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OZET

Bu c¢aligmada 18 kobayin sirtina subkutan olarak yerlestirilen
dogal mercan ve hidroksilapatit/kollagen/glikosaminoglikan implant-
larinin osteoindiiktif Ozellikleri ve doku reaksiyonlar1 histopatolojik
olarak incelenmistir. Her iki materyalin de osteoindiiktif olmadigi :
bobrek, karaciger, dalak ve lenf nodiillerinde herhangi bir patoloji-
ye sebep olmadigi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler : Hidroksilapatit. Kollagen. Dogal Mercan.

SUMMARY

HISTOPATHOLOGICAL EVALUATION OF
SUBCUTANEOUSLY IMPLANTED
HYDROXYAPATITE/COLLAGEN/GYLCOSAMINOGLYCANS
AND NATURAL CORAL IMPLANTS

The osteoinductive property and tissue reaction to natural
coral and Hydroxyapatite/Collagen/Glycosaminoglycans implants
implanted subcutaneously in 18 guinea pigs were evaluated histo-
pathologically in this study. It was concluded that both materials

(*) Arastirma G.U. Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezinde yapil-
mistir.
(**) G.U. Dishekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis, Cene Hastaliklar1 ve Cerrahisi
(***)  G.U. Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal.
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were not osteoinductive and caused no adverse effects on kidney,
liver, spleen and lymph nodes.

Key Words : Hydroxylapatite. Collagen. Natural Coral

GIRIS

Oral ve maksillofasiyal cerrahi uygulamalarinda gerek kemik
defektlerinin onarimi gerekse de atrofik alveoler kretlerin yiiksel-
tilmesi amaciyla cesitli materyaller ve teknikler tanimlanmistir.
Kemik greftleri pek cok vakada en cok tercih edilen yontem ol-
makla birlikte beraberinde getirdigi komplikasyonlar ve dezavan-
tajlar sentetik implant materyallerinin kullanimini giindeme getir-
mistir.

Gegtigimiz yillarda fosfat ve kalsiyum esasli materyaller ge-
listirilmis ve kemigin devamliligin1 saglamak amaciyla pek cok te-
davi sekli Onerilmistir.

Hidroksilapatit (HA) ve trikalsiyumfosfat (TCP) kalsiyum fos-
fattan olusurken (1, 2, 3); dogal mercan (DM) ise aragonit kris-
talleri seklinde bulunan kalsiyum karbonattan (4) olugsmaktadir.

Kemik, yaralanmalardan sonra kendini onarabilme ve yeniden
sekillenme yetenegine sahiptir. Kemik mevcut kemigin lizerine apo-
zisyon seklinde yigihyorsa bu osteokondiiksiyon olarak bilinmekte-
dir (5). Subperiostal olarak greftlenmis atrofik alveolar kemik alici
kemik yilizeyi ile greft materyali arasindaki osteokondiiktif etkiles-
me ile restore edilebilmektedir. Osteoindiiksiyon ise ilgili dokunun
normal davranist disinda hiicresel degisiklikler ve diferansiyasyon
ile karakterize bir prosestir. Bu fenomende indiferansiye mezen-
simal hiicreler osteoblast ve kondroblastlara donilismek Tlizere sti-
miile olmaktadir (6).

HA'in blok ve partikilli formlarinin kullaniminda Xkarsilasi-
lan problemleri ¢6zmek amaciyla materyal kollagen, jelatin ve fib-
rin yapistirict ile karistirilmisg; ayni zamanda kollagen tiip ve polig-
likolik asit O6rgii i¢ine yerlestirilmistir (7, 8, 9, 10, 11, 12).

Kalsiyum fosfatlarin biyorezorpsiyonu biyolojik sivilar icinde
kimyasal c¢o6ziilme ve fagositoz gibi hiicresel islemler sonucunda
meydana gelmektedir (1, 13). Kalsiyum fosfatlardan betatrikalsiyum-
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fosfat por6z yapidaysa kiiciik parcalara ayrilarak bolgesel lenf bez-
leri gibi ¢evre dokular arasina yayilabilmektedir (3). Dogal merca-
nin kisa siirede vaskiilarize olarak yavas yavas rezorbsiyona ugra-
dig1 ve siingerimsi kemikle yer degistirdigi; mediiller kisminda re-
zorbsiyon olurken kortikal kisminda kompakt kemige donlisimiin
oldugu gosterilmistir. Rezorpsiyon mekanizmasinin ise enzimatik
olarak meydana geldigi ifade edilmistir (14, 15).

Implante edilen biyomateryallerin sistemik komplikasyonlarin-
dan birisi de materyalin yada materyalin igeriginin implantasyon
alanindan uzak bodlgelere tasinmasidir. Erimeyen partikiiller hiic-
resel mekanizmalar yoluyla lenfatiklere tasinabilmektedir. Metal-
lerin ve seramiklerin kullanildigi deneysel ¢alismalarda makrofaj-
lar yoluyla da lenfatiklere tasinma olabilecegi gosterilmistir (16).
Klinik denemelerde trikalsiyumfosfatin lenf bezlerinde biriktigi ile-
ri surilmistir (2). Silikon parmak ekleminin yerlestirilmesinden
bes yil sonra aksiller lenf bezlerinde silikon partikiilleri bulun-
mustur (17).

Bu caligma dogal mercan ve hidroksilapatit/kollagen/glikosa-
minoglikan implantlarinin osteoindiiktif 6zelliklerinin, meydana ge-
len doku reaksiyonlarinin ayrica bobrek, dalak, bolgesel lenf bezi
ve karaciger lzerindeki etkilerinin histolojik olarak incelenmesi
amaciyla yapilmistir.

MATERYAL VE METOD

implant Tanimi : HA/Kollagen/Glikosaminoglikan implant ma-
teryali (Biostite. Bioetica SA. 32 Rue Saint Jean De Dieu 69007
Lyon. France) % 88 partikiil halindeki por6z hidroksilapatit : % 9.5
sigir derisinden elde edilmis tip I kollagen ve % 2.5 kondroitin
stilfattan meydana gelmektedir. Silindir seklindeki materyal ikiye
boliinerek iki adet yari silindir elde edildi. Dogal mercan (Biosphere.
Inoteb BP 26-56920 Saint Gonnery. France) 150 milimikron biyiik-
liglinde por yapisi igeren ve Genus porites tiirindeki dogal mer-
candan elde edilen rezorbe olabilen bir biyomateryaldir.

Cerrahi Islemler : Calismamizda agirliklar1 400-600 gr. arasin-

da degisen her iki cinsten toplam 18 adet kobay kullanildi. Deney
hayvanlarinin anestezisi intraperitonal olarak enjekte edilen 55 mg/
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kg Sodium Thiopentone BP (Pentotal Sodyum. Fako Ilaglari A.S.,
Levent, Istanbul) ile saglandi. Hayvanlarin sirt derisi tras edilerek
antiseptik sollisyonla silindi. Sirtin orta hattinda yaklasitk 3 cm.
uzunlugunda vertikal insizyon yapildi. Deri alttaki dokulardan
diseke edilerek implant materyallerinin yerlestirilebilecegi bir bos-
luk olusturuldu, 9 hayvanin sirtina dogal mercan (Biosphere gru-
bu), 9 hayvanin sirtina ise HA/kollagen/GAG implant1 (Biostite gru-
bu) yerlestirildi. Deri insizyonlart 3x0 ipek siitiir ile primer ola-
rak kapatildi. Hayvanlar 30, 60 ve 90. giinlerde her grupta 3 deney
hayvani olacak sekilde &ldiiriildii. Implant materyalleri cevresin-
deki yumusak dokularla birlikte cikartilarak % 10'luk formol ige-
risine yerlestirildi. Nekropsi materyali olarak c¢ikartilan rejyonel
lenf nodiilleri, dalak, karaciger ve bobrek de % 10'luk formol ige-
risinde histopatolojik incelemeye goénderildi. Fiksasyonu takiben
dokular demineralize edilerek parafin bloga gémiildi ve 5 mikron
kalinliginda seri kesitleri alindi. Hematoksilen-eozin ile boyanan
kesitler 1s1k mikroskobunda incelendi.

SONUC

Biostite grubu kesitlerin mikroskobik incelenmesinde subku-
tan dokuya implante edilen materyalin dagilmadan, kompakt hal-
de yer aldig1 ve demineralizasyon nedeniyle materyalin icerigindeki
HA partikiillerinin ag¢ik bazofilik boyanan homojen yapida oldugu
izlendi.

30. gin bulgular1 : HA partikilleri ¢ok cekirdekli yabanci ci-
sim dev hiicreleriyle cevrelenmisti. Partikiiller arast dokuda hafif
diizeyde mononiiklear iltihabi hiicre infiltrasyonu gozlendi (Sekil 1).
Osteoid veya yeni kemik yapimi saptanmadi.

60. giin bulgular1 : Partikiillere karsi yabanci cisim dev hiicre
reaksiyonunun devam ettigi gozlendi. Bazi partikiillerin kii¢lik frag-
manlara ayrildig: ve iltihabi infiltrasyona eozinofil l6kositlerin ka-
tildigr dikkati cekti (Sekil 2, 3). Yeni kemik yapimi saptanma-
d1.

90. giin bulgular1 : HA partikiillerinin arasinda vaskiilarize
selliiler bag dokunun yer aldigi ve bazi partikiillerin ince fibroz
bantlarla c¢evrelendigi izlendi (Sekil 4). Yeni kemik yapimi sap-
tanmadi.
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Resim 1. 30. giin Biostite grubunda Resim 2. 60. giin Biostite grubunda
implantasyon bdlgesinin implant materyaline karsi
panoramik goriiniimii gelisen yabanci cisim re-
(HEx40). aksiyonu (HEx 40).

Resim 3. 60. giin Biostite grubunda Resim 4. 90. giin Biostite grubunda
HA partikiili komsulu- ¢ok cekirdekli dev hiicre-
gunda iltihabi hiicre in- ler ve ince fibroz bantlar-
filtrasyonu ve cok cekir- la cevrilmis HA partikiil-
dekli dev hiicre (HEx400). leri (HEx100).

Nekropsi bulgular1 : Lenf bezlerinde follikiiler hiperplazi ile
karakterli reaktif degisiklikler disinda karaciger, bobrek ve dalak
dokularinda 151k mikroskobik diizeyde patoloji saptanmadi. Lenf
bezi bulgular1 non-spesifik olarak degerlendirildi.

Biosphere grubu: Mikroskobik incelemede demineralizasyon
nedeniyle dogal mercanin tamamen uzaklastig1 ve geriye materyal
boslugunun kaldig1 izlendi.
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30. gin bulgular1 : Bosluk halinde izlenen materyal alani cev-
resinde yogun mononiklear iltihabi hiicre infiltrasyonu izlendi
(Sekil 5). Cok sayida yabanci cisim dev hiicresinin materyal boslu-
gu-iltihabi grantilasyon dokusu komsulugunda uzandigir gozlendi
(Sekil 6). Cevre reaksiyoner dokudan materyal icine dogru 6demli,
gen¢ bag dokunun girdigi dikkati cekti. Yeni kemik veya osteoid
yapimi saptanmadi.

60. giin bulgulari: Materyal boslugu en dista fibroblastlardan
zengin bag doku alanlar1 ve yer yer multiniiklear yabanci cisim dev
hiicreleri igeren iltihabi graniilasyon dokusu ile cevrelenmisti. Ay-
rica gevsek, fibromikzoid dokunun trabekiiler paternde materyal
bosluguna girdigi goézlendi. Bu dokuyu ince fibriller uzantilari olan
igsi veya yildizs1 bicimde mezensimal hiicreler olusturmaktaydi
(Sekil 7). Kemik veya osteoid yapimi saptanmadi.

90. gin bulgulari: Bir 6rnek diginda bu gruba ait orneklerin
seri kesitlerinin timiinde deri ve deri alti dokularin normal his-
tomorfolojide oldugu izlendi. Bir 6rnekte ise subkutan yag dokusu
icinde nodul biciminde fibrovaskiiler doku odagi izlendi (Sekil 8).

Nekropsi bulgulari : 30, 60, 90. giinlerde dekapite edilen de-
ney hayvanlarindan alinan lenf bezi, karaciger, bobrek ve dalak
dokularinda 151k mikroskobik diizeyde patoloji saptanmadi. Bazi
lenf bezi kesitlerinde izledigimiz follikiiler hiperplazi non spesifik
olarak degerlendirildi.

Resim 5. 30. giin Biosphere gru- Resim 6. 30. giin Biosphere gru-
bunda materyal boslugu bunda yabanci cisim dev
cevresinde iltihabi hiicre hiicreleri ve iltihabi gra-
infiltrasyonu (HEx100). niilasyon dokusu

(HEx200).
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Resim 7. 60. giin Biosphere gru- Resim 8. 90. giin Biosphere gru-
bunda trabekiiler yapida bunda deri alti yag do-
gevsek fibromiksoid doku kusunda nodul benzeri
(HEx100). fibrovaskiiler doku

(HEx40).
TARTISMA

30. giin bulgular1 kobay subkutan dokusunda biosphere'e kar-
s1 yabanci cisim reaksiyonunun gelistigini gostermektedir. Yani-
sira, yeni olusan gevsek fibromikzoid yapida genc bag dokusunun
biosphere'i temsil eden bosluk igine dogru girisi 60. giinde carpici
belirginlik kazanmistir. Bu yeni doku sekil ve kalinlik olarak bir-
birine benzeyen trebekiillerden olugsmus organize gorlinim sergi-
lemektedir. Implant materyalini cevreleyen yumusak dokularda ya-
banci cisim reaksiyonu gozlenirken yeni gelisen genc bag dokuda
iltihap hiicresi yer almamaktadir. Bu bulgulara dayanarak 60. giin-
de cevre reaksiyoner dokuda yer alan aktif fibroblastik proliferas-
yonun biosphere'in fiziksel yapisindaki porlar igine girigler yap-
tig1 diisiiniilebilir. 60. giin kesitlerinde osteoid formasyonunun sap-
tanmamasi materyalin bu donemde osteoindiiktif olmadigint gos-
termektedir.

Biosphere grubunun 90. giin kesitlerinde implant materyaline
ait mikroskobik bulguya rastlanmamigtir. Bir 6rnekteki subkutan
fibroz nodiil, tiimiiyle rezorbe olan materyalden geriye kalan ona-
rim dokusu olabilecegi gibi baska bir nedene bagli olarak geligmis
olabilir. Diger O6rneklerde implant materyaline ait hi¢gbir mikros-
kobik bulgunun olmayist biosphere'in 90. giinde tamamen rezorbe
oldugunu gostermemektedir. Boyle bir yoruma gidebilmek igin di-
ger Orneklerde de fibroz skar dokusu, eski kanama alanlar1 gibi
implantasyon prosediiriinii temsil edecek bulgularin saptanmasi ge-
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rektigi ve herhangi bir yoruma gidebilmek icin 90. giin bulgulari-
nin yeterli olmadigr diistiniilmektedir.

Biostite materyali 30. giinde yabanci cisim graniilasyon dokusuyla
cevrelenmistir. Bu dokunun karakteristik elemani olan ¢ok cekir-
dekli dev hiicreler HA partikiillerini sararken makrofaj ve lenfo-
sitlerden zengin mononiiklear iltihabi hiicre infiltrasyonu doku reak-
siyonunun kronik fazda oldugunu gostermektedir. 60. giinde tab-
loya eklenen eozinofil graniilositler sayilar1 az oldugundan bir
asir1 duyarlilik reaksiyonundan c¢ok kronik iltihabin ge¢ fazini tem-
sil etmektedir. 90. giinde bir yandan dev hiicreler ve makrofajlarca
parcalanma devam ederken diger yandan bazi partikiillerin fibroz
bantlarla sarmalanmaya baglamasi organizmanin implant materya-
lini fibréz bag doku ile sinirlayacagini diisiindiirmektedir. Indif-
feransiye mezensim hiicresinin osteoblasta farklilagmasi ile bek-
lenebilecek osteoindiiksiyon siiphesizki doku iyilesmesinin termi-
nal fazini temsil eden fibroz bag dokuda gerceklesmeyecektir. Kol-
lagen/hidroksilapatit implantina karsi yabanci cisim veya allerjik
reaksiyon gelismedigini bildiren Kathagen'in (18) aksine bulgulari-
miz yabanci cisim reaksiyonu ve fibr6z enkapsiilasyon olustugunu
bildiren diger caligmalarla uyum igerisindedir (1,7,8, 19).

Biostite materyaline karsit yabanci cisim reaksiyonunun gelisg-
tigini ve subkutan dokuya implante edildiginde osteoindiiktif ol-
madigint gosteren sonucglarimiz El Deeb'in (20) sonuclariyla ben-
zerlik gostermektedir.

Rezorbe olabilen kalsiyumfosfat implantlarinda aciga cikan
kalsiyum ve fosfat iyonlar1t merak konusu olmustur. Aciga cikan
bu iyonlarin viicut dolagimina girerek normal yolla viicuttan uzak-
lagtig1 bildirilmistir (21). Rejyonel lenf bezlerinde non-spesifik ola-
rak degerlendirilen follikiiler hiperplazi digsinda karaciger, dalak
ve bobrekte herhangi bir patoloji izlenmedigini ortaya koyan ca-
lismamizda da benzer sonuclar elde edilmistir.

Tesekkiir

Calismamizda deney hayvani ve dogal mercan materyalini te-
min ederek bizlere katkida bulunan Tadimli Tibbi Malzeme San.
ve Tic. Ltd. Sirketine tesekkiir ederiz.
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