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Lokal humik asit uygulamasi mandibula kiriklarinin iyilesme
suresini kisaltabilir mi? Deneysel calisma
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Soyut

Amag: Bu pilot calismanin amaci, sicanlarda subkondiler mandibular
kiriklarin iyilesmesi tzerine tek doz lokal hiimik asit uygulamasinin
etkilerini degerlendirmektir.

Yontemler: Bu calismada randomize deneysel protokol kullanildi.
Calisma, 16-18 haftalik 16 erkek Wistar-albino sican ile gerceklestirildi.
Sicanlar (n=16) rastgele iki gruba ayrildi: Grup HA'ya huimik asit (0.3 cc/
site, n=8) verildi ve Grup C'ye ek tibbi uygulama yapilmadi (kontrol
grubu, n=8). Subkondiler bdélgeden tam kat cerrahi osteotomi
uygulandi. Kirik hattinin kemik yuzeylerine tek doz hiimik asit (0.3 cc/
site) lokal olarak puskurtilerek uygulandi. Alt cene ameliyat sonrasi
21. gunde diseke edildi. Daha sonra histopatolojik inceleme icin kirik
hemimandibles elde edildi.

Bulgular: Ortanca kirik iyilesme skoru Grup HA'da 7,16 (dagilim: 7-8),
Grup C'de 7,50 (dagilim: 7-8) idi. Gruplar kemik iyilesme skorlari
acisindan karsilastirildiginda; Grup HA ile Grup C arasinda istatistiksel
olarak fark yoktu (p>0.05).

Sonug: Bu ¢alismanin sonuglari, lokal hiimik asit uygulamasinin kemik
kiriklarinin iyilesmesinde etkili olmadigini géstermistir. Ancak htmik
asitin farkli konsantrasyonlari ve uygulama sekillerini iceren, hiimik
asidin doku Gzerindeki etkilerini hem histopatolojik olarak hem de
inflamatuar ve proinflamatuar sitokin diizeyleri agisindan degerlendiren
daha kapsamli calismalarin yapilmasi gerektigi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Himik asit, subkondiler mandibula kiriklari, kirik
iyilesmesi.

Kirik iyilesmesi, birbiriyle kesisen tg¢ fazla tanimlanan
istisnai bir biyolojik seyirdir: inflamatuar reaksiyon, kallus
dizenlemesi ve kemigin yeniden sekillenmesi[1] Kemik

Ozet: Lokal hiimik asit uygulamas> mandibula k>r>klarsn>n
iyileflme zaman>n» k>saltabilir mi?
Deneysel cabflma

Amag: Bu pilot cabflman>n amac> tek bir lokal hiimik asit dozunun
s>canlarda subkondiler mandibula k>r>klars Gzerine etkilerini
dexrerlendirmektir.

Yéntem: Bu cal>flmada randomize deneysel protokol kullansld>. Cal>fima
16-18 haftalk 16 erkek Wistar albino s>¢anlaryla yarutlda.

S>canlar iki gruba randomize edildi. HA grubuna himik asit (0.3 cc/
bélge, n=8) uygulans>rken C grubuna (kontrol grubu, n=8) herhangi bir
ilave ilag verilmedi. Subkondiler alanda tam kal>nl>kta cerrahi osteotomi
yap>ld>. Ksrok hatt>nsn kemik ytizeylerine lokal olarak tek doz hiimik asit
(0.3 cc/bolge) puskurtildi. Postoperatif 21. glin mandibula diseke
edildi. Daha sonra mandibulalar iki yarrma béltinerek histopa tolojik
inceleme yapsld>.

Bulgular: Kemik k>r>=> ortanca iyileflme skorlar> HA grubunda 7.16
(arabk: 7-8) ve C grubunda 7.50 (arab>k: 7-8) idi. Gruplar iyileflme skor
lar> ag>s>ndan karfblafit>rldsa>nda HA ile C grubu aras>nda istatistiksel
agdan herhangi bir anlaml> farklbk yoktu (p>0.05).

Sonug: Bu ¢alsflman>n sonuclar lokal hiimik asit uygulamas>n>n kemik
korsklarsn>n iyilefimesinde etkili olmad>=n> géstermifltir. Ancak, hiimik
asidin farkl> konsantrasyonlar> ve uygulama yéntemleri dahil, hem
histopatolojik olarak hem de enflamatuar ve proenflamatuar sitokin
dizeyleri ags>ndan hiimik asidin etkilerini dererlendiren daha kapsaml>
cabflmalarn ylrutulmesi gerektizi difliincesindeyiz.

Anahtar sozclkler: Himik asit, subkondiler mandibuler ks>r>klar, k>r>k
iyileflmesi.

rejenerasyon, buyume faktorleri, sitokinler ve molekuler
sinyallesmeden etkilenir.[2-4] Kemik kiriginin rejenerasyonu
ve iyilesmesine ¢ok sayida faktor dahildir. Gibi
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per, TGF-B mezenkimal kék hiicre stimilasyonundan,
osteoprogenitorlerin baglanmasindan, osteoblast ve
kondrosit farklilasmasindan, kemotaksisten ve kemik matris
retiminden sorumludur.[5] Inter I6kin-1 (IL-1), IFN-y ve
timor nekroz faktord-a (TNF-a) dahil olmak Gzere
proinflamatuar sitokinler, osteoblastik kollajen tretimini
inhibe eder ve kemik matrisinin olusumunu kesintiye ugratir.

lokal humik asit uygulamasinin kemik kiriklarinin iyilesmesine
etkisi.

“HA lokal olarak kirik ytzeylerine de uygulandiginda bu
etkiyi gosterebilir mi?” sorusuna cevap aramayi amacladik.
Bu ¢alismada subkondiler mandibula kiriklarinin iyilesme

suresini kisaltmak amaciyla HA uygulamasinin kemik kirigi
iyilesmesinde yeni bir tedavi islevi gérebilecegini ve

[6,7] Bu sitokinler ayrica osteoklastigi artirir kemik rezorpsiyonu.[Z 8] 33?3134 dibular kirklarin iyilesme siresini

ilerlemis inflamasyon arasinda net bir iliski vardir.

ve kemigin rezorpsiyonunu gelistirdi. Bu nedenle, kemik
kirllmasindan sonra ikna edilen bagisiklik sistemi aktivasyonu ve
iltihaplanmasi, istenmeyen bir sekilde kemik rejenerasyonunu etkiler.

Humik asitler (HA), 6ncelikle 61U bitkilerin ayrismasindan
elde edilen bir grup yuksek molekuler agirlikh polimerlerdir.
HA, cogunlukla turba, toprak ve kuyu suyunda bulunan
koyu kahverengi, karbon agisindan zengin bir malzemedir.

[91 HA'nin gazda var oldugu kanitlanmistir
insan ve hayvanlarin trointestinal sisteminde ve kanda

dolasabilirler[10] HA, insan saghgi icin 6nemli olan bazi

eser elementler igerir[11] HA cok uzun suredir terapotik
olarak kullanilmaktadir. Saglikla ilgili bazi etkileri hala
belirsizdir. Bazi calismalar HA'nin lenfositlerin uyariimasina
neden oldugunu ve antiviral, antialerjik, antitlserojenik,
antienflamatuar ve antibakteriyel 6zelliklere sahip oldugunu
gOstermistir.[12-14] Cabflr ve ark. HA'nin sistemik etkilerinin
gucla antiinflamatuar ve osteoblastik aktiviteye sahip
oldugunu goéstermistir.[11]

Mandibula kiriklari en yaygin yiz kiriklaridir. Bu kiriklar

konservatif teknik veya cerrahi ile tedavi edilebilir.[15]
Subkondiler mandibula kiriklarinin tedavisinde en uygun
yaklasim, ginimuzde hala tartisma konusudur.[16] Secilen
yontemden bagimsiz olarak gesitli komplikasyonlarin
gelisme olasihgr mevcuttur. Son yillarda bu kiriklarin
tedavisinde secilen yontemle birlikte iyilesme suresini
kisaltmak ve komplikasyonlari azaltmak icin cesitli tekniklerin
kombinasyonlari kullanilarak yapilan ¢alismalarin sayisinda
artis gérulmektedir. Bu amacla Altuntafl ve ark.'n>n bu
cabflma kapsam»na ald>=> cal>flmada, subkondiler mandibula
kor'klar-nda ekstrakorporeal flok dalga tedauvisi ile iyileflme
suresinin kysald>a> gésterilmifltir.[17]

Cabfbr ve ark. sistemik uygulamada HA'nin, IL-10 gibi
antiinflamatuar sitokin dizeylerinde artisa, ancak IL-13 gibi
proinflamatuvar sitokin dizeylerinde dustse neden olarak
kemik iyilesmesini uyarabildigini belirtti.

m Literatar

kisaltabilecegini varsayiyoruz.

Malzemeler ve yontemler

Deney hayvanlari

Deneyler, Laboratuvar Hayvanlarinin bakimi ve kullanimi
icin Ulusal Saglik Enstitiist (NIH) Kilavuzuna (NIH Yayinlari
No. 80-23 Revize 1996) gére yapildi. Calismanin protokoli
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Kurumsal inceleme
ve Hayvan Etigi Kullanimi Kurulu tarafindan onaylandi
(65202830-050.04.04-19; tarih: 19.02.2015) ve calisma icin
kabul edilen kilavuzlara gore yurataldu. arastirma igin
laboratuvar hayvanlarinin bakimi ve kullanimi.

Bu calismada, bir randomize deneysel protokol kullanildi.
Calisma, 16-18 haftalik ve ortalama vicut agirliklari 230+10
g olan 16 erkek Wistar-albi no rat ile gerceklestirildi. Wistar
albino sicanlari (n=16) rastgele iki gruba ayrildi: Grup HA
himik asit aldi (0.3 cc/site, n=8) ve Grup C ek tibbi uygulama
almadi (kontrol grubu, n=8).

Sicanlar standart laboratuvar kosullarinda (12 saat
aydinlik/karanhk déngusu, 24+2 °C, %35-60 nem) tutuldu.
Deneyin ilk 7 ginudnde tum hayvanlar kirik ¢ceneleri nedeniyle
sadece yumusak yem ve su ile beslendi.

Hayvanlar, birinci haftadan sonra normal diyetlerine
(standart bir laboratuvar diyeti ve mevcut icme suyu) basladilar.

Ilac ve kimyasallar

Humik asit, SigmaTau'dan (Roma, italya) temin edildi.
HUmik asit solisyonu (0.3 cc/site) kirik hattinin kemik
yuzeylerine lokal olarak puskurtulerek uygulandi.

Ameliyat proseduru ve ¢alisma protokolu

Hayvanlara intraperitoneal ketamin (7.5 mg/kg) (Ketalar®,
Pfizer, istanbul, Turkiye) ve ksilazin (6 mg/kg) IM (Rompun®,
Bayer, istanbul, Tirkiye) enjeksiyonlari ile anestezi

taramamizda da bu durumu ortaya koyan bir ¢alismaya rastlamadsgulandi. ). Sicanlarin her bir sag bukkal bolgesi
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tras edildi ve antiseptik bir solusyonla (povidon iyot) hazirlandi.
Mandibulanin alt kenari boyunca yaklasik 10 mm'lik bir
insizyon ve masseter kasinin boélinmesini takiben, kondil
fragman hareketliligi ile dogrulanan subkondiler bdlgede
sivrisinek forsepsi kullanilarak tam kat cerrahi osteotomi
yapildi.

Grup HA'da hem kirik hattinda hem de bagh yumusak
dokularda hemostaz gézlendi ve tek doz hiimik asit (0,3 cc/
site, n=8) enjeksiyon seklinde puskurtuldu. Grup C'ye herhangi
bir uygulama yapilmadi.

Yaraya siringa uygulanmadi ve herhangi bir kalinti
cikarilmadi. Son olarak cilt flebi yerlestirildi ve dikildi.

Tam ratlara igslem sonrasi ilk 3 guin kas ici penisilin enjeksiyonu
yapild.

Postoperatif 21. giinden sonra, hayvanlar intraperitonal
pentotal sodyum (200 mg/kg) enjeksiyonlart ile 6tenazi edildi.
Mandibula diseke edildi ve feda etme isleminden sonra tim
yumusak dokular ¢ikarildi. Daha sonra histopatolojik inceleme

icin kirlk hemimandibles elde edildi.
inceleme.

Histopatolojik inceleme Histolojik

analizler, numunelerden habersiz iki (HO, ET) patolog
tarafindan yapildi. Tdm doku 6rnekleri hemen %10 formalin
icinde sabitlendi. Fiksasyon sonrasi érnekler %10 nitrik asitte
bekletildi, dekalsifikasyon 4 glinde tamamlandi ve 6rnekler
parafine gémuldd. Numuneler sagital kesitlerde 5 um
kalinhginda kesitler halinde kesildi, geleneksel hematoksilen-
eozin (H&E) boyamasi i¢in lamlara aktarildi ve 1sik mikroskobu
(Eclipse 80I; Nikon, Tokyo, Japonya) ile incelendi. Kesitlerin
dijital goruntulerinin elde edilmesinde mikroskopla birlikte
dijital kamera ve yardimci ekipmanlar (USB (H) EXT 1/0; Nikon,
Tokyo, Japonya) kullanildi. Her bélim icin ossifikasyon miktari,
Huo ve Troiano[18] (Taplo 1) tarafindan aciklandigi gibi 10
Uzerinden puanlandi. Olgegin toplam puani 1 puan (fibréz

doku) ile 10 puan (olgun kemik) arasinda degismektedir.

Tablo 2. Her iki grup icin kirik iyilesmesinin histolojik skorlari.

Tablo 1. Kirik iyilesmesinin degerlendirilmesi icin histolojik skorlama sistemi.

Puan Kirik bélgesinin histolojik bulgulari
1 puan lifli doku
2 puan3 Esas olarak fibréz doku ve az miktarda kikirdak dokusu
puan Esit miktarda fibroz ve kikirdak dokusu
4 puan 5 Tamamen kikirdak dokusu

puan Agirlikli olarak kikirdak dokusu ve az miktarda olgunlasmamis
(dokuma) kemik

6 puan 7 Esit miktarda kikirdak dokusu ve olgunlagsmamis kemik

puan Onemli élctide olgunlasmamis (dokuma) kemik ve az miktarda
kikirdak

8 puan 9 Tamamen olgunlasmamis (dokuma) kemik

puan 10 Olgunlasmamis kemik ve az miktarda olgun kemik

puan Olgun (yaprakl) kemik

Istatistiksel analiz

Veriler, Windows sliriim 22.0 icin Statistical Package of Social
Science (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) kullanilarak analiz edildi.
Hematoksilen-eozin ile boyanan tim oérneklerin kesitleri
skorlandi. Her iki grup igin ortalama puanlar hesaplandi ve
gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak analiz edildi.
Veriler ortalama, medyan ve minimum-maksimum degerler
olarak ifade edildi. Kemik kirigi iyilesme skorlari Mann-Whitney
U testi kullanilarak analiz edildi. Anlamlilik dizeyi p<0.05 olarak
ayarlandi.

Sonuglar

Grup HA'dan iki, Grup C'den iki rat dehidratasyon ve beslenme
sorunlari nedeniyle ameliyattan 3 guin sonra 6ldu. Bu nedenle,
bu sicanlarda histolojik inceleme gergeklestirilememistir. Son
olarak her iki gruptan 6 rat bu calismaya dahil edildi. TGm
sicanlar uygulamayi iyi tolere etti ve deneyin sonuna kadar
6énemli bir kilo kaybi gozlenmedi.

Tablo 2, tim numunelerin histolojik skorlarini géstermektedir
kemik kirigi iyilesmesi acisindan H&E ile boyandi.

Asgari Maksimum Medyan mod Kotu p degeri
(MW)

Grup HA, (n=6) 7 8 7 7 7,17+0,41 12.000
Grup C, (n=6) 7 8 7.5 7= 7,5+0,55 0,394

*7 ve 8 puan alan érneklem sayisi esit oldugu icin kiiclik olan tercih edilmistir.
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Ortanca kemik kirik iyilesme skoru Grup HA'da 7,16
(dagihm: 7-8), Grup C'de 7,50 (dagihm: 7-8) idi. Gruplar
kemik iyilesme skorlari acisindan karsilastirildiginda
istatistiksel bir Grup HA ve Grup C arasindaki fark (p>0.05).

Tartisma

Bu calisma, tek doz HA uygulamasinin kemik iyilesmesi ve
yeni kemigin histopatolojik 6zellikleri Gzerindeki etkisini
arastirmak igin tasarlanmustir. Bu ¢alisma, tek doz HA
uygulanan kontroller ve sicanlarin kemik iyilesme skorlari
acisindan anlamh bir fark gdstermedigini gdstermistir.

HA'nin kemik dokusu Uzerindeki etkilerini inceleyen
calisma sayisi oldukga sinirlidir. Tkachenko ve ark.[19]
calismasinda belirlenmistir . deneysel olarak olusturulan
kirik hattina bir hafta streyle HA uygulandiginda iyilesme
ve osteosit olusumunda énemli bir artis gézlenirken,
uygulama suresi uzatildiginda osteogenezde azalmaya
neden oldugu gorulmusttr. Aksine Kel'ginbaev ve ark.[20]
Uzerinde yapilan ¢alismada HA'nin kemik dokusunun
yenilenmesi Gzerinde olumlu etkisi oldugu g6zlenmistir.
Cabflr ve ark.[11] yaptklar> cal>flmada da benzer olarak
ayrica gunluk oral 80 ve 150 mg/kg HA uygulamasinin
alveolar kemik kaybini azalttigi ve osteoblastik aktiviteyi
arttirdigi gézlemlendi. Sistemik HA uygulamasinin kemik
iyilesmesi Uzerindeki etkisi her G¢ calismada da incelenmistir;
ancak yerel yénetimi degerlendiren bir calismaya

HA'nin lokal tek doz uygulamasinda benzer bir etki
g6zlemleyemedik.

Literatirde HA ve tlUrevlerinin topikal ve sprey
formlarinin yara iyilesmesinde, sedef hastaliginda,
dermatitte ve romatoid artrit tedavisinde etkili olabilecegini
gOsteren ¢alismalar mevcuttur.[22] Bu nedenle, bu
calismanin sonuglari, lokal HA uygulamasinin kemik
kiriklarinin iyilesmesinde etkili olmadigini géstermistir.
Ancak HA'nin doku Uzerindeki etkilerini hem histopatolojik
olarak hem de inflamatuar ve proinflamatuar sitokin
dizeyleri agisindan degerlendiren, HA'nin farkli
konsantrasyonlari ve uygulama sekillerini iceren daha
kapsamli calismalarin yapilmasi gerektigi kanaatindeyiz.

Cozim
Bu pilot calismanin amaci, sicanlarda subkondiler
mandibular kiriklarin deneysel bir modelinde lokal HA

uygulamasinin kemik kirigi iyilesmesi tzerindeki etkilerini
arastirmakti.

Bu calismanin sonuglari, HA'nin tek doz lokal
uygulamasinin subkondiler mandibular kiriklarin
iyilesmesinde olumlu bir etkisinin olmadigini géstermesine
ragmen, literattirde HA'nin iyilesme Uzerinde etkili
oldugunu gosteren calismalarin oldugu unutulmamalidir.
Sistemik uygulamada kemik iyilesmesi. Bu nedenle lokal
olarak tekrarlanan HA uygulamalari veya iyilesme suresi
boyunca HA'nin kirik ytizeyi ile daha uzun temasini
saglayabilecek yontemler ile gelecekte HA'nin etkinliginin

rastlamadik. Bu nedenle, lokal HA uygulamasinin kemik tizerind€kdRaIGaEYHBRSJ@AMRELUSHSAH@INI dUsinlyoruz.

Proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokin diizeylerinin
kemik kiriklarinin iyilesmesinde etkili oldugu bilinmektedir.
[7]1 HA, dogada bulunan organik karbonun en yaygin
bicimleridir.[9] Lokositler tarafindan aktive edilen IL-1(3 ve
TNF-a sekresyonunu inhibe ederek gug¢lu antiinflamatuar
etkiler gosterirler.[21] Cabflr ve ark.[11] yaptiklari calismada
HA'nin farkli dozlarda (20, 80 ve 150 mg) antiinflamatuar
sitokin (IL-10) dizeyinde artisa, proinflamatuar sitokin
(IL-1PB) diizeyinde ise azalmaya neden oldugunu
belirlemislerdir. /kg) deneysel sican periodontitis modelinde
15 gun sureyle mideden beslenerek uygulandi. Bu sonuclar
Isiginda 80 mg/kg/guin HA uygulamasinin guglu
antiinflamatuar 6zelliklere sahip oldugunu belirtmislerdir.
Bu bulguya bagli olarak HA'nin antiinflamatuar sitokin
dizeyini artirabilecegine ve ayrica proinflamatuar sitokin
Uretimini azaltarak osteogenezisi artirabilecegine dikkat
cekmislerdir. Cal>fl>r ve ark.'n>n calbflmas>[11] calismamizin
hipotezi acisindan 6nemli bir referans noktasi olmustur.
Yine de,
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Cikar Catismasi: Catisma bildirilmedi.
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