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Koral ve Demineralize Kemik Matriksi’nin Kemik lyilesmesi
Uzerine Olan Etkileri

Bu ¢alisma koral ve demineralize kemik matriksinin (DBM) tavsanlarda kemik iyilesmesi tzerindeki
hizlandirici etkilerini degerlendirmek tizere yapilmistir. On iki adet erkek Yeni Zelanda tavsani iki
esit gruba ayrildi. Genel anestezi altinda bitun tavsanlarda bilateral olarak tibialarinin proksimal
boélimunde ikiser adet unikortikal kemik defektleri (3.5 mm ¢apinda) olusturuldu. On iki kemik
defekti bos birakildi (Kontrol grubu). Diger defektler (her bir grupta 12 adet defekt) sirasiyla koral,
DBM ve koral+DBM ile dolduruldular. Klinik, radyografik ve histolojik muayeneler operasyon
sonrasinda, 30. ve 60. gunlerde gerceklestirildi. Radyolojik muayenelerde kemik iyilesmesinin
koral, DBM ve koral+DBM gruplarinda kontrol grubundan daha iyi oldugu belirlendi. Otuzuncu ve
60. glinlerde yapilan histolojik muayenelerde kontrol grubuna goére kemik iyilesmesinin greft
uygulanan gruplarda daha iyi oldugu belirlendi. Sonug¢ olarak koral, DBM ve koral+DBM
uygulamalarinin kemik iyilesmesinde olumlu etkilerinin bulundugu kanisina variimigtir.

Anahtar Kelimeler: Koral, demineralize kemik matriksi, kemik grefti, kemik iyilesmesi

Effects of Coral and Demineralized Bone Matrix on Bone Healing

This study was conducted to evaluate the accelerator effects of coral and demineralized bone
matrix (DBM) on bone healing in rabbits. Twelve male New Zealand white rabbits were divided into
two equal groups. Under the general anaesthesia, two bone defects models (3.5 mm diameter)
were constituted on the proximal part of the tibia of all rabbits bilaterally. Twelve bone defects were
left empty (Control group). The other defects were filled with coral, DBM and coral plus DBM,
respectively (twelve defects in each group). Clinical, radiographic and histologic examinations were
performed after surgery on the 30" and 60" days. In radiological examinations, it was determined
that the bone healing was better in coral, DBM and coral plus DBM groups than in the control
group. Results of the histological examinations on the 30" and 60" day shown that bone healing
was better in the grafted groups than the control group. It was concluded that coral, DBM and coral
plus DBM are effective on bone healing.

Key Words: Coral, demineralized bone matrix, bone graft, bone healing

Girig

Konjenital kemik defektleri, travma, kemik kistleri ve timodrlerinin rezeksiyonu ve
korrektif ostektomilerden sonra olusan kemik defektleri siklikla karsilasilan bir
problemdir. Kemik defektlerinin onariminda genellikle otojen, allojen, ksenojen kemik
greftleri (1) ve alloplastik materyaller (2) kullaniimaktadir. Otojen kemik greftleri kemik
iyilesmesinin hizlandirlmasinda yaygin bir sekilde kullaniimakla birlikte kaynaklarin
sinirli olmasi ve dondr bdlge morbiditesi énemli bir problemdir. GUnimizde kemik
greftlerine alternatif segenekler lizerinde yapilan galigmalar halen devam etmektedir (3-
6).

Bir deniz vertebrasizi olan mercan (koral) kemik defektlerinin onariminda kullanim
alani bulmaktadir (4). Koralin yiiksek basinca dayanikli, birbirleri ile iliskili ve insan
kansell6z kemigine yakin por6z yapida, rezorbe edilebilir, osteokonduiktif ve biyouyumlu
iyi bir biyomateryal oldugu bildirilmektedir (1, 7, 8).

Kemiklerin cesitli kimyasal iglemlerden gecirilerek minerallerinden arindiriimasi ile
elde edilen DBM'nin otojen kemik greftleri ile esit osteoindiktif aktivasyonu oldugu,
revaskularizasyonu hizli bir bicimde gergeklestirdigi, kirik iyilesmesini arttirmada ve
kemik defektlerinin onariminda kullanildigi bildiriimektedir (9). DBM’nin en buyuk
avantaji istenilen miktarda kullanilabilmesi, operasyon siuresinin kisalmasi ve buna bagl
olarak kan kaybinin azalmasidir (10-14).

Bu calismada koral ve DBM'nin tek basina ve birlikte kullanimlarinin tavsan tibia
defekti modelinde kemik iyilesmesi Uizerine olan hizlandirici etkilerinin klinik, radyografik
ve histolojik bulgularinin karsilastiriimasi amaclanmistir.

" Bu cgalisma Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yénetim Birimi (Proje No: VF.10.01)
tarafindan desteklenmistir.
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Gereg ve Yontem

Bu c¢alisma 12 adet, 5-6 aylik, agirliklari 2.5-3 kg
arasinda degisen erkek Yeni Zelanda tavsaninda
gerceklestirildi. Tavsanlara standart tavsan yemi ile ad
libitum su verildi ve hayvanlar serbest hareket edecek
sekilde barindirildilar. Bu calisma Firat Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir.

Calismada Madreporaria sp. genusuna ait koral
kullanilmigtir. Bir koral pargasi kiglk parcalar halinde
boéliinerek granil haline getirilmis ve uygun sekilde
paketlendikten sonra gama sterilizasyon ydntemi ile
sterilize edilmigtir.

Demineralize kemik matriksinin  putty (macun)
formundaki steril hazir ticari preperatlar (DBM-PUTTY,
NBF-Netherlands Bone Bank Foundation, 1 cc)
kullaniimigtir.

Koral+DBM ise greft materyallerinin operasyon
esnasinda esit miktarlarda karistinimasi ile
hazirlanmistir.

Anestezi icin 5 mg/kg Xylazine hydrocloride’in
(Rompun, Bayer, 23.32 mg/mL) intramuskuler
enjeksiyonundan 10 dakika sonra, 35 mg/kg Ketamin
hydroclorur  (Ketalar, Parke-Davis, 50 mg/mL)
intramuskuler olarak enjekte edilmesi ile gerceklegtirildi.

Operasyon bdlgesinin tirasi ve %10’luk povidon
iodine solisyonu ile dezenfeksiyonundan sonra her iki
tibianin proksimal medial ylzleri Uzerinden tibia'ya
ulasilip periost ekarte edildi. Daha sonra her bir tibiada
bir dril yardimiyla 3.5 mm c¢apinda 2 adet unikortikal
kemik defekti olusturuldu. Bdylece her bir tavsanda 4
adet olmak Uzere toplam 48 adet kemik defekti elde
edildi. Her bir grupta 12 adet defekt olacak sekilde, birinci
grup defektler bos birakilirken (kontrol grubu) (Sekil 1A),
diger kemik defektleri sirasiyla koral (Sekil 1B), DBM
(Sekil 1C) ve koral+DBM (Sekil 1D) ile dolduruldu.
Operasyon vyaralari cerrahi kurallara uygun sekilde
kapatilarak bir pansuman ile kapatildi ve tavsanlara
guinde bir kez 400.000 U prokain penisilin 5 giin sure ile
uygulandi.

Operasyon sonrasi, 30. ve 60. glnlerde defekt
bolgelerinin radyografileri alinarak kemik iyilesmesinin
durumu incelendi. Daha sonra 30 ve 60 gunlik izleme
surelerini tamamlayan tavsanlardan altisar adedi 6tenazi
edilerek tibialari alindi. Makroskobik muayeneleri
gerceklestirilen tibialardan alinan kemik érnekleri %10’luk
formalin soliisyonuna konularak tespit edildi. Ornekler
dekalsifiye edilip rutin iglemlerden gegirildikten sonra
Hematoksilin-eosin ile boyanarak isik mikroskobunda
degerlendirildi.

Bulgular

Operasyonlarin yapilmasi, tavsanlarin anestezi ve
anesteziden uyanmasi sirasinda  herhangi  bir
komplikasyonla  kargilagiimadi.  Greft  materyalleri
defektlere kolaylikla yerlestirildi. Deri dikisleri 10. giinde
alindi ve operasyon vyaralarinin komplikasyonsuz
iyilestigi gozlendi.
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Sekil 1. Kemik defektlerinin postoperatif gériinuimleri. A. Kontrol,
B. Koral, C. Demineralize kemik matriksi (DBM), D. Koral+DBM
uygulanan defektler

Operasyondan hemen sonra alinan radyografilerde
kontrol grubundaki defektler agik¢ca gozlenebilirken, koral
uygulanan defektlerin icindeki koral granilleri net bir
sekilde belirlenebiliyordu. DBM grubunda greftlerin
belirgin oldugu, bununla birlikte greftin normal kemik
dansitesinden daha az yodun oldugu gdzlendi.
Koral+DBM grubunda ise defektlere yerlestirilen koral
grandlleri belirgin sekilde gdézlenebiliyordu (Sekil 2).

Otuzuncu giinde alinan radyografilerde kontrol grubu
defektlerinin agikga go6zlendigi, hafif bir yeni kemik
aktivitesi gorulse de defektin %25ten azinin doldugu
tespit edildi. Koral uygulanan defektlerde yeni kemik
olusumunun defektin %50’sini doldurdugu gdézlenirken,
koral granillerinin rezorpsiyona ugdramasiyla birlikte
henlz rezorbe olmamis koral partikilleri de belirlendi.
Yeni kemik olusumunun DBM uygulanan defektlerin
yaklagik olarak %25-50’sini doldurdugu belirlendi.
Koral+DBM grubunda koral grandllerinin rezorbe
edilmeye baslanmasiyla birlikte koral granllerinin
radyodens yogunlugunun azalan radyolusent kontrasta
dénlstigu  belirlendi.  Yeni  kemik  olusumunun
koral+DBM grubunda defektlerin yaklagik %25-50’sini
doldurdugu gézlendi.

Altmisinci glinde alinan radyografilerde kontrol grubu
defektlerinde yeni kemik olusumunun devam ettigi
gorilmekle beraber hicbir defektin  kapanmadigi
izlenmistir. Bu dénemde olusan yeni kemik formasyonu
defektlerin  %25-50’sini doldurmaktaydi. Koral grubu
defektlerinde koral grantlleri yer yer belirgindi. Bununla
birlikte koral grantllerinin rezorpsiyonunun devam ettigi,
granullerin yodunlugu azalmakla birlikte hicbir defektte
tam rezorpsiyonun bulunmadigi saptandi. Yeni kemik
formasyonu defektlerin %75-100'Und doldurmaktaydi.
DBM grubu defektlerinde defekt bdlgesinin
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dansitesindeki artigla birlikte ¢ adet olguda defektler net
olarak go6zlenebiliyordu. Bu doénemde olusan kemik
formasyonu defektlerin  %50-75’ini  doldurmaktaydi.
Koral+DBM grubunda, koral grandllerindeki
rezorpsiyonun giderek artmasiyla birlikte radyodens
yogunluklarinin  azaldigi ve vyeni olugsan kemik
formasyonunun defektlerin yaklasik %75’ini doldurdugu
belirlendi.

Makroskopik incelemelerde, 30. glinde kontrol
grubuna ait defektlerin kapanmadigi, dider gruplarda
defektlerin c¢apinda azalma oldugu go6zlenirken, 60.
glinde gegen zamanla iliskili olarak tim gruplarda defekt
¢aplarinda azalma saptandi. Koral ve koral+DBM
gruplarinda bazi defektlerde koral grandllerinin hala
gbzlenebildigi belirlendi. Defekt ¢apinda gbzlenen en
hizli azalmanin koral grubunda oldugu dikkati ¢ekti.

0. Giin 30. Giin 60. giin

LSt

Koral + DBM

Sekil 2. Defekt bolgelerinin radyografik gorinimi. DBM=
Demineralize kemik matriksi

Otuzuncu ginde kontrol grubu defeklerinde kapillar
damarlardan zengin granilasyon dokusu olusumu ve ¢ok
az olarak yeni kemik doku gelisiminin sekillenmis oldugu
gozlendi. Koral grubunda defekt bélgesinin kismen fibréz
doku ile dolduruldugu, bu alanlarda kikirdak ve kemik
olusumlarinin bulunmadigi dikkati c¢ekti. Yeni kemik
olusumlarinin greft materyali cevresinde baglamis oldugu
g6zlendi. DBM grubunda 30 giinlik defekt alanlarinin
fibréz kallus ile dolduruldugu ek olarak bu doku icerisinde
damar gelisimini izleyen kikirdak doku olusumlarinin
baslamis oldugu goézlendi. Kemik iligindeki greft
materyaline kargi siddetli derecede hiicresel yanit ve
hemoraji sekillendigi dikkati cekti. Koral+DBM grubunda
30. guinde defekt bodlgesinin buylk bir kisminin fibréz
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kallus ile doldurulmus oldugu dikkati cekti. DBM greft
cevresinde granilasyon dokusu daha baskin gozlenirken
koral greft cevresinde spikller tarzda yeni kemik
olusumlari dikkati cekti. Mononiklear  hiicre
infiltrasyonlarina 6zellikle DBM greft materyali cevresinde
rastlandi.

Altmis gunlik kontrol grubunda kapillar damarlardan
zengin fibréz kallus icerisinde zayif siddette kikirdak
doku olusumlari ve spikiler tarzda primer kemik doku
olusumlari mevcuttu. Koral uygulanan 60 gunlik grupta
defekt bolgesinin tam olarak kikirdak doku ve trabekuler
tarzda primer kemik doku ile dolduruldugu gozlendi. DBM
grubunda 60. giinde fibréz kallusun yerini immatir kemik
dokunun aldigi, kemik iligindeki siddetli yangisal
degisimlerin yerini fibréz dokunun aldigi ve bu dokunun
greft materyalinin etrafini  sardigi izlendi. Greft
materyalinden kompakt kemige dogru yeni kemik
olusumlarinin olustugu goézlendi. Koral+DBM uygulanan
grupta 60. giinde defekt bdlgesinin ince bir tabaka
halinde immatlir kemik ile kapatiimis oldugu gdézlendi.
Kemik iligindeki DBM greftine karsi gelisen hicresel
reaksiyonun 30. giine oranla daha hafif siddette oldugu
saptandi. Otuz ve 60. gtndeki histolojik gorintiler Sekil
3’ te verilmigtir.

Tartisma

Kemik grefti kullanimindaki amag¢ kemik defektini
doldurmak oldugu kadar greftlerin osteogenezisi
baslatmasi ile birlikte osteoindiktif ve osteokondiktif
ozelliklerinden de vyararlanmaktir. Otojen greftlerin
osteojenik Ozelliklere sahip olmasi gibi avantajlar
bulunmasina ragmen baz dezavantajlari nedeniyle
alternatif greftlerin arastirlmasina devam edilmektedir (1-
3, 15-17).

Osteoindiktif greft materyallerinin  osteokonduktif
materyaller ile birlikte kullanildigi calismalar kaynaklarda
yer almaktadir (5, 6, 18, 19). Sunulan bu calismada,
osteoindiktif bir greft materyali olan DBM ile
osteokondiiktif bir greft materyali olan koral’in tek basina
ve kombinasyon halinde kullanilarak elde edilen
bulgularin tartigiimasi amaglanmistir.

Tavsanlarin  genel  anestezisi igin  Xylazine
hydrocloride ve Ketamin hydroclorur'un degisik dozlari
onerilmektedir (3, 6, 20). Bu cgalismada anestezi igin
intramuskiler olarak 5 mg/kg Xylazine hydrocloride ve 35
mg/kg Ketamin hydroclorur kullaniimistir ve operasyonun
yapilmasi ve tavsanlarin anesteziden uyanmasi
sirasinda herhangi bir komplikasyonla karsilasiimamistir.

Kemik defektlerinin bulyukligu kemik iyilesmesini
onemli oOlgide etkilemektedir. Deneysel c¢alismalarda
kullanilacak greft materyallerinin osteojenik
kapasitelerinin tam olarak degerlendirilebilmesi igin
olusturulacak kemik  defektlerinin kendiliginden
iyilesemeyecek boyutlarda olmasi énemlidir. Kritik Boyut
Defekti (KBD) olarak isimlendirilen bu defektler deneysel
calismalarda calisma slresince iyilesemeyen defektleri
ifade etmektedir (21).
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Sekil 3. Kemik defektlerinin 30. ve 60. ginlerdeki histolojik
gortndmleri. A. Kontrol grubu 30. gln, B. Kontrol grubu 60. gln,
C. Koral grubu 30. glin, D. Koral grubu 60. giin, E. DBM grubu
30. giin, F. DBM grubu 60. giin, G. DBM+Koral grubu 30. gun,
H. DBM+Koral grubu 60. giin. F = Fibréz doku, Ok basi =
Kikirdak doku, C = Koral, DBM = Demineralize kemik matriksi,
YK = Yeni kemik. Kontrol, Koral ve DBM gruplari i¢cin H-E Bar =
500 p; DBM+Koral gruplari igin H-E Bar = 200 p

Kemik iyilesmesi ile ilgili tavsanlarda vyapilan
c¢alismalarda 0.5-8 mm arasindaki degisik boyutlarda
kemik defekt modellerinin olusturuldugu bildiriimektedir.
Bununla beraber defektlerin kemik diyafiz genisliginden
blyuk, 6zellikle 4 mm ve daha buyuk oldugu durumlarda
istenmeyen kiriklar olugabilmektedir (3, 21). Yapilan bu
calismada tibia’da olusturulan 3.5 mnmv’lik defektin 2 aylk
calisma suresi icin KBD oldugu disunulmugstir.
Calismada kontrol defektlerinin hi¢ birinin kapanmamasi
da olusturulan defekt boyutlarinin KBD oldugunu
desteklemektedir.

Kemik grefti olarak kullanilan materyalin 6zellikleri
greftin  rezorpsiyon oranini  belirlemektedir.  Greft
rezorpsiyonu igin partikil buydkligu ve ylzey poroézitesi
6nemlidir. Buylk boyutlu greftler daha gec¢ rezorbe
olurken porozite arttikga greft daha kolay rezorbe
olmaktadir (1, 7).

Birbirleriyle baglantili por yapisina sahip olan
mercanlarin por c¢aplarinin en az 150 pum olmasi
osteoblast ve vaskiler yapilarin invazyonu ve osteoit
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gelisimini kolaylastirmaktadir. Osteoklastlar
osteokonduiktif 6zellige sahip olan koralin rezorpsiyonunu
saglarken, osteoblastlar ise yeni kemik olusumunu
baslatirlar (1, 5, 8, 22).

Bu calismada kullanilan koralin 400-800 um ¢apinda
birbiriyle baglantili por yapisina sahip, Madreporaria
takimindan Madracis sp oldugu bu haliyle kansell6z
kemige benzedidi ve kalsiyum karbonat ve aragonit
kristal yapisinda oldugu belirlendi. Calismada kullanilan
koralin  osteokonduktif = Ozellige  sahip  oldugu,
vaskularizasyon ve hicre gocu icin dnemli avantaja
sahip oldugu gérulmektedir.

DBM'nin partikil formunun macun (putty) formuna
gore uygulandigi bélgeye tutunma oraninin distik oldugu
belirtimektedir (9, 10). Bununla birlikte macun
formundaki greft materyali defekt bdlgesine kolayca
uygulanabilmektedir. ~ Yapillan bu calismada da
olusturulan defektlere DBM'nin macun seklinin rahatlikla
uygulanabildigi ve defektlerin seklini kolayhkla aldigi,
koral ile birlikte kullanildiginda ise macun seklindeki
DBM’nin koral grandllerinin bir arada tutulmasina da
yardimci oldugu gézlenmistir.

Radyografik muayenelerde implantasyondan hemen
sonra defekt icerisindeki koral yapisinin gézlenebildigi,
gecen zamana bagli olarak koralin rezorpsiyona ugradigi
bildiriimektedir (1, 8, 22). Yapilan bu g¢alismada,
implantasyondan hemen sonra alinan radyografilerde
koral greftleri ve porlu yapilan agikga go6zlendi.
Calismanin 30. ve 60. glnlerinde alinan radyografilerde
koral greftlerin rezorpsiyonlarina bagli olarak sahip
olduklari radyodens yogunluklarinin azalan radyolusent
kontrasta donlsmesi ve koral porlari igerisinde ve
rezorpsiyon sahalarindaki yeni kemik olusumuna bagli
radyolojik degisimlerin g6zlenmesi arastirmacilarin
bulgulari ile uyumluluk gostermektedir.

Kemik iyilesmesi Uzerinde greftlerin etkilerinin
incelenmesinde histolojik muayeneler 6énemli yer
tutmaktadir. Kemik defektlerinin iyilesmesi ile ilgili yapilan
deneysel calismalarda histolojik muayeneler igin farkh
izleme sureleri belirlenmistir. Kemiklesme 1-2. haftalarda
baslamakta, 6-8. haftalarda ise defektler reorganize
olarak dolmaktadir (1, 22-26). Yapilan bu calismada
histolojik muayeneler 4. ve 8. haftalarda
gerceklestirilmistir.

Kemik greftleri alici bélgeye uygulandiktan belli bir
stre sonra rezorbe edilerek yerini yeni olusan kemik
dokuya birakmalidir. Greftlerin yeni kemik olusumundan
sonra kemik matirasyonu icin gerekli olan sirede
rezorbe olmasi tercih edilmekle birlikte osteoindiktif
ozelligi ylksek olan greft materyallerinin yeni kemik
olusumunu artirarak kisa sirede vyerini yeni kemige
birakmasi istenilen bir durumdur. Bu galismada koral
implantlarin literaturlerle (1, 5, 8, 22) uyumlu bir sekilde,
zamanla rezorbe edilerek yerini yeni kemik olugumlarina
biraktigi, herhangi bir yabanci cisim reaksiyonuna yol
agmadigi, inflamatuar  bir yanit  olusturmadigi
gbzlenmistir.
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Yapilan bu calismada kontrol grubunun 30. gindeki
histolojik  muayenesinde  granilasyon  dokusunun
gozlenmesi ve 60. ginde fibréz kallus icerisinde zayif
kikirdak doku olusumlarinin bulunmasi ve defektlerin tam
olarak dolmamasi literatlr verilerle (19, 26) uyumluluk
gOstermektedir. Diger gruplarda 30. ve 60. glnlerde yeni
kemik olusumu kontrol grubuna gére daha iyi olarak
izlenmistir.

Kemik greftlerinin osteoindUktif 6zellige sahip olmasi
kemik iyilesmesi icin avantaj olarak degerlendiriimektedir.
DBM'nin  kemik  olusumunu indlkleyici  etkisinin
bulundugu bildiriimektedir (11-13, 27, 28). Yapilan
deneysel bir calismada (14) bilateral segmental ulnar
defektlerin onariminda DBM ve otojen kansell6z kemik
grefti kullanilmig, DBM’nin otojen kanselléz kemige olan
ihtiyaci azalttidi, bununla birlikte her ikisinin beraber
kullanildigr  grupta iyilesmenin daha iyi oldugu
bildirilmistir.  Sunulan bu calismada ise kemik
defektlerinin onariminda koral ve DBM kullanilmis ancak
bu greft materyallerinin tek basina veya birlikte halinde
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DBM'nin yuksek oranda osteoindiktif potansiyele
sahip oldugu, yeni kemik olusumunu tesvik ettigi ve
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onariminda DBM kullanmiglar ve olumlu sonug aldiklarini
bildirmiglerdir. Khorsand ve ark. (30) ise DBM
kullandiklari kranial defektlerdeki kemik iyilesmesinin iyi
olmadigini bildirmiglerdir. Yapilan bu c¢alismada ise
Khorsand ve ark. (30)'nin bulgulari ile uyumlu olarak,
DBM kullanilan gruptaki defektlerdeki kemik iyilesmesinin
memnuniyet verici olmadigi belirlenmisgtir.

Sonug olarak, kemik defektlerinin onarim siirecinin
hizlandiriimasi, zaman, is guclt ve ekonomik kayiplarin
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