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Lokal  hümik  asit  uygulaması  mandibula  kırıklarının  iyileşme  
süresini  kısaltabilir  mi?  Deneysel  çalışma

Yöntem:  Bu  çal›flmada  randomize  deneysel  protokol  kullan›ld›.  Çal›flma  
16–18  haftal›k  16  erkek  Wistar  albino  s›çanlar›yla  yürütüldü.  

Sonuç:  Bu  çalışmanın  sonuçları,  lokal  hümik  asit  uygulamasının  kemik  
kırıklarının  iyileşmesinde  etkili  olmadığını  göstermiştir.  Ancak  hümik  
asitin  farklı  konsantrasyonları  ve  uygulama  şekillerini  içeren,  hümik  
asidin  doku  üzerindeki  etkilerini  hem  histopatolojik  olarak  hem  de  
inflamatuar  ve  proinflamatuar  sitokin  düzeyleri  açısından  değerlendiren  
daha  kapsamlı  çalışmaların  yapılması  gerektiği  kanaatindeyiz.

Deneysel  çal›flma   

Amaç:  Bu  pilot  çal›flman›n  amac›  tek  bir  lokal  hümik  asit  dozunun  
s›çanlarda  subkondiler  mandibula  k›r›klar›  üzerine  etkilerini  
de¤erlendirmektir.  

Bulgular:  Ortanca  kırık  iyileşme  skoru  Grup  HA'da  7,16  (dağılım:  7-8),  
Grup  C'de  7,50  (dağılım:  7-8)  idi.  Gruplar  kemik  iyileşme  skorları  
açısından  karşılaştırıldığında;  Grup  HA  ile  Grup  C  arasında  istatistiksel  
olarak  fark  yoktu  (p>0.05). Sonuç:  Bu  çal›flman›n  sonuçlar›  lokal  hümik  asit  uygulamas›n›n  kemik  

k›r›klar›n›n  iyileflmesinde  etkili  olmad›¤›n›  göstermifltir.  Ancak,  hümik  
asidin  farkl›  konsantrasyonlar›  ve  uygulama  yöntemleri  dahil,  hem  
histopatolojik  olarak  hem  de  enflamatuar  ve  proenflamatuar  sitokin  
düzeyleri  aç›s›ndan  hümik  asidin  etkilerini  de¤erlendiren  daha  kapsaml›  
çal›flmalar›n  yürütülmesi  gerekti¤i  düflüncesindeyiz.   

Çalışma,  16-18  haftalık  16  erkek  Wistar-albino  sıçan  ile  gerçekleştirildi.  
Sıçanlar  (n=16)  rastgele  iki  gruba  ayrıldı:  Grup  HA'ya  hümik  asit  (0.3  cc/
site,  n=8)  verildi  ve  Grup  C'ye  ek  tıbbi  uygulama  yapılmadı  (kontrol  
grubu,  n=8).  Subkondiler  bölgeden  tam  kat  cerrahi  osteotomi  
uygulandı.  Kırık  hattının  kemik  yüzeylerine  tek  doz  hümik  asit  (0.3  cc/
site)  lokal  olarak  püskürtülerek  uygulandı.  Alt  çene  ameliyat  sonrası  
21.  günde  diseke  edildi.  Daha  sonra  histopatolojik  inceleme  için  kırık  
hemimandibles  elde  edildi.

Bulgular:  Kemik  k›r›¤›  ortanca  iyileflme  skorlar›  HA  grubunda  7.16  
(aral›k:  7–8)  ve  C  grubunda  7.50  (aral›k:  7–8)  idi.  Gruplar  iyileflme  skor   
lar›  aç›s›ndan  karfl›laflt›r›ld›¤›nda  HA  ile  C  grubu  aras›nda  istatistiksel  
aç›dan  herhangi  bir  anlaml›  farkl›l›k  yoktu  (p>0.05).   

Anahtar  sözcükler:  Hümik  asit,  subkondiler  mandibüler  k›r›klar,  k›r›k  
iyileflmesi.  

Yöntemler:  Bu  çalışmada  randomize  deneysel  protokol  kullanıldı.

S›çanlar  iki  gruba  randomize  edildi.  HA  grubuna  hümik  asit  (0.3  cc/
bölge,  n=8)  uygulan›rken  C  grubuna  (kontrol  grubu,  n=8)  herhangi  bir  
ilave  ilaç  verilmedi.  Subkondiler  alanda  tam  kal›nl›kta  cerrahi  osteotomi  
yap›ld›.  K›r›k  hatt›n›n  kemik  yüzeylerine  lokal  olarak  tek  doz  hümik  asit  
(0.3  cc/bölge)  püskürtüldü.  Postoperatif  21.  gün  mandibula  diseke  
edildi.  Daha  sonra  mandibulalar  iki  yar›ma  bölünerek  histopa   tolojik  
inceleme  yap›ld›.   

Anahtar  Kelimeler:  Hümik  asit,  subkondiler  mandibula  kırıkları,  kırık  
iyileşmesi.

Amaç:  Bu  pilot  çalışmanın  amacı,  sıçanlarda  subkondiler  mandibular  
kırıkların  iyileşmesi  üzerine  tek  doz  lokal  hümik  asit  uygulamasının  
etkilerini  değerlendirmektir.

Kasım  Durmufl1 ,

rejenerasyon,  büyüme  faktörleri,  sitokinler  ve  moleküler  
sinyalleşmeden  etkilenir.[2–4]  Kemik  kırığının  rejenerasyonu  
ve  iyileşmesine  çok  sayıda  faktör  dahildir.  Gibi

,  Mehtap  Doan2 , ,

Kırık  iyileşmesi,  birbiriyle  kesişen  üç  fazla  tanımlanan  
istisnai  bir  biyolojik  seyirdir:  inflamatuar  reaksiyon,  kallus  
düzenlemesi  ve  kemiğin  yeniden  şekillenmesi.[1]  Kemik
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ilerlemiş  inflamasyon  arasında  net  bir  ilişki  vardır.

insan  ve  hayvanların  trointestinal  sisteminde  ve  kanda  
dolaşabilirler.[10]  HA,  insan  sağlığı  için  önemli  olan  bazı  
eser  elementler  içerir.[11]  HA  çok  uzun  süredir  terapötik  
olarak  kullanılmaktadır.  Sağlıkla  ilgili  bazı  etkileri  hala  
belirsizdir.  Bazı  çalışmalar  HA'nın  lenfositlerin  uyarılmasına  
neden  olduğunu  ve  antiviral,  antialerjik,  antiülserojenik,  
antienflamatuar  ve  antibakteriyel  özelliklere  sahip  olduğunu  
göstermiştir.[12–14]  Çal›fl›r  ve  ark.  HA'nın  sistemik  etkilerinin  
güçlü  antiinflamatuar  ve  osteoblastik  aktiviteye  sahip  
olduğunu  göstermiştir.[11]

ve  kemiğin  rezorpsiyonunu  geliştirdi.  Bu  nedenle,  kemik  
kırılmasından  sonra  ikna  edilen  bağışıklık  sistemi  aktivasyonu  ve  
iltihaplanması,  istenmeyen  bir  şekilde  kemik  rejenerasyonunu  etkiler.

Mandibula  kırıkları  en  yaygın  yüz  kırıklarıdır.  Bu  kırıklar  
konservatif  teknik  veya  cerrahi  ile  tedavi  edilebilir.[15]  
Subkondiler  mandibula  kırıklarının  tedavisinde  en  uygun  
yaklaşım,  günümüzde  hala  tartışma  konusudur.[16]  Seçilen  
yöntemden  bağımsız  olarak  çeşitli  komplikasyonların  
gelişme  olasılığı  mevcuttur.  Son  yıllarda  bu  kırıkların  
tedavisinde  seçilen  yöntemle  birlikte  iyileşme  süresini  
kısaltmak  ve  komplikasyonları  azaltmak  için  çeşitli  tekniklerin  
kombinasyonları  kullanılarak  yapılan  çalışmaların  sayısında  
artış  görülmektedir.  Bu  amaçla  Altuntafl  ve  ark.'n›n  bu  
çal›flma  kapsam›na  ald›¤›  çal›flmada,  subkondiler  mandibula  
k›r›klar›nda  ekstrakorporeal  flok  dalga  tedavisi  ile  iyileflme  
süresinin  k›sald›¤›  gösterilmifltir.[17]

lokal  hümik  asit  uygulamasının  kemik  kırıklarının  iyileşmesine  
etkisi.

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

“HA  lokal  olarak  kırık  yüzeylerine  de  uygulandığında  bu  
etkiyi  gösterebilir  mi?”  sorusuna  cevap  aramayı  amaçladık.  
Bu  çalışmada  subkondiler  mandibula  kırıklarının  iyileşme  
süresini  kısaltmak  amacıyla  HA  uygulamasının  kemik  kırığı  
iyileşmesinde  yeni  bir  tedavi  işlevi  görebileceğini  ve  
subkondiler  mandibular  kırıkların  iyileşme  süresini  
kısaltabileceğini  varsayıyoruz.

Hümik  asitler  (HA),  öncelikle  ölü  bitkilerin  ayrışmasından  
elde  edilen  bir  grup  yüksek  moleküler  ağırlıklı  polimerlerdir.  
HA,  çoğunlukla  turba,  toprak  ve  kuyu  suyunda  bulunan  
koyu  kahverengi,  karbon  açısından  zengin  bir  malzemedir.
[9]  HA'nın  gazda  var  olduğu  kanıtlanmıştır

Bu  çalışmada,  bir  randomize  deneysel  protokol  kullanıldı.  
Çalışma,  16-18  haftalık  ve  ortalama  vücut  ağırlıkları  230±10  
g  olan  16  erkek  Wistar-albi  no  rat  ile  gerçekleştirildi.  Wistar  
albino  sıçanları  (n=16)  rastgele  iki  gruba  ayrıldı:  Grup  HA  
hümik  asit  aldı  (0.3  cc/site,  n=8)  ve  Grup  C  ek  tıbbi  uygulama  
almadı  (kontrol  grubu,  n=8).

Sıçanlar  standart  laboratuvar  koşullarında  (12  saat  
aydınlık/karanlık  döngüsü,  24±2  °C,  %35-60  nem)  tutuldu.

Ameliyat  prosedürü  ve  çalışma  protokolü  

Hayvanlara  intraperitoneal  ketamin  (7.5  mg/kg)  (Ketalar®,  
Pfizer,  İstanbul,  Türkiye)  ve  ksilazin  (6  mg/kg)  IM  (Rompun®,  
Bayer,  İstanbul,  Türkiye)  enjeksiyonları  ile  anestezi  
uygulandı. ).  Sıçanların  her  bir  sağ  bukkal  bölgesi

Çal›fl›r  ve  ark.  sistemik  uygulamada  HA'nın,  IL-10  gibi  
antiinflamatuar  sitokin  düzeylerinde  artışa,  ancak  IL-1β  gibi  
proinflamatuvar  sitokin  düzeylerinde  düşüşe  neden  olarak  
kemik  iyileşmesini  uyarabildiğini  belirtti.

Deneyin  ilk  7  gününde  tüm  hayvanlar  kırık  çeneleri  nedeniyle  
sadece  yumuşak  yem  ve  su  ile  beslendi.

per,  TGF-β  mezenkimal  kök  hücre  stimülasyonundan,  
osteoprogenitörlerin  bağlanmasından,  osteoblast  ve  
kondrosit  farklılaşmasından,  kemotaksisten  ve  kemik  matris  
üretiminden  sorumludur.[5]  İnter  lökin-1  (IL-1),  IFN-γ  ve  
tümör  nekroz  faktörü-α  (TNF-α)  dahil  olmak  üzere  
proinflamatuar  sitokinler,  osteoblastik  kollajen  üretimini  
inhibe  eder  ve  kemik  matrisinin  oluşumunu  kesintiye  uğratır.
[6,7]  Bu  sitokinler  ayrıca  osteoklastiği  artırır  kemik  rezorpsiyonu.[7,8]  Sonuç  olarak,
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Tablo  1.  Kırık  iyileşmesinin  değerlendirilmesi  için  histolojik  skorlama  sistemi.

Tablo  2.  Her  iki  grup  için  kırık  iyileşmesinin  histolojik  skorları.

59

Sonuçlar

Tüm  ratlara  işlem  sonrası  ilk  3  gün  kas  içi  penisilin  enjeksiyonu  
yapıldı.

Tablo  2,  tüm  numunelerin  histolojik  skorlarını  göstermektedir

traş  edildi  ve  antiseptik  bir  solüsyonla  (povidon  iyot)  hazırlandı.  
Mandibulanın  alt  kenarı  boyunca  yaklaşık  10  mm'lik  bir  
insizyon  ve  masseter  kasının  bölünmesini  takiben,  kondil  
fragman  hareketliliği  ile  doğrulanan  subkondiler  bölgede  
sivrisinek  forsepsi  kullanılarak  tam  kat  cerrahi  osteotomi  
yapıldı.

Postoperatif  21.  günden  sonra,  hayvanlar  intraperitonal  
pentotal  sodyum  (200  mg/kg)  enjeksiyonları  ile  ötenazi  edildi.  
Mandibula  diseke  edildi  ve  feda  etme  işleminden  sonra  tüm  
yumuşak  dokular  çıkarıldı.  Daha  sonra  histopatolojik  inceleme  
için  kırık  hemimandibles  elde  edildi.

Yaraya  şırınga  uygulanmadı  ve  herhangi  bir  kalıntı  
çıkarılmadı.  Son  olarak  cilt  flebi  yerleştirildi  ve  dikildi.

inceleme.

İstatistiksel  analiz  

Veriler,  Windows  sürüm  22.0  için  Statistical  Package  of  Social  
Science  (SPSS  Inc.,  Chicago,  IL,  ABD)  kullanılarak  analiz  edildi.  
Hematoksilen-eozin  ile  boyanan  tüm  örneklerin  kesitleri  
skorlandı.  Her  iki  grup  için  ortalama  puanlar  hesaplandı  ve  
gruplar  arasındaki  farklar  istatistiksel  olarak  analiz  edildi.  
Veriler  ortalama,  medyan  ve  minimum-maksimum  değerler  
olarak  ifade  edildi.  Kemik  kırığı  iyileşme  skorları  Mann-Whitney  
U  testi  kullanılarak  analiz  edildi.  Anlamlılık  düzeyi  p<0.05  olarak  
ayarlandı.

Grup  HA'dan  iki,  Grup  C'den  iki  rat  dehidratasyon  ve  beslenme  
sorunları  nedeniyle  ameliyattan  3  gün  sonra  öldü.  Bu  nedenle,  
bu  sıçanlarda  histolojik  inceleme  gerçekleştirilememiştir.  Son  
olarak  her  iki  gruptan  6  rat  bu  çalışmaya  dahil  edildi.  Tüm  
sıçanlar  uygulamayı  iyi  tolere  etti  ve  deneyin  sonuna  kadar  
önemli  bir  kilo  kaybı  gözlenmedi.

kemik  kırığı  iyileşmesi  açısından  H&E  ile  boyandı.

Histopatolojik  inceleme  Histolojik  

analizler,  numunelerden  habersiz  iki  (HO,  ET)  patolog  
tarafından  yapıldı.  Tüm  doku  örnekleri  hemen  %10  formalin  
içinde  sabitlendi.  Fiksasyon  sonrası  örnekler  %10  nitrik  asitte  
bekletildi,  dekalsifikasyon  4  günde  tamamlandı  ve  örnekler  
parafine  gömüldü.  Numuneler  sagital  kesitlerde  5  um  
kalınlığında  kesitler  halinde  kesildi,  geleneksel  hematoksilen-
eozin  (H&E)  boyaması  için  lamlara  aktarıldı  ve  ışık  mikroskobu  
(Eclipse  80I;  Nikon,  Tokyo,  Japonya)  ile  incelendi.  Kesitlerin  
dijital  görüntülerinin  elde  edilmesinde  mikroskopla  birlikte  
dijital  kamera  ve  yardımcı  ekipmanlar  (USB  (H)  EXT  1/0;  Nikon,  
Tokyo,  Japonya)  kullanıldı.  Her  bölüm  için  ossifikasyon  miktarı,  
Huo  ve  Troiano[18]  (Tablo  1)  tarafından  açıklandığı  gibi  10  
üzerinden  puanlandı.  Ölçeğin  toplam  puanı  1  puan  (fibröz  

doku)  ile  10  puan  (olgun  kemik)  arasında  değişmektedir.

Grup  HA'da  hem  kırık  hattında  hem  de  bağlı  yumuşak  

dokularda  hemostaz  gözlendi  ve  tek  doz  hümik  asit  (0,3  cc/
site,  n=8)  enjeksiyon  şeklinde  püskürtüldü.  Grup  C'ye  herhangi  
bir  uygulama  yapılmadı.

Olgunlaşmamış  kemik  ve  az  miktarda  olgun  kemik

Eşit  miktarda  kıkırdak  dokusu  ve  olgunlaşmamış  kemik

Asgari

Grup  HA,  (n=6) 7

7*

lifli  doku

Tamamen  olgunlaşmamış  (dokuma)  kemik

8

Medyan

0,3947,5±0,55

4  puan  5  

puan

Puan

8

mod

Tamamen  kıkırdak  dokusu

p  değeri

Esas  olarak  fibröz  doku  ve  az  miktarda  kıkırdak  dokusu

7.5Grup  C,  (n=6)

7,17±0,41

8  puan  9  

puan  10  

puan  Olgun  (yapraklı)  kemik

Ağırlıklı  olarak  kıkırdak  dokusu  ve  az  miktarda  olgunlaşmamış  
(dokuma)  kemik

Kırık  bölgesinin  histolojik  bulguları

Maksimum

Önemli  ölçüde  olgunlaşmamış  (dokuma)  kemik  ve  az  miktarda  
kıkırdak

7

Kötü

1  puan  

2  puan  3  

puan

6  puan  7  

puan

7 12.000

(MW)

7

Eşit  miktarda  fibröz  ve  kıkırdak  dokusu
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*7  ve  8  puan  alan  örneklem  sayısı  eşit  olduğu  için  küçük  olan  tercih  edilmiştir.
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Bu  çalışma,  tek  doz  HA  uygulamasının  kemik  iyileşmesi  ve  
yeni  kemiğin  histopatolojik  özellikleri  üzerindeki  etkisini  
araştırmak  için  tasarlanmıştır.  Bu  çalışma,  tek  doz  HA  
uygulanan  kontroller  ve  sıçanların  kemik  iyileşme  skorları  
açısından  anlamlı  bir  fark  göstermediğini  göstermiştir.

Ortanca  kemik  kırık  iyileşme  skoru  Grup  HA'da  7,16  
(dağılım:  7-8),  Grup  C'de  7,50  (dağılım:  7-8)  idi.  Gruplar  
kemik  iyileşme  skorları  açısından  karşılaştırıldığında  
istatistiksel  bir  Grup  HA  ve  Grup  C  arasındaki  fark  (p>0.05).

Bu  çalışmanın  sonuçları,  HA'nın  tek  doz  lokal  
uygulamasının  subkondiler  mandibular  kırıkların  
iyileşmesinde  olumlu  bir  etkisinin  olmadığını  göstermesine  
rağmen,  literatürde  HA'nın  iyileşme  üzerinde  etkili  
olduğunu  gösteren  çalışmaların  olduğu  unutulmamalıdır.  
Sistemik  uygulamada  kemik  iyileşmesi.  Bu  nedenle  lokal  
olarak  tekrarlanan  HA  uygulamaları  veya  iyileşme  süresi  
boyunca  HA'nın  kırık  yüzeyi  ile  daha  uzun  temasını  
sağlayabilecek  yöntemler  ile  gelecekte  HA'nın  etkinliğinin  
daha  detaylı  incelenmesi  gerektiğini  düşünüyoruz.

Bu  pilot  çalışmanın  amacı,  sıçanlarda  subkondiler  
mandibular  kırıkların  deneysel  bir  modelinde  lokal  HA  
uygulamasının  kemik  kırığı  iyileşmesi  üzerindeki  etkilerini  
araştırmaktı.

Proinflamatuar  ve  antiinflamatuar  sitokin  düzeylerinin  
kemik  kırıklarının  iyileşmesinde  etkili  olduğu  bilinmektedir.
[7]  HA,  doğada  bulunan  organik  karbonun  en  yaygın  
biçimleridir.[9]  Lökositler  tarafından  aktive  edilen  IL-1β  ve  
TNF-α  sekresyonunu  inhibe  ederek  güçlü  antiinflamatuar  
etkiler  gösterirler.[21]  Çal›fl›r  ve  ark.[11]  yaptıkları  çalışmada  
HA'nın  farklı  dozlarda  (20,  80  ve  150  mg)  antiinflamatuar  
sitokin  (IL-10)  düzeyinde  artışa,  proinflamatuar  sitokin  
(IL-1β)  düzeyinde  ise  azalmaya  neden  olduğunu  
belirlemişlerdir. /kg)  deneysel  sıçan  periodontitis  modelinde  
15  gün  süreyle  mideden  beslenerek  uygulandı.  Bu  sonuçlar  
ışığında  80  mg/kg/gün  HA  uygulamasının  güçlü  
antiinflamatuar  özelliklere  sahip  olduğunu  belirtmişlerdir.  
Bu  bulguya  bağlı  olarak  HA'nın  antiinflamatuar  sitokin  
düzeyini  artırabileceğine  ve  ayrıca  proinflamatuar  sitokin  
üretimini  azaltarak  osteogenezisi  artırabileceğine  dikkat  
çekmişlerdir.  Çal›fl›r  ve  ark.'n›n  çal›flmas›[11]  çalışmamızın  
hipotezi  açısından  önemli  bir  referans  noktası  olmuştur.  
Yine  de,

Literatürde  HA  ve  türevlerinin  topikal  ve  sprey  
formlarının  yara  iyileşmesinde,  sedef  hastalığında,  
dermatitte  ve  romatoid  artrit  tedavisinde  etkili  olabileceğini  
gösteren  çalışmalar  mevcuttur.[22]  Bu  nedenle,  bu  
çalışmanın  sonuçları,  lokal  HA  uygulamasının  kemik  
kırıklarının  iyileşmesinde  etkili  olmadığını  göstermiştir.  
Ancak  HA'nın  doku  üzerindeki  etkilerini  hem  histopatolojik  
olarak  hem  de  inflamatuar  ve  proinflamatuar  sitokin  
düzeyleri  açısından  değerlendiren,  HA'nın  farklı  
konsantrasyonları  ve  uygulama  şekillerini  içeren  daha  
kapsamlı  çalışmaların  yapılması  gerektiği  kanaatindeyiz.

HA'nın  kemik  dokusu  üzerindeki  etkilerini  inceleyen  
çalışma  sayısı  oldukça  sınırlıdır.  Tkachenko  ve  ark.[19]  
çalışmasında  belirlenmiştir .  deneysel  olarak  oluşturulan  
kırık  hattına  bir  hafta  süreyle  HA  uygulandığında  iyileşme  
ve  osteosit  oluşumunda  önemli  bir  artış  gözlenirken,  
uygulama  süresi  uzatıldığında  osteogenezde  azalmaya  
neden  olduğu  görülmüştür.  Aksine  Kel'ginbaev  ve  ark.[20]  
üzerinde  yapılan  çalışmada  HA'nın  kemik  dokusunun  
yenilenmesi  üzerinde  olumlu  etkisi  olduğu  gözlenmiştir.  
Çal›fl›r  ve  ark.[11]  yapt›klar›  çal›flmada  da  benzer  olarak  
ayrıca  günlük  oral  80  ve  150  mg/kg  HA  uygulamasının  
alveolar  kemik  kaybını  azalttığı  ve  osteoblastik  aktiviteyi  
arttırdığı  gözlemlendi.  Sistemik  HA  uygulamasının  kemik  
iyileşmesi  üzerindeki  etkisi  her  üç  çalışmada  da  incelenmiştir;  
ancak  yerel  yönetimi  değerlendiren  bir  çalışmaya  
rastlamadık.  Bu  nedenle,  lokal  HA  uygulamasının  kemik  üzerindeki  etkisini  inceleyen  ilk  çalışmadır.

HA'nın  lokal  tek  doz  uygulamasında  benzer  bir  etki  
gözlemleyemedik.
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