
Vaskülarize veya non-vaskülarize otojen kemik
greftleri, allojenik ve alloplastik kemik greftlerinin
de içinde bulundu¤u kemik greftleri yüz ve çene böl-
gesinde oluflan defektlerin rekonstrüksiyonunda s›k-
l›kla kullan›lmaktad›r.[1]

Bir kemik parças› vücuttan ayr›ld›ktan hemen
sonra, kanlanma yetersizli¤ine ba¤l› olarak, kemik
hücrelerinin canl›l›¤›nda azalma bafllar.[2] Hücre can-
l›l›¤› in vitro sa¤lanabiliyor olsa bile, minerallerin
dokudan çevredeki ortama geçmesine ba¤l› olarak
kemi¤in mekanik özelliklerinde de bir azalma görü-
lür. Greftin kesilmesinde kullan›lan yöntemlerin de
mekanik özelliklerde düflüfle neden olabilecek bir

yeniden flekillenme olay›n› tetikliyor olabilece¤i dü-
flünülmektedir.[2,3] Bunu önlemek için, kemik dokusu
homeostaz durumunda saklanmal›d›r.

Allojenik bir kemik greft malzemesinin raf ömrü-
nü uzatmak mümkündür, ancak bu ifllemde kullan›-
lacak yöntemin kemi¤in mekanik özelliklerini ve al›-
c› bölge ile entegrasyonunu etkilememesi gerekmek-
tedir.[1,2]

Bu çal›flmada, s›kl›kla kullan›lan dondurup kurut-
ma ve solventlerle dehidrasyon saklama yöntemleri-
nin kemik greftinin mekanik özelliklerine ve kalsi-
yum içeri¤ine etkileri incelenmifltir.
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Amaç: Bu çal›flmada iki farkl› allogreft saklama yöntemi, dondurup kurutma ve solventlerle de-
hidrasyon ifllemlerinin, greft materyalinin mekanik özelliklerine etkilerinin incelenmesi amaç-
land›. 
Çal›flma plan›: S›¤›r kemiklerinden elde edilen bloklar üç gruba ayr›ld›. Gruplardan ilki dondu-
rup kurutma, ikincisi solventlerle dehidrasyon ifllemlerine tabi tutuldu. Üçüncü grup kontrol gru-
bu olarak hiçbir ifllem görmedi. Tüm örneklere üç nokta e¤me testi uygulanarak, gruplar›n e¤me
dayan›mlar› incelendi ve kalsiyum içerikleri de¤erlendirildi. 
Bulgular: Dondurulup kurutulmufl ve solventlerle dehidrate edilmifl örneklerin dayan›m de¤er-
lerinin kontrol grubuna göre anlaml› azalma gösterdi¤i belirlendi. Ayr›ca, sadece solventlerle de-
hidrate edilmifl örneklerin kalsiyum içeri¤inin kontrol grubundan anlaml› olarak düflük oldu¤u
bulundu. 
Ç›kar›mlar: Her iki saklama yönteminin, greft materyalinin mekanik özelliklerini azaltmas› ne-
deniyle kemi¤in e¤me dayan›m›na olumsuz etkileri oldu¤u düflünülmektedir. 
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Gereç ve yöntem
Çal›flmada, 1 ila 2 yafl aral›¤›nda, a¤›rl›klar› 250

ila 400 kg aras›nda de¤iflen erkek s›¤›rlardan al›nan
14 adet humerus kemi¤inden haz›rlanan, 50x7x5
mm boyutlar›nda 72 adet kemik bloku kullan›ld›.
Dikdötrgen kesitli kemik bloklar›, bloklar›n uzun
eksenleri humerus diyafizinin anterior bölgesinden
elde edilecek flekilde kesildi. Yirmi befl adet kemik
bloku dondurup kurutma ifllemine tabi tutuldu. Ke-
mik bloklar›n›n dondurulup kurutulmas› bir Virtis
Freeze-Dryer (Biopharma Process Sytems, Birleflik
Krall›k) cihaz› ile gerçeklefltirildi. Örnekler önce -
30°C ye kadar so¤utuldu, ard›ndan vakum alt›nda 24
saat içinde ›s›s› 15°C’ye yükseltilerek süblimleflen
suyun kemikten ç›kar›lmas› sa¤land›. On dokuz adet
kemik blo¤u Tutoplast® (Tutogen Medical GmbH,
Almanya) laboratuvarlar›nda solventlerle dehidrate
edildi. Örnekler, s›ras›yla, %10 NaCl, aseton, %0.9
NaCl, H2O2 ve tekrar aseton ile iflleme tabi tutuldu.
Yirmi sekiz kemik ise kontrol grubu olarak hiçbir ifl-
leme tabi tutulmad›.

Tüm örnekler, rehidrasyon amac›yla 30 dk. se-
rum fizyolojikte bekletildikten sonra üç nokta e¤me
testine tabi tutuldu. Çal›flmada 1186 model bir Ins-
tron (Instron Corp., Canton, MA, ABD) cihaz›nda,
ASTM F417 (American Society for Testing and Ma-
terials, US) standard›na uygun olarak 1 mm/dk. yük-
leme h›z› ile üç nokta e¤me testi gerçeklefltirildi.

Dayan›m hesaplamas› afla¤›daki formüle göre ya-
p›ld›:

O’k = (3 x F x L) / (2 x w x t2)
O’k : K›r›lma an›ndaki gerilim
F : Kuvvet
L : Örnek uzunlu¤u
w : Örnek geniflli¤i
t : Örnek yüksekli¤i

Mekanik teste tabi tutulan tüm örneklerden birer
parça al›narak, bir atomik absorpsiyon spektrofoto-
metresi (Spectra AA-200) ile kalsiyum ve magnez-
yum içerikleri ölçüldü. Porselen krozeler (Halden-
Wagner, 101-40) 110°C’de 1 saat kurutuldu ve tar-
t›ld›. ‹çine yaklafl›k 0.05 g kemik örne¤i konuldu ve
tekrar 110°C’de 1 saat bekletilerek tart›ld›. Böylece
örnek kemik a¤›rl›¤› tespit edildi. Daha sonra kemik-
ler, kroze içinde, bir kül f›r›n› kullan›larak (Heraeus
M 11) 750°C’de 1.5 saat ›s›l iflleme tabi tutuldu. Bu-
nu takiben, küller 15 ml konsantre HNO3 içinde çö-
züldü, destile su ile y›kanarak süzüldü ve balon joje-

ye aktar›ld›. Kroze içerisindeki süspansiyon destile
su ile 100 ml’ye tamamland›. Örnekler spektrofoto-
metreye yerlefltirilmeden önce 1:50 oran›nda seyrel-
tildi. Bu amaçla haz›rlanm›fl olan Ca örne¤inden 1
ml al›narak destile su ile 50 ml’ye tamamland›.

Her örnek üçer kere analiz edilerek bu de¤erlerin
ortalamas› al›nd›. Mineral içeri¤i afla¤›daki formüle
göre hesaplanm›flt›r:

X = (XC x V x SF) / M
X : Mineral içeri¤i (mg/g)
XC : Atomik absorpsiyon spektrofotometresinde 

okunan konsantrasyon de¤eri (mg/l)
V : Örnek hacmi (= 100 ml)
SF : Seyreltme faktörü (= 50)
M : Örnek a¤›rl›¤› (g)

‹statistiksel de¤erlendirmede tek yönlü varyans
analizi (one-way ANOVA) kullan›ld›. ‹statistikler
SYSTAT 8.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) prog-
ram› kullan›larak düzenlendi.

Bulgular

Dondurulup kurutulan gruptaki örneklerin üç
nokta e¤me deneyinde saptanan mukavemet de¤er-
lerinin ortalamas› 184.95 MPa bulundu (fiekil 1).
Yap›lan mineral içeri¤i ölçümünde, bu grubun kalsi-
yum de¤eri ortalamas› 231.51 mg/g idi (fiekil 2). Yi-
ne, solventlerle dehidrate edilen örneklerin üç nokta
e¤me deneyinde saptanan mukavemet de¤erlerinin
ortalamas› 57.55 MPa bulundu (fiekil 1). Yap›lan
mineral içeri¤i ölçümünde, söz konusu grubun kalsi-
yum de¤eri ortalamas›n›n 219.96 mg/g oldu¤u gö-
rüldü (fiekil 2). Kontrol grubundaki örneklerin üç
nokta e¤me deneyinde saptanan mukavemet de¤er-
lerinin ortalamas› 211.85 Mpa, kalsiyum de¤eri orta-
lamas› 244.20 mg/g olarak elde edildi (fiekil 1 ve 2).

Dayan›m de¤eri için gruplar aras› fark anlaml›
bulundu (p<0.001). Gruplar karfl›laflt›r›ld›¤›nda,
dondurulup kurutulmufl örneklerin dayan›m de¤erle-
rinin, solventlerle dehidrate edilmifl ve kontrol gru-
bundaki örneklere göre fark› anlaml› bulundu
(p<0.05). Kurutulup dondurulan grupta kontrol gru-
buna göre %12.7 azalma mevcuttu. Solventlerle de-
hidrate edilmifl örneklerin de ayn› flekilde, donduru-
lup kurutulmufl örneklere ve kontrol grubuna göre
fark› anlaml› bulundu (p<0.05). Solventlerle dehid-
rate edilen grupta kontrol grubuna göre %72.84 azal-
ma görülmekteydi (fiekil 1, Tablo 1).
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Gruplar›n kalsiyum içeriklerinin istatistiksel de-
¤erlendirilmesinde, solventlerle dehidrate edilmifl ke-
mik örneklerinin kalsiyum içerikleri, kontrol grubu ile
karfl›laflt›r›ld›¤›nda aradaki fark istatistiksel olarak an-
laml› bulundu (p<0.05). Bu grupta kontrol grubuna
göre %9.92 azalma vard› (fiekil 2, Tablo 2). Dondu-
rulup kurutulmufl örneklerin kalsiyum içeriklerinin
solventlerle dehidrate edilmifl ve kontrol grubu örnek-
lerine göre fark› anlaml› bulunmad› (p=0.06).

Tart›flma

Liyofilizasyon olarak da bilinen dondurup kurut-
ma (freeze drying) ifllemi, kemi¤i -80°C’de derin
dondurduktan sonra güçlü bir vakum oluflturup, s›-
cakl›¤› yükseltirken suyun süblimleflmesinin sa¤lan-
mas›d›r. ‹fllem, kemik içindeki nem oran› %5’in alt›-
na indi¤i zaman sona ermektedir. Dondurulup kuru-
tulmufl kemik, oda s›cakl›¤›nda 5 y›l boyunca sakla-
nabilmektedir.[4] Ayr›ca bu ifllemin kemi¤e en az et-

ki ile sudan ar›nd›rmay› gerçeklefltirdi¤i bildirilmek-
tedir.[5] Dondurup kurutma iflleminin kemi¤in meka-
nik özelliklerine etkileri farkl› araflt›rmac›lar taraf›n-
dan çeflitli yöntemler kullan›larak incelenmifltir.[1,6-9]

Bu araflt›rmac›lardan kimi liyofilizasyonun kemi¤in
dayan›m›n› azaltt›¤› sonucuna var›rken,[9,10] kimi de
bu yöntemin kemikte bir de¤iflikli¤e yol açmad›¤›n›
bildirmifltir.[7] Kansellöz kemi¤in kortikal kemi¤e
göre liyofilizasyondan daha az etkilendi¤i düflünül-
mektedir.[2]

E¤me kuvvetlerinin özellikle mandibulan›n ante-
rior gövdesi, simfiz bölgesi ve kaninler bölgesinde
etkinli¤i saptanm›fl oldu¤undan, çal›flmada donduru-
lup kurutulmufl örneklere üç nokta e¤me testi uygu-
lanm›flt›r.[6,11]

Bu çal›flmada, dondurulup kurutulmufl örneklerin
e¤me dayan›m›nda kontrol grubuna göre %12.7 ora-
n›nda azalma saptanm›flt›r. Bu sonuç, Pelker ve
ark.'n›n dondurulup kurutulmufl kemi¤in e¤me daya-

%95 güven aral›¤›
Dayan›m N Ortalama Standart Standart En düflük En yüksek Minimum Maksimum

sapma hata

Kurutulup dondurulmufl 25 184.95 28.88 5.78 173.03 196.87 108.92 244.80

Solventlerle dehidrate 19 57.55 20.83 4.78 47.51 67.58 18.86 91.24

Kontrol 28 211.85 47.14 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

Tablo 1. Gruplar›n e¤me dayan›mlar›n›n karfl›laflt›rmas›.
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fiekil 2. Gruplar›n kalsiyum içeri¤i de¤erlerinin karfl›laflt›rmas›.

Dayan›m Kareler toplam› Df Kareler ortalamas› F Sig

Gruplar aras› 290,057.30 2 145,028.65 113.97 .000

Grup içi 87,806.27 69 1,272.56

Toplam 377,863.60 71

ANOVA
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n›m›nda saptad›klar› %10 ila 45 aral›¤›ndaki azalma
bulgular› ile uyumludur.[7] Genel olarak liyofilize ke-
mi¤in rehidrasyon sonras› mekanik özelliklerinde
azalma görüldü¤ü kabul görmektedir.[4,9,10] Rehidre
edilmifl liyofilize kemikte görülen dayan›m azalmas›-
n›n nedeninin, kemi¤in rehidre olmas› s›ras›nda olu-
flan mikro çatlaklara[12] veya kolajen ba¤lardaki kim-
yasal de¤iflikliklere ba¤l› olabilece¤i öne sürülmüfl-
tür.[6] Bu çal›flmada kolajen içeri¤ine yönelik bir ince-
leme yap›lmamas›na ra¤men, Voggenreiter ve
ark.’n›n bildirdi¤i gibi rehidrasyon sonras› meydana
gelen mikro çatlaklar›n dayan›mdaki bu azamaya ne-
den olabilece¤i düflünülmektedir.[12]

Kemi¤in mekanik özellikleri ile do¤rudan iliflkili
parametrelerden biri de kemi¤in mineral, özellikle de
kalsiyum içeri¤idir.[13,14] Yapt›¤›m›z çal›flmada dondu-
rulup kurutulmufl örneklerde, mekanik dayan›mda gö-
rülen azalma ile k›yasland›¤›nda, kalsiyum içeri¤inde-
ki azalma çok düflük kalmaktad›r. Bunun kemi¤in ko-
lajen yap›s› veya bütünlü¤ünde meydana gelen de¤i-
flikliklere ba¤l› olabilece¤i düflünülmektedir. Garnero
ve ark. kemi¤in kolajen ba¤lant›lar›n›n kemi¤in me-
kanik özelliklerine, mineral içeri¤inden ba¤›ms›z ola-
rak etki etti¤ini bildirmifllerdir.[15] Bu da yukar›daki
varsay›m›m›zla uyumluluk göstermektedir.

‹lk olarak Tutoplast® (Tutogen Medical GmbH,
Almanya) taraf›ndan gelifltirilmifl olan solventlerle
dehidrasyon tekni¤i daha yeni bir saklama yöntemi
olup, dokunun hücrelerden ve parçac›klardan çözü-
cüler kullan›larak temizlenmesi ifllemidir.[16] Bu ifl-
lem s›ras›nda hücreler hipertonik tuz solüsyonlar› ile
parçalanmakta, virüsler ve prionlar hidrojen peroksit
ile elimine edilmekte ve doku aseton solüsyonlar› ile

dehidrate edilmektedir. Solventlerle dehidrate edil-
mifl kemi¤in mekanik özelliklerine dair literatürde
çok az çal›flma vard›r. Kessler ve ark. solventlerle
dehidrate edilmifl kemi¤in dayan›m›nda azalma sap-
tam›fllar, ancak bu azalman›n dehidrasyondan çok
sterilizasyon ifllemine ba¤l› oldu¤unu öne sürmüfller-
dir.[17] Bizim çal›flmam›zda ise örneklere bir sterili-
zasyon ifllemi yap›lmad›¤› için, solventlerle dehidra-
te edilmifl örneklerin dayan›mlar›ndaki azalman›n
sterilizasyona ba¤l› oldu¤u düflünülmemektedir.

Hidrojen peroksit solventlerle dehidrasyon iflle-
minde kullan›lan kimyasal ajanlardan biridir ve –OH
iyonlar› sal›n›m› yapmaktad›r. Difl hekimli¤inde de
s›kl›kla kullan›lan hidrojen peroksitin sal›n›m›n›
yapt›¤› –OH iyonlar›yla proteinlerin peptid zincirle-
rinin yap›s›n› de¤ifltirdi¤i ileri sürülmektedir.[18] Hid-
rojen peroksitin, asidik pH de¤erine sahip olmas› ne-
deni ile de sert dokularda poroziteye neden olabile-
ce¤i düflünülmektedir.[19] Hidrojen peroksitin kemik
dokusuna etkileri üzerine çok az çal›flma bulunmak-
tad›r. Moseley ve ark.[20] s›¤›r alveolar kemi¤i üzerin-
deki çal›flmalar›nda hidrojen peroksitin kemikte ami-
no asit yap›s›nda ve proteoglikanlar›n prolin seviye-
lerinde de¤iflikli¤e yol açt›¤›n› saptam›fl, Chng ve
ark.[19] %30’luk hidrojen peroksidin dentin dokusu-
nun mekanik özelliklerinde düflüfle neden oldu¤unu
bildirmifllerdir.

Hidrojen peroksidin kemi¤in e¤me dayan›m› aç›-
s›ndan önemli bir bilefleni olan kolajen üzerine etkile-
rine dair literatürde bir bilgi bulunmamaktad›r. Dehid-
rasyon iflleminde kullan›lan aseton da kemi¤in meka-
nik özelliklerine etkileri aç›s›ndan fazlaca incelenme-
mifltir. Ancak asetonun, temas halinde cilt ve müköz

%95 güven aral›¤›
Kalsiyum N Ortalama Standart Standart En düflük En yüksek Minimum Maksimum

sapma hata

Kurutulup dondurulmufl 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

Tablo 2. Gruplar›n kalsiyum içeriklerinin karfl›laflt›rmas›.

Kalsiyum Kareler toplam› Df Kareler ortalamas› F Sig

Gruplar aras› 4,667.07 2 2,333.54 9,358 .000

Grup içi 14,213.00 57 249.35

Toplam 18,880.07 59

ANOVA



Emes ve ark. Dondurup kurutma ve solventlerle dehidrasyon ifllemlerinin kortikal kemi¤e etkisi 369

membranlarda kurumaya ve çatlamaya neden olabilen
ileri derece toksik bir ajan oldu¤u bilinmektedir.[21]

Hoffmeister ve ark. dekolajenize kemi¤in meka-
nik özelliklerinde azalma saptam›fllard›r.[22] Bu çal›fl-
mam›zda ise örneklerin kolajen içeriklerinin saptan-
mas›na yönelik bir inceleme yap›lmam›flt›r.

Yürütülen çal›flmada, solventlerle dehidrate edil-
mifl gruptaki kalsiyum içeri¤i, kontrol grubuna göre
aradaki fark anlaml› bulunmufl, ancak dondurulup
kurutulmufl grupla aradaki fark istatistiksel olarak
anlaml› bulunmam›flt›r. Bu nedenle, solventlerle de-
hidrate edilmifl kemik bloklar›ndaki ileri derece da-
yan›m kayb›n›n, sadece inorganik matristeki bu de-
¤iflime ba¤l› olmad›¤› düflünülmekle birlikte, bunun
nedeninin saptanabilmesi için kolajen içeri¤i ile ilgi-
li ek çal›flmalara ihtiyaç vard›r. Ayr›ca, aseton ve
hidrojen peroksitin de ayr› ayr› kemi¤in porozitesine
ve kolajen içeri¤ine etkilerinin incelenmesinde fay-
da oldu¤u düflünülmektedir.

Bu çal›flmada kullan›lan yöntemlerin s›n›rlar› içe-
risinde, kullan›lan her iki yöntemin de kortikal kemi-
¤in e¤me dayan›m›nda azalmaya neden oldu¤u gö-
rülmüfltür. Kemi¤in mekanik dayan›m›n›n önemli
oldu¤u osteointegrasyon öncesi dönemde, bu konu
göz önünde bulundurulmal›d›r.
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