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Lokal pH degisikliklerinin osteogenesise etkisi

Deneysel arastirma

Osman Giiven

Bu calismada, siganlarda lokal enjeksiyonlarla kirik ortarminin pH's: degistirildi. 7,14 ve 21. ginlerde histopatolojik ve radyolo-
jik yéntemlerle inceleme yapilarak kirik iyilesmesi incelendi. Sonugta, ge¢ devrede kirik ortaminun alkali yénde degistirilmesinin

osteogenesisi arthirdifi tesbit edildi.

Effects of local pH changes on osteogenesis

PH degree of microenvironment of the fracture was changed in this experimental research by local injections in rats. Fracture
healing was observed at 7,14 and 21th days, both radiologically and histopatologically. As a result, it has been defined that alkaline
levels of Ph in microenviroment of fracture increase the osteogenesis.

Kirk iyilesmesinde lokal ve sistemik faktérler etkilidir.
Lokal faktérler arasinda, ortamin pH seviyesi halen éne-
mini korumaktadir. Kirik iyilesmesinde akut fazda orta-
mun asit oldudu, zamanla nétrale ve geg fazlarda alkaliye
déndigi Stirling (11) tarafindan 1932'de belirtilmistir.
Simmons (10) 1985°de aym bulgudan bahsetmistir.

Kemikte asiditenin artmasi lokal demineralizasyona yol
acar. Demineralizasyon amaci ile HC1, EDTA gibi, asit
soltisyonlar kullanilmaktadir (1,13). PTH verilmesinin
Laktat yapimin arttirdidi, bununda pH'y: azaltarak lokal
demineralizasyona sebep oldugu bilinen bir gergektir
(18).

Kemik kalsifikasyonunu agiklayan ve Robison'un (16)
1923'de ortaya attifi teoride, kalsifiye kemiklerde yiik-
sek oranda fosfataz enziminin bulundugu ve bunun al-
kali pH seviyelerinde ¢ok aktif oldugu, bu sebepten
Alkalen fosfataz adim aldifh belirtilmektedir. Bu sekilde
mineralizasyonun artti ileri sariilmektedir (6,7).

Bu goriise karsin, 1986’da Yoshikawa (19) ve 1978'de
Pfeilschifter (8) lokal gevrenin asit olmasimn kemik ya-
prmunt indikledigini ileri stirmiislerdir. Osteogenesisi et-
kileyen lokal bityiime faktérleri; BMP (Bone morphogenic
protein), TGF-B (Transforming Growth Factor-B), BDGF
(Bone derived growth factor), Makroglobiilin, CTF (Car-
tilage derived factor), PDGF (Plateled derived growth fac-
tor)'ddr. Bunlardan 6zellikle BMP ve TGF-B ortamin
asiditesinden etkilenirler (8,12).

Bitiin bu faktérler pH'run kirik iyilesmesinde 6nemli
roli oldugunu géstermektedir. Bu nedenle bu konunun
arastinlmasi planlandi.

Materyal ve Metod

Bu arastirma Marmara Unv.Tip Fakiiltesi Deney Hay-
vanlari Laboratuan’'nda yapildi.

Bu ¢alismada 4( adet Swiss Albino tipi, ortalama agir-
liklar1 318,5 gr. 3 aylik gelismekte olan sicanlar kullarl-
mis ve cins ayrimi gozetilmemistir. Hayvanlardan 8 tanesi
deney metodunu yerlestirme amaci ile kullanildi. Deney
ve kontrol gruplarinda kullanilan hayvanlar musluk su-
yu ve normal laboratuar diyeti ile beslendiler ve altih grup-
lar halinde metalik kafeslerde muhafaza edildiler.

Cahsmada deneyler 6 grup hayvaninda yapildi.

I. Kontrol grubu -A: 6 sicandan olusan bu gruba ayn
manuel yolla sa§ tibialarina kirik yapildiktan sonra 3. giin-
den itibaren 9. giine kadar kirik bélgesine hergtin 0,05
cc. serum fizyolojik (SF) enjekte edildi.

II. Kontrol grubu-B: 6 sigandan olusan bu gruba ayn
yolla kirik yapilarak 9. giinden itibaren hergiin kirtk bél-
gesine 0,05 cc. SF enjekte edildi.

IIl. Deney grubu-A;: (6 sican) Bu gruba kirik olustu-
rulduktan sonra 3. giinden itibaren 9. giine kadar her-
gtn 0,05 cc. pH's1 6,2 olan HEPES soliisyonu kink yerine
verildi.

IV. Deney grubu-A,: (6 sican) Kirik olusturulduktan
sonra 9. glinden itibaren hergiin 0,05 cc.pH’s1 6,2 olan
HEPES soltisyonu enjekte edildi.

V. Deney grubu-B;: (6 sican) Kink olusturulduktan
sonra 3-8. glinlerde kirik yerine pH's1 7,8 olan HEPES
solisyonu 0,05 cc. olarak verildi.

VI. Deney grubu-B,: (6 sigan) King: takiben 9. giinden
itibaren kirik yerine 0,05 cc. pH’s: 7,8 olan HEPES solis-
yonu enjekte edildi.

Deneyde ortarmun pH'sini degistirmek amaci ile tampon-
lu bir soliisyon olan HEPES soliisyonunun kullarlmasi-
nn nedeni, bilindigi gibi tamponlu soliisyonlann doku
icinde resorbe olmadan daha uzun stire kalabilmeleri ve
ortamdan kolayca uzaklastinlmamalandir. Asit ve alkali
soliisyonlar hazirlandiktan sonra milipordan gegirilerek
sterilize edildi.

Asit ve alkali soliisyonlari lokal olarak vermemizin ne-
deni, sistemik olarak verildijinde lokal degisiklik elde edi-
lebilmesi icin ylksek dozlar gerekmesi ve bunun ise
sistemik metabolik bozukluklara yol agmasi, hatta 6la-
me sebep olmasidir.

Kirik bélgesinde pH seviyeleri, dokulardan 6rnek ali-
narak ve alinir alinmaz hemen elektronik pH metre ile
olciildi. Bu dlgiimlerde lokal enjeksiyonu takiben 4 saa-
te kadar ortamdaki pH degisikliklerinin strdaga tesbit
edildi.

Her grupdan 7,14, ve 21. giinlerde ikiser sican 6ldi-
rillerek, kink olan tibialar spesmen olarak alindi ve his-
topatolojik olarak incelendi.

(1) Marmara U.Tip Fak.Ortopedi ve Travm A.b.d. Yard.Dog.
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Resim-1:

(H.E.X 40)

21. ginde sirasiyla kontrol, alkali ve asit gruplanndan ornekler (Ortada-
ki 2 tibia alkali grubuna ait)

Ayni glinlerde bitiin hayvanlarin tibialarinin radyolo-
jik tetkiki yapild.

Sonuglar

1- Radyolojik inceleme: 7. ve 14. glinlerde gruplar ara-
sinda bariz radyolojik bir fark gériilmedi. Ancak 21. gtin-
de deney grubu B,'de diger gruplara oranla kallus
dansitesinin daha fazla oldugdu tesbit edildi. (Resim 1).

2- Histopatolojik inceleme:

7. Gin: (A, A}, ve B, gruplar incelendi)

Grup A'da (Kontrol) kirik bélgesinde kemigin heriki ta-
rafinda periost altinda az miktarda yeni kemik olusumu,
genis sahalar halinde fibroz doku ve kikirdak doku dik-
kati cekmekteydi. (Resim 2).

Resim 3: (H.E.X 40)

(H.E.X 40)

Resim 4:

Resim 2:
(H.E X 40)

Grup A, (Asit) de, akut inflamatuar cevapta artma, ki-
rik civarinda bol miktarda fibréz doku ve kikirdak doku-
su mevcuttu, Subperiostal bélgede ¢ok az osteoid doku
goraldu.

Grup B, (Alkali) de, aym sekilde inflamatuar hiicreler-
de artma, fibréz ve kikirdak dokular gézlendi (Resim 3).

14. Gan: (Bitin gruplar incelendi)

Grup A, ve A, de genis kikirdak dokusu ve yer yer fib-
roz doku gorildii. Subperiostal bélgede az miktarda os-
teoid doku vardir. Diger gruplarda (A, B, B, B,) osteoid
dokuda, artma goérildi (Resim 4.5).

21. gin:

Grup B,'de diger gruplara oranla osteoid dokuda ba-
riz artma gorildd. Grup A, ve A, de ise kondroid doku-
nun halen oldukca fazla ve osteoid dokunun daha az ol-
dugu goriildi (Resim 6,7).

Tartisma

Wray (17) 1970'de insanlarda kirik hematomunda pH
degerlerini arastirrmis ve hematomdaki ortalama pH de-
gerlerinin normalden disik oldugunu géstermistir. Lak-
tik asit seviyelerini normalden yiiksek bulmustur. Alkalen
fosfataz seviyesini ise yiksek bulmustur, pH'nin disme-
sini laktik asit seviyesinin artmasina baglamstir.

Howell ve ark. (5) 1968'de yaptiji deneysel calisma-
da ratlarin buyime kikirdaklarinda, mineralizasyonun
oldugu bélgelerde ytiksek pH tesbit etmislerdir (7.70 ¥
0.05). PCO,'deki azalmanin kartilaj beslenmesini boz-
dugunu ve pH'da disme oldugunu belirtmislerdir. Ayri-

s
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Resim 5:
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Resim 6:  (H.E.X 40)

ca rasitik ratlarda ortalama pH seviyesinde hafif disme
oldugunu géstermisler ve ortamin asiditesinin minerali-
zasyonu azaltugini belirtmislerdir.

Brighton (3,4) elektrik uygulamas: ile tedavi ettigi ki-
riklarda katod cevresinde ortamin pH’sinin alkali oldu-
gunu, PCO,'nin ise artmis oldugunu belirtmistir.
Renoij'de bu goérusi desteklemistir (9).

Watson (15) 1983'de aym sekilde negatif elektodda ok-
sijen azalmasi oldugunu ve hidroksil radikallerinin yapi-
mina bagh pH'da yiikselme oldugunu belirtmistir.

Vaes (18) 1988'de yaymnladifi genis derlemede, oste-
oklastik rezorbsiyon bélgelerinde asit pH bulundugunu
belirtmistir. Blair (2) kemik partikiillerinin rezorbsiyonu-
nun asit fosfataza bagh oldugunu, bunun da yaklasik ola-
rak pH 4 civarinda aktif oldugu belirtmistir.

Kuhlman ve Downs (6) 1963'de alkalen fosfatazin
8.4-10.5 pH’da aktif oldugunu bunun da osteogenesis de
onemli bir faktdr oldugunu séylemislerdir. Fosfat bilesik-
lerini katalize ederek organik matriksin mineralizasyo-
nuna yol aghini belirtmislerdir. Son teoriler asit fosfatazin
ise 4.5-6.1 pH'da aktif oldugju ve bu enzimin osteoklast-
larda sentez edildigini ve kemik kaybinin indikatéri ol-
dugunu belirttiler. Bu galismalan 1923de Robison'un
ortaya athif kemik mineralizasyonu hakkindaki teorisini
desteklemektedir. Yoshikawa ve Pfeilschifter ve arkadas-
larinin osteosarkomlarda yaptigi 1986 ve 1987 yillarin-
daki galismalarda ise asit soliisyonlann osteogenesisi art-
tirdifi  deneysel olarak gosterilmistir (8,19). Buna pa-
ralel olarak Urist (14) 1983'de BMP'in alkali soliisyon-
larda inaktif oldugunu belirtmektedir.

Bu yayinlardan ¢ikan ortak sonug sudur: Kirik ortami
baslangicta asit olmakta ve bu muhtemelen osteogene-
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sisi indiiklemektedir. Ancak asidite diger devrelerde bu-
nun tam tersi bir etki yapmakta ve kemik demineralizas-
yonuna yol agmaktadir. Ortamin alkali olmasi ise ge¢ dev-
rede osteogenesisi ve ozellikle mineralizasyonu
arttirmaktadir.

Biz bu galismada bu fikirden hareket ederek ortamin
pH’sin1 degjistirerek kirik iyilesme hizim artirmayi plan-
ladik. Ortamun PH’sini erken devrede ve geg devrede de-
Jistirmenin sonucu ne yonde degistirdigini anlamak .
amaci ile 6 grup olusturduk. Howell (5), mineralizasyon
igin uygun pH'min 7,60 ¥ 0,5 oldugunu belirtmistir. Biz
de arastirmamizda pH’s1 buna yakin bir solisyon (7.8 He-
pes soltsyonu) kullandik. Ortarmu asit yapmak icin ise 6.2
pH'li HEPES soliisyonu kullandik.

Asit kullamlan gruplarda olumlu bir netice alamadik,
aksine osteogenesiste gerileme tesbit ettik. Gruplardan
sadece B,'de osteoid doku ve mineralizasyonda artma
tesbit ettik (radyolojik ve histopatolojik). Bu gruba geg
devrede yani dokuzuncu giinden itibaren alkali soliisyon
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ogenesis ve mineralizasyonu arttirmaktadir. Bu sonug
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