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TESEKKUR

Yeditepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi'nde bulundugum on iki
yilhik dig hekimligi ve ortodonti doktora egitimim boyunca bana olan destegi,
glveni ve her yardimina ihtiya¢g duydugumda karsilastigim babacan tavirlari ile
sundugu imkanlar i¢in Yeditepe Universitesi Dis Hekimligi Fakultesi Dekani ve

Ortodonti Anabilim Dal Baskani Sayin Prof. Dr. Turker Sandallr’ya,

Doktora egitimim boyunca kendisini tanima imkani buldugum igin ne
kadar sansli oldugumu hissettigim, bitin zor anlarimin vazgecilmez yardimcisi,
ortodontiye ve bilime olan heyecanini her zaman hayranlikla izledigim, engin bilgi
ve tecribelerini buyik bir zevkle bizlerle paylasan, algakgonalla kisiligi ile bizlere

her zaman 6rnek olan canim hocam Sayin Prof. Dr. Fulya Ozdemir’e,

Tezimin hazirlanmasi suresince ve ortodonti egitimim boyunca
hissettirdigi sonsuz destek ve emekleri icin, yaninda ¢alismaktan her zaman onur
duydugum, varhgi, ictenligi, bakisi ve bir gultusu ile batin dinyami aydinlatan,
her zaman kendisini hayranlikla 6rnek aldigim canim hocam, tez danigsmanim

Sayin Do¢. Dr. Didem Nalbantgil’e,

Ortodonti egitimim slresince her zaman minnet duydugum, katki ve
destegini hissettigim, her zaman sabirla ve titizlikle egiten ve her zaman ufkumu

acan ornek ve mutevazi insan, canim hocam Sayin Dog¢. Dr. Derya Cakan’a,

Tezimin hazirlanmasi ve doktora egitimim suresince Uzerimde sayisiz
emegi olan, samimiyeti, destegi, sabri, hosgdrusu ve varhgi ile kendisine her
zaman mutesekkir oldugum canim hocam, yardimci tez danismanim Sayin Dr.

Feyza Ulkur’e,

Ortodonti egitimim boyunca her zaman destegini hissettigim, bizleri

sevgisi ve ilgisi ile her zaman bir arada tutan Sayin Prof. Dr. Tilin Arun’a,
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Doktora egitimim boyunca tecribelerinden faydalandigim Sayin Dog.
Dr. Oguz Oztoprak’a, tecriibe ve desteklerini hi¢ bir zaman esirgemeyen degerli

hocalarim Sayin Yrd. Do¢. Dr. Murat Tozlu’ya ve Sayin Dr. Burcu Nur’a,

Tez hazirhd strecimde her zaman yanimda olan, insani ve ahlaki
degerleri ile her zaman 6rnek aldigim degerli hocam Sayin Prof. Dr. Ertugrul
Kilig’a, icten yardimlari igin, tezimin istatistiksel analizlerini yapan Sayin Yrd.
Doc¢. Dr. Cigdem Kaspar’a, tezimin histoloji kisminin hazirlanmasinda sayisiz
emekleri olan, canim arkadasim Sayin Ars. Gor. Nillifer Ulag’a ve sunmus

oldugu imkanlar icin Medipol Universitesi Histoloji Ana Bilim Dalr’'na,

Ortodonti egitimim boyunca birlikte calismaktan her zaman keyif
aldigim sevgili arkadaglarim Sayin Dt. Miray GlUnyuz’e, Sayin Dt. Sabiha Ece

Yucel’e ve diger ¢alisma arkadaslarim ile tim ortodonti bolima c¢alisanlarina,

Dis hekimligi, doktora ve tez hazirligi surecim boyunca her animda
yanimda olan, universite hayatimin bana kazandirdidi en kiymetli ve candan
dostlarim Sayin Ecz. Pelin Piribag’a, Sayin Dr. Fatma Bulut Bagcr'ya, Sayin
Yrd. Dog¢. Dr. Hilal Ozbey'e, Sayin Dt. Pinar Gékoglu'na, Sayin Aylin

Ozikinci’ye ve tim arkadaglarima,

Hayatim boyunca bana her zaman gugli olmayi 6greten, maddi,
manevi tim destekleri ile bu giinlere gelmemi saglayan, her konuda varligini
yanimda hissettiren, vazgecilmez koruyucum, destegim ve hayatimin en buyuk

gl¢ kaynadi canim annem Sayin Ecz. Ayse Neptiin Bekci’'ye ve tim aileme,

Hayatimin en kiymetli, 6zel ve zor dénemlerini beraber paylastigim,
gicumi ve nesemi varligindan aldigim, tez hazirh@i stirecimde beni bir an bile
yalniz birakmayan ve hayatimin her anini kolaylastiran sevgili esim Sayin Omer
Faruk Sadikoglu'na ve sayesinde tanistigim ikinci aileme sonsuz tesekkir

ederim.
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OZET

HIZLI UST CENE GENISLETME SONRASI SICANLARIN
MIDPALATAL SUTUR ALANINA UYGULANAN FARKLI MOLEKUL
AGIRLIKLI HYALURONIK ASITIN KEMIK OLUSUMUNA ETKISININ
HISTOMORFOMETRIK OLARAK INCELENMESI

Ust cene kemigi cesitli nedenlerden dolay! alt cene kemigine gore
transversal yonde dar kalabilmektedir. Ortodontik tedavi sirasinda bu durum
tedavi edilebilmektedir. Ust cenenin transversal yon anomalilerinin tedavi
yontemlerinden birisi, hizli Ust ¢gene genisletmesidir. Bu tlr olgularda, tedavi
sonrasi elde edilen sonuglarin kalici olabilmesi i¢in uzun sureli pekistirme
tedavisine ihtiya¢c duyulmaktadir. Yeterli pekistirme sirecinin tamamlanmadigi
durumlarda Ust cenenin tekrar daralmasiyla niks gergeklesebilmektedir.
Genigletilmis midpalatal sutur alaninda maksimum stabilite saglanarak tedavi ve
pekistirme strecinin kisaltilabilmesi amaciyla bu alanda kemik olusumunun
hizlandiriimasi gerekmektedir. Kemik olusumu mekanizmasinda rol oynayan
materyaller vardir. Bunlardan biri de hyaluronik asittir. Midpalatal alanda etkinligi
heniz denenmemis olan, yuksek molekul agirlikli hyaluronik asit, kemik

olusumuna yonelik sagladigi yararlar ile bilinen bir maddedir.

Calismamizin amaci, hizli Gst cene genigletmesi uygulanan siganlarin
midpalatal sutur alanina enjekte edilen farkli molekul agirlikli hyaluronik asit
cOzeltisinin bu alandaki kemik olusumu Uzerine etkilerini histomorfometrik olarak

incelemektir.

Bu amagcla ortalama agirliklari 215,42+36,37 gr olan, 10-12 haftalik 24
adet erkek Spraque Dawley sigcani kullaniimigtir. Sekizerli gruplara ayrilan 3 grup
sicanin Ust ¢enesi heliksli genisletme apareyi kullanilarak transversal yénde

genisletilmigtir. Genigletmenin 5. gininde heliksli genigletme apareyi ¢ikarilarak
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retansiyon apareyi uygulanmistir. Yuksek ve dusuk molekul agirlikli hyaluronik
asit ile serum fizyolojik solisyonu midpalatal sutur alanina boélgesel olarak 0,05
ml (50 ul) enjekte edilmistir. Enjeksiyonu takip eden 10. gliin sonunda siganlar
sakrifiye edilmis ve Ust ¢eneleri kesilerek alinmistir. Histomorfometrik inceleme
icin alinan ve trimlenen enjeksiyon sahalarindan keser dislerin uzun eksenine
paralel olacak sekilde, diglerin kesici kenarlarindan apekslerine dogru 10 ym
kalinhginda uzunlamasina seri kesitler alinmistir. Hematoksilen-eozin ile
boyanan kesitler foto mikroskobu Nikon® Eclipse (Eclipse Ni-E; Nikon®, Tokyo,
Japan) ile analiz edilmis, hacim olgiimleri “Image J®” (US National Institues of

Health, Bethesda, MA, USA) yazilim programi ile degerlendirilmigtir.

Her grubun kemik alani (um2?) ve kemik perimetresi (um) oélgtlmus,
osteoblast ve kapiller hucre sayimlari yapilmistir. Elde edilen osteoblast ve
kapiller hdcre sayilarinin, kemik alani (um?2) ve kemik perimetresi (um)
parametrelerine orani degerlendiriimigtir. Histomorfometrik degerlendirmeler
sonucunda, yuksek molekul agirlikli hyaluronik asit solusyonu, duguk molekul
agirhkh hyaluronik asit ve kontrol gruplarina kiyasla, midpalatal sutur alaninda
kemik yapimini arttirarak, istatistiksel olarak anlamli derecede ylksek osteoblast
ve kapiller hucre degerleri gostermistir (p<0,05). Dusuk molekul agirhkli
hyaluronik asit ve kontrol gruplari midpalatal sutur alaninda kemik olugsumu
acisindan degerlendirildiginde, istatistiksel olarak birbirlerine gére anlaml bir fark

saptanmamistir (p>0,05).

Calismamizda hizli st ¢gene genisletmesi sonrasi uygulanan yuksek
molekdl agirhikh hyaluronik asit solusyonu ile midpalatal sutur alaninda yeni
kemik yapimi arttinlmistir. Boylece retansiyon suresinin kisaltilabileceqi,
olusabilecek niks riskinin azaltilabilecegi ve ritin Ust ¢cene genigletme sirecini
takiben yuksek molekdl agirlikh hyaluronik asit soliUsyonunun midpalatal sutur

alanina bolgesel olarak uygulanabilecegi dustunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hyaluronik asit, Hizli Gst ¢ene genisletmesi, Ortodonti,

Histomorfometri, NUks, Sigan




SUMMARY

HISTOMORPHOMETRIC EVALUATION OF THE EFFECTS OF
DIFFERENT MOLECULER WEIGHT HYALURONIC ACID ON
BONE FORMATION IN THE EXPANDED MIDPALATAL SUTURE
IN RATS

Various factors may cause maxillary transverse deficiency. This can
be treated with orthodontic treatment. Rapid maxillary expansion is one of the
common treatment procedures for this anomaly. Long term retention period is
needed to maintain achieved results after expansion of narrow maxilla. When the
duration of retention is insufficient, this may cause relapse. To expedite treatment
while maximizing stability, an alternative approach to accelerate sutural bone
formation is required. High molecular weight hyaluronic acid is a well-known
substance with its bone formation capability which hasn’t been tested on

midpalatal suture area.

The aim of this study was to evaluate the histomorphometric effects of
different molecular weight hyaluronic acid solutions on bone formation in

response to expansion of the midpalatal suture, in rats.

Average weight of 215.42+36.37 gr, 10-12 week old, 24 male Spraque-
Dawley rats were used for this purpose. Three groups each consisting of 8,
maxillas were subjected to transverse expansion with a helical-spring. On the 5"
day of expansion, helical-springs were removed and replaced with retention wire.
High and low moleculer weight hyaluronic acid and saline solution was locally
injected 0,05 ml (50 pl) to the midpalatal suture. After the 10" day of injection,
rats were sacrified and their maxillas were dissected. For the histomorphometric
evaluation, dissected and trimmed blocks were longitudinally sectioned serially
at 10 ym intervals parallel to long axes of incisor teeth. Sections which stained

—
<
| —




with Hematoxylin-eosin were analysed with photo microscope Nikon® Eclipse
(Eclipse Ni-E; Nikon®, Tokyo, Japan) and evaluated with the image analysis
software, “Image J®” (US National Institues of Health, Bethesda, MA, USA).

Bone area (um?2), bone perimeter (um), number of osteoblasts and
number of capillary cells were measured for each group. Ratio of osteoblast cells
and capillary cells to bone area (um2) and bone perimeter (um) parameters were

evaluated.

Histomorphometric evaluations revealed high molecular weight
hyaluronic acid solution stimulated bone formation in midpalatal suture area and
showed statistically higher osteoblast and capillary cell scores compared with the
low molecular weight hyaluronic acid and control groups (p<0,05). There were no
statistically significant differences in between low molecular weight hyaluronic

acid solution and control groups (p>0,05).

Results of the study suggest that local injection of high molecular
weight hyaluronic acid solution in midpalatal suture area after rapid maxillary
expansion stimulated new bone formation which, may shorten the retention
period, may reduce the risk of relapse and may be beneficial in routine maxillary

expansion procedures.

Key words: Hyaluronic acid, Rapid Maxillary Expansion (RME), Orthodontics,

Histomorphometry, Relapse, Rat
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KISALTMALAR ve SIMGELER

%: Ylzde

°C: Derece

BT: Bilgisayarli tomografi (Computurized tomography, CT)
cc: Santimetre kup

cps: Saniyedeki karakter sayisi (character per second)
Da: Dalton

dk: Dakika

DMA: Duguk molekuler agirhk

HDM: Hicre dis1 matriks (Extra celular matrix, ECM)
EHA: Esterlestiriimis hyaluronik asit

GAG: Glikoz aminoglikan

gr: Gram

HA: Hyaluronik asit

HE: Hematoksilen-eozin

IgG: immun globulin G

ki: Kas i¢i (Intra muscular, im)

K: Kontrol grubu

kDa: Kilo dalton

kg: Kilogram

MA: Molekuler agirhk

MDa: Milyon dalton (Molekduler agirlik birimi)

mg: Miligram

ml: Mililitre

mm: Milimetre
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mpas: Milipaskal-saniye (vizk6zite birimi)

N: Newton

NaHA: Sodyum hyaluronat

Nm: Nanometre

OA: Osteoartrit

OVD: Goz ile ilgili, akigkan, cerrahi cihazi (Ophthalmic viscosurgical device)

RHAMM: Hyaluronik asit tasiyici reseptér (Receptor for hyaluronan mediated
modility)

HUCG: Hizl Ust gene genigletmesi (Rapid maxillar expansion, RME)
SF: Serum fizyolojik

sn: Saniye

TGF-B1: Donugturicu bliyume faktord (Transforming growth factor-B1)
X: Buyutme

YMA: Yuksek molekuler agirhk
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1. GIRIS ve AMAC

Ortodontik tedaviler saglikli ve uyumlu bir yapi elde etmenin yani sira,
ortodontik tedavi sonrasinda bu durumun devamliligini fonksiyonel ve estetik

kazanimin geri donusimunun engellenmesini amaglar.

Ortodontik tedavinin bitimi ile digler ve iskelet yapi tedavi oncesi
pozisyonlarina donme egilimi gosterir. Nuks olarak adlandirilan bu durum,
yumusak doku basinglari, blyime ile meydana gelen degisimler, okluzal ve

periodontal faktorlerden etkilenir (1).

Nukse engel olmak amaci ile ortodontik tedavilerin sonrasinda bir
pekistirme dénemine ihtiya¢ duyulmaktadir (2,3). Bu sure¢ nikse neden olan
faktorlerin ortadan kaldirlmasi veya azaltimasi amaclanarak uygulanan

tedavileri icermektedir (4).

Ust ¢cenesine genisletme uygulanmis hastalarda uzun siire retansiyon
uygulamak daha 6ncesinde zaten uzun sure ortodontik tedavi gormusg hastalarda
motivasyon eksikligi yaratmaktadir. Retansiyon apareylerini kullanamayan

hastalarda ust cene kemiginin tekrar daraldigi gérulmektedir (5).

insanlarda ve hayvanlarda kemik yapimini sagdlayacak bircok ajan
denenmesine ragmen ortodonti arsivlerinde genisletme sonrasinda midpalatal
suturda meydana gelen boslukta kemik yapimini arttirmayi hedefleyen calismalar
kisithdir. Calismamizda ust gene midpalatal sutur alaninda genigletme sirasinda
ve sonrasinda kemik olusum miktarinin hizlandiriimasi ve bu sayede retansiyon
doneminin kisaltilabilecegi dusunulerek, genigletme uygulanan siganlarin st
¢cene midpalatal sutur alanina bolgesel olarak farkli molekil agirliklarinda (MA)
hyaluronik asit (HA) uygulanmis ve bdylece HA’nin niiksii dnlemeye olan etkisi

arastinlmistir.




2. GENEL BILGILER

2.1. Okliizyon ve maloklizyon

18. ylzyillin sonlarinda modern ortodontinin kurucusu Edward H.
Angle normal oklizyonun ve malokliizyonlarin siniflamasini yapmistir. Normal
oklizyon, ndétral oklizyon, ideal okluzyon, anomali gostermeyen Angle sinif |
kapanis isimlerinin hepsi esanlamlidir. Normal oklizyonda alt buyuk azi Ust
buyuk aziya gore bir kigik azinin mezio-distal gapinin yarisi kadar daha 6nde,
daha mezialde konumlanarak kapanis yapmaktadir. Sag-sol yonde ise Ust digler

alt digleri kutu kapagi gibi bukkalden ortmektedir (6,7).

Eger kisinin alt ve Ust ¢gene dislerinin maksimum interklspidasyon
durumundayken alt cene eklem baglarida eklem gukurlarinda ideal konumlarinda
ise bu kiside “ideal okliizyon” var demektir. ideal okliizyon ideal kelimesinden de
anlasilacagi Uzere erigilmek istenen ideal bir noktadir ve her insanda bulunmasi
mumkdn degildir. Okluzyonun yukarida bahsedilen normal veya ideal

konumundan sapmasi durumu malokltizyon olarak adlandirilir (6).

2.1.1. Maloklizyonun etyolojisi ve gesitleri

Maloklizyonun olusumunda oklizyonu olusturan temel yapilar olan alt
ve ust digler, alt ve Ust ¢cene kemikleri ve diger yluz kemikleri, néromuskuler
sistemi olusturan ¢igneme ve mimik kaslari ve bunlari besleyen duyusal ve motor
sinirler gibi yapilar; kalitimsal etkenler, fiziksel etkenler, hastaliklar, travma,
kalitimsal anomaliler, koti beslenme, kotu aliskanliklar gibi etyolojik faktérler
etkilidir (8,9).
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Bu etyolojik faktorler dogum oncesinde, dogum sonrasinda ve degisik
yaslarda etki edebilirler. Maloklizyonun gelisiminde bir veya birden ¢ok neden bir

arada rol oynamakta olup bunlarin etki stresi de 6nemlidir (10-12).

Maloklizyonlar ¢ene ici (intramaksiller) ve ¢genelerarasi (intermaksiller)
anomaliler olarak 2'ye ayriimaktadir. intramaksiller anomaliler yer fazlahgi, yer
darligi ve buna bagl olarak olusan rotasyonlar, vestibulopozisyon, lingopozisyon,
infrapozisyon, suprapozisyon, mesiopozisyon, distopozisyonda konumlanmis

digler gibi bolumlere ayrilirlar.

Intermaksiller anomaliler ise 6n-arka (sagital) yon anomalileri, dik
(vertikal) yon anomalileri ve sag-sol (transversal) yon anomalileri olarak ¢
boliumde incelenmektedir (7,8). Ust c¢enenin darlik problemi transversal yon

anomalilerindendir.

2.2. Transversal yon anomalileri

Transversal yon anomalileri unilateral ve bilateral gapraz kapanis,
bukkal nonoklizyon ve palatinal nonokliizyon olarak bélumlere ayriimis olup (8);
genellikle Ust gcenenin alt ceneye gore yetersiz genislikte olmasindan kaynaklanir
(13).

Normal oklizyonun palatinale dogru bozulmasina c¢apraz kapanis
denir. Bu transversal yon anomalisi arka grup digler arasinda gorullrse posterior

¢capraz kapanis olarak tanimlanir (8,14).

2.2.1. Transversal yon anomalilerinde uygulanan tedaviler

Ortodontide maloklizyon cesgitlerinden olan transversal yon

anomalileri ilk kez 1898 yilinda Hipokrat tarafindan tanimlanmistir. Bu anomalinin




en sik gorulen cesitlerinden posterior ¢apraz kapanis tedavileri ortodontik

tedaviler icinde 6nemli yer tutmaktadir (15).

Posterior gapraz kapanisin digsel veya iskeletsel olmasi tedavi
yaklagimlari agisindan onemlidir. Apikal kemik kaidesi yeterli ve sadece dental
bir darlik varsa sadece dis kavsinin genisletiimesi gerekmektedir. Ancak, apikal
kemik kaidesinde darlik ve bununla birlikte olusan kompansasyondan dolayi
diglerin kuronlarinda bukkal yonlu tipping mevcutsa midpalatal suturun

acllmasiyla apikal kaidenin genisletiimesi gerekmektedir (8,16-18).

Bu iglemle birlikte arka diglerin bulundugu iki kemik parcasi
birbirlerinden uzaklagmakta ve suturda aktif kemik yapimi baglamaktadir. Ust
cene genislemekte ve dislerin dizildikleri ark uzunlugu artmaktadir. Ust ve alt

cene diglerinin kapanis iligkisi dizelmektedir (19).

Ust cene genisletmesinde kullanilan yéntemler suturun agilma hizina

gore yavasg, yari hizli ve hizli Gst gcene genisletmesi olarak bolumlere ayrilir (16).

Yavas ust ¢ene genigletmesi metodu 450 ile 900 gr. arasinda kuvvet
uygulayan mekaniklerle vidali apareylerin haftada 2 kez cevirilmesi ile
uygulanirken haftada 1/3 mm’lik genigletme amacglanmaktadir. Yavas ust ¢ene
genisletmesinde, sutural dokularin direnci kirilmadidi i¢in ortodontik hareket

miktari fazla, ortopedik hareket miktari azdir (16,20).

Yari hizh Ust ¢ene genigletme apareylerinde vidanin gun agiri
cevirilmesi (21,22), sutural agilma olana kadar gunde iki kez, sutural agilma

olduktan sonra haftada t¢ kez gevirilmesi (23) gibi gorugler bulunmaktadir.

Ust gene genigletme islemi yari hizli metod ile genisletildiginde gevre

dokulara fizyolojik kuvvetin uygulanacagini, ¢evre dokulara tamir olaylari igin
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zaman taninmig olacag belirtiimistir. Bu metod ile tedavi edilen hastalarin 3 yillik

takiplerinde niks olayina rastlanmamistir (23, 24).

Hizli Ust ¢gene genisletmesinde amag dislere ve alveoler yapilara
ortodontik dis hareketi limitlerini asan kuvvetler uygulayarak (15), kuvvet
uygulanan alanda ortopedik etki saglamak ve ortodontik dis hareket miktarini
azaltmaktir (25).

Hizli Gst ¢cene genisletmesi ydontemi ile 0,9- 4,5 kg kuvvet uygulayan
ortodontik aygitlar ile haftada 3 mm veya daha fazla genigletme yapilabilmektedir
(16,26-28).

Hizl Gst ¢ene genisletme tedavisinde gogunlukla dnerilen yontem
vidanin sabah aksam olmak Uzere giunde 2 geyrek tur ¢evrilmesidir (15,29-37).
Genel uygulanan prosedirin yani sira aparey vidasinin sutur agilincaya kadar
glnde 2 geyrek tur, acildiktan sonra ginde 1 ¢eyrek tur geviriimesi (28), sutur
acllana kadar gunde 3 ceyrek tur daha sonra yeterli genislie ulasana kadar 2
ceyrek tur cevrilerek devam edilmesi (38), vidanin ilk giin 4 ¢eyrek tur, ilerleyen
gunlerde 1 ceyrek tur olarak devam edilmesi (39) ilk giin beser dakika araliklarla
15 dakika icinde 4 ceyrek tur, sonraki ginlerde ise giinde 2 c¢eyrek tur olacak
sekilde gevirilmesi (29), birinci gun 5 veya 10 dakika araliklarla 3 g¢eyrek tur,
sonraki gunlerde ise gunde 2 ¢eyrek tur olacak sekilde gevrilmesi (40) gibi farkli

gorusler de mevcuttur.

Farkli gorusler oldugu gibi farkli hizli Gst cene genisletme aygitlari da
mevcuttur. 1961 yilinda Haas’in kendi adini verdigi apareyini (29) 1964 yilinda
Isaacson’un (41) Minne ekspansiyon apareyi takip etmis ve slregelen yillarda
Biederman Hyrax apareyini (40) tanitmis bunu da 1980 yilinda Timms Cap Splint
apareyi (15) takip etmigtir.
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Haas apareyinin etki mekanizmasi diger  genigletme
mekanizmalarindan farkli galismaktadir. Doku destekli olan bu aparey, Uzerindeki
akrilik kisimlarla palatinal mukozadan destek alir. Vidanin gevrilmesi ile damak
kubbesine iletilen agir kuvvetin palatinal artere baskisi sonucu damarin

etrafindaki bag dokusu uyarilir.

Damak kubbesindeki osteoklast hicrelerini aktive eden bu durum,
osteoklast hucrelerinin damari korumak amaciyla bu alandaki kemik htcrelerinin
yikimi ile sonuglanir. Damak kubbesinin daha da derinlesmesine neden olan bu

durum ile daha derin dokularda da genigsleme saglanmaktadir (42).

Genigletme sirasinda diglerin devrilip, uzamasini engellemek, Isirma
kuvvetlerini ortadan kaldirarak uygulanan kuvvetlerin disler ve kokler yerine
nazomaksiller komplekse iletiimesini saglamak (43) ve okluzal stabiliteyi korumak
amaciyla diglerin okluzal ylUzeylerini akrilik ile orten hizli Gst gene genisletme

apareyi, Brudvik ve Nelson tarafindan uygulanmigtir (44).

Orhan (45) yapmis oldugu calismada dezavantajlari engellemek
amaci ile, destek alinan doku yuzeyi ve dis sayisini arttiran akrilik cap splint
iceren hizli genisletme aygitini kullanmistir. Bu apareyde oldugu gibi okluzal
Isirma yuzeyleri akrilik kapl genigletme apareylerinde de vertikal yon kontroll

saglanmistir (46-48).

1999 yilinda tamamen kemik dokudan destek alan transpalatal
distraktor aygiti uygulanmis ve kok rezorpsiyonu, fenestrasyon, genigletme
sirasinda ya da sonrasinda goérulen nuks, diglerde meydana gelen uzama,

devrilme gibi dezavantajlar ortadan kaldiriimistir (49).
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2.3. Hizh Gist ¢gene genisletmesinin endikasyonlari

e Tek veya cift tarafli capraz kapanis tedavisinde (29),

e Dudak-damak yarigi olgularinda daralmig olan maksiller kollapsin
genisletiimesi amaciyla (16),

e Nazal direncin azaltilmasi ve normal solunum paterni kazandirilmasi
amaciyla (42,50),

e Dis c¢ekimi endikasyonunun olmadigi c¢aprasik ust dentisyona sahip
vakalarda ark boyunu ve genigligini arttirmak amaciyla (42),

e maksiller yetmezlikle karakterize Sinif Ill hastalarda sutural aktivitenin
arttirlmasi amaciyla ve gulme esnasinda gorulen karanlik koridorlarin
giderilmesi amaciyla (50),

e Sinif Il bdlim 1 malokliizyona sahip hastalarda alt ¢enenin spontan
duzeltimi gereken durumlarda (50),

o Sefalometrik rontgenlerden faydalanilarak Ust c¢enenin konumunu
belirlemeye yardimci olan noktalardan A noktasinin 1-2 mm 6ne
tasindigini belirten ¢galismalarda, hafif anterior gapraz kapanis vakalarinin
tedavisinde hizli Ust ¢cene genigletiimesinin endike oldugu bildirilmigtir
(29,30,51).

Hizlh Ust c¢ene genisletmesi ile midpalatal suturda aciima elde
edebilmek igin suturdaki kemiklesme zamaninin iyi takip edilmesi gerekir.
Literatlrde sutural kemiklesme zamaniyla ilgili farkli gértsler vardir. Persson ve
ark.in (52) calismasinda, 15 yasinda bir kiz ¢cocugunda midpalatal suturda
tamamen kemiklesme gO6zlenirken; 27 yasindaki bir kadinda sutural
kemiklesmenin tamamlanmadigini belirtmislerdir. Ayni c¢alismada midpalatal
suturun %5%’inin 25 yas civarinda kapandigi kabul edilmektedir. Bjork (53),

radyolojik bulgular dogrultusunda 17 yasinda sutural gelisimin bittigini bildirmigtir.
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2.4. Midpalatal suturun yapisi

Melsen (54) yapmis oldugu kadavra calismasinda sutur yapisini
dogumdan geg¢ eriskinlik déonemine kadar incelemis, aldigi vertikal kesitlerde
cocukluk doneminde suturun Y seklinde oldugunu ve palatal ¢ikintilardan vomere

komsu oldugunu belirtmigtir. (Sekil 1A)

Ergenlik doneminde kemiklerin birlesim kismi yukselip T seklini

alirken, interpalatal parganin ise yilansi bir gortnti verdigi bildirilmistir. (Sekil 1B)

Erigskin doneminde sutur alaninda interdijitasyon olay gergeklesir ve
kemikler mekanik olarak kilitlenirler. Bu sirada kemik etrafinda kemik adaciklari
olusur (Sekil 1C) (54,55).

X 5
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Sekil 1: Midpalatal Suturun Morfolojik Gelisimi
(A), Bebeklik Cagindaki Midpalatal Sutur Gorunumunun Cizimi.
(B), Cocukluk Cagindaki Midpalatal Sutur Gérinimuandn Cizimi.
(C), Erigkinlik Cagindaki Midpalatal Sutur Gorunumunuan Cizimi.

2.5. Hizl ust cene genisletmesi ile midpalatal sutur alaninda ve dentofasiyal

yapilarda meydana gelen degisiklikler

Hayvan deneyleri ve insan biyopsileri bugine kadar yapilmig ust cene
genigletme sonrasi sutur yapisinin izlenmesini saglayan c¢aligmalarin temelini
olusturmaktadir (56-59).
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Hizli genigletme kuvveti uygulanarak midpalatal sutur alanini
maymunlarda inceleyen Cleall ve Ark. (56), uygulanan kuvvet sonrasinda sutur
alaninin acildigini ve bu acilan boslugun organize olmamis fibroz bag dokusu ile
doldugunu, daha sonra kemiklesmenin baglayarak sutur alaninin kemiklestigini

bildirmiglerdir.

Sutur alaninda hiperemiyi takiben baglayan osteoblastik aktivite ve
olusan mikrofraktirler sonucu ayrilma baslar. Hizli genisletme apareyleri ile sutur
alanindaki acilma islemi erigkinlerde 3-4 gun slrerken genclerde 1-2 gin
icerisinde gergeklesmektedir. Yapilan galismalar genigletme sirasinda pulpal kan
akiminda artis oldugunu ve bu artisin genisletmenin sonlarina dogru azalma

gOsterdigini Laser Doppler Flowmeter cihazi ile tespit etmislerdir (60-64).

Kemigin periost tabakasi osteoblastik ve kondrojenik donusum
mekanizmasini destekleyen prekursor hicreleri ve bir¢ok farkli hiicre igerir (65-
67). Vidanin aktivasyonunu takiben olugan kisa zaman araliginda, uygulanan
agir kuvvetler osteoklast hucrelerinin kemigi rezorbe etmesi ve periosteal
hicrelerin proliferasyon ve diferansiyonu sonucunda kemik olusumunu arttirmasi
ile sonuglanir. Ortopedik etki amaclanarak uygulanan bu kuvvetler, kemik
ylzeyinin bioelastik dayanim direncini asmasi ile kemiklerde ayriima
gerceklestirir.  Ayrilmanin  tamamlanmasi ile midpalatal sutur alaninda

remodelling ve suturun yeniden yapilanmasi baslar (41,54,68,69).

Hou ve ark. (66), sicanlar Uzerinde farkh gtinlerde yapmis olduklari
ekspansiyon sonugclarini ve sutur alanindaki degisimlerini bilgisayarl tomografi
(BT) ile ve histolojik olarak degerlendirmiglerdir. Calisma sonuglarina gore sutur
alaninin adiz mukozasina bakan tarafinin burun mukozasina bakan alana goére
daha cok acildigini 28. glinden itibaren agiz mukozasina bakan tarafta niks
gorulmeye basladigini belirtmiglerdir. Sutur morfolojisinin histolojik degisimlerine
bakildiginda, operasyon yapilmayan gruplarda kondrosit kutlelerinin palatal
kemik kenarlarini kapladigini ve yogun olarak bulunan bu kondrosit kutlelerinin
birbirinden ince bir fibr6z dokuyla ayrildigini belirtmiglerdir. Bu galismada pasif
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heliks uygulanan sham grubunda kontrol grubu ile ayni etkiler gozlenmigtir. Aktif
heliks uygulanan deney grubunda ise midpalatal sutur alani geniglemis; kollajen
lifler 1. giinden itibaren organize olmuslardir. Periosteal hlcreler sutur alanina
dogru go¢ ederek mekanik kuvvetin uygulanma yonune dogru demetsi sekillerle
toplanmiglardir. Kondrosit miktari azalmig, 7. gunde kemik olusumu palatal
kemigin kenarlarina dogru gorilmeye baglamistir. Cene genislemesi 14. gine
kadar devam etmis; bu slrede sutur alani fibrotik hicrelerle dolmustur. Agiz
tarafinda yeni olusan kemik kondrositlerle ¢evrelenirken, burun tarafinda nasal

epitelin etrafinda kikirdaksiz kemik hucreleri olugsmaya baglamistir (66).

Deney gruplarinda kemik iligi bosluklari palatal kemik Gzerine dogru
uzamiglardir. Aktive olan periost hucreleri olusacak olan yeni kemik ve yeni
kikirdagin ana maddesini olusturmaktadir. Kontrol gruplarindan farkli sekilde
deney grubunda genislemenin 8. glninden itibaren sutur kikirdak miktarinda
anlamli dusus izlenirken, hicre yuzeyindeki osteoklast reseptoérlerinde artis
izlenmistir. 14. gunde ise proteoglikan miktarinin disis miktari en yuksek

seviyededir (66).

Melsen (54) 1972 yilinda yapmis oldugu calismada, 8-13 yas
arasindaki ¢ocuklarin genigletme sirasinda ve sonrasinda midpalatal sutur
alanindan biyopsi orneklerini almig; sutur alanlarinda ¢ok sayida bolgesel kirik
kemik adaciklarinin oldugunu, kirikk adaciklarindaki iyilesmenin maksiller
segmentler arasindaki kemigin birbiri ile kaynasmasi ile sonuglandigini

bildirmistir.

Dissel etkiler incelendiginde, genislemenin Gg¢lincu gununde median
diastema goérilmeye baslar (16) ve genisletme boyunca devam eder. Digler
arasindaki diastema gergin transeptal lifler sayesinde kapanir. Hassas ve mobil
olan diglerin etrafindaki lifler genisletme sirasinda koparsa suturun kendiliginden

kapanmasi gozlenmez. Posterior digler bukkale devrilir ve uzarlar (28,70).
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Hizli genigletme ile diglere ve destek dokulara iletilen agir kuvvetler
dislerin etrafindaki periodontal liflerin organize yapilarini bozdugundan, diglerin
kok yuzeylerinde rezorpsiyon gerceklesebilmektedir (71,72). Hafif kuvvetler
uygulandiginda da goérulebilen rezorpsiyon ve hasarin yapilan calismalarda

retansiyon doneminde tamir edildigi belirtilmistir (71-74).

Toygar ve Memikoglu (34,75) yapmis olduklari g¢aligmalarinda,
banded ve bonded hizli Ust ¢gene genisletme aygitlarinin dentofasiyal sisteme
etkilerini incelemigler, bonded grupta blytkaz dislerinde banded gruptaki biyuk
azi diglerine oranla daha paralel bir hareket saptamislardir. Overbite’in bonded
grupta banded gruba gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde daha kolay kontrol
edilebildigini bildirmislerdir. Arastiricilar bu sonuglara gore, dik yonu artmis ve
overbite’t azalmis maksiller darlik vakalarinda, rijit akrilik bonded hizl Ust cene

genisletme apareylerinin uygun oldugunu belirtmiglerdir.

Hizlh Ust ¢ene geniglemesinin kalici ortopedik etki olusturdugu
dusunulmektedir. Ancak bu etki kemigin metabolizmasi ve olusacak streslerin
yonld gibi benzer bir¢cok faktérden etkilenmektedir. Geniglemis Ust cene,
retansiyon periyodu sonrasinda eski halini alma egilimi gosterir. Bu daralma %90
oraninda olabilir (5). Bu nedenle genigletiimis Ust ¢enenin kisa surede tekrar
daralmasini yani palatal kemiklerin birbirine yaklasmasini engellemek ve sutur
alanindaki degisimleri sabit tutabilmek amaciyla uzun slre retansiyon saglamak
gerekmektedir (76,77).

2.6. Hizh Gst ¢ene genigletme sonrasi midpalatal sutur alaninda meydana

gelen stabilite, nuks ve pekistirme

Hizli Ust cene genigletme sonrasi elde edilen sonuglarin stabil
olabilmesi icin yeterli pekistirme suresi gerekmektedir (56,68). Yeterli sire

konusunda farkli gorusler bulunmaktadir.

—

11

ot




Hizli genisletme sonrasi suturda olugan degisimlerin radyolojik olarak
3 ayda normal sutur goruntusu verdigini, histolojik olarak ise 6 ay sonunda sutur
alaninin organize olarak kalsifikasyonun tamamladigini, dolayisiyla en az 6 aylik
bir pekistirme surecine ihtiya¢ oldugunu bildiren ¢alismalar (13,16,68,78) oldugu
gibi anterior nazal spinadan posterior nazal spinaya kadar tim sutur alanindaki
kalsifikasyonun 8-9 ay surdugu de bildirilmistir (79).

Hizli Ust ¢cene genisletmesi sonrasi geri donus sebepleri olarak
maksiller ve kraniyofasiyal yapilarda biriken ani ve fazla yik miktarinin etkili
oldugu (71), bazi galismalarda ise iskeletsel yapilarin etrafindaki yumusak

dokularin geriliminin noks olusumunda etkili oldugu bildirilmistir (16,80,81).

Hizh  Gst c¢ene genisletmesini takiben olusacak nuksin
engellenmesinde bir diger énemli faktér de pekistirme apareyinin tipidir. Nuks
miktari, pekistirme apareyi kullanmamis hastalarda %45 oraninda goérulurken;
hawley, wraparound gibi hareketli pekistirme aygiti kullanan hastalarda %22-25
oranindadir. Hasta kooperasyonu gerektirmediginden, siklikla tavsiye edilen
yontemlerden olan sabit pekistirme aygitlari uygulanmis hastalarda ise niks

miktari %10-23 arasinda bulunmustur (80).

Haas (29), hizli Ust ¢ene genisletmesi metodunu kendi adiyla
tasarladigr Haas aygiti ile uygulamis ve niks miktarini genislemeden 1 ve 5 yil
sonra aldidi posteroanterior rontgenler ile incelemistir. Réntgen sonuglarina gore

apikal ve nazal kaidelerde genigleyen miktarin stabil kaldigini bildirmigtir.

Herberger’in (82) yapmis oldugu calismada 55 hastaya hizli Ust ¢ene
genisletmesi uygulanmis, 6 yil suren pekistirme dénemi sonunda alinan
posteroanterior rontgenlerde transpalatal mesafenin  %85-94 oraninda

korundugu gorulmustar.
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Hizli Gst ¢cene genisletme uygulamasinin dokulardaki stabilitesinde
pekistirme doneminin suresi, uygulanan pekistirme apareyinin tipi gibi 6zelliklerin

yani sira; hasta yasi, kemik yapisi ve kemik maturasyonu da etkilidir (83,84).

2.7. Kemigin yapisi

2.7.1. Kemik yapinin o6zellikleri

Kemik, ¢ok yogun ve 6zellesmis bir bag dokusudur. Kemik, viicudun
en sert yapilarindandir ve mevcut yapilari korumak, desteklik yapmak,
icerisindeki kemik iligi hucreleri sayesinde kan hucresi yapmak, vucuttaki
kasiyum ve fosfor dengesini diizenleyerek metabolizmaya yardimci olmak gibi
faaliyetleri vardir. Kemik dokusu, hucreler arasi maddenin kalsifiye olmasi ile
olusan kemik matriksi (temel madde), lifler ve kemik hlicrelerinden olusur (85-87)
(Tablo 1).

Kemigin kuru agirhginin %33’Unu organik bilesenler, %60’ in1 inorganik
bilesenler olusturur. Bag dokusu iplikleri denilen, yapinin %90’ini olusturan fibréz
yapidaki tip 1 kollajen lifler, %10’unu olusturan amorf yapidaki silfath ve sulfatsiz
glikozaminoglikanlar (GAG) ve glikoproteinler organik maddelerdir (88,89) (Tablo
1).

Sulfat iceren GAG’lar proteoglikan olarak adlandirilir ve tlrevleri
kondroitin 4, 6 silfat ile keratan sulfattir. Sulfatsiz GAG ise HA'dir. Kemigin
glikoprotein igerigi ise osteonektin, osteokalsin, osteopontin ve gama
karboksiglutamik asitten olusmaktadir (88,89) (Tablo 1).

Kemigin inorganik yapisi %95,5 kalsiyum fosfat, %10 kalsiyum
karbonat ve az miktarda da kalsiyum florid, hidroksit, sulfat bilesikleri,
magnezyum ve alkali tuzlar tarafindan olusturulmaktadir. Kalsiyum ve fosfor

birleserek, sikismaya direngli hidroksiapatit kristallerini olustururlar. Kemigin
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kolay kirilmamasini saglayan yapilar kollajen liflerken, kemik dokuya sertlik
saglayan hidroksiapatit kristalleridir (90-94) (Tablo 1).

Tablo 1: Kemik doku hucreleri ve kemik dokuyu meydana getiren maddeler

KEMIK DOKU
A.HUCRELER B. KEMIK MATRIKSI (TEMEL MADDE)
1. INORGANIK KISIM (% 60) 1. ORGANIK KISIM (% 33) . SU (%7)
1. OSTEOPROGENITOR a- Kalsiyum Tuzlari (% 95,5) a- Fibroz (%90)

1. Kollajen Fibril (Tip 1)
- Kalsiyum Trifosfat (%85)

- Kalsiyum Karbonat (%10) b- Amorf (%10)
2. OSTEOBLAST - Kalsiyum Klorid (%0,3) 1. GAG
- Kalsiyum Klorid (%0,3) a. Siilfatsiz

- Hyaluronik Asit

3. OSTEOSIT b- Magnezium Tuzlar (%1,5) b. Siilfath (Proteoglikanlar)

- Kondroitin 4 Silfat
- Kondroitin 6 Silfat
- Keratan Silfat

4. OSTEOKLAST c- Alkali Tuzlar (%2) 2. Glikoproteinler

- Osteonektin
- Osteokalsin
- Osteopontin
- Gama Karboksiglutamik asit

Kemik matriksinin iginden gecen kanal ve bosluk sistem igerisinde
yogun kemik agirliginin %15’ini olusturan canl hucreler bulunur. Bu hucrelerin
bir kismi makrofajlar gibi goérev yapan osteoklastlar sayesinde eski kemik
matriksini yikarken, fibroblastlara benzeyen osteoblast hicreleri sayesinde yeni
kemik matriksi biriktirir ve bu donglu sayesinde kemik igindeki matriksin surekli

yenilenmesi saglanir (95).

Olgun kemik kortikal (kompakt) ve trabekuler (stingerimsi) kemik
olarak iki tipten olusmaktadir. Vucuttaki kortikal kemik miktari %75 iken

sungerimsi kemik miktari %25'tir.
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Yogun, ¢ok sert, dis kuvvetlere dayanikli ve dizenli yapidaki kortikal
kemik, havers sistemi olarak adlandirilan kanallarin etrafindaki matriks
lamellerinden olusur. Bu lameller lakiina adi verilen bosluklardan olusurken

laklinalarin igi osteosit denilen kemik hucrelerini bulundurmaktadir (96).

Kompakt kemikler vicuttaki yassi kemiklerin i¢ ve dig yuzeylerini, uzun
kemiklerin ise dis ylUzeylerini olustururken, spongioz kemik daha yumusak ve
kompakt kemige gore daha zayiftir. Strese dayanikli olan bu kemik iginde kemik
iligi mevcuttur (86,87).

Yumusak, dizensiz ve daha elastik yapidaki trabekiler kemik birbiriyle
baglantili trabekullerden olusmaktadir. Kortikal kemiklerde beslenme lenf ve kan
damarlari, sinir ve bag dokusu igeren havers sistemi ile gergeklesirken trabekdler

kemik ekstraselller sividan difizyon ile ger¢ceklesmektedir (97).

Genellikle her kemik, trabekuler kemigi ¢cevreleyen kortikal kemikten
olusmaktadir. Kortikal kemigin etrafi periost membrani ile kaplidir. Bu membran

dista fibroz, icte kemik yapici potansiyeldeki iki katmandan olusur.

Korteksin i¢ ylzeyi ise endosteum denen yapiyla kapldir. Kemik
rezorpsiyon mekanizmasi bu ylzeyden baslar. Periost ve endosteum, osteoblast
ve osteoklast hicrelerinden olugsmakta olup bu hiucreler kemik yapimi ve yikimini

saglarken remodeling, buylime ve tamir olaylari uyum iginde gergeklesir (96).

2.7.2. Kemikte meydana gelen gerilme ve sikisma direnci

Kemikte meydana gelen gerilime ve sikisma direncini etkileyen
faktorlerden birisi kortikal ve trabekiler kemigin anatomik dagilimidir. Gerilmeye
direncli alanlarda yuksek oranda trabekuler kemik bulunmaktadir (96). Ayrica
kemik doku igerisindeki kollajen fibrillerin dagihmi ve kemigin minerallerden
olusan kristal yapisi da geriime ve sikisma direnglerinde etkilidir. Kemikte
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meydana gelen gerilme ve sikisma stresi ile kemik %2,5 oraninda esneyebilir. Bu

sirada olugan direng bolgeleri yeni kemik yapimi ve kemik yikimini baslatir (98).

Kemik dokusu elastik 6zelligi sayesinde mm?2 bagina 15 kg basinca ve
10 kg cekme kuvvetine karsi direncglidir. Bu degerler asildiginda kemik
dokusunda kirik veya gatlak olusur (86,87,89,99-101).

ice dogru buyiyebilen ige dogru blylyebilen yumusak dokulardan
farkh olarak kemik yapi, var olan kemik ylzeylerine ilave matriks ve hiicre
yayllmasi ile blyir. Once bu kemik yapilarinin kikirdak yapilar igerisinde 8lgekli
modelleri olusturulur. Her bir model buyur ve yeni kikirdak olustukga eski kikirdak

kemikle yer degigtirir (95).

2.7.3. Kemik yapinin hiicreleri

Kemik yapinin olusmasinda, yikiminda ve bu yapinin devamlihiginin
korunmasinda, osteoprogenitdr hicreler, osteoblast, osteosit ve osteoklast
hicreleri gorev alir (Tablo 1) (Sekil 2).

2.7.3.1. Osteoprogenitdr htcreler

Osteoprogenitér hicreler mezenkim kaynakli olup, kemigin ana
hicreleridir. Bu hicreler endosteumda, periosteumun i¢c katinda ve havers
kanallari gibi bolgelerde bulunurlar. Bu hucreler kemik buyumesinde,
zedelenmesi veya kirik tamirinde aktifleserek, mitotik aktivite ile bolinarler ve
osteoblast hicrelerine dénusurler (87,102,103) (Tablo 1).

2.7.3.2. Osteoblast hicreleri

Osteoblastlar yaklasik 20-30 ym buyukliginde olup, kemik iligindeki

mezenkimal kok hicrelerinden, endosteum, periosteum ve perivaskuler
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perisitlerden dretilir (104). Bu hticreler sitoplazmik uzantilari sayesinde osteoid

agi ile iletisim kurar ve komsu osteoblastlara ulasir (91).

Matriksin yapiminda gorevli ana hicrelerden olan bu hucreler elektron
mikroskobunda incelendiginde iri cekirdekli, koyu bazofilik stoplazmalari olan, iyi

gelismis golgi ve endoplazmik retikuluma sahip hucreler olarak izlenirler (87).

Osteoblast hucrelerinin yuzeylerinde bulunan otokrin ve parakrin
reseptorleri, paratiroid ve tiroid hormonu (105) buyime hormonu (106), instlin
(107), progesteron (108) ve prolaktin (109) reseptorleri sayesinde osteoblastik

aktivite gerceklesmektedir.

Omirleri 1 hafta ile 10 hafta arasinda olan osteoblast hiicreleri
apopitoz ile yikilarak, remodeling aktivasyonunda gorev yapan ve kemigin

endosteal ylzeyini 6rten olgun yapidaki osteosit hicrelerine dénistr (91,110).

2.7.3.3. Osteosit hicreleri

Osteositler osteoblastlardan gelisen olgun kemik hacrelerdir. Bu
hicreler iskelet yapinin %90-95’lik kismindan fazlasini olusturarak yillar boyunca
canh kalabilirler (111) (Tablo 1).

Lakinalar iginde bulunan osteositler, osteoblastlardan daha kugik
yapidadirlar. Osteositlerin kanalikiller iginde uzanan ¢ok sayidaki ince
sitoplazmik uzantisi, komsu hucrelerin uzantilari ile ucuca gelerek kemik doku

icindeki madde transferi saglanir (112).

Osteositlerin mekanik uyaranlara kargi etkili ve kemik kuatlesinin
korunmasindan sorumlu olduklarina yonelik fikirler bulunmaktadir (113-115). Bu
hicrelerin kemik doku icerisindeki gerilime cevap vererek osteoklast hiicrelerini

uyardiklari ve remodellingini arttirdiklar dugunulmektedir (116).
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2.7.3.4. Osteoklast hucreleri

Osteoklastlar kemik rezorbsiyonundan sorumlu, yaklagsik 20-50
cekirdek iceren dev hicrelerdir (91). 100 um cap buyukltgindeki bu hicreler
iskelet sistemini olusturan tim kemik hucrelerinin %1’den daha az bir kismini
meydana getirmektedir. Kemigin ‘Howship lakiinasi’ adi verilen bosluklarinda
bulunan osteoklastlar, kokenini kandan alan monositlerin birlesmesiyle
olustuklari icin mononukleer fagositik sistemin iginde yer alirlar. Bu hlcrelerin

sayisi aktif kemik yapim alanlarinda artmaktadir (117).

Osteoklast hicrelerinin zarlari, rezorpsiyonun gergeklestigi puruzli
yluzey ve matrikse baglanmayi saglayan mikrofilamentten zengin integrinlerin
bulundugu berrak ylzey olmak Uzere iki onemli Ozellik tasimaktadir.
Osteoklastlar rezorpsiyon alanina dogru hareket ederek plrizli ylzey sayesinde
mineralize doku ylUzeyine tutunur ve bu alanin kenarlarini integrinler ile orter (91).
Bu baglanma yuzeylerinde osteoklastlarin varhgini gosteren gukurcuk yuzeyler
olusur (117).

Osteoklastlar kemik matriksini etkileyen asit kollejenaz ve proteolitik
enzimleri salgilarlar. Bdylece Kkalsifiye olmug temel maddeyi serbest hale
getirirken, rezorpsiyon sirasinda ortaya ¢ikan artiklarin fagositozunda aktif rol
oynarlar (94,118).

2.8. Kemik yapimi (Osteogenesis)

Ossifikasyon da denilen kemik yapim mekanizmasi intramembranz
(direk, zarsal kemiklesme) ve endokondral (indirek, kikirdaksal kemiklesme)

kemiklesme olarak iki sekilde gergeklesir.

Direk kemiklesme bag dokusu, indirek kemiklesme ise kikirdak
dokunun katilimi ile gerceklesmektedir. Kemiklesme hangi tlrde olursa olsun ilk
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olusan kemik dokusu osteoblastlar tarafindan yapilan primer yani olgunlagsmamig
kemik dokusudur. Daha sonra bu kemik dokunun yerini olgun lamelli kemik doku
almaktadir (86,87).

2.8.1. intramembrandz kemiklesme

Kafatasindaki frontal ve pariyetal kemiklerin batind, oksipital ve
temporal kemiklerin bazi pargalari, kisa ve uzun kemiklerin kompakt kisimlari, tst

ve alt cene kemiklerinin bir kismi intramembran6z kemiklesme ile kemiklesir.

Osteoblast hicrelerinin salgiladiklari matriksin dogrudan mineralize
olmasi sonucuyla gergeklesen bu kemiklesme turinde, mezenkim hucreleri
membrandz kemiklesme sahasina go¢ eder ve bu alana tutunurlar (Sekil 2).
Mezenkim dokunun vazkularize olmasi ve mezenkimal hucrelerin osteoblast
hlcrelerine donugumu ile bu hiucreler kemik matriksi salinimini baglatmak igin
kollajen ve proteoglikanlarin Gretimine baglar. Kalsiyum ve fosfor iyonlari kapiller
damarlardan c¢ikip osteoid dokuya girerek, osteoblast hucrelerinin salgiladigi

alkalen fosfataz araciligi ile kalsiyum fosfat molekdillerini olustururlar (99).

Amorf maddeye kalsiyum iyonlarinin gcokelerek osteositlere dontstigu
bdlge kemiklesme merkezi olarak adlandirilir. Ayni zaman dilimi igerisinde
gerceklesen bircok kemiklesme merkezinin birlesmesi spongiydz (trabekdler)
yapidaki kemik dokuyu meydana getirir. Arada kalan bag dokusuna mezenkim

hicreleri go¢ ederek kemik iligi hiicrelerine farklilagirlar.

Mezenkim hucreleri surekli mitoz bolunme ile gogalarak osteoblast
olusturmaya devam ederken, kemiklesme merkezleri artar. Bu merkezler

birbirleriyle kaynasarak kemik dokunun buatininu olustururlar (85-87,119-122).
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Sekil 2: Direk kemik olusum mekanizmasinin sematik goésterimi

2.8.2. Endokondral kemiklegsme

Endokondral kemiklesme kisa ve uzun kemiklerin hyalin kikirdaktan
kemik dokuya donusmesidir. Gelisecek olan kemik yapinin hyalin kikirdaktan
olusan taslaginin belirmesinden sonra, bu taslaktaki kondrosit hucreleri genigler,
dejenerasyona ugrar ve kalsifiye olan kikirdak matriksinin kan damarlari ve
osteoprogenitor hucrelerin bu taslak yapiyr destek olarak kullanmasi sonucu

kemik matriksi sentezlemesiyle endokondral kemiklesme olusur.

Kikirdak dokudaki proteoglikanlarin ve kapiller endotelindeki sialik
asidin negatif yiki nedeniyle bu yapilarin birbirini itmesi damarlanma olusumunu
engeller. Mineralize olan matriks dokusu ile ortama salinan kalsiyum iyonlari

sayesinde etkilesim bozularak damarlanmanin olusmasi gergeklesir (123,124).
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Kemiklesme, kikirdak modelin diafiz bolgesindeki perikondrium
tabakasinin i¢ katmanindaki mezenkim hucrelerinin osteoprogenitor hucrelere,
bu hucrelerin de kikirdagimsi septumun Uzerini kemik matriksi ile kaplayan

osteoblast hicrelerine donusumu ile baslar.

Ust Uiste yerlesen osteoblast hiicreleri kemik lamellerini olusturur. Bu
lameller arasina sikisan osteoblast hucreleri de osteositlere donusurler. Bu
sekilde kikirdak modelin diafiz kismindaki kikirdak doku ile periost arasinda
silindirik yapida bir kemik bant olugur. Silindirik yapinin olugsumu kikirdagin
difuzyon ile beslenmesini engellediginden, ince kikirdak matriksleri alanda

kalirken kondrosit hucrelerinin yapisi bozulmaya baglar.

Osteoklast hicrelerinin devreye girmesi ile kemik bandi Gzerinde
periosteum hucrelerinin girerek dokuya yayilacagr “foramen nutritium” denilen
delikler acilir. Bu foramenler icinden gegen damarlar sayesinde kondrositlerden
kikirdak matriksine gecen alkalen fosfataz, kalsiyum ve fosfor iyonlarini
birlestirerek kikirdak matriksine yerlesir ve diafizde bir kemiklesme merkezi

meydana gelir (85,87).

Endokondral kemiklesmenin diafiz alanini  gegip, epifizlere
yaklasmasiyla bu kez epifiz alanlarinda sekonder kemiklesme merkezleri
goOrulmeye baslar. Eski olusmus ve yeni olusan kemik sahalari arasinda epifiz
plagi denilen bir kikirdak disk kalir. Kemiklesme tamamlanana kadar epifiz
plaklarinin kondrosit hticreleri diafiz yontine dogru boélinlp ¢ogalarak kikirdak
dokusu olusturmaya devam ederken, bu kikirdak doku da yerini kemik dokusuna
birakir. Kemik uzamasinin tamamlanmasi ile epifiz plaklarinin kemiklesmesi

gerceklesir ve kemik olusumu tamamlanir (85-87) (Sekil 3).
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Sekil 3: indirek kemik olusum mekanizmasinin sematik gosterimi

2.9. Dentofasiyal suturlarda meydana gelen kemiklesme

Komsu kemikler birbirlerine bag doku seridinden olusan suturlar ile
baglanirlar. Komsu kemiklerin Uzerini 6rten periost tabakasi suturda devam
etmektedir. Bir bag dokusu tabakasi olan periost tabakasinin en Ust katmani
fibr6z bir tabaka olup, fibroblast, kollajen lifler, damar ve sinir paketinden

olugmustur.

Periostun kemige bakan ylzeyi ise esas kemik hucrelerini yapan
kambiyum tabakasidir. Kambiyum tabakasi, osteoblast hicrelerinin ¢ogalarak,
bu hicrelerin salgiladidi kollajen liflerin Gzerine kalsiyum tuzlarinin gokelmesi ile
sharpey liflerine dénustigu ve burada kemigin yapildigi tabakadir. Suturlarda
birbirine komsu kemiklerin ayri ayri birer kambiyum tabakasi ve fibréz dokulardan

olusan kapstler tabakasi vardir.
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Her iki kapsuler tabaka aralarinda kan damarlarinin bulundugu bir ara
tabaka icermektedir. Kambiyum tabakasi sayesinde suturu olusturan her iki
komsu kemik ayri ayri buyumeye devam ederler. Bu kemikler birbiri ile ayni

oranlarda buyuyebildigi gibi, biri digerinden daha az ya da fazla buyuyebilir (8).

2.10. Kemik yapinin onarimi (Kirik kemik iyilegsmesi)

Kemik iyilesmesi enflamasyon, onarim ve yeniden sekillenme olmak

Uzere U¢ asamada gercgeklesir (89).

Kemikte bir hasar olustugunda, bu bdlgeye goc¢ eden fibroblast
hicreleri ve olusan fibrin agi ile birlikte kapiller yapilar organize olmaya
baglayarak kan pihtisini olustururlar. Bir bag dokusu seklindeki bu yapinin
olusumu enflamasyon asamasi olarak adlandirilir. Bu yapi 7-10 gln icerisinde

olusur.

Kallus olusumu olarak da adlandirilan onarim asamasinda, kemigin
periosteal ve endosteal tabakasinda bulunan mezenkim kaynakli osteoprogenitor
hacreler aldiklari kemotaktik sinyaller ile iyilesme alaninda olusmaya baglarlar
(119).

Kirlk veya hasar bolgesinde ortaya c¢ikan kuguk kikirdak
parcaciklarinin endokondral kemiklesmesi ile primer kemik olusur. Bu asamada
kikirdak wowen kemik ile yer degistirir. Yedinci ve 12. gunler arasinda
gerceklesen bu yumusak kallus dokusu, dizensiz kemik pargalarini biraraya
getirmekle gorevliyken, sekonder kallus gelisimine de onculuk eder. 20 ila 60.
gunler arasinda gergeklesen sekonder kallus olusumu ile wowen kemik kompakt
lameller kemige donusir. Kanlanmanin yeterli oldugu bdlgelerde osteoblastlara
donusen hucreler de kemik trabekullerini olusturur. Bu sekilde en dis tabakasi
kemik yapici (osteojenik) hicreler, orta tabakasi kikirdak doku, en derin tabakasi

ise kemik trabekullerinden olugsmus bir yapi meydana gelir (125,126).
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Kemik dokuda iyilesme ilerledikge kallus, olgun kemik hicreleri ile yer
degistirmeye baslarken trabekller yapi, fonksiyonel ihtiyaglari kargilayacak
sekilde organize olmaya baslar. Kemik onarimi sirasinda kemik Uzerine etki eden
kuvvetler de kallusun yeniden sekillenmesine yardim eder. Yeniden sekillenme
adi verilen bu donemde bir taraftan osteoblastlar yeni kemik lamelleri yaparken,
diger taraftan osteoklastik aktivite ile rezorpsiyon da gercgeklesir. Kallusun primer
dokusunun zamanla rezorbe edilip ve yerini sekonder kemige birakmasi ile

kemigin 6zgun yapisi yeniden olusmus olur (127,128).

Yapilan galigmalarda biyime hormonu, tip | kollajen, anabolizan,
kalsiyum, C ve D vitaminlerinin disaridan uygulanmasi ile kemik doku tamirinde
olumlu etkiye sahip olduklari bildirilmistir (129,130).

2.11. Kemik yapim yikim metabolizmasi

Saglikh bir dokuda, kemigin yapim hizi yikim hizindan fazla
oldugundan kemik seklini koruyarak buylr. Yeniden sekillenme asamasinda
kemigin uzun ekseni Uzerinde uygulanan stres kuvvetleri elektromanyetik bir alan
yaratir ve bu sayede kemik korteksi ile kemik iligi hticrelerinin yapimi devamlilik
kazanir. Uygulanan mekanik stres sonucunda kemigin i¢ ylzu pozitif, dis yuzu
ise negatif elektrik ile ytklenir. Negatif ylizeyde osteoklastik aktivite ile kemik
yikimi gerceklesirken, pozitif ylzde osteoblastik aktivite ile kemik yapimi
gerceklesir (127,128).

Kemik olusumunun biyomekanik kontrol mekanizmasi ise fonksiyonel
yukleme sonucunda iskeletsel adaptasyonun verdigi fizyolojik cevap ile saglanir.
Bu durumda katabolik mekanizma ile kemik atrofiye ugrayarak rezorbe olurken,
anabolik mekanizma hipertrofik cevap olusturarak apozisyon gercgeklesir (131-
133).
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2.12. Hyaluronik asit

HA ilk olarak 1934 yilinda Meyer ve John Palmer isimli arastirmacilar
tarafindan 6klz go6zindeki vitréz cisimciginden elde edilmis olup, parlak ve
transparan goruntisunden dolayi adini yunanca camsi (glassy) anlamina gelen

uronik asitten almigtir (134).

1986 yilinda Balazs (135) tarafindan HA’ya alternatif olarak
hyaluronan ismi énerilmistir. Ginimuzde gecerli hyaluronan preparati sodyum
tuzu seklindedir. HA’y1 Meyer tavuk ibiginden, Kendall ve ark. bakterilerden izole
etmislerdir (136).

Ortopedi, dermatoloji, oftalmoloji alanlarinda siklikla kullanilan HA, dis
hekimligi alaninda da antienflamatuar, antibakteriyel ve nemlendirici etkilerinden

dolayi son yillarda sik kullanilan materyaller arasindadir (137-163).

2.12.1. Hyaluronik asitin kimyasal yapisi

HA, hyaluronat veya hyaluronan da denilen yuksek molekul agirlik’li
(YMA) ve duasuk molekdl agirlik’ (DMA) turevleri olan, silfat icermeyen, diz
yapil dalsiz bir GAG’dir. Bu polisakkarit madde (3-1,4-D-glukronik asit ve B-1,3-
N-asetil-D—glukozamin zincir halkasiyla birbirine baglanmis bir makromolekuldur
(138,164-166) (Sekil 4).

Kondroitin 4,6 sulfat, keratan sulfat gibi diger GAG cesitleri golgi
cisimciginde sentezlenirken, HA bunlardan farkli olarak plazma membraninin
stoplazmasinda sentezlenir. Ayrica sulfat icermemesi ve proteinlerle kovalent

baglanabilme yeteneginden dolayl da diger GAG’lardan farklidir (164).

HA’nin yikim metabolizmasinin %20-30 kadari deri ve eklemlerde

gerceklesirken, diger kismi lenfatik yolla yapilmaktadir. Kemik ve kikirdak gibi
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yogun dokulardaki yikimi lenfatik drenaj ile gergeklesemediginden kollajen ve
diger proteoglikanlar ile birlikte yapilmaktadir. HA’nin yarilanma émru yarim gun
ile 2-3 gun arasinda degisirken, kan dolagsimina katilan kisminin %85-90’i
karacigerdeki hepatik hicrelerde, %10 kadari bobreklerde yikilir ve geri kalani da
idrar ile atilhr (167).

Glukronik asit N-asetil-D-glukozamin
&
CH,0H coo o/

o o
) o JLoH

HO

/ NHCOCH, o

(b) N-asetil-D—glukozamin Glukronik asit

Tekrarh, dUz dissakkarit dizilimi

Sekil 4: HA’nin kimyasal yapisi
(a) HA’nin kimyasal yapisi
(b) HA sulfat icermeyen, duz yapida dalsiz bir GAG'dir.

Tum dokularin hucre digi matriksinde (HDM) bulunan HA’nin bilinen
hig bir yan etkisi bulunmamaktadir (166,168,169). HA’nin yaklasik %50’sinin deri,
dudak ve mukozalarda %25’inin iskelet sistemi ve eklemlerde geri kalan kisminin
da kaslar ve i¢ organlarda bulundugu, en yuksek konsantrasyon miktarinin ise
gobek bagi, sinoviyal sivi, deri ve vitroz cisimcigi gibi bag dokularda bulunurken,

en dusuk konsantrasyonun kan serumunda oldugu bildirilmigtir (167,170).
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Istirahat déneminde dokulardaki ve kandaki HA miktarinin gogunun
kollajenlerle ve diger YMA’lI maddelerle capraz bagli bulunmasi, serbest
yogunluktaki miktarinin dasik oldugunu goésterirken, doku yaralanmasi ve
enflamatuar durumlarda dokulardaki yogunlugu énemli miktarda yukselmektedir
(171,173).

Ortalama 70 kg agirhgindaki bir insanin 15 gr civarini olugturan
HA’nin, her gun Ugte birinin yikildigi ve yeniden sentezlendigi bildiriimistir (174).
insanlarin kan serumunda bulunan HA'nin seviyesi 10-100 pl/L arasinda
degismektedir (169). Erigkin dokularda 0,05-3,0 mg/ml oraninda iken, bazi
embroyonik dokularda 12-20 mg/ml yogunluguna kadar cikabilmektedir (175).
HA, akciger, bobrek, beyin ve kaslarda da belli bir miktarda bulunurken,

karacigerde az miktarda bulunmaktadir (167).

2.12.2. Yuksek ve dusuk molekiil agirhikh hyaluronik asit

Farklh MA'ya sahip olan HA’nin 1x10° ile 107 Da (Dalton, MA birimi)
arasinda degisen degerleri oldugu bildiriimektedir (139,165,176,177).

Kemik ve kikirdak doku Uzerinde YMA’lI ve DMA’'ll HA’'nin etkilerinin
kargilastirildigi  ¢alismalar (140-149) ve sistematik derlemeler (150,151)

bulunmaktadir.

YMA’'nin kemik ve kikirdak doku Uzerindeki etkilerinin tek basina
degerlendirildigi ¢alismalar (139,152-160) ve DMA’lI HA'nin tek basina
degerlendirildigi calismalar (161-163) bulunmaktadir.

Osteoartrit (OA) tedavilerinde yillardir kullanilan HA preparatlarinin
farkh  MA’li formlari ve bunlarin etkinlikleri meta-analiz g¢alismalariyla
incelenmigtir. 2003 yilinda Lo ve ark. (150), 2005 yilinda Arrich ve ark. (151)
sistematik derlemeleri degerlendirmiglerdir. Lo ve ark. (150) 7 farkli MA'h HA
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preparati ile yapiimig ¢alismalari incelemis, YMA’lI HA preparatlarinin DMA'l HA
preparatlarina gore daha etkili oldugu, fakat galismalar arasindaki heterojen
dagiiimdan dolayi sonuglari yorumlamanin zor oldugunu bildirmislerdir. Arrich ve

ark. (151) MA ve HA preparatlarinin etkileri bakimindan bir fark saptamamistir.

HA'nin YMA'll yapisi sayesinde, makromolekdller igin bir filtre gorevi
gorerek, hiucre yluzey proteinlerine ve diger matriks proteinlerine baglanabildigi
belirtiimigstir (139).

In-vitro galigmalar, YMA’l HA'nin, tikag olusturarak izole proteoglikan
kimelenmesini arttirdidini, silfath GAG sentezini, kultir ortaminda yeni HA
olusumunu ve fibroblastlari uyardidini, aktif makrofaj ve l6kosit kemotaksisini,
IgG (Immun Globulin G) ve agrege nétrofiller tarafindan yapilan fagositozu ve
enzim salinimini onledigini, serbest radikal temizleyicisi olarak iglev gordugunu
gOstermistir (152,157-159).

HA’nin hastalikli dokulardaki konsantrasyon, MA ve viskozitesinin
distigina belirten lwata ve ark. (147), YMA’lI HA’nin molekdler yapisi yogun bir
sekilde polimerize iken biyolojik iglevinin en yuksek seviyede oldugunu, DMA'l
HA oligomerlerinin dokularda damarlanmayi arttirici etkisi disinda 6nemili

olmadigini bildirmiglerdir.

Asari ve ark.’nin (146) kopekler Gzerinde yaptiklari galismada, DMA’l
HA’'nin (840.000 Da), YMA’lI HA'ya (2,7 MDa) gore sinovyal zara daha yuksek
gecirgenlik gosterdigi, doku igerisinde bulunan HA sentezinin arttirilmasinda tek
faktorain MA olmadigi ve bu konuda insanda yapilmig bir ¢alisma olmadigi

belirtilmigtir.
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2.12.3. Hyaluronik asitin gorevleri

Yapilan calismalar HA'nin vicudun tim alanlarinda bulunarak, farkl
gorevleri oldugunu bildirmiglerdir (176,178-183).

Arastirmalarin ilk yillarinda HDM’nin pasif ve yapisal bir bileseni olarak
dusundlen HA’nin, yapilan galismalar sonucu hucre sinyali, yara iyilesmesi,
morfogenez ve matriks organizasyonunda gorev yapmakta oldugu, fibroblast ve
myofibroblastik proliferasyon saglayarak, TGF-B1’lerin (tasiyici buyime faktori)
dizenlenmesinde rol oynadigi belirlenmistir (164-166,179,180,184,185).

HDM polisakkariti olan HA maddesinin en 6nemli dzelliklerinden biri
olan iginde bulundugu ortamdaki su molekullerini difuzyon veya c¢eperinde
yogunlastirarak azaltabilme yetenegdi (higroskopik yapisi) tum iyilesme, hicre
yenilenmesi, hiicre sinyali, dokulara yapisma sureclerinde etkilidir (153,170). HA

polimerlere oranla 1000 kat daha fazla su tutabilme yetenegine sahiptir (164).

HA aktif hicre buyime bdolgelerine yerleserek bolunebilen hicre
reseptorlerine baglanir ve hiicre blyimesinde rol oynar (171). Ayrica yara
iyilesmesinde kollajen fibril olusumunu arttirarak re-epitelizasyon sirecini
hizlandirdigi bilinmektedir (166,186,187).

Yara iyilesmesi surecinde ¢ok islevsel roller tstlenen HA, doku tamiri
sirasinda etkili olan TGF-B1’in ve fibroblast hicrelerinin dagilimi ve miktarini
dizenlemektedir (185). Fibroblast hicreleri, TGF-B1’'in Smad 3 sinyalleri

sayesinde aktif formlari olan miyofibroblastlara dénismektedir (188).

Fibroblast hcreleri bag doku elemanlarinin en yogun bulunan
bilesenlerinden olup, HDM’de doku hasari sirasinda remodeling ve vyara
buzUsmesi sirasinda ana rol oynamaktadir (189) (190) (191). Dokularda yara

olustugunda hasarl alan fibréz doku ile dolmaktadir. Organ hasari gibi bazi
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yaralanma cesitlerinde fibroz yapilarin dokudaki miktari organ disfonksiyonu,
akciger fibrozu, siroz, kronik kalp ve bdobrek hastaliklar gibi ters etkiler de
olusturabilmektedir (185,189,192).

YMA'l HA ve mukopolisakkaritler, derinin stratum korneum
tabakasina penetre olmaz, fakat deri ylzeyinde olugturduklar yari gegirgen
tabaka sayesinde deri Uzerinde suyun buharlagmasina engel olarak gorev
yaparlar (168,193).

Hucrelerin birbiri ile olan iletisiminde CD44 ve RHAMM (CD168) gibi
hiicre ylzey reseptérleri rol oynamaktadir. HA, hyaladherin gibi HA’ya baglanan
proteinlerin katkisiyla hucre ylzey agreganlarini Ureterek hdcreler arasi sinyali
saglamaktadir (161,165,185,194,196).

HA’nin diger proteoglikanlarla olan karsilikli etkilesimi tim dokularin
HDM’lerine stabilite, esneklik ve ylzey doldurucu 6zellik kazandirir (153,171).
Makromolekiller arasinda saglanan bu iletisim intertisyal alandaki maddelerin

hareketliligini ve dokudaki nem yodunlugunu belirler (171).

Eriskin bireylere oranla fetusta daha yiksek oranda bulunan HA’nin
fetal doku yaralanmalarinda skar birakmadan dokulardaki iyilesmeye katkisi
vardir. Doku yaralanmasinda yetiskin dokularda 7 gun igerisinde normale donen
HA seviyesinin fetal dokularda 3 haftaya kadar yuksek molekil seviyesini

korumasindan yola ¢ikarak saptanmistir (164).

HA fetal dokularda kikirdak icinde ylksek miktarda bulundugundan,
nemlendirici etkisi ile dudak damak yarikli bebeklerin nazoalveolar sekillendirme
igslemi ile  burun onarimlarinin  yapildigi erken ddénemde dokularin

sekillendiriimesine yardimci oldugu bilinmektedir (197,198).
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Granulasyon dokusunu arttirct  ve re-epitelizasyon surecini
hizlandirici etkilerinden dolayi radyodermatit ve dekubit tedavisinde ayrica burun

mukoza Ulserlerinde siklikla kullaniimaktadir (199).

HA iceren drinler, kozmetik ve dermatolojik alanlarda siklikla
kullaniimaktadir. Bag dokusu ara maddesinin temel tasi olan HA'nin su tutucu
Ozelliginden dolay! derinin turgor basincini saglamada onemli gorevleri vardir.

Fetal deride fazla bulunan bu madde yasla beraber azalir (168,200).

Dolgu maddesi olarak en 6nemli kozmetik ajanlardan olan HA, daha
Onceleri hastalarin kendi yag dokularinin enjeksiyonu ile yapilan daha sonra
parafin enjeksiyonu ve saflastiriimis silikon uygulanmasi gibi kozmetik islemlerin

onlne gegmistir (201).

Yiz bolgesinde uygulanan botulinium toksini (Botox®) ile baslayan
sureg, yerini kollajen ve HA enjeksiyonuna birakmis olup, yasla birlikte
gerceklesen dejeneratif degisimlerin gizlenmesi amaciyla kullaniimaktadir. HA,
enjeksiyonu takiben dermis tabakasinda hizlica pargalanarak, lenfatikler ile
dokudan uzaklastiriir ve karacigerde parcalanir. Deney hayvanlari Uzerinde
yapilan c¢alismada enjeksiyondan 12 ay sonra dokuda %75 oraninda HA
bulundugu belirtilmigtir (202).

Yumusak dokuyu arttirmak amaciyla horoz ibiginden Uretilen;
Hylaform gel®, Hylan Rofilan Gel®, Achyal® (Tedec Meiji, Spain) veya bakteriyel
(streptokok) kaynakli; Restylane®, Restylane-fine®, Perlane® (Valeant, Kanada),
hiicre kultirinde Uretilen DermaLive®, Derma Deep® (Derma-e, ABD), gibi

turevleri mevcuttur (168).

Okuler ve eklem cerrahisi islemlerinde, ortopedik uygulamalarda,
yanik tedavisi ve deri alti dolgu maddesi olarak kullanilan estetik dermatolojik
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uygulamalarda, timpanik zar perforasyonlarinin kapatiimasinda ve OA
tedavisinde yillardir kullaniimaktadir (171,203).

Gen tanimlanmasinda dizenleyici damarlanmay arttirici ajan olarak
gorev yapan HA, bag dokularinin HDM’lerinde destek vazifesi gorerek, pasif

olarak gorev yapmaktadir (167).

Siroz, romatoid artrit, skleroderma gibi enflamatuar sistemik
hastaliklarda ve cgesitli kanser turleri gibi patolojik durumlarda serum HA
seviyesinde artis gortlmektedir (176,178-183).

2.12.4. Hyaluronik asidin yara iyilegsme metabolizmasindaki rolii

HA, mineralize ve mineralize olmayan tum dokulardaki yara iyilesme
sureclerinde anahtar bir role sahiptir (204). Doku yaralanmalarinda sirasiyla
enflamasyon, granilasyon, re-epitelizasyon ve remodeling olaylari gergeklesir.

HA tim bu hicresel ve HDM faaliyetlerinde ¢ok islevsel roller Ustlenmigtir (205).

Yapilmig olan arastirmalar, dokulardaki HA sentezinin hormonlar,
enflamasyon, buyume faktorleri gibi bircok degiskenden etkilendigini
gostermektedir (154,155,176). Yaralanmayi takiben, dokulardaki HA miktarinin
artis gosterdigi ve sonraki birka¢ gun igerisinde yara bdlgesindeki lokal HA

konsantrasyonunun azaldigi bildirilmistir (205).

Enflamasyon asamasinda, yara bélgesine hiicre goc¢uni baslatan
blyume faktorleri, osteoblast hicreleri, sitokinler, keratinositler gibi etkenler,
enflamasyon hiucrelerinin, fibroblast ve endotelyal hicrelerin bu alana

tasinmasini saglar (203,204).

Enflamasyonun baslamasi ile HA miktari bu alanda ciddi bir artig

gOsterir. Bu artis dokuda olusan enflamasyonun tamir sirecinin baslatiimasi,
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HDM hdacrelerinin bu alana go¢ etmesi, HA'nin fibrin pihti iligkisini olusturarak
gecici bir yapisal iskelet kurulmasi amaciyla gergeklesmektedir. Dolayisiyla
enflamasyonun iyilesme sirecindeki olusumunun ilk safhasi HA tarafindan
dizenlenmektedir (172,173,204).

Enflamasyonun ikinci asamasinda grantlasyon dokusunun ve
matriksinin olusumu yer almaktadir. Bu asamada matriks yikim enzimleri ve
reaktif oksijen matabolitlerinin neden oldugu yikim nedeniyle enflamasyon
oldukca yuksektir (203). Granulasyon dokusunun matriksi de HA yodninden
zengindir. HA bu asamada, granilasyon dokusunun hiicresel organizasyonunu

sagladigi gibi, hucrelerin bu alana gé¢unu de kolaylastirir (173).

Hucrelerin alana goc¢ etmesi ile baslayan grantlasyon dokusunun
olusumu sirasinda HA hacrelerle karsilikli iletisime gecerek ve fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri sayesinde nemli bir matriks yapi olusturur. Burada belirli hticre
reseptorleri ile baglanti kurarak hucrelerin hareket mekanizmalarini dizenledigi
gibi, plazma membraninda sentezlenerek, salindigi HDM ortaminda olusturdugu

dinamik kuvvet sayesinde hcrelerin goc¢lini de kolaylastirir (203,204).

Granulasyon dokusunun olusumunu takiben gergeklesen hicre
proliferasyonu asamasinda artan HA seviyesi fibroblastlarin matriksten
ayrilarak hdcre bolunmesini baslatmasina olanak saglamaktadir. Yapilan
calismalar artan miktardaki HA’nin hucrelerin ayriimasini kolaylastirdigini
gosterirken, hicre bélinmesinde dogrudan bir etkisi oldugunu gdstermemistir.
Hucre proliferasyon asamasinda dolayl olarak etki eden bu makromolekiil,
hdcrelerin ayrilmalarindaki etkisi nedeniyle 6nemli bir rol Gstlenmektedir
(185,203,204).

Yara iyilesmesinde doku tamirinin gergeklesebilmesi igin ilk basta
gerceklesen iltihabi cevabin, ilerleyen asamalarda hafifletimesi gerekmektedir.

HA doku matriksinde bulunan serbest radikallerin hiicrelere zarar vermesini
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engelleyerek ve granulasyon doku matriksinde gereken stabil yapinin

kurulmasini saglayarak iltihabin hafifletimesinde etkilidir (203,204).

YV V VYV V

YV VvV

HA’nin fonksiyonel 6zellikleri 6zetle asagidaki gibidir:

Yara iyilesmesi alaninda hucre bolinmesini ve hucre gogunu sadlar.
Enflamatuar alanda gergeklesecek olan fagositoz aktivitesini, lenfosit,
makrofaj ve notrofillerin enflamasyon bdlgesine girisini dolayli olarak
engelleyerek onler.

Doku tamiri slrecinde ve enflamatuar aktivasyonun baslamasinda
granidlasyon dokusunun olugsumu, organizasyonu ve re-epitelizasyonu
asamalarinda yer almaktadir.

Su tutabilme 6zelliginden dolayi yara alaninin su kaybetmesini engeller.
Yikimi sirasinda enflamatuar bir reaksiyon olusumuna neden olmaz.
Bakteriostatiktir.

Birlikte uygulandiklari biyomateryallerin yapisal bilegenleri icin tasiyici
olarak fonksiyon gortir.

Sitotoksik hicrelerin ve virtslerin ataklarina kargi bariyer goérevi yapar.

Dokularda damarlanmay arttirici faaliyetler gosterir.

2.12.5. Hyaluronik asitin insan ve hayvan ¢aligsmalarindaki yeri

insan ve hayvan (izerinde uygulanan HA'nin birgok galismada kemik

yapimina etkisi incelenmistir.

Engstrom ve ark. (153) periodontal kemik ici hasar bulunan dislere

cerrahi ve cerrahi olmayan midahalelerden sonra YMA’lI HA tirevi olan, Rooster

bilesimi adi verilen formda siringa ile bdlgesel olarak HA uygulanmig, HA

uygulanmamis gruba gore bu grupta daha fazla kemik olusumu goézlemlediklerini

belirtmislerdir. 12 aylik takip sonrasi klinik bulgularinda HA uygulanan grubun,

HA uygulanmayan gruba goére periodontal cep derinliklerinde anlaml dusus
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izlediklerini, radyografik bulgularda ise gruplar arasi kemik seviyesindeki farkin

1mm’den az oldugunu bildirmislerdir.

Ballini ve ark. (161) periodontal kemik ici hasar bulunan hastalarda
esterlestiriimis formdaki DMA’l HA (EHA) materyalinin (Hyaloss™ matrix, Fab,
Fidia Advanced Biopolymers, Pd, Italy) etkisini incelemis, 24 aylik takipler sonucu
otolog kemik greftlerine kiyasla EHA grubunda daha fazla kemik olusumu

gerceklestigini gozlemigtir.

Sasaki ve Watanabe (155) calismalarinda, siganlarin femur alaninda
olusturduklari kemik bosluguna bolgesel olarak YMA’' HA (NRD® 101, Japan
Roussel Co. Ltd., Tokyo) (1900 kDa MA) enjeksiyonu uygulamis ve kemiklesmeyi
14 gin incelemislerdir. incelemeyi 1sik mikroskobu ve scanning-elektron
mikroskobu ile yapmiglardir. Buna gore, HA grubunda 4. gtinden itibaren kavite
tabaninda ve duvarlarda yeni kemik olusumu gérulmeye basladigini, 1. haftanin
sonunda kavitenin tamamen trabekuler kemik ile doldugunu ve ilk donemde
olugan granulasyon dokusunun yerini hizla yeni kemik iligi dokusuna biraktigini
bildirmiglerdir. Kontrol grubunda ise yeni olusan kemik dokunun 7. gundn
sonunda gorulmeye basladigini, 14. gin sonunda tamamen trabekuler kemik ile

doldugunu belirtmiglerdir.

Bingdl (140) yapmig oldugu tez galismasinda, diz ekleminde OA’si
olan hastalarda DMA’l HA (Hyalgan® 500-730 kDa MA, 20 mg/2ml) ve YMA'lI HA
(Orthovisc® > 1MDa MA, 15 mg/2ml) ve Metil Prednisolon asetat preparatinin etki
ve yan etkilerini klinik olarak karsilastirmis, her 3 grupta da iyilesme belirtileri

g6zlemlemis, gruplar arasi herhangi anlamli bir fark saptamadigini belirtmistir.

Stancikova ve ark. (141) overektomi yapilmis sigcanlara oral olarak
farkli dozlarda ve farkli MA’larda (1,62 MDa 1mg/kg/gun ve 0,5mg/kg/gun, 0,75
MDa 1 mg/kg/gun) 8 giin boyunca verilen HA’nin etkilerini incelemis, YMA'l HA
gruplarinda (1,62 MDa MA) overektomi sonrasi gorulen kemik yikimini 6nledigi,

kemik mineral miktarini arttirarak, kemik yogunlugunu korudugunu bildirmigtir.
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Zanchetta ve ark. (162) siganlarin parietal kemikleri Uzerinde
olusturduklari kemik bogluklarina bakteri eksopolisakkaritlerinden tretilen YMA’ll
HA (HE 800) uygulamis, kontrol grubunu kemik bosluklarini bos birakmig, 21 giin

sonunda her iki gruptada bosluklarin tamamen kemik ile doldugunu bildirmigtir.

Zanchetta ve ark.in (163) diger calismasinda, siganlarin parietal
kemiklerinde olusturduklari kemik boslugunu bakteri eksopolisakkaritinden
Uretilen ve HA turevi olan HE 800 (800 kDa) ile kontrol grubu olarak ayni siganin
diger parietal kemik boslugunu kollajen ile doldurmuslardir. 15 giin sonunda
radyografik ve histolojik olarak degerlendirdikleri kesitlerde, deney gruplarinin
kemik yogunlugunun %95,9+6,2 iken, kontrol gruplarinda %17,8+18,1 oraninda

oldugunu bildirmiglerdir.

Aslan ve ark. (156) tavsan tibiasinda olusturduklari kemik bosluguna
bolgesel olarak YMA’ HA'yi (4 MDa MA, 4 ml'lik jel formda) (Healon® Pharmacia
& Upjohn, Sweden) kemik grefti ile karigtirarak uygulamiglardir. 5 pm olarak
aldiklar kesitleri HE ile boyamis ve 11k mikroskobu altinda histopatolojik olarak
incelemislerdir. Sonuglari YMA’lI HA'y1 tek basina uyguladiklari kontrol grubu ile
kargilastirdiginda, kemik grefti ile karigtiriimis YMA’'l HA grubunda kemik olusum

miktarinin anlaml derecede ylksek oldugunu bildirmigtir.

Sato ve ark. (206) sicanlarin azi disleri arasina yerlestirilen elastikler
yardimi ile diglerde ayrilma olugturmus ve periodontal ligamentlerdeki gerilme ve
sikisma bdolgelerinde dokularda bulunan link protein, bir proteoglikan ¢esidi olan
versikan ve HA’'nin dagihmindaki degisimleri incelemis, fakat ortodontik kuvvet

sonrasi HA'nin dagiliminda herhangi bir degisime rastlanmadigini bildirmigtir.

Pirnazaar ve ark. (138) yaptiklari ¢alismada, HA'nin bakteriyostatik
etkisini arastirmak igin dusuk (141 kDa), orta (757 kDa), ve yiksek (1300 kDa)
MA’ll HA tarevleri kullanmis; YMA’'lI HA’nin uygulandigi 6 bakteri grubunda
bakteriostatik etkisini digerlerinden ¢ok daha fazla bulmustur. Orta MA’'l HA, 2

bakteri grubu icerisinde etkili bulunurken, 4 grupta kismen etkili bulunmustur. Bu
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sonuglardan yola g¢ikarak cerrahi iglemler sirasinda uygulanacak olan YMA'll

HA’nin bakteri yayilimini engelleyebilecegini dugunduklerini bildirmiglerdir.

Periodontal lezyonlu alanlarda HA’nin etkinliginin incelendidi bir
calismada, HA c¢ok fonksiyonlu rolleriyle periodontal dokulardaki yara

iyilesmesinde etkili bulunmustur (137).

Huang ve ark. (207) yaptiklari calismada, MA ve uygulanan doza bagl
olarak HA'nin kemik greftlerinin direk kemik yapici ve dolayl olarak kemik
yapimini tetikleyici 6zelliklerinin gelistirebilecegini belirtmistir. Hicre kultiriinde
yapilan bu ¢alismada farkli MA’larda HA (2300 kDa, 900 kDa ve 60 kDa) turevleri
0,5, 1,0 ve 2,0 mg/ml'lik dozlarda, yeni dogan siganlarin kalvaryal kemiklerinin
mezenkim hucrelerine eklenmistir. 7-20 gin sonra alizarin ile boyanan, hlcre
kaltart sonucglarinda DMA’lI HA’nin hicre buydmesini hizlandirdigini fakat kemik
mineralizasyonu Uzerine etkisinin bulunmadidini bildirmiglerdir. YMA'lH HA
turevlerinde (6zellikle 1,0mg/mllik dozda) hicre buyumesi, mineralizasyonu,

artmis osteokalsin mRNA saliniminin gergeklestigini bildirmislerdir.

In-vitro ortamda yapilan diger histopatolojik calismalarda hiicre
kalturande olugturulan doku ornekleri, histolojik ve radyografik olarak incelenmis
ve mezenkimal progenitor hicrelerin, HA’nin olusturdugu iskelet yapiya

yapisarak hucre proliferasyonuna ugradigi belirtiimistir (208,209).

Laurent (176), YMA’lI HA'nin greft materyaline karsi gelisen immun
cevabi baskilayarak greft materyallerinin olusturdugu sitotoksik etkiyi dnledigini
ve deriye uygulanan allogreftlerin canhligini uzun sure korudugunu, HA’nin birgok
hicreyi ¢evreleyerek sitotoksik hicrelerin ve virUslerin olusturdugu ataklara karsi

bariyer gorevi ustlendigini bildirmigtir.

Liguori ve ark.in (210) HA'nin yara iyilesmesi Uzerine yaptigi

calismada, HA’nin fibrin olusumunu stimile ederek nétrofil ve makrofaj
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hiicrelerinin fagositik faaliyetlerini aktive ettigi, kemotaktik faktor salinimini ve

granulasyon asamasinda kollajen liflerin artmasini sagladigini bildirmigtir.

intraartikiler eklem tedavilerinde kullanilan HA preparatlari farkli MA,
vizkdzite ve elastisite 6zelliklerine sahiptir. Yaglanmakla ve OA ile HA'nin
vizkozitesi, elastisitesi ve MA’si azalmaktadir. HA'nin DMA’lI ve YMA’l
cesitlerinin ve elaskovizkdz etkilerinin incelendigi bir galismada, OA’ll hastalarin
eklem bolgelerine lokal olarak HA uygulanmis, YMA'll ttrevin (Hylan® G-F 20)
DMA’'lI HA'ya goére elaskovizkozitesinin daha fazla oldugu, eklem agrisini
hafifletmesi yoninden de daha etkili oldugu bildirilmistir (211). Benzer sekilde
yapilmis hayvan calismalarinda artritli eklemlere uygulanan HA soltsyonu ile
elaskovizkdzitenin agr kesici etkisi agisindan énemli oldugu (135,212,213),
YMA’lI HA'nin prostaglandin E2 ve adri reseptorlerinden bradikinini baskilamasi
acisindan, DMA’'ll HA’dan daha etkili oldugu (142), HA’nin konsantrasyonunun

MA’dan daha 6nemli oldugu (143) yonunde farkli gorusler bulunmaktadir.

2.13. Deney hayvani olarak siganlarin kullaniimasi

Modern tibbin gelisiminde hayvan deneyleri onemli yer tutmaktadir.
Hayvanlarin insan modeli olarak kullanimi, tip bilimiyle paralel olarak geligmistir
(214).

Segcilecek olan deney hayvaninin yapilacak ¢alismaya uygun olmasi
gerekmektedir. Suturlara uygulanan genisletme icin yapilan hayvan
calismalarinda maymun (56,215), kedi (216), tavsan (156,217,218), domuz
(219), fare (220), ve sican (18,19,66,221-237) kullaniimigtir.

Sigan, képek, maymun ve domuzlarin temel mekanizmalari insanlarla
benzerlik gosterse de farkhliklar bulunmaktadir. Domuzlarin bakimi ve
kooperasyonlari zor oldugundan calismalarda daha az tercih edilmektedir.
Kopeklerin son yillarda c¢alismalara dahil edilmesi kisitlandiriimis olup,

maymunlar da maliyet ve bakimlarinin zorlugundan dolayi az tercih edilmektedir.
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Sicanlar kolay uretilebilirlikleri, kolay barindirilmalari ve beslenmelerinin kolayligt,
masraflarinin az olmasi, histolojik hazirlik sureclerinin diger hayvanlara oranla

daha kolay olmasindan dolayi siklikla tercih edilmektedir (238).

2.13.1. Siganlarin dentofasiyal yapilari ve anatomisi

Yapilan ¢alismalarda siklikla tercih edilmis olan siganlar 2,5 ile 3,5 yil
arasinda omdurleri olan ve ortalama erigkin agirliklari 300-350 gr olan hayvanlardir
(239).

Andreollo ve ark. (240) sicanlarin bir yagsam guninin 30 insan giniine
denk geldigini, diger arastirmacilar da benzer sekilde, 180-200 gr agirligindaki
erkek bir sicanin, 14-16 yas arasindaki buyume gelisimini tamamlamamig erkek
bir insan bireye denk geldigini belirtmiglerdir (18,19,221,222). Bluyume gelisim
dénemlerinden faydalanmayl amaclayan calismalarda bu dénemdeki siganlar

tercih edilmektedir.

insanlardan farkli olarak keser disleri dmiir boyu yenilenerek uzama
hareketi gdsterirler (241). Siganlarin Ust ve alt ¢enelerinde ikiser tane olmak
uzere toplam 4 keser digi ve sag ve sol genelerinde Uger tane olmak Uzere toplam
12 tane azi dis bulunmaktadir (242,243) (Resim 1).
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(b) (c)

Resim 1: Siganlarin maksillofasiyal yapisinin yandan (a), alttan (b) ve uUstten (c)
gorunumd

2.13.2. Sicanlarda kemik ve kemik iyilesme metabolizmasi

Siganlarin alveoler kemikleri insanlardan daha yogun ve daha az
kemik iligi boslugu icermektedir. Bir ortodontik kuvvet uygulanmasini takiben
ortaya gikan tepki insanlarda 30-40 saat civari iken siganlarda 6 saat icerisinde
gerceklesmekte olup gerceklesen temel mekanizmalar insanlarla benzerlik
gostermektedir (244). Ayrica kemik yapisi farkliliklarindan dolaylr sementoblast
hicreleri osteoblast hicrelerine oranla daha hizli reaksiyon gdstererek daha hizli

remodelling gerceklestirebilmektedir (245).
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Misawa ve ark. (246) siganlarin yaginin alveol kemiginin yapim-yikim
hizina olan etkisini karsilastirmig, bu hizin fizyolojik sartlar altinda 6 haftalik
siganlar ile 30-40 haftalik siganlar arasinda hizla dustigunid ve sigcanlarin yasi

arttikca hizin daha da azaldigini belirtmiglerdir.

Burstone ve Shafer (247) geng sicanlarin midpalatal sutur alanlarinin
yaklasik 20-60 ym kalinhdinda oldugunu bildirmistir. Li ve ark. (248), 5 haftalik
donemde siganlarda kirik iyilesmesinin tamamlandigini ve en hizlhh kemik

yapiminin 3 haftada oldugunu belirtmigtir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

Bu calisma Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu
tarafindan onaylanmistir. (Tarih: 30.11.2012 Karar No: 296)

Calismamizin deney kismi Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Deneysel Arastirmalar Merkezi'nde (YUDETAM), histolojik inceleme ve
degerlendirme kismi Medipol Universitesi Histoloji Anabilim Dali Laboratuari'nda
olmak Uzere 2 agsamada gergeklestiriimistir. Calismamizda YUDETAM dan temin
edilen ortalama agirliklari 215,42+36,37 gr olan 24 adet 10-12 haftalik erkek
Spraque Dawley sicani kullaniimigtir (Tablo 2).

Tablo 2: Kullanilan Deney Hayvanuyla ilgili Bilgiler

Tard Soyu Cinsiyeti Yasi Sayisi

Sigan | Spraque Dawley Erkek 10-12 hafta 24

Cahgsmamizda kullanilan denekler veteriner hekim tarafindan
kontrolden gecirilerek genel saglik durumlarinin normal olduklarina dair onay
alinmistir. Deney hayvanlari her kafeste ikiser sican bulunacak sekilde énceden

numaralandirilimis kafeslere yerlestiriimistir (Resim 2,3).

—

42

ot




Resim 2: Numaralandiriimis kafesler

Siganlarin isaretlenmesi icin her kafesteki hayvanin bir tanesinin
kuyrugu boyanmistir (Resim 3). Denekler polikarbonat kafeslerde 12 saat
aydinlik, 12 saat karanhk déngu icerisinde 23+2°C’de, istenildigi kadar su ve yem

ile beslenmistir.

3 gruptan olusan 24 sigan, 8’erli gruplara ayrilmistir (Tablo 3). Her
gruba 5 gun boyunca hizli st ¢gene genigletmesi uygulanmistir.
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Resim 3: Her kafese ikiger tane yerlestirilen siganlarin numaralandiriimasi

Tablo 3: Kontrol ve deney gruplarinin sigan sayilari

YMA’l HA Grubu DMA’I HA Grubu Kontrol Grubu
Healon GV® OVD AMO®Vitrax® OVD Serum Fizyolojik
8 Sigcan 8 Sigan 8 Sigan
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3.1.1. Caligmada kullanilan malzemeler

YV V. V V V V V V V V

YV V V V V V VYV V V VY

Ketasol® (Richter Pharma AG, Wels, Avusturya)

Rompun® (Bayer Health Care LLC., Kansas, ABD)

Steril 0,85 ml’lik insulin enjektort (2 cc) (Hayat A.S., Turkiye)
0,014-inclik paslanmaz celik tel (American Orthodontics, A.B.D.)

0,02 mm hassasiyetindeki standart kumpas (Max-Extra®)

Ayna, sond, presel

Bonding-Transbond (3M® Unitek®, Transbond XT Light Cure Adhesive)
Komet elmas frez (Ref: 8392314016, Lemgo, Almanya)

Kuvvet Olcer (Sundoo® SN 100)

Ortodontik el aletleri (Weingard, ligatir kesici, portegt, end cutter, 139,
distal kivirici)

AMO Vitrax 11® (Lifecore Biomedical LLC, Chaska, MN, USA)

Healon GV® (Pharmacia & Upjohn AB, Isveg)

isotonik Serum Fizyolojik Cozeltisi (Eczacibasi- Baxter A.S., Tiirkiye)
Doku 6rnegi kaplari (Firat Plastik, Turkiye)

Dekalsifiye edici sollisyon (Biodec R-Bio-Optica®)

Etiv (Mlve® EN 055)

Mikrotom bigaklari (Feather-R35)

Mikrotom cihazi (Thermo-Microm HM 340E)

Parafin cihazi (Bio-Optica® DP-8)

Isik mikroskobu (Eclipse Ni-E; Nikon®, Tokyo, Japan)

Takip edilen siganlarin deney protokoliinden ¢ikarilma kriterleri:

vV V. V V V VY

Vucut agirliginin %15’inden fazla kilo kaybi
Davranis bozuklugu

Duzgun gida ve su alamama

Uyaranlara belirgin derecede azalmig yanit verme
Veteriner hekimin uygun gérmesi (insani nedenler)

Aparey uygulanan diglerin kirilmasi
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3.2. YOntem

Sicanlarin agirlik dlgumleri yapilarak %210’luk 60 mg/kg/ki (kas ici, im,
intramuscular) dozunda Ketasol® (Richter Pharma AG, Wels, Avusturya) (1ml'de
100 mg ketamin klorir icerir) ve %2’lik 5 mg/kg/ki dozunda Rompun® (Bayer
Health Care LLC., Kansas, ABD) (1ml'de 23,32 mg ksilazin igerir) ile anestezi

altina alinmstir.

Denekler anestezi altina alindiktan sonra hazirlanan duzenege
yerlestirilerek Ust keser diglerinde komet elmas frez yardimi ile birer delik agilmis,
uygulanacak 0,014-inglik paslanmaz celik telden hazirlanmis 0,5 N kuvvet

uygulayan, heliksli genisletme apareyi kesici dislere yerlestiriimistir (Resim 4, 5,

6).

Resim 4: Deneklerin dizenege yerlestiriimesi ve dislerinin frez ile delinmesi
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Resim 5: Genigletme apareyinin diglere yerlestiriimesi

Resim 6: Apareyin diglere sabitlenmesi

5 gun boyunca yapilan genigsletme suresince aparey aktive
edilmemigtir. Genisletmeden 6nce ve sonra 6n diglerinin arasindaki mesafe

OlculmUstir (Resim 7).
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Resim 7: Dislerin genigleme miktarinin dlgliimesi

Genigletme sonrasinda aparey ¢ikartilip digler arasindaki mesafenin
kdseli tel ile retansiyonu saglanmistir (Resim 8). Besinci giinde deney gruplarina
YMA’l ve DMA’'ll HA, kontrol grubuna ise SF (serum fizyolojik) enjeksiyonu
yapilmistir. Uygulama 0,85 ml'lik enjektorler yardimi ile midpalatal sutur igerisine
0,05 ml’lik (50 pl) cozeltiler enjekte edilerek yapiimistir (Resim 9,10).

Resim 8: Genisletme sonrasi dislerin kdseli tel ile sabitlenmesi
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Resim 9: Her 3 gruba uygulanan solUsyonlarin 0,85 ml'lik enjektorleri

Resim 10: Genisletme sonrasi midpalatal sutur alanina enjeksiyon
uygulanmasi

Deney grubuna uygulanan YMA’ll Healon GV® OVD (Goz ile ilgili,
akiskan, cerrahi cihazi), horoz ibiginden Uretilmis bir HA tdrevi olup 5,0 MDa
(Milyon Dalton) %1,4 NaHA (Sodyum hyaluronat) iceren 3,000,000 mpas
(milipaskal-saniye) akigkanlikta, yapigkan yapida, enflamatuar 6zelligi olmayan,
yuksek saflikta, atese neden olmayan bir solisyondur (Tablo 4) (Resim 11).

Her Healon GV® 1 ml'de; 14 mg sodyum hyaluronat 7000, 8,5 mg
sodyum klortr, 0,28 mg disodyum hidrojen fosfat dihidrat, 0,04 mg sodyum
dihidrojen fosfat dihidrat ve eser miktarda enjeksiyonluk su icerir.
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Diger gruba uygulanan DMA’l Vitrax® Il OVD, bakteri fermentasyonu
ile Uretilmig, 645,000 Da MA’'ll %3,0 NaHA iceren, 40,000 mpas akiskanlhga

sahip, dagilan yapida, atese neden olmayan bir solisyondur (Tablo 3) (Resim

12).

Her Vitrax® Il 1 ml'de; 30 mg sodyum hyaluronat, 5 mg sodyum klorr,
0,56 mg potasyum klortr, 0,36 mg kalsiyum klortr, 0,22 mg magnezyum Kklorur,
2,92 mg sodyum asetat, 1,28 mg sodyum sitrat, 0,42 mg ¢ift bazli sodyum fosfat,

0.06 mg tek bazl sodyum fosfat eser miktarda enjeksiyonluk su icerir.

Deney gruplarinda kullanilan ¢dzeltilerin ana maddesi olan sodyum
hyaluronat, hayvan ve insanlarda bag dokusunun hicre disi matriksinde genis

capta dagilan fizyolojik bir madde olup, kimyasal olarak hayvan ve insan

dokularinda ayni yapiya sahiptir.

Kontrol grubuna izotonik sodyum kl6rur ¢ozeltisi de denilen SF

¢Ozeltisi uygulanmigtir (Resim 13). Her SF 1 ml'de; %0,9’luk sodyum klorur igerir.

Tablo 4: Deney gruplarina uygulanan YMA’ll ve DMA’ll HA solusyonlari ve

ozellikleri
Part Model Molekiller
Ortin No No Hacim®  Viekosite Agirik | lgerik Sinflandrma
- a3 v 5 !
Vitrax®ll VT265WA | NA 0.65 mL | 40,000 cps 645,000 3.0% NaHA | Dispersive
daltons

Yiksek koruma,
Dustik agirhkli Dispersiv

.
Healon GV* 10294701 (31955 |0.55 mL (3,000,000 mPas |5.0 million [1.4% NaHA  [Cohesive
Horoz ibigi

Yayilgan 10294801 | 31985 [0.85 mL daltons
Latex free

Kohesiv




a Healon GV* e

e i e g e |4 mg per mL @
?E:E'_.. =3 Sodium Hyaluronate

Resim 11: YMA'lI HA, Healon GV®

AMO Vitrax Il

Latex Free

Resim 12: DMA’'l HA, AMO® Vitrax Il

Resim 13: SF solusyonu
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Enjeksiyon sonrasi on gunlik retansiyon donemi sonrasinda siganlara
yiuksek doz anestezik solisyon verildikten sonra siganlar sakrifiye edilmistir.
Deneklerin premaksillalari cerrahi makas kullanilarak c¢ikarilmis, apareyler
dokulardan ayrilarak tim yumusak dokular diseke edilmis olarak (Resim 14),

+4°C'de %10’luk notral formaldehit soliisyonu igeren kaplara yerlestiriimigtir.

Resim 14: Deneklerin diseksiyon sonrasi maksiller gorintisu

3.3. Orneklerin histolojik olarak incelenmesi

3.3.1. Kesitlerin hazirlanmasi

Gruplardan elde edilen premaksilla 6rnekleri parafin blok hazirlanmak
tzere %10’luk nétral formaldehit icine alinarak 6rnekler bu ¢ozeltide 48 saat
bekletilmistir. Tespit edilen dokular dekalsifikasyon iglemi igin dekalsifiye edici
sollisyona (Biodec R-Bio-Optica®) alinmig, haftada bir kez olacak sekilde li¢ defa

bu solusyon degistirilmistir.

Yumusayan dokular, keser diglerin palatinal kisimlarindan posteriora
dogru 4 mm’lik alan hesaplanarak trimlenmistir. Trimlenen dokular, midpalatal
sutur alaninda keser dislerin kuronalinden apekslerine dogru (keser diglerin uzun
eksenine paralel olacak sekilde) 10 ym kalinliginda uzunlamasina seri kesitler

alinmigtir (Resim 15).
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Resim 15: Seri kesitlerin alindigi bolge ve kesitlerin yonu

3.3.1.1. Parafin blok hazirlama proseduri

Trimlenmis dokular ilk olarak 24 saat gcesme suyunda, daha sonra
sirastyla %70’lik alkolde bir saat, %90’lik alkolde iki saat, %96’lik alkolde bir saat,
%100’lUk alkolde bir saat, %100’llik alkolde yarim saat, ksilen’de bir saat, parafin
I'de 60°C’de etlivde bir saat, parafin Il de 60°C’de etiivde (Mive®-EN 055) iki
saat bekletilmigtir (Resim 16).
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Resim 16: Trimlenmis dokularin bekletildigi etiv (Mlive® EN-055)

Ornek dokular bloklama kaplarina gomiilerek etiketlenmis ve parafin
cihaz (Bio-Optica® DP-8) (Resim 17 (a)) ile hazirlanan bloklar, sertlesmesi igin

buzdolabinda bekletilmistir.

Buzlukta yeterince sertlesen parafin bloklardan (Resim 17 (b))
mikrotom cihazi (Thermo-Microm HM® 340E) (Resim 18) ve mikrotom bigaklari
(Feather®-R35) kullanilarak 10 ym kalinligindaki seri kesitler alinmistir (Resim
19). Bu kesitlere genel dokuyu degerlendirme i¢in HE (hematoksilen-eozin)
boyasi uygulanmistir (Resim 20).
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(b)

Resim 17: Parafin cihazi (Bio-Optica® DP-8) (a) ve hazirlanan parafin blok
ornekleri (b)
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Resim 18: Seri kesitlerin alindi§i mikrotom cihazi (Thermo-Microm HM® 340E)

Resim 19: Alinan kesit ornekleri
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3.3.1.2. Hematoksilen-eozin ile boyama proseduri

Hazirlanmis olan 10 um kalinhdindaki parafin kesitler bir saat 60°C’de
etlvde bekletildikten sonra sirasiyla ksilende 30 dk., %100’lGk alkolde 10 sn.,
%96’k alkolde 10 sn., %70’lik alkolde 10 sn. bekletiimis ve sonrasinda distile
suda yikanmistir. Daha sonra hematoksilende 10 dk. bekletilen doku drnekleri
akan suda yikanmis ve tekrar akan suda 10 dk. bekletilerek mordanlama
yapilmistir (Resim 20 (a)).

Hemotoksilen boyamasinin tamamlanmasinin ardindan 6rnekler

eozinde 5 dk. bekletiimis ve distile suda yikanmistir. Ornekler sirasiyla %70’lik
alkolde 10 sn., %96’lik alkolde 10 sn., %100’lik alkolde 10 sn., ksilende 10 dk.

bekletilerek daha sonra entellan ile kapatiimistir (Resim 20 (a,b)).

(b)

Resim 20: HE boyama kaplari (a) ve boyanan kesitler (b)
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3.3.2. Kesitlerin mikroskobik incelemesi

Her bir denege ait 50 kesit 6érneginden ilk, orta ve sondaki kesitler
seclerek, 3 preparat degerlendirilmigtir. Her preparattan metrik okuler (10X10)
kullanilarak 6 farkli alanda 40X blyutme ile sutur alani sinirlarinda osteoblast
hdcreleri, sutur alani iginde kapiller hicreler sayilmistir. Mikroskopik incelemeler

foto mikroskobu (Eclipse Ni-E; Nikon®, Tokyo, Japan) ile yapilmistir (Resim 21).

Resim 21: Mikroskopik incelemelerin yapildigi foto mikroskobu (Eclipse Ni-E;
Nikon®, Tokyo, Japan)

3.4. Orneklerin stereolojik olarak incelenmesi

Stereoloji, bir nesnenin 2 boyutlu mikroskobik goéruntileri Gzerinde
yapilan oOlcimler ile nesnenin 3 boyutlu bilgilerine ulasilmasi yontemidir. Bu
metod ile tekrarlanabilir, az miktarda degiskenlik gosteren ve gergcede yakin

sonugclar elde edilebilmektedir (249).

[ s3]
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Elde edilen osteoblast ve kapiller hucre sayilarinin, genisleyen
midpalatal sutur alanlarindaki anlamlihginin degerlendiriimesi ve deneklerden
alinan kesitlerin hacimlerinin alan cinsinden hesaplanmasi amaciyla, foto
mikroskobu ile alinan tim fotograflarda hlicre sayimi yapilan ortak alanlar
isaretlenmis; her fotograf 6 esit bolume ayirilmis ve bu hacimlerin 2 boyutlu
goruntilerde stereolojik olarak hesaplanmasi “Image J®’ (US National Institues

of Health, Bethesda, MA, USA) (250) yazilim programi ile yapiimistir (Resim 22).

[Lmager R=EY

File Edit Image Process Analyze Plugins bw Help
Bolzol<4+x|Ala|D|2® v4la] | |»|

*Rectangular® or rounded rectangular selections {right click to switch)

Dev | Stk

Resim 22: “Image J®’ gorlintl inceleme programi genel gérinimdi

3.41. “Ilmaje J” yazilm programi ile orneklerin hacimlerinden alan

hesaplamasi

Foto mikroskobu (Eclipse Ni-E; Nikon®) ile alinmis tim deney ve
kontrol grubu fotograflari “Image J®’ programina aktariimistir. Fotograflarin pixel
degerlerinin programa aktarilmasi igin olguler mm olacak sekilde standardize
edilmigtir (Resim 23).
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§ Imagel il |

Distanca in ponmis. [SERPRE
Known Gisteewce. [100

Plted agpact 130 f‘l 2 ]
Un¢ ofiength. [mm

Chck to Remove Scale
I Glovat
Scale: 3542 02 pieetzimm

_ox | concat] o |

Resim 23: Tanimlanacak uzunluk i¢in referans uzunlugunu ayarlama

Daha sonra tum goéruntulerdeki sutur alanlari isaretlenerek, sutur alani

haricindeki goruntiuler hesaplama alanindan ¢ikariimistir (Resim 24, 25).

Resim 24: “Image J®’ programinda secilmek istenen alanin belirlenmesi
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Resim 25: Olglilmesi istenilen alanin gérintusinin (a) diger alanlardan
ayrilmasi (b)

Gerekli 6lgcum parametreleri Alan (Area) ve Cevre (Perimetre) olarak

belirlenmis, bu degerler programa kaydedilmistir (Resim 26).

g’ Image! = X [
[ File Eot Image Process Analze Plugns Window Help |
o alol a4 Alales (ol a | » |

5=053, y=014, value=255

™ lrea. [ Mean gray value
¥ Sundarddeastion | Modal gray value
I Min & max gray value [~ Canhola

I Center 0f mass ¥ Perimeter

™ Bounaing rectangle [ Fit slipse

" Shape descrptors [ Ferets alameter
"~ imograted density I™ Median

© Sxewness [ Kumtosis

T Area hamon [ Stacx position

T Umittothweshold |~ Display labed
™ wwent Y coordnates [ Soentific notation

[ Adéeto overtay

Redesctte: [None

Deomal places (0-07 |3

_ 9K | cancel| Hei |

Resim 26: “Image J®” programinda gerekli 6lgim parametrelerinin belirlenmesi
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Olglilen alanlarda belirlenen parametrelerin  sonuglari program
tarafindan hesaplanmigtir (Resim 27).

Image) -
Fie Edit Iimage Process Anayze Plgns Whoow Help
[Eoa|old4 4N AKXy 2| wisa g6 # »

¢ DSCNOTOLNE (16.7%) — | [=1! 33

\ oo 15 mm (364 ), 8-bif Orreering LUIT), G OME

File Ean Fort Resulls

Resim 27: “Image J®’ programinda belirlenen parametrelerin sonuglarinin
alinmasi

“Image J®’ programi ile Olgimleri yapilan alan ve c¢evre

parametrelerinin sonuglari kaydedilmistir.

Kesitlerdeki osteoblast ve kapiller hicre sayilarinin ortalamalari
hesaplanmigtir. Bu ortalamalarin artisi ile midpalatal suturda meydana gelen alan
ve gevre degerlerin artiginin birbiri ile olan iligkisinin degerlendiriimesi amaciyla

istatistiksel analizler yapilmigtir.
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3.5. istatistiksel degerlendirme

Elde edilen degerlerin histolojik verilerinin istatistiksel analizleri SPSS
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) (Statistical Package For the Social Sciences)

paket programinin 21.0 surumu kullanilarak yapilmistir.

Zamana goOre kilo degisimlerinin grup karsilastirmalari “Kruskall

Wallis” testi ile yapiimistir.

Verilerin normal dagilima uygunlugu “Kolmogorov-Smirnov” testi ile

degerlendirilmistir.

lkiden fazla grubun normal dadilima uyan degiskenlerinin
karsilastiriimasinda varyans analizi “ANOVA testi”, ikili karsilastirmalari igin ise

“Tukey testi” kullaniimigtir.

Degiskenlerin ortalamalarinin zaman icerisindeki farki tekrarli élgiim
“ANOVA” testi ile belirlenmistir.

Aciklayici istatistikler surekli degiskenler igin ortalamazstandart

sapma olarak verilmistir. Veriler p<0,05 anlamllik dizeyinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik bulgular

Yapilan Klinik degerlendirme sonrasinda siganlarin uygulanan
midpalatinal genisletme uygulamasini iyi tolere edebildikleri gozlenmigtir.
Diglerde delik acilmasi ve apareyin uygulanmasi sirasinda siganlarin diglerinin
ince yapisindan dolayi, dislerin kirllma riskine ragmen, uygulanan heliksli

genisletme apareyinin basaril oldugu gozlendi.

Uygulamalardan sonra yapilan kontrollerde, doku iyilesmesinin hizli ve
sorunsuz oldugu goézlenmistir. Duzenli olarak yapilan kilo kontrollerinde gruplar
arasi kilo degerlerinde anlamli bir fark olmadigi (p>0,05), aparey uygulanmasini
takiben kilo kaybi olduysa da, takip eden gunlerde siganlarin kilo aliminin dizenli
seyrettigi ve beslenmelerinde herhangi bir sorunla karsilagsmadiklari belirlenmistir
(p<0,05) (Tablo 5) (Sekil 5).

Uygulamalar esnasinda 3 siganin disi kirilmis, 1'i genel anestezi
sirasinda, 2’si midpalatal genisletme sonrasi enjeksiyon uygulamasi sirasinda

kaybedilmistir. Herhangi bir enfeksiyon belirtisine rastlanmamistir.

Digleri kirilan ve kaybedilen sicanlar calismaya dahil edilmemistir. Her

grupta 8’er olmak lizere 24 sicani tamamlamak i¢in toplam 30 sigan kullaniimistir.
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Tablo 5: Deney ve kontrol grubundaki si¢ganlarin deney suresince agirhk

degisimleri
Baslangig ort. 5. Gun ort. 15. Gin ort. p
agirhk+ss (gram) agirhktss (gram) | agirliktss (gram)

Kontrol 214,38+43,21 208,13+41,91 238,75+29,36 0,001*
DMA’li HA 215,00+27,38 210,63+30,05 236,38+27,99 0,007*
YMA’ll HA 216,88+38,53 215,63+34,48 237,63+33,79 0,003*

p 0,996 0,877 0,968

p<0,05 (anlamlilik degeri), ort.£ss (ortalamatstandart sapma)

245

240

235

230

225
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214.38
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195
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L Baslangig ort. agirlikss (gram)

1208.13 }

Kontrol

1238.75

215

1 5. Gun ort. agirliktss (gram)

1236.38

210.63

DMA’I HA

216.88 215.63

237.63

YMA’Il HA

i 15. GUn ort. agirliktss (gram)

Sekil 5: Sicanlarin deney suresince agirlik degisimlerinin sematik gésterimi
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4.1.2. Ekspansiyon miktari ve retansiyonun degerlendirilmesi

Aparey uygulanmasinin 5. gununde disler arasindaki genisleme
mesafesi her grupta dl¢limus, aparey cikarilarak koseli tel ile genisleme mesafesi
sabitlenmistir. Enjeksiyonun 10. gununde disler ve aparey incelenmis; genigleme

miktarinda herhangi bir niks ve retansiyon apareyinde kayip gozlenmemigtir.

4.2. Histomorfometrik bulgular

Midpalatal sutur alanindaki osteoblast hiicre sayilarinin; alan ve
cevre degerleri icerisindeki oranlarinin degerlendirildigi “ANOVA” testi
sonuglarina gore istatistiksel olarak anlamh farklliklar gorulmektedir (p<0,05)
(Tablo 6).

Tablo 6: Alan ve ¢evre degerleri icinde bulunan osteoblast hicre sayilari
arasindaki gruplar arasi farkin degerlendiriimesi

p
Alan Kontrol, YMA ve DMA’li HA gruplari arasi karsilastirma 0,000*
Cevre Kontrol, YMA ve DMA’li HA gruplari arasi karsilastirma 0,002*

p<0,05 (anlamhhk degeri)

YMA’ll HA grubunun alan degerleri icindeki osteoblast hiicre sayilari
kontrol grubundan istatistiksel olarak anlaml sekilde daha yuksektir (p= 0,001)
(Tablo 7, 8) (Sekil 6, 8).

YMA'll HA grubunun alan degerleri icindeki osteoblast hicre sayilari
DMA’l HA grubundan istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yuksektir (p=
0,002) (Tablo 7, 8) (Sekil 6, 8).
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DMA’'l HA grubunun alan degiskeni icerisindeki osteoblast hucre
sayllari ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir (p= 0,915) (Tablo 7, 8) (Sekil 6, 8).

Tablo 7: Alan degerleri igindeki osteoblast hiucre sayilarinin gruplar arasi
farkinin ikili karsilastirmasi

Grup Adi ort.xss p
YMA’I HA Kontrol 148,89+33,67 0,001*
DMA’l HA Kontrol 13,58+33,67 0,915
YMA’l HA DMA’I HA 135,30+33,67 0,002*

p<0,05 (anlamlilik degeri), ort.£ss (ortalamazxstandart sapma)

Tablo 8: Alan degerleri icindeki osteoblast hucre sayilarinin ortalama ve
standart sapmalari

Grup Adi ort.£ss
Kontrol 107,12+33,39

DMA’l HA 120,70+54,85

YMA’'LI HA 256,01+97,38

ort.£ss (ortalama xstandart sapma)
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Sekil 6: Alan degerleri icindeki osteoblast hlcre sayilarinin gsematik gosterimi

YMA’ll HA grubunun c¢evre degiskeni igerisindeki osteoblast hucre
sayllari kontrol grubunun osteoblast hiicre sayilarindan istatistiksel olarak anlamli
sekilde daha yuksektir (p=0,002) (Tablo 9, 10) (Sekil 7, 8).

YMA'll HA grubunun c¢evre degdiskeni igerisindeki osteoblast hlcre
sayllart DMA’l HA grubundan istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yuksektir
(p=0,017) (Tablo 9, 10) (Sekil 7, 8).

DMA’li HA grubunun g¢evre degiskeni icerisindeki osteoblast hiicre
sayllari ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir (p= 0,670) (Tablo 9, 10) (Sekil 7, 8).
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Tablo 9: Cevre degerleri igindeki osteoblast hlcre sayilarinin gruplar arasi
farkinin ikili kargilagtirmasi

Grup Adi ort.xss p
YMA’I HA Kontrol 4,20+1,08 0,002*
DMA’l HA Kontrol 0,93£1,08 0,670
YMA’I HA DMA’I HA 3,26x1,08 0,017+

p<0,05 (anlamlilik degeri), ort.£ss (ortalamazstandart sapma)

Tablo 10: Cevre degerleri igindeki osteoblast hlcre sayilarinin ortalama ve
standart sapmalari

Grup Adi ort.xss
Kontrol 4,54+1,29

DMA’l HA 5,47+1,84

YMA’l HA 8,74+2,99

ort.xss (ortalama tstandart sapma)
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Kontrol grubu DMA’lI HA grubu YMA’li HA grubu

u CEVRE

Sekil 7: Cevre degerleri icindeki osteoblast hicre sayilarinin sematik gosterimi
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Sekil 8: Alan ve ¢evre degerleri igindeki osteoblast hlcre sayilarinin sematik
gosterimi
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Midpalatal sutur alanindaki kapiller hiicre sayilarinin; alan ve cevre

degerleri icerisindeki oranlarin degerlendirildigi “ANOVA” testi sonuglarina goére

istatistiksel olarak anlamli farkhliklar gériimektedir (p<0,05) (Tablo 11).

Tablo 11: Alan ve ¢cevre degerleri icinde bulunan kapiller hiicre sayilari
arasindaki gruplar arasi farkin degerlendiriimesi

Alan Kontrol, YMA ve DMA’li HA gruplari arasi karsilastirma 0,002*

Cevre Kontrol, YMA ve DMA’lI HA gruplari arasi karsilastirma 0,007*

p<0,05 (anlamlihk degeri)

Alan degerleri icerisindeki kapiller hiicre sayilari degerlendirildiginde,
YMA’ll HA grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir.
YMA’ll HA grubu kapiller hiicre sayilari, kontrol grubuna gére daha yuksektir (p=
0,007) (Tablo 12, 13) (Sekil 9, 11).

YMA’ll HA grubunun alan degerleri igerisindeki kapiller hiicre sayilari
DMA’lI HA grubundan istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yuksektir (p=
0,004) (Tablo 12, 13) (Sekil 9, 11).

DMA’l HA grubunun alan degiskeni icerisindeki kapiller hiicre sayilari
ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p=
0,958) (Tablo 12, 13) (Sekil 9, 11).
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Tablo 12: Alan dederleri icindeki kapiller hiicre sayilarinin gruplar arasi
farkinin ikili kargilagtirmasi

Grup Adi ort.xss p
YMA’'LI HA Kontrol 15,92+4,68 0,007*
Kontrol DMA’Ih HA 1,31+4,68 0,958
YMA’l HA DMA’I HA 17,24+4,68 0,004*

p<0,05 (anlamlilik degeri), ort.£ss (ortalamazstandart sapma)

Tablo 13: Alan degerleri icindeki kapiller hucre sayilarinin ortalama ve
standart sapmalari

Grup Adi ort.zss
Kontrol 10,25+6,01

DMA’l HA 11,56+5,39

YMA’l HA 27,49+14,07

ort.xss (ortalamazstandart sapma)
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Sekil 9: Alan degerleri icindeki kapiller hiicre sayilarinin sematik goésterimi

YMA’ll HA grubunun ¢evre degiskeni icerisindeki kapiller hiicre sayilari
kontrol grubunun kapiller hiicre ayilarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
daha yuksektir (p=0,019) (Tablo 14, 15) (Sekil 10, 11).

YMA’ll HA grubunun gevre degiskeni icerisindeki kapiller hiicre sayilari
DMA’lI HA grubundan istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yuksektir (p=
0,011) (Tablo 14, 15) (Sekil 10, 11).

DMA’ll HA grubunun cevre degiskeni igerisindeki kapiller hicre
sayllari ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir (p= 0,965) (Tablo 14, 15) (Sekil 10, 11).
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Tablo 14: Cevre degerleri igindeki kapiller hicre sayilarinin gruplar arasi
farkinin ikili kargilagtirmasi

Grup Adi ort.xss p
Kontrol DMA’I HA 0,03+0,14 0,965
YMA’I HA DMA’Ii HA 0,47+0,14 0,011*
YMA’'I HA Kontrol 0,44+0,14 0,019*

p<0,05 (anlamhlik degeri), ort.£ss (ortalamaztstandart sapma)

Tablo 15: Cevre degerleri igindeki kapiller hiicre sayilarinin ortalama ve
standart sapmalari

Grup Adi ort.xss
Kontrol 0,45+0,20

DMA’Ih HA 0,49+0,23

YMA’I HA 0,93+0,40

ort.xss (ortalamazstandart sapma)
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Sekil 10: Cevre deg@erleri igindeki kapiller hicre sayilarinin sematik gosterimi
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Sekil 11: Alan ve ¢evre degerleri igindeki kapiller hiicre degerlerinin sematik
gosterimi
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4.3. Histopatolojik bulgular

HE boyamasi ile degerlendirilen 10 ym kalinligindaki kesitler, foto
mikroskobu Nikon® Eclipse (Eclipse Ni-E; Nikon®, Tokyo, Japan) altinda 10X,
20X, 40 X'lik buyutmelerde osteoblast hicreleri, kapiller hiicre sayilari ve bag

doku olusumu agisindan tek kor olarak gergeklestiriimigstir.

Kontrol grubuna ait kesitlerde (Sekil 12) sutur alani olarak
adlandirdigimiz genigleme bolgelerinde dizenli olarak bagd dokusu olusumu

gbzlendi.

Kontrol grubunda gergeklesen osteoblastik aktivite, osteoblast sayimi
ile degerlendirildi. incelenen alanlarda kontrol grubunda bulunan osteoblast ve
kapiller hiicre sayilari kaydedildi. YMA’li ve DMA’ll HA gruplarina oranla, daha az
sayida osteoblast hucresi izlendigi igin osteoblastik aktivitenin en az bu grupta
oldugu kabul edildi (Sekil 15, 16).

Sekil 12: Kontrol grubu, mikroskopik inceleme igin histolojik kesitlerin HE
boyamasi. A, 10X buyutmedeki goruntlsu B, kutu igine alinmig alanin 40X
blyUtmedeki gorintusa. }: sutur alani, *: kapiller - : osteoblast

YMA’ll HA grubuna ait kesitlerde (Sekil 13) genisleme bdlgelerinde
kontrol grubuna benzer sekilde dizenli bag dokusu olugsumu dikkat ¢ekicidir.
Kontrol grubu ve DMA’lI HA grubu ile kiyaslandiginda daha yuksek sayida ve sik
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gorilen osteoblast sayisi nedeniyle osteoblastik aktivitenin en fazla bu grupta
oldugu kabul edilmigtir (Sekil 15).

Kapiller sayisi agisindan degerlendirildiginde de en fazla kapiller hiicre

sayisi ve damarlanma yogunlugu YMA’lI HA grubunda gorilmustar (Sekil 16).

Sekil 13: YMA’l HA grubu, mikroskopik inceleme igin histolojik kesitlerin HE
boyamasi. A,10X buylatmedeki géruntlsu B, kutu igine alinmig alanin 40X
blyutmedeki gortintisu. }: sutur alani, *: kapiller->: osteoblast.

DMA’lI HA grubuna ait kesitlerde ise (Sekil 14) sutur alaninin oldukca
duzensiz ve genis oldugu ve fazla miktarda bag dokusu olusumu igerdigi
gOzlenmigtir. Osteoblast sayisi YMA’lI HA grubunda elde edilen degerlere yakin
ve fakat daha az miktarda gorulmagstir. Bu grupta da osteoblastik aktivitenin
yuksek oldugu kabul edilmigtir (Sekil 15).

Kapiller sayisi dederlendirmesi sonucunda, en az sayi DMA'l HA
grubunda bulundu (Sekil 16).
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Sekil 14: DMA’lI HA grubu, mikroskopik inceleme igin histolojik kesitlerin HE
boyamasi. A, 10X buyutmedeki goruntusu, B, kutu igcine alinmis alanin 40X
blyutmedeki gortintisu. }: sutur alani, *: kapiller - : osteoblast
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Kontrol grubu DMA'll HA grubu YMA'll HA grubu

Sekil 15: Kesitlerde sayilan osteoblast hicre sayilarinin sematik gésterimi
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Sekil 16: Kesitlerde sayilan kapiller hiicre sayilarinin sematik gosterimi

79

—
| —



5. TARTISMA

5.1. Amacin, gereg ve yontemin tartigiimasi

Calismamizda ust gene midpalatal sutur alaninda genisletme sonrasi
kemik olusum miktarinin hizlandirlmasi amaclanarak HDM’nin yapisal
bilesenlerinden olan HA polisakkariti, yapiskan yapidaki YMA’lI (Healon GV®) ve
dagilgan yapidaki DMA'lI (AMO® Vitrax II) HA bolgesel olarak uygulanmis,
bunlarin etkileri histomorfometrik olarak incelenmigstir. Bu galisma ile gelecekte,
ust cenelerine genigletme uygulanan hastalarin ortodontik tedavi sirasindaki
pekistirme surelerini kisaltmak, tedavi sonrasindaki nuks riskini azaltmak ve
hastalar tarafindan kabul edilmesi kolay olmayan ve c¢esitli dezavantajlari olan

pekistirme apareylerine gerek duyulmayacagi bir sure¢ hedeflenmektedir.

Calismamizda sicanlarin Ust cenelerine hizli Ust gene genisletme
yontemi uygulanmistir. Bu yontem insanlarda transversal yon anomalilerinin
tedavisinde siklikla kullaniimaktadir (8,15-18,29,42,50). Midpalatal sutur
alaninda hizl genigletme uygulanmasini takiben, bu alanda ¢ok sayida bolgesel
kirik ve kemik adaciklarinin oldugu, kirik adaciklarindaki iyilesmenin tst ceneyi
olusturan segmentler arasindaki kemigin birbiri ile kaynagsmasi ile sonuglandigi
bilinmektedir (19,54,66).

Calismamizda midpalatal sutur sahasindaki etkileri Uzerine henlz
calisiimamis olan HA denenmistir. insan ve hayvan calismalarinda bircok farkli
alanda kullaniimig olan HA, kemik yapimini hizlandirici etkisi ile bilinmektedir.
HA, aktif hiicre blylime bdlgelerine yerlesip, bollinebilen hicre reseptorlerine
baglanarak, hlcre buyumesinde rol oynamaktadir (171). Ayrica vyara
iyilesmesinde kollajen fibril olusumunu arttirarak re-epitelizasyon strecini
hizlandirdigi da bilinmektedir (166,186,187). Kemik iyilesmesi sirasiyla
enflamasyon, proliferasyon, migrasyon, slngerimsi kemigin yapimi ve

remodeling asamalarindan olugsmaktadir (155). Tum bu asamalarda gergeklesen
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hdcre sinyali, yara olusumu, morfogenez ve matriks organizasyonu sirasinda HA,
hiicresel ve HDM faaliyetlerinde ¢ok islevsel roller Gstlenmistir (164-
166,179,180,184,185,205). HA, enflamasyon asamasinda yara bdlgesine hlicre
gbc¢und baslatan blyume faktorleri, osteoblast hlcreleri, sitokinler, keratinositler
gibi etkenler, iltihabi htcreler, fibroblast ve endotelyal hicrelerin bu alana
tasinmasini saglar (203,204). Enflamasyonun baslamasi ile HA miktari bu alanda
ciddi bir artis gosterir. Bu artis dokularda tamir slrecinin bagslatiimasi, HDM
hicrelerinin bu alana go¢ etmesi, HA’nin fibrin pihti iligkisini olusturarak gegici bir
yapisal iskelet kurulmasi amaciyla gergeklesmektedir (172,173,204). Bu bilgilerin
Isiginda, midpalatal sutur alaninda da HA'nin  kemik olusumunu
hizlandirabilecegi ve bu sekilde iskeletsel retansiyon suresinin azaltilabileceqgi

hipotezi olugturulmustur.

Calismamizda YMA'll ve DMA’lI HA’nin kemik olusumu Uzerine olan
etkileri karsilastinimistir. Farkli MA’'ya sahip olan HA'nin 1x10° ile 107 Da
arasinda degisen degerleri oldugu bildiriimektedir (139,165,176,177). Kemik ve
kikirdak doku Uzerinde YMA’li ve DMA’li HA'nin etkilerinin karsilastirildigi
calismalar (140-149) ve sistematik derlemeler (150,151) bulunmaktadir.
Calismamizdan farkli olarak YMA’nin kemik ve kikirdak doku dzerindeki
etkilerinin tek basina degerlendirildigi caligmalar oldugu gibi (139,152-160),
DMA’li  HA'nin tek basina degerlendirildigi calismalar da (161,163)
bulunmaktadir. Bu tedavi alternatiflerinde YMA’'lI ve DMA’ll HA’nin etkinlikleri
incelenmis olmasina ragmen, MA, vizkdzite, yogunluk kavramlari hala ¢ok net
degildir. YMA’lI ve DMA’ll HA genellikle eklem alanlarindaki etkileri agisindan
incelenmis, fakat kemik iyilesmesi Uzerine henlz yeterli sayida calismada
incelenmemigtir. Bu eksikligi giderebilmek amaciyla, midpalatal sutur alanindaki
genigletmeyi takiben, iki farkli MA’l HA maddesinin uygulanmasi ve bunlarin

kemik doku Uzerindeki etkilerinin incelenmesi planlanmistir.
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Calismamizi standardize etmek amaciyla, solusyonlarin 0,85 ml'lik
enjektorlerinde egit araliklar hesaplanmig ve tum gruplara 0,05 ml’lik (50 ul)
enjeksiyonlar uygulanmigtir. Tum dokularinin HDM’lerinin ana maddesi olan
HA’nin bilinen hig¢ bir yan etkisi bulunmamaktadir (166,168,169). Calismalarda
uygulanan HA preparatlarinin fizikokimyasal yapi farkhliklari, HA uygulanan
alanlarin  degiskenlikleri, in-vitro ve in-vivo olarak denenmis olmalari,
uygulandiklari sure ve dozaj bakimindan bir homojenlik bulunmamaktadir
(150,151). insanlarin kan serumunda bulunan HA seviyesi 10-100 pl/L arasinda
degismektedir. %1’lik konsantrasyondaki HA'nin katarakt cerrahisinde
uygulanmasi tavsiye edilen arallk 1 ml ile 4 ml arasinda degisirken, OA
intraartiktler enjeksiyon tedavilerinde 20 mg civarinda olmaktadir. Timpanik zar
perforasyonlarinin kapatiimasi islemlerinde ise bu oran 0,1 - 0,3 ml arasinda
degismektedir (169).

Calismamizda en kuguk hayvan modellerinden biri olan siganlar tercih
edilmistir. Suturlara uygulanan genisletme igin yapilan hayvan c¢alismalarda
maymun (56,215), kedi (216), tavsan (156,217,218), domuz (219), fare (220), ve
sican (18,19,66,221-237) kullaniimigtir. Siganlar kolay Uretilebilirlikleri, kolay
barindiriimalari ve beslenmelerinin kolayligi, masraflarinin az olmasi, histolojik
hazirlik sureglerinin diger hayvanlara oranla daha kolay olmasindan dolayi
siklikla tercih edilmektedir. Stres altindaki sutur ve kemik degisikliklerinin

histolojisi, en iyi tavsan ve sigcanlarda gorulmektedir (238).

Calismamizda anatomik olarak klinik pratigimize en yakin alan olan,
midpalatal sutur alani tercih edilmistir. Siganlarda yapilmig olan sutural
genisletme calismalarinda farkh alanlar tercih edilmistir. Calismamizla benzer
sekilde midpalatal sutur alaninda (18,19,66,222,226-232) ve farkli olarak
interparietal suturda (223-225) yapilmis ¢alismalar mevcuttur.

Sutur alanindaki genigletme hizinin siganlarin yaslarina ve
metabolizma hizlarina bagh olarak farklilik géstermemesi igin, galismamizda
batin sigcanlar 10-12 haftalik ve benzer agirliklarda tercih edilmistir. Misawa ve
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ark. (246), yaptiklari calismada siganlarinin yasinin alveol kemiginin yapim-yikim
hizina olan etkisini karsilastirmig, bu hizin fizyolojik sartlar altinda 6 haftalik
siganlar ile 30-40 haftalik siganlar arasinda hizla dustigunid ve sigcanlarin yasi
arttikca kemigin yapim-yikim hizinin daha da azaldigini belirtmislerdir. Andreollo
ve ark. (240) yapmis olduklari ¢alisma ile bir sican yasam gununin 30 insan
gunune denk geldigini, diger arastirmacilar da benzer sekilde, 180-200 gram
agirhgindaki erkek bir sicanin insanda erkek bireylerde 14 yas civarinda, buyume

gelisimini tamamlamamis déneme denk geldigini bildirmislerdir (18,19,221,222).

Calismamizda erkek si¢anlarin tercih edilme sebebi dstrus dongusu
ile ilgili olacak degisikliklerin ortadan kaldiriimasidir. Ayni sekilde genetik
farkhliklardan kaynaklanabilecek degisikliklerin engellenmesi amaciyla tim

hayvanlar ayni cinsten tercih edilmistir.

Calismamizda 50 gr kuvvet uygulayan 0,014 inch kalinhdinda tek
heliksli paslanmaz celik tel kullanilarak 5 gun sureyle genigletme uygulanmistir.
Burstone ve Shafer (247), geng siganlarin midpalatal sutur alanlarinin yaklasik
20-60 pm kalinliginda oldugunu ve siganlarda 5 gun suren Ust c¢ene
genisletmesinin, sutur alaninda ortalama 377+104 ym civarinda olabilecegini
belirtmigtir. Yapilan literatir arastirmalari sonucunda Uysal ve ark.in
calismalarindaki (226-230) tekniklerden faydalaniimistir. Bu ¢calismalardan farkli
olarak, si¢anlarin elleriyle mudahale etmelerini dnlemek ve genisletme apareyinin
sutur alanina daha yakin olmasi amaciyla, aparey ust keser diglerin palatinal
mukoza taraflarina yerlestiriimisti. Bu sekilde yapimis ¢alismalarda
(19,231,236) midpalatal sutur alaninda genigletme uygulanmasini takiben farkh
madde enjeksiyonlarinin etkileri incelenmistir. Calismamiza benzer sekilde Uysal
ve ark. (226-230,231), 30-50 gr kuvvet uygulayan 0,014 inch kalinhginda tek
heliksli paslanmaz celik tel ile 5 gin boyunca genisletme uygulamiglardir.
Uygulanan genigletme metodlari arasinda farkli teknikler mevcuttur
(221,222,224,227,233). Farkh uygulama tekniklerinin ortak etki mekanizmalari

ortopedik etki yaratarak basing altinda suturun ayrilmasi ilkesine dayanmaktadir.
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Calismamizda uyguladigimiz genisletme surecinin bagladigr ilk
gunden itibaren toplam 15 gun suren aktivasyon ve retansiyon fazi ile ilgili
arastirmacilarin yaptiklari incelemelerde, sicanlarda 14 gunluk kemik iyilesme
donemi hicrelerin farklilagsmasi ve proliferasyonu igin yeterli gértilmektedir (226-
230,237). Sicanlarin alveoler kemikleri insanlardan daha yogun ve daha az kemik
iligi boslugu igermektedir. Bir ortodontik kuvvet uygulanmasini takiben ortaya
cikan tepki insanlarda 30-40 saat civari iken sicanlarda 6 saat igerisinde
gerceklesmekte olup gerceklesen temel mekanizmalar insanlarla benzerlik
gostermektedir (244). Ayrica sicanlarin kemik yapi farklihklarindan dolayi
sementoblast htcreleri osteoblast hucrelerine oranla daha hizli reaksiyon
gostererek remodelling’i daha hizh gerceklestirebilmektedir (245). Li ve ark.
(248), 5 haftalik donemde siganlarda kirik iyilesmesinin tamamlandidi ve en hizli

kemik yapiminin 3 haftada oldugu belirtmigtir.

Calismamizda elde edilen sutural genisletmeyi kaybetmemek icin
siganlarin dislerine takilan aktif heliksli aygit ¢ikariimis ve yerine takilan pasif
retansiyon teli 10 giin boyunca dislerde birakilmistir. Ortodontik tedavi sonrasi
nuksun engellenebilmesi amaciyla retansiyon aygitlarindan yararlaniimaktadir.
Midpalatal sutur alaninda genisletmeyi takiben sert dokularin yeniden
yapilanmasinin baslamakta oldugu bildirilmistir (43,56,66,68). Bu sirecte sutural
bagd doku elemanlari sutur rejenerasyonunu saglamak amaciyla prolifere olsalar
da, retansiyon uygulanmazsa genislemis yapilari tekrar daraltici kuvvetler tam
olarak dagilmadan stabil bir yapi elde edilememektedir (16,71,80,81) ve geri
donus Timms (5)’e gore %90, Hicks (80)'e gore %45 oraninda olabilir. Hou ve
ark. (66) sicanlar Uzerinde farkli glinlerde yapmis olduklari hizli Gst ¢ene
genigletmesi sonuglarini ve sutur alanindaki degisimleri mikro BT ile ve histolojik
olarak degerlendirmiglerdir. Calisma sonuglarina goére sutur alaninin agiz
mukozasina bakan tarafin burun mukozasina bakan tarafa gdre daha ¢ok
acildigini, 28. gunden itibaren agiz mukozasina bakan tarafta niks gorilmeye
basladigini belirtmiglerdir.
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Calismamizda elde edilen kesitler histomorfometrik olarak “Image J®”
(250) programi ile degerlendirilmigtir. Image analiz programi sayesinde
calismamizin histolojik verilerinin alan ve ¢evre degerleri objektif olarak dlgliimus
ve sonuglar degerlendiriimigtir. Hlicresel duzeyde meydana gelen degisikliklerin
kantitatif incelenmesinde histomorfometri siklikla kullanilan bir yontemdir
(218,226-230).

5.2. Bulgularin tartigiimasi

Calismamizda sicanlara hizli Ust ¢ene genisletmesini takiben
uygulanan YMA’l ve DMA’lI HA’nin midpalatal sutur alanindaki kemik olusumuna
etkilerinin sonuglarina gore, YMA'll HA uygulanan gruplarda yeni kemik
olusumunu artmig, genislemis midpalatal sutur alani ve gevre degerleri icerisinde
DMA’lI HA ve kontrol gruplarina oranla yuksek osteoblast ve kapiller hicre
degerleri gozlenmigtir. DMA’lI HA gruplari ile kontrol gruplari arasinda anlamli bir

fark gozlenmemisgtir.

Midpalatal sutur alaninda genigletme uygulanmasi ile olugturulan yara
bolgesinde disardan uyguladigimiz HA'nin etkileri ve gerekliligi ile ilgili
calismamizla paralel sekilde, HA'nin hastalikli dokulardaki yodunluk, MA ve
viskozitesinin dustugunu belirten lwata ve ark. (147), YMA’'lh HA’nin molekuler
yapisi yogun bir sekilde polimerize iken biyolojik iglevinin en yuksek seviyede
oldugunu, DMA'll HA oligomerlerinin dokularda damarlanmayi arttirici etkisi
disinda 6nemli olmadigini ve DMA’'ll HA’'nin sentez surecinde Uretiminin veya
sekresyon sonrasinda yikiminin aglk olmadigini belirtmiglerdir. Sinovyal
analizlerden yola cikarak, dokularda DMA'lI HA veya hyaluronidaz enziminin
bulunmamasinin HA'nin sentez surecinde uretildigini dusundirmekte oldugunu
bildirmiglerdir. Ayni sekilde Gerdin ve ark. (205) yaralanmayi takiben dokulardaki
HA miktarinin artis gosterdigini ve sonraki birka¢ gun icerisinde yara bolgesindeki

bdlgesel HA yogunlugunun azaldigini bildirmistir.
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Bulgularimizla benzer sekilde in-vitro c¢alismalar (152,157-159),
YMA’lI HA'nin yara olusumunda tika¢ olusturarak izole proteoglikanlarin
kimelesmesini sagladigini, sulfath GAG sentezini, kultir ortaminda disaridan
uygulanan HA’nin dokudaki HA olugsumunu arttirdigini ve fibroblastlari uyardigini,
aktif makrofaj ve lokositin dokulara tasinmasini, IgG ve notrofiller tarafindan
yapilan fagositoz ile enzim salinimini énledigini gdstermistir. in-vitro ortamda
yapilmis baska c¢alismalarda mezenkimal progenitér hacrelerin HA'nin
olusturdugu iskelet yapilya vyapisarak hicre proliferasyonuna ugradigini
belirtiimigtir (208,209).

Uyguladigimiz HA’nin osteoblastik faaliyeti arttirici etkisinin MA’ya
bagdli olabilecedini desteklemekte olan Huang ve ark. (207), osteoblast hiicrelerini
tetikleyici etkiye sahip olan HA’nin MA ve uygulanan doza bagh olarak kemik
greftlerinin direk kemik yapici ve dolayli olarak kemik yapimini tetikleyici
Ozelliklerini geligtirebilecegini belirtmislerdir. Liguori ve ark. (210) HA'nin yara
iyilesmesi slrecinde fibrin olusumunu arttirarak nétrofil ve makrofaj hicrelerinin
fagositik faaliyetlerini aktive ettigini, kemotaktik faktdér salinimini arttirdigini,

granulasyon asamasinda kollajen liflerin artmasini sagladig bildirilmistir.

Bulgularimizla ve farkh MA tlrevlerinin incelenmesi yonuyle
calismamizla benzer sekilde, diz OA’sinda farkli MA’ll HA’larin etkinliginin
incelendigi Avrupa Romatizma ile Muicadele Birligi'nin (EULAR) &nerilerini
hazirlayan ESCISIT 2003 yili raporuna goére, YMA'lI olanlarin tercih edilmesi
gerektigi belirtilmigtir (144). Smith ve ark. (145), 75.000- 4,7 MDa arasinda
degisen MA’'li HA molekullerini in-vitro olarak incelemis ve hicre kuiltarine
disaridan uygulanan YMA'lI HA eklenmesinin, doku igerisindeki HA sentezini
arttirdigini tespit etmislerdir. Tammi ve ark. (139), HA’nin YMA'’lI yapisi sayesinde
makromolekdller icin filtre gdrevi gérdugunu ve hiicre yuzey proteinleri ile diger

matriks proteinlerine baglanabilmekte oldugunu belirtmigtir.

Calismamizin sonuglarina ve farkli MA’lardaki HA’larin etkilerinin

incelenmesine paralel olarak, Lo ve ark.’in (150) derlemesinde, 7 farkli MA’li HA
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preparatinin  OA Uzerindeki etkileri incelenmigtir. Buna gére YMA’'lI HA
preparatlarinin DMA’lI HA preparatlarina gore daha etkili oldugu, fakat ¢calismalar
arasindaki heterojen dagilimdan dolay! sonuglari yorumlamanin zor oldugunu
bildirmiglerdir. Wobig ve ark. (211) tarafindan HA’'nin YMA’li ve DMA’l1 tlrevlerinin
etkinliklerinin ve elaskovizk6z etkilerinin incelendigi bu c¢alismada, OA
hastalarinin eklem bolgelerine bolgesel olarak uygulanmis YMA'lI tiirevin (Hylan®
G-F 20) DMA’l HA'ya gore elaskovizkdzitesinin daha fazla oldugu, eklem agrisini

hafifletmesi yontinden de daha etkili oldugu bildirilmistir.

Calismamizla benzer sekilde kemik dokular tzerinde YMA’ HA’nin
etkisini inceleyen Mendes ve ark. (154), siganlarin azi diglerini ¢ekerek, ¢ekim
bosluklarindan birisini 0,1 ml %1’lik YMA’ HA jel ile ayni siganin diger ¢ekim
boslugunu ise kan pihtisi ile doldurularak 2, 7 ve 21. gunlerdeki degisimleri
histomorfometrik olarak incelemislerdir. 7. giin sonunda YMA’lI HA grubunda
olusan yeni kemik, kemik trabekulleri ve kan damarlari yogunlugu kontrol
gruplarina goére anlamli derecede yuksek bulunmustur. Calismamizla paralel
sekilde kemik dokuya enjekte edilen YMA’lI HA grubunda osteoblastik aktivite ve

kapiller hticre sayisi yuksek miktarda goralmustar.

Calismamizda kullandigimiz YMA’lI HA’nin kemik dokudaki etkileri ile
benzer, fakat takip sureleri ve tavsan kemiklerine uygulanmasi acgisindan farkh
sekilde, Aslan ve ark. (156) tavsan tibiasinda olusturduklari kemik bosluklarina
bolgesel olarak bir gruba YMA’lI HA (Healon®, Pharmacia & Upjohn, Sweden),
diger gruba kemik grefti ile karistirnimis HA uygulamig, bunlarin etkilerini 20, 30
ve 40. gunlerde incelemiglerdir. Calismalarinin sonuglarina goére HA ile birlikte
kemik grefti uygulanan gruplarda 30. ve 40. gunlerde, yalniz HA uygulanan gruba
gore daha yuksek kemik degerleri elde etmislerdir. Her 2 deney grubunda, kontrol
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek kemik degerleri elde
etmislerdir. HA ve kemik greftleri kemik yapimini hizlandirici etkileri ile bilinen
maddelerdir. Takip sureleri ve tavsanlarda denenmesi agisindan g¢alismamizla

farklilklar olsa da YMA’lI HA kemik olusumunu arttirmistir. Calismamizda
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midpalatal sutur alanina uyguladigimiz YMA'lI HA tek basina uygulandiginda da

artmig osteoblastik aktivite izlenmigtir.

Calismamizda boélgesel olarak uyguladigimiz YMA'hh HA grubunda
osteoblastik aktivitenin fazla oldugu tespit edilmistir. HA’'nin siganlarda ve farkli
MA’lardaki etkilerinin incelendidi, ayrica bulgular yonuyle ¢alismamiza benzer
sekilde, Stancikova ve ark. (141) overektomi uyguladiklari siganlara DMA’l (0,75
MDa) ve YMA’lI (1,62 MDa) HA'y: oral olarak 1mg/kg/day ve 0,5 mg/kg/gin
uygulamis ve HA’nin etkilerini incelemiglerdir. YMA’lI HA'nin  1mg/kg/gun
uygulandidi gruplarda overektomi sonrasi gorulen kemik yikiminin o6nlendigi,
kemik mineral miktarini artarak, kemik yogunlugunun korundugunu bildirmigtir.
Calismamizda Stancikova ve ark.in (141) calismasindan farkh olarak HA
bolgesel olarak midpalatal sutur alanina uygulanmis ve benzer sonuglar elde

edilmistir.

Calismamizda kontrol grubu ile YMA’ll HA grubu arasinda kemik
olusumu agisindan anlamli farkliliklar géraimustir. Benzer sekilde Baldini ve ark.
(160) insanlar Uzerinde yaptiklari ¢alismalarinda, deney gruplarinin dis ¢cekim
bosluklarini  YMA’lI HA'y1 (>5MDa) otolog kemik grefti ile karistirarak
doldurmuslar, ayni genede bulunan diger dis ¢ekim boslugu olan kontrol grubunu
sadece otolog kemik grefti ile doldurmuslardir. 4 aylik takip suresi sonunda bu
alanlardan biyopsi alarak kesitleri histolojik olarak, bulgular klinik ve radyografik
olarak degerlendirmislerdir. Histolojik kesitlerde ve aldiklari radyografik
degerlendirme sonucunda, deney grubunda zengin kemik trabekulleri ve olgun
kemik hucreleri ile dolu bir ¢ekim boslugu gorduklerini, kontrol grubunda yogun
kemik goruntusu alamadiklarini bildirmiglerdir. YMA’l HA'nin bakteriostatik
etkisinden dolayr hicbir bakteri yayilimi ve enfeksiyon belirtisi ile
kargilagsmadiklarini, Toole’un (186,195) HA'nin etkilerini inceledigi calismalarinda
bildirdigi gibi, HA'nin fiziksel, kimyasal 6zellikleri ve biyolojik yapisi sayesinde
makromolekdllerle iletisime gegerek doku morfogenezinde, hlicre migrasyonu,
hicre farklilagmasi ve adhezyon asamalarinda ¢ok islevli roller Gstlenerek kemik

olusumunu arttirdigini belirtmislerdir. Baldini ve ark.in (160) ¢alismasindan
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izlenen takip suresi, uygulanan alan ve insanlarda uygulanmasi agisindan
farkhliklar olsa da YMA’lI HA her iki calismada da kemik olusumu Gzerine olumlu

sonuglar gostermigtir.

Sigcan kemiklerinde uygulanmis olmasi ve bulgularimiz agisindan
calismamizla benzer sekilde Zanchetta ve ark. (163) 2002 yilinda yaptiklari
calismada, siganlarin parietal kemiklerinde olusturduklari 5mm’lik kemik
boslugunu bakteri eksopolisakkaritinden Uretilen ve HA tlrevi olan HE 800 (800
kDa) ile 1mg olacak sekilde doldurmuslardir. Kontrol grubu olarak ayni siganin
diger parietal kemik boslugunu kollajen ile doldurmuslardir. 15 gin sonunda
radyografik ve histolojik olarak degerlendirdikleri kesitlerde, deney gruplarinin
kemik bosluklari %95,9+6,2 oraninda yogun kemik htcreleri ile dolmus, kontrol

gruplarinda bu oranin %17,8+18,1 oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda kullandigimiz YMA’lI Rooster bileseni adi verilen HA ve
kemik dokuda uygulanmis olmasi yonuyle paralel sekilde Engstrom ve ark.'in
(153) 15 hastada yaptiklari ¢alismalarinda, periodontal kemik hasari bulunan
dislere cerrahi (>6mm) ve cerrahi olmayan (>5mm) mudahalelerden sonra,
YMA’lI Rooster bilesenini boélgesel olarak uygulanmistir. Cerrahi miudahale
sonrasi membran ile karistirlan HA, periodontal kemik hasari bulunan alana
yerlestiriimigtir. Cerrahi olmayan mudahalede ise, haftada 1 kez olacak sekilde 3
hafta boyunca HA uygulanmistir. 12 aylik takip sonrasi klinik bulgularinda HA
uygulanan grubun, HA uygulanmayan gruba goére, periodontal cep derinliklerinde
anlamli dugus izlediklerini, radyografik bulgularda ise kemik seviyesindeki
yukselme miktarinin 1mm’den az oldugunu bildirmislerdir. Takip surelerinin,
uygulanan alanlarin anatomik vyapilarinin, uygulanan doz farkliliklarindan
kaynaklanmig olabilecek sekilde, bulgularimiz YMA'lI HA grubunun, kontrol

grubundan yuksek oldugu yonundedir.

Kemik dokuya uygulanmis olmasi, enjekte edilen soliisyonun benzer
MA’larda olmasi ve elde edilen YMA’lI HA grubunun sonugclari agisindan
calismamiza benzer sekilde, Sasaki ve Watanabe (155), yapmig olduklari
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calismada siganlarin femur alaninda olusturduklari kemik bosluklarina bolgesel
olarak YMA'll HA (1900 kDa) uygulamis ve kemiklesmeyi 14 gin boyunca
incelemiglerdir. HA grubunda 4. giinden itibaren kavite tabaninda ve duvarlarda
yeni kemik olusumu goértilmeye baslandigini, 1. haftanin sonunda kavitenin
tamamen trabekuller kemik ile doldugunu ve ilk donemde olusan granulasyon
dokusunun yerini hizla yeni kemik iligi dokusuna biraktigini bildirmislerdir. Kontrol
grubunda ise yeni olusan kemik dokunun 7. gunun sonunda gorulmeye
bagladigini, 14. gun sonunda tamamen trabekuler kemik ile doldugunu
belirtmiglerdir. Calismamizin bulgularinda bu sonuglardan farkl olarak, 10 gin
sonunda kontrol ve DMA’li HA gruplarinin kemiklesme miktari YMA’'lI HA

grubundan disuk bulunmustur.

Kemik dokuda uygulanmig olmasi ve bulgularimizla benzer sekilde
Zanchetta ve ark.in (162) 2003 yilinda yaptiklari diger ¢alismada siganlarin
parietal kemiklerinde 5mm’lik bogsluk alanlar olusturmus, bu alanlarin deney
gruplarina bakteri eksopolisakkaritlerinden dretilen, YMA’lI HA tirevi olan HE 800
(800 kDa), 0,5 mg enjekte etmis, kontrol gruplarindaki alanlari bos birakmiglardir.
Calismanin bulgularina gore, 21 giin sonunda her iki kavitenin de tamamen kemik
ile doldugunu, kontrol gruplarindaki bu etkinin HA'nin sistemik etkisinden
kaynaklanmis olabilece@ini bildirmislerdir. Sasaki ve Watanabe’nin (155)
calismasinda da benzer sekilde HA'nin sistemik etkisinden dolayi kontrol
gruplarinda kemik geligimi dolayli olarak etkilenmig olabilecegi gibi, calismamizin

takip sureleri arasindaki farkhgin bulgular etkilemis olabilece@i de dusunulebilir.

Calismamizin bulgularindan farkli olarak DMA’lI HA (30 kDa) tizerinde
yapilan in-vitro ¢alismada Pilloni ve Bernard (148), DMA’lI HA’nin mezenkimal
hicre migrasyonu ve farklilasmasini saglayarak kemik olusumunu arttirdigini,
buna karsilik YMA’lI HA'nin yuksek vizkozite degerlerinden dolayi in-vitro
ortamda kemik olusumunda dugsuk etkili oldugunu bildirmektedir. Ayni sekilde
Deed ve ark. (149) in-vitro ortamda yaptiklar ¢alismalarinda, YMA’lI HA'nin
dokularda damarlanma artisini azaltici yonde etkisinin oldugunu, HA'nin

parcalanmis formlarinin dokulardaki damarlanmayir ve endotelyal hicre
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proliferasyonunu arttirdigini belirtmiglerdir. Sasaki ve Vatanabe (155), yara
iyilesmesi surecinde YMA’ll HA’nin yeni kemik olusumunda olumlu etkilere sahip
oldugunu, fakat HA’'nin kemik yapici hlcreler Gzerindeki etkisinin dogrudan veya

dolayl olarak etkili oldugunun bilinmemekte oldugunu bildirmistir.

Pilloni ve Bernard (148) ve Deed ve ark.'in (149) sonuglarindan farkl,
Sasaki ve Vatanabe (155) ile paralel sekilde, calismamizda uyguladigimiz YMA’li
HA’nin, in-vivo ortamda kendisini olusturan polisakkarit ve monosakkarit
formlarinda pargalanarak dokulardaki tamir sirelerinde etkili olabilecegi
dusundlebilir.  Ayrica yapilmis c¢alismalarin  (148,149) in-vitro olarak
incelenmesinin, canli dokulardaki degisimleri tam olarak yansitamamig
olabilecegi ve bodylece bulgularin farklihigina neden olmus olabilecedi de

dusunulebilir.

Calismamizin bulgularindan farkli sekilde, kullandigimiz DMA’'l HA
solisyonuna benzer bir HA preparatinin kullanildigi Ballini ve ark.in (161)
calismalarinda, periodontal kemik yikimi  (8,3mm) bulunan hastalarda
esterlestiriimis ve demetsi formdaki DMA'lI HA (EHA) materyalinden (Hyaloss®)
2 demet, otolog kemik grefti 0,5 cc olacak sekilde karigtirarak, bu maddelerin
kemik olusumu Uzerine etkileri incelemiglerdir. 10 gunlik ve sirasiyla 6, 9 ve 24
ayhk radyografik takiplerle sonuglari degerlendirmisler, HA’nin bakteriostatik
etkisi sayesinde 10 gunlik kontrollerinde gingivitis oraninin 0-1 arasinda
degerleri arasinda oldugunu, hi¢ bir bakteri enfeksiyonu ile karsilasmadiklarini
fakat bu sirecte kemik remodelling’i gormediklerini belirtmiglerdir. 6 aylik
radyografik kontrollerde orta derecede kemik remodeling’i ile kemik bosluklarinin
cok iyi doldugunu, 9 aylik kontrollerde ise 2,6 mm olarak ol¢giimus periodontal
cep derinligi tespit ettiklerini bildirmislerdir. 24 ay sonunda tamamen dolmus

kemik kaviteleri ile istedikleri sonuglari elde ettiklerini belirtmiglerdir.

Calismamizla, Ballini ve ark.in (161) ¢aligmasinin bulgularini takip
surelerinin benzerligi agisindan 10. gun sonuglarini karsilastiracak olursak,
DMA’ll HA grubunda yogun bir kemik remodeling’i ve bakteri yayihmi ile
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kargilagilmamasi paralellik gostermistir. Bu c¢alismadan yola c¢ikarak, 24 ay
sonunda istenilen kemik seviyesine ulagiimasi ile DMA’lI HA’nin etkinliginin yavasg
olabilecegi ve / veya DMA'h EHA’nin kemik grefti ile karigtirimasinin bu
molekulin kemik remodellingi Uzerindeki etkisini arttirmis olabilecegi

dusunulebilir.

Bulgularimizdan farkl olarak Asari ve ark.’nin (146) kopekler Gzerinde
yaptiklari calismasinda, DMA’li HA'nin (840.000 Da), YMA’lI HA'ya (2,7 MDa)
gore sinovyal zara daha yuksek gegirgenlik gosterdigini, doku igerisinde bulunan
HA sentezinin arttirllmasinda tek faktérian MA olmadigini ve bu konuda insanda
yapilmig bir calisma olmadigini belirtmislerdir. Arrich ve ark.in (151) OA’l
eklemler Gzerinde HA’nin etkilerinin arastinldi§i derlemesinde, MA ve HA
preparatlarinin etkileri bakimindan bir fark saptanmamistir. Bulgularimizin ve
tedavilerdeki gorusler arasindaki farkliligin sebebinin incelenen alanlarin kikirdak
ve kemik dokularin yapisal farkhliklari, ¢alismalarin in-vitro, in-vivo ve hayvan

deneylerindeki heterojen dagilimlardan kaynaklanmig olabilecegi dusunulebilir.

Calismamizla benzer sekilde iki farkli MA'h HA’yi1 karsilastiran ve farkl
olarak kortikosteroid iceren Metil Prednisolon asetat preparatinin etki ve yan
etkilerini insanlarin diz eklemlerine intraartikller enjeksiyon uygulayarak
inceleyen Bingdl (140), bulgularini enjeksiyon sonrasi, 2. ve 6. ay sonunda
degerlendirmistir. Uygulanan DMA’ll HA (Hyalgan® 500-730 kDa MA, 20 mg/2ml)
ve YMA'l HA (Orthovisc® > 1MDa MA, 15 mg/2ml) ile birer hafta arayla 3 kez
intraartiktler enjeksiyon uygulamasi yapmislardir. Her 3 grupta da iyilesme
belirtileri gozlemlediklerini, gruplar arasi herhangi anlamli bir fark
saptamadiklarini ve gegici bolgesel yan etkiler haricinde sistemik bir yan etki ile
karsilagsmadiklarini belirtmiglerdir. Calismamizla benzer sekilde, kontrol grubu ile
DMA’ll HA grubu arasinda anlaml farkhliklar tespit edilememistir. Calismamizin
degerlendirme odlgutleri, takip sureleri, incelen alanlarin farkl olmasinin yani sira,
kullandigimiz YMA’'lI HA 5 Mda MA buyukligunde ve yapiskan yapili bir
maddedir. Kullanilan YMA’lI HA'nin fiziksel ve kimyasal yapi farklilhklarinin

bulgulardaki farkhligi etkilemis olabilecegi disunulebilir.
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Bulgularimizdan farkli sekilde Sato ve ark. (206) siganlarin azi disleri
arasina Yyerlegtirdikleri elastikler yardimi ile diglerde ayrilma olusturmus,
periodontal ligamentlerdeki gerilme ve sikisma bdlgelerinde olusan link protein,
bir proteoglikan c¢esidi olan versikan ve HA’nin dagilimini incelemiglerdir.
Ortodontik kuvvet sonrasi HA'nin dagihminda herhangi bir degisime
rastlaniimadigi, bunun HA’'nin YMA'l yapisindan dolay! dokular arasi penetre
olamamasindan kaynaklanmis olabilecegini bildirmislerdir. Sato ve ark.’in (206)
calismasi ile c¢alismamizin bulgulari arasindaki farkhligin, disaridan
uyguladigimiz YMA’lI HA’nin yapiskan yapisinin, ortamda tikag etkisi olusturarak
midpalatal sutur alanindaki konsantrasyonunu korudugu ve osteoblastik
aktiviyeyi arttirarak, inceledigimiz alan ve ¢evre degerleri icerisinde yeni kemik
olusumunu arttirmis olabilecegi yoninde oldugu dusundlebilir. DMA'l HA
sollsyonu ise, dagilgan yapisi nedeniyle ortamda dagilmis ve konsantrasyonunu

koruyamayarak kemik olusumunu etkileyememis olabilir.

Tdm canh dokularin HDM’lerinin ana maddelerinden olan HA
insanlarda ortopedi, dermatoloji, oftalmoloji ve son yillarda antienflamatuar,
antibakteriyel etkilerinden dolay1 dis hekimligi alaninda da sik kullanilan
maddelerdendir (137-163). Calismamizda uyguladigimiz  YMA’'lIi HA’nin
si¢canlarin midpalatal alanlarindaki olumlu etkilerinden ve kemik olusumuna
yonelik yapilmis diger calismalardan yola ¢ikarak, rutin hizl Ust gene genigletme
islemlerinden sonra, insanlarin midpalatal sutur alaninda kemik olusumunu
hizlandirmak amaciyla, YMA’lI HA’nin bu alanda bolgesel olarak
uygulanabilecegi ve bodylece nuks riskinin azaltimasi veya ortadan

kaldirilabileceg@i dusunulebilir.

DMA’ll HA’nin, midpalatal sutur alaninda uygulandiginda uzun sureli
takipler ile incelenmesi ile bu konuda daha net bilgilere ulasilabilecegini
disunmekteyiz. YMA'l HA’nin insanlarda sistemik ve/veya bolgesel olarak ve
uygulanacak doz agisindan degerlendiriimesi icin yeni caligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.
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6. SONUC

1. CGahsmamizdaki sekliyle uygulanan genisletme zemberegi siganlarin

midpalatal sutur alaninda yeterli genigletme saglamistir.

2. Yeni olusan osteoblast hicresi ve kapiller hiicre sayilari ile alan ve gevre
icerisinde degerlendirilen kemik yogunlugu miktari en fazla YMA’lI HA uygulanan
gruplarda gozlenmigtir. YMA'l HA, hizli Gst ¢ene genigletmesi yapilan siganlarin

midpalatal sutur alaninda yeni kemik yapimini arttirmaktadir.

3. DMA’ll HA’nin hizh Gst cene genigletmesi yapilan sicanlarin midpalatal sutur

alaninda yeni kemik yapimina etkisi bulunmamaktadir.
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