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OZET

Biocoral, mercan eksoiskeletinin hidrotermal yollarla
rezorbe olabilen Hidroksiapatite doniigtiiriilmesiyle elde
edilen dogal bir graft materyalidir. S6zkonusu materyalin
kemik iyilesmesinin belirli safhalarindaki etkileri hayvan
modellerinde deneysel olarak incelendi. Olugturulan ke-
mik defektierindeki Tc-99m-MDP tutunumu "Gama Sayi-
c1 Sisteminde™ kantitatif olarak incelendi. Biocoral imp-
lante edilen kemiklerle kontrol gruplarmdaki kemik iyiles-
mesi, uygulamanm 1.2, ve 3. haftasinda histopatolojik ola-
rak incelendi. Calismanin sonucunda, deney gruplarindaki
aktivite tutunumunun kontrol grubuna gire daha yiiksek
oldugn bulundu. Histopatolojik incelemelerde ise deney
gruplarindaki kemik yapiminin kontrol gruplarnna gore
"iyi" oldugu goriildii.

Anahtar sozciikler; Biocoral, kemik iyilegmesi.

HEALING EFFECT OF BIOCORAL IN
EXPERIMENTALLY PREPARED

BONE CAVITIES: Radionuclide and Histopathelogic
Study

ABSTRACT

Biocoral is a resorbable bone substitute, made from
natural coral exoskeleton which is transformed to resor-
bable porous Hydroxyapatite form by hydrothermal met-
hods. In this study, effects of this graft maierial on different
stages (1. 2. 3. weeks) of bone healing have been investiga-
ted experimentally on an animal model using Tc-99-m-
MDP. Absorbed activity by experimentally created bone
defects with and without BIOCORAL have been measured
with "Gama Counting System". At the same stages of hea-
ling period, histopathological examinations were also do-
ne. It was found that activity absorbtion in the biocoral
implanted group is higher than of the control group. Histo-
pathologic changes at 1st. 2nd. and 3rd. weeks of implan-
tation revealed fast and intensive bone inductior: in the bi-
ocoral group, as compared to control group.
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GIRIS

Patolojik geligimlerin ¢ikartilmastyla olugan ke-
mik defektleri ve bunlanin bityiikliikleriyle dogru
orantil olarak ortaya ¢ikan estetik veya fonksiyonel
bozukluklar, ¢esitli biyomateryallerin ortaya ¢ikma-
sina neden olmustur. Uzun yillar, kemik defektlerin-
de kullanilan materyallerin gevresinde olusan fibroz
kapsiiliin, kemigin bir reaksiyonu olarak meydana
geldigi diigiiniilmiis (), ancak 60'h yillarin sonuna
dogru yapilan gahigmalarda uygulanan biyomaterya-

lin kimyasal yapisimin kemigin inorganik yapisina
benzedigi durumlarda sdzkonusu kapsiiliin olugma-
digs goriilmiistiir (7). Temelde biyomateryal uyguia-
masmnda asil amag; 1) kemik hiicresiyle materyal ara-
sindaki baglantinin saglanmasi, 2) hizli ve homojen
bir kemik yapiminda gerekli osteoindiiksiyonu, yani
uygulanan materyalin alica yoniinde kemik olugumu-
nu saglayabilmesidir.

Kelime anlamiyla biyomateryaller, dokularin
kendi tizerinde olugmasina ve baglanmasina olanak
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veren maddelerdir. Bu konuda yapilan 6ncii galigma-
lar, Ca ve PO, yapisindaki materyalle kemik dokusu

arasmda kurulan mekanik baglanti kuvvetinin, kemik
dokusunun kendi arasinda kurdugu kemiksel baglan-
trya esit, bazen de fazla oldugunu bildirmektedir (15).
Ayrica, biyomateryalle kemik arasinda olusan bag-
lantinin kemik iyilegmesi sirasinda goriilen "Yeni
Kemik" yapisinda oldugu ve olugum mekanizmasinm
ektopik mineralizasyona benzedigi gorlilmisgtir (2).
Bu konudaki ileri tekniklerle yapilan aragtirmalar ise,
kemik hiicresi ile biyomateryal arasindaki baglanti-
min kurulmasmdaki ilk ve kritik agamanin, osteoblast-
lar tarafindan sentezlenen koliagen fibrillerle apatit
kristallerinin birlesmesi oldugunu ileri siirmektedir
(5,21).

Konu, osteoinditksiyon y&niinden ele alindigin-
da ise yeni kemik yapirmimn kemik defektini bolen
inorganik kdpriilerle bagladifa ve bu yapilanmanin te-
melde otojen oldugu goriiliir (1). Stzkonusu biliinme-
nin clusamadigi genig defektlerde ise, kemik yapisiy-
la uygunluk gosteren biyomateryaller "Space Filler”
{Bosluk doldurucu) olarak bu igi iistlenirler ¢12).

Bir kemik defektindeki iyilesmenin ilk asamas:
pihtt olusumudur. Olugan bu piht1 ilk birkag haftada
osteojenik dzelligi olan graniilasyon dokusuna, daha
sonra da yeni kemik dokusuna déniigiir. Tyilesmenin
tamamlanmas: ise endosteum veya kemik iliginden
differanisiye olan osteoblastlarla saglanir (21). fyiles-
me progesinin tam olamadigy ¢ok genig defektlerde,
boglugun sikatrisyel bag dokusu ile doldugu ve kemik
iyilesmesinin yillar sonra bile tam olarak saglanmadi-
81, dzellikle, hem i¢ hem de dig korteksin ortadan
kalktig1 bityitk kemik defektlerinde kavitenin fibrotik
doku ile doldugu deneysel olarak bildirilmigtir (11).

Maksilla ve mandibulada lokalize, genig patolo-
jilerin neden oldugu kemik kayiplarinin yamnda, pro-
tetik uygulamalarda sorun yaratan fizyolojik alveol
rezorpsiyonu, kronik inflamasyon sonucunda diglere
destek olan alveol kemiginin yikimi gibi durumlarin
cerrahi tedavilerinde kullanitan biocoral 70'ii yillarda
Fransa'da bir grup arastirici tarafindan ortaya atilmuis,
pordz yapida dogal bir materyaldir. Mercan kolonile-
rinden elde edilen bu madde, ostecblastlarin salgila-
dig1 osteoid madde gibi, mercanlari olugturan cali-
coblastlarin sentezledigi kalkerli bir yapudir, Kimya-
sal olarak; 1) Kristalizasyon déneminde ortama karig-
mis olan organik faz, 2) Kalsiyum karbonat yapisin-
daki aragonit kristallerinin olusturdugu mineral faz,
3) Metal iyonlari, aminoasitler, eser elementler ve
pigmentlerden olugur (8). Materyalin en 6nemli dzelli-
gi, kemik yapimini uyarmasi yaninda, rezorbe olarak
yerini kemige birakmasidir ¢4). ‘

N. Timogin, A. Kaynar, S. Ogtiirk, A, Sungur, M. Demiryont

Bildirilen bagarih deneysel ve klinik uygulama-
lan nedeniyle (8,9, bu ¢aligmada eksperimental olarak
olugturulan kemik defektlerindeki iyilegmeyi Bioco-
ral uygulanan kemik defektleriyle karsilagtirmayi
amagcladik. Kargilagtirmay1 yaparken, radyoniiklit ve
histopatolojik yontemierden yararlandik,

GEREC VE YONTEM

Caligmada 24 adet, yaklagik 200 g. agirliginda,
geng, erkek Wistar Albino sigan kullanildl. Denekler
kg. bagina 50 mg. olarak hesaplanan intraperitoneal
pentotal anestezisi ile uyutuldu ve yiiziisti pozisyon-
da sabitlendikten sonra bacagin femur hizasinda vapi-

. lan 1 em. uzunlugundaki ensizyonlarla kemige ulasil-

di. Her iki bacakta, diigitk devirli mikromotor kullani-
larak, serum fizyolojik sogutmas: altinda ve ince ge-
lik fisstir frezlerle olusturulan 0.2 cm. ¢apindaki ke-
mik defektleri iglem sonunda serum fizyolojikle yi-
kandt. Sol taraf kontrol grubu olarak bog birakihirken,
sag taraf BIOCORAL graniilleri ile dolduruldu.
Ameliyat yarast 4/0 atravmatik prolen iplik kullamla-
rak matriks dikigle kapatildi.

Deneklere, uygulamanin 1.2. ve 3. haftasinda
Metilen Diposfanat (MDP) 1t Ci Tc-99m ile igaretle-
nerek enjekte edildi. Enjeksiyon aktivitesi 6p Ci/0.1
ml. olarak ayarlandi. Intravendz uygulama kuyruk
veninden yapildi ve radyoaktivitenin kemik dokusu
tarafindan tutulmasim saglamak igin yaklagik 2.5-3
saat beklenildi. Olusturulan kemik defektlerindeki
aktif tutunmay1 Olgebilmek amaciyla hayvanlar agtri
dozda eterle Sldiirlilerek femurlan gikartildi. Tiim yu-
mugak dokularindan ayrildiktan sonra kemikteki ak-
tivite kantitatif olarak degerlendirildi.

Deney ve kontrol gruplarina ait kemik defekile-
rindeki aktivite tutunum deneyi CNAEM (Cekmece
Niikleer Aragtirma ve Egitim Merkezi) Radyofarma-
sotik boliminde yapildi. MDP'nin kalite kontrolit
ITLC (Instant-Thin-Layer-Cromat.) ile saglandr
(GELMAN Marka). Cozelti olarak MEK (Metil-Etil-
Keton) ve Na Ac (Sodyum asetat) kullanildi. MEK ile
yapilan deneyde Rf=0 da Tc-99 m-MDP, Rf=1 de ser-
best baglanmamig TeQ, goriildi. NaAc kromatogra-
fisinde ise Rf=1 de Tc-99m-MDP goriildi. Hazirla-
nan radyofarmasttigin isaretleme veriminin kulla-
nim amacina uygun oldugu (% 99) bu yontemle belir-
lendi.

Kemik defektlerinin uygulamamn 3. haftasi so-
nundaki goriintilleri 1.U. Tip Fakiiltesi Niikleer Tip
Ana Bilim Dalinda incelendi. Kuyruk veninden giri-
lerek 0.5pCiTc 99 m-MDP verilmis olan hayvanlarin
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posterior pozisyonda ve liclincii saat sonundaki go-
riintiileri GAMA ORBITER CAMERA ile (7500 Di-
gitrakt) 250.000 statik sayimda incelendi.

Cikartilan kemikler, 48 saat siireyle formolde
fikse edildikten sonra ve formik asitte dekalsifiye
edildi. Parafin bloklama igleminden sonra kesitler ya-
pilarak hematoksilen- eosin ile boyandi (L.U. Tp Fak.
Néroloji A.B.D. Patoloji Birimi) Hazirlanan kesitle-
rin histopatolojik tetkikleri 1.U. Tip Fak. Temel Bi-
limler Patoloji Biriminde yapildi.

BULGULAR

Uygulamanin 1.2; ve 3. haftasma ait aktivite 61-
giimleri Tablo 1'de gosterilmistir. Tablodan da anlag1-
lacap gibi, deney grubuna ait kemik defektindeki ak-
tivitenin kontrol grubuna gore arttig1 goriilmekle bir-
lekte bu artig anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Tablo 1.
Kemik Iyilesmesinin 1.2.3. Haftasinda Deney ve Kontrol
Gruplarindaki Aktivite Diizeyleri

%Alg | 1.HaftaD. 1 Hafta K.
Ort. Aktivite 3.43 2.92
Std. Sap. 0.88 0.59
Anlamlibk 0.048 0.048
%Alg 2. Hafta D. 2. Hafta K.
Orta Aktivite 10.57 8.1

Std. Sap. 4.88 436
Anlamhhk 0.021 0.021
TeAjg 3. Hafta D. 3, Hafta K.
Ort. Aktivite 4.4 2.81
Std. Sap. 1.5 1.21
Anlamlihk 0.064 0.064

Deneklerin 1.2. ve 3. hafta sonunda ORBITAL
kamera ile yapilan sintigrafik analizlerinde dency ve
kontro! grubu arasinda aktivite agisindan anlambi bir
fark olmadiff1, ancak kemik defektlerinin istenilen lo-
kalizasyonda bulundugu gortldi.

Deney ve kontrol gruplar histopatolojik olarak
karsilagtirddifinda ise su sonuglar elde edildi; deney
ve kontrol gruplarimn birinci hafta sonunda yapilan
kesitierin incelemelerinde; nekrotik kemik trabekiil-
leri, lenfosit ve plazma hiicreleri, polimorf niiveli 16-
kositler, yer yer geng mezankim hiicrelerinden olugan
bag dokusu izlenmekteydi. (Resim 1,2) Ikinci hafta
sonunda yapilan kesitlerin incelemelerinde ise; bag

Resim 1:
Birinci hafte sonunda Biocoral uygulanan bolgede yeni
olugmaya baglayan kemik yapum, diger tarafta
normal kemik dokusu (H.E.*310).

Resim 2:
Birinci hafta kontrol grubunda kompakt kemik dokusu ve
iltihabi reaksiyon (H.E. 125).

dokusu iginde osteoblast ve osteositleri igeren, yeni
kemik yapimiun bulundugu izleniyordu. Kontrol
grubuna ait Srneklerde yer yer bagladigt goriilen yeni
kemik yaptmina kargilik, deney grubuna ait drnekler-
de biomateryalin ¢evresinde diizgiin ve yogun bir se-
kilde dizilmis osteositler ve yeni kemik yapimi goriil-
mekteydi. Ayrica her iki grupta periost altinda yer yer
yeni kemik yapumnm siirmekte oldugu dikkat geki-
yordu. (Resim 3,4) Ugiincii hafta sonunda yapilan ke-
sitlerin incelemelerinde ise; deney grubunda ¢ok daha
yogun olmak iizere, bag dokusu iginde osteoblastlarm
cevreledigi yeni kemik trabekiiilerinin olustugu gorii-
liyordu. (Resim 5,6)
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. Resim 3:
Ikinci hafta deney grubunda kompakt kemik dokusu ve
belirginlegen kemik yapomi (H.E.*310).

. Resim 4:
Iiinci hafta kontrol grubunda belirginlegen fibrosit,
Jibroblast ve daha az sayida mononiildeer hiicrelerden
olugan iltihabi reaksiyon. (H.E.*500).

TARTISMA

Kemik dokusundaki degisikliklerin izlenmesin-
deki diagnostik yontemlerden biri de ilgili bolgedeki
hiicresel aktivitenin olgiilmesidir. Bu élgiimii yapa-
bilmek i¢in radyoaktif maddenin osteoblastlar tara-
findan tutularak kemigin aktif hidroksilapatit kristali-
ne kimyasal yolla adsorbe olmas: gereklidir. Sézko-
nusu adsorpsiyon intraven6z yolla verilen radyofar-
masttigin goreceli-olarak hizli metabolizmasi, yani
tuzli kan akigt olan bolgede tutunmasiyla saglanir (3).
Galigmamizda olugturdugumuz kemik defekilerinde-
ki aktivite artist kalitatif olarak orbital kamera ile go-
riintiillendi. Sag ve sol bacakta, defekti olusturdugu-
muz yere rastlayan bdlgede artan aktif madde tutunu-
mu sézkonusu bélgelerde yeni kemik yapiminin var-
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. Resim 5:
Uciineii hafta deney grubunda kompakt kemik ve ilik icine
dogru iyice belirginlegen yeni kemik dokusu (H.E.*310).

. Resim 6:
Ugiincii hafta sonunda kontrol grubunda azalan mono- -
niikleer hiicreler, belirginlesen fibréz doku ve kusmen hya-
linize fibriz doku reaksivonu (H.E.*500).

lig1 ortaya koymakla birlikte, 1.2. ve 3. haftalarda sag
ve sol taraf goriintiileri arasinda farkin anlamh bulun-
mayig1 defektlerin boyutlarinin kiiglik oluguna bagla-
nabilir,

Sag ve sol taraf kemiklerinde tutulan aktif Tc99-
m-MDP kantitatif olarak Nal dedektdrlit NUCLEUS
marka gama sayim sisteminde Olgiilerek tayin edildi.
Tc99-m-MDP'nin defektlerin bulandugu bolgede tu-
tunmug olmasi bolgesel enflamasyona bagh olarak
artan metabolizmamn ve hipereminin ortaya giktigin
gostermekiedir. Ayrica, Tc 99m-MDP'nin yeni ke-
mik yapiminin oldugu bélgelerde tutuldugu gozonii-
ne alinarak incelenen kemik defektierinde enflamas-
yonun yannda yeni kemik yapimimin oldugn ileri sii-
rillebilir (16). Deney ve kontrol gruplarindaki aktivite
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diizeyi kantitatif olarak kargilagtirildifinda, anlamh
bulunmamustir. Bu durum deneyde kullanilan grubun
kiigitk oluguna baglanabilir.

Rekonstritktif cerrahide kullamlan otojen kemik
greftleri kemigin nonimmunojenik matriks'inin kul-
Janim1 esasina dayanmaktadir. Boylece graft mater-
yalinin bir kisim hiicresel yapist ve molekiiler kom-
ponentleri varligini korumaktadir, Bununla birlikte
otojen kemik greftlerinin nekroz, sinirli damarlanma,
greftin alic1 bblgesine yerlestiriimesindeki giigliikler,
yiiksek infeksiyon riski ve en onemlisi iyilegme done-
minde ve sonrasinda goriilen rezorbsiyonlar olmak
{izere ¢esitli dezavantajlan vardir (18). Buna kargilik
kemigin inorganik yapisina benzeyen gegitli biyoma-
teryaller kullamim kolayliklar ve otojen greftlerin ne-
den oldugu riskleri tagtmamalar: nedeniyle bir alter-
natif olarak kargtmiza gtkmaktadirlar. Yapilan calig-
malarda, lokal biiyiime ve morfogenetik faktorlerin
ekstraselliiler matrikste bulundugu savunulmug ve
osteoindiiksiyonu saglayan bu faktorlerin etkisiyle
stem hiicrelerinin inorganik HA yapiya tutundugu
(Kemotaksik), degiserek kikirdak ve kemik hiicresine
doniistiipin ve kalsifiye oldugu bildirilmistir
(10,17,20). Son yillarda iizerinde ¢ok durulan konu-
lardan biri de mercanlarmn kalsiyum karbonat esash
exoiskeletierinin hidrotermal degigimle rezorbe ola-
bilen pordz HA doniigtiriilmesi ve elde edilen biyo-
materyalin osteoindiiktif kalitesidir (13). Ortopedik

caligmalarda, materyalin bu ozellikleri incelenmig ve
sozkonusu pordz HA'min osteoindiiktif kalitesi belir-
lenmistir (14). Cahgmamizdaki srneklere ait kesitlerin
histopatolojik analizlerinde, tzellikle pordz HA'min
(Mercan'dan) kesitlerin hazirlanmasi sirasinda eridi-
gi ve kalan boglugun etrafinda yogun bigimde osteob-
last ve osteositlerin bulundugu yeni kemik yapimt gé-
rilimekteydi. Yeni kemik yapimimin deney gruplann-
da yer yer medullayi dolduracak derecede yogunlag-
masi, kullamlan biyomateryalin ostevindiiksiyonu
olumlu yonde etkiledigini dilsiindiirmektedir. Kont-
rol gruplarinda korteksin hemen altinda ve periost di-
sinda goriilen kemik yapimi izl geligmemekte ve
korteks digindaki geligim isc travmaya bagl bir peri-
ost reaksiyonu olarak kargimiza cikmaktadir. Kisaca;
deney gruplarinda 1. hafta iginde iltihabi reaksiyon,
ikinci ve ficlincii haftalarda ise bu bolgelerde goriilen
yogun yeni kemik yapimi bu konuda daha tnce yapi-
lan cahigmalarla da uygunluk gostermektedir (13,1419,
21).

Sonug olarak; kemik defektlerinde uygulanan
BIOCORAL'in cevresinde kontrol grubuna gore "iyi"
sayilabilecek geligme oldugu histopatolojik, radyo-
nitklit vontemlerle gdsterilmis olmakla birlikte osteo-
indiiksiyonu sagladig disiiniilen faktérlerin, "Bioco-
ral uygulanan kemiklerdeki diizeyinin nasil etkilene-
bilecegi?", sorusunun cevabl aranmalidur.
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