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OZET

Bu calismada 18 kobayin kafasina subperiostal olarak yerles-
tirilen hidroksilapatit/kollagen/glikosaminoglikan ve dogal mercan
implantlarina kargt gelisen doku reaksiyonlari ve yeni kemik olu-
sumu, implant materyallerinin yerlestirilmesinden 30, 60 ve 90. giin
sonra histolojik olarak 1s1tk mikroskobunda ve polarize 1sikta in-
celenmistir. Dogal mercanin 30. giinde rezorbe olmaya basladigi ve
periost altinda yeni kemik formasyonun bagladigi gozlenirken, hid-
roksilapatit/kollagen/glikosaminoglikan implantlar1 cevresinde hig-
bir donemde yeni kemik formasyonu gézlenmemis ve hidroksilapa-
tit partikiilleri cevresinde fibroz enkapsiilasyon izlenmistir.

Anahtar Kelimeler : Dogal Mercan, Hidroksilapatit, Kollagen,
Yeni Kemik Formasyonu.

SUMMARY

HISTOLOGIC EVALUATION OF SUBPERIOSTEALLYIMPLANTED
HYDROXYLAPATITE/COLLAGEN/GLYCOSAMINOGLYCANS
AND NATURAL CORAL

Tissue reactions and new bone formation at 30, 60, and 90.
days following the subperiosteal implantation of Hydroxylapatite/

(*) Aragtirma G.U. Tip Fak. Cerrahi Arastirma Merkezinde yapilmistir.
(**) G.U. Dighekimligi Fakiiltesi Agiz, Dig, Cene Hastaliklar1 ve Cerrahisi
***)  G.U. Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali.
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collagen/glycosaminoglycans and Natural Coral in 18 guinea pigs
were evaluated histologically using polarized light and light micros-
copy. Animals implanted with natural coral showed new bone for-
mation at each time interval and resorption of natural coral vvas
observed. Histopathologic evaluation of Hydroxylapatite/collagen/
glycosaminoglycans implants revealed no evidence of new bone for-
mation and the hydroxylapatite particles were surrounded by fib-
rous connective tissue.

Key Words : Natural Coral. Hydroxylapatite. Collagen. New
bone formation.

GIRIS

Yasli hastalarda siklikla kargilasilan alveoler kret rezorpsiyo-
nu oral ve maksillofasiyal cerrahinin temel sorunlarindan birini
olusturmakta olup, kret yiikseltilmesi amaciyla cesitli teknikler ve
materyaller tarif edilmis ve Onerilmistir.

Kullanilan materyaller arasinda hidroksilapatit (HA) biyolojik
uyumunun iyi olmasi, kolay elde edilebilir olmasi, osteokondiiktif
ozelligi olmasi1 nedeniyle en cok tercih edilen materyal olmus ve
yaygin kullanim alani bulmustur (12, 13). Alveoler kret ytkseltil-
mesi amaciyla genellikle hidroksilapatitin graniil formu tercih edil-
mektedir. Ancak graniil formun kullanildig1 klinik uygulamalarda
partikiillerin yerlestirilmesinde zorluklar, istenen formun verileme-
mesi, partikiillerin migrasyonu gibi problemlerle karsilagilmis ve
bu problemlere ¢oziim getirebilmek amaciyla HA, kollagen, jelatin
(¢coziilebilir kollagen) ve fibrin yapistirict ile birlestirilerek  solid
formda bir implant materyali elde edilmeye calisiilmistir (9, 22,
25).

Kemik defektlerinin onariminda ve alveoler kret ylikseltilme-
sinde yaygin olarak kullanilan kalsiyum fosfat grubu sentetik imp-
lant materyali HA yaninda, temel olarak kalsiyum karbonattan olu-
san ve fiziksel yapist kemige benzerlik gosteren dogal mercanla
hayvan deneylerinde umut verici sonuclar elde edilmis ve klinik
uygulamalarda yerini almistir (3, 8). % 99 kalsiyum karbonat ve
% 1 eser elementlerden olusan ve inert bir biyolojik materyal olan
dogal mercan hidroksilapatitin aksine rezorbe olmaktadir (10, 17).
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Bu calismada subperiostal olarak yerlestirilen HA/kollagen/
glikosaminoglikan ve dogal mercan implantlarinin yeni kemik olu-
sumu tizerindeki etkileri ve olusan doku reaksiyonlarinin karsilas-
tirmali olarak incelenmesi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismada agirliklar1 ortalama 400 gram olan her iki cinsten
ortalama 6 aylik 18 adet kobay kullanildi. Kobaylarin anestezisi
55 mg/kg sodyum thiopentone BP (Penthotal sodium. Fako Ilaglarn
A.S. Levent, istanbul) ile saglandi. Gerekli anesteziyi takiben hay-
vanlarin kafalar1 tras edilerek antiseptik soliisyonla silindi. Deri,
deri alt1 doku, kas ve periostu igceren diiz insizyon yapildi. Dokular
diseke edilerek subperiostal cep olusturuldu. Olusturulan bu sub-
periostal ceplere 9 hayvanda Biosphere (Inoteb BP 26 56920 St-
Gonnery, France) 9 hayvanda ise Biostite (Bioetica S.A. 32 Rue Saint
Jean De Dieu 69007 Lyon France) yerlestirildi. Kullanilan Biostite
materyali % 88 por6z hidroksilapatit, % 9.5 sigir derisinden elde
edilmis tip I kollagen ve % 2.5 kondroitin siilfat icermektedir. Ya-
pilan insizyonlar 3x0 ipek siitiir ile primer olarak kapatildi. Her
grupta 3 deney hayvani olacak sekilde hayvanlar 30, 60 ve 90. giin-
lerde 6ldiiriildii. implant materyalleri ¢evre kemik ve yumusak do-
kularla birlikte blok halinde c¢ikarildi ve % 10'luk formole yerles-
tirilerek histopatolojik incelemeye gonderildi. Histopatolojik ince-
leme amaciyla nekropsi materyalleri % 10'luk formolde fikse edildi.
Daha sonra % 10'luk formik asitte bir hafta siireyle demineralize
edilen dokular akarsu altinda 8 saat yikandiktan sonra rutin doku
takibine alindi. Dokular parafin bloga gomiildi ve 5 mikron kalin-
liginda seri kesitleri alindi. Kesitler hemotoksilen eosin ile boya-
narak 151tk mikroskobunda ve polarize 1sikta incelendi.

SONUCLAR

30. Giin Bulgular:

Dogal mercanin bu doneme ait tiim Orneklerinde kemigin pe-
riostal yiiziinde belirgin kalinlasma izlenmistir. Periostal bag do-
kuda dogal mercani temsil edecek mikroskobik bulgu yer alma-
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maktadir. Kemikteki kalinlasma kompakt, lamellar yapidaki kor-
tikal plagin devaminda kondroosteoide oldukca benzeyen yeni ke-
mikle karakterlidir (Sekil 1). Osteositler oval yada yuvarlak lakiin-
ler icinde yer almislardir. Kemigin kalinlastigi bu bdlgeye polarize
1sikla bakildiginda yer yer odaksal «woven kemik» patenimin bu-
lundugu ve bu odaklar arasinda lamellar birefrijansin ortaya cik-
t1g1 gorilmiistir. Bu bolge mediiller doku icermemektedir ve havers
kanallarindan fakirdir. Yer yer havers kanalindan farkli goriinim-

de ve vaskiiler eleman icermeyen bosluklar dikkati ¢ekmistir (Se-
kil 2).

Sekil 1. 30. giin dcgal mercan gru- Sekil 2. 30. giin dogal mercan gru-
bunda kemigin periostal bunda gen¢ kemik dokusu
yiiziinde kondroosteoide icinde vaskiiler eleman
benzeyen yeni kemik olu- icermeyen irregiiler bos-
sumu (HEx100). luk (HEx400).

HA/kollagen/glikosaminoglikan implantlarinin  mikroskobik
incelemesinde kemik ytlizeyinde periostal bag doku i¢inde HA parti-
kiillerinin multiniikleer dev hiicreler tarafindan sarmalandig: iz-
lenmistir (Sekil 3, 4). Kollagen fragmanlarin komgulugunda da dev
hiicrelerin varligi dikkati ¢ekmistir (Sekil 5). Ara doku ince fib-
riller yapida olup az sayida monontkleer iltihap hiicresi icermek-
tedir. Kemigin periosteal yiiziinde rezorpsiyon alanlart goézlenmis,
yeni kemik yapimi saptanmamistir.

60. Giin Bulgulari

Dogal mercan grubunda otuzuncu gilinde gobzlenen kondroos-
teoide benzer yapidaki yeni kemik dokusu 60. giin 6rneklerinde
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Sekil 3. 30. giinde HA/kollagen/gli- Sekil 4. HA partikiilleri ¢evresinde
kosaminoglikan  implant yabanci cisim dev hiicreleri
materyali (HEx40). (HEx200).

varligint sirdirmekle birlikte nispeten inceleme gdstermistir (Se-
kil 6, 7). Ayrica polarize 1sikta lamellar birefrijans gosteren alan-
lar artmistir.

HA/kollagen/glikosaminoglikan  grubunda HA partikiilerinin
komsgulugundaki kemik dokuda rezorpsiyon izlenmistir. Partikiille1
cevresinde muitinlikleer dev hiicreler ve az sayida cosinofil 16ko-
sit goriilmiistiir (Sekil 8). Implant materyalinin izlenmedigi baz1 ke-
sitlerde kemigin subperiostal yliziinde yeni kemik yapimi ile ka-
rakterli kalinlagma dikkati cekmistir (Sekil 9).

R
Sekil 5. HA/kollagen/glikosami- Sekil 6 60. giin dogal mercan gru-
noglikan implant materya- bunda yeni kemikte ma-

linde kollagen parcalar: ve turasyon (HEx100).

cevresinde yabanci cisim
dev hiicreleri (HEx400).
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Sekil 7. 60. giin dogal mercan gru- Sekil 8. 60. giin HA/kollagen/gliko-
bunda yeni kemikte ince- saminoglikan grubunda
leme ve maturasyon HA partikiilii ve komsu ke-
(HEx100). mikte rezorbsiyon

(HEx100).

90. Giin Bulgulari

Dogal mercan grubunda yeni kemik dokusunun kiugiik, igsi
osteosit lakiinleri ve lamellar yapidan zenginlesmesiyle matir go-
rinim aldig: izlendi. Polarize 1sikta «woven kemik» paterninin an-
cak kiiciik bir ka¢ odakta yer aldigi buna karsin yeni kemigin la-
mellar birefrijans veren dis kortikal plakla ortialdiagiu dikkati c¢ek-
ti (Sekil 10).

Sekil 9. 60. giin HA/kollagen/gliko- Sekil 10. 90. giin dogal mercan
saminoglikan grubunda grubunda matiir kemik
implant materyali ile kom- dokusu (HEx 200).

suluk gostermeyen alanda
periostal yeni kemik reak-
siyonu (HE x 100).
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HA/kollagen/glikosaminoglikan grubunda HA partikiillerinin
kemik ylizeyine dagildigi ve kemikte rezorpsiyon olusturdugu iz-
lenmistir. Partikiiller c¢evresinde ince bant seklinde fibroz dokula-
rin gelistigi dikkat cekmistir. Yeni kemik yapimi saptanmamis-
tir (Sekil 11).

Sekil 11. HA partikiilleri ve kemik
rezorbsiyonu (HE x 100).

TARTISMA

Hidroksilapatitin granil formu atrofik alveoler kretlerin yiik-
seltilmesi amaciyla siklikla kullanilmakla beraber, yerlestirilmesin-
de zorluklarla karsilagsilmakta ve vyerlestirildikten sonra istenen
formda kalmasi ¢ogu kez saglanamamaktadir. Bu problemlere ¢o-
zim getirebilmek amaciyla cesitli stabilizasyon teknikleri ve HA
partikiillerinin kollagen tiip icerisinde yerlestirilmesi gibi yontem-
ler Onerilmistir (4, 5, 6, 7). Ancak bu islemler zaman alic1 ve 6zel
materyallere ihtiya¢ gosteren yontemler olup basari, kullanilan tek-
nige bagl olarak sinirli kalabilmektedir.

Kollagen bir biomateryal olarak yumusak doku konturlari-
nin diuzeltilmesi amaciyla, yaniklarda ve hemostatik ajan olarak
kullanilmaktadir (11, 14, 16, 23). Kollagenin zayif antijenitesi oldu-
gu ancak klinik acidan onemli bir sistemik etki olusturmadigi bil-
dirilmistir (15). Mehlisch (19), HA/kollagen implantinin kullanil-
dig1 hastalarda yapilan serolojik testlerde kollagene karsi antikor
saptamakla birlikte mukozal dokularda hipersensitivite bulgulari
ve sistemik reaksiyonlarin olugsmadigini kaydetmistir. Kemigin iki
dogal komponenti olan kollagen ve hidroksilapatitin birlestirilme-
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si yerlestirilmesi kolay bir implantin elde edilmesini saglamakta
ve partikillerin dagilmasini onlemektedir. Yapilan hayvan c¢alig-
malarinda kollagenin iyilesme ve yeni kemik olusumu flzerinde
bir etkisi olmadigi, sadece HA partikiillerini bir arada tutmaya
yaradigi ve rezorbe olarak dens, fibroz dokuyla yer degistirdigi or-
taya koyulmustur (1, 9, 20). Calismamizda kullanilan HA/kollagen/
glikosaminoglikan implantinin igeriginde % 2.5 oraninda yer alan
kondroitin siilfat ise lretici firma tarafindan mineralizasyonu art-
tirmas1 amaciyla implant materyaline ilave edilmistir.

Calismamizda subperiostal olarak yerlestirilen HA/kollagen/
glikosaminoglikan implantlarinin tim donemlerdeki histolojik in-
celemesinde HA partikiilleri cevresinde ¢ok cekirdekli dev hiicre-
lerin varlig1 dikkati ¢ekmis ve az sayida monontuklear iltihabi hiic-
re izlenmistir. Caligmalarinda benzer bulgular elde eden Nagase
ve arkadaslar1 (22) bunun hidroksilapatite karsi gelisen yabanci ci-
sim reaksiyonu oldugunu ileri sirmuslerdir.

Calismamizda kobaylarin kafatast kemigine subperiostal ola-
rak yerlestirilen HA/kollagen/glikosaminoglikan implantlan iceri-
sine dogru yeni kemik olusumu gozlenmemis, ozellikle 90. giin ke-
sitlerinde HA partikiillerinin ince fibréoz bantlarla cevrelendigi ve
hi¢ bir partikiiliin dogrudan kemik dokusu komsulugu gostermedi-
§i bulgulanmistir. Caligmalarinda benzer bulgular ortaya koyan
Bell ve Beirne (1) de kollagenle karistirilarak kemik defektlerine
yerlestirilen HA partikiillerinin biyiik kisminin gevsek fibroz do-
kuyla c¢evrelendigini ve sadece bir kac¢ partikil ile kemik arasinda
direkt temas oldugunu bildirmislerdir. Marshall (18) ve Mehlisch (19)
ise HA/kollagen implant1 ile alveoler kret yilikseltilmesi gercekles-
tirilen hastalardan alinan Orneklerin histolojik incelenmesinde HA
partikiillerinin fibr6z konnektif doku veya kemik dokuyla cevre-
lendigini goéstermislerdir. Implant materyali altindaki kemikte iz-
ledigimiz rezorpsiyon Silverberg ve arkadaslari (24) tarafindan da
bildirilmistir.

HA/kollagen/glikosaminoglikan implantlarinin 60. giinliik mik-
roskobik incelemesinde implant materyali icermeyen bazi kesit-
lerde periost altinda gozlenen yeni kemik olusumunun cerrahi is-
leme karsi gelisen periostal cevap oldugunu disinmekteyiz. Yine
bu doneme ait kesitlerde izlenen eozinofil 16kositler hipersensiti-
vite reaksiyonunu telkin edecek yogunlukta degildir.
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Dogal mercanin subperiostal olarak yerlestirilmesini takiben 30
giin icinde kemigin periostal yiiziinde kalinlasma meydana getiren
ve kondroosteoide benzeyen yeni kemik olusumu saptanmistir. Pe-
riosttaki Oncii hiicreler osteoblast ve kondroblastlara degisme ye-
tenegi tasirlar. Bazen mezensimal stem hiicre kondroid ve osteoid
arasinda bir ara form gelistirebilir. Kondroosteoid olarak adlandi-
rilan bu gen¢ doku sonucta matiir kikirdak veya matiir kemik ola-
rak gelisir. Ayrica bu genc doku icinde odaksal olarak woven kemik
varligi yeni kemik yapimindaki hizlanmanin isaretidir (21).

30. giin 6rneklerinde dogal mercanin biiyiik oranda rezorbe ol-
dugu izlenmekle birlikte incelenen Orneklerde yer yer saptadigi-
miz ve havers kanallarindan farkli yapidaki bosluklar heniiz re-
zorbe olmamis ve demineralizasyon sirasinda tamamen uzaklag-
mis dogal mercan pargaciklarint disiindiirmektedir. Cesitli kemik
defektlerine yerlestirilen dogal mercanin hizla vaskiilarize oldugu,
bir yandan rezorbe olurken diger yandan yerini yeni olusan ke-
mige biraktigi ve yeni kemik formasyonunun 6. haftada histolojik
olarak izlendigi bildirilmistir (10). Guillemin ve arkadaslart (8) da
osteoblastik aktivitenin 6-7. haftalarda basladigini, ayni slrede
implantm osteoklastik aktiviteyle rezorbe olmaya basladigin1 kay-
detmislerdir. Dogal mercanin rezorpsiyon derecesi implantin hac-
mine bagli olup biiylik implant materyali kullanildiginda rezorpsi-
yon tam olarak olugsmamaktadir (3). Bezins ve Philliope (2) dogal
mercanin rezorbe olmayan HA'ten iistiin oldugunu, pordz yapidaki
dogal mercanin yeni olusan kemikle yer degistirdigini ve boylece
bir heterogreftin homogrefte donitistiigiini ileri strmislerdir.

Sonug¢larimiz inert bir materyal olan hidroksilapatitin kolla-
gen ve glikosaminoglikan ile birlestirilmesinin yerlestirme kolayligi
disinda yeni kemik olusumu ve doku reaksiyonlarinda bir degisikli-
ge sebep olmadigini, dogal mercanin ise kemik olusumunu stimiile
etme ve rezorbe olarak yeni olusan kemikle yer degistirme ozelligi
nedeniyle kemik yiikseltilmesi amaciyla tercih edilebilecegini dii-
sindiirmektedir.
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Calismamizda deney hayvani ve dogal mercan materyalini te-
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