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Öz

Bu çalışmada, sıçanlarda kritik boyuttaki kalvaryal defektlerde bakteriyel selüloz-hidroksiapatit (BS-HAp) kompozitinin kemik 
rejenerasyonundaki potansiyelinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Komagataibacter xylinus S4 izolatından elde edilen BS-HAp 
taramalı elektron mikroskobunda (SEM) incelenerek içeriğindeki Ca ve P iyonlarının yoğunluğu tespit edilmiştir. Ratlarda oluşturulan 
kalvaryal defektlere elde edilen BS-HAp dondurulup kurutularak uygulanmıştır. 4. ve 8. haftanın sonunda alınan örnekler histopatolojik 
olarak incelenmiştir. SEM sonuçlarına göre BS lifleri, ince demetler halinde olup fibril çapı 42,11 nm olarak tespit edilmiştir. HAp, 
BS pelikülüne dahil olarak içeriğinde yüksek oranda Ca ve P elementleri saptanmıştır. Yapılan in-vivo deneylerin sonunda 4. haftada 
herhangi bir kemik oluşumuna rastlanmamıştır. BS-HAp grubunda düzgün bağ doku oluşumu gözlenmiştir. 8. haftanın sonunda 
BS-HAp grubunda biyomateryal komşuluğunda yeni kemik alanları izlenmiştir. Komagataibacter xylinus S4 izolatından elde edilen 
BS-HAp biyomateryal olarak kullanıldığında 8. haftada yeni kemik oluşumunu indüklemiştir. 

Anahtar Kelimeler: Bakteriyel selüloz, Biyomateryal, Hidroksiapatit, Kemik rejenerasyonu, Rat

Abstract

This study, it was aimed to evaluate the potential bone regeneration effect of bacterial cellulose-hydroxyapatite (BC-HAp) composite 
in calvarial defects of critical size in rats. BC-HAp obtained from Komagataibacter xylinus S4 isolate was examined under a scanning 
electron microscope (SEM), and the concentration of Ca and P ions in its content was determined. BC-HAp was freeze-dried and 
applied to calvarial defects. Samples taken at the end of the 4th and 8th weeks were examined histopathologically. According to SEM 
results, BC fibers were in thin bundles and the fibril diameter was determined as 42.11 nm. As HAp is included in the BC pellicle, 
high levels of Ca and P elements were detected in its content. At the end of the in-vivo experiments, no bone formation was found in 
the 4th week. Uniform connective tissue formation was observed in the BC-HAp group. At the end of the 8th week, new bone areas 
were observed in the BC-HAp group adjacent to the biomaterial. When BC-HAp obtained from Komagataibacter xylinus S4 isolate 
was used as a biomaterial, it induced new bone formation at 8 weeks.

Keywords: Bacterial cellulose, Biomaterial, Hydroxyapatite, Bone regeneration, Rat
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1. Giriş
Diş kaybı, sinüs pnömatizasyonu, periodontal hastalık, fa-
siyal ve dentoalveoler travma, odontojenik ve odontojenik 
olmayan kistler ve tümörler, oral patolojik lezyonlar ve daha 
birçok durumda alveoler kemik defektleri oluşmaktadır 
(Tolsunov vd. 2019). Normal anatomik çerçeveyi korumak, 
boş alanı ortadan kaldırmak, estetik restorasyon ve dental 
implant yerleştirmek adına, oluşan bu defektlerin rekons-
trüksiyonu gerekir. Defektin içini doldurup fiziki bir yapı 
sağlayan kemik ve kemik yerine geçen materyaller kullanıl-
maktadır. Bu materyallerin genel ismi “kemik grefti” olarak 
geçmektedir. Kemik greftleri; osteogenezisi, osteoindüksi-
yonu ve osteokondüksiyonu aktive etmek için kullanılmak-
tadır (Nandi vd. 2010). Günümüzde kalsiyum fosfat (trikal-
siyum fosfat ve hidroksiapatit), kalsiyum sülfat ve biyoaktif 
cam gibi seramik bazlı malzemeler, yeni mineralize doku ve 
greft materyali arasında yakın bağ oluşturması nedeniyle 
sıklıkla kullanılmaktadır (Boccaccini ve Blaker 2005, La-
urencin vd. 2006). Özellikle hidroksiapatit (HAp) kemiğe 
benzer yapısı ve kompozisyonu dolayısıyla kemik rejeneras-
yonu uygulamalarında yaygın kullanımı (Wang vd. 2007) 
onun osteojenik olmayan osteokondüksiyon özelliğinden 
kaynaklanmaktadır. Sentetik HAp, osteointegrasyon oranı-
nı arttırmak için implant çevresinde başarıyla kullanılmıştır 
(Moore vd. 2001). 

Günümüzde farklı nanokompozit türlerinin (organik-inor-
ganik, inorganik - inorganik ve biyo-organik nano malze-
meler), ilaç iletimi, kanser tedavisi, tıbbi görüntüleme ve 
kimyasal algılama gibi biyomedikal alanlarda kullanımlarına 
izin verilmiştir (Bramhill vd. 2017). Nanokompozit geliş-
tirmede yoğun olarak araştırılan bir polimer olan bakteriyel 
selüloz (BS), su tutma kapasitesi yüksek olduğu için yaraya 
nemli bir ortam sağlar ve yaranın iyileşmesini destekler. Yü-
zeyindeki hidroksil gruplarının fazlalığı nedeniyle, üretim 
sırasında ya da üretildikten sonra kolaylıkla modifiye edi-
lebilmekte ve özellikle yaralarda mikroorganizma gelişimini 
engellenmek amacıyla antimikrobiyal özellikler kazandırıl-
maktadır (Czaja vd. 2006, Oliveira vd. 2016). BS lifleri ke-
mik kollajenine benzer bir yapıya sahiptir bu yüzden kemik 
rejenerasyonu için kullanımı alanınında yapılan araştırmalar 
son yıllarda artmıştır (Vadaye vd. 2018). BS’den elde edilen 
membranlar, kritik ve kritik olmayan kemik defektlerinin 
rekonstrüksiyonu için bariyer membran olarak kullanılmış-
tır (Lee vd. 2015). BS’nin üretim miktarı, kompozisyonu 
ve buna bağlı olarak biyolojik özellikleri de türe spesifiktir 
ve bu hem teknolojik hem de bilimsel amaçlar için dikkate 
alınması gereken önemli bir değişkendir. Modifiye edilme-

miş selülozun antibakteriyel ve antibiyofilm etkisi ilk kez ye-
rel izolatımız olan Komagataibacter xylinus S4 (K. xylinus) ile 
yapılan çalışmamızda gösterilmiştir (Top vd. 2021). BS’lerin 
özellikleri ve HAp’in etkili osteojenik yeteneği ve gücü göz 
önüne alındığında, bunları kemik rejenerasyonu için hem 
biyo hem de mekanik özelliklere sahip hibrit yapı iskelele-
rine entegre etmek umut verici bir strateji olarak görülmek-
tedir (Liu vd. 2021).

Piyasada kullanılan çok sayıda greft materyallerin pahalı ol-
ması ya da kolaylıkla ulaşılamaması gibi dezavantajlarından 
dolayı BS kaynaklı yeni tıbbi malzemelerin üretimi ve selü-
lozun alternatif biyo-materyal potansiyeline ilgiyi çekmiştir. 
Literatürde K. xylinus S4 suşundan elde edilen BS-HAp’ın 
kemik rejenerasyonuna etkisini değerlendiren bir çalış-
ma bulunmamaktadır. Bu bağlamda sunulan makale, BS-
HAp’tan elde edilen materyalin kemik rejenerasyonuna olan 
etkisinin değerlendirildiği ilk çalışmadır. BS’ nin fizikokim-
yasal özelliklerine ve HA’nın kemik rejenerasyonuna önemli 
katılımına dayanarak, bu çalışmanın amacı, ratlarda oluştu-
rulan kritik boyutlu kalvaryal defekt modelinde K. xylinus 
S4 suşundan elde edilen BS-HAp nanokompozitinin kemik 
rejenerasyonu potansiyelini değerlendirmektir.

2. Gereç ve Yöntemler
2.1. Bakteriyel Selüloz Üretimi

Çalışmada, selüloz ürettiği bilinen Komagataibacter xylinus 
S4 yerel izolat kullanılmıştır (Top vd. 2021). Bakteri, Pa-
mukkale Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi Bakteriyoloji 
Laboratuvarı kültür stoklarından temin edilmiştir. BS üre-
timi için M1A05P5 besiyeri (glukoz 10 gr/l, yeast extract 
10 gr/l, pepton 7 gr/l, asetik asit 1.5 gr/l ve 10 ml/l etanol) 
kullanılmıştır (Cakar vd. 2014). Kültür 30˚C’de 3 ile 4 gün 
inkübe edilmiş ve yüzeyde oluşan selüloz pelikülü nazikçe 
alınmış ve distile su ile ön yıkama işlemi yapılmıştır. Daha 
sonra besiyerinden gelebilecek tüm kalıntıların uzaklaştırıl-
ması için selüloz pelikülü 0,5 M NaOH içerisinde 90°C’de 
30dk bekletilmiştir. Bu işlem iki kez tekrarlandıktan sonra 
BS, NaOH ile muamele edilmiştir. Son olarak, nötr pH’ya 
ulaşana dek distile su ile yıkanan BS, analiz için buzdolabın-
da saklanmıştır.

2.2. Hidroksiapatit Sentezi

Hidroksi apatit (HAp) sentezi, Fosfat ve Ca öncülleri olarak 
(NH4)2HPO4 ve Ca(NO3).4H2O çözeltileri kullanılarak 
in vitro kimyasal çökelim metodu ile gerçekleştirilmiştir. 
Bunun için öncelikli olarak 0,6 M (NH4) 2HPO4 ve 1,0 M 
Ca(NO3).4H2O çözeltilerinin pH’ları, konsantre NH4OH 
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ile 10,2’ye ayarlanmıştır. Fosfat içeren çözelti, kalsiyum 
içeren çözeltiye 70 °C’de damlatılarak ilave edilmiş ve 
48 saat boyunca oda sıcaklığında karıştırılmıştır. Oluşan 
çökelti (HAp partikülleri) toplanmış ve 4 kere distile su 
ile yıkanmıştır. 60˚C’de 24 saat kurutulan HAp partikülleri 
öğütülerek toz haline getirilmiştir (Grande vd. 2009).

2.3. Bakteriyel Selüloz-Hidroksiapatit kompozit (BS-
HAp) Sentezi

Homojen biyomimik mineralizasyon reaksiyonun gerçekle-
şebilmesi için bakteriyel selüloz 0,1 M CaCl2 çözeltisinde 
37°C’de 3 gün inkübe edilerek aktifleştirildi. Daha sonra 
HAp mineralizasyonunu başlatmak için BS, 1,5xSBF’de 
37°C’de 7 ile 14 gün inkübe edildi. Elde edilen BS-HAp 
kompoziti liyofilize edildi (Hong vd. 2006). Oluşturulan 
kafa defektine yerleştirilmek üzere dondurulup kurutuldu.

Sentetik Vücut Sıvısı (SBF); NaCl (99.5%), NaH-
CO3 (99.5%), KCl (99.0%), Na2HPO4.2H2O (99.5%), 
MgCl2.6H2O (99.0%), Na2SO4, (CH2OH)3CNH2 (99.5%), 
CaCl2.H2O (99.0%) ve HCl gibi kimyasallardan oluş-
maktadır. 960 mL distile su içerisine sırası ile 6,5456 
gr NaCl; 2,2682 gr NaHCO3; 0,373 gr KCl; 0,1419 gr 
Na2HPO4.2H2O eklendikten sonra sıcaklık 37˚C’ye çıkarıl-
dı. 0,3049 MgCl2.6H2O; 9 mL 1M HCl; 0,3675 gr CaCl2.
H2O; 0,071 gr Na2SO4; 6,057 gr (CH2OH)3CNH2 eklen-
dikten sonra 30 mL 1M HCl kullanılarak pH 7,4’e ayar-
landı. Her bir kimyasal distile su içerisine eklendiğinde üçer 
dakika karıştırıldı. Hazırlanan SBF, BS-HAp sentezinde 
kullanılmak üzere +4 C0’de muhafaza edildi (Tas 2000).

2.4. Taramalı Elektron Mikroskobu Görüntüleri (SEM 
görüntüleme)

BS-HAp materyalinin morfolojik yapısı, Pamukkale Üni-
versitesi İleri Teknoloji Uygulama ve Araştırma Merkezi’nde 
(Denizli) Taramalı Elektron Mikroskop (SEM) analizi ile 
incelenmiştir.

2.5. Hayvan Deneyi

Bu araştırma, Pamukkale Üniversitesi Hayvan Deneyleri Etik 
Kurulu tarafından onaylanmıştır (PAUHDEK-2018/19). 
Çalışmamızda altı adet erkek 320-400 gr Wistar rat (2-3 
aylık) kullanılmıştır. Tüm hayvanlar 22±1 ºC’de 12 saatlik 
aydınlık/karanlık döngüsünde kafeslerde tutulmuştur. 
Ratlar, ötenaziye kadar yeteri kadar kemirgen yemi ve su 
almıştır. Deneyler Pamukkale Üniversitesi Deneysel Cerrahi 
Uygulama ve Araştırma Merkezi’nde gerçekleştirilmiştir. 

2.5.1 Cerrahi İşlemler 

Çalışmada tüm işlemler steril ortamda gerçekleştirilmiş olup 
hayvanların anestezisi intramüsküler enjeksiyon yöntemi 
ile 10 mg/kg ksilazin hidroklorür (Rompun 2%, Bayer, 
İstanbul, Turkey) ve 50 mg/kg ketamin hidroklorür (Ketalar, 
Eczacıbaşı-Warner Lambert, İstanbul, Turkey) kullanılarak 
yapılmıştır. Genel anesteziyi takiben ratların kafa bölgesi 
tıraş edilip povidone iyot ile kafa derisi dezenfekte 
edilmiştir. Rat kafa derisinde kalvaryal kemiğin bitimine 
kadar bir kesi atılarak kafa derisi ve periost, kalvaryadan 
ayrılmıştır. Bunu takiben ratların kalvaryalarında parietal 
kemiğin sağında ve solunda 5mm’lik defektler trepan frez 
ve steril salin soğutması ile açılmıştır (Alpan vd. 2016). Sol 
defekt bölgesine, BS-HAp’tan oluşturulan greft materyali 
defektin çapı kadar hazırlanıp yerleştirilmiştir. Sağ defekt 
ise boş bırakılmıştır (Şekil 1). Daha sonra periost greft 
stabilizasyonu ve defekt beslenmesini sağlamak için 5-0 
poliglaktin 910 (Vikril Jonson&Johnson/ethicon) ile sütüre 
edilmiştir. Kafa derisi ise 4-0 ipek sütür ile suture edimiştir. 
Postoperatif olarak ratlara 50 mg/kg Seftriakson (Cephaxon-
Toprak) i.m. ve 4 mg/kg Carprofen (Rimadyl- Pfizer) 20 cc 
flakon 3 gün süre ile subkütanöz olarak verilmiştir. Ratlar, 
4 ve 8 haftalık iyileşme periyodundan sonra 200 mg/kg 
i.p. sodyum pentotal enjeksiyonu (Petothal, Abbott, ABD) 
kullanılarak sakrifiye edilmiştir. 

2.5.2. Histolojik Analizler

Histopatolojik incelemeler için defekt alanlarından alınan 
örnekler %10 nötr formalin ile sabitlendi. 2 günlük fiksas-
yondan sonra numuneler EDTA (etilendiamintetraasetik 
asit) (0,1 M) solüsyonunda 1 hafta süreyle dekalsifiye edildi. 

Şekil 1. Rat 
kalvaryasındaki 
çalışma gruplarının 
görüntüsü. Sol defekt 
bölgesinde BS-HAp, 
sağ defekt bölgesi boş 
bırakılmıştır.
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jelatin ile kıyaslandığında, BS hayvansal kaynaklı olmadığı 
için alerjik de değildir (Fontana vd. 1990). BS, ağsı ultra 
ince fiber yapısı nedeniyle önemli mekanik özellikler 
gösterir. BS’nin mekanik özellikleri, bitki selülozundan daha 
güçlüdür (Wahid vd. 2021). Yapay HAp, kemiğin doğal 
HAp’ı ile aynı kimyasal ve kristal yapıya sahiptir ve kemik 
rekonstrüksiyonu için kullanılmaktadır. Bu bağlamda, çeşitli 
çalışmalar, herhangi bir toksisite olmaksızın osteoblast 
hücrelerinin çoğalmasını arttırarak kemik onarımı için BS 
ile HAp’i araştırmıştır (Favi vd. 2016, Grande vd. 2009).

BS ve BS-HAp’in morfolojik görünümleri SEM ile 
incelenmiş ve mikrograflar Şekil 2’de verilmiştir. BS lifleri, 
ince demetler halinde olup fibril çapı 42,11 nm’dir. Farklı 
ortamlardan elde edilen BS’nin morfolojik görünümü 
ve fibriler yapısı farklılık gösterir. Örneğin Jung ve 
arkadaşlarına ( Jung vd. 2010)’na göre BS, ultra ince selüloz 
fibrillerinden oluşan retiküler yapıdadır ve bu fibrillerin 
çapı gliserollu ortamda yaklaşık 65-80 nm iken, glukozlu 
ortamda 75-90 nm’dir. Gliserol ve melas içeren ortamdan 
elde edilen selülozun fibril çapı ise 35-70 nm’dir (Vazquez 
vd. 2013). Acetobacter xylinum selülozik fibrilleri ise 128-207 
nm arasında değişmektedir (Gayathry ve Gopalaswamy 
2014). Çalışmamızın SEM görüntülerine göre HAp, küresel 
globüler yapıdadır (Şekil 3). BS-HAp kompozitinde ise, BS 
liflerinin HAp küresel globüllerin üzerini homojen olarak 
kapladığı ve bu küresel globüllerin kümeler halinde olduğu 
görülmüştür. İnce selüloz fibrillerin daha kalın demetler (173 
nm) halinde olması BS ve HAp arasında güçlü bağlanmayı 
göstermektedir. Ayrıca BS-HAp kompozitinin SEM-
EDS analizi, HAp’nin kimyasal yapısında bulunan P ve Ca 
elementlerin yoğunluğu dikkati çekmiştir. Bu elementlerin 
varlığı, HAp’in BS pelikülüne dahil olduğunu doğrulamıştır 
(Şekil 3).

Çalışmamızda BS ile HAp entegre edilerek, kemik rejene-
rasyonunda kullanılmak üzere potansiyel bir biyomateryal 
elde edilmeye çalışılmıştır. Araştırmalar, BS bazlı hidrojel 
yapı iskelelerinin doku rejenerasyonu uygulaması için po-
tansiyel bir biyomateryal haline gelebileceğini göstermiştir 
( Jiang vd. 2018). BS biyouyumlu bir biyopolimerdir ve yük-
sek kristallik, ultra ince ağ yapısı ve yüksek su emme ka-
biliyetine sahiptir. BS’nin bu önemli yapısal ve fonksiyonel 
özellikleri, kas-iskelet/doku mühendisliği/kemik biyomü-
hendisliği uygulamalarında önemini artırmaktadır (Basu 
vd. 2018). Betatrikalsiyum fosfat (β-TCP), okta-kalsiyum 
fosfat (OCP) ve HAp gibi biyoaktif kalsiyum fosfat dolgu 
maddeleri, biyomateryalin osteoiletim ve osteoindüksiyon 
özelliklerini iyileştirir (Muthukumar vd. 2016) ayrıca HAp 

Ardından doku örnekleri otomatik doku işleme ekipmanı 
(Leica ASP300S, Leica Microsystem, Nussloch, Almanya) 
tarafından rutin olarak işlendi. Parafin bloklarına gömülmüş 
örneklerden 5 mikron kalınlığında seri kesitler, tam otoma-
tik döner mikrotom (Leica 2155, Leica Microsystem, Nuss-
loch, Almanya) ile alındı. Daha sonra histopatolojik ince-
lemeler için Hematoxylin-Eosin (HE) ile boyanan kesitler 
ışık mikroskobunda incelendi. Defekt alanındaki kemik iyi-
leşme bölgesi aşağıdaki gibi puanlandı. Histomorfometrik 
parametreler ve hesaplamalarda;

Toplam iyileşme alanı (THA; mm2), defekt kapanma oranı 
(DCR;%), yeni oluşan kemik alanı (NFB; mm2) ve artık 
materyal alanı (RMA; mm2) hesaplandı ( Jung vd. 2015). 
Lezyon bölgesindeki osteoblast ve osteoklastların sayısı 
1,23 mm2 alanda (400 X büyütme) sayıldı (Araujo vd. 2015). 
Morfometrik analizler ImageJ (Ulusal Sağlık Enstitüleri, 
Bethesda MD) kullanılarak yapıldı.

2.6. İstatistiksel Analiz

Çalışmanın verileri SPSS ver 21 ile değerlendirilmiştir. 
Grupların karşılaştırılması Mann-Whitney U testi ile 
gerçekleştirilmiştir. 4. Hafta ve 8. Hafta verileri ise Wilcoxon 
testi ile değerlendirilmiştir. Anlamlılık düzeyi 0.05 olarak 
alınmıştır.

3. Bulgular ve Tartışma
Bu çalışmada, yerel bir izolat olan K. Xylinus S4 ile üretilen 
BS-HAp nanokompozitinin, ratlarda oluşturulan kalvaryal 
defektler üzerine olan kemik rejenerasyon potansiyeli değer-
lendirilmiştir. Farklı analizlerde gözlemlenen sonuçlar, BS-
HAp nanokompozitinin, ratlarda oluşturulan kritik boyutlu 
defektlerde 8. haftada kemik rejenerasyonunu desteklediği 
sonucuna varılmıştır. BS; Azotobacter, Pseudomonas, Sal-
monella and Sarcina ventriculi, Pseudomonas, Salmonella ve 
Sarcina ventriculi gibi belirli bakteri türleri tarafından hücre 
dışı olarak sentezlenen bir materyaldir. Bunlar arasında en 
etkili ve dolayısıyla selüloz üretimi için en çok kullanılan 
bakteriler Gluconacetobacter xylinum, Gluconacetobacter han-
senii ve Gluconacetobacter pasteurianus’tur (Torres vd. 2019). 
Komagataeibacter cinsinin selüloz üretme kabiliyeti ile dik-
kat çekici olduğu bulunmuştur (Wang vd. 2018). 

Hem saflığı hem de yüksek derecede biyouyumluluk 
özelliği ile bakteriyel selüloz, kemik doku mühendisliği 
için potansiyel bir iskele görevi görmektedir. Özellikle 
toksik olmaması ve yüksek şişme yeteneğinden dolayı BS, 
biyomedikal uygulamalarda doğal ve sentetik polimerler 
arasında ön plana çıkmıştır (Svensson vd. 2005). Kollajen ve 
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bir bağ dokusu oluşumu görülürken, boş defekt bölgesin-
de aşırı enflamasyon izlendi (Şekil 4). Boş defekt grubuna 
göre BS-HAp grubunda artmış osteoblast sayısı ve azalmış 
osteoklast sayısı saptandı (Çizelge 1). Bu aşamada her iki 
grupta da kemikleşme saptanmadı. 8 haftalık örneklerde ise 
BS-HAp grubunda yeni oluşan kemik adacıkları görülür-

kemiğin ana bileşenlerinden biri olduğundan çalışmamızda 
HAp kullanımı tercih edilmiştir.

Çalışmamızda 4 haftanın sonunda dekalsifikasyon sonrası 
ilk 3 ratın kafatasının temporal bölgesinde oluşan lezyon-
lardan kesitler alındı. BS-HAp uygulanan bölgede düzgün 

Şekil 2. Bakteriyel sellüloz (A) 
ve Hidroksiapatitin (B) SEM 
görünümü.

Şekil 3. BS-HAp 
kompozitinin SEM ve SEM-
EDS analizi.

A B
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doğru minimal kemik oluşumu görüldü (Şekil 5). 8. haftada 
BS-HAp grubunda 4. haftaya göre anlamlı şekilde artmış 
osteoblast sayısı saptandı (Çizelge 1).

ken, boş defekt bölgesinde, belirgin bir iltihabi reaksiyon 
görüldü. BS-HAp uygulanan defekt alanlarının çevresinden 
kemik oluşumu ve çok sayıda kemikli adacık izlendi. Boş 
defekt bölgesinde defekt sınır alanından, defekt merkezine 

Şekil 5. 8. hafta histopatolojik kesit görüntüleri HE boyama. BS-HAp grubunda bağ dokusunda yeni oluşan kemik dokusu (A, B, 
C) (oklar), Boş defekt grubunda (D, E, F) çok şiddetli enflamatuvar reaksiyon (ok başları), HE, Scale çubukları= 200,100, 40µm 
(dan sırasıyla üstten alt sıraya).

Şekil 4. 4. hafta histopatolojik kesit görüntüleri HE boyama. BS-HAp grubunda (A, B, C) defektli kısmının altındaki normal kemik 
alanının (ok başı) üzerindeki defekt yerinde yeni oluşan bağ dokusu alanı (ok). Boş defekt grubunda (D, E, F) belirgin enflamatuvar 
reaksiyon (ok), defekt altında normal kemik dokusu (ok başı), enflamatuvar reaksiyon (beyaz ok), HE, Ölçek çubukları= 200,100, 
40µm (sırasıyla üstten alt sıraya).

A B C

D E F

A B C

D E F
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Çizelge 1. Gruplar arasında histomorfometrik sonuçların karşılaştırılması.

Toplam iyileşme alanı (mm2)

BS-HAp 4. hafta 8.73±0.47a

Boş defekt 4. hafta 6.01±0.42b

BS-HAp 8. hafta 18.99±1.92c

Boş defekt 8. hafta 11.70±1.18d

Defekt kapanma oranı (%)

BS-HAp 4. hafta 72.26±1.05a

Boş defekt 4. hafta 63.56±2.25b

BS-HAp 8. hafta 84.90±1.63c

Boş defekt 8. hafta 74.89±2.45b

Yani oluşmuş kemik alanı (mm2)

BS-HAp 4. hafta 6.76±0.38a

Boş defekt 4. hafta 3.99±0.79b

BS-HAp 8. hafta 24.88±1.53c

Boş defekt 8. hafta 10.81±1.21d

Osteoklast sayısı

BS-HAp 4. hafta 8.66±0.57a

Boş defekt 4. hafta 11.33±0.57b

BS-HAp 8. hafta 11.66±1.57b

Boş defekt 8. hafta 14.33±0.57c

Osteoblast sayısı

BS-HAp 4. hafta 10.66±0.57a

Boş defekt 4. hafta 6.00±1.00b

BS-HAp 8. hafta 23.00±1.00c

Boş defekt 8. hafta 9.00±2.00b

*: Aynı kolonda aynı parametreye ait gruplardaki farklı harfler ortalamalar arasındaki istatistiksel farkı belirtir. p<0,05
**: Değerler ortalama ± standart sapma olarak ifade edilmiştir

Yapılan bir çalışmada BS, pelikülleri simüle edilmiş vücut 
sıvısına daldırılarak HAp ile kaplanmıştır. BS zarının yüze-
yinde HAp küreleri oluşturulmuş ve daha sonra sıçanlarda 
4-8 hafta boyunca kalvaryal defektte kemik oluşumu için 
kullanılmıştır (Ahn vd. 2015). 4. hafta sonunda BS ve BS-
HAp gruplarında defekt alanında fibröz bağ dokusu tespit 
edilmiştir. İki grupta da yeni kemik oluşumu ve bu alan-
larda osteoblast aktivitesi gözlenmiştir. Aktif osteoblastlar 
BS-HAp grubunda BS grubundan daha fazla gözlenmiştir. 
8. haftada ise defekt marjininde yeni kemik oluşumu 4. haf-
taya göre artmış ve BS-HAp grubunda BS grubuna göre 
yeni kemik oluşumu daha fazla gözlenmiştir. İki grupta da 
enflamatuvar reaksiyon gözlenmemiştir. Bizim çalışmamız-
da BS-HAp etkinliği boş defekt grubuyla karşılaştırılmıştır. 
Yukarıdaki çalışmadan farklı olarak çalışmamızda 4. hafta-
nın sonunda iki grupta da kemikleşme saptanmamıştır ve 
enflamatuvar reaksiyon saptanmıştır. 8. haftanın sonunda 
ise BS-HAp grubunda defekt çevresinde kemik oluşumu 
izlenmiştir (Çizelge 1). Atila ve arkadaşları (Atila vd. 2019), 
kemik dokusu mühendisliği için ATCC 10245 Glucona-

cetobacter xylinum ile üretilen BC/jelatin/bor katkılı HAp 
kompozit materyali in-vitro olarak değerlendirmişler. Oluş-
turulan materyal yaklaşık %68-80 oranında iyi gözeneklilik 
göstermiştir ve kemik dokusunun desteklenmesi ve yenilen-
mesi için uygun olan SaOs-2 hücre hattında uygulandığın-
da ALP aktivitesinin istatistiksel olarak arttırmıştır. Pigos-
si ve diğerleri (Pigossi vd. 2015), osteojen büyüme peptidi 
(OGP) içeren ve içermeyen bir BS-HAp kompozitini fa-
relerde oluşturulan kalvaryal defekt modelinde membran 
olarak uygulamışlar ve kemik onarım potansiyelini ALPL,  
RUNX2, TNFRSF11B, SPP1, BGLAP ve VEGF genle-
rinin ekspresyonu yoluyla araştırmışlardır. Araştırmacılar 
çalışmamızla uyumlu olarak 4. haftada defekt kenarlarında 
tüm gruplarda fibröz bağ dokusu oluşumu gözlemişler. Ay-
rıca orta derecede bir enflamatuvar reaksiyon tüm gruplarda 
gözlenmiştir. 60. ve 90. günde ise hiçbir grupta enflamatuvar 
reaksiyon gözlenmemiştir. Bizim çalışmamızda 4. haftada 
BS-HAp grubunda düzgün bir bağ doku oluşumu tespit 
edilmişken boş defekt grubunda yaygın enflamasyon göz-
lenmiştir. Boş defekt grubunda 8. haftada hala enflamatu-
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var reaksiyon gözlenirken BS-HAp grubunda enflamasyon 
gözlenmemiştir. Çalışmamızdan farklı olarak yukarıdaki 
çalışmada 4. haftada yeni kemik oluşumu gözlenmişken, bi-
zim çalışmamızda 8. haftada BS-HAp grubunda yeni kemik 
oluşumu gözlemledik. Bunun nedeni farklı bakterilerden 
üretilen BS’lerin farklı mekanik özelliklerinden kaynaklanı-
yor olabilir. Ayrıca çalışılan deney hayvanlarının farklılığı ve 
rejenerasyon kapasitelerinin değişikliğinden kaynaklanabilir. 

4. Sonuçlar ve Öneriler
Sonuç olarak, kemik rejenerasyonu düşünüldüğünde, BS-
HAp’tan elde ettiğimiz biyomateryal kritik boyuttaki kemik 
defektlerinde kemik rejenerasyonu için 8. haftada etkili 
bulundu. Çalışmamızın ön çalışma niteliğinde olmasından 
dolayı yapılan analizler sınırlı kalmıştır. K. Xylinus S4 ile 
üretilen BS-HAp nanokompozitinin kemik rejnerasyonu 
üzerine etkilerinin daha kapsamlı araştırılabilmesi için daha 
fazla sayıda deney hayvanı ile farklı zaman periyotlarında 
çalışılması, sonuçların immünohistokimyasal ve mikro-BT 
analizleri ile desteklenmesi gerekmektedir. 
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