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KEMIK KIKIRDAK DOKU DEFEKTLERINDE YENi TASARLANMIS
YAPI iSKELELERININ ARASTIRILMASI

Bora UZUN1*

1Dokuz Eyliil University, Institute of Health Sciences, Department of Biomechanics, 35270, Izmir, Tiirkiye

Ozet: Kemik dokusu organik ve inorganik bilesenlerden olusan bir yapidir. Kemik dokusunun kirilmasiyla ilgili sorunlar mevcuttur.
Kirigin kaynamasi ve rehabilitasyon siireci ¢esitli nedenlerden dolay1 uzun zaman almaktadir. Yan etkiler arasinda kemik kiriklarimin
iyilesmesinde gecikme, kemigin kaynamamasi ve enfeksiyonlar yer alir. Son yillarda yapilan ¢alismalar ortopedi cerrahlarini hiicresel
tedaviye ve biyomateryallere yonlendirmistir. Calismamizda kollajen, lif kabagi, PRP ve kondrosit (kikirdak hiicresi) iceren iskeleleri in
vivo iyilesme agisindan arastirdik. Calisma rastgele 4 gruba ayrilan 12 adet tavsan lzerinde gergeklestirildi. Tavsanlar
implantasyondan 8 hafta sonra yliksek doz anestezi uygulanarak sakrifiye edildi. Ameliyatindan sonra 8. haftada sakrifiye edilen
hayvanlardan alinan numuneler {izerinde histolojik analiz yapildi. Sonuglarimiz lif kabagi+PRP+kondrosit hiicre igeren iskelelerinin
biyouyumlu oldugunu ve iyilestirme mithendisligine mitkemmel bir alternatif oldugunu gosterdi.

Anahtar kelimeler: Kemik-kikirdak defektleri, Yapi iskeleleri, Lif kabagi

Investigation of Newly Designed Scaffolds in Bone Cartilage Tissue Defects

Abstract: Bone tissue is a structure composed of organic and inorganic components. There are problems with the fracture of bone
tissue. The fracture healing and rehabilitation are a long term processes for various reasons. Complications of bone fractures include
delayed healing, bone nonunion, and infections. Studies conducted in recent years have directed orthopedic surgeons to cellular
therapy and biomaterials. Our study investigated loofah, PRP, and chondrocyte (cartilage cell) scaffolds for in vivo healing. The study
was carried out on rabbits randomly divided into 4 groups. Animals were sacrificed 8 weeks after implant surgery by applying high-
dose anesthesia. Histological analyses were performed on samples from animals sacrificed in week 8 after implant surgery. Our results
showed that loofah+PRP+chondrocyte cell scaffolds are biocompatible and an excellent alternative to remedial engineering.
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1. Giris

Kirik iyilesmesinin gecikmesi veya
tedavide zorluklar1 da beraberinde getirir (Goransson,
1993). Bu durum siklikla kronik fonksiyonel ve fizyolojik
bozukluklara ve hastada strese yol acar (Uthgenannt ve
ark, 2007). lyilesmede kan akimimin miktar1 ve
periosttaki hasar dnemlidir (Han ve ark., 2016; Suzuki ve
ark., 2020). Bircok nedenden dolay1 kirik iyilesmesinde
gecikme (kaynamama) veya psoOdoartroz goriilebilir.

kaynamamasi

Literatiirde bazi doku mihendisligi temelli ¢alismalar
mevcuttur; ancak kaynamama problemi olan vakalarin
tedavisinde alternatif bir tedavi saglayabilecek, kemik
dokusuna uygun biyomateryaller kullanilarak iiretilmis
yeni bir kemik dokusu iskele tasariminin hem in vitro
hem de in vivo olarak arastirilmasi ve kikirdak
hiicrelerinin etkinliginin arastirilmasi1 gerekmektedir
(Liu ve ark., 2022). Literatiirde kikirdak hiicre kokenini
karsilastiran doku miihendisligi c¢alismalar1 siirhdir
(Blazquez-Carmona ve ark., 2023). Son yillarda doku
tekniklerinin gelismesiyle kok hiicre
tedavilerinin kemik rejenerasyonu amaciyla kullanildigi

mithendisligi

bilinmektedir (Alshammari ve ark., 2023). Calismalar
kemik hiicrelerinin icerdikleri enzimler nedeniyle kemik
dokusunun iyilesmesine daha fazla katki sagladigini
gostermistir (Liu ve ark., 2013; Li ve ark., 2018; Zhang ve
ark., 2019; Sakeena ve ark., 2023; Mito ve ark., 2023). Bu
calismada, yeni tasarlanmis bir kemik iskelesi olarak lif
kabag1 kullanarak kikirdak hiicre tedavilerine yeni bir
yaklasim  getirmek ve  kikirdak-kemik
mihendisligiyle  dretilmis  iskeleleri

dokusu
kullanarak
iyilesmede gecikme sorununu ¢6zmek amaglanmistir.

2. Materyal ve Yontem
Kontrol gruplar olarak, lif kabagi+PRP ve kollajen+PRP
tavsan kondillerine implante edildi. Karsilastirmali grup
olarak ise, kollajen+PRP+kikirdak hiicresi ve lif
kabag1+PRP+kikirdak hiicresi olmak iizere toplam 4 grup
olusturuldu.

1. Grup: Kollajen + PRP

2. Grup: Lif kabag: + PRP

3. Grup: Kollajen + PRP + Kikirdak hiicresi

4. Grup: Lif kabag1 + PRP + Kikirdak hiicresi

BS] Eng Sci / Bora UZUN

BV NG

752

@ ®O O | This work is licensed (CC BY-NC 4.0) under Creative Commons Attribution 4.0 International License



Black Sea Journal of Engineering and Science

Kollajen (SpongeCol, Sigma-Aldrich), PRP (Lando) iiretici
firmadan temin edilmistir. Dogal lif kabag satin
alinmistir. Lif kabagi veya kollajen numuneleri PRP
soliisyon icine daldirilarak 24 saat boyunca PRP
emdirilmis, daha sonrada 370 °C'de 2 saat boyunca
kurutulmustur. Skafoldlar 2 mm ¢apinda ve 2 mm
kalinliginda olusturulmustur. Skafoldlar hiicre ekimi
yapilmadan oOnce etilen oksit kullanilarak sterilize
edilmistir. Skafold basina 5x104 hiicre ekilerek 48 saat
370C' de inkiibe edilmis. Hazirlanan skafoldlar tavsanlara
implante edilmistir. Calisma rastgele 4 gruba ayrilan 12
adet tavsan lizerinde gergeklestirilmistir. Her grup i¢in
ortalama agirhiklar tavsan
kullanilmistir. Tavsanlar 10ml/kg Xylazine ve 50ml/kg
ketamin ile anestezi edildi. 2cm lateral insizyondan sonra

350 gr olan icer

kondilde 4 mm kadar bosluk olusturulup 2 mm
boyutundaki skafoldlar defektli bolgeye implante edildi.
Tavsanlar yaklasik 8 hafta sonra yiiksek doz anestezi ile

sakrifiye edildi.
2.1. Doku Takibi Protokolii
Histolojik incelemeler icin %10’luk formaldehit

soliisyonunda dokular 48 saat fikse edildi. Fazla fiksatifin
uzaklastirilmas1 igin, fikse edilen dokular bir gece
boyunca akarsu da bekletildi. Rutin doku takibindeki tiim
islemler 60 °C etlivde gergeklestirildi. Dokular, %70’den
%96’ya artacak sekilde, etil alkol serilerinden 20’ser
dakika gecirilerek dehidrasyon gerceklestirildi. Daha
sonra, aseton ¢ozeltisiyle her biri 20 dakika siiren dort
islem gorditkkten sonra, iki kez 30 dakika boyunca
ksilolde bekletildi. 60 °C'lik etiivde, her biri bir saat siiren
iki kez parafin daldirma islemi uygulanarak, dokular
parafin bloklarin igine yerlestirildi. Déner (Rotary)
mikrotom cihazi (RM 2255, Leica) yardimiyla 5 p
kalinliginda kesitler alindi.

2.2. Hematoksilen ve Eozin Protokolii

Alman kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece
60°C'lik etlivde tutuldu. Ardindan ilki etiivde diger ikisi
oda sicakliginda 20’ser dakikalik siirelerle ksilole tabi
tutuldu. Ardindan, rehidratasyon islemi icin kesitler, 5
farkli azalan konsantrasyonlardaki alkol serilerinden
(absolii - %70) gegirilerek, distile su ile ¢alkalandi. Daha
sonra, 10 dakika boyunca Hematoksilen ile niikleuslarin
boyanmasi saglandi. Boyamanin ardindan, fazla boyay:

uzaklastirmak i¢in kesitler 10 dakika boyunca akan su
altinda yikandi ve 2 dakika boyunca Eozin ile boyanarak
hiicre sitoplazmasinin boyanmasi saglandi. Boyama
isleminden sonra, kesitler sirasiyla %70, %80, %96 ve iki
seri absoli alkol ile isleme tabi tutuldu. Seffaflagtirma
amaciyla, kesitler {li¢ kez 20'ser dakika ksilolde bekletildi
ve ardindan sentetik regine (Entellan) ile kapatildi.”

3. Bulgular

1. Grup (kollajen+PRP) ile 2. Grup (lif kabagi+PRP)
karsilastirildiginda iyilesmenin fibréz doku ve kikirdak
doku karisimi oldugu gézlenmektedir. lyilesme alaninda
bag dokunun yogunlukta oldugu goriilmektedir (Sekil 3).
Fibréz doku ile birlikte kikirdak hiicre gruplar1 da
iyilesme bolgesine katilmistir. 2. Grupta (lif kabag1+PRP)
ise iyilesme gozlenmemis ancak az miktarda hasar
ylizeyinde kikirdak hiicre olusumu izlenmistir.

3. grup (kollajen+PRP+kikirdak hiicresi ekilmis grup) ile
4. grup (lif kabagi+PRP+kikirdak hiicresi ekilmis grup)
karsilastirlldiginda 4. grupta iyilesme gorilmistiir,
ylzeyde kikirdak altinda kemik doku ve vaskilarize
yapilarin olusumu gergeklesmistir (Sekil 3).

1. Grup (kollajen+PRP) ile 3. grup
(kollajen+PRP+kikirdak ekilmis grup)
karsilastirilldiginda, bos defektte hasarli alanda herhangi

hiicresi

bir iyilesme olmadig1 ancak sadece bos defekt bolgesinde
az miktarda yiizeyel dizgiin bir fibréz doku varligi
gorilmistiir. Fibréz dokunun yogunlukta oldugu bolgede
kikirdak hiicrelerine rastlanmamistir ve kemik dokuda
herhangi bir iyilesme gézlenmemistir.

Calismamizda, histokimyasal incelemede 4. grup (lif
kabag1+PRP+kikirdak hiicresi ekilmis grup) ile bos hasar
bolgesinde irregiiler bir iyilesme gorilmustiir. 1. Grup
(kollajen+PRP) , 3. grup (kollajen+PRP+kikirdak hiicresi
ekilmis grup) ve 4. grup (lif kabagi+PRP+kikirdak hiicresi
ekilmis grup) histokimyasal olarak degerlendirildiginde,
tiim gruplarda osteokondral kaynama olup, ekstraseliiler
gozlendi. 3. Grupta kirnk defektinde
hiperseliiler bag dokusu benzer sekilde gozlendi (Sekil
3). 4. Grupta ise ise diger gruplara gore hiperseliiler bag

matrikste

dokusu yapisinda artis izlendi ve kondrositlerin diger
gruplara gore daha fazla oldugu izlendi.

Sekil 1. Bos defekt ve Lif kabag1+PRP+kikirdak hiicresi grubun implante gortintisii.
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Lif kabagi+PRP

Bos

Sekil 2. implantasyon sonrasi (8. hafta) goriintiiler.

Lif kabagi+PRP

Kollajen+PRP

Kollajen+PRP

Kollajen+PRP+kikirdak hicresi

Lif kabagi+PRP+kikirdak hiicresi

Kollajen+PRP+kikirdak hiicresi

Bos

Lif kabagi+PRP+kikirdak hlcresi

Sekil 3. Kondil kemik dokusunda Hematoksilen-Eozin boyama (40X biiylitme). Sar1 oklar kaynama dokusunu

gostermektedir.

4. Tartisma

Hastalarin artan beklentileri nedeniyle kirik iyilesmesine
yonelik deneysel ve klinik ¢alismalar yogunlasmis;
gerekli cerrahi veya konservatif tedavi uygulanarak ve
hastanin erken mobilize edilmesiyle kirik iyilesmesinin
miimkiin olan en hizli sekilde saglanmasi 6nemlidir
(Ramzan ve ark, 2023). Iyi biyouyumluluklari ve
mekanik biitiinliikleri nedeniyle doku miihendisligi
iskeleleri, defektlerin
rejenerasyonunda temel bir yontem haline gelmistir
(Baysan ve ark, 2023; Yang ve ark, 2024). Icsel
ozelliklerini gelistirmek, dejeneratif siirelerini kontrol

osteokondral onarimi  ve

etmek ve hiicre yapismasin ve farklilasmasini arttirmak

icin cok sayida iskele mimarisi ve olusum ydntemi
gelistirilmis ve test edilmistir (Baysan ve ark., 2022; Peng
ve ark, 2023), ancak ideal iskele tasarimi hala
tartismalidir (Ding ve ark., 2023). Ayrica iskele, histolojik
fiksasyonu, implantasyon sonrasi onarimi ve yenilenmeyi
onemli olciide etkiler (Cao ve ark., 2023; Sun ve ark,
2023). Calismamiz, tavsanlarin baski yaparak hareket
etmesini ve goreceli stabilizasyon saglayarak normal
glinlik yasama
tavsanlarda

doniislerini
mikro

kolaylastirdi. Bdylece
harekete izin vererek, kink
kaynamasinin saglanmasi hedeflendi.
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5. Sonug

Dogal bir selilloz kaynagi olmasi ve hidrofilik 6zellige
sahip olmasi nedeniyle skaffold olarak lif kabag: tercih
edilmistir. Elde edilen doku iskeleleri bu agidan uygun
olup, kemik kikirdak doku miihendisligi
gelistirilen yapilarla ayni biyouyumlu 6zelliklere sahiptir.

alaninda

Doku iskeleleri icin toksik oOzellik gdstermemis ve
hiicrelerin  ¢ogalmasini etkilemistir.
Gelistirilen bu doku iskeleleri, hiicrelerle birlikte klinik
ortamda yoluyla

olumlu yo6nde

saklanmasi ticari olarak da

kullanilabilir.

Katki Orani1 Beyam
Yazarin katki yiizdesi asagida verilmistir. Yazar makaleyi
incelemis ve onaylamistir.

B.U.
K 100
T 100
Y 100
VTI 100
VAY 100
KT 100
YZ 100
KI 100
GR 100
PY 100
FA 100

K= kavram, T= tasarim, Y= yonetim, VTI= veri toplama ve/veya
isleme, VAY= veri analizi ve/veya yorumlama, KT= kaynak
tarama, YZ= Yazim, KI= kritik inceleme, GR= gonderim ve
revizyon, PY= proje yonetimi, FA= fon alimi.
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