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Amac: Bu calismada iki farkli allogreft saklama yontemi, dondurup kurutma ve solventlerle de-
hidrasyon islemlerinin, greft materyalinin mekanik 6zelliklerine etkilerinin incelenmesi amac-
land.

Cahsma plani: Sigir kemiklerinden elde edilen bloklar ii¢ gruba ayrildi. Gruplardan ilki dondu-
rup kurutma, ikincisi solventlerle dehidrasyon islemlerine tabi tutuldu. Ugiincii grup kontrol gru-
bu olarak higbir islem gérmedi. Tiim 6rneklere iic nokta egme testi uygulanarak, gruplarin egme
dayanimlar1 incelendi ve kalsiyum icerikleri degerlendirildi.

Bulgular: Dondurulup kurutulmusg ve solventlerle dehidrate edilmis 6rneklerin dayanim deger-
lerinin kontrol grubuna gore anlamli azalma gosterdigi belirlendi. Ayrica, sadece solventlerle de-
hidrate edilmis orneklerin kalsiyum iceriginin kontrol grubundan anlamli olarak diisiik oldugu
bulundu.

Cikarmmlar: Her iki saklama yonteminin, greft materyalinin mekanik 6zelliklerini azaltmasi ne-
deniyle kemigin egme dayanimina olumsuz etkileri oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar soézciikler: Dondurup kurutma; kemik greftleri; mekanik kuvvet; solvent dehidrasyonu.

Vaskiilarize veya non-vaskiilarize otojen kemik
greftleri, allojenik ve alloplastik kemik greftlerinin
de icinde bulundugu kemik greftleri yiiz ve ¢cene bol-
gesinde olusan defektlerin rekonstriiksiyonunda sik-
likla kullanilmaktadir."

Bir kemik pargasi viicuttan ayrildiktan hemen
sonra, kanlanma yetersizligine bagl olarak, kemik
hiicrelerinin canliliginda azalma baglar.” Hiicre can-
lilig1 in vitro saglanabiliyor olsa bile, minerallerin

yeniden sekillenme olayin tetikliyor olabilecegi dii-
siiniilmektedir.”” Bunu dnlemek i¢in, kemik dokusu
homeostaz durumunda saklanmalidir.

Allojenik bir kemik greft malzemesinin raf 6mrii-
nii uzatmak miimkiindiir, ancak bu islemde kullani-
lacak yontemin kemigin mekanik 6zelliklerini ve ali-
c1 bolge ile entegrasyonunu etkilememesi gerekmek-
tedir."?

dokudan cevredeki ortama gecmesine bagli olarak
kemigin mekanik 6zelliklerinde de bir azalma gorii-
liir. Greftin kesilmesinde kullanilan yontemlerin de
mekanik ozelliklerde diisiise neden olabilecek bir

Bu calismada, siklikla kullanilan dondurup kurut-
ma ve solventlerle dehidrasyon saklama yontemleri-
nin kemik greftinin mekanik 6zelliklerine ve kalsi-
yum icerigine etkileri incelenmistir.
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Gerec ve yontem

Calismada, 1 ila 2 yas araliginda, agirliklar1 250
ila 400 kg arasinda degisen erkek sigirlardan alinan
14 adet humerus kemiginden hazirlanan, 50x7x5
mm boyutlarinda 72 adet kemik bloku kullanildi.
Dikdotrgen kesitli kemik bloklari, bloklarin uzun
eksenleri humerus diyafizinin anterior bolgesinden
elde edilecek sekilde kesildi. Yirmi bes adet kemik
bloku dondurup kurutma islemine tabi tutuldu. Ke-
mik bloklarinin dondurulup kurutulmasi bir Virtis
Freeze-Dryer (Biopharma Process Sytems, Birlesik
Krallik) cihazi ile gergeklestirildi. Ornekler énce -
30°C ye kadar sogutuldu, ardindan vakum altinda 24
saat icinde 1s1s1 15°C’ye yiikseltilerek siiblimlesen
suyun kemikten cikarilmasi saglandi. On dokuz adet
kemik blogu Tutoplast® (Tutogen Medical GmbH,
Almanya) laboratuvarlarinda solventlerle dehidrate
edildi. Ornekler, strastyla, %10 NaCl, aseton, %0.9
NaCl, H20:2 ve tekrar aseton ile igsleme tabi tutuldu.
Yirmi sekiz kemik ise kontrol grubu olarak higbir is-
leme tabi tutulmadi.

Tiim 6rnekler, rehidrasyon amaciyla 30 dk. se-
rum fizyolojikte bekletildikten sonra li¢ nokta egme
testine tabi tutuldu. Calismada 1186 model bir Ins-
tron (Instron Corp., Canton, MA, ABD) cihazinda,
ASTM F417 (American Society for Testing and Ma-
terials, US) standardina uygun olarak 1 mm/dk. yiik-
leme hiz1 ile ii¢ nokta egme testi gerceklestirildi.

Dayanim hesaplamasi asagidaki formiile gore ya-
puldi:

Ox=BxFxL)/2xwxt)

O’ : Kirillma anindaki gerilim

F : Kuvvet

L : Ornek uzunlugu

w : Ornek genisligi

t : Ornek yiiksekligi

Mekanik teste tabi tutulan tiim orneklerden birer
parca alinarak, bir atomik absorpsiyon spektrofoto-
metresi (Spectra AA-200) ile kalsiyum ve magnez-
yum igerikleri ol¢iildii. Porselen krozeler (Halden-
Wagner, 101-40) 110°C’de 1 saat kurutuldu ve tar-
tild1. Igine yaklasik 0.05 g kemik 6rnegi konuldu ve
tekrar 110°C’de 1 saat bekletilerek tartildi. Boylece
ornek kemik agirlig1 tespit edildi. Daha sonra kemik-
ler, kroze i¢inde, bir kiil firin1 kullanilarak (Heraeus
M 11) 750°C’de 1.5 saat 1s1l isleme tabi tutuldu. Bu-
nu takiben, kiiller 15 ml konsantre HNO3 icinde ¢o-
ziildii, destile su ile yikanarak siiziildii ve balon joje-

ye aktarildi. Kroze icerisindeki siispansiyon destile
su ile 100 ml’ye tamamlandi. Ornekler spektrofoto-
metreye yerlestirilmeden 6nce 1:50 oraninda seyrel-
tildi. Bu amacla hazirlanmig olan Ca 6rneginden 1
ml alinarak destile su ile 50 ml’ye tamamlandi.

Her 6rnek iicer kere analiz edilerek bu degerlerin
ortalamasi alindi. Mineral icerigi asagidaki formiile
gore hesaplanmugtir:

X=XcxVxSF)/M

X : Mineral igerigi (mg/g)

Xc : Atomik absorpsiyon spektrofotometresinde

okunan konsantrasyon degeri (mg/l)

V : Omek hacmi (= 100 ml)

SF : Seyreltme faktorii (= 50)

M : Ornek agirligi (g)

Istatistiksel degerlendirmede tek yonlii varyans
analizi (one-way ANOVA) kullanildi. Istatistikler
SYSTAT 8.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) prog-
ram1 kullanilarak diizenlendi.

Bulgular

Dondurulup kurutulan gruptaki orneklerin {i¢
nokta egme deneyinde saptanan mukavemet deger-
lerinin ortalamasi 184.95 MPa bulundu (Sekil 1).
Yapilan mineral igerigi 6l¢iimiinde, bu grubun kalsi-
yum degeri ortalamasi 231.51 mg/g idi (Sekil 2). Yi-
ne, solventlerle dehidrate edilen 6rneklerin {i¢ nokta
egme deneyinde saptanan mukavemet degerlerinin
ortalamasi 57.55 MPa bulundu (Sekil 1). Yapilan
mineral igerigi 6l¢iimiinde, s6z konusu grubun kalsi-
yum degeri ortalamasinm 219.96 mg/g oldugu go-
riildii (Sekil 2). Kontrol grubundaki orneklerin ii¢
nokta egme deneyinde saptanan mukavemet deger-
lerinin ortalamas1 211.85 Mpa, kalsiyum degeri orta-
lamas1 244.20 mg/g olarak elde edildi (Sekil 1 ve 2).

Dayanim degeri icin gruplar arasi fark anlaml
bulundu (p<0.001). Gruplar karsilastirildiginda,
dondurulup kurutulmus 6rneklerin dayanim degerle-
rinin, solventlerle dehidrate edilmis ve kontrol gru-
bundaki oOrneklere gore farki anlamli bulundu
(p<0.05). Kurutulup dondurulan grupta kontrol gru-
buna gore %12.7 azalma mevcuttu. Solventlerle de-
hidrate edilmis 6rneklerin de ayni sekilde, donduru-
lup kurutulmus 6rneklere ve kontrol grubuna gore
farki anlamli bulundu (p<0.05). Solventlerle dehid-
rate edilen grupta kontrol grubuna gore %72.84 azal-
ma goriilmekteydi (Sekil 1, Tablo 1).
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Sekil 1. Gruplarin egme dayanimi degerlerinin karsilagtirmasi.

Gruplarin kalsiyum igeriklerinin istatistiksel de-
gerlendirilmesinde, solventlerle dehidrate edilmis ke-
mik orneklerinin kalsiyum icerikleri, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak an-
lamli bulundu (p<0.05). Bu grupta kontrol grubuna
gore %9.92 azalma vardi (Sekil 2, Tablo 2). Dondu-
rulup kurutulmus orneklerin kalsiyum iceriklerinin
solventlerle dehidrate edilmis ve kontrol grubu 6rnek-
lerine gore farki anlamli bulunmadi (p=0.06).

Tartisma

Liyofilizasyon olarak da bilinen dondurup kurut-
ma (freeze drying) islemi, kemigi -80°C’de derin
dondurduktan sonra giiclii bir vakum olusturup, si-
caklig yiikseltirken suyun siiblimlesmesinin saglan-
masidir. Islem, kemik igindeki nem oran1 %5 in alt1-
na indigi zaman sona ermektedir. Dondurulup kuru-
tulmug kemik, oda sicakliginda 5 yil boyunca sakla-
nabilmektedir.”’ Ayrica bu islemin kemige en az et-

Tablo 1. Gruplarin egme dayanimlarinin karsilastirmasi.
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Sekil 2.  Gruplarin kalsiyum icerigi degerlerinin karsilastirmasi.

ki ile sudan arindirmay1 gerceklestirdigi bildirilmek-
tedir.”! Dondurup kurutma isleminin kemigin meka-
nik ozelliklerine etkileri farkli arastirmacilar tarafin-
dan cesitli yontemler kullanilarak incelenmistir."*”
Bu arastirmacilardan kimi liyofilizasyonun kemigin
dayanimimi azalttig1 sonucuna varirken,”'” kimi de
bu yontemin kemikte bir degisiklige yol agmadigini
bildirmistir.” Kansell6z kemigin kortikal kemige
gore liyofilizasyondan daha az etkilendigi diisiiniil-
mektedir.”

Egme kuvvetlerinin 6zellikle mandibulanin ante-
rior govdesi, simfiz bolgesi ve kaninler bolgesinde
etkinligi saptanmis oldugundan, calismada donduru-
lup kurutulmus 6rneklere ii¢ nokta egme testi uygu-
lanmugtir. "

Bu calismada, dondurulup kurutulmug orneklerin
egme dayaniminda kontrol grubuna gore %12.7 ora-
ninda azalma saptanmistir. Bu sonug, Pelker ve
ark.'nin dondurulup kurutulmus kemigin egme daya-

%95 giiven araligi

Dayanim N Ortalama Standart Standart  En dasik En yiiksek Minimum Maksimum
sapma hata

Kurutulup dondurulmus 25 184.95 28.88 5.78 173.038 196.87 108.92 244.80

Solventlerle dehidrate 19 57.55 20.83 4.78 47.51 67.58 18.86 91.24

Kontrol 28 211.85 4714 8.91 193.58 230.13 147.43 315.43

Toplam 72 161.79 72.95 8.60 144.65 178.93 18.86 315.43

ANOVA

Dayanim Kareler toplami Df Kareler ortalamasi F Sig

Gruplar arasi 290,057.30 2 145,028.65 113.97 .000

Grup ici 87,806.27 69 1,272.56

Toplam 377,863.60 71
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niminda saptadiklart %10 ila 45 araligindaki azalma
bulgulari ile uyumludur.” Genel olarak liyofilize ke-
migin rehidrasyon sonrast mekanik ozelliklerinde
azalma goriildiigii kabul gormektedir.*”'"” Rehidre
edilmis liyofilize kemikte goriilen dayanim azalmasi-
nin nedeninin, kemigin rehidre olmasi sirasinda olu-
san mikro catlaklara"” veya kolajen baglardaki kim-
yasal degisikliklere bagh olabilece8i One siiriilmiis-
tiir.”” Bu ¢aligmada kolajen igerigine yonelik bir ince-
leme yapilmamasina ragmen, Voggenreiter ve
ark.’nin bildirdigi gibi rehidrasyon sonrast meydana
gelen mikro catlaklarin dayanimdaki bu azamaya ne-
den olabilecegi diisiiniilmektedir."”

Kemigin mekanik 6zellikleri ile dogrudan iligkili
parametrelerden biri de kemigin mineral, 6zellikle de
kalsiyum igerigidir."*"* Yaptigimiz ¢aligmada dondu-
rulup kurutulmus 6rneklerde, mekanik dayanimda go-
riilen azalma ile kiyaslandiginda, kalsiyum igeriginde-
ki azalma ¢ok diisiik kalmaktadir. Bunun kemigin ko-
lajen yapist veya biitiinliigiinde meydana gelen degi-
sikliklere bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Garnero
ve ark. kemigin kolajen baglantilarinin kemigin me-
kanik 6zelliklerine, mineral iceriginden bagimsiz ola-
rak etki ettigini bildirmislerdir."” Bu da yukaridaki
varsayimimizla uyumluluk gostermektedir.

Ik olarak Tutoplast® (Tutogen Medical GmbH,
Almanya) tarafindan gelistirilmis olan solventlerle
dehidrasyon teknigi daha yeni bir saklama yontemi
olup, dokunun hiicrelerden ve parcaciklardan ¢ozii-
ciiler kullanilarak temizlenmesi islemidir."” Bu is-
lem sirasinda hiicreler hipertonik tuz soliisyonlari ile
parcalanmakta, viriisler ve prionlar hidrojen peroksit
ile elimine edilmekte ve doku aseton soliisyonlari ile

Tablo 2. Gruplarin kalsiyum igeriklerinin karsilastirmasi.

dehidrate edilmektedir. Solventlerle dehidrate edil-
mis kemigin mekanik 6zelliklerine dair literatiirde
cok az calisma vardir. Kessler ve ark. solventlerle
dehidrate edilmis kemigin dayaniminda azalma sap-
tamiglar, ancak bu azalmanin dehidrasyondan c¢ok
sterilizasyon islemine bagli oldugunu 6ne siirmiigler-
dir."” Bizim ¢alismamizda ise 6rneklere bir sterili-
zasyon islemi yapilmadigi icin, solventlerle dehidra-
te edilmis Orneklerin dayanimlarindaki azalmanin
sterilizasyona bagli oldugu diisiiniilmemektedir.

Hidrojen peroksit solventlerle dehidrasyon isle-
minde kullanilan kimyasal ajanlardan biridir ve —-OH
iyonlart salinimi yapmaktadir. Dis hekimliginde de
siklikla kullanilan hidrojen peroksitin salinimini
yaptig1 —OH iyonlariyla proteinlerin peptid zincirle-
rinin yapisini degistirdigi ileri siiriilmektedir."* Hid-
rojen peroksitin, asidik pH degerine sahip olmasi ne-
deni ile de sert dokularda poroziteye neden olabile-
cegi diisiiniilmektedir."” Hidrojen peroksitin kemik
dokusuna etkileri iizerine ¢ok az ¢alisma bulunmak-
tadir. Moseley ve ark.” sigir alveolar kemigi iizerin-
deki calismalarinda hidrojen peroksitin kemikte ami-
no asit yapisinda ve proteoglikanlarin prolin seviye-
lerinde degisiklige yol actigini saptamis, Chng ve
ark."” %30’luk hidrojen peroksidin dentin dokusu-
nun mekanik 6zelliklerinde diisiise neden oldugunu
bildirmislerdir.

Hidrojen peroksidin kemigin egme dayanimi agi-
sindan 6nemli bir bileseni olan kolajen tizerine etkile-
rine dair literatiirde bir bilgi bulunmamaktadir. Dehid-
rasyon igleminde kullanilan aseton da kemigin meka-
nik ozelliklerine etkileri agisindan fazlaca incelenme-
mistir. Ancak asetonun, temas halinde cilt ve miikoz

%395 given araligi

Kalsiyum N Ortalama Standart Standart En disuk En yilksek Minimum Maksimum
sapma hata

Kurutulup dondurulmus 25 231.51 19.72 3.94 223.37 239.65 199.71 274.34

Solventlerle dehidrate 19 219.96 9.39 2.21 215.29 224.63 204.56 241.75

Kontrol 28 244.20 14.54 3.53 235.58 250.53 209.29 264.44

Toplam 72 231.32 17.89 2.31 226.70 235.94 199.71 274.34

ANOVA

Kalsiyum Kareler toplami Df Kareler ortalamasi F Sig

Gruplar arasl 4,667.07 2 2,333.54 9,358 .000

Grup igi 14,213.00 57 249.35

Toplam 18,880.07 59
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membranlarda kurumaya ve ¢atlamaya neden olabilen
ileri derece toksik bir ajan oldugu bilinmektedir.”"

Hoffmeister ve ark. dekolajenize kemigin meka-
nik 6zelliklerinde azalma saptamuslardir.” Bu ¢alis-
mamizda ise drneklerin kolajen iceriklerinin saptan-
masina yonelik bir inceleme yapilmamustir.

Yiiriitiilen calismada, solventlerle dehidrate edil-
mis gruptaki kalsiyum igerigi, kontrol grubuna goére
aradaki fark anlamli bulunmus, ancak dondurulup
kurutulmus grupla aradaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Bu nedenle, solventlerle de-
hidrate edilmis kemik bloklarindaki ileri derece da-
yamim kaybinin, sadece inorganik matristeki bu de-
gisime bagli olmadig1 diisiiniilmekle birlikte, bunun
nedeninin saptanabilmesi icin kolajen icerigi ile ilgi-
li ek caligmalara ihtiya¢ vardir. Ayrica, aseton ve
hidrojen peroksitin de ayr1 ayr1 kemigin porozitesine
ve kolajen igerigine etkilerinin incelenmesinde fay-
da oldugu diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada kullanilan yontemlerin sinirlart ige-
risinde, kullanilan her iki yontemin de kortikal kemi-
gin egme dayaniminda azalmaya neden oldugu go-
riilmiistir. Kemigin mekanik dayaniminin 6nemli
oldugu osteointegrasyon oncesi donemde, bu konu
g6z oniinde bulundurulmalidir.
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