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Otoklavizasyon ve dondurma işlemlerinin tavşan kemik 
dokusunda oluşturduğu değişiklikler 

Erol Yalnız (1), Şeref Aktaş (2), Gülara Hüseyinova (3), Ramazan Kayapınar (4) 

10 adet erişkin tavşanm her iki femur dista/leri rezeke edilerek yumuşak dokularından temizlendi. Sağ fe
mur/ar -80 derecede 3 hafta tutuldu. Sol femurlar ise 120 derecede 20 dakika süre ile otoklavize edildi. Her iki 
gruptaki kemikler ışık ve elektran mikraskobu ile incelendi. Dondurulmuş kemiğin hücresel elemanlann! ve ya
PISln! kısmen koruduğu, buna karşi/ık, otoklavizasyonun kemikte destrüktif ve dejeneratif değişiklikler yaptığı 
ışık ve elektran mikroskobu ile gösterildi. 

Anahtar Kelime/er: Kemik grefti, otoklavizasyon, dondurma, a/logreft 

The effects of autoc/aving and freezing on the rabbit bone. 

Af ter resection of both distal femurs of ten rabbits, bones were dissected fram soft tissues. Right femurs 
were frozen at -80° C for three weeks. Left femurs were autoclaved at 120° C for 20 minutes. The bones of 
both groups were examined by light and electran micrascope. The histological and electran microscopic exa
mination of the frazen bone revealed that ce/lular elements and structure were mainly preserved. Destructive 
and degenerative changes in ce/lular elements and structure of bone were demostrated by light and electron 
microscope af ter autoclaving. 
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Son yıllarda tümör cerrahisinde, amputasyon ların 
yerini giderek lokal rezeksiyonlar almaktadır. Bu 
ameliyatlardan sonra kemik yapının rekonstrüksiyonu 
ciddi bir sorun olarak karşımıza çıkmaktadır. Protez 
uygulamaları, masif allogreftler ya da rezeke edilen 
kemiğin otoklavize edildikten sonra reimplantasyonu 
başlıca kullanılan yöntemlerdir (1, 4, 8, 10, 13, 21) . 
Allojen ik kemik greftlerinin kullanılması, komplike ve 
pahalı bir yöntemdir. Kemiğ in otoklavizasyonu ise da
ha basit bir işlem olarak birçok avantaja sahip gibi 
görünmektedir (8, 11 , 14, 15, 20, 22,). Bu çalışmada 
otoklavizasyon ve dondurma işlemlerinin tavşan ke
miğinde meydana getird i ği değ işi k lik ler ı şık ve elekt
ron mikroskobu ile değerlendirildi. 

Gereç ve yöntem 
10 adet ortalama 2.3 kg ağırlığında erişkin ada 

tavşanının 20 femur kemiği araştırmanın gerecini 
oluşturdu. Tavşanlar intrakardiak ketamin hidroklorür 
ile öldürüldükten sonra her iki femur kemikleri çıkarı
larak adele, ligaman ve periostları temizlendi. Sağ fe
murlar -80 derecede 3 hafta tutuldu. Sol femurlar 120 
derecede 20 dakika sür.e ile otoklavize edildi. Tüm fe
murlardan ışık ve elektron mikroskopisi için örnekler 
alındı. Ornekler formaldehid solusyonunda fikse edil
dikten sonra % 10 luk formik asit ile dekalsifiye edildi. 
Işık mikroskopisi için alınan örnekler Hematoxylene
Eosin ile boyandı. Elektron mikroskopisi için alınan 
örnekler önce %2.5 fosfat tamponlu gluteraldehid ve 
takiben tamponlu %1 'l ik osmium tetroksit ile fikse 
edildi. Dehidratasyonu takiben Epon 812 ile bloklan
dı. Kesitler üranil-asetat ve Reynold'un kurşun boyası 
ile kontratlandırıldıktan sonra JEM 100 B elektron 
mikroskobu ile incelendi. 

Resim 1: Dondurulmuş kemiğin histolojik görünümü: Osteositler, 
osteoklastlar ve kemik lamellerinin konsantrik yap ıs ı 
korunmaktadır. Osteoblaslla rın korunduğu alanlar tek ok 
işareti ile, inaktif bö lgeler çift ok işareti ile gösteri l miştir 
(H. E. X200) 

Resim 2: Dondurulmuş kemiğin histolojik görünümü: 
Osteoblastların aktivitelerini koruduğu alanlar tek ok ile 
gösıeri lmişlir (H.E. X 400) 

Sonuçlar 

Dondurulmuş kemiklerin histolojik incelenm6sin
de kemik hücrelerinde ve stromada minimal değiş i k-
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Resim 3: Dondurulmuş kemiğin elektron mikroskopik görünümü: 
Büyük çekirdekli, kaba krarnatinl i, si toplazması berrak 
osteosit ve çevresindeki sırorn al elemanlar (N: Çekirdek, 
Er: Endoplazmik retikulum , Pr: üsteosilin çıkıntıs ı ) 

(X 15000) 

Resim 4: Dondurulmuş kemiğin elektron mikroskopik görünümü: 
Osteoblastla rın sitoplazması yoğunlaşmış bir bazofilik , 
çekirdekleri eksantrik yerleşirnde görülmektedir 
(N: Çekirdek, CF: Kollajen liller) ( X 6000) 

Resim 5: Dondurulmuş kemiğin elektron mikroskopik görünümü: 
Osteoklast dış membran ıarı n ın düzensizliğ i , 

sitoplazmada hidroksiapatit kristalleri içeren vakualler 
görülmektedir (Vak: Vakuaner, Ok işareti: Hidroksiapatit 
kristalleri) ( X t 5000) 

likler gözlendi . Haversian sistemin ve kemik trabekül
lerinin periferik bölümlerinde osteoblast l arın korundu
ğu görüldü (Resim 1, 2). Kemik matriksinde haversi
an kanal ların etrafında kemik lamelleri konsantrik ya
pıda olmakla beraber baz ı alanlarda lamellerin bu ya
pısı bozulmuştu. Dondurulmuş ke miği n elektran mik
roskop ik incelemesinde osteositlerin korunduğu göz
lendi. Hücreler oval ve büyük çekirdekliydiler. Çekir
dekler kaba kromatin li ve sitoplazmaları berraklaşmış 
olup az miktarda mitokondri, endoplazmik ret iku lum 
ve diğer organoidleri içermekteydi (Resim 3). Osteob
lastiarın sitoplazması bazofilik olarak izlendi. Çekir-

Resim 6: Dondurulmuş kemiğin elektronik mikroskopik görünümü : 
KOllajen liflerin lransvers ve longitudinal görünümü 
(Ok işareti: Kalsilikasyonun erken evresi) (X 12000) 

Resim 7: Donduru lmuş kemiğin elektran mikroskopik görünümü: 
Stromal kolajen liflerinin periodik çizgi li görünümü ve 
hidroksiapatit kristallerin düzenli dağılımı ( X 70000) 

Resim 8: Otaklavize kemiğin histolojik görünümü: Derin destrüktif 
ve dejeneratif irreversibl değişiklikle r : Hücrelerin 
vakuolizasyonu, çekirdekleri n kaybı ve kemik 
lamellerinin konsantrik şekl inin bozulması görülmektedir 
(H.E. X 100\. 

dekler açık renkli olup eksantrik yerl eşm iş ti. Hücre le
rin etrafında kollajen lifler tespit edi ldi. Osteoblastları n 
sitoplazmala rında ribozom, endoplazmik retikulum, 
mitokondri ve di ğe r organellerin normale oranla azal
dıkları görüldü (Resim 4). Osteoklastlar ın d ış memb
ranları düzensizdi. Sitoplazma içinde hidroksiapatit 
kristalleri içeren vakuoller görüldü (Resim 5). Hücre
lerin stoplazmasında bazofilik küçük granüller izlendi. 
Çekirdekleri düzensiz kaba kromatinler içermekteydi. 
Stroma kesitle re göre transvers ve longitudinal dizil im 
gösteren kollajen liflerden oluşmuştu (Resim 6). Kol
lajen lifleri n periodik çizgileri karunmaktaydl. Periodik 
çi zg ili fibrillerle hidroksiapatit kristallerin bir düzen 
oluşturduğu ve aralar ındaki bu düzen in koru nduğu 
gözlendi (Resim 7) . 



Resim 9: Otoklavize kemiğin elektran mikroskopik görünümü: 
Kemik hücrelerde destrüktif ve dejeneratif değişiklikler 
görülmektedir: Hücrelerin dış membranıarı korunma~la 
beraber, çekirdekleri kayba uğramı ş, sitoplazması 

berraklaşmı ş, mitokondrileri (M) genişlemiş ve 
matriksleri berraklaşmış, kristal leri kayba uğramış 
olarak görülmektedir ( X 20000) 

Otoklavize edilmiş kemiklerde hücre elementle
rinde ve stromada çok belirgin destrüktif ve dejenera
tif değişiklikler tespit edildi. Tüm preperatlarda osteo
sitler, osteoblastlar ve osteoklasllar büyük berrak 
boşluklar şeklindeyd i ve çoğunda çekirdekler kaybol
muştu (Resim 8). Kemiğin konsantrik lameller yapısı 
bozulmuştu. Otoklavize kemiğin elektron mikroskopik 
incelenmesinde hücrelerin büyük kısmında çekirdek
lerin kaybolduğu gözlendi. Bazı hücrelerde iki kontur
lu hücre membranıarı korunmasına rağmen sitoplaz
malarında irreversibl değişiklikleri ifade eden destrük
te ve dejenere hücre organelleri gözlendi. Mitokondri
lerin dejenere olmuş formları, membran la çevrili, bü
yük, şişm iş vakuoller şekli ndeydi. Matriksi ve kristalle
ri kaybolmuştu (Resim 9). Stromanın kollajen lifleri 
destrükte olmuş, periodik çizgi leri kaybolmuştu. Deje
nere olmuş kollajen liflerin arasında hidroksiapatit 
kristallerin düzensiz ve dağınık şekilde yerleştiğ i gö
rüldü. Hidroksiapatit kristallerin, kollajen liflerle olan 
düzenli ilişkisi bozulmuştu (Resim 10). 

Tartışma 

Son yıllarda kemik ve yumuşak doku tümörlerinin 
tedavisinde büyük ilerlemeler görülmektedir. Tümör 
cerrahisinde yapılan geniş lokal rezeks iyonlardan 
sonra iskelet yapın ın rekonstrüksiyonu ciddi bir prob
Iemdir. Phemister (16) 1939 da tümörün blok olarak 
çıkarılıp otojen greftle r ile artrodez yapılmasını öner
miştir. O tarihten sonra Wilson ve Lance (24), Cam
panacci ve Costa (3), Enneking ve ark. (5), benzer 
teknikler kullanarak başa rılı sonuçlar yaYll1lamışlar
dır. Ancak bu yöntemde artrodezin sağlanması uzun 
süreli immobilizasyon gerektirmekte ve artrodezin ya
nısıra komşu eklem hareketle rinde de kısıtlılıklar or
taya çıkmaktadır . Ayrıca otojen greft kul lanımının , ek 
bir insizyon gerektirmesi, donor kemikte zay ı f lamaya 
neden olması ve enfeksiyon riskini artırması gibi de
zavantajları vardır . Hem hareketli bir eklem elde et
mek, hem de defekti n rekonstriksiyonu sağlamak kit
lesel osteokondral grefller yada özel imal edilmiş pro
tezler ile mümkün olmaktadır. Allojenik kemik greflle
ri, kemik bankas ın ın yüksek maliyeti , uygun ölçüde 
greftin her zaman bulunamaması ve rejeksiyon gibi 
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Resim 10: Otoklavize kemiğin elektron mikroskopik görünümü : 
Stromal kollajan liflerin destrükte ve dejenere 
görünümü: Periodik çizg il eri kaybo lmuş, hidroksiapatit 
kristalleri düzensiz ve dağınık yerleşi m göstermektedir 
(X 62000) 

sorunlara sahiptir. RezeKe edilen tümörlü kem i ğ i n 
otoklavize edilerek tümör hücrelerinin devitalizasyo
nunu takiben reimplantasyonu ise osteokondral kitle
sel allojenik greftlere bir alternatiftir (2, 11 , 12, 13, 20, 
25, 26). 

Osawa ve arkadaşları (18), 1990 yılında yaptık l a
rı çalışmada donduru l muş kemiğin normal kem i ğe 
benzer mikroskop ik özellikler i çerdiği n i, haversian sis
temlerin ve damarların korunduğunu ve osteositlerin 
belli oranda mevcut olmasına rağmen otoklavize ke
mikte osteosillerin destrükte olduklarını bel irtm işler 
dir. 

Kemik morfogenetik protein (B.M.P.) kemik doku
su tahrip olduğunda ortaya çıkan, diş dokusu matrik
sinde de yer alan bir gikoproteindir. Pluripotansiyel 
mezankimal hücreleri uyararak yeni kemik dokusu 
oluşumuna neden olur (9). Osteoindüksiyon kemo
taksi, mitoz ve diferansiyasyon aşamaları ile gerçek
leşmektedir (19). Dondurma işleminde B.M.P. korun
makta ve bunun sonucunda da allojenik kemik greft
leri osteoindüktif aktivitelerini sürdürmektedir (6, 13, 
17,18). Otoklavizasyonda ise kemiğin tüm proteinleri 
ile beraber B.M.P. inde denatüre o lduğu ve bununda 
greflin osteojenik ve osteoindüktif özelliklerini yok et
tiği bild i r il miştir (6, 17,23). Nakanishi ve ark. (17) 70 
derecenin üzerindeki ısıiarda B.M.P. nin tahrip oldu
ğunu göstermişlerdir . 

Köhler ve ark. (11) yaptıkları karşılaştırmalı çal ı ş
mada hem otoklavize otojenik, hemde dondurulmuş 
allojenik kemiklerin zayıf bir osteoindüktif aktiviteye 
sahip olduklarını , bu iki tip greft arasındaki fark ı n mi
neral içeriklerinde olduğunu ve allogrefllerin otoklavi
ze greftlere oranla daha fazla mineral içerd i ği n i bild ir
mişlerdir. Guo ve ark. (7) ise total demineralizasyo
nun osteoindüktif aktiviteyi yok ettiğini ancak %23-40' 
iık demineralizasyon uygulandığında greflin bu özell i
ğini koruyab ildiğ i ni göstermişlerdir . Bu ça lı şmada , 
dondurma ve otoklavizasyon işlem lerin in kemik doku
su üzerinde yaptıkları değişik li k l er ı şık ve elektron 
mikroskopisi ile gösterildi. Dondurulmuş kemiğin nor
mal kemiğe daha yakın özellikler içerdiğ i , otoklavize 
kem iği n ise temin ve kul lan ını tekn ik açıdan kolay ol
makla beraber, otoklavizasyonun kemikte ileri dere
cede destrüksiyon yapt ı ğı saptandı. 
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