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ÖZET

Amaç; Periodontal hastal›¤a ba¤l› olarak meydana gelen kemik defektlerinin rejeneratif tedavi tekniklerinden biri de kemik greft ma-
teryalleri uygulamalar›d›r. Bu amaçla kullan›lan biomateryallerle kaybedilen alveoler kemi¤in restorasyonu ve destek periodontal do-
kular›n rejenerasyonu hedeflenmektedir. Bu çal›flman›n amac›, kalsiyum karbonat esasl› yeni bir kemik greft materyalinin deneysel
olarak erken, orta ve geç dönemlerdeki biyolojik uyumunu de¤erlendirmektir.
Gereç ve Yöntem; Çal›flmada, 3 ayl›k 40 erkek kobay’›n calvarialar›nda subperiostal, s›rtlar›nda ise subkutan olarak aç›lan simetrik
defektlerinin birine 1000 _m partikül büyüklü¤ündeki greft materyali yerlefltirilerek deney grubu, di¤er defektler ise bofl b›rak›larak
kontrol grubu oluflturulmufltur. Kobaylar 5., 14., 45. ve 60. günlerde sakrifiye edilerek elde edilen preparatlar histopatolojik ve histo-
kimyasal olarak de¤erlendirilmifltir.
Bulgular; Histopatolojik incelemelerde, tüm deney gruplar›nda zamana göre gittikçe azalan seviyelerde greft materyalinin varl›¤› tes-
pit edilmifl, 60. gün grubunda yer alan defektlerin ise di¤erlerine oranla daha kalsifiye bir yap› gösterdi¤i saptanm›flt›r. Operasyon son-
ras› oluflturulan defektlerde 5., 14., 45. ve 60. günlerde apse, nekroz, granülasyon dokusu, ülser, yabanc› cisim reaksiyonu izlenme-
mifltir.
Sonuç; Kalsiyum karbonat esasl› bu yeni greft materyalinin yumuflak dokularda istenmeyen bir reaksiyon göstermedi¤i, bu yönüyle-
de alternatif bir kemik grefti olabilece¤i sonucuna var›lm›flt›r.

Anahtar Kelimeler; Greft materyali, kalsiyum karbonat, histopatoloji

SUMMARY

Objective; The application of bone graft materials is one of the treatment methods of bone defects which are caused by periodontal
diseases. The aim of this study is to experimentally research biological adaptation of a new calcium carbonate based bone graft ma-
terial for the early, medium and long periods.
Material and method; 40 randomly selected three-month male guinea pigs were used for the study. The research group was placed
1000 µm graft material both subperiostally in their calvarias and subcutaneously in their backs. Symmetrical defects were created for
the control group. The guinea pigs were sacrificed on 5th, 14th, 45th and the 60th days after surgery and block sections were prepa-
red for histopathologic and histochemical evaluation.
Results; It was discovered that the level of the graft material decreased with time and it was observed that the defects in the 60th day
group had more calcified tissue than the others. There were no abcess, necrosis, granulation tissue, ulceration, foreign body reactions
in any of the defects after the surgery.
Conclusion; Depending on the histopathologic results, this calcium carbonate graft material does not cause any unwanted reaction in
the soft tissues and therefore it may be an alternative bone substitute.
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G‹R‹fi

Periodontal hastal›klar, dünyada en yayg›n rastlanan
hastal›klardan olup bunun sonucunda da s›kl›kla sement,
periodontal ligament ve alveolar kemi¤i kapsayan peri-
odontal destek dokular›n kayb› gözlenmektedir.25 Günü-
müzde periodontal hastal›klar sonucunda meydana gelen
bu alveolar kemik kay›plar›n›n tedavilerinde çok çeflitli
yöntemler ve materyaller kullan›lmaktad›r.25

Periodontal rejeneratif tedavilerde kullan›lan sentetik
greft materyallerinden biri de kalsiyum karbonat esasl›
greft materyalidir. %97 oran›nda argonit formunda kalsi-
yum karbonattan oluflan ve do¤al deniz mercanlar›ndan
elde edilen materyal, kemik dokusuna implante edildi¤in-
de rezorbe olup, yeni flekillenen kemikle k›sa sürede yer
de¤ifltiren bir greft materyalidir.1,7,24

Kalsiyum karbonat esasl› bu greft materyalinin biyo-
lojik uyumunu de¤erlendirmek amac›yla çeflitli hayvan
modelleri üzerinde deneysel çal›flmalar yap›lm›flt›r. ‹mp-
lantasyonun kemikle birlikte, yumuflak dokuda da gerçek-
lefltirilmesiyle elde edilen bu sonuçlar, istenmeyen iltihabi
ve immunolojk reaksiyonlar göstermedi¤i yönünde-
dir.7,20,21,22,26

Ayr›ca pek çok klinik çal›flma ile insan periodontal
defektlerinin rejenerasyonundaki baflar›s›da ortaya kon-
mufltur.10,12,31,32,33

Ancak materyalin elde edilme zorluklar› nedeniyle
son y›llarda araflt›r›c›lar mineral ve organik matristen olu-
flan ve %95 oran›nda kalsiyum karbonat içeren yumurta
kabu¤undan elde edilen greft materyali üzerine çal›flmala-
r›n› yo¤unlaflt›rm›fllard›r.3,4,5,13

Literatüre bakt›¤›m›zda konuyla ilgili çal›flmalar ge-
nellikle materyalin rezorpsiyon süresi ve partikül büyük-
lü¤ü ile ilgilidir. Son dönemde yap›lan çal›flmalar ise yu-
murta kabu¤unun iç ve d›fl zar›ndan elde edilen membran
uygulamalar›n›n rejeneratif kapasitesini de¤erlendirme
yönündedir.4,5

Bu çal›flman›n amac›, do¤al materyali ve teknolojisi
ile ülkemize özgün olan kalsiyum karbonat esasl› yeni bir
kemik greft materyalinin deneysel olarak hayvan modeli
üzerinde erken, orta ve geç dönem yara iyileflme periyot-
lar›ndaki biyolojik uyum ve yumuflak doku cevab›n› his-
topatolojik ve histokimyasal olarak de¤erlendirmektir.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çal›flmam›z, Gazi Üniversitesi Rektörlü¤ü Hayvan
Etik Kurulu’u onay›n›n al›nmas›n› takiben ortalama 350-
400 gram a¤›rl›¤›ndaki 3 ayl›k k›rk adet erkek deney ko-
bay› üzerinde gerçeklefltirilmifltir.

Kalsiyum karbonat esasl› kemik greft materyalimiz
ise Hacettepe Üniversitesi Eczac›l›k Fakültesi Farmasötik
Teknoloji Anabilim Dal›’nda haz›rlanm›flt›r. Bunun için
yerli melez tavuk yumurtalar›n›n kabuklar› öncelikle kül
f›r›n›nda 1000˚C’de yak›larak organik k›s›mlar› uzaklaflt›-
r›lm›flt›r. Daha sonra yumurta kabuklar› ö¤ütülerek homo-
jen partikül büyüklü¤ü ve da¤›l›m› elde edilmesi için 1000
µm partikül çap›ndaki elekten geçirilmifltir. Ard›ndan fla-
kon haline getirilen materyaller 136˚C ‘de steril edilmifltir.

Kemik greft materyalinin bu flekilde kullan›ma haz›r
hale gelmesinin ard›ndan deney hayvanlar›n›n intramus-
kuler yolla ve 25mg/kg Ketamine HCl ile 2.5mg/kg Xyla-
zine enjekte edilerek anestezileri sa¤lanm›flt›r. 

Anestezinin ard›ndan deney hayvanlar›n›n s›rtlar›nda
skapula hizas›nda, Bard-Parker 15’ nolu bisturi ucu kulla-
n›larak subkutan dokuda orta hatt›n 1 cm sa¤ ve sol k›s-
m›nda, uzun eksene paralel olacak flekilde 1 cm uzunlu-
¤unda vertikal insizyon yap›larak subkutan defekt alanla-
r› haz›rland›. Deney hayvanlar›n›n kalvaryalar›n da ise or-
ta hatt›n 0.5 cm sa¤ ve sol k›sm›nda Bard-Parker 15’nolu
bisturi ucu kullan›larak uzun eksene paralel 1 cm uzunlu-
¤unda vertikal insizyon yap›ld› ve subperiostal defekt
alanlar› haz›rland›. ‹nsizyonlar› takiben subkutan ve sub-
periostal doku periost elavatörüyle aralanarak deney gru-
buna kalsiyum karbonat esasl› kemik greft materyali yer-
lefltirildi. Deney hayvanlar›n›n kontrol grubu olarak tespit
edilmifl ve orta hatt›n di¤er taraf›nda yer alan bölgelerinde
de ayn› cerrahi ifllemler yap›larak kemik greft materyali
uygulanmaks›z›n yara a¤›zlar› primer olarak 3-0 ipek sü-
tur kullan›larak dikildi.

Postoperatif dönemde ayr› kafeslerde rutin diyet uy-
gulamas› ile beslenen deney hayvanlar› 5., 14., 45. ve 60.
günlerde, herbir periyotta 10’ar tanesi olacak flekilde yük-
sek dozda Ketamine HCl ve Xylazine enjekte edilerek öl-
dürüldüler. Herbir periyotta yer alan deney hayvanlar›n›n
öldürülmelerini takiben subkutan ve subperiostal kemik
greft materyali uygulanm›fl deney bölgeleriyle, kemik
greft materyali uygulanmam›fl kontrol yörelerinden ope-
rasyona komflu sa¤lam bölgeleride içeren biyopsi mater-
yalleri al›nd›. 

Elde edilen biyopsi materyalleri % 10’luk nötral for-
malin solüsyonun da bir hafta süreyle tespit edildikten
sonra otomatik doku takip cihaz›nda (SHANDON Citadel
2000) takibe al›nd›. Doku takibinin tamamlanmas›n›n ar-
d›ndan parafin bloklara gömülmüfl biyopsi materyallerin-
den 5 mikron kal›nl›¤›nda seri kesitler al›nd› (Leica SM
2000 R). Kesitlerin bir k›sm› hemotoksilen – eosin ile bo-
yan›rken, bir k›sm› da histokimyasal de¤erlendirmeler için
Van Gieson Trikrom ile boyand›. Elde edilen preparatlar›n
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normal ›fl›k mikroskobunda (Nikon E 600) x100, x200 ve

x400 büyütmelerde incelemeleri gerçeklefltirildi.

BULGULAR 

5. GÜN : Deney Grubu: Hem subkutan hem de sub-
periostal dokularda epidermis  normal görünümde izlenir-
ken, dermise ait ba¤ dokunun fibrosellüler karakterde ol-
du¤u ve daha derin dokularda greft materyalini s›n›rlayan
hafif düzeyde mononükleer  inflamatuar hücre infiltrasyo-
nu içerdi¤i gözlenmifltir. Greft materyalinin kalsifiye sife-
rül yap›lar flekilde oldu¤u ve rezorbe olmad›¤› görülmüfl-
tür. Materyal uygulanan bölge ve komflulu¤unda granülas-
yon dokusu tipinde ba¤ dokusu görülürken osteoid veya
mineralize kemik dokusu izlenmemifltir (fiekil 1). Van Gi-
eson Trikrom boyanan preparatlarda ise, greft materyali-
nin bulundu¤u bölgedeki fibroselüler ba¤ dokusunda kol-
lajenin demetler oluflturmad›¤› ve hyalin liflerin, ince lif-
ler fleklinde ve henüz immatür bir yap›da oldu¤u tespit
edilmifltir. Kontrol grubu: ‹nflamatuar reaksiyon ve yu-
muflak doku reaksiyonu aç›s›ndan deney grubu ile benzer
histopatolojik özellikler görülmüfltür. 

14.GÜN : Deney Grubu: Subkutan doku örneklerinin
tümünde epidermisde ülserasyon, dermisde fibrosellüler
karakterde bir ba¤ dokunun varl›¤› ve fragmanlara ayr›l-
m›fl,  k›smen rezorbe olmufl greft materyali etraf›nda çok
çekirdekli yabanc› cisim dev hücrelerin varl›¤› görülmüfl-
tür (fiekil 2). Subperiostal doku örneklerinde ise subkutan
doku örneklerinden farkl› olarak epitel dokusu normal gö-
rünümde iken, ba¤ dokusunun kollajenize karakter göster-
di¤i tespit edilmifltir. Hiçbir örnekte implant alan› içinde
veya komflulu¤unda osteoid formasyonu veya mineralize
yeni kemik oluflumu gözlenmemifltir. Van Gieson Trikrom
boyamas›nda biyomateryal uygulama alan› içerisinde olu-
flan kollajen ince fibriller immatür bir yap›da izlenmekte

iken komflu alanlarda demetler tarz›nda kollajen formas-
yonu ile daha matür bir yap›ya geçifl gözlenmifltir.

Kontrol Grubu: Epidermis hafif akantozla karakterli
olup normal görünümde izlenirken, dermis fibrosellüler
karakterde ba¤ dokuya sahip olarak izlenmifltir. Kontrol
grubuna ait hiçbir örnekte inflamatuar hücre infiltrasyonu,
çok çekirdekli yabanc› cisim dev hücre varl›¤›, apse for-
masyonu, ülserasyon ve nekroz gözlenmemifltir. 

45. GÜN: Deney Grubu: Genel olarak bu gruba ait
subkutan ve subperiostal doku örneklerinde epidermis
normal görünümde izlenmifltir. Dermisin genelde genç
fibroblastlardan zengin sellüler yap›da oldu¤u ve dens
kollajen liflerinde bu dönemde olufltu¤u tespit edilmifltir.
Greft materyalinin ba¤ doku derinliklerinde fragmanlara
ayr›ld›¤›, bütünlü¤ünün bozuldu¤u ve k›smen rezorbe ol-
du¤u izlenmifltir. Grubun genelinde inflamatuar hücre in-
filtrat›, apse, nekroz, ülserasyon ve osteoid formasyonu
saptanmam›flt›r (fiekil 3). Van Gieson Trikrom boyamas›n-
da,  yer yer rezorbe olmaya bafllam›fl greft materyali etra-
f›nda organize olan ve s›n›rl› düzeyde maturleflmeye bafl-
layan kollajen doku izlenmifltir. Kontrol Grubu: 45. gü-
ne ait preparatlarda yüzey epitelinin deney grubuyla ben-
zer özellikte olarak bütünlü¤ünü korudu¤u ve normal gö-
rünümde oldu¤u tespit edilmifltir. 

fiekil 1. 5. gün grubunda, yüzey epiteli alt›nda greft materyali (g) ve fib-
rosellüler ba¤ doku görülmektedir (→). (x400 H&E)

fiekil 2. 14. gün grubunda, greft materyali etraf›nda (g) ülserasyon (u) ve
çok çekirdekli dev hücre varl›¤› görülmektedir (→). ( x100 HxE)



60.GÜN :Deney Grubu: Bu gruba ait tüm örneklerde
epidermis normal yap›s›nda seçilirken, dermise ait  ba¤
dokusunun genç fibroblastlardan zengin sellüler bir yap›-
da oldu¤u izlenmifltir. Greft materyali tüm örneklerde bü-
yük k›sm› rezorbe olmufl halde ve ufak kalsifiye yap›lar
olarak seçilmektedir. Hiçbir örnekte inflamatuar hücre in-
filtrasyonu, yabanc› cisim dev hücresi, ülserasyon, apse,
nekroz ve osteoid formasyonu gözlenmemifltir (fiekil
4).Van Gieson Trikrom boyanan preparatlarda greft mater-
yalinin genelde ba¤ doku derinliklerinde ve fibrosellüler
karakterde, ince matur kollajenle s›n›rland›r›lm›fl flekilde
varl›¤› izlenmektedir. Kontrol Grubu: 60. güne iliflkin
kontrol grubu preparatlar›nda epidermis ve dermis normal
görünüme sahip olarak izlenirken dermisin kollajen de-
metlerinden zengin yap›s› net olarak tespit edilmifltir. 

TARTIfiMA

Periodontal rejeneratif tedavilerin amac›, periodontal
hastal›k sonucu kaybedilen dokular›n yeni alveol kemi¤i,
yeni sement ve fonksiyonel olarak düzenlenmifl yeni fib-

röz ataflman ile rejenerasyonunun sa¤lanmas›d›r.2,18,25

Günümüze kadar çeflitli greft materyalleri ile de¤iflen
oranlarda kemik rejenerasyonunun sa¤land›¤›n› gösteren
çal›flmalar sergilenmifltir.6,23,29,30 Ancak yap›lan histolojik
incelemelerde iyileflme s›ras›nda epitelyal ataflman›n yeni
oluflan kemik ile kök yüzeyi aras›na girerek sementogene-
zi ve osteogenezi zay›flatt›¤› ve istenilen fibrotik ba¤ do-
kusu ataflman›n›n tam olarak sa¤lanamad›¤› tespit edil-
mifltir.16,19

Son y›llarda yap›lan çal›flmalar sentetik greft mater-
yalleri üzerinde yo¤unlaflm›flt›r. De¤iflik greft materyalle-
rinin deneysel ve klinik çal›flmalara konu oldu¤u ancak
çal›flma sonuçlar›n›n çeliflkili olmas› sebebiyle en uygun
biyomateryalin tespiti için bu konuya yönelik araflt›rmala-
r›n günümüzde de devam etti¤i bilinmektedir.14,28,29,31,33

Bu çal›flmada, biyouyumlulu¤u ve rejenerasyon kapasi-
tesi deneysel ve klinik çal›flmalarla9,12,17,20-22,26,31,32 ispatlanm›fl
olan kalsiyum karbonat esasl› kemik greft biyomateryalini
yerli malzeme ve teknolojimiz ile üretmeyi hedefledik. Ana
madde olarak tavuk yumurtas› kabu¤undan elde etti¤imiz
bu yeni greft materyalinin yumuflak dokulardaki reaksiyon-
lar›n› gözlemleyebilmek için çal›flmam›z› planlad›k.

Literatür incelendi¤inde benzer çal›flmalar›n ço¤unda
greft materyallerinin yumuflak doku cevab› ve doku
uyumlulu¤unu de¤erlendirmek için, deney hayvanlar›n›n
s›rt bölgesindeki subkutanöz ve kalvaryas›ndaki subperi-
ostal bölgede çal›fl›ld›¤› izlenmifltir.15,29,31

Kalsiyum karbonat esasl› kemik greft materyalleri re-
zorbe olan ve rezorbe olurken yerini yeni kemik oluflumu-
na b›rakan biyomateryallerdir.1,7,24 Konu ile ilgili çal›flma-
lar genellikle kemik defekt modellerinde yap›lm›flt›r. ‹ske-
let d›fl› yumuflak dokularda kalsiyum karbonat esasl› ke-
mik greft materyalinin osteoindüktif etkisinin araflt›r›ld›¤›
deneysel çal›flmalar oldukça s›n›rl›d›r.26

Subkutan ve subperiostal bölgelerdeki uygulamalar›-
m›z sonucunda elde etti¤imiz yumuflak doku örneklerimi-
zin histopatolojik ve histokimyasal de¤erlendirmelerinde
genel olarak tüm deney gruplar›nda nonspesifik iltihabi
cevab›n ve yabanc› cisim reaksiyonunun oluflmad›¤› gö-
rülmüfltür.

Operasyon sonras› 5. güne ait örneklerimizde, subku-
tan ve subperiostal bölgelerde hem deney hem de kontrol
bölgelerinde epidermis ve dermisde normal s›n›rlar içinde
iyileflme gözlenirken, her iki grupta inflamatuar reaksiyon
ve yumuflak doku reaksiyonu aç›s›ndan benzer histopatolo-
jik özellikler görülmüfltür. Erken dönem bulgular›m›z ben-
zer çal›flmalar›n bulgular›yla paralellik göstermektedir.10,17,31
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fiekil 3. 45. gün deney grubunda, greft materyalinin (→) alt›nda oluflan
yeni kollajen lifleri (k)  görülmektedir. (x 400 HxE) 05439377450

fiekil 4. 60. gün deney grubunda, dens kollajenize ba¤ dokunu çevreledi-
¤i periferdeki greft materyali görülmektedir (→).(x 400 Van Gieson)



14. gün perioduna bakt›¤›m›zda, subkutan bölgede
deney grubunda tüm örneklerde epidermisde ülserasyon
gözlenirken dermis, kontrol grubuyla ayn› özellikte ve fib-
rosellüler karakterdedir. Örneklerin tümünde fragmanlara
ayr›larak k›smen rezorbe olmufl greft materyali etraf›nda
çok çekirdekli yabanc› cisim dev hücrelerin varl›¤› görül-
müfltür. Subperiostal bölgede ise hem deney hem de kont-
rol yörelerinde iyileflme normal s›n›rlar içerisinde de¤er-
lendirilmifltir.

Moon ve arkadafllar›17 ile Gültekin’in10 yapt›¤› deney-
sel çal›flmalarda 14. gün periodunda yumuflak dokularda
yabanc› cisim dev hücreleri izlenmifltir. Bu kalsiyum kar-
bonat esasl› kemik greft materyallerinin yumuflak dokuda
da degrade edildi¤ini göstermektedir. Degradasyon sürer-
ken çevre dokularda fibroblastik profilerasyon ortaya ç›k-
m›flt›r. Partiküller aras›nda kollajen liflerden zengin ba¤
dokunun gözlenmesi, greft partiküllerinin fibröz ba¤ doku
ile yer de¤ifltirece¤ini düflündürmektedir.

Operasyon sonras› 45. gün periodunda, deney ve
kontrol gruplar›ndaki iyileflmenin normal s›n›rlar içerisin-
de oldu¤u görülürken, greft materyalinin fragmanlara ay-
r›larak k›smen rezorbe oldu¤u ve etraf›nda matur kollajen
doku olufltu¤u gözlenmifltir. Bu bulgular›m›z benzer çal›fl-
malardaki bulgularla uyum göstermektedir.

60. gün perioduna bakt›¤›m›zda, her iki grupta epider-
mis yap›s›n›n normal görünümde oldu¤u, tüm örneklerde
greft materyalinin büyük k›sm›n›n rezorbe oldu¤u izlen-
mifltir. Benzer biyomateryallerle yap›lan çal›flmalarda da
rezorpsiyon süresinin genelde 8 haftada tamamland›¤› bil-
dirilmifltir.6,30

Yumuflak doku örneklerinin hiç bir periyodunda greft
materyali komflulu¤unda osteoid formasyonu ve/veya ye-
ni mineralize kemik dokusuna ait bir bulguya rastlanma-
m›flt›r. Kemikiçi defekt modellerinde bile 5. ve 14. günler
yeni kemik yap›m› için oldukça erken bir dönemdir. Ma-
tur, kollajenize ba¤ dokunun osteoblastik aktivite göstere-
rek yeni kemik dokuya dönüflebilece¤ini öne sürmek ol-
dukça zordur.

Özetle, bu çal›flman›n her dört perioduna iliflkin yu-
muflak doku bulgular›, kalsiyum karbonat esasl› di¤er ke-
mik greft materyallerinin deneysel olarak de¤erlendirildi-
¤i çal›flmalarla paralellik göstermektedir.8,11,23,27 Öte yandan
test etti¤imiz yeni materyalin uygulama kolayl›¤›, rezorbe
olabilmesi, doku uyumlulu¤u gibi özellikleri nedeniyle de
alternatif bir biyomateryal olarak kullan›labilece¤ini dü-
flündürmektedir.
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