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Cesitli kemik replasman materyallerinin sicanlarda kemik
rejenerasyonu uzerine etkisi (Deneysel arastirma)

Harzem Ozger("), H.Cetin Aydinok®, Sevgi Kiilli ©, Volkan Etug )

Bu ¢alismada otojen ve allojen greflerle, osteogenezisi uyaran BMP (Bone Morphogenetic Protein) ve hidroksia-
patitin (Pyrost) kemik rejenerasyonu iizerine etkilerinin karsilastinlmasi amaclandi. 40 adet sicanda 8'erli gruplar
olusturularak esit sartlar altinda belirtilen materyeller standart kalvaria defektlerine uygulandi. 4 hafta sonra his-
tolojik olarak defektlerdeki osteogenez degerlendirildi. Otojen grefin en etkin materyel oldugu, allojen greflerin di-
rekt integrasyonunun olmadidi, kemik yapimini uyarmast yéniinden BMP'nin hidroksiapatitten daha etkin oldugu
gozlendi. Ancak insan uygulamalar: icin daha ileri calismalar gerektigi fikrine vanldi.

Anahtar kelimeler: Osteogenezis,osteoindiiksiyon, BMP, Hidroksiapatit

The effects of various bone replacement materials on bone regeneration in rats

The aim of this study was to compare the effects of autogeneous and allogeneous grafts to the effects of BMP
(Bone morphogenetic protein) and hydroxyapatite (pyrost), which induce osteogenesis on bone regeneration. 40 rats
have been divided into five groups, each having 8 and under equivalent conditions the mentioned materials have
been applied to standard calvaria defects. 4 weeks later osteogenesis in the defect areas has been histologically
evaluated. It has been noticed that autogeneous graft was the most effective material allogeneous grafts did not
have a direct integration and BMP was more efficacious than hydroxyapatite in osteogenesis induction. However it

was agreed that further advanced studies are needed for applications on human beings.

Key words: Osteogenesis, osteoinduction, BMP, Hydroxyapatite.

Iskelet sisteminde kemik defekti olusturan g¢ok
sayida dodustan ya da edinsel hastalik mevcuttur.
Bu defektlerin giderilmesi kemik replasman kav-
ramim ortaya cikarmaktadir. Replasmanda amag
kullanilan materyalin mevcut boslugu doldurarak bu-
rada zaman iginde viicudun kendi kemiginin
olusmasim saglamaktir. Bu amacla kullamlan mater-
valler 2 ana grupta degerlendirilirler. Birinci grup
kemik transplantasyonlandir.

Bu grupta bilinen en etkin ve iistiin yéntem oto-
log spongioza transplantasyonudur. Bunun yaninda
allogenik ve ksenogenik transplantasyonlar da uy-
gulanmakta ve yoéntemler olumlu veya olumsuz
c;esi)tli tartismalara yol acmaktadirlar (8, 9, 10, 11,
14 ).

Transplantasyonla  osteogenezisi  saglayacak
hiicrelerin nakli ancak otolog materyallerde ve
kismen gergeklesebilmektedir. Transplante edilen
otolog materyalin bir kismi, allogenik materyalin ise
tamamu belli bir zaman sonra osteoklastik aktivite ile
yikilmakta, ancak bu wikim fiirlinleri de ayn bir
rejenerasyon  olayi  baslatmaktadir.  Osteoklastik
indiiksiyon diye adlandinlan bu olay kemik ana mad-
desinin yikimi ile ortaya c¢ikan bazi maddelerin hem
osteoblastik hiicreleri uyarmalart hem de spesifik ol-
mayan hiicrelerin osteoblastlara déniiserek kemik
yapmalar prensibine dayanmaktadir (1, 9, 17). Bu
goriisten hareketle de ikinci gurup materyaller or-
taya qkmustir. Burada amag¢ boslua uygulanacak
materyelin kemik olusumunu uyarmasi ve bu sekilde
defektin viicudun kendi matervali ile dolmasidir.

Kemigin dogal yapisi iki ana grup maddeden olusur.
Bunlar organik bélim olan bashca osteokalsin ve
osteonektinden ibaret proteinlere bagh ve gliko-
zaminoglikanslardan olusan bir matriks icine gémiilii
tip 1 kollagen lifleri ve inorganik béliim olan kalsium
fosfat mineralleridir (%90 hidroksiapatit) (3). Kemik
yikiminin kemik inditksiyonunu saglamas: fikri ile ke-
mik replasman materyelleri arayisi bu iki ana gurup
iizerinde toplanmistir. Kemigin organik yapisinin et-
kin uyanc bolim oldugu inancwla ilk kez Senn
(1889) dekalsifiye kemik gahsmalanm baslatmus, Uris
(1965) bunu daha da gelistirerek bone morphoge-
netic protein (BMP) adimt wverdigi kemik matriks
bélimiiniin  kemik indiiksiyonunu sagladigini ileri
siirmilstir, BMP'nin kemik rejenerasyon yetenedi
dissiik ve yiiksek her tiir zeminde kemik olusumunu
indiikledigi cesitli otérlerin bir gok calismasinda bildi-
rilmektedir (2, 5, 6, 7, 9, 14, 15, 18, 19, 20, 21).
Kemigin inorganik vapisinin esas uyanci bélim
oldugunu ileri siiren gériis ise Albee ve Morrison'un
(1920) kink iyilesmesini stimille edici madde olarak
trikalsiyumfosfati kullanmalan ile baslar. Bu konuda
vapilmis ¢ok sayida arastirma sonucunda gerek
sentetik gerekse dogal kékenli hidroksiapatit ve tri-
kalsiyjumfosfatin  etkin kemik indiiksivonuna vol
actklan wurgulanmaktadir (7, 8, 10). Otogen, allo-
gen ve ksenogen transplantasyonlar konusunda
uzun siireli ve gok sayida deneyim mevcuttur (2, 4,
5, 10, 14). Kemik replasmaninda bu yéntemlere al-
ternatif olarak ileri siirilen BMP ve hidroksiapatit
{izerinde bircok ¢alisma vapilmakta ve kismen insan-
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larda kullamimlarina baslanmaktadir (8, 9, 11, 19,
21). Biz bu deneysel calsmamizda kemik replas-
maninda en ¢ok kullanim alari bulan transplantasyon
ve replasman vyéntemlerini aymi sartlar altinda
kargilagtrmali olarak uygulamayi ve bunlann kemik

rejenerasyonu  iizerine  etkilerini  gdzlemlemeyi
amagladik.

Gerec :

istanbul  Universitesi Deneysel ve  Tibbi
Arastirma Merkezi'nde (DETAM) arastirma
gerceklestirildi. Arastrmada ortalama adirhklan

406.4gr olan 40 adet Sprague-Dawley disi sican
kullanildi. Siganlar normal sican diyeti ve musluk
suyu ile beslendiler. Sekizer adetlik 5 grup halinde
metal kafeslerde 4 hafta siire ile muhafaza edildiler.

Yontem :

Sicanlar eter ile sersemlestirildikten sonra kuyruk
venlerinden penthotal verilerek uyutuldu. Steril
sartlarda kalvarialan acgildi, sol parietal bélgeden
kesici déner testere yardimi ile 7mm ¢apinda yuvar-
lak bir bélim cqkartilarak standart defekt
olusturuldu. Bu standart deliklere,

1. grupta Sprague-dawley sicandan elde edilmis
BMP koyuldu, 2. grupta dogal kékenli hidroksia-
patit (pyrost) kiicilk parcalar haline getirilerek uy-
gulandi. Otolog gref grubunu olusturan 3. grupta
sicanin kendisinden ¢ikarlan kalvaria parcas: kiigiik
parcaciklar haline getirilerek yeniden aym bélgeye
uygulandi. 4. grupta (allogref grubu) diger
sicanlardan cikartilan kalvaria parcalan  kiiciik
pargaciklar haline getirilerek defekt bélgesine konul-
du. 5. grup kontrol grubu olarak kullanuldi. Kontrol
grubunda 7mm capinda kemik ¢ikartildiktan sonra
bu bolge bos olarak birakildi. Materyaller uygu-
landiktan sonra kafa derileri dikilerek islem bitirildi. 4
hafta sonra hayvanlar sakrifiye edilerek olusturulan
defekt bolgeleri ¢ikanldi. Histolojik tetkik igin
parcalar %10 formaldehitte 24 saat bekletil-
di.Dekalsifiye edildikten sonra defektin tam or-
tasindan gececek sekilde bir dilim cikanlarak ortala-
ma 8 mikron kalinhdinda seri kesitler hazirland.
Preparatlar hematoksilen eozin ile boyanarak isik
mikroskobunda  incelendi.  Olusturulan  defekt
alaninda meydana gelen yeni kemik dokusu, varsa
kemik rezorbsiyonu ve fibrozis gibi diger morfolojik
yapilarin bir biiyitk biiyiitme alanindaki miktan semi-
kantitatif y&ntemlerle degerlendirildi.

Bulgular:

Deney gruplaninin sayilan, uygulanan materyal-
lar ve komplikasyonlan Tablo-1 de gérillmektedir.

Deney gruplarindan elde edilen histolojik kesitle-
rin degerlendirme bulgulan su sekilde &zetlendi:

Grup 1:
BMP:Tiim hayvanlarda defekt alarim boydan
boya dolduran wve komsu periostla devamliik

gosteren bag dokusu iginde hemen her alanda ser-
pistirilmis BMP lamelcikleri izlendi (Resim-1). Bun-
lanin gevrelerinde yabanci cisim dev hiicreleri yoktu.
Yer, yer defekt uclan arasindaki mesafenin vaklasik
1/4'tinii dolduran, c¢evrelerinde osteoblastik aktivit-

enin segildigi canli kemik spikiilleri vardi (Resim-2).
Defekt kenarlanndaki kemik dokusunda belirgin

hipertrofi ve osteogenezis dikkati ¢ekmekteydi (Re-

sim-3).

Bir hayvanda konnektif doku hiicrelerinin

Deney Uygulanan Denek Deney Komplikasyon Degerlendirilen
grubu materyel sayisi siiresi hayvanlarin sayisi
1 BMP 8 4 hafta 1 ex., 1 enfeksiyon 6

2 Hidroksiapatit 8 4 hafta 1 ex. 7

(Pyrost)

3 Otogreft 8 4 hafta 1 enfeksiyon 7

4 Allogref 8 4 hafta 1 ex., 2 enfeksiyon 5

5 Kontrol gr. 8 4 hafta 8
Toplam 40 7 33

Tablo 1
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osteoblastlara déniistiigli gézlendi. (Resim-4). Bag
dokusu icinde ayrnica eski kanamaya ait yapisal bul-
gular, seyrek lenfositler, bir hayvanda mikroabse
odadi dikkati cekti.

Hidroksiapatit (PYROST) :Tim hayvanlarda de-
fekt alaninin hemen tamamini kaplayan ve dekalsifi-
kasyon isleminden sonra kesitlerde genis bosluklar
seklinde gdrillen  hidroksiapatit  cisimciklerinin
etrafinda yabana cisim dev hiicreleri gézlendi. Bun-
larin arasinda tiim hayvanlarda defekt alaminin vak-
lagtk 1/4'den azimi kaplayan osteogenezis saptandi
(Resim-5,6).

Grup 3:

Otogreft : Defekt alanlarinda transplante edilen
otogreft parcalanmn yaklasik yansinin canh oldugu
(Resim-7) diger wvansii ise nekrotik olup
gevrelerinde yabanci cisim dev hiicrelerinin bulun-
dugu gdzlendi. Nekrotik kemik dokusu daha gok bir
kag mikroabse odad gevresinde vyer almaktaydi
(Resim-8).

Grup 4:

Allogreft :Tiim hayvanlarda defekt alamindaki
kaln fibréz doku icinde kaba, diizensiz, nekrotik ke-
mik lamelleri (allogreft parcaciklan) gevrelerinde va-
banci cisim dev hiicreleri, aktif kronik iltihabi reak-
siyjon goézlendi. Yer yer mikroabse odaklan vard:
(Resim-9).

Resim 5
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Kontrol grubu :
komsu periostla
gosteren,  vaskillarizasyonu az  fibroz  doku
gorillmiistiir (Resim-10). Defekt kenarlaninda birkag
nekrotik kemik lameli ve gevrelerinde yabanci cisim
dev hiicreleri mevecuttur. Yine defekt kenarindaki
kemiklerde osteoblastik aktivite belirgindi. Defekt
alani iginde yeni kemik yapimina ait yapisal bulguya
rastlanmach.

Tiim defekt alarim dolduran
yer yer de dura ile devamhlik

Tartisma:

Iskelet sistemindeki dogustzn ya da edinsel de-
fektlerin giderilmesinde otojen, allojen ve ksenojen
greftler sikca kullanilmaktadir. Otojen greftlerin canh
hiicrelerin nakledilmesi ile osteogenezise dogrudan
katilabilmesi ve antijenite &zelliklerinin olmamasi
kuskusuz tiim yéntemlere gdre belirgin dstiinlitk
saglamaktadir(8,9,11,14). Ancak biiyik timor re-
zeksiyonlan, genis revizyon girisimleri ve omurga
ameliyatlannda otolog grefler veterli olmamakta,
buna ameliyat siiresinin uzamas: ikinci bir girisim gibi
dezavantajlar da eklenince alternatif yéntemlerin
aranmasi gerekmektedir. Ksencgrefler uzunca sen-
eler kullamldiktan sonra uygulanan islemin yeterli ol-
madi@ ve organik bélimiin tam olarak yok edile-
memesine bagh olarak ortaya ¢kan red

nlannin osteogenezisi engelledigi kabul edil-
mektedir (8,9,11,17).

Allogrefler bugiin halen en ¢ok kullamlan trans-
plantasyon materyelidir.

Uygulanan islemlerle allogreflere karsi immun
reaksivon 8-9 giin geciktirilmekte ancak daha sonra
greft yikilmaktadir. Axhausen ve Schweiberer allo-
greflerin esas etkinliklerinin bu yikimla ortaya cikan
osteoklastik indiiksiyon ile olustugunu
séylemektedirler (1,17).

Friedenstein'a gére determine osteoprogenitér
hiicreler (DOPC) ve inditkte edilen osteoprogenitér
hiicreler (IOPC) olmak iizere 2 farkh osteojenik ana
hiicre grubu vardir (4,5,8,9). Owen, Friedenstein
ve Hugginsin galismalan ile bu goriigler deneysel
olarak kamtlanmustir (4, 5, 7, 9, 12).

DOPC kemik yiizeylerinde ve kemik iliginde bu-
lunurlar. Katthagen ve Mittelmeier, hidroksiapatitin
kemik rejenerasyonundaki etkisini DOPC hiicrelerini
uyarmasina baglamaktadir. Ciinkii hidroksiapatit ve
trikalsiyum fosfat  gibi kemigin inorganik
bélimiinden  tiiretilen  osteoindiiktérler  ancak
rejenerasyon yetenedi vyitksek canh zeminlerde ve
kemikle direkt temasin oldugu hallerde etkili olmak-
ta ve osteogenezisi indiiklemektedirler.(8,9,11) De-
kalsifiye kemik ve kemik maddesinin
osteoindiiksivondaki aktif maddesi olan BMP'nin ise
IOPC hiicrelerini uyarma yolu ile rejenerasyon ye-
tenegi disiik ve kemik temasi olmayan zeminlerde
bile yeni kemik olusumu sagladi@i gosterilmistir
(2,6,7,13,14,16).Trikalsiyumfosfat ve BMP'nin bir-
likte kullarulmas: ile bu etki 12 kez artabilmektedir
(21). Bu konu ile ilgili literatiir incelendiginde her iki
goriisiit.  destekleyen va da karsi qkan cesitli
aragtrmalar vardir (8,9,21). Genelde arastincilar
kendi gelistirdikleri yontemlerin lehinde sonuglar bil-
dirmektedir. Biz her iki gériise de tarafsiz yaklasarak
sonuglanni  degerlendirdik.

Bu tiir deneysel calismalan degerlendirirken
deney modelinin uygunlugu &zellikle énem kazan-
maktadir. Sican, tavsan ve fareler sonuglann kisa
siirede elde edilebilmesi, pratik uygulama kolayhd
ve maliyetin karsilanabilir olmasi nedeniyle tercih
edilmektedir. Hayvan deney sonuglarinin insanlarda-
ki uygulamalar igin ne olgiide deger tasidigi
tartisilabilir. Ancak 6nceden vapilmis hayvan deney-
lerinden elde edilen deneyimlerin insandaki oto-
jen,allojen ve ksenojen gref uygulamalarinin sonug
ve problemleri hakkinda dogru bilgiler vermis ol
mast bu arastrma sonuglarina giivenilebilecegini
gostermistir  (8).Deney modelinde secilen defektin
en iyi rejenerasyon sartlarinda dahi spontan olarak
kapanmamasi gerekmektedir.Tavsan femur kondil-
lerindeki 6mmlik delik yada siganlarda 7mmllik trep-
anasyon defektleri en ¢ok kullarulan modellerdir (8,
14, 16, 18).

Deneylerimizde kullandigimiz kalvaria defektleri-
nin 4 haftalk izleme sonunda kemik dokusu ile ka-
panma goéstermedidini ve kenarlardaki osteogenezi-
sin siurh  kaldigim g6zlemledik.  Degerlendirme
siiresi olarak calismalarda gerek transplantlanin ge-
rekse osteogenezisi indilkliyen materyallerin 2. haf-
tadan itibaren etkilerinin gdzlenebildigi 4. haftada
osteogenezisin en iyi sekilde ortaya qkti@i, daha
sonraki slirelerde ise remodelasyon ve osteoklastik
faalivetlerin basladigi belirtilmektedir (8, 9, 14). Bu
nedenle biz 4 haftalik gtzlem siiresini optimum siire
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olarak sectik. Transplantasyonda otolog greftlerin
en etkin materyal oldugu, nakledildikleri yerde
canlibklarimi devam ettirip hiicre proliferasyonu ile
osteogenezisi sadlayabildikleri konusunda gériis bir-
ligi vardir (8, 9, 14, 17).

Bizim otolog gref grubunun sonuglan da buna
uyum géstermektedir (Resim-7). Allojenik trans-
plantasyonlarda gegici bir canlihk ve hiicre prolife-
rasyonu olsa da bunu takiben grefler yikilmakta ve
osteogenez bu osteoklastik indiiksiyonu takiben or-
tava cikmaktadir.

Bu durum immun reaksiyonun siddetine gore
bazen ¢ok yetersiz kalmakta, aynca allojenik grefle-
rin son zamanlarda giderek &nem kazanan degisik
enfeksiyonlar1 nakil riski de bunlann kullanimini gide-
rek kisitlamaktadir (8, 10, 14). Allojenik transplan-
tasyonlarin deneysel sonuglan tiim arastincilarca
olumsuz olarak bildirilmektedir (8, 11, 14). Bizim
‘bu grup sonuglanmiz incelendiginde tiim hayvanlar-
da greft alaninda mikroabseler siddetli kronik iltihab
reaksiyon ve vyabanc cisim reaksiyonunun tabloya
hakim oldugu ve nakledilen greflerin nekroze olduk-
lan gozlenmistir (Resim-9). Bu durum  bizim
greflerimizde herhangi bir én islem yapilmadan uy-
gulanmaya baglansa da, sonuglar diger arastncilarla
uyum gostermektedir. Kontrol olarak segilen bog
grup incelendiginde, tiim defekt alammin bag doku-
su ile doldugu, kenarlardaki osteogenezisin de de-
fekti dolduracak giicte olmadigi goriilmistiir. Bu
arashrmada en ¢ok tartigilacak gruplar BMP ve
hidroksiapatit gruplandir. Mittelmeier ve Katthagen
hidroksiapatitle ilgili ¢alismalarinda ve klinik uygu-
lamalarinda  sonuglarmi  ¢ok  olumlu  olarak
agiklamislar ve rejenerasyon giicii yiiksek, kemikle
direkt temasi olan zeminlerde hidroksiapatitin
yiizeyinden baslayarak etkin yeni kemik olusumu
gostermiglerdir (8,9,11). Arastinclar bu etkiyi hi-
droksiapatitin DOPC' i direkt uyarmas: ve aktive et-
mesi ile sagladiklanm bildirmektedirler. DOPC sa-
dece kemik dokusunda bulundugundan
hidroksiapatit kemik dokusu ile temasin olmadigi ze-
minlerde osteoindiiktif etki g&steremeyecektir. Mit-
telmeier bunu rejenerasyon giicii diisiik zeminlerde
gostermis ancak ortama kemik iligi hiicreleri ilave
ettifinde bu zeminde de giiglii bir osteogenezis
gtzlemlenmistir (8, 11).

Schwarz ise heterotop zemindeki kollagen-
apatit uygulamalannda kemik  indiiksiyonu
gormedigini ve alkali fosfataz artigt saglamayan ya-
banct cisim granillasyon dokusu reaksiyonu
gozlemledigini  bildirmektedir (14,15).

Bizim hidroksiapatit grubunda, hidroksiapatit
partikiilleri gevresinde vyabanci cisim reaksiyonu,
vaygin bad dokusu olusumu ve olduk¢a az bir
boliimde osteoblastik aktivite arhigiyla birlikte yeni
kemik olusumu gérilmiistiir. Bu tablo bu konuyla il-
aili arastincilann sonuglanyla uyum
gdstermemektedir. Katthagen histolojik
arashrmalaninda yabanci cisim  reaksiyonu
gormedigini  vurgularken (8), bizde bu belirgin
sekilde gbzlemlenmektedir. Bu celiskiyi
aragtirdiimizda Katthagen ve Mittelmeirin deney-
lerinin tiimiiniin spongioz kemik dokusu iginde ve

rejenerasyon giicii ¢ok vyilksek ortamda oldugunu
gordilk. Sigan kalvariasindaki spongiéz doku belkide
hidroksiapatitin direk uyansi icin gerekli zemini
olusturamamakta burada gerekli DOPC bulunma-
makta ve ortam bu materyal icin heterotop zemin

ozelligi  kazanmaktadr. Bu da  Schwarzin
gtizlemledigi bulgulan varatmaktadir (14).
Dekalsifiye matriks wve bunun iiriinii  olan

BMP'nin gerek rejenerasyon giicii yiiksek, gerekse
diisiik zeminlerde osteoindiiksivonu sagladigi ve bu-
nun da IOPClerin uyanlmas: yolu ile oldugu bildiril-
mektedir (2, 6, 13, 14, 15, 16, 19, 20, 21). Kat-

thagen wve Mittelmeier ise BMP ile vaptiklan
arastirmalarin sonuglarini olumsuz olarak
agiklamiglar,  osteogenezis ve vyeni  kemik

olusumunun vyeterli ve tatminkar olmadigim bildir-
mislerdir (8, 9, 11). Arastinicilar bu sonucu deney
modeli olarak sectikleri tavsamin immun reaksiyon
giicliniin yiiksekligine baglamislar ve heniiz veterli
Klinikk sonucu olmayan bu yéntemin daha ileri
arastinlmasi gerektigini vurgulamuslardir (9). Urist ve
Tagaki son gahsmalannda BMP'i trikalsiyumfosfat ile
birlikte kullandiklarinda 12 kez daha fazla oranda
yeni kemik olusumu elde etmislerdir (21). Bizim
BMP grubumuz gézlemlendiginde en fazla veni ke-
mik olusumunun bu grupta ortaya ¢iktigi ve yabanci
cisim reaksiyonununda olmadigi gériilmiistiir (Resim
2). Bu sonug konuyla ilgili ¢alismalan desteklemek-
tedir.

Sonug

1. Otogen grefler en etkin ve osteogenezise
dogrudan katilan tek kemik replasman materyelidir.

2. Allogen greflerin osteogenezise dogrudan
katiimu yoktur. Osteogenezis etkileri osteoklastik in-
duksiyonla saglanmaktadir.

3. Kemigin inorganik béliimiinden tiiretilen hi-
droksiapatit ve trikalsiyjumfosfatin tek baslanna sa-
dece rejenerasyon giicli viitksek, kemik temas: olan
ortamlarda etkin olduklan bildirilmektedir. Bu konu-
da bizim daha genis ve ileri cabsmalar yapmamiz
gerekmektedir.

4. BMP ile ilgili calismalanmiz siganlarda lite-
ratiirle uyumlu sonu¢ vermistir. Ancak bu konunun
klinik uygulanabilirik kazanmasi igin daha genis
arastirmalara ve insan uygulamalanndaki sonuglann
degerlendiril-mesine gerek vardir.

5. Bu morfometrik cabsmalarla biyokimyasal
calismalann &rmegdin aktif kemik yapimim gésteren
kan alkalen fosfataz enziminin tayininin paralel
yapilmas: daha kiymetli sonuglar elde edilmesini sag-
layacaktir. :
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