliik oral 80 ve 150 mg / kg humik asit uygulamasinin
alveolar kemik kaybini azalttiimm ve osteoblastik aktiviteyi arttirdiginm

gbzlemlemislerdir.

Tkachenko ve ark. (104), c¢alismasinda; humik asit, deneysel olarak
olusturulan kirik hattina bir hafta siireyle uygulandiginda osteositin iyilesmesinde ve
olusumunda 6nemli bir artis gézlemlenmesine ragmen, uygulama siiresi uzatildiginda

osteojenezde bir azalmaya neden oldugu belirlenmistir.

Kel’ginbaev ve ark. (105), yaptigi calismada humik asit kemik dokusunun

yenilenmesi iizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.

Durmus ve ark. (157), lokal humik asit uygulamasinin mandibula kiriklarinda
lyilesme zamanina etkisini arastirdiklar1 ¢alismada; 16 adet Wister Albino cinsi rat
kullanmislardir. Ratlar kontrol grubu ve lokal humik asit (0.3 cc/bolge) grubu
seklinde gruplandirilmistir. Subkondiler bolgede tam kalinlik flep kaldirarak cerrahi
osteotomi yaparak kirik hattinin kemik yuzeylerine lokal olarak tek doz humik asit
(0.3 cc/bolge) uygulamiglardir.  Humik asitin lokal tek doz uygulamasinda kemik

kiriklarinin tyilesmesinde etkili olmadigini rapor etmislerdir.

Bizim calismamizda BV degiskeninde en yiiksek deger sadece otojen greft
uygulanan grupta (8,91+2,47mm?) tespit edilmistir. Ayni zamanda lokal 100mg/kg
humik asitle uygulanan otojen greft grubu ile lokal 200mg/kg humik asitle uygulanan
otojen greft grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olmamasina karsin lokal
100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubunda BV degeri daha yiiksek
bulunmustur. Tb.Th degiskeninde en yiiksek deger lokal 100mg/kg humik asitle

uygulanan otojen greft grubunda (0,41+0,02mm) bulunmustur. Ayni1 zamanda lokal
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100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu ile lokal 200mg/kg humik asitle
uygulanan otojen greft grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olmamasina
karsin lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubunda Tb.Th degeri
daha yiiksek bulunmustur. BV/TV degiskeni i¢in en yiiksek deger lokal 100mg/kg
humik asitle uygulanan otojen greft grubunda (28,88+4,44%) bulunmustur. Lokal
100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu ile lokal 200mg/kg humik asitle
uygulanan otojen greft grubu karsilastirildiginda lokal 100mg/kg humik asitle
uygulanan otojen greft grubunda BV/TV degeri daha yiiksek bulunmustur. Ayni
zamanda lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu ile lokal
200mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli olmamasina karsin lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen
greft grubunda BS degeri daha yiiksek bulunmustur. BS/TV degeri icin gruplar kendi
arasinda karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamasia karsin en yiiksek deger sadece otojen greft uygulanan grupta
(2,47£0,45) bulunmustur. Tb.N(1/mm),HU degerleri ayr1 ayr1 kendi gruplar1 arasinda
karsilastirildiginda  gruplar arasinda  istatistiksel olarak anlamli  bir fark
bulunmamasima karsin en yiiksek deger sadece otojen greft uygulanan grupta
(Tb.N=0,63+0,10,HU=-694,70+ 45,80) bulunmustur. Bu bulgular 1s1ginda lokal
humik asit uygulamasinin kemik rejenerasyonunu siirh  diizeyde artirdigi
diistiniilebilir. Fakat lokal uygulanan humik asitin oraninin artirilmasi kemik
rejenerasyonuna olumlu anlamda bir etkisi bulunmamistir. Bu konuyla ilgili daha

fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Humik asitin kemik rejenerasyonuna etkisini incelemek amaciyla ratlarin
parietal kemiklerinde Smm c¢apinda defekt olusturuldu. Defektler; bos defekt, sadece
otojen greft uygulanan defekt, otojen greftle birlikte 100mg/kg humik asit uygulan
defekt, otojen greftle birlikte 200mg/kg humik asit uygulan defekt seklinde gruplara
ayrildi. Ratlar 28. giinde sakrifiye edilerek alinan ornekler mikro-BT incelemesi

yapildi. Mikro-BT sonuglarina gore:

* BV degiskeninde en yliksek deger sadece otojen greft uygulanan grupta
(8,91+2,47mm°) tespit edilmistir. Gruplar ikiserli olarak karsilastirildiginda kontrol
grubu ile diger gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Ayni zamanda lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu
ile lokal 200mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli olmamasma karsin lokal 100mg/kg humik asitle
uygulanan otojen greft grubunda BV degeri daha yiiksek bulunmustur. Calismamizin

sonucuna gére humik asit uygulandiginda BV degerinde azalmaya sebep olmustur.

* Tb.Th degiskeninde en yiiksek deger lokal 100mg/kg humik asitle
uygulanan otojen greft grubunda (0,41+0,02mm) bulunmustur. Ayn1 zamanda lokal
100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu ile lokal 200mg/kg humik asitle
uygulanan otojen greft grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli olmamasina
karsin lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubunda Tb.Th degeri
daha yiiksek bulunmustur. Tb.Th degerinde humik asit uygulamasi olumlu etkisi

goriilmesine ragmen doz artirilmast olumsuz etkilemistir.

* BV/TV degiskeni icin en yiiksek deger lokal 100mg/kg humik asitle
uygulanan otojen greft grubunda (28,88+4,44%) bulunmustur. Lokal 100mg/kg
humik asitle uygulanan otojen greft grubu ile lokal 200mg/kg humik asitle uygulanan
otojen greft grubu karsilastirildiginda lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen
greft grubunda BV/TV degeri daha yiiksek bulunmustur. Calismamizin sonucuna
gore kemik dokusu hacmine humik asit uygulamasi olumlu etkisi goriilmesine

ragmen doz artirilmasi olumsuz etkilemistir.
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* BS degiskeni i¢in gruplar ikiserli olarak karsilastirildiginda kontrol
grubuyla sadece otojen greft uygulanan grup ve lokal 100mg/kg humik asitle
uygulanan otojen greft grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0,05). Aynm1 zamanda lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu
ile lokal 200mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubu karsilastirildiginda
lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grubunda BS degeri daha yiiksek

bulunmustur. BS degerinde de doz artirilmasi olumsuz etkilemistir.

* BS/BV degerinde kontrol grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05). En yiiksek deger kontrol grubunda en
diistik deger lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft grupta bulumustur
Lokal 100mg/kg humik asitle uygulanan otojen greft gruba gore lokal 200mg/kg
humik asitle uygulanan otojen greft grubunda BS/BV degeri daha yiiksek

bulunmustur.

* IS degeri i¢in gruplar kendi arasinda karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasina karsin en yiliksek deger sadece
otojen greft uygulanan grupta (7,36+2,13mm?) en diisiik deger ise lokal 200mg/kg
humik asitle uygulanan otojen greft grubunda (5,87+2,38mm?) tespit edilmistir. IS

degiskenine gore humik asit kemik rejenerasyonuna olumlu etkisi goriilmemistir.

* Kontrol grubuyla diger gruplar arsindaki istatistiksel olarak anlaml

¢ikmasinin nedeni otojen greft oldugu diisliniilmektedir.

Hayvan ¢alisma modellerinin limitasyonlar1 géz 6niinde bulunduruldugunda
humik asitin kemiklesmeye uygun dozlarda verildiginde sinirli miktarda olumlu

etkisi olabilecegi diisliniilmektedir.

Ayrica Dis Hekimligi’nde, bizim ¢alismamiza benzer humik asitle yapilan
bir ¢aligma bulunmamaktadir. Humik asitin kemik rejenarasyonuna hangi
mekanizma veya yollar iizerinden gerceklestiginin arastirilmasi i¢in ileri ¢alismalara
gereksinim vardir. Bu ¢alismadan elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda humik asitin

klinik kullanim1 konusunda literatiire katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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