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ARASTIRMA

Hidroksiapatit Esasl Biyoseramik Malzemelerin in vitro ve in
vivo Biyouyumluluklarinin Belirlenmesi *

Buyik kemik defektleri kendiliginden iyilesmesi mumkin olmayip greftlenmesi gerekir. Bu
¢alismada tarafimizdan Uretilen hidroksiapatit (HAp) esasli biyoseramik malzemelerin in vitro ve in
vivo biyouyumluluklarin belirlenmesi amaglandi.

in vivo deneyleri igin her grupta 7 hayvan olacak sekilde 3 gruba ayrilan 42 adet Spraque Dawley
ratlari kullanildi. Ratlarin genel anestezi altinda proksimal tibianin medial bélgesinde ikiser adet 2
mm’lik drille kemik defekti olusturuldu. Olusturulan defektlere 1. gruptaki olgulara kontrol grubu, 2.
gruptaki olgulara ise tarafimizca Uretilen alternatif HAp kemik greftleri ile dolduruldu. Ugiincii
gruptaki olgulara da ticari hidroksapatit greftleri dolduruldu. Daha sonra operasyon bdlgesi rutin
cerrahi kurallara uygun olarak kapatildi. Bitun ratlar postoperatif 14. ve 28. glnlerde sakrifiye
edildi. Histopatolojik degerlendirmelerde Uretilen HAp impalantin kemiklesme siirecinde oldugu
gozlendi.

Sonug olarak, uretilen HAp kemik grefti olarak kullanilabilirligi uzun sureli ve detayl arastirmalar ile
ortaya konulmasi yararli olacagdi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Hidroksiapatit, kemik defekti, rat

Determination of In vitro and In vivo Biocompability of Hydroxyapatite Based
Bioceramic Materials

The reconstruction of large bone defects can not self-repair and needs bone grafts. It was aimed at
investigating in vitro and in vivo biocompability of hydroxyapatite (HAp) based bioceramic materials
that we produced.

In this study, 42 Spraqg dawley rats were used for in vivo study. Rats divided into 3 groups equally.
After general anesthesia, rats were drilled 2 defect of 2 mm on the upper poximal metaphysis of
tibia. In the first group bone defect were left to heal by themselves without using any material. Bone
defect were reconstructed with HAp material in the second group. Third group were filled with
commercial HAp. Operation wounds were closed using routine surgery. The rats were sacrificed at
the postoperative of 14" or 28" days. Histopathologicaly, It was observed that the HAp produced
was in the ossicification process.

As a result, we need long term and more detailed examinations for evaluation of hydroxyapatite
based bioceramic materials.

Key Words: Hydroxyapatite, bone defect, rat

Girig

Kemik defektleri iskelet sistemi cerrahisinin en 6nemli problemlerinden biridir.
Konjenital anomaliler, travma, timor rezeksiyonlari, enfeksiyonlar ve kiriklar kemik
defektlerinin nedenleri arasinda sayilmaktadir. Konjenital ve edinsel kemik defektlerinin
tamirinde, kemik grefti uygulamalari siklikla basvurulan yontemlerden biridir. Kemik
grefti uygulamalarinda en iyi sonuglar otojen kemik greftleri ile elde edilir (1-6).

Glnumizde, kemik defektlerinin onariminda, otojen kemik greftleri altin kuraldir.
Ancak ikinci operasyona ihtiyag duyulmasi, operasyon siresini ve travmanin artmasi,
morbidite ve greft miktarinin sinirlh olmasi gibi dezavantajlari mevcuttur. Otojen kemik
greftleri, kan kaybinin artmasi, enfeksiyon, hastanin normal yasama ge¢ dénmesi ve
hastanede kalis slresinin uzamasi gibi sorunlari da beraberinde getirmektedir. Bu
nedenle kemik yerine gecebilecek maddelerin kullanimi yayginlasmaya baglamistir.
Dogal ve sentetik hidroksiapatitler, trikalsiyum fosfat, kollajen, seramikleri, demineralize
kemik matriksleri, polimerler, allojenik veya ksenojenik implantlar gibi kemik yerine
gegebilen materyaller oldukga sik olarak kullaniimaktadir. Kullanima girmis, farkli koken
ve yapilara sahip birgok implant materyali mevcut olmasina ragmen her bir materyalin
kendine 0zgl avantaj ve dezavantajlari bulunmaktadir. Glinimizde ideal kemik grefti
materyalleri konusundaki ¢aligmalar devam etmektedir (6-12).

* Bu galisma, Okan ERKMEN'nin yiiksek lisans tezinden Gzetlenmis olup, Firat Universitesi
Rektorligl, Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimince (FUBAP) desteklenmistir (Proje
No: VF14.24).
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Gereg ve Yontem

Calismaya Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'nun 26.03.2014 tarihli (2014/8 toplanti
sayisi ve 79 numarali karar) toplantisinda alinan etik
kurul onayi ile baslandi.Bu ¢alismada, baslangigta HAp
Uretimi ve katkilanmasi i¢in gerekli olan kimyasal sarf
malzemeleri ve makine techizatlari temin edildi. Daha
sonraki suregte malzemelerin sentezi, karakterizasyonu,
in vitro ve in vivo biyouyumluluklarinin belirlenmesi
saglandi.

Biyomalzemelerin Sentezi: Hidroksiapatit (HAp)
numunelerinin sentezlerinde kalsiyum nitrat tetrahidrat
(Ca(NOs3)2.4H20, Sigma-Aldrich), diamonyum hidrojen
fosfat ((NH4)2HPO4, Sigma-Aldrich) ve fosfor pentoksit
(P20s, Merck) kimyasallari kullanildi.

Cozilcl olarak saf su kullanilan HAp’in sentezi su
sekildedir: 100 mL’lik 50 mmol Ca(NO3)2.4H20
¢Ozeltisinin icerisine 100 mL’lik 30 mmol (NH4)2HPO4
¢ozeltisi damla damla ilave edilerek, yeni bir ¢ozelti elde
edildi. Bu ¢ozelti, bir manyetik karistirici yardimiyla
80°C'de 3 saat karistinldi. Elde edilen karigim,
130°C’deki etiv icerisinde 24 saat kurutuldu. Kurutulan
numune, porselen kroze igine ddkilerek kul firninda
900°C’de 3 saat kalsine (ifade dogru mu, yoksa kalsifiye
mi) edildi ve beyaz renkte HAp tozu elde edildi.

Cozlcu olarak etil alkol (C2HsOH) kullanilan HAp’in
sentezi su sekildedir: 100 mLlik 50 mmol
Ca(NOs3)2.4H20 ¢ozeltisinin icerisine 100 mL’lik 15 mmol
P20s ¢ozeltisi damla damla ilave edilerek, yeni bir ¢cozelti
elde edildi. Daha sonra, yukarida belirtilen proseduirin
aynisi takip edilmek suretiyle diger bir HAp numunesi
retildi.

Karakterizasyon islemleri

XRD Analizi: Biyomalzemelerin X-isini Kirinimi
desenleri, Bruker D8 Advance marka X-igini kirinim
Olger ile 0.02° tarama hizinda Cu Ka (A=0.15406 nm)
radyasyonu kullanilarak kaydedilmistir. XRD sonuglari
kullanilmak suretiyle numunelerin  kristal yapilari,
ortalama kristal buyuklUkleri ve mevcut faz yapilar
belirlendi.

In vitro Biyouyumluluk Testi: Biyomalzemelerin
in vitro biyouyumlulugu yapay vicut sivisinda (SBF)
belirlendi. Bunun i¢cin Kokubo metoduna goére SBF
¢ozeltisi hazirlanarak, 36.5 °C’deki etlivde bu c¢ozelti
icinde numuneler 28 giin bekletildi. 14. ve 28. giinlerde
bu ¢oézeltiden gikarilan biyomalzemelerin yapay vicut
sivisinda maruz kaldiklari  fiziksel ve kimyasal
degisiklikler yukarida adi gegen karakterizasyon iglemleri
tekrarlanarak kontrol edildi.

In vivo Biyouyumluluk Testi

Deney Hayvanlarina Uygulanmasi: Bu calismada
biyomalzemenin in vivo biyouyumluluk deneyleri Firat
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik  Kurulu’nun
26.03.2014 tarihli, 2014/8 toplanti sayisi ve 79 numarali
karar sayisi ile yapildi.
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Bu calismada 42 adet Spraque Dawley ratlar
kullanildi. Ratlar rastgele esit (ic gruba ayrildi. Ratlara
operasyon oncesi 10 mg/kg dozunda xylazine
hydrochloride (Rompun® 23.32 mg/mL, Bayer, Istanbul)
ve 40 mg/kg ketamine hydrochloride (Ketasol® 10 mL,
interhas, Ankara) intramuskiler yolla verilerek
anesteziye alindi. Operasyon bdlgesinin tiras ve
dezenfeksiyonu yapildiktan sonra, ratlarin sol tibia
bdlgesi genel cerrahi kurallarina uygun olarak ortaya
cikarildi. Ratlarin sol bacaklarinin proksimal tibiasinin
medial bdlgesinde 2.0 mm’lik drille ikiser adet kemik
defekti olusturuldu (Sekil 1a). Birinci gruptaki olgularda
olugturulan defektlere herhangi bir kemik grefti
doldurulmadi ve kontrol grubu olarak degerlendirildi.
ikinci gruptaki olgularda ise olugturulan defektlere
tarafimizca Uretilen alternatif kemik greftleri ile

dolduruldu (Sekil 1b). Ugiincii gruptaki olgularda
olusturulan defektlere ise ticari hidroksapatit (0.3-0.6 mm
1 g Idrossilappatite AT®, Monous Padova) greftleri ile
dolduruldu. Daha sonra operasyon bélgesi rutin cerrahi
kurallara uygun olarak kapatilarak, ratlarin sol bacaklari
pansumanla korundu.

Tibia’nin  proksimalinde olusturulan kemik
Kemik  greftinin  defektli  bdlgeye

Sekil 1.
defekti  (a),
yerlestiriimesi(b)

Postoperatif Bakim: Ratlara postoperatif olarak
olusabilecek enfeksiyonlara karsi 5 giin boyunca
subkutan yolla antibiyotik (Baytril K, 2x1) uygulamasi
yapildi. Agri kontroliine yonelik ise subcutan yolla 0.07
pg/kg dozunda fentanil sitrat (Fentanil 0.07 pg/kg, 2x1)
uygulandi. Ratlar 28 giin boyunca standart kafeslerde,
standart yemler kullanilarak ad-libitum olarak beslendi.

Otenazi: Her (i¢c gruptaki ratlarin yediser tanesi
postoperatif 14. gilinde, dider yediser tanesi ise
postoperatif 28. giinde CO: solutarak Otenazi edildi.
Alinan kemik dokusu Orneklerinin incelenmesi amaciyla
Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali'na gonderildi. Dokularin histopatolojik
degerlendirilmeleri yapildi.

Patolojik Degerlendirmeler: Kemik 6rneklerinde
olusturulan defekt alani ¢ini mirekkebiyle isaretlendikten
sonra %10 tamponlu formalin ¢Ozeltisinde tespit
edilerek, %10 dekalsifikasyon ¢ozeltisinde (Cal-Ex,
Fischer Scientific, ABD) dekalsifiye edildi. Doku drnekleri
rutin islemlerden gegcirilip parafin bloklar hazirlandi.
Hazirlanan bloklardan elde edilen 5 mm kalinhgindaki
kesitler hematoksilen-eozin ile boyandi (H&E). Defekt
sahasinda fibroblastlar, kikirdak hicreleri ve kemik
hicreleri gibi yeni olusan dokular, isik mikroskopu
altinda hucre tiplerine gére degerlendirildi.
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Biyomalzeme implanti olarak uygulanan kemik
dokulari alinarak %10Q’luk formaldehit ¢ozeltisinde 24
saat bekletildi. Kemik dokusu nitrik asit ile yapilan
dekalsifikasyon isleminden sonra parafin bloklarina
goémulda. Dokularin  3-5 pm kalinhidinda kesitleri
alinmasindan sonra, H&E ile boyanarak gruplar
hakkinda bilgisi olmayan bir patolog tarafindan
degerlendirildi. Biyomalzeme ile kemik dokusu
arasindaki reaksiyonlarin varligi, zaman igerisinde kemik
dokusuna donlsuimi ve osteoblastik aktiviteleri
degerlendirme kriterleri olarak kabul edildi.

Bulgular

Klinik Bulgular: Klinik olarak tim gruplardaki
olgularda operasyon bdlgesi yaralarinin normal iyilestigi,
postoperatif 14. ve 28. gunlerde herhangi bir
enfeksiyona veya tibia defektlerine baglh herhangi bir
kirik olgusuna rastlanmadi. Calisma boyunca deneklerin
hepsinin operasyonlari iyi bir sekilde tolere ettigi ve
calisma sonuna kadar higbir denegin 6lmedigi tespit
edildi.

Ratlarin  postoperatif donemde anesteziden
kaynakli higbir komplikasyonla karsilasmadan uyanip
normal fonksiyonlarina dondikleri gorildi. Postoperatif
dénem ve calisma boyunca vyapilan kontrollerde
herhangi bir komplikasyonla karsilagilmayan deneklerin
dikigleri 10. gunde alindi.

Makroskobik Bulgular: Yapilan makroskobik
incelemelerde, ratlarin tibia kemikleri UGzerinde defekt
olusturulan bdlgelerinde iyilesme sirecinin  normal
oldugu tespit edildi. Olusturulan defektlerin sinirlarinin
belli oldugu ve yerlestiriimis implantlarin ise orijinal
kalinliginda oldugu tespit edildi.

Histopatolojik Bulgular

Ondort  Giinlik  Gruplarin  Histopatolojik
Bulgulari: Kontrol grubunun 14. ginidnde yapilan
histopatolojik incelemeler sonucunda; kemikle ceuvrili
kanama alanlari gorilda (Sekil 2a).

Deney grubunun 14. giiniinde yapilan histopatolojik
incelemeler sonucunda; belirgin kikirdak dokusu ile
etrafinda yeni olugsan kemik dokusu tespit edildi. (Sekil
2b).

Ticari hidroksiapatit greftlerin kullanildigi gruptaki
ratlarin 14. glinde yapilan histopatolojik incelemeleri
sonucunda; kikirdak dokusu ve bag dokusu ile yer yer
kemik dokusu alanlar tespit edildi (Sekil 2c).

B s >
Wit : c

Sekil 2. Calismanin 14. gininde kontrol grubu (a),
deney grubu (b) ve ticari greft uygulanan gruptaki ratlarin
histopatolojik bulgulari (c)
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Yirmisekiz Giinlilkk Gruplarin Histopatolojik
Bulgulari: Kontrol grubunun 28. glninde vyapilan
histopatolojik incelemelerde lameller kemikle cevrili yeni
olugsan kemik dokusu alanlari goruldi (Sekil 3a).

Deney grubunun 28. giiniinde yapilan histopatolojik
incelemelerde, kemik dokusu ve yer yer bad dokusu
alanlarinin gorildigu tespit edildi (Sekil 3b).

Ticari hidroksiapatit greft uygulanan gruptaki
ratlarin 28. giinde yapilan histopatolojik incelemelerinde
belirgin kemik dokusu trabekuler alanlarin oldugu tespit
edildi (Sekil 3c).

XRD Sonuglari: Alkolin ¢dzici madde olarak
kullaniimasi sonucu Uretilen numune (AHAp) ile saf
suyun ¢O6zlicl madde olarak kullanilmasi sonucu
sentezlenen numune (SHAp) icin elde edilen XRD
desenleri Sekil 4'de belirtildi. Her iki numune igin de
gorilebilecegi lizere ana faz hidroksiapatittir ve bu faza
ilave olarak beta trikalsiyum fosfat ikincil fazinin olusumu
da tespit edilmektedir.
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Sekil 3. Calismanin 28. guniinde kontrol grubu (a),
deney grubu (b) ve ticari greft uygulanan gruptaki ratlarin
histopatolojik bulgulari (c)

Siddel (Keyli birin)

26(%)

Sekil 4. Uretilen hidroksiapatit numunelerine ait XRD
desenleri

Hekzagonal yapidaki hidroksiapatite ait 6rgu
sabitleri (a ve c),

1 4(h*+hk+k?) I?
e )t =

dz 3

denklemi yardimiyla bulunabilir [Cullity, B.D., 1978.
Elements of X-ray diffraction, Addison-Wesley
Publishing Company, Massachussets]. Denklem (5.1),
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(300) ve (002) dizlemleri igin yeniden diizenlenirse a ve
¢ Orgu sabitleri sirasiyla,

a =2/3d,,, (5.2)
c=2d,, (5.3)

seklinde elde edilir. Bu denklemler kullanilarak orgi
sabitleri (a ve c¢) hesaplanabilir. Bulunan 6rgl sabitleri
yardimiyla birim hiicre hacmi (V),

V =0,866a’°c (5.4)

bagintisindan yararlanarak bulunabilir. SHAp igin
a=0.9362 nm, ¢=0.6818 nm ve V=0.5175 nm?3 olarak
hesaplandi. AHAp iginse a=0.9418 nm, ¢=0.6885 nm ve
V=0.5289 nm?3 bulundu. Sentez sirasinda kullanilan
¢6zlicunln Uretilen numunelerin krsital yapl
parametreleri Uzerinde etkisi gézlendi. X-isini Kirinimi
sonuglar kullanilarak numunelerin kristal buytkltklerini,
Scherrer denklemi olarak bilinen
0,91

=— (5.5)
B}/ cosé
2

bagintisi yardimi ile hesaplamak mumkindur. Burada
B% ise yari pik genisligidir. D degeri SHAp i¢in 27.01

nm ve AHAp icin 33.12 nm olarak hesaplanmistir. HAp
numuneleri igin kristallesme derecesi (Xc),
Y/
~ 112/300
Xe =1- e (5.6)
300

bagintisi ile hesaplanabilir (12). Burada V112,300 (112)

ve (300) yansimalari arasindaki gukurun siddeti ve |300

ise (300) dizlemine ait yansimanin siddetidir. Xc degeri
SHAp igin %75.6 ve AHAp igin %91.7 olarak bulundu.

Tartisma

Kemik doku ylksek rejenerasyon yetenegine sahip
olmasina ragmen blylk kemik defektleri sonucunda
non-union, fibr6z doku olusumu ve pseudoartroz gibi
komplikasyonlarla  karsilagilasilabilmektedir. ~ Kemik
defektlerinin onariimasi igcin otojen kemik greftleri,
biyoseramikler ve sentetik bilesikler kullaniimaktadir (1-
3).

Otojen greftlerin, osteoinduktif ve osteokonduktif
ozelliklere sahip olmasi ve viicudun reddetme ihtimalinin
olmamasi sebebiyle biyik kemik defektlerinde basari
sangl en ¢ok olan yéntemdir. Otojen kemik greftlerinin
dezavantajlari dolayisi ile kemik defektlerinin onariminda
allogreftler, ksenogreftler, alloplastik materyallerin

Hidroksiapatit Esasl Biyoseramik Malzemelerin In Vitro ve ...
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alternatiflerinin kullanimi olanaklari arastirimaktadir. Bu
calismada bu alternatiflere bir secenek olusturmak

amaciyla tarafimizdan Uretilen HAp bir implant
materyalinin etkinligini aragtirmak amaglandi.
Kemik dokusunda olusan defektler, kemik

dokusuna yapilan operasyonlar sonucu her zaman
kendiliginden iyilesmeyebilir (1, 3, 13). Kritik boyutlu
kemik defektleri, canlinin yasami boyunca kendiliginden
iyilesmeyecegi kemik defekti anlamina gelir. Kemik
dokudaki bir yaralanmanin kritk boyutta olup
olmamasini; canlinin yasi, cinsiyeti, turd, genel saglik
durumu, defektin lokalizasyonu ve derinligi gibi etkenler
belirler. Birgok arastirmaci (10, 14-16) kritik boyutlu
kemik defekti konusunda hayvan turlerine gesitli gorisler
bildirmislerdir. Hollinger ve ark. (17), rat kemiklerinde 8
mm c¢apindaki kemik defektlerinin postoperatif 13. ayda
hala kendiliginden iyilesmedigini bildirmislerdir. Mulliken
(18), ve Glowacki (19), ratlarin pariyetal kemiklerinde
olusturduklari 2 mm’ lik defektte 6. ayin sonunda ideal
bir iyilesme bulamadiklarini bildirmiglerdir. EI-Rashidy
(20), kemik iyilesmeni takiben defekt bdlgesinin spontan
birakilmasiyla bdlgenin hizla bag dokusu ile dolmasi
sonucunda iyilesmenin olumsuz etkilenecegi bildirilmistir.
Sergeeva ve ark. (21), birgok biyomateryallerin

osteogenezis Uzerine etkilerini arastirdiklari
calismalarinda, kemik defektlerine degisik greft
materyalleri ile bos birakilan kontrol grubunun

postoperatif 60. giindeki histopatolojik incelemelerinde;
kontrol grubunda kemik iyilesmesinin olduk¢a zayif
oldugunu ve kismi bir fibrotik iyilesme goézlediklerini;
kemik grefti yerlestirilen gruplarda belli oranda
osteogenezisin oldugunu bildirmiglerdir. Cestari ve ark.
(22) kafatasindaki 9.5 mm capindaki defektlere sigir
kaynakli blok greft uyguladiklari grup ile kontrol grubunu
karsilastirmak amaciyla yaptiklari arastirmalarinda; blok
greftin gevredeki yumusak dokunun defekt bdlgesine
¢okmesinin engellendigi ve iyilesmenin erken déneminde
greftli grupta kontrol grubuna goére daha fazla kan
destegdi saglandigi belirlemiglerdir. Bu galismada da kritik
boyutlu kemik defekti olusturmak amaciyla tibia kemigine
2.0 mm ¢apinda defektler olusturuldu. Bu ¢alismada da
diger literaturleri destekleyecek sekilde, kontrol
grubunda, kemik grefti kullanilan diger iki gruba gore
daha az yeni kemik olusumu oldudu tespit edildi.

Yapilan bu c¢alismada, defekt olusturulan kemik
alaninda Hematoksilen ve Eosin boyama yapilarak
gruplar arasinda fibrozis, yabanci cisim ve primer kemik
dokusu olusumu histopatolojik olarak degerlendirildi.
Deneysel calismalar (1-3, 13, 22) gézden gegirildiginde
histopatolojik degerlendirme dénemlerinin farkli oldugu
gOrulmektedir. Kemiklesmenin 1-2. haftadan itibaren
basladidi, 6-8. haftalarda defektlerin re-organize olarak
doldugu bildiriimektedir. Yapilan bu caligmada olgularin
postoperatif takip slresi 2 ve 4 hafta olarak segilmistir.
Bu konuda yapilan galismalar yeni kemik olusumu ve
anjiogenezis icin 4 haftalik surenin ideal oldugu
bildirilmistir (14, 23-27). Yapilan bu calismada da bu
durumdan yola c¢ikarak calismayr 28. ginde
sonlandiriimasi tercih edildi.

ideal kemik greftlerinde olusan defektte belirli bir
sure varligini korumasi, kemik yapimini desteklemesi,
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yeni kemik yapimi esnasinda asamali olarak rezorbe
olmasi, kemik yeterli stabiliteyi saglamasi ve kemik
yaplya ulastiginda ortamda artiklari kalmamasi tercih
edilir (1, 3, 14, 23-28). Hidroksiapatit malzemelerdeki in
vivo etkinlik kimyasal bilesimlerine, kristal yapilarina,
vucut sivilarinda stabilitesini korumasina ve rezorbsiyon
karakterine baghdir. Kullaniimakta olan HAp kemik
greftlerinin cogu kemik igcinde varligini siirdirmekte ve
kemigin tumuyle rejenere olmasini engellemektedir. Bu
durum ileri asamalar igin biyomekanik bir risk
olugturmaktadir. Hidroksiapatit greft materyallerinin
kimyasal bilesimi insan kemiginin dogal yapisi ile
benzerlikler tagimaktadir. Bu greftlerin poréz yapisi ve
partikul blyuklugl rezorbe olma derecesini etkilemesine
ragmen, kemikle baglanti olusturmasini
engellememektedir. Greftlerin partikil blyuklikleri aktif
rezorpsiyon mekanizmasini etkilemektedir.
Mikropartikiller ~ osteoklastlar  tarafindan  rezorbe
edilebilirken, 0.1-0.3 mm’den daha blyk partikillerin bu
hiicreler tarafindan rezorbsiyonu azalmaktadir. 1-3 mm
biyudkligindeki partikiller ise rezorbe olmamaktadir (3,
8,9, 28, 29).

Greftlerin por buyuklikleri de kemik olusumunda
6nemli bir etkendir. Por buyukliginin 300 Xm’den daha
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