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OZET

Amac; Periodontal hastaliga bagli olarak meydana gelen kemik defektlerinin rejeneratif tedavi tekniklerinden biri de kemik greft ma-
teryalleri uygulamalaridir. Bu amacla kullanilan biomateryallerle kaybedilen alveoler kemigin restorasyonu ve destek periodontal do-
kularin rejenerasyonu hedeflenmektedir. Bu ¢alismanin amaci, kalsiyum karbonat esasli yeni bir kemik greft materyalinin deneysel
olarak erken, orta ve ge¢ donemlerdeki biyolojik uyumunu degerlendirmektir.

Gerec ve Yontem; Calismada, 3 aylik 40 erkek kobay’in calvarialarinda subperiostal, sirtlarinda ise subkutan olarak agilan simetrik
defektlerinin birine 1000 _m partikiil biiyiikligiindeki greft materyali yerlestirilerek deney grubu, diger defektler ise bog birakilarak
kontrol grubu olusturulmustur. Kobaylar 5., 14., 45. ve 60. giinlerde sakrifiye edilerek elde edilen preparatlar histopatolojik ve histo-
kimyasal olarak degerlendirilmistir.

Bulgular; Histopatolojik incelemelerde, tiim deney gruplarinda zamana gore gittikge azalan seviyelerde greft materyalinin varlig tes-
pit edilmis, 60. giin grubunda yer alan defektlerin ise digerlerine oranla daha kalsifiye bir yap1 gosterdigi saptanmistir. Operasyon son-
ras1 olusturulan defektlerde 5., 14., 45. ve 60. giinlerde apse, nekroz, graniilasyon dokusu, iilser, yabanci cisim reaksiyonu izlenme-
misgtir.

Sonug; Kalsiyum karbonat esasli bu yeni greft materyalinin yumusak dokularda istenmeyen bir reaksiyon gostermedigi, bu yoniiyle-
de alternatif bir kemik grefti olabilecegi sonucuna varilmistir.

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 pm 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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GIRIS

Periodontal hastaliklar, diinyada en yaygin rastlanan
hastaliklardan olup bunun sonucunda da siklikla sement,
periodontal ligament ve alveolar kemigi kapsayan peri-
odontal destek dokularin kaybi gozlenmektedir.” Giinii-
miizde periodontal hastaliklar sonucunda meydana gelen
bu alveolar kemik kayiplarinin tedavilerinde ¢ok gesitli
yontemler ve materyaller kullanilmaktadir.”

Periodontal rejeneratif tedavilerde kullanilan sentetik
greft materyallerinden biri de kalsiyum karbonat esash
greft materyalidir. %97 oraninda argonit formunda kalsi-
yum karbonattan olusan ve dogal deniz mercanlarindan
elde edilen materyal, kemik dokusuna implante edildigin-
de rezorbe olup, yeni sekillenen kemikle kisa siirede yer
degistiren bir greft materyalidir."”*

Kalsiyum karbonat esasli bu greft materyalinin biyo-
lojik uyumunu degerlendirmek amaciyla cesitli hayvan
modelleri iizerinde deneysel calismalar yapilmustir. imp-
lantasyonun kemikle birlikte, yumugak dokuda da gercek-
lestirilmesiyle elde edilen bu sonuglar, istenmeyen iltihabi

ve immunolojk reaksiyonlar gostermedigi yoniinde-
dlI’ 7.20.21.22,26

Ayrica pek ¢ok klinik ¢alisma ile insan periodontal
defektlerinin rejenerasyonundaki basarisida ortaya kon-
mu§tur'10,12,31.32.33

Ancak materyalin elde edilme zorluklari nedeniyle
son yillarda aragtiricilar mineral ve organik matristen olu-
san ve %95 oraninda kalsiyum karbonat iceren yumurta
kabugundan elde edilen greft materyali {izerine ¢alismala-
rint yogunlagtirmiglardir.>**"

Literatiire baktigimizda konuyla ilgili ¢caligmalar ge-
nellikle materyalin rezorpsiyon siiresi ve partikiil biiytik-
liigii ile ilgilidir. Son donemde yapilan caligmalar ise yu-
murta kabugunun i¢ ve dis zarindan elde edilen membran
uygulamalarinin rejeneratif kapasitesini degerlendirme
yoniindedir.*’

Bu calismanin amaci, dogal materyali ve teknolojisi
ile lilkemize 6zgiin olan kalsiyum karbonat esasl yeni bir
kemik greft materyalinin deneysel olarak hayvan modeli
iizerinde erken, orta ve ge¢ donem yara iyilesme periyot-
larindaki biyolojik uyum ve yumusak doku cevabini his-
topatolojik ve histokimyasal olarak degerlendirmektir.

GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Gazi Universitesi Rektorliigii Hayvan
Etik Kurulu’u onayimnin alinmasini takiben ortalama 350-
400 gram agirligindaki 3 aylik kirk adet erkek deney ko-
bay1 iizerinde gerceklestirilmistir.
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Kalsiyum karbonat esasli kemik greft materyalimiz
ise Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dali’'nda hazirlanmigtir. Bunun icin
yerli melez tavuk yumurtalarinin kabuklart 6ncelikle kiil
firininda 1000°C’de yakilarak organik kisimlar1 uzaklasti-
rilmigtir. Daha sonra yumurta kabuklar 6giitiilerek homo-
jen partikiil biiytikliigii ve dagilimi elde edilmesi i¢in 1000
pm partikiil ¢capindaki elekten gecirilmistir. Ardindan fla-
kon haline getirilen materyaller 136°C ‘de steril edilmistir.

Kemik greft materyalinin bu sekilde kullanima hazir
hale gelmesinin ardindan deney hayvanlarinin intramus-
kuler yolla ve 25mg/kg Ketamine HCl ile 2.5mg/kg Xyla-
zine enjekte edilerek anestezileri saglanmigtir.

Anestezinin ardindan deney hayvanlarinin sirtlarinda
skapula hizasinda, Bard-Parker 15’ nolu bisturi ucu kulla-
nilarak subkutan dokuda orta hattin 1 cm sag ve sol kis-
minda, uzun eksene paralel olacak sekilde 1 cm uzunlu-
gunda vertikal insizyon yapilarak subkutan defekt alanla-
r1 hazirlandi. Deney hayvanlarinin kalvaryalarin da ise or-
ta hattin 0.5 cm sag ve sol kisminda Bard-Parker 15 nolu
bisturi ucu kullanilarak uzun eksene paralel 1 cm uzunlu-
gunda vertikal insizyon yapildi ve subperiostal defekt
alanlar1 hazirlandi. Insizyonlar takiben subkutan ve sub-
periostal doku periost elavatoriiyle aralanarak deney gru-
buna kalsiyum karbonat esasli kemik greft materyali yer-
lestirildi. Deney hayvanlarimin kontrol grubu olarak tespit
edilmis ve orta hattin diger tarafinda yer alan bolgelerinde
de ayni cerrahi islemler yapilarak kemik greft materyali
uygulanmaksizin yara agizlar1 primer olarak 3-0 ipek sii-
tur kullanilarak dikildi.

Postoperatif donemde ayr1 kafeslerde rutin diyet uy-
gulamasi ile beslenen deney hayvanlari 5., 14., 45. ve 60.
giinlerde, herbir periyotta 10’ar tanesi olacak sekilde yiik-
sek dozda Ketamine HCI ve Xylazine enjekte edilerek ol-
diiriildiiler. Herbir periyotta yer alan deney hayvanlarinin
oldiiriilmelerini takiben subkutan ve subperiostal kemik
greft materyali uygulanmis deney bolgeleriyle, kemik
greft materyali uygulanmamig kontrol yorelerinden ope-
rasyona komsu saglam bolgeleride iceren biyopsi mater-
yalleri alind1.

Elde edilen biyopsi materyalleri % 10’luk nétral for-
malin soliisyonun da bir hafta siireyle tespit edildikten
sonra otomatik doku takip cihazinda (SHANDON Citadel
2000) takibe alindi. Doku takibinin tamamlanmasinin ar-
dindan parafin bloklara gomiilmiis biyopsi materyallerin-
den 5 mikron kalinliginda seri kesitler alind1 (Leica SM
2000 R). Kesitlerin bir kismi hemotoksilen — eosin ile bo-
yanirken, bir kismi1 da histokimyasal degerlendirmeler i¢in
Van Gieson Trikrom ile boyandi. Elde edilen preparatlarin
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normal 151k mikroskobunda (Nikon E 600) x100, x200 ve

x400 biiyiitmelerde incelemeleri gerc¢eklestirildi.
BULGULAR

5. GUN : Deney Grubu: Hem subkutan hem de sub-
periostal dokularda epidermis normal goriiniimde izlenir-
ken, dermise ait bag dokunun fibroselliiler karakterde ol-
dugu ve daha derin dokularda greft materyalini sinirlayan
hafif diizeyde mononiikleer inflamatuar hiicre infiltrasyo-
nu icerdigi gézlenmistir. Greft materyalinin kalsifiye sife-
riil yapilar sekilde oldugu ve rezorbe olmadig1 goriilmiis-
tiir. Materyal uygulanan bolge ve komgulugunda graniilas-
yon dokusu tipinde bag dokusu goriiliirken osteoid veya
mineralize kemik dokusu izlenmemistir (Sekil 1). Van Gi-
eson Trikrom boyanan preparatlarda ise, greft materyali-
nin bulundugu bolgedeki fibroseliiler bag dokusunda kol-
lajenin demetler olusturmadig: ve hyalin liflerin, ince lif-
ler seklinde ve heniiz immatiir bir yapida oldugu tespit
edilmigtir. Kontrol grubu: Inflamatuar reaksiyon ve yu-
musak doku reaksiyonu agisindan deney grubu ile benzer
histopatolojik 6zellikler goriilmiistiir.

roselliiler bag doku gériilmektedir (—). (x400 H&E)

14.GUN : Deney Grubu: Subkutan doku érneklerinin
timiinde epidermisde {ilserasyon, dermisde fibroselliiler
karakterde bir bag dokunun varligt ve fragmanlara ayril-
mis, kismen rezorbe olmusg greft materyali etrafinda ¢ok
cekirdekli yabanci cisim dev hiicrelerin varlig1 goriilmiis-
tiir (Sekil 2). Subperiostal doku 6rneklerinde ise subkutan
doku 6rneklerinden farkli olarak epitel dokusu normal go6-
riinlimde iken, bag dokusunun kollajenize karakter goster-
digi tespit edilmistir. Hicbir 6rnekte implant alani i¢inde
veya komsulugunda osteoid formasyonu veya mineralize
yeni kemik olusumu gozlenmemistir. Van Gieson Trikrom
boyamasinda biyomateryal uygulama alani icerisinde olu-
san kollajen ince fibriller immatiir bir yapida izlenmekte
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Sekil 2. 14. giin grubunda, greft materyali etrafinda (g) iilserasyon (u) ve
cok cekirdekli dev hiicre varlig1 goriilmektedir (—). ( x100 HXE)

iken komsu alanlarda demetler tarzinda kollajen formas-
yonu ile daha matiir bir yapiya gecis gozlenmistir.

Kontrol Grubu: Epidermis hafif akantozla karakterli
olup normal goériiniimde izlenirken, dermis fibroselliiler
karakterde bag dokuya sahip olarak izlenmistir. Kontrol
grubuna ait hicbir 6rnekte inflamatuar hiicre infiltrasyonu,
cok cekirdekli yabanci cisim dev hiicre varligi, apse for-
masyonu, iilserasyon ve nekroz gozlenmemistir.

45. GUN: Deney Grubu: Genel olarak bu gruba ait
subkutan ve subperiostal doku orneklerinde epidermis
normal goriiniimde izlenmistir. Dermisin genelde geng
fibroblastlardan zengin selliiler yapida oldugu ve dens
kollajen liflerinde bu déonemde olustugu tespit edilmistir.
Greft materyalinin bag doku derinliklerinde fragmanlara
ayrildig, biitiinliigiiniin bozuldugu ve kismen rezorbe ol-
dugu izlenmistir. Grubun genelinde inflamatuar hiicre in-
filtrati, apse, nekroz, iilserasyon ve osteoid formasyonu
saptanmamustir (Sekil 3). Van Gieson Trikrom boyamasin-
da, yer yer rezorbe olmaya baslamis greft materyali etra-
finda organize olan ve siurlt diizeyde maturlesmeye bas-
layan kollajen doku izlenmistir. Kontrol Grubu: 45. gii-
ne ait preparatlarda yiizey epitelinin deney grubuyla ben-
zer Ozellikte olarak biitiinliigiinii korudugu ve normal go-
riinlimde oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3. 45. giin deney grubunda, greft materyalinin (—) altinda olusan
yeni kollajen lifleri (k) goriilmektedir. (x 400 HXE) 05439377450

60.GUN :Deney Grubu: Bu gruba ait tiim 6rneklerde
epidermis normal yapisinda secilirken, dermise ait bag
dokusunun geng fibroblastlardan zengin selliiler bir yapi-
da oldugu izlenmistir. Greft materyali tiim 6rneklerde bii-
yiik kismi1 rezorbe olmus halde ve ufak kalsifiye yapilar
olarak sec¢ilmektedir. Hicbir drnekte inflamatuar hiicre in-
filtrasyonu, yabanci cisim dev hiicresi, iilserasyon, apse,
nekroz ve osteoid formasyonu gozlenmemistir (Sekil
4).Van Gieson Trikrom boyanan preparatlarda greft mater-
yalinin genelde bag doku derinliklerinde ve fibroselliiler
karakterde, ince matur kollajenle sinirlandirilmis sekilde
varligr izlenmektedir. Kontrol Grubu: 60. giine iligskin
kontrol grubu preparatlarinda epidermis ve dermis normal
goriiniime sahip olarak izlenirken dermisin kollajen de-
metlerinden zengin yapist net olarak tespit edilmistir.

Sekil 4. 60. giin deney grubunda, dens kollajenize bag dokunu gevreledi-
§i periferdeki greft materyali goriilmektedir (—).(x 400 Van Gieson)
TARTISMA

Periodontal rejeneratif tedavilerin amact, periodontal
hastalik sonucu kaybedilen dokularin yeni alveol kemigi,
yeni sement ve fonksiyonel olarak diizenlenmis yeni fib-
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roz atagman ile rejenerasyonunun saglanmasidir.>"**

Giiniimiize kadar ¢esitli greft materyalleri ile degisen
oranlarda kemik rejenerasyonunun saglandigint gosteren
caligmalar sergilenmigtir.****** Ancak yapilan histolojik
incelemelerde iyilesme sirasinda epitelyal atagsmanin yeni
olusan kemik ile kok yiizeyi arasina girerek sementogene-
zi ve osteogenezi zayiflattigi ve istenilen fibrotik bag do-
kusu atagsmaninin tam olarak saglanamadig tespit edil-
migtir."*"

Son yillarda yapilan caligmalar sentetik greft mater-
yalleri tizerinde yogunlagmistir. Degisik greft materyalle-
rinin deneysel ve klinik ¢aligmalara konu oldugu ancak
calisma sonuclarmin celigkili olmasi sebebiyle en uygun
biyomateryalin tespiti icin bu konuya yonelik aragtirmala-
rin giiniimiizde de devam ettigi bilinmektedir.'***"%

Bu calismada, biyouyumlulugu ve rejenerasyon kapasi-
tesi deneysel ve klinik caligmalarla®>'"2****%*% jgpatlanmig
olan kalsiyum karbonat esasl kemik greft biyomateryalini
yerli malzeme ve teknolojimiz ile iiretmeyi hedefledik. Ana
madde olarak tavuk yumurtas: kabugundan elde etti§imiz
bu yeni greft materyalinin yumusak dokulardaki reaksiyon-

larini gozlemleyebilmek i¢in ¢alismamizi planladik.

Literatiir incelendiginde benzer calismalarin ¢cogunda
greft materyallerinin yumusak doku cevabi ve doku
uyumlulugunu degerlendirmek icin, deney hayvanlarinin
sirt bolgesindeki subkutandz ve kalvaryasindaki subperi-
ostal bolgede calisildig1 izlenmistir.>**'

Kalsiyum karbonat esasli kemik greft materyalleri re-
zorbe olan ve rezorbe olurken yerini yeni kemik olusumu-
na birakan biyomateryallerdir."”** Konu ile ilgili ¢aligma-
lar genellikle kemik defekt modellerinde yapilmustir. Iske-
let dis1 yumusak dokularda kalsiyum karbonat esaslh ke-
mik greft materyalinin osteoindiiktif etkisinin arastirildig:
deneysel ¢alismalar oldukga sinirlidir.”

Subkutan ve subperiostal bolgelerdeki uygulamalari-
miz sonucunda elde ettigimiz yumusak doku 6rneklerimi-
zin histopatolojik ve histokimyasal degerlendirmelerinde
genel olarak tiim deney gruplarinda nonspesifik iltihabi
cevabin ve yabanci cisim reaksiyonunun olugmadigi go-
riilmiistiir.

Operasyon sonrasi 5. giine ait orneklerimizde, subku-
tan ve subperiostal bolgelerde hem deney hem de kontrol
bolgelerinde epidermis ve dermisde normal sinirlar icinde
iyilesme gozlenirken, her iki grupta inflamatuar reaksiyon
ve yumusak doku reaksiyonu agisindan benzer histopatolo-
jik ozellikler goriilmiistiir. Erken donem bulgularimiz ben-
zer ¢aligmalarm bulgulariyla paralellik gostermektedir.'™!
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14. giin perioduna baktigimizda, subkutan bolgede
deney grubunda tiim orneklerde epidermisde iilserasyon
gozlenirken dermis, kontrol grubuyla ayni 6zellikte ve fib-
roselliiler karakterdedir. Orneklerin tiimiinde fragmanlara
ayrilarak kismen rezorbe olmusg greft materyali etrafinda
¢ok cekirdekli yabanci cisim dev hiicrelerin varlig1 goriil-
miistiir. Subperiostal bolgede ise hem deney hem de kont-
rol yorelerinde iyilesme normal sinirlar icerisinde deger-
lendirilmisgtir.

Moon ve arkadaglar1” ile Giiltekin’in' yaptig1 deney-
sel caligmalarda 14. giin periodunda yumusak dokularda
yabanct cisim dev hiicreleri izlenmistir. Bu kalsiyum kar-
bonat esasli kemik greft materyallerinin yumusak dokuda
da degrade edildigini gostermektedir. Degradasyon siirer-
ken cevre dokularda fibroblastik profilerasyon ortaya ¢ik-
magtir. Partikiiller arasinda kollajen liflerden zengin bag
dokunun gézlenmesi, greft partikiillerinin fibréz bag doku
ile yer degistirecegini diislindiirmektedir.

Operasyon sonrast 45. giin periodunda, deney ve
kontrol gruplarindaki iyilesmenin normal sinirlar icerisin-
de oldugu goriiliirken, greft materyalinin fragmanlara ay-
rilarak kismen rezorbe oldugu ve etrafinda matur kollajen
doku olustugu gozlenmistir. Bu bulgularimiz benzer calis-
malardaki bulgularla uyum gostermektedir.

60. giin perioduna baktigimizda, her iki grupta epider-
mis yapisinin normal goriiniimde oldugu, tiim orneklerde
greft materyalinin biiylik kisminin rezorbe oldugu izlen-
mistir. Benzer biyomateryallerle yapilan calismalarda da
rezorpsiyon siiresinin genelde 8 haftada tamamlandig1 bil-
dirilmigtir.**

Yumusak doku 6rneklerinin hi¢ bir periyodunda greft
materyali komgulugunda osteoid formasyonu ve/veya ye-
ni mineralize kemik dokusuna ait bir bulguya rastlanma-
mustir. Kemikici defekt modellerinde bile 5. ve 14. giinler
yeni kemik yapimi i¢in oldukca erken bir dénemdir. Ma-
tur, kollajenize bag dokunun osteoblastik aktivite gostere-
rek yeni kemik dokuya doniisebilecegini one siirmek ol-
dukca zordur.

Ozetle, bu calismanin her dort perioduna iligkin yu-
musak doku bulgulari, kalsiyum karbonat esasli diger ke-
mik greft materyallerinin deneysel olarak degerlendirildi-
gi calismalarla paralellik gostermektedir.*""*?” Ote yandan
test ettifimiz yeni materyalin uygulama kolaylig1, rezorbe
olabilmesi, doku uyumlulugu gibi 6zellikleri nedeniyle de
alternatif bir biyomateryal olarak kullanilabilecegini dii-
stindiirmektedir.
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