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OZET

Bu calisma, demineralize kemik matriksinin jel formu ile solventlerle
dehidrate edilmis kanselloz kemik cipslerinin yeni kemik olusumu iizerine
etkilerinin arastirilmast amaciyla yapilmigtir.

Arastirmamuz 3 aylik 20 adet disi rat iizerinde yapilmistir. Calismaya dahil
edilen 20 rat her biri 10 rattan olusan 2 gruba ayrimustir. Ratlarin femurlart
iizerine kemik kaviteleri acilarak 1. gruptaki ratlara demineralize kemik
matriksinin jel formu, 1. gruptaki ratlara solventlerle dehidrate edilmig
kanselloz kemik cipsleri uygulanmigtir. 4 ve 8 haftalik dénemlerde, femurlar
ctkarilarak histopatolojik incelemeye alinnuglardir.

Calismamizda; demineralize kemik matriksinin gerek kisa gerekse uzun
donemde solventlerle dehidrate edilmis kanselloz kemik cipslerinine gore yeni
kemik olusumunu indiiklemede daha etkili oldugu saptandi.

Anahtar Kelimeler: Demineralize kemik matriksi, solventlerle dehidrate
edilmis allogreftler, kemik rejenerasyonu, kemik rezorpsiyonu, kemik defektleri

Investigation Histopathologically of two Different Bone Grafts

SUMMARY

This study was carried out to investigate the effects of demineralized bone
matrix in gel form and cancellous bone chips dehydrated with solvents, on new
bone formation.

This study was conducted on 20 female rats of 3 months. Twenty rats
included into the study were divided into 2 groups, each comprising 10 rats.
Bone cavities were opened up on femurs of the rats, and demineralized bone
matrix in gel form was applied to the rats in group I and cancellous bone chips
dehydrated with solvents to those rats in group II. At the periods of 4 and 8
weeks, femurs were removed and investigated histopathologically.

In our study, it was observed that demineralized bone matrix, whether in
short or long terms, was more effective in inducing new bone formation with
respect to cancellous bone chips dehydrated with solvents.

Key Words: Demineralized bone matrix, allograft dehydrated with solvents,
bone regeneration, bone resorption, bone defects
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GIRIS

Iskelet sisteminin diger bolgelerinde oldu-
gu gibi, oral ve maksillofasiyal bolgenin
travmatik, dejeneratif, enfeksiyoz, kistik ve
neoplastik lezyonlarinin olusturdugu akkiz ve
konjenital kemik deformitelerinin rekonstriik-
siyonunda kemik greftlerine gereksinim duyul-
maktadir.

Bu deformitelerinin rekonstriiksiyonunda;
osteoindiiktif, osteokondiiktif potansiyele ve
osteojenik hiicrelere sahip olan otojen kemik

greftleri Oncelikli olarak tercih edilmekle
birlikte, bu greftlerin ikinci bir cerrahi igleme
ihtiyag gostermesi, dondr bolgede morbidite
olusturmasi ve istenilen miktarda elde edileme-
mesi gibi bazi dezavantajlar1 mevcuttur (1,2).
Otojen kemik greftlerinin bu dezavantaj-
larindan dolay:1 allogreftler, ksenogreftler ve
sentetik materyallerin  kullanimi  glindeme
gelmistir. Bu greft materyallerinin her birinin
sterilizasyon ve islenme yontemine bagl
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olarak birtakim avantajlart ve dezavantajlar
vardir (1). Ornegin, taze dondurulmus kemik
osteoindiiktif potansiyele sahip olmakla birlik-
te, giiclii bir immiin cevaba neden olmaktadir
(3). Yine ksenogreft preparasyonlar1 da
kuvvetli bir immiin cevaba sebep olmaktadir
(4). Dondurup kurutma islemi, kemik greftine
karsi inflamatuar cevabi 6nemli oranda azalt-
masina ragmen, bunun yaninda greftin
mekanik Ozelliklerini de azaltmaktadir (5).
Dondurulup kurutulmus kemik greftlerinin
iyilesmesi, rezorpsiyon ve osteokondiiksiyon
ile olurken, bu greftlerde, osteoindiiksiyon
goriilmemektedir (6). Sentetik materyallerin de
osteoindiiktif 6zelligi bulunmamaktadir (1).
Demineralize kemik allogreftlerinin kullanimi-
nda ise, iyilesme osteoindiiksiyon ile gergek-
lesmektedir (7-9). Arastiricilar, klinik uygula-
malarda degisen diizeyde basar1 elde edilmesi-
ni, demineralizasyon ve sterilizasyon islemler-
inde osteoindiiktif proteinlerin her zaman
yeterince prezerve edilememesine baglamakta-
dirlar (7). Uretici firma tarafindan iyilesmenin
osteoindiiksiyon ile saglandigr iddia edilen
solventlerle dehidrate edilmis kanselloz kemik
cipsleri hakkinda ise literatiirde kapsamli ve
yeterli sayida ¢aligmaya rastlanmamugtir (6).
Bu goriislerden hareketle c¢aligmamizda,
son donemlerde kullanima giren allogreftler-
den demineralize kemik matriksi ile solventler-
le dehidrate edilmis kanselloz kemik cipsleri-
nin rat femurlarinda olusturulan kemik igi
kaviteleri kullanilarak osteoindiiktif potansiyel,
fibroz doku gelisimi, enflamasyon, yabanci
cisim reaksiyonu, fiziksel atagman, greftte
rezorpsiyon ve biyokompatibilite yoniiyle iki
greft materyalinin karsilagtirilmasi amaglandi.

GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Dicle Universitesi Saglik
Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezi’
nde, agirliklar1 200-240 gram arasinda degisen
3 aylik disi 20 adet rat {izerinde yapilmistir.

Calismamizda, allogreft olarak deminerali-
ze kemik matriksi’nin jel formu (Grafton
Demineralized Bone Matrix Gel 1 cc,
Osteotech, USA) ve solventlerle dehidrate
edilmis kanselloz mikro ¢ips graniilleri
(Tutuplast Cancellous Micro Chips Imm,
Tutogen Medikal, Germany) kullanilmustir.
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Uygulamanin yapilacagi deneklerin aneste-
zileri, 0.6 mg ketamin hidrokloriiriin (Ketalar,
Eczacibagi) intramiiskiiler enjeksiyonu ile
saglandi. Caligmaya dahil edilen 20 rat her biri
10 rattan olusan 2 gruba ayrildi. Ratlarin sag
bacaginin i¢ yiizii tras edildikten sonra, %10
Povidone-lodine soliisyonu (Betadine, Kansuk,
Tiirkiye) ile silindi. Femurun her iki ucu palpe
edilerek 15 numara bistiirii ile femura paralel 1
cm’lik deri insizyonu yapildi. Bunu takiben
kiint diseksiyon ile femur agiga ¢ikartildi. 0.14
numara rond frez (Komet, Germany)
kullanilarak, femur {iizerinde serum fizyolojik
irrigasyonu altinda 10 mm uzunlugunda, 3 mm
derinliginde ve 2 mm genisliginde kavite
acildi. 1. Gruptaki ratlarin kemik kavitesi
demineralize kemik matriksi ile, II. gruptaki
ratlarin kemik kavitesi de %0.9’luk serum
fizyolojik soliisyonu igerisinde minimum 30
dakika siire ile rehidratasyon islemi yapilan
kansell6z mikro ¢ips graniilleri ile dolduruldu.
Periost ve cilt alti dokular, 3.0 poliglatin
(Vicrly, Ethicon Limited, Belgium) siitiir ile,
cilt ise 3.0 ipek (Boz, Tiirkiye) siitiir ile primer
olarak kapatildi.

Postoperatif donemde herhangi bir medikal
tedavi veya ozel bir diyet uygulanmadi. Iyiles-
me doneminde, sadece demineralize kemik
matriksi uygulanan bir ratta osteomiyelit
gelisti.

Her iki gruptaki deney hayvanlarinin yarist
4. haftanin sonunda, geriye kalanlar ise 8.
haftanin  sonunda asir1  doz  sodium
thiopentone’un (Pental Sodyum, I.E. Ulugay
Ilag San. T.A.S.) intraperitonel enjeksiyonu ile
sakrifiye edildi ve daha oOnce tarif edildigi
sekilde femur aciga cikartildi.

Elde edilen ornekler %10’luk formalinde
fikse edildiler. Diyarbakir Devlet Hastanesi
Patoloji Bolimiinde %15°lik formik asitte
dekalsifiye edilerek parafin bloklara gémiildii-
ler. Parafin bloklardan 4 mikron kalinliginda
seri kesitler alinarak preparatlar hematoksilen-
eozin ile boyandi ve 1s1tk mikroskobu altinda
incelendi. Bu histopatolojik  incelemede;
osteoindiiktif potansiyel, fibroz doku geligimi,
enflamasyon, yabanci cisim reaksiyonu,
fiziksel atagman, greftte rezorpsiyon ve
biyokompatibilite kriterleri dikkate alindi
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BULGULAR

Klinik olarak demineralize kemik matriksi
uygulanan bir ornekte gelisen osteomiyelit
disinda tiim implantasyon bdlgelerinin normal
olarak iyilestigi goriildii.

Demineralize Kemik Matriksi Uygulanan
Grup (1. Grup):

4 haftahk donemde; Osteoindiiktif
potansiyelin zayif oldugu izlendi. Fibr6z doku
gelisiminin orta derecede oldugu ve bu
dokunun oldukga vaskiilarize oldugu goriildii.
Bu donemde yeni olusan kemik iliginin varlig
dikkat c¢ekiyordu. Enflamasyon vakalarin
cogunda hafif derecede idi, yalniz bir vakada
belirgin bir osteomiyelit tespit edildi. Yabanci
cisim reaksiyonu tespit edilmedi. Yine bu
donemde fiziksel atagmanin iyi oldugu ve
greftte rezorpsiyonun olmadig1  goriildii.
Biyokompatibilite iyi olarak degerlendirildi
(Tablo 1), (Resim 1,2).

Tablo 1. Demineralize Kemik Matriksi
Uygulanan Grup

Kriterler 4 8 Haftahk

Haftahk

Osteoindiiktif Potansiyel + ++
Fibroz Doku Geligimi ++ +
Enflamasyon + +/-
Yabanci Cisim Reaksiyonu -
Fiziksel Atagman ++ +++
Greftte Rezorpsiyon - -
Biyokompatibilite ++ +++
Yok: -
Zayif: +
Tyi: ++

Daha iyi: +++

Resim 1. DBM uygulanan grubun 4. haftadaki
histopatolojik goriiniimii: DBM (A), Fiziksel
atagman (B), Yeni kemik olusumu (C)
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Resim 2. DBM uygulanan grubun 4. haftadaki
histopatolojik goriiniimii: Fibr6z doku gelisimi
(D)

8 haftahk donemde; Osteoindiiktif
potansiyelin 4 haftalik doneme gore daha fazla
oldugu goriildii. Fibréz doku gelisimi 4
haftalik gruba gore daha azalmisti. Yine
enflamasyonun da 4 haftalik doneme gore daha
azalmis oldugu izlendi. 4 haftalik donemde
oldugu gibi 8 haftalik donemde de yabanci
cisim reaksiyon ve greftte rezorpsiyon tespit
edilmedi. Fiziksel atagman ve biyokompatabi-
lite 4 haftalik doneme gore daha iyi olarak
degerlendirildi (Tablo 1), (Resim 3).

& &

3 . s
Resim 3. DBM uygulanan grubun 8. haftadaki
histopatolojik goriiniimii: DBM (A), Fiziksel
atagman (B), Yeni kemik olusumu (C), Fibroz
doku gelisimi (D), Kemik iligi (E)

Solventlerle Dehidrate Edilmis Kanselloz
Kemik Cipsi Uygulanan Grup (2.Grup):

4 haftahlk donemde; Osteoindiiktif
potansiyelin, 4 haftalik demineralize kemik
matriksi grubuna gore daha zayif oldugu tespit
edildi. Bu donemde, fibroz doku gelisiminin
orta derecede oldugu ve fibr6z dokunun 4
haftalik demineralize kemik matriksi grubun-
daki kadar vaskiilarize olmadigi gorildi. 4
haftalik demineralize kemik matriksi grubunda
oldugu gibi bu grupta da kemik iligi olugsmaya
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baslamisti. Enflamasyonun hafif siddette oldu-
gu ve yabanci cisim reaksiyonunun goriilmedi-
gi kaydedildi. Fiziksel atagmanin, 4 haftalik
demineralize kemik matriksi grubuna gore
daha zayif oldugu saptandi. Greftte yer yer
rezorpsiyon izlenirken yine biyokompatibite-
nin iyi oldugu belirlendi (Tablo 2), (Resim
4,5).

Tablo 2. Solventlerle Dehidrate Edilmis
Kanselloz Kemik Cipsi Uygulanan Grup

Kriterler 4 Haftahk 8 haftahk
Osteoindiiktif Potansiyel +/- +
Fibr6z Doku Gelisimi ++ +
Enflamasyon + +/-
Yabanci Cisim Reaksiyonu - -
Fiziksel Atagman + +++
Greftte Rezorpsiyon + +
Biyokompatibilite ++ ++

Resim 4. Kemik ¢ipsi uygulanan grubun 4.

= B K f' \) il

haftadaki histopatolojik gdriiniimil: Kemik
cipsleri (F), Fiziksel atagman (B), Yeni kemik
olusumu (C), Greftte rezorpsiyon (G)

Resim 5. Kemik ¢ipsi uygulanan grubun 4.
haftadaki histopatolojik  goriinlimii:  Yeni
kemik olusumu (C), Enflamasyon (H)
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8 haftallk donemde; Osteoindiiktif
potansiyelin 4 haftalik allojenik kemik ¢ipsi
uygulanan gruba gore daha fazla, ancak §
haftalik ~ demineralize =~ kemik  matriksi
uygulanan gruba gore ise az oldugu saptandi.
Fibr6z doku gelisimi 4. haftaya gore daha az, 8
haftalik diger greft grubuna goére ise daha
fazlaydi. Enflamasyonun, 4. haftaya gore daha
azaldigi, fakat 8 haftalik demineralize kemik
matriksi uygulanan gruba gore daha fazla
oldugu belirlendi. Yine bu grupta da yabanci
cisim reaksiyonu tespit edilmedi. Bu donemde
fiziksel atagmanin 8 haftalik diger grupla
hemen hemen ayni oldugu, greftte rezorpsiyon-
un hafif derecede oldugu ve biyokompatibilite-
nin 4 haftalik donemle esit derecede iyi oldugu
izlendi (Tablo 2), (Resim 6).

¥

Resim 6. Kemik ¢ipsi uygulanan grubun 8.
haftadaki histopatolojik goriiniimii: Kemik
cipsleri (F), Fiziksel atagman (B), Yeni kemik
olusumu (C), Fibroz doku gelisimi (D)

TARTISMA

Kraniomaksillofasiyal uygulamalarda;
ossedz konjenital deformitelerin, travmaya
bagli olarak ortaya ¢ikmis deformitelerin ve
osse0z patolojilerin cerrahi eksizyonundan
dolay1 agiga cikan genis kemik defektlerinin
iyilesmesinin desteklenmesi amaciyla cesitli
kemik greftleri veya kemik yerine gecen biyo-
materyallerin kullanimi bazen kagimilmazdir
(2,10).  Giuinimiizde kraniomaksillofasiyal
cerrahi uygulamalarda, bu amagcla cesitli dogal
ve sentetik biyomateryaller kullanilmaktadir.
Bunlar heterogreft veya ksenogreft, allogreft
veya homogreft ve otogreft seklindedir. Ayrica
timiiyle sentetik biyomateryaller olan allo-
plastlarda genis kullanim alanina sahiptir (10).
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Kemik  defektlerinin  doldurulmasinda
kullanilan greft materyallerinde aranan baslica
Ozellikler ise; tek bir cerrahi islemle elde
edilebilme, antijenik 06zelliginin olmamasi,
revaskiilarizasyon, osteoindiiksiyon, osteokon-
diikksiyon ve osteogenezisi kolaylastirabilme,
defektte stabilite ve destek saglama, kolayca
sekil verilebilme, termal olarak nonkondiiktif
olma, radyoliisent bir goriiniim verme ve uzun
stire saklanabilmedir (11, 14).

Halen en iyi greft materyali otojen kemik
olmakla birlikte, bu greft materyallerinin
bir¢ok dezavantajindan dolay1, daha ideal greft
materyali arayiglari halen devam etmektedir.
(2, 10).

Otojen greft materyaline alternatif olarak
gelistirilen bir greft materyali, DBM’dir. 1965
de Urist, kas igine uygulanan ceplere DBM
implantasyonunun inflamatuar bir cevap olus-
turdugunu ve hemopoietik kemik iligi aralik-
lariin gelisimiyle tam bir endokondral kemik
formasyonunu 6zetleyen bir proses baglattigini
rapor etmistir. Bu kesif; DBM’in kemik
fraktiirlerinin iyilesmesini arttirmada, spinal
fiizyonda, intraosséz periodontal defektlerde
ve yeni kemik formasyonu gereken ortopedik,
maksillofasiyal ve periodontal cerrahi bdlgele-
rinde bir allogreft doku olarak kullanimina yol
acmistir (15). DBM’in sterilizasyonu igin
%70’lik etanol kullanilmakla birlikte bazen de
bioyiikii azaltmak i¢in diisik doz gamma
radyasyon da (1.0-1.6 megarads) tercih
edilmektedir (16).

Calismamizda kullandigimiz diger allogreft
olan solventlerle dehidrate edilmis kanselloz
kemik ¢ipsleri (Tutoplast-Spongioza), insan
orjinli secilmis donoérlerin femur baglarindan
elde edilmistir. Bu greft, solvent ve ilave
edilen giiglii alkalilerle dehidrate edilip muhte-
mel viriislerden elimine edilmektedir. Solvent-
ler, 6zellikle CJD (Creutzfeldt-Jakob Disease),
HIV ve hepatit viriislerini inaktive etmede
etkili olmakla birlikte, ek gilivenlik amaciyla
kemik greftleri 1.5 Mrad’lik gamma radyasyon
ile ek bir sterilizasyona maruz tutulmaktadir
(17). Anlatilan iglemler sirasinda greftin
osteoindiiktif proteinlerinde minimal kayip
gozlendigi icin, greftin iyilesmesi osteoindiik-
siyon ve osteokondiiksiyon ile olmaktadir.
Defektin  biiylikliigline gore degismekle
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birlikte, maksimum 1.5 yil igerisinde greft
tamamen rezorbe olmakta ve yerini normal
kemik dokusuna birakmaktadir (6).

Tiedeman ve ark. (18), kopeklerde
deneysel olarak olusturduklart kaynasmamig
tibia fraktiirlerinde DBM kullanmiglardir.
Postoperatif 12 hafta sonra yapilan histolojik
degerlendirmede, bol miktarda kartilaj, izole
kalsifiye Kkartilaj bolgeleri ve endokondral
ossifikasyon ile yeni kemik formasyonu tespit
edilmistir. Bos birakilan kontrol grubunda ise
minimal yeni kemik formasyonu ile fibroz
doku gozlenmistir.

Yamamoto ve ark. (19), erkek Wistar
ratlarin premaksillalarinda olusturduklart kritik
boyuttaki defektleri 7 mg’lik DBM ile doldur-
muslar ve kontrol grubundaki defektleri bos
birakmiglardir. Caligmanin sonunda, greftlen-
memis grubun fibréz doku ile iyilestigi ve
periferde az miktarda kemik formasyonunun
olustugu, DBM ile greftlenen grupta ise 35
giinde o0ssoz koprii ile yeni kemik olustugunu
bildirmislerdir.

Shen ve ark. (20), tavsanlarda yaptiklar
deneysel calismada, 16. haftada DBM’in hala
endokondral ossifikasyon gecirdigini belirle-
mislerdir.

Bizim c¢alismamizda da DBM’in, diger
caligmalara paralel olarak osteoindiiktif
potansiyele sahip oldugu belirlendi.

Literatirde, DBM’in osteoindiktif etkisi
ilizerine farkli goriisler mevcuttur. Groeneveld
ve ark. (15), maksiller siniis elevasyonunda
kullandiklar1 DBM’in, mineralize doku
voliimiinii, remineralizasyon prosesi ile arttir-
dig1 sonucunu ¢ikarmislar ve DBM ile osteoin-
diiksiyonun kesin olmadigimi diisiinmiislerdir.
Becker ve ark. (21), kopek ekstraksiyon
soketinde yaptiklar1 bir calismada, DFDBA’
nin nadiren spongioz kemikle c¢evrelendigi,
parcalandigi ve sonra osteoklastik ve osteo-
blastik aktivite olmaksizin remineralize oldugu
vurgulanmigtir. Becker ve ark. (22), insan
ekstraksiyon soketlerinde DFDBA’nin, kemik
formasyonunu tesvik etmede herhangi bir
etkiye sahip olmadigini bildirmislerdir.

El defekti olan ve otojen greft uygulamasi-
n1 reflize eden hastalara uygulanan deminerali-
ze kemik greftinin postoperatif 54 aylik takip
stiresince higbir komplikasyona sebep olmadigi
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bildirilmigtir (23). Neigel ve Ruzicka (24)
kullandiklar1 DBM’in higbir komplikasyona
sebep olmadiginmi ifade etmislerdir. Bir bagka
calismada 44 hastada DBM kullanilmis ve 4
hastada enfeksiyon olusmustur. (25). Zuev ve
ark. (26), periodontal defektlerde DBM kullan-
miglar ve hastalarmin %3.6’sinda greft reddi
ile karsilagtiklarini bildirmiglerdir. Bizim ¢alig-
mamizda ise, DBM’li grupta sadece bir vakada
belirgin bir osteomiyelit varlig1 tespit edilirken,
diger vakalarda herhangi bir komplikasyonla
karsilagilmamustir.

Erk ve ark. (27), yaslart 8 ay ve 9 yas
arasinda degisen kraniofasiyal anomalili 5
hastada, solventlerle dehidrate edilmis kranial
kemik allogreftlerini kullanmiglar ve 4. ve 12.
aylarda yaptiklar1 histolojik degerlendirmede
vaskiilarizasyonun oldugu bolgelerdeki kemigin
canliiginin  bagladigim  tespit etmislerdir.
Postoperatif kontrollerde hicbir enfeksiyon
(HIV, CJV) ile karsilagmadiklarin1 vurgulamis-
lardur.

Akal ve Cambazoglu (6), kistektomi ve
kronik enfeksiyon bolgelerinin kiiretaji  ve
apikal rezeksiyon sonucu olusan kemik defekt-
lerinde, Aybar ve ark. (133) da sigan tibia
defektlerinde kullandiklar1 solventlerle dehid-
rate edilmis allojenik kemik greftinin biyo-
uyumlu oldugunu bildirmislerdir. Biz de ¢alig-
mamizda hem DBM hemde solventlerle dehid-
rate edilmis allojenik kemik greftinin biyo-
uyumlu oldugunu tespit ettik.

Yine calismamizda; 4 haftalik periyotta
solventlerle dehidrate edilmis kansell6z kemik
cipslerinin, DBM’e gore daha az osteoindiiktif
potansiyele sahip oldugu, meydana gelen
fibroz dokunun DBM’deki kadar vaskiilarize
olmadig1 gozlendi. 8 haftalik periyottta ise,
solventlerle dehidrate edilmis kanselloz kemik
cipslerinin kullanildig1 grupta, DBM’li gruba
oranla daha az osteoindiiktivite goriildiigii,
enflamasyonun daha fazla oldugu ve fibroz
doku gelisiminin DBM’e gore daha fazla
oldugu saptandi.

Bu deneysel ¢alismamizda; DBM’in, sahip
oldugu yiiksek oranda osteoindiiktif potansiyel
sayesinde yeni kemik olusumunu tesvik etmesi
yoniiyle, solventlerle dehidrate edilmis kansel-
16z kemik c¢ipslerine tercih edilebilecegi ve
calismamizin klinik uygulamalar ile desteklen-
mesi gerektigi sonucuna varilmaistir.
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