SICANLARDA SUBKUTAN OLARAK YERLESTIRILEN KOLLAGEN YAPISINDAKI
MEMBRANLARIN REZORPSIYON OZELLIKLERININ TRANSMISYON ELEKTRON
MIKROSKOBUNDA INCELENMESI

TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPIC EVALUATION OF RESORPTION
CHARACTERISTICS OF COLLAGEN BASED MEMBRANES FOLLOWING
SUBCUTANEOUS PLACEMENT IN RATS
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OzZET

Bu aragtirmanin amaci, periodontal defektlerin tedavisinde yénlendirilmis doku rejenerasyonu (YDR) teknidi ile birlikte kul-
lanilabilecek kollagen esasl membran materyallerinin rezorpsiyon dzellikleri ve hiicresel cevaplarini bir sigan modelinde
transmisyon elekron mikroskobunda (TEM) incelemektir. Calismada 20 adet Wistar sigani kullaniimigtir. Ticari olarak el-
de edilebilen kollagen esasli iki membran; insan dura mater ve tip | bovin kollagen membran 0.5x0.5cm boyutlarinda si-
¢anlann sirtina subkutan olarak implante edilmigtir. Genel anestezi altinda 40 implant materyali (20 dura mater ve 20 tip
| bovin kollagen) yerlestiriimistir. Deney hayvanlan 14. gliinde dekapite edilerek ilgili bdlgelerden blok biyopsiler alinmig
ve elde edilen érnekler membran gevresindeki doku kompozisyonu, fagositik hiicrelerin yapisal ézellikleri ve membrania-
rn rezorbsiyon karakteristikleri yéninden TEM de incelenmisti. TEM de yapilan incelemeler tip | bovin kollagen
membranin dura mater membrana gére daha hizli rezorbe oldugu seklinde yorumlanmig ve 14. giinde her iki grupta da
rezorpsiyon isleminin devam ettigi gézlenmistir. Ayrica membran materyallerine karsi istenilmeyen bir doku cevabi tespit
edilmemistir.

Anahtar kelimeler : Kollagen membranlar, rezorpsiyon, transmisyon elektron mikroskobu
SUMMARY

The aim of the present study was to investigate the resorption characteristics of collagen based membrane materials
that might be used for guided tissue regeneration (GTR) procedures in the treatment of periodontal defects, using
transmisson electron microscopy (TEM) in a rat model. In the study 20 Wistar rats were used. Two commercially
available resorbable collagen based membrane materials human dura mater and type | bovine collagen were implanted
subcutaneously on the dorsal surface of rats with the dimension of 0.5x0.5cm. 40 implant materials (20 dura mater,
20 type | bovine collagen) were placed under general anaesthsia. Experimental animals were sacrificed 14 days post-
implantation and tissue specimens were evaluated for the composition of the surrounding tissue, the structural patterns
of phagocytic cells and the resorption characteristics of the collagen membranes using TEM. TEM examinations were
interpreted as the type | bovine collagen membranes were resorbed faster than the dura mater membranes and
resorption process was continuing in both groups at 14 days. In addition no adverse tissue reactions were determined
towards to these membrane materials.
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GiRIS odontal ligamentten kéken alan hiicrelerin koronal
yonde prolifere olmasi ile mimkin olabilecegi bildiril-

Periodontal hastaliklar nedeniyle destegini kay-  migtir'®'**®. Bu amagla, YDR teknigi prensipleri ile ¢e-
betmis dislerde iyilesme icin en ideal durumun peri-  $itli yapilardaki rezorbe olabilen ve rezorbe olmayan
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fiziksel bariyer membranlar kullanilarak epitel ve di-
seti bag dokusu hiicrelerinin migrasyonu engellenir-
ken periodontal ligament ve kemik dokusu hiicreleri-
ne oncelik verilmeye caligiimaktadir'®'®,

Politetrafluoroethylene (PTFE) gibi rezorbe ol-
mayan membranlarin ikinci bir cerrahi operasyonla
¢ikariimalari gerekliligi aragtirmacilar rezorbe olabi-
len yapilarda membranlar kullanmaya yéneltmis ve
ozellikle de kollagen membranlar tizerinde durularak
bu membranlarla yapilan klinik ve histolojik calisma-
larda basarili sonuglar elde edilmigtir'*2+#2,

Kollagenin insan organizmasi ve periodonsiyu-
mun temel yap! tagi olmasi, yiksek gerilme kuvveti,
lif orientasyonu, kontrol edilebilir ¢capraz baglanma
ozelligi, dusik antijenitesi, fibroblastlar i¢in kemotak-
tik olmasi, yara iyilesmesini hizlandirmasi ve koag-
lasyon saglamasi bu materyalin en énemli avantajla-
rint olusturmustur™. Ek olarak toz, jel, membran ve-
ya sponj gibi degisik formlar halinde Gretilebilmesi de
kollagenin kullamim alanlarini genisletmektedir.

YDR amaciyla kullanilacak rezorbe olabilen
membranlarin doku ile biyolojik uyumluluk gdsterir-
ken belirli bir siire sonunda da rezorbe olabilmesi ge-
rektigi bildirilmigtir. Iglhaut ve arkadaslarinin® yapti-
g bir calismada periodontal ligament hicrelerinin
koronal yéndeki migrasyonlarinin 2 hafta igerisinde
en Ust seviyeye ulastig bulgulanmigtir. Yine Karring
ve arkadaglar™ da epitel hiicrelerinin 2 hafta igerisin-
de apikal yonde migrasyona ugrama egiliminde bu-
lunduklarini bildirmiglerdir. Buna gére YDR amaciyla
kullanilacak rezorbe olabilen membranlarin yapisal
ozelliklerini en az 3-4 hafta siireyle muhafaza etme-
si gerektigi bildiriimigtir'®. Periodontal rejenerasyonu
saglayacak periodontal ligament ve alveoler kemik
dokusu hicrelerinin koronal yondeki migrasyonlari-
nin tamamlanmasi ile yerlestirilen membranlarin re-
zorbsiyon sirelerinin birbirleriyle uyumlu olmasi YDR
islemlerinde g6z 6niine alinmasi gereken en énemli
noktalardan biridir®.

Bu galismanin amaci, rezorbe olabilen kollagen
yapisindaki iki degisik membran materyalinin rezorp-
siyon Ozellikleri ve hiicresel cevaplarini TEM ile ince-
lemektir.
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GEREC VE YONTEM

Arastirmamiz Gilhane Askeri Tip Akademisi
(GATA) arastirma ve gelistirme merkezinden temin
edilen ortalama 250-300gr agirhiginda 20 adet erkek
Wistar sigani lzerinde gergeklestirildi. Deney hay-
vanlarinin anestezisi Ketalar® enjeksiyonu ile saglan-
di. Sicanlarin dorsal bélgelerinde, membran yerlesti-
rilecek bolgeler tlylerden arindinlarak %0.2'lik klor-
heksidin ve %10’luk povidon iyodir sollsyonu ile si-
lindi.

Takiben iki ayri bdlgeye yaklasik 1cm uzunlugun-
da ayn ayn insizyonlar yapilarak subdermal doku
kiint diseksiyonla ayrildi ve subkutan cepler olustu-
ruldu. Rezorbe olabilen insan orjinli solvent dehidra-
te dura mater" ve bovin orjinli, yiksek ¢apraz baglan-
tili tip | kollagen membranlar® 0.5x0.5cm boyutlarin-
da kesilerek ayrn ayn agilan ceplere yerlestirildi ve
yara kenarlari 4-0 ipek iplikle matris sttir teknigi kul-
lanilarak siitiire edildi.

Deney hayvanlari 14. glinde servikal dislokasyon
yontemiyle sakrifiye edildi. Membranlar ve gevrele-
rindeki yumusak dokular insizyonla ¢ikarilarak
TEM'de incelenmek (izere ortalama 5 mm?® ebadinda
kesilerek %4'lik gluteraldehid soliisyonuna yerlesti-
rildi.

TEM hazirhig::

Gluteraldehid solisyonunda 1 giin sireyle fikse
edilen doku drnekleri cacodylate buffer ile 2x20 daki-
ka yikanarak final konsantrasyonu %1 olan ozmium
tetroksit ile post-fiksasyona tabi tutuldu. Daha sonra
30°,50°,70°,90°,100° ‘lik etil alkol serilerinde dehidra-
te edildi. Gegis sollisyonu olarak 2x20 dakika s(rey-
le propylene oksit sollisyonuyla muamele edilen do-
kular son olarak araldite-CY 212 ile bloklandi. Blok-
lardan uygun alanlar 70-80nm kalinliginda kesilerek
TEM incelemesi igin hazirlandi®. Ornekler uranil ase-
tat ve kursun sitrat ile boyanarak Zeiss EM 9S trans-
misyon elektron mikroskobu ile incelendi.

§ Parke Davis Co.Inc., USA
Il Tutoplast, Biodynamics, Erlangen, Germany
1 Colla-Tec, Inc., Plainsboro, USA
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BULGULAR Sekil 2.
Sekil 1'in daha biyik
Dura Mater kollagen membran grubu: ?:,’)' rov———
icerisindeki fagositik
Yavas gelisen rezorbsiyon alanlarinda genig si- vakuoller (fv), serbest
toplazmalani ile aktif makrofaj hiicreleri gérldi. 3?;::‘;;3(‘?'" okia)
Membran materyali makrofajlarin gevrelerinde heniiz endoplazmik

tam rezorbe olmamis sekilde bulunuyordu. Makrofaj-
larin hiicre igine baktigimizda nikleuslarin dizensiz
sekilli olduklar ve eukromatik gériintiide bulundukla-
n, kromatinin periferde yigilmis oldugu gérildd. Si-
toplazmalarinda ise gesitli yogunlukta ¢aplar degisg-
ken fagositoz vakuolleri mevcuttu. Hiicrelerin genis-
lemis sitoplazmalarinda lizozomlarin diginda graniil-

retikulumun (oklar)
gorintisd. n: nukleus,
me: membran
materyali, kli: kollagen
lifler. Orjinal blyitme
x 9700.

10 endoplazmik retikulum ve serbest ribozomlar daha Sekil 3.
az belirgin olarak izlendi (Sekil 1-2). Tip | kollagen
membran grubunda
daki
Tip I kollagen membran grubu: f:,;’:i,a, ;m) "
hicre igerisinde
Rezorbsiyonun hizli oldugu gbzlenen bu grupta heterofajik vakullerin
4 Lot (oklar) gérintiisd.
makrofajlarin yogun sekilde ve sayica blyik gruplar Mdictal nudkdeaion
olusturduklar izlendi. Ayni hicrelerin sitoplazmala- (n) hilcre ici yiiksek
rnnda serbest ribozomlarin yaygin sekilde dagimig f'k""'i}f; :‘edelf;g‘e
olduklan diger organellerin ise daha az yogunlukta Rkt et
oldugu gorildi. Hicreler arasi alanda kollagen me:membran
- Foae i materyali. Orjinal
membran matgryah gbr“ﬁn“tusu yeren cok kiglk alan. biydtme X 2500,
lar vardi (Sekil 3). Buylk biyitmelerde makrofaj
nikleuslarinin diizensiz sekilli ve eukromatik olduk-
lari, sitoplazmalarinda ise gesitli yogunlukta ve sayi-
i } i Sekil 4.
ca fazla heterofajik vakuollerin bulundugu gériildi Tip | kollagen
(Sekil 4). Heterofajik vakuoller blyik blylUtmelerde membran grubunda
doku igerisinde yapisi
bozulmus membran
materyali (me) ve
hiicre sitoplazmalan
Sekil 1. icerisinde heterofajik
% Dura mater kollagen vakuoller (kalin oklar).
' membran grubunda n:nukleus. Orjinal
makrofaj (m) hicreleri biyltme x 4700.

ve membran (me)
yapilanmin TEM
gorintdsa.
n: nukleus.
o Orjinal blyitme

x 2500.

incelendiginde vakuol igerisinde cesitli buyiklikte
fagositoz materyali izlenimini veren diizensiz ¢apta
parcaciklar gozlendi (Sekil 5).
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Sekil 5.

Sekil 4'Un daha biyik
biyitmesinde,
heterofajik vakuoller
(oklar) ve rezorbe
edilen membran
yapisinin gérintisa.
S:sitoplazma,
n:nukleus. Orjinal
blyitme x 27.000.

TARTISMA VE SONUG

Rezorbe olabilen membranlar kullanilarak uygu-
lanan YDR teknigi'nde membran yapilarinin belirli bir
slre igerisinde rezorbe olmasi beklenirken bu sire-
nin rejenerasyonu saglayacak periodontal ligament
ve kemik dokusu hiicrelerinin koronal migrasyonuna
izin vermesi ve bu siirede iginde de epitel ile digeti
bag dokusu hicrelerinin defekt bélgesini doldurmala-
rina engel olunmasi istenmektedir.

Iglhaut™ ve Karring™ tarafindan yapilan ¢aligma-
larin sonuglarina gére rezorbe olabilen membranla-
rin istenilen hicresel migrasyonu saglayabilmeleri
icin yapisal ézeliklerini en az 3-4 hafta muhafaza et-
meleri gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Yine bu konuda
Caffesse ve arkadaslarinin® rezorbe olmayan teflon
membranlar kullanarak yaptiklar bir ¢galismada yeni
atasman olusumunun miktar yéniinden membranla-
rin 4 hafta sonra ¢ikarildigi grupla, 8-10 hafta sonra
cikarildigi grup arasinda farklilik bulunmamisgtir. Ya-
pilan calismalarda rezorbe olabilen membranlarin
rezorpsiyon siireleri polyglaktin membranlar® igin 30-
60 gln, polylaktik asit membranlar” icin 3-4 ay ve
kollagen membranlar® i¢in de 2-6 hafta oldugu bildi-
rilmigtir. Bununla birlikte rezorbe olabilen membran-
lar igin en uygun rezorpsiyon stiresi hakkinda kesin
bir cevap bulunamamistir.

Busscap ve De Boever¥in liyofilize dura mater

membrani periodontal defektlere uygulayarak yaptik-
lari bir histolojik calismada greft materyalinin 6 hafta

16

sonrasinda hemen hemen tamamina yakininin re-
zorbe oldugu gésterilmistir. Unsal ve arkadaglarinin®
rezorbe olabilen 4 farkl kollagen materyalinin doku
reaksiyonu ve rezorpsiyon oOzelliklerini incelemek
amactyla siganlarda yaptiklar bir 1s1k mikroskopik
calismada 14. ginde fascia lata ve tip | bovin kolla-
gen membran grubundaki fagositik hicre infiltrasyo-
nunun ve dolayisiyla rezorpsiyon hizinin, dura mater
ve fascia temporalis membran gruplarina gére daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Dura mater ve tip | bo-
vin kollagen membranlar kullanarak yaptigimiz TEM
galigmamizda da 6nceki galismayla® uyumlu olarak
makrofaj hiicrelerinin dura mater membran grubunda
tip | bovin kollagen membran grubuna gére sayica
daha az ve rezorpsiyonunda dura mater grubunda
daha yavas oldugu goérilmistir. Yine Quteish ve ar-
kadaslarinin® insan tip | kollagen greft materyalini si-
canlara yerlestirerek yaptiklart TEM calismalarinda
14. giinde rezorpsiyonun halen devam ettigi ve yo-
gun sekilde plazma hiicreleri ve makrofaj hicreleri-
nin gdzlendigi bulgulanmistir. Bizim g¢alismamizda
da 14. glinde her iki grupta da membran kalintilarina
rastlanmig ve reaksiyonun &zellikle tip | bovine kolla-
gen grubunda daha baskin olmak (izere makrofajlar-
dan meydana geldigi gériimistdr.

Pitaru ve arkadaslarinin®* tip | rat kollageninden
elde ettikleri bir membranla yaptiklari seri ¢aligsmala-
rinda kollagen membranlarin ézellikle iyilesmenin er-
ken dénemlerinde epitelin migrasyonunu engelleme-
de kismi bir kapasiteye sahip oldugunu bildirmigler-
dir. Ayni arastirmaci grubu kollagen membranlarin
koronal bélimlerinin iyilesmenin 10. gilininde elde
edilen histolojik kesitlerde tespit edilemedigini belir-
terek koronal bdlgedeki bu erken rezorpsiyonun epi-
telin apikal ydonde migrasyonuna izin verdigini belirt-
miglerdir. Koronal bdlgedeki bu erken rezorbsiyon
mekanik travmaya, postoperatif inflammatuvar reak-
siyonlara ve tikriikten gelen enzimlerle meydana ge-
len pargalanmaya baglanmistir.

YDR uygulamalarinda rezorbe olabilen memb-
ranlarin rezorpsiyon sirelerinin ve 6zelliklerinin dn-
ceden tahmin edilebilmesi tedavi basarisini etkileye-
bilecek bir faktér olarak gériinmektedir. Membranlar
erken dénemde rezorbe oldugunda epitel ve digeti
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bag dokusu hiicrelerinin apikal migrasyonunu engel-
leyemeyecek ve yine periodontal ligament ve kemik
dokusu hticrelerinin de koronal migrasyonunu sagla-
mada yeterli zamani temin edemeyeceklerdir.
Membranlar ¢ok yavas rezorbe oldugunda ise iltiha-
bi doku reaksiyonlarina neden olabileceklerdir. Calig-
mamizda kollagen yapisindaki membranlarin 14.
gindeki rezorpsiyon 6zelliklerinin incelenmesiyle bu
materyallerin klinik uygulamalari sonrasi iyilegsmenin
erken dénemine 1sik tutmay! amagcladik. Ancak agiz
ici ortamda bulunan cok sayidaki mikroorganizma
turleri ve tlkrik yapisi rezorpsiyon zamani ve ozel-
liklerini degistirebilecegi icin bu membranlarin klinik
uygulamalardaki rezorpsiyon dzellikleri ve YDR igle-
mindeki basarisinin da ileriki galismalarla incelenme-
si gerektigi gorisiindeyiz.
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