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ÖZET 

 

Dedeoğulları, E.S., Üç Boyutlu Biyoyazıcı ile Üretilen Gradyan Hidrojel Doku 

İskelesinin Tavşan Dizi Osteokondral Defekt Modelinde Rejenerasyon Etkisinin 

Araştırılması, Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Ortopedi ve Travmatoloji 

Anabilim Dalı Uzmanlık Tezi, Ankara, 2023. Doku mühendisliği osteokondral 

defektlerin (OKD) tedavisinde yaratıcı çözümler sunmaktadır. Üç boyutlu (3-B) 

biyoyazıcı teknolojisi sayesinde osteokondral dokuyu taklit edebilecek 

biyomalzemeler üretmek mümkündür. Bu tezin amacı 3-B biyoyazıcı ile üretilen doku 

iskelelerinin tavşan dizi OKD modeline implantasyonu ve iyileşmedeki etkinliğinin 

belirlenmesidir. Kitosan temelli doku iskelesi 3-B biyoyazıcı kullanılarak 

mikroekstrüzyon tekniğiyle gradyan yapıda üretilmiştir. Kıkırdak doku için peptit 

amfifilleri, kemik doku için nano-hidroksiapatit ve bor katkılı nano-hidroksiapatit 

kullanılmıştır. Rejeneratif etkinliği arttırmak için insan umbilikal kord mezenkimal 

kök hücreleri doku iskeleleri içerisine eklenmiştir. In-vivo deneylerde New Zealand 

White cinsi erkek tavşanlar kullanılmış olup negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK), 

hücresiz hidrojel gradyan iskele (HGİ) ve hücreli hidrojel gradyan iskele (h-HGİ) 

deney grupları oluşturulmuştur. Post-op 6. ve 12. hafta analizlerinde makroskobik 

skorlama, mikro BT ve histolojik değerlendirme kullanılmıştır. Makroskobik 

skorlamada 6. ve 12. haftalarda en düşük ortalama NK grubunda görülürken, en 

yüksek ortalama PK grubunda görülmüştür. On ikinci haftada HGİ ve h-HGİ grupları 

PK grubuna yakın sonuçlar vermiştir. HGİ ve h-HGİ gruplarının 12. haftada kemik 

hacmi/doku hacmi oranı ve kemik mineral dansitesi değerlerinin PK grubundan da 

yüksek olduğu görülmüştür. Histolojik incelemede; en iyi iyileşme bulguları PK 

grubunda ikinci olarak ise h-HGİ grubunda gözlenmiştir. h-HGİ grubunda hiyalin 

benzeri kıkırdak oluşumu gözlenmiştir ancak sonuçlar heterojendir. HGİ grubunda 

negatif kontrol grubuna kıyasla çok daha iyi kollajen sentezi görülmüştür. Sonuç 

olarak üretilen doku iskelesi OKD tedavisinde defekt dolumu açısından başarılı 

sonuçlar göstermiştir. MKH eklenerek iskelenin rejeneratif potansiyeli arttırılmıştır.  

 

Anahtar kelimeler; Osteokondral defekt, gradyan,  3-B yazıcı, doku iskelesi, tavşan 

TÜBİTAK 1003 Programı Proje No: 218E003 
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ABSTRACT 

 

Dedeogullari, E.S., Regenerative Effects of 3-D Bioprinted Gradient Hydrogel 

Scaffold in Rabbit Knee Osteochondral Defect Model, Hacettepe University 

Faculty of Medicine, Orthopaedics and Traumatology Thesis, Ankara 2023.  

Tissue engineering offers creative solutions in the treatment of osteochondral defects 

(OCD). Thanks to 3-D bioprinting technology, it is possible to produce tissue scaffolds 

that can mimic osteochondral tissue. The aim of this study is to implant the 3-D 

bioprinted scaffold into the rabbit knee OCD model and determine its effectiveness in 

healing. Chitosan-based tissue scaffold was produced in a gradient structure using 

microextrusion technique with a 3-D bioprinter. Peptide amphiphiles were used to 

mimic cartilage tissue, nano-hydroxyapatite and boron-doped nano-hydroxyapatite 

were used to mimic bone tissue. To increase regenerative efficiency, human umbilical 

cord mesenchymal stem cells were added to the scaffold. New Zealand White male 

rabbits were used in in-vivo experiments, and negative control (NK), positive control 

(PK), acellular hydrogel gradient scaffold (HGI) and cellular hydrogel gradient 

scaffold (h-HGI) experimental groups were formed. Macroscopic scoring, micro CT 

and histological evaluation were used in post-operative 6th and 12th week analyses. 

In macroscopic scoring, the lowest mean was seen in the NK group at the 6th and 12th 

weeks, while the highest mean was seen in the PK group. At the twelfth week, the HGI 

and h-HGI groups gave results similar to the PK group. It was observed that the bone 

volume/tissue volume ratio and bone mineral density values of the HGI and h-HGI 

groups were higher than the PK group at the 12th week. In histological examination; 

The best recovery findings were observed in the PK group and second in the h-HGI 

group. Hyaline-like cartilage formation was observed in the h-HGI group, but the 

results were heterogeneous. The HGI group showed much better collagen synthesis 

compared to the negative control group. As a result, the tissue scaffold produced 

showed successful results in terms of defect filling in the OCD treatment. By adding 

MSC, the regenerative potential of the scaffold was increased. 

 

Keywords; Osteochondral defect, gradient, 3-D printer, tissue scaffold, rabbit 

TUBITAK 1003 Program Project No: 218E003 
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1. GİRİŞ 

 

Osteokondral doku temel olarak iki kısımdan oluşmaktadır: subkondral kemik 

ve eklem kıkırdağı (1). Bu yapının yaralanması her yaş grubunda görülebilen bir 

durumdur. Yaralanma mekanizması değişiklik göstermekle birlikte akut travmalar, 

tekrarlayan mikro-travmalar, vasküler problemler ve yaşla birlikte görülen osteoartrit 

etiyolojide en sık karşılaşılan nedenlerdir. Bu patolojinin varlığı hastalarda ağrı, 

eklemde hareket kısıtlılığı, deformite gelişimi gibi semptomlara neden olabilir (2). 

Osteokondral defektlerin (OKD) tedavisi; yaş, defektin yeri, çapı ve derinliği 

gibi faktörlere göre değişiklik göstermektedir (3). Cerrahi tedavi seçenekleri palyatif, 

onarıcı ve restore edici olarak üç ana başlıkta toplanmaktadır (4). Artroskopik 

debridman, kondroplasti, lavaj gibi palyatif tedavilerde amaç hastada semptomatik 

iyileşme olup defektin olduğu bölgede yeni doku oluşumu indüklenmemektedir (5-7). 

Mikro kırık, abrazyon artroplastisi, subkondral ‘drilleme’ gibi onarıcı tedavi 

seçenekleriyle defekt bölgesinde yeni doku oluşumu ve iyileşme amaçlanmaktadır (8-

11). Osteokondral otogreft/allogreft transplantasyonu, mozaikplasti, otolog kondrosit 

implantasyonu gibi restore edici yöntemlerle defekt bölgesine sağlıklı kıkırdağın 

transferi veya kondrositlerin implantasyonu ile yeni kıkırdak oluşumu 

hedeflenmektedir (12-17).  Ancak bu yöntemlerle elde edilen tedavi başarısı sınırlıdır 

ve kendilerine göre dezavantajları vardır (3). Donör bölgede ağrı, enfeksiyon, kanama, 

cilt problemleri ve iyatrojenik kırık otogreft alırken karşılaşılabilecek 

komplikasyonlardandır. Allogreftin ise pahalı olması, kolay ulaşılabilir olmaması, 

hastalık taşıma riski olması, immün reaksiyona neden olma riski gibi dezavantajları 

mevcuttur. Bu nedenlerle OKD tedavisinde farklı seçeneklere ihtiyaç duyulmaktadır. 

Ara yüzey doku mühendisliğiyle üretilen doku iskeleleri bu alanda yenilikçi ve etkili 

çözümler getirmektedir (18). 

Doku mühendisliği bir dokunun veya organ sisteminin fonksiyonlarını 

yenileyen, koruyan veya iyileştiren biyolojik ikamelerin geliştirilmesinde, 

mühendislik ve yaşam bilimleri temel ilkelerini uygulayan disiplinler arası bir alandır 

(19). Son yıllarda doku mühendisliği sayesinde osteokondral doku onarımında umut 

vadeden seçenekler ortaya çıkmıştır (20). Günümüzde 3-B yazıcılar, genom 
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düzenleme teknolojileri, immün-modülasyon gibi gelişmeler sayesinde doku 

mühendisliği daha da gelişim göstermektedir.  

Birçok farklı dizaynda osteokondral doku iskelesi mevcuttur: monofazik, 

bifazik, multi-fazik ve gradyan sistemler (21). Bunlar arasında bifazik doku iskeleleri 

yüzeydeki kıkırdak dokuyu ve derindeki kemik dokuyu taklit etmeleri nedeniyle doku 

yenilenmesinde oldukça etkilidir. Ancak bifazik doku iskelelerinde zaman zaman 

instabilite ve çevre dokuya yeterince entegre olamama gibi sorunlarla 

karşılaşılmaktadır. Bu nedenle her katmana uyum sağlamayı amaçlayan gradyan 

sistemler geliştirilmektedir (22).  

3-B yazdırma sürecinde doğru materyal (biyo-mürekkep) seçimi çok önemlidir 

(23). Kullanılan materyallerin biyo-uyumlu olmalarının yanı sıra istenilen mekanik ve 

fonksiyonel özellikleri de sergilemeleri gerekmektedir. Aynı zamanda 3-B yazdırma 

sürecine de uygun olmalıdır. Üç boyutlu yazıcılarda çoğunlukla doğal polimerler 

(aljinat, jelatin, kollajen, kitosan, fibrin ve hyaluronik asit vb.) veya sentetik 

moleküller (polietilen glikol, PEG vb.) kullanılmaktadır (24). Doku iskelesi 

üretiminde entegre edilecek hücrenin seçimi de dikkat edilmesi gereken diğer bir 

faktördür. Temel olarak kullanılan hücreler progenitör ve farklılaşmış hücreler olarak 

iki ana grupta toplanır. Mezenkimal kök hücreler progenitör gruba, kondroblast ve 

osteoblastlar ise farklılaşmış hücre grubuna örnek olarak verilebilir. Her iki hücre 

grubunun da başarılı olduğunu belirten yayınlar mevcuttur (25-27).  

Doku mühendisliğinde üretilen yeni materyallerin klinik kullanım öncesinde 

güvenilirlik, uygulanabilirlik ve etkinlik açısından hayvanlarda denenmesi 

gerekmektedir. Klinik çalışmalar öncesinde uygun hayvan modellerinde insan 

semptomlarının simüle edilmesi çok önemlidir. OKD modellerinde eklem hacminin 

cerrahiye uygun olması nedeniyle sıklıkla tavşan diz eklemi tercih edilmektedir (28). 

Proje kapsamında 3-B biyoyazıcı ile üretilen hidrojel gradyan doku iskelesinde 

biyomürekkep olarak subkondral kısımda bor-katkılı nano-hidroksiapatit (B-nHAp) 

içeren kitosan, kıkırdak kısımda peptit amfifil (PA) kullanılmıştır. Gradyan yapının 

gereği olarak subkondral kemikten kalsifiye kıkırdağa doğru gidildikçe 

biyomürekkepteki B-nHAp oranı azalırken, kalsifiye kıkırdaktan yüzey kıkırdağa 

gidildikçe PA oranı artış göstermiştir. Ayrıca kondrojenik, osteojenik ve adipojenik 

faklılaşma potansiyeli bulunması ve kolay ulaşılabilir olması nedeniyle insan 
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umbilikal kord mezenkimal kök hücreleri (hUC-MKH) iskeleye eklenmiştir (25). 

Çalışmamızın amacı özgün nitelikleri olan gradyan doku iskelesinin tavşan dizi OKD 

modelindeki iyileşme etkinliğinin radyolojik ve histolojik olarak araştırılmasıdır. 

Hipotezimiz, hidrojel iskele gruplarının OKD dolumunda etkili olacağı, iyileşme 

dokusunun çevre sağlıklı doku morfolojisine benzeyeceği, niceliksel testlerde negatif 

kontrol grubundan daha yüksek değerler, pozitif kontrol grubuna ise yakın değerler 

göstereceği yönündedir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1.  Osteokondral Doku 

Osteokondral ünite; üstte eklem kıkırdağı, ortada kıkırdak-kemik arayüzü ve 

altta subkondral kemikten oluşmaktadır (1). Kıkırdak kısım da kendi içinde 4 

tabakadan oluşmaktadır: yüzeyel bölge, orta bölge, derin bölge ve kalsifiye bölge. 

Kalsifiye ve kalsifiye olmayan bölge tidemark denilen sınırla ayrılmaktadır. 

Subkondral kemik ise subkondral kemik plağı ve trabeküler kemik olmak üzere iki 

kısımdan oluşmaktadır (Şekil 2.1).  

 

 

Şekil 2.1. Osteokondral dokunun yapısı, (1)’den değiştirilmiştir. 
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2.1.1. Eklem Kıkırdağı 

Eklem kıkırdağı temel olarak hiyalin kıkırdak yapısındadır. Hücre dışı matriksi 

tip II kollajen fiberler, proteoglikanlar ve sudan oluşmaktadır (29). Tip II kollajen 

dışında, az miktarda tip VI, IX, XI kollajen de bulunmaktadır. Proteoglikanlar temelde 

agrekan bileşiklerinden oluşmaktadır. Bileşikler hyaluronan zincirleri ve agrekan 

monomerlerinden oluşur (Şekil 2.2). Keratan sülfat ve kondroitin sülfat gibi 

glukozaminoglikan (GAG) zincirleri ve bazı proteinler de monomerlere bağlı haldedir. 

GAG zincirleri negatif yüklü olmaları nedeniyle hücre dışı matrikste su tutarak eklem 

kıkırdağının dayanıklılığına katkı sağlar (30, 31). Matür kıkırdak dokusu damar ve 

sinir yapıları içermemektedir, sinoviyal sıvı tarafından beslenmektedir. 

Eklem kıkırdağındaki 4 tabaka farklı matriks içeriğine sahiptir. Yüzeyel 

tabakada paralel dizilen yassı kondrositler ve yüksek kollajen miktarı (tip II ve IX) 

pürüzsüz bir eklem yüzü sağlamaktadır (1). Bu tabaka sinoviyal sıvı ile temas halinde 

olup kıkırdağın, eklem hareketleri sırasında oluşan makaslama, gerim ve kompresyon 

gibi güçlere dayanmasında katkı sağlar (32). Orta tabaka yüzeyel ve derin tabaka 

arasında anatomik ve fonksiyonel bir köprü görevi görmektedir. Eklem kıkırdağının 

hacminin %40-60’ını oluşturan orta tabakadaki düzensiz kollajen fibrilleri ve 

kondrositler sayesinde kompresif güçlere direnç göstermektedir (32). Derin tabakada 

ise yuvarlak kondrositler ve dikey yerleşimli kollajen fibrilleri bulunmaktadır (1). Bu 

sayede kompresif güçlere en çok direnç gösteren tabakadır. En kalın kollajen fibrilleri, 

en yoğun proteoglikan konsantrasyonu ve en düşük su oranı derin tabakadadır (32). 

Kıkırdaktan subkondral kemik dokusuna geçerken ince bir kalsifiye kıkırdak 

tabakası mevcuttur. Tidemark derin tabakayla kalsifiye kıkırdak tabakasını ayıran 

sınırdır. Kalsifiye kıkırdak tabakası derin tabakadaki kollajen fibrillerini subkondral 

kemiğe bağlama görevini üstlenir  (1). Bu tabakada hücre yoğunluğu az olup 

kondrositler hipertrofiktir.  
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Şekil 2.2. Eklem kıkırdağı hücre dışı matriksi (33). 

 
2.1.2. Subkondral Kemik 

Yapısındaki subkondral kemik plağı daha kompakt yapıda olup kalsifiye 

kıkırdak tabakasına komşudur. Trabeküler kemik ise medüller kanala yakın olup 3-

boyutlu (3-B) yapısında organize trabeküler yapılar içermektedir. Aralarda ise kemik 

iliği ve damarlar bulunmaktadır. Subkondral kemiğin temel görevi yükü eklemden 

kemiğe aktarmak ve kıkırdağa destek olmaktır (1). Bu süreçte subkondral kemik plağı 

yapısal destek sağlarken, trabeküler kemik elastisite ve şok emilimi sağlamaktadır 

(34).  

Subkondral kemik organik ve inorganik moleküllerden oluşmaktadır. Organik 

kısımda temel olarak tip I kollajen, proteoglikanlar, GAG’lar ve su bulunmaktadır. 

İnorganik kısımda ise büyük oranda hidroksiapatit kristalleri bulunmaktadır. Organik 

moleküller yapıya elastisite sağlarken, inorganik hidroksiapatit katılık sağlamaktadır 

(35).  
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2.2.  Osteokondral Doku Fizyolojik Özellikleri 

Osteokondral ünitenin kendine has gradyan yapısı ekleme birçok fonksiyonel 

özellik kazandırmaktadır. Eklem kıkırdak yüzünden kemiğe doğru; tip I kollajen ve 

hidroksiapatit miktarı kademeli artar, tip II kollajen ve su miktarı azalır, kompresyon 

ve elastik modülus artar, hidrostatik basınç ve viskoz modülus azalır, kan damarları, 

geçirgenlik ve porozite artar, difüzyon potansiyeli azalır, glikoz ve oksijen artar (Şekil 

2.3) (1). 

 

 

Şekil 2.3. Osteokondral ünitenin gradyan yapısı ve fizyolojik özellikleri (35). 

  

2.3.  Osteokondral Defektler (OKD) 

Osteokondral yapının parsiyel veya tam kat defektleri her yaşta 

görülebilmektedir. Bu defektlerin oluşumunda akut travmalar, tekrarlayan mikro-

travmalar, vasküler olaylar ve özellikle yaşlanmayla görülen dejeneratif süreçler 

başlıca nedenlerdendir (36). Kıkırdak dokunun avasküler olması nedeniyle bu 

defektlerin spontan iyileşmesi oldukça zordur (37). Defektin çapına ve derinliğine göre 

klinikte uygulanan farklı tedavi yöntemleri mevcuttur. Outerbridge sınıflaması eklem 

kıkırdak hasarının boyutuna ve derinliğine göre yapılan bir sınıflama olup tedavide yol 

göstericidir (38, 39). Bu sınıflamada; evre 0 sağlıklı kıkırdak, evre 1 kıkırdakta 
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yumuşama ve şişme, evre 2 defekt kıkırdakta sınırlı ve çapı 1.5 cm’den küçük, evre 3 

defekt kıkırdakta sınırlı ve çapı 1.5 cm’den büyük, evre 4 subkondral kemiğe uzanan 

defekt şeklinde tarif edilmiştir (Şekil 2.4). 

 

 

Şekil 2.4. Outerbridge sınıflaması (39, 40). 

 
2.4.  Osteokondral Defektlerin Tedavisi 

Günümüzde OKD tedavisinde debridman/kondroplasti, mikro-kırık, otolog 

kondrosit implantasyonu, otogreft/allogreft kıkırdak transplantasyonu gibi cerrahi 

yöntemler kullanılmaktadır.  

Kondroplastide defekt debride edilerek sınırları pürüzsüz hale getirilir. Bu 

yöntemde amaç sürtünmeyi azaltarak semptomatik rahatlama sağlamaktır. Kanıt 

düzeyi yetersiz olmakla birlikte daha çok evre 2-3 defektlere uygulanması 

önerilmektedir (5). Kıkırdak dokusunun iyileşmesi amaçlanmamaktadır.  

Mikro-kırıkta amaç subkondral kemikte delikler açarak kemik iliğini uyarmak 

ve mezankimal kök hücrelerin yüzeye çıkmasını sağlamaktır (41). Bu şekilde defektte 

kemik ve fibröz kıkırdak benzeri bir iyileşme dokusu olmaktadır. Ancak fibröz 

kıkırdak, hiyalin kıkırdağın mekanik özelliklerini göstermemektedir. Bu yöntemle 

erken dönemde semptomatik rahatlama olabilmesine rağmen uzun dönemde etkili 

olmamaktadır. On sekiz çalışmadan 1830 kondral defektin dahil edildiği bir 

derlemede, mikro-kırık sonrası başarısızlık oranı 5 yılda %11-27, 10 yılda %6-32 

olarak belirtilmiştir (42). Bu derlemedeki 2 çalışma kontrol artroskopisi (second-look) 
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sonuçlarını bildirmiş olup defekt alanında iyi entegrasyon gösteren fibröz kıkırdak 

doku gözlenmiştir. Mikro-kırık küçük defektler ve post-operatif beklentisi düşük 

hastalar için önerilmektedir (9). 

Osteokondral otogreft transplantasyonu ve mozaikplasti gibi yöntemlerle 

defektin, yük taşımayan anatomik bölgelerden (lateral femoral kondil gibi) alınan oto-

greftlerle doldurulması mümkündür. Bu yöntemlerle defekt direkt olarak hiyalin 

kıkırdak dokusuyla kapanmış olur ancak aralarda kalan boşluklar çoğunlukla fibröz 

kıkırdak dokusuyla dolmaktadır. Doğru hasta seçimiyle uzun dönemde başarılı 

olabilen bir tedavi yöntemidir. Kırk hastalık randomize kontrollü bir çalışmada; 18-50 

yaş arası hastalarda femoral kondil veya trokleada, 2-6 cm2 büyüklüğünde, 

semptomatik, tam kat kondral defektlerde mikro-kırık ve mozaikplasti cerrahilerinin 

sonuçlarını karşılaştırmışlardır (13). Beş, on ve minimum on beş yıllık takip 

periyotlarında Lysholm diz skorlarında mozaikplasti yapılan grupta mikro-kırık 

yapılan gruba göre anlamlı düzeyde daha yüksek skor artışı gözlenmiştir. Özellikle 40 

yaş üstü, kadın, 3 cm2’den büyük defektler başarıyı olumsuz etkileyen faktörlerdir 

(43). Cerrahi tekniğin zor olması, donör bölgede morbiditeye (ağrı, enfeksiyon, kırık 

gibi) sebep olabilmesi bu tedavinin dezavantajlarındandır.   

Özellikle büyük defektlerin doldurulmasında osteokondral allo-greftler de bir 

seçenektir. Taze, taze donmuş, kriyo kadavra dokuları kullanılabilmektedir. Kriyo ve 

taze donmuş dokuların dondurulması işlemleri kondrositlerin büyük çoğunluğunun 

kaybına neden olabilmektedir (43). Kısa raf ömrü ve pahalı olması da bu yöntemin 

diğer dezavantajlarındandır.   

Otolog kondrosit implantasyonu ise iki aşamalı bir prosedürdür. İlk aşamada 

sağlıklı kıkırdak dokusundan biyopsi alınarak kondrositler işleme tabi tutulmaktadır. 

Hücre kültüründe büyütülen kondrositler ortalama 4 hafta sonra defekte enjekte 

edilmektedir (44). Kondrositlerin defekt bölgesinde kalmaları için de biyolojik bir örtü 

kullanılmaktadır. Bu tekniğin ilk jenerasyonunda periost örtüsü kullanılmaktayken 

ikinci jenerasyonda hayvan kaynaklı kollajen zarlar kullanılmaya başlanmıştır. 

Üçüncü jenerasyon teknikte, MACI (matrix induced chondrocyte implantation), ise 

kondrositler in-vitro ortamda kollajen matriksle birleştirilmektedir. MACI, evre 3-4, 2 

cm2‘den büyük defektler için önerilmektedir (3). Otolog kondrosit implantasyonu 

tekniklerin gelişmesiyle daha başarılı hale gelmektedir. İkinci ve üçüncü jenerasyon 
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otolog kondrosit implantasyonlarını karşılaştıran bir çalışmada, iki yöntemde de 

fonksiyonel skorlarda anlamlı artış, 1 yıl sonra yapılan kontrol artroskopide iyi-

mükemmel ICRS skorları ve alınan biyopsilerde %36-44 hiyalin kıkırdak oluşumu 

elde edildiği bildirilmiştir (45). Ancak uzun dönem sonuçlarını gösteren kanıt düzeyi 

yüksek çalışmalara ihtiyaç vardır. Yöntemin 2 kere cerrahi işlem gerektirmesi, pahalı 

olması, her merkezde uygulanabilir olmaması dezavantajları arasındadır.  

OKD tedavisinde bir diğer tedavi seçeneği ise biyo-materyallerin 

kullanılmasıdır. Günümüzde seçilmiş hasta gruplarında kullanımda olan birkaç farklı 

tasarım ve içerikte biyomalzeme mevcuttur (46). Verdonk ve ark. 38 hastalık vaka 

serisinde, tip I kollajen ve hidroksiapatit içeren trifazik bir iskele olan MaioRegen’in 

(Fineramica, Italy) sonuçlarını paylaşmıştır (47). İki yıllık takipte tatmin edici klinik 

sonuçlar ve MRG’de defektte dolum olduğunu, %5,3 hastada başarısızlıkla 

sonuçlandığını belirtmişlerdir. Aynı iskeleyle yapılan başka bir çalışmada 2.5 yıllık 

takipte %20 başarısızlık oranı, yetersiz kıkırdak ve kemik onarımı bildirilmiştir (48). 

Klinik kullanımda olan başka bir doku iskelesi Agili-C (CartiHeal, Israel) hücre 

içermeyen aragonit bazlı bir iskeledir (46). Kon ve ark. Agili-C  ile yaptıkları kontrollü 

klinik çalışmada 12 aylık takip sonunda %84 hastada defektin ¾’ünün dolduğunu 

belirtmişlerdir (49). Kullanımda olan sınırlı sayıdaki doku iskelesinin her yerde 

ulaşılabilir olmaması, pahalı olması, çelişkili ve az sayıda klinik sonuçlarının olması 

gibi dezavantajları mevcuttur. 

OKD’lerin çapına, derinliğine ve hasta özelliklerine göre birçok farklı tedavi 

yöntemi mevcuttur. Ancak her yöntemin kendi için dezavantajı olması araştırmacıları 

sürekli yeni tedavi yöntemleri bulmaya itmiştir. Doku mühendisliği osteokondral 

defektlerin tedavisinde umut verici bir yöntem olarak son yıllarda giderek 

yaygınlaşmaktadır.  

 

2.5.  Osteokondral Doku Mühendisliği 

Osteokondral doku mühendisliği bileşenleri temel olarak doku iskeleleri, 

hücreler ve biyoaktif moleküllerden oluşmaktadır: 
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2.5.1. Doku İskeleleri 

Doku iskeleleri monofazik, bifazik veya trifazik olabilmektedir. Monofazik 

iskeleler homojen karakter göstermekteyken, bifazik ve trifazik iskelelerle subkondral 

kemik ve kıkırdağın farklı özellikleri taklit edilmeye çalışılmaktadır (Şekil 2.5). 

Monofazik iskeleler tek bir materyalden oluşup yapısı homojendir. Ayrıca tek 

fazlı iskelelerde tek bir çeşit hücre ve/veya biyoaktif molekül olup yapısı fiziksel, 

kimyasal ya da biyolojik içeriği malzeme boyunca değişiklik göstermez (21). Doğal 

osteokondral dokunun her katmanda farklı mikro-çevreye sahip olduğu dikkate 

alındığında monofazik iskelelerle kısıtlı bir iyileşme sağlanabilmektedir. Chu ve ark. 

(50) tavşan osteokondral modelinde perikondrosit yüklü PLA (polilaktik asit) 

monofazik iskele kullanmışlar ve uzun dönem sonuçlarını yayınlamışlardır. Bu 

çalışma sonunda defekt büyük ölçüde kıkırdak benzeri bir iyileşme dokusuyla 

dolmuştur. Ancak subkondral kemik katmanında yeterli mikro çevre oluşmamıştır.  

Bifazik ve multi-fazik doku iskeleleriyle osteokondral yapının farklı tabakaları 

taklit edilmeye çalışılmaktadır. Bu tasarımlarda kıkırdak doku için yumuşak 

polimerler ve hidrojeller kullanılabilmektedir. Subkondral kemik doku için ise katı 

materyaller tercih edilebilir (1). Günümüzde farklı dizayn ve içeriğe sahip birçok 

bifazik ve multi-fazik doku iskelesi üretilmektedir ve bir kısmı umut vadeden sonuçlar 

vermiştir.  Chen ve ark. (51) tarafından üretilen bifazik doku iskelesi başarılı sonuçlar 

vermiştir. Bu iskelede üst katmanda kollajen, alt katmanda ise kollajen/PLGA 

(poli(laktik-ko-glikolik asit)) kullanılmıştır. Aynı zamanda kemik iliği kökenli 

mezankimal kök hücreler (BM-MKH) iskeleye eklenmiştir. Çalışma sonunda defekt 

bölgesinde oluşan iyileşme dokusunun pürüzsüz bir yüzey oluşturduğu ve çevre 

dokuya entegre olduğu görülmüştür. Histolojik incelemelerde de kıkırdak ve kemik 

katmanlarında çevre dokulara benzer iyileşme dokuları oluştuğu görülmüştür.  

Osteokondral ünitenin biyolojisinin daha iyi anlaşılmasıyla doku iskeleleri de 

bu yönde geliştirilmeye çalışılmaktadır. Son yıllarda osteokondral ünitenin yapısı 

boyunca gösterdiği kademeli değişime uyum sağlayacak gradyan doku iskeleleri 

geliştirilmeye çalışılmaktadır. Gradyan doku iskelelerinde temel olarak fiziksel 

yapısının, içeriğinin veya biyoaktif molekül dozlarının malzeme boyunca süreklilik 

içerecek şekilde değişim göstermesi amaçlanmaktadır. Örneğin gözenek büyüklüğü 

kıkırdaktan kemiğe geçerken azalma gösterebilmektedir. Büyük gözenekler 
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kondrogenez için daha uygun ortam sağlarken, küçük gözenekler ise kemik dokuda 

daha iyi mekanik stabilite sağlamaktadır (52, 53). Radhakrishnan ve ark. (54) 

tarafından geliştirilen nHAp/ChS-NPs (nano-hidroksiapatit/Kondroitin sülfat nano-

partikülleri) gradyan hidrojel, hiyalin kıkırdak iyileşmesinde ve subkondral kemik 

mineralizasyonunda başarılı sonuçlar göstermiştir. 

 

 

Şekil 2.5. Doku iskelesi dizaynları. 

 
2.5.2. Hücreler 

Kıkırdak dokunun kendini tamir edebilme yeteneği çok kısıtlıdır (55). 

Dokunun rejenerasyon kapasitesini arttırabilmek için doku iskelesi modellerine 

mezenkimal kök hücrelerin (MKH) eklenmesi birçok çalışma tarafından 

önerilmektedir (56-59). Osteokondral doku iskelelerinde genellikle iki tip hücre 

kullanılmaktadır: progenitör ve farklılaşmış hücreler (21). Progenitör (öncül) hücreler, 

kök hücreler olup birçok farklı hücre tipine farklılaşma potansiyeline sahiptir. 

Farklılaşmış hücreler ise matür dokunun temel hücrelerini oluşturma yeteneğine sahip 

hücrelerdir; kıkırdak için kondroblastlar, kemik için osteoblastlar örnek olarak 

verilebilir.  

Doku mühendisliğinde kullanılabilecek birçok hücre kaynağı mevcuttur: 

eklem kıkırdağından elde edilen kondrositler, kemikten elde edilen osteoblastlar, 

kemik iliği kökenli kök hücreler, umbilikal kord kökenli kök hücreler, eklem sıvısı 
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kökenli kök hücreler, vb. (21). Bu hücre kaynakları allogreft kaynaklı olabileceği gibi 

ksenogreft kaynaklı da olabilmektedir. Literatürde kondrosit kullanılan osteokondral 

doku iskeleleriyle başarılı sonuçlar elde edilmiştir (60). Ancak kondrosit elde etme 

işleminin zahmetli olması, elde edilen hücre sayısının az olması, çoğalma yeteneğinin 

düşük olması nedeniyle MKH kullanımı giderek yaygınlaşmıştır (61). MKH 

kondrojenik, osteojenik, adipojenik farklılaşma ve yüksek proliferasyon kapasitesine 

sahiptir. Ayrıca lokal biyokimyasal uyarıcılara cevap vererek doku iyileşmesi için 

gerekli büyüme faktörlerini üretebilmektedir (61). Duan ve ark. (62) ürettikleri PLGA 

bazlı bifazik iskelede, tavşan BM-MKH kullanmışlardır. Oluşturdukları tavşan OKD 

modelinde iskeleleri implante etmişlerdir. Yirmi dört haftalık takip süresi sonunda 

hücre içeren doku iskelesi kullanılan grupta histolojik skorlar sağlıklı dokuya yakın 

bulunmuştur.   

Son zamanlarda non-invaziv elde edilebilmesi, çok sayıda hücre içermesi ve 

hipo-immünojenik özellikleri nedeniyle insan umbilikal kord mezankimal kök 

hücreleri (hUC-MKH) de kullanılabilmektedir (63). Park ve ark. (64) ürettikleri 

hyaluronik asit temelli hidrojelde hUC-MKH kullanmışlardır. On altı haftalık takip 

sonrası hücreli hidrojellerde hücresizlere göre daha üstün doku rejenerasyonu 

görülmüştür.  

 

2.5.3. Biyoaktif Moleküller 

Kemik ve kıkırdak dokusunun yenilenmesi sürecinde biyoaktif moleküller 

hücre bölünmesini, migrasyonunu, farklılaşmasını ve matürasyonunu uyarır. Bu 

nedenle çeşitli biyoaktif moleküller doku mühendisliğinde sıklıkla 

kullanılmaktadırlar. Mineraller, biyolojik büyüme faktörleri, hücre içi sinyal 

molekülleri biyoaktif moleküllere örnek olarak verilebilir (1).  

Wang ve ark. (65) tarafından ex-vivo şartlarda yüksek doz Mg+2 iyonlarının 

kök hücrelerde kondrogenezi ve osteogenezi uyardığı gösterilmiştir. Birçok çalışmada 

büyüme faktörlerinin osteokondral doku iyileşmesinde etkili olduğu bulunmuştur. 

İnsülin benzeri büyüme faktörü (IGF), kemik morfogenik proteinleri (BMP), 

fibroblast büyüme faktörü (FGF), transforme edici büyüme faktörü (TGF) literatürde 

kullanılan bazı biyoaktif moleküllerdendir. Gugjoo ve ark. (66) yaptıkları çalışmada 

IGF-1 ve TGF-𝛽1 içeren hidrojelleri tavşan OKD modeline yerleştirmişlerdir. 
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Büyüme faktörü içeren grupta oluşan iyileşme dokusunun proteoglikan miktarı, hücre 

dizilimi ve subkondral kemik oluşumu açısından gelişme gösterdiğini belirtmişlerdir.   

Kemik, temel olarak hidroksiapatit, tip I kollajen ve diğer suda çözünmüş 

organik moleküllerden oluşan; kompleks ve hiyerarşik bir yapıya sahiptir. 

Hidroksiapatit kemiğin ana inorganik bileşenidir. Kimyasal olarak sentezlenen nano-

hidroksiapatit (nHAp) ise biyo-uyumlu olması ve kemiğe yüksek oranda entegre 

olabilmesi nedeniyle kemik ilişkili doku mühendisliğinde sıkça kullanılmaktadır (67).  

Ancak kırığa karşı düşük direnç, düşük yorulma dayanımı ve kırılganlık gibi mekanik 

özellikleri hidroksiapatitle ilgili karşılaşılan problemlerdendir. nHAp/polimer bazlı 

bileşikler bu problemlere etkili çözümler getirebilmektedir (68). nHAp/kitosan bileşiği 

kemik doku mühendisliğinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Kitosanın por oluşturma, 

anyonlara bağlanma, anti bakteriyel ve biyo-çözünür özellikleri birçok çalışmada 

gösterilmiştir. Bunların yanında nHAp/kitosan bileşikleri daha güçlü mekanik 

özellikler göstererek doğal kemik yapısını taklit edebilmektedir (67). Tamai ve ark. 

(69) hidroksiapatit/poli-d, l-laktik asit (PLA)/polietilen glikol (PEG)/kemik 

morfogenetik protein 2 (BMP-2) içeren doku iskelesini tavşan OKD modeline 

yerleştirmiştir. Altıncı haftada defektte tama yakın iyileşme bildirmişlerdir. Bu 

çalışmada erken dönemde bile hidroksiapatit doku iskelenin porları içinde belirgin 

kemik doku oluşumu gözlenmiştir. Başka bir in-vivo çalışmada nHAp/kitosan bileşiği 

yalnızca kitosan içeren iskeleye göre daha üstün kemik iyileşmesi sağlamıştır (70). Bu 

çalışmada da tavşan OKD modeli kullanılmıştır.  

Bor da osteokondral doku iskelesi üretiminde kullanılabilecek biyoaktif bir 

maddedir. Gök ve ark. (71) tarafından yapılan bir çalışmada tavşan OKD modelinde 

eklem içi borik asit enjeksiyonunun etkileri incelenmiştir. Tedavi grubunda kontrol 

grubuna göre hem makroskobik hem de mikroskobik analizlerde daha iyi iyileşme 

gözlenmiştir. Başka bir çalışmada ise borun OKD uygulamalarındaki antioksidan 

etkisi vurgulamıştır (72). Gümüşderelioğlu ve ark. (73) bor katkılı kitosan nano-

partikülleri içeren doku iskelesiyle yaptıkları çalışmada, borun pre-osteoblastik 

hücrelerde farklılaşmayı ve çoğalmayı uyararak osteoindüktif özellik gösterdiğini 

gözlemlemişlerdir. Başka bir çalışmada ise bor katkılı nHAp kaplı kitosan doku 

iskelelerinin in vitro özellikleri incelenmiştir (74).  Hücre kültür deneyleri sonucunda 

iskeleden salınan borun öncü hücrelerde çoğalmayı ve osteoblastik farklılaşmayı 
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arttırdığı belirtilmiştir. In-vivo şartlarda yapılan bir çalışmada ise sıçanlarda parietal 

kemik defekti oluşturularak farklı içeriklerdeki hidrojeller implante edilmiştir (75). 

İyileşme makroskobik, histolojik ve mikro BT ile değerlendirilmiştir. Dört aylık takip 

süresinin sonunda bor katkılı nHAp içeren hidrojel grubunda en yüksek oranda 

mineralize matriks oluşumu ve histolojik iyileşme skoru bildirilmiştir. 

 

2.6.  Osteokondral Doku Mühendisliğinde 3-B Biyoyazıcı Kullanımı 

3-B biyoyazdırma, biyolojik yapıların katman katman üretimi için 

“biyomürekkep (bioink)” denilen materyalleri kullanan eklemeli (additive) bir üretim 

çeşididir. Biyomürekkepler biyo-uyumlu olup hücreler, büyüme faktörleri, 

biyomolekülleri içerebilmektedir (1). Son yıllarda 3-B biyoyazdırma doku 

mühendisliği alanında giderek geniş yer bulmaktadır. Konvansiyonel üretim 

yöntemlerine kıyasla, osteokondral doku iskelelerine 3-B biyoyazdırmayla doğal doku 

içeriğine ve fiziksel yapısına benzer özellikler kazandırılmaktadır.  

3-B biyoyazdırma için temel olarak üç farklı yaklaşım mevcuttur: Biyo-

mimetik, otonom montaj, mini-doku yapı blokları. 

 

2.6.1. Biyo-mimetik (Biomimicry) 

Bu yöntemde doku veya organ sistemlerinin hücresel ve hücre dışı özelliklerini 

taklit etmek amaçlanır. Bu yöntemin başarılı olması için dokuların mikro düzeyde 

taklit edilmesi önemlidir. Bu nedenle mikro-çevreyi, fonksiyonel ve destek 

hücrelerini, hücre dışı matriksin elemanlarını iyi anlamak gerekmektedir. Fizyolojik 

olarak doğal dokulara benzerlik gösteren biyomateryaller bu yöntemle üretilmektedir 

(76). 

 

2.6.2. Otonom Montaj (Autonomous self assembly) 

Bu yöntemde embriyolojik organ gelişimi rehber olarak kullanılır. Öncü 

hücreler uygun hücre sinyalleriyle kendi hücre dışı matriksini üretmektedir ve 

fonksiyonel hale gelmektedir. Otonom montaj yöntemine, öncü hücreleri içeren 

kürelerin kullanılarak histogenez indüklenmesi örnek olarak verilebilir (77). 
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2.6.3. Mini-doku Yapı Blokları 

Bu yöntemde organların en küçük fonksiyonel birimlerinin, örneğin: böbrek 

nefronu, üretilmesi amaçlanmaktadır. Daha sonra üretilen mini-dokular birleştirilerek 

büyük organ sistemlerinin oluşturulması amaçlanmaktadır. Üretilen vasküler yapıların 

sonrasında birleştirilerek geniş bir vasküler ağ oluşturulması bu yönteme örnek olarak 

verilebilir (78). 

3-B biyoyazdırma işlemi temelde 5 aşamadan oluşmaktadır: 

1) 3-B görüntüleme (MRG, BT, vb.): Üretilecek dokunun tam olarak boyut ve 3-

B yapısı bu şekilde elde edilmektedir. 

2) 3-B modelleme: Üretilecek dokunun 3-B modeli yazılım yardımıyla çizilerek 

3-B biyoyazıcıya uyumlu formata getirilmektedir.  

3) Biyomürekkep üretimi: Biyomürekkepler genellikle bir biyo-uyumlu 

malzeme, hücreler ve biyoaktif moleküllerden oluşmaktadır.  Üç boyutlu 

yazdırma sürecinde doğru materyal (biyomürekkep) seçimi çok önemlidir. 

Kullanılan materyallerin biyo-uyumlu olmalarının yanı sıra istenilen mekanik 

ve fonksiyonel özellikleri de sergilemeleri gerekmektedir. Aynı zamanda 3-B 

biyoyazdırma sürecine de uygun olmalıdırlar (1). Üç boyutlu biyoyazıcılarda 

çoğunlukla doğal polimerler (aljinat, jelatin, kollajen, kitosan, fibrin ve 

hyaluronik asit vb.) veya sentetik moleküller (polietilen glikol, PEG vb.) 

kullanılmaktadır. Doğal polimerlerin avantajı hücre dışı matrikse benzerlik 

göstermeleri ve kendiliğinden biyoaktif olmalarıdır. Sentetik polimerlerin ise 

amaca yönelik olarak spesifik fiziksel özellikleri ayarlanabilmektedir. Ancak 

biyo-uyumluluklarının düşük olması, toksik yıkım ürünleri oluşturmaları ve 

biyo-çözünme sırasında mekanik özelliklerini kaybetmeleri dezavantajları 

arasındadır (79). 

4) Yazdırma: 3-B biyoyazıcılar yazılıma yüklenen dizayna uygun şekilde viskoz 

sıvı kıvamındaki biyomürekkebi katman katman işlemektedir. Birçok farklı 

türde 3-B biyoyazıcı mevcuttur. Bunlar; inkjet, mikro-ekstrüzyon, lazer 

destekli yazıcı olarak sıralanabilir (Şekil 2.6). 

Inkjet biyoyazıcılar birçok alanda yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Belirli hacimdeki sıvı, kontrollü olarak damlacık halinde yazdırılmaktadır. 

Damlama için termal veya akustik kuvvetler kullanılabilmektedir. Ucuz ve 
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kolay ulaşılabilir olması, yüksek çözünürlükte hızlı yazdırma yapabilmesi 

inkjet sistemlerinin avantajlarındandır (79). Ayrıca damlacıkların boy ve 

yoğunlukları değiştirilerek katmanlar arasında gradyan geçiş sağlamak da 

mümkün olabilmektedir. Materyal ve hücreleri termal ve mekanik strese maruz 

bırakması, damlacıkların farklı boyutlarda olabilmesi, nozülün sık tıkanması 

bu biyoyazıcıların dezavantajlarındandır.  

Ekstrüzyon biyoyazıcılar damlama sistemi yerine biyomürekkebin 

sürekli akışıyla çalışmaktadır. Ekstrüzyon genellikle pnömatik veya mekanik 

(piston veya vida) dağıtıcılarla sağlanmaktadır (79). Pnömatik sistemlerdeki 

sıkıştırılmış gaz hacmine ulaşmada gecikmeler olabileceği için mekanik 

sistemler akış üzerinde daha direkt kontrol sağlayabilmektedir. Bazı 

modellerdeki çoklu yazdırma başlıkları sayesinde aynı anda birden fazla 

biyomateryal kullanılabilmektedir (80). Ekstrüzyon tabanlı biyoyazıcıların en 

büyük avantajı yüksek hücre yoğunluğuyla ve yüksek viskozitedeki 

biyomürekkeplerle yazdırma yapabilmesidir. Basıncın düşürülmesi ve nozül 

çapının büyütülmesiyle hücre canlılığı da arttırılabilmektedir (81). 

Lazer destekli biyoyazıcılar biyomürekkebin ilerletilmesinde bir lazer 

kaynağı kullanmaktadır. İlk olarak metallerin ilerletilmesi için geliştirilen bu 

sistem, biyolojik materyallere de uygulanmaya başlanmıştır (82). Bu sistemle 

yüksek çözünürlükte yazdırma yapmak mümkündür ve nozül kullanmadığı 

için sık sık tıkanma gibi bir problemi yoktur. Bu avantajlarına karşın; pahalı 

olması, göreceli düşük akış hızına sahip olması, yazdırma sürecinin meşakkatli 

olması, lazerin buharlaştırma etkisi nedeniyle biyomateryalin metal 

partikülleriyle kontaminasyon riskinin olması bu sistemin kullanımını 

kısıtlamaktadır (83).  

5) Katılaştırma: Yazdırma sürecinde akışkan yapıda olan biyomürekkeplerin 

sonrasında katı yapısını kazanması gerekmektedir. Çapraz bağlama olarak da 

bilinen bu işlem ısı, ultraviyole (UV) ışınları veya spesifik kimyasallar 

kullanılarak yapılabilmektedir (1). 
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Şekil 2.6. Biyoyazıcı teknikleri (84). 

 
2.7.  Hayvan Osteokondral Defekt Modelleri 

Biyomalzemeler insanlarda kullanılmaya başlamadan önce, etkin ve güvenli 

bir şekilde çalıştığından emin olmak için hem in vitro hem de in vivo şartlarda test 

edilmelidir. Bu nedenle uygun bir hayvan modeli oluşturmak, biyomalzemelerin 

mekanik özelliklerini ve biyouyumluluğunu değerlendirirken vazgeçilmez bir adımdır 

(85). Denetleyici kurumlar da yeni üretilen biyomalzemelerin klinik kullanımdan önce 

hayvan çalışmalarının yapılmasını zorunlu tutmaktadır.  

Test modeli olarak belirli bir hayvan türünün seçilmesi için çeşitli faktörlerin 

dikkate alınması gerekir. Her şeyden önce, seçilen hayvan modeli, insanlara hem 

fizyolojik hem de patofizyolojik benzerlikler göstermelidir (85).  İkinci olarak, denek 

olarak kullanılacak hayvanların operasyona ve post-operatif takibe uygun olmaları 

gerekmektedir (86). Satın alma ve bakım maliyetleri, kolay temin edilebilme, kafes 

yaşamına kolay adapte olması ve bakım kolaylığı diğer seçim kriterleri arasında 

sayılabilir (87). Bunların dışında test edilecek biyomalzemenin boyutu, hayvan başına 

kullanılacak olan biyomalzeme sayısı, deneyin süresi ve potansiyel biyolojik yanıtlar 

açısından  türlerin farklılıklarının da dikkate alınması gerekmektedir (88).  

OKD modelinde küçük hayvan olarak sıçan ve tavşan kullanılırken; büyük 

hayvan olarak köpek, domuz, koyun, keçi ve at kullanılmaktadır. Her hayvanın 

kendine özgü avantaj ve dezavantajları olabilmektedir. Küçük hayvanların ucuz 

olması, temininin ve bakımının kolay olması, anestezi ve cerrahisinin göreceli kolay 

olması başlıca avantajlarıdır. Ancak diz hacimlerinin küçük olması kullanımlarını 

sınırlandırmaktadır. Büyük hayvanların diz hacimleri insana yakın olmasına karşın, 
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pahalı olmaları, daha kompleks anestezi ve cerrahi prosedür gerektirmeleri ve etik 

kurul onayı sürecindeki zorluklar dezavantajlarındandır (28).     

Deney hayvanı OKD modellerinde önem verilmesi gereken diğer bir faktör 

kritik defekt boyudur. Kritik defekt boyu spontan iyileşmenin beklenmediği en küçük 

defekt çapı olarak tanımlanmaktadır. Kritik defekt boyu türlere göre değişiklik 

göstermektedir (89, 90). Tablo 2.1’de farklı türlere ait kritik defekt boyları verilmiştir. 

 

Tablo 2.1. Türlerin yaş, kıkırdak özellikleri ve defekt boyu karşılaştırılması (28). 

Tür 

İskelet 

olgunluğu 

yaşı 

Kıkırdak 

kalınlığı 

Kıkırdak 

hacmi 

Kritik defekt 

boyu 

Yaygın 

defekt 

ölçüleri 

Sıçan 7 ay 0.1 mm 2.17 mm3 1.4 mm 1.0-2.0 mm 

Tavşan 9 ay 0.25-0.75 mm 53 mm3 3.0 mm 3.0-5.0 mm 

Köpek 12-24 ay 0.95 mm 82.39 mm3 4.0 mm 10-12 mm 

Domuz 18 ay 1.5 mm 107.47 mm3 6.3 mm 8-10 mm 

Koyun 2-3 yıl 0.45 mm 359.54 mm3 7.0 mm 6-13 mm 

Keçi 2-3 yıl 1.1 mm 251.65 mm3 6.0 mm 6-12 mm 

At 2-4 yıl 1.75 mm 334.73 mm3 9.0 mm 10 mm 

Maymun 10 yıl 0.5-0.7 mm - - 2.0-4.0 mm 

İnsan 18-22 yıl 2.35 mm 552.25 mm3 - - 

 

2.7.1. Kemirgenler (Rodentler) 

Fare ve sıçan gibi kemirgenler, üreme ve barınma koşullarının kolay olması, 

laboratuvar koşullarında çoğaltılarak biyolojik değişkenliğin azaltılması ve ucuz 

olmaları nedeniyle çalışmalarda tercih edilmektedir (91). İmplant biyo-çözünürlüğü 

ve güvenliği hakkında değerli veriler elde edilebilirken diz hacminin küçük ve kıkırdak 

tabakasının ince olması nedeniyle doku iskelelerinin kıkırdak onarımı 

değerlendirmeleri için sınırlı sonuçlar vermektedir (91). Ancak yine de literatürde 

sıçan OKD modeliyle yapılmış çalışmalar mevcuttur. Xu ve ark. (92) kitosan/kitosan-

-Trikalsiyum fosfat içerikli çift katmanlı doku iskelesini, erişkin sıçanlarda trokleada 

oluşturdukları 1.5 mm çap ve 3.0 mm derinliğindeki defektlere implante etmişlerdir. 

Bu çalışmada 280-300 g arası, erkek, Sprague Dawley cinsi sıçanlar kullanılmıştır. 

Hayvanlar 6. ve 12. haftalarda sakrifiye edilmiştir. Doku iyileşmesinin 

değerlendirilmesinde ICRS makroskobik skorlama, mikro-bilgisayarlı tomografi (BT) 

ve histolojik analiz yapılmıştır (92).  
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2.7.2. Tavşan 

Tavşanlar küçük hayvanlar arasında diz hacimlerinin göreceli büyük olması 

nedeniyle OKD modeli çalışmalarında sıklıkla tercih edilmektedir (93). Tavşanlar 

iskelet olgunluğuna ortalama 9 ayda ulaşırken, deneylerde genellikle 3-8 aylık 

tavşanlar tercih edilmektedir. Biyomalzeme çalışmalarının büyük bir bölümünde 

deney süresi 16 haftaya kadar seçilmiş olup takip süresi 1 yıla kadar uzayan sınırlı 

sayıda çalışma da mevcuttur (94).  Tam yük taşıyan modeller için medial femoral 

kondil, parsiyel yük taşıyan defektler içinse troklea seçilmektedir (94). Literatürdeki 

benzer modellerde defekt boyu olarak 3-5 mm çap ile 2-5 mm derinlik sıklıkla 

kullanılmaktadır (28). Levingstone ve ark. (95) tip I kollajen, tip II kollajen, 

hyaluronik asit ve hidroksiapatit içeren multi-fazik doku iskelesi için 9 aylık, 2.8-3.6 

kg aralığında değişen, dişi Yeni Zelanda Beyaz tavşanları kullanmışlardır. Femur 

medial kondilde 3 mm çapında, 5 mm derinliğinde OKD oluşturmuşlardır. İskeleler 

defektlere press-fit şekilde implante edilmiştir. Hayvanlar 12. haftada sakrifiye 

edilerek iyileşmenin değerlendirilmesi için ICRS makroskopik skorlaması, mikro-BT 

ve histolojik analiz yapılmıştır. Bir başka çalışmada ise Gong ve ark. (96) interlökin-

4 yüklü, 3-B biyoyazdırılmış, bifazik doku iskelesi için 2.5-3.0 kg aralığında, erkek, 

Yeni Zelanda Beyaz tavşanları kullanmışlardır. Bu çalışmada takip süresi olarak 8. ve 

16. haftalar seçilmiştir. İyileşme ICRS makroskobik skorlama, mikro-BT, 

biyomekanik testler ve histolojik analiz ile değerlendirilmiştir.  Her iki çalışmada da 

negatif kontrol grubu olarak boş defekt kullanılmıştır, pozitif kontrol grubu 

kullanılmamıştır.  

OKD çalışmalarında birçok avantajı olan tavşan diz ekleminin, insanla 

ayrıldığı mekanik, histolojik ve kimyasal özellikleri de mevcuttur. İnsanlar tam yük 

verir pozisyondayken diz ekstansiyonda kilitli dururken, tavşanların arka ayakları 

sürekli olarak tam fleksiyonda durmaktadır (97). Tavşanlarda daha yüksek metabolik 

aktivite ve defekt bölgesinde daha yüksek yoğunlukta pluripotent kök hücre ve 

kondrosit görülmektedir (98). Tavşan femoral medial kondildeki KMD (kemik 

mineral dansitesi) değeri insan kemik plakasıyla benzer (1.19 g/cm3 ve 1.17 g/cm3) 

olmasına karşın 3 mm derinlikte tavşanda 0.65 g/cm3 iken insanda 0.36 g/cm3’tür. 

Kemik hacmi/doku hacmi (BV/TV) ise tavşan femoral medial kondilinde %58±10 
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iken insanda %33±13’tür (99). In-vivo çalışmalardan elde edilen sonuçları kliniğe 

uyarlarken bu farklılıklar dikkate alınmalıdır. 

 

2.7.3. Büyük Hayvanlar 

Kısa (8-12 haftalık) çalışmalar, biyomateryalin defekt içindeki biyo-

uyumluluğu, erken hücresel yanıtı ve kalıcılığı hakkında bilgi sağlamak için 

kullanılabilir. İyileşmenin tamamlanması, uzun dönem etkileri, çevredeki sağlıklı 

kıkırdak ve subkondral kemikle olan entegrasyonunu değerlendirmek için ise daha 

uzun çalışmalar (6-12 ay) gerekebilir (94). Uzun takip süresi gerektiren çalışmalarda 

genellikle büyük hayvan deney modelleri tercih edilmektedir. OKD modeli için köpek, 

domuz, koyun, keçi ve at gibi büyük hayvan modelleri kullanılmaktadır. Farklı türlerin 

karşılaştırıldığı bir çalışmada insan diz anatomisine en çok benzerlik gösteren model 

keçi dizi olmuştur (100).   
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

Bu çalışma kapsamında gerçekleştirilen hayvan çalışmaları için KOBAY 

DHL. A.Ş. Yerel Etik Kurulu tarafından onay alınmıştır (ETİK KURUL Onay No: 

317). 

Çalışmamızda 3-B biyoyazıcı ile üretilen gradyan yapıdaki hidrojel doku 

iskelesi, tavşan dizi OKD modeline implante edilmiştir. Kitosan bazlı hidrojel doku 

iskelesinde kıkırdak bölge için yüzeyden derine gittikçe yoğunluğu azalan peptit 

amfifiller (PA), subkondral bölge için derine gittikçe yoğunluğu artan bor katkılı nano-

hidroksiapatit (B-nHAp) kullanılmıştır. Kitosan doğada bolca bulunan kitinin 

deasetilasyonuyla elde edilen bir polisakkarittir. Biyo-uyumlu, biyo-çözünür, hücre 

dışı matrikse benzemesi, anti-mikrobiyal, non-toksik özellikleri nedeniyle bu tez 

çalışmasında kitosan tercih edilmiştir (101). Peptit amfifiller ise içerdikleri amino asit 

sekansı sayesinde kıkırdak GAG’larına benzer kimyasal yapısı ve nano-fibröz 

morfolojisi nedeniyle hidrojelin kıkırdak kısmında biyoaktif molekül olarak 

kullanılmıştır (21). İskelenin yapısal dayanıklılığını, osteoindüktif ve osteokondüktif 

özelliklerini arttırmak amacıyla B-nHAp kullanılmıştır. Ülkemizde geniş rezervleri 

bulunan bor minerali de iyileşmeyi uyarıcı, yapısal destek sağlaması ve antioksidan 

özellikleri nedeniyle hidrojel yapısına katılmıştır. İnsan umbilikal kord mezankimal 

kök hücreleri (hUC-MKH) de hidrojele entegre edilmiştir.  

 

3.1. Hayvan Modeli ve Gruplar 

In-vivo deneylerde proof of concept çalışmaları için uygun olan tavşan türü 

seçilmiştir. Diz hacminin sıçandan büyük olması, cerrahi işlemleri daha kolay 

yapmaya imkan sağlamaktadır. Büyük hayvanlara göre daha düşük maliyetli olması, 

beslenme ve barınma koşullarının kompleks olmaması da göz önünde 

bulundurulmuştur. 32 adet, 6 aylık, 2-3 kg aralığında, erkek, Yeni Zelanda Beyaz 

tavşanı kullanılmıştır. Denek sayısını azaltmak amacıyla her iki diz eklemi çalışmaya 

dahil edilmiştir. OKD modeli için literatürde sıklıkla kullanılan troklear bölge defekt 

için seçilmiştir. Bu bölgenin femoral kondillere göre daha kalın kıkırdağa sahip olması 

da avantajdır. Takip süresi olarak 6 ve 12. haftalar belirlenmiştir. Her takip periyodu 

için 4’er deney grubu oluşturulmuştur. Altıncı hafta sonunda kısa dönem sonuçlar elde 
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edilmiş olup 12. hafta sonunda iyileşmenin büyük ölçüde tamamlanması 

beklenmektedir. 

Deney grupları: negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK), hücre içermeyen 

hidrojel gradyan iskele (HGİ) ve hücre içeren hidrojel gradyan iskele (h-HGİ) olarak 

belirlenmiştir. Deney gruplarına ait detaylar Tablo 3.1’ de verilmiştir.  

 

Tablo 3.1. Deney gruplarına ait bilgiler. 

Gruplar Yapılan işlem Diz Sayısı 

6. Hafta 

Negatif Kontrol (NK) Defekt boş bırakılacak 8 

Pozitif Kontrol (PK) Çıkarılan doku otogreft olarak tekrar yerleştirilecek 8 

Hücresiz Hidrojel 

Gradyan İskele (HGİ) 

Defekte gradyan özellik gösteren MKH içermeyen 

hidrojel doku iskelesi yerleştirilecek 
8 

Hücreli Hidrojel 

Gradyan İskele (h-HGİ) 

Defekte hUC-MKH implante edilmiş olan hidrojel 

doku iskelesi yerleştirilecek 
8 

12. Hafta 

Negatif Kontrol (NK) Defekt boş bırakılacak 8 

Pozitif Kontrol (PK) Çıkarılan doku otogreft olarak tekrar yerleştirilecek 8 

Hücresiz Hidrojel 

Gradyan İskele (HGİ) 

Defekte gradyan özellik gösteren MKH içermeyen 

hidrojel doku iskelesi yerleştirilecek 
8 

Hücreli Hidrojel 

Gradyan İskele (h-HGİ) 

Defekte hUC-MKH implante edilmiş olan hidrojel 

doku iskelesi yerleştirilecek 
8 

 

G*Power programı (Erdfelder, Faul, & Buchner, 1996) ile yapılan güç 

analizinde %80 güç elde edebilmek için her grupta 6 diz olması gerektiği bulunmuştur. 

Olası denek kayıplarına karşı her gruba 8 adet diz atanmıştır. Toplamda 64 adet diz 

blok randomizasyon yöntemiyle gruplara rastgele dağıtılmıştır. 6. ve 12. haftalarda 

hayvanlar sakrifiye edilerek iyileşme dokuları makroskopik, radyolojik ve histolojik 

parametrelerle incelenmiştir. Çalışmaya ait iş akış şeması Şekil 3.1’de özetlenmiştir.   
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Şekil 3.1. Çalışma iş akışı özeti. 

Hidrojel Üretimi

• PA ve B-nHAp biyomürekkep formülasyonlarının 
hazırlanması ve karakterizasyonu

• hUC-MKH'lerin biyomürekkebe entegrasyonu

• Gradyan yapıda 3-B biyoyazıcı ile hidrojel doku iskelesi 
üretimi

Osteokondral 
defekt modeli

• Tavşan dizi trokleasında 4x4 mm OKD oluşturulması

• NK grubunda defektin boş bırakılması

• PK grubunda otolog osteokondral doku implantasyonu

• HGİ ve h-HGİ gruplarında ilgili iskelenin defekte 
implantasyonu

Sakrifikasyon

• 6. ve 12. haftalarda tavşanların sakrifiye edilmesi

• Distal femur spesimenlerinin diseksiyonu

Değerlendirme

• ICRS makroskopik skorlama

• Mikro-BT çekilerek, KMD ve BV/TV parametrelerinin 
hesaplanması

• Histolojik analiz; H&E, Masson Trikrom, Safranin-O/Fast 
green, İmmünohistokimyasal boyama (kol-I, kol-II, agrekan), 
BrdU boyama

• ICRS ve O’driscoll histolojik skorlama

İstatistiksel analiz 
ve Raporlama

• Çift yönlü varyans analizi (two-way ANOVA)

• Pairwise karşılaştırma (Boferroni düzeltmesi)

• p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı
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3.2. Gradyan Doku İskelelerinin Üretimi 

Gradyan doku iskelelerinin üretimi, karakterizasyonu ve in vitro hücre kültürü 

çalışmalarında Prof. Dr. Menemşe Gümüşderelioğlu yürütücülüğünde tamamlanan 

TÜBİTAK 1003 – 218E003 projesi kapsamında kullanılan yöntemler uygulanmıştır 

(102). Özetle; 

Bor içeren nano hidroksiapatit (B-nHAp) partikülleri Prof. Dr. Menemşe 

Gümüşderelioğlu ve araştırma grubu tarafından geliştirilen mikrodalga destekli biyo-

mimetik yöntem ile sentezlenmiştir (74). Sentez için normal plazmada bulunan 

kalsiyum ve fosfat iyonlarının 10 katı konsantrasyona sahip yapay vücut sıvısı 10X 

SBF (simulated body fluid) kullanılmıştır (103). 

Peptit amfifiller (PA), katı-faz peptit sentezi yöntemiyle sentezlenmiş olup 

Peptiteam (Türkiye) firmasından temin edilmiştir. Sentezlenen PA’lara hidrofilik baş 

grubu olarak bazik Lizin (K) ve asidik Glutamik asit (E) konjuge edilmiştir. Bu 

sekanslar kıkırdak hücre dışı matriksini taklit edebilen amino asit dizilerine sahiptir. 

Gradyan formülasyonlarının hazırlanmasında doğada en çok bulunan doğal 

polimerlerden biri olan kitosan, osteojenik farklılaşmayı destekleyen B-nHAp ve 

kondrojenik farklılaşmayı destekleyen peptit amfifiller kullanılmıştır. Yine belirtilen 

TÜBİTAK Projesinde, gradyan formülasyonun optimizasyonu ve karakterizasyonu 

tamamlanmıştır.  

 

3.2.1. İnsan Umbilikal Kord Mezankimal Kök Hücreleri ile Yapılan 

Çalışmalar 

In vivo deneylerde hUC-MKH kullanılmıştır. Bu amaçla, hücre kültürü 

çalışmalarında Doku Biyoteknoloji Kök Hücre, Biyobanka ve Doku Mühendisliği 

Laboratuvarından (Türkiye) temin edilen Wharton jölesinden izole edilmiş 

fibroblastik hUC-MKH temin edilmiştir. Hücre kültürü sonrası, hücreler %10 B-nHAp 

içeren biyomürekkep formülasyonları ile iki yollu vana yardımıyla karıştırılmıştır. 

Formülasyonunun içerisinde ~2 x 106/mL hücre bulunacak şekilde biyomürekkepler 

hazırlanmıştır. Elde edilen hücre entegre edilmiş biyomürekkep 3-B biyoyazıcı 

kartuşlarına aktarılmıştır.  
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4′,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) Boyama 

hUC-MKH’lerin 3-B yazım işlemi sonrası canlılıklarını değerlendirmek 

amacıyla DAPI boyaması gerçekleştirilmiştir. DPBS ile yıkama işlemi sonrası 

fiksasyon için %4’lük paraformaldehit (PFA) çözeltisi kullanılmıştır. Sonrasında 

Triton X-100 çözeltisinde 5 dk. bekletilerek hücrelerin hücre zarı geçirgenliği 

arttırılmıştır. Beş dk. DAPI solüsyonunda bekletilen hücrelerin çekirdeği boyandıktan 

sonra BSA ile yıkanmıştır. Sonuçlar floresan mikroskobu ile değerlendirilmiştir.  

 

Canlı/Ölü Hücre Boyama 

Hücre canlılık analizlerinde, Live/Dead® Viability/Cytotoxicity kiti (Life 

Technologies, ABD) kullanılmıştır. Bu yöntemde etidyum homodimer-I (EthD-I) ve 

kalsein AM boya çözeltileri kullanılmaktadır. Kalsein AM normalde floresan özellikte 

olmayıp canlı hücreler tarafından kalsein’e dönüştürülmesi sonucu floresan hale 

gelmektedir.  Ölü hücrelerde ise EthD-I boyası fonksiyonunu yitirmiş hücre zarından 

geçerek nükleik asitlere bağlanır ve güçlü floresan sinyal verir. Bu boyamalar 

sonucunda floresan mikroskobu altında canlı hücreler güçlü yeşil, ölü hücreler ise 

kırmızı sinyal vermektedir. 

 

5-bromo-2’-deoksiüridin (BrdU) ile işaretleme 

Hidrojel doku iskelesindeki hUC-MKH varlığının implantasyon sonrası takip 

edilebilmesi amacıyla hücreler kültürün 3. gününde BrdU (BD Pharmingen, NJ, ABD) 

antikoru ile işaretlenmiştir. Hücrelerin üzerinde bulunan kültür ortamı uzaklaştırılarak 

%10 v/v’lik BrdU stok çözeltisi filtrelenerek eklenmiştir. 37 °C’de 3 saatlik 

inkübasyon sonrası BrdU içeren hücre kültür ortamı uzaklaştırılarak hücreler DPBS 

ile yıkanmıştır.  

 

3.3. Üç Boyutlu Biyoyazdırma İşlemi 

3-B biyoyazıcı (Cellink BioX, İsveç) ile tavşan OKD modelinde kullanılmak 

üzere steril koşullarda 4x4 mm boyutlarda hidrojel doku iskeleleri üretilmiştir (Şekil 

3.2.a). Gradyan yapının dizaynı gereği subkondral kemikten kıkırdağa doğru 
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Kitosan/B-nHAp ve Kitosan/PA bileşiklerinin kademeli ve süreklilik içerecek şekilde 

oluşturulması için Şekil 3.2b’daki gibi örnek sistem tasarımı yapılmıştır. Hidrojel doku 

iskelesinin gözenekli yapısını korumak amacıyla yazım işlemi Pluronic® F127 destek 

çözeltisi (Sigma-Aldrich, Almanya) içerisine yapılmıştır. Üretilen hidrojel doku 

iskeleleri spatül yardımıyla destek çözeltisinden alınarak tavşan OKD modeline 

implantasyona hazır hale gelmiştir. 

   

 

Şekil 3.2. (a) 3-B biyoyazıcı kartuşlarındaki farklı biyomürekkepler, (b) gradyan 

sistem tasarımı. 

 

3.4.  In-vivo Deneyler 

3.4.1. Tavşan Dizinde Osteokondral Defekt (OKD) Oluşturulması 

Cerrahi işlemler hayvanların üretildiği laboratuvarda gerçekleştirilmiş olup ek 

bir adaptasyon sürecine ihtiyaç duyulmamıştır. Cerrahi işlemler 2 Ortopedi ve 

Travmatoloji asistan doktoru tarafından veteriner hekim gözetiminde 

gerçekleştirilmiştir. Tavşanlara 5 mg/kg ksilazin hidroklorür ve 50 mg/kg ketamin 

hidroklorür, intramusküler yolla verilerek anestezi indüksiyonu sağlanmış ve ihtiyaç 

halinde 25 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg diazepam enjeksiyonuyla anestezinin idamesi 

sağlanmıştır. Anestezi indüksiyonu sonrası tavşanların her iki diz çevresi tıraş 

edilmiştir. Povidon-iyodin solüsyonuyla bilateral alt ekstremiteler boyanarak steril 

örtülerle örtülmüştür (Şekil 3.3.a). Orta hat insizyonuyla cilt ve cilt altı dokular 

geçilmiştir (Şekil 3.3.b). Fasya ve kapsül kompleksi medial parapatellar yaklaşımıyla 

açılarak kapsül kesisi proksimalde vastus medialis kası içine, distalde tibial tüberkül 
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medialine kadar uzatılmıştır. Alt ekstremite tam ekstansiyona alınarak patella laterale 

disloke edilerek troklea görülmüştür. (Şekil 3.3.b-c).  

 

 

Şekil 3.3. (a) Cerrahi boyama ve örtme, (b) cilt kesisi sonrası fasya ve kapsül 

görünümü, (c) patellanın laterale disloke edilmesi sonrası femoral 

trokleanın görüntüsü. 

 

4 mm çapında steril punch biyopsi üzerinde 4 mm derinlik cetvelle ölçülerek 

işaretlenerek femoral trokleada 4x4 mm boyutunda bir adet OKD oluşturulmuştur 

(Şekil 3.4.a). Defekt içerisi steril serum fizyolojik ile yıkandıktan sonra NK grubunda 

boş bırakılmıştır (Şekil 3.4.b). PK grubunda punch içerisindeki osteokondral doku 

çıkarılarak defekte tekrar implante edilmiştir (Şekil 3.4.c). HGİ ve h-HGİ gruplarında 

defektlere ilgili doku iskeleleri kondral-osteal oryantasyonuna dikkat edilerek 

implante edilmiştir (Şekil 3.4.d). Patella redükte edilerek eklem hareket açıklığı 

kontrol edilmiş ve doku iskelelerinin defekt içerisinde stabil olduğu görülmüştür. 

Cerrahi alan 20 ml steril serum fizyolojik ile yıkanarak kanama kontrolü yapılmıştır. 

Kapsül ve fasya kompleksi 3/0 vicryl sütur ile, cilt altı dokular 4/0 vicryl sütur ile, cilt 

4/0 monocryl sütur kullanılarak subkütiküler sürekli şekilde primer dikilmiştir. 

Povidon iyodin solüsyonuyla steril pansuman yapılmıştır. Aynı işlemler karşı diz için 

de tekrarlanmıştır. Hayvanlar tekli kafeslere alınarak veteriner hekim gözetiminde 

ayılmaya götürülmüştür.  

Post-operatif 0., 1. ve 2. günlerde 10 mg/kg meperidin sc, 1 mg/kg ketoprofen 

im, 10 mg/kg enrofloksasin im olarak uygulanmıştır. Tavşanların takibi günlük olarak 

veteriner hekim tarafından yapılmıştır. Takipte %10’dan fazla kilo kaybı, stres 
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belirtileri, enfeksiyon bulguları gösteren tavşanlar veteriner hekim kararıyla 

çalışmadan çıkarılarak sakrifiye edilmiştir.        

 

 

Şekil 3.4 (a) Punch ile defekt oluşturulması, (b) boş defekt, (c) pozitif kontrol 

grubunda dokunun tekrar defekte yerleştirilmesi, (d) doku iskelesinin 

defekte yerleştirilmesi.   

 

3.4.2. Deneklerin Sakrifiye Edilmesi ve Distal Femurların Diseksiyonu 

6. ve 12. haftanın sonunda ilgili gruplardaki tavşanlara 5 mg/kg ksilazin 

hidroklorür im ve 50 mg/kg ketamin hidroklorür im verilerek anestezi indüksiyonu 

sağlanmasını takiben 100 mg/kg pentobarbital iv verilerek ötenazi uygulanmıştır. 

Bilateral diz çevresi tıraş edilerek povidon-iyodin solüsyonu ile boyanması sonrası 

eski insizyon skarı üzerinden yapılan kesi ile cilt ve cilt altı dokular geçilmiştir. Fasya 

ve kapsül medial parapatellar yaklaşımlar açılarak ekleme ulaşılmıştır (Şekil 3.5.a). 

Diz ekstansiyona alınarak patella laterale disloke edilmiştir. Distal femur üzerine 

yapışık olan kas ve bağlar sıyrılması sonrası mini el testeresiyle diz ekleminin 3 cm 

proksimalinden femur osteotomisi yapılmıştır (Şekil 3.5.b). Çıkarılan spesimen 

fiksatif olarak formalin çözeltisi içeren steril patoloji kabına alınmıştır (Şekil 3.5.c). 

Örnekler en az 5 gece +4 oC’de muhafaza edilmiştir. Geri kalan dokular biyolojik atık 

imha protokolüne uygun olarak imha edilmiştir. 
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Şekil 3.5. (a) Sakrifikasyon sonrası eklem, (b) femur kesisi, (c) distal femur spesimeni. 

 
3.5.  Yeni Kıkırdak ve Kemik Oluşumunun Değerlendirilmesi 

3.5.1. Makroskopik Skorlama 

Gözle görülür morfolojik özelliklerin değerlendirilmesi için ICRS 

(International Cartilage Repair Society) makroskopik skorlama sistemi kullanılmıştır 

(Tablo 3.2). Gruplara kör iki araştırmacı tüm spesimenleri bağımsız olarak 

skorlamıştır. Araştırmacılar arası tutarlılık için 6. ve 12. hafta gruplarının değerleri 

karşılaştırılarak two-way mixed- consistency intraclass korelasyon analizi yapılmıştır. 

Her iki zaman dilimi için de yüksek korelasyon değeri (sırasıyla 0,817 ve 0,924) 

bulunması nedeniyle sonuçlar raporlanırken iki araştırmacının verdikleri skorların 

ortalaması kullanılmıştır.  
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Tablo 3.2. ICRS makroskobik skorlama cetveli (104). 

                     

 
3.5.2. Mikro BT 

Fikse edilen spesimenler Hacettepe Üniversitesi İleri Teknolojiler Uygulama 

ve Araştırma Merkezi’ne (HÜNİTEK) getirilerek mikro BT çekimleri yapılmıştır. 

Çekim için 16 MP Bruker Skyscan 1272 tarayıcı cihazı kullanılmıştır. Femur şaftı 

tarama düzlemine dik olacak şekilde spesimenler örnek haznelerine yerleştirilmiştir. 

45 μm voksel çözünürlükte tarama yapılmıştır. Kemiklerin 3-B’lu görselleri CTVol 

programı ile mikro BT analizlerinin “.rec” dosyaları ile elde edilmiştir. Tüm 

görsellerde %75 kamera yakınlaşma açısı değeri kullanılmış olup ışık ayarları tüm 

görsellerde neredeyse aynı olacak şekilde düzenlenmiştir. Yeni kemik oluşumu ve 
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mineralizasyonu CTAn (Bruker, Belçika) programı ile analiz edilmiştir. Defekti içeren 

alan olan RoI (Region of Interest) belirlenmiş ve RoI içerisinden VoI (Volume of 

Interest) elde edilmiştir. VoI kullanılarak BV/TV (kemik hacmi/doku hacmi, %) ve 

kemik mineral yoğunluğu (KMD, g.cm-3) değerleri tespit edilmiştir. Kemik hacmi 

(BV), VoI yani defektin bulunduğu hacim içerisindeki trabeküler kemiğin hacmini 

ifade etmektedir. Doku hacmi (TV), medüller VoI’nin toplam hacmini ifade 

etmektedir. KMD ise biyolojik bir dokudaki hacimsel hidroksiapatit (HAp) 

yoğunluğunu ifade etmektedir. Grupların BV/TV ve KMD değerlerinin ortalaması 

standart sapmalarıyla birlikte sonuçlar kısmında verilmiştir.  

 

3.5.3. Histolojik Analizler 

Sakrifikasyon sonrası alınan diz örnekleri %10’luk tamponlu formol solüsyonu 

içerisine alınmıştır. En az 48 saat fiksasyon sonrası diz örnekleri %8’lik formik asit 

çözeltisi ile dekalsifikasyona tabi tutulmuştur. Yaklaşık 36 gün sonra dekalsifiye olan 

spesimenler rutin histolojik takibe alınarak 2 saat su ile yıkandıktan sonra artan 

dereceli alkol serilerinden geçirilmek için önce 1 saat %75’lik alkole alınmıştır. Alkol 

yenilenerek tekrar 1 saat %75’lik alkole alınmıştır. Daha sonra %96’lık alkolde 1 saat 

bekletildikten sonra tekrar %96’lık alkol yenilenerek gece boyu bekletilmiştir. Bir 

sonraki gün %100’lük alkole alınarak 1 saat bekletilmiş ve yine alkol yenilenerek 

%100’lük alkolde 1 saat daha bekletilmiştir. Dokunun şeffaflaşması amacıyla dereceli 

artan alkol uygulaması sonrası dokular ksilene alınmıştır. Örnekler, doku büyüklüğü 

ve hacmine bağlı olarak 30 dakikayı geçmeyecek şekilde ksilende bekletilmiştir. 

Ksilen sonrası 3 saat parafinde tutulmuştur. Sonrasında metal gömme kapları ile 

ekleme 120°’lik açı ayarlanarak dikkatli bir şekilde plastik kasetler yardımıyla doku 

sabitlenerek parafine gömülmüştür. Parafine gömülmüş olan diz dokularından, eklem 

başlangıcından sonuna kadar en az 45 kesit olacak şekilde hem koronal düzlemde hem 

de sagital düzlemde 5 µm kalınlığında şekilde seri kesitler alınmıştır. Histokimya ve 

immünohistokimya öncesi preparatlar 1 gece boyunca etüvde 60ºC’de bekletilerek 

parafinleri uzaklaştırılmış ve boyanmaya hazır hale getirilmiştir. Alınan kesitler 

deparafinizasyon sonrası rutin hematoksilen eozin (H&E) boyama ile boyanmıştır.  

Kıkırdak ve subkondral kemik ayrımını yapabilmek için Safranin-O/Fast-green 

boyaması yapılmıştır. Alınan kesitlerin arasından her 3 ila 5 kesitten biri seçilerek 
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deparafinize olan slaytlar hidrate edilmiştir. Kesitler, Weigert'in demirli hematoksilen 

solüsyonunda 10 dakika boyunca bekletilmiştir. Akar su altında 10 dakika yıkadıktan 

sonra fast-green solüsyonuyla 5 dakika boyanmıştır. Kesitler, 10 – 15 saniyeden fazla 

olmamak üzere %1’lik asetik asit solüsyonu ile hızlı bir şekilde durulandıktan sonra 

%0,1 safranin-O solüsyonunda 5 dakika boyunca bekletilmiştir. Sonrasında, örnekler 

her birinde 2 dakika kalacak şekilde %95 etil alkol, %100’lük etil alkolden geçirilip, 

en az 30 dakika ksilen ile parlaklaştırılıp entellan ile kapatılmıştır.  

Kollajen miktarının tayini için kesitler Masson tri-krom (anilin mavili) ile de 

boyanmıştır. Deparafinize edilen slaytlar hidrate edilmiştir. Önce demirli 

hematoksilende 10 dakika bekletilmiş ve sonra yıkanmıştır. Pikrik asit ile 5 dakika 

farklandırılmıştır. Biebrich kırmızı asit fuksin solüsyonunda 10-15 dakika 

bekletilmiştir. Fosfomolibdik-fosfotungstik asit ile de 10 dakika bekletilmiştir. 

Kesitler durulamadan anilin mavisi solüsyonuna aktarılıp 15 dakika bekletilmiştir. 

Akar suda 1 dakika yıkama sonrası dehidrate edilip, ksilen sonrası preperatlar entallan 

ile kapatılmıştır.  

Boyanan kesitler ışık mikroskobunda (Olympus BX43, Hamburg, Almanya) 

incelenmiş; 2X ve 4X altında fotoğraflanmıştır. Doku iyileşmesinin 

değerlendirilmesinde ICRS ve O’Driscoll histolojik skorlama sistemleri kullanılmıştır 

(Tablo 3.3 ve Tablo 3.4). 
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Tablo 3.3. ICRS histolojik skorlama sistemi (104) 
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Tablo 3.4. O’Driscoll histolojik skorlama sistemi (105).  
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İmmünohistokimyasal Boyama  

Doku bloklarından alınan doku kesitlerinde her 3 kesitten biri ayrı bir adeziv 

lama alınıp kesitlerde agrekan (Bioss, BS-11655R), kollajen tip I (kol-I) (Bioss, BS-

10423R) ve kollajen tip II (kol-II) (Bioss, BS-0709R) immünfloresan yöntemi ile 

boyanmıştır. İmmünfloresan çalışmalar için, deparafinizasyon sonrası ksilol 

uygulanıp, dehidratasyon sonrası sitrik asit ile mikrodalgada kaynatma yöntemi ile 

antijen geri döndürme yapılmıştır. Sonra endojen peroksidaz aktivitesini inaktive 

etmek için %3’lük hidrojen peroksit ile muamele edilmiş ve 3 kez 5 dakika süreyle 

PBS ile yıkandıktan sonra, istenmeyen antijenik bölgelerin bloklanması için 30 dakika 

BSA-PBS ile muamele edilmiştir. Primer antikorlar belirlenen dilüsyonlarda 

hazırlanmış olup, doku üzerine damlatılmış ve gece boyu 4°C’de inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon sonrası 3 kez 5 dakika süreyle PBS ile yıkanıp, 1 saat oda ısısında uygun 

FITC (floresin izotiyosiyanat)/Texas Red işaretli sekonder antikorlarla muamele 

edilmiş ve tekrar 5 dakika süreyle PBS ile yıkanmıştır. Son aşamada dokular kapatma 

solüsyonu ile kapatılmış ve mikroskop (Olympus BX53) altında görüntülenmiştir. 

 

BrdU Boyama 

BrdU analizi için adeziv lamlara (Microcult, Türkiye) 4 μm kalınlığında seri 

kesitler alınmış ve deparafinize edilmiştir. Deparafinize edilmiş olan kesitler rehidrate 

edilip, antijen geri kazanımı için (pH 6.0) 10 mM sitrat tamponu içerisinde mikrodalga 

fırında kaynatılmıştır. 30 dakika boyunca %3’lük hidrojen peroksit ile inaktive 

edilmiştir. Kesitler daha sonra spesifik olmayan bağlanmayı önlemek için bir protein 

bloke edici (Ultra V Block, TA-125-UB; Thermo Fisher Scientific, Japonya) ile 30 

dakika inkübe edilmiştir. Kesitler üzerinde monoklonal anti-BrdU (STJ22838, 1:50, 

St John’s Laboratory) birincil antikoru gece boyunca 4°C'de inkübe edilmiştir. Ertesi 

gün kesitler PBS içinde yıkanmış ve biyotinlenmiş UltraVision Plus Anti-Polyvalent, 

HRP (streptavidin-horseradish peroksidaz) (kod: 14896; Thermo Fisher Scientific, 

Japonya) ile 40 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. PBS ile üç yıkamadan sonra 

antijen-antikor kompleksleri, 30 dakika boyunca bir streptavidin-peroksidaz 

kompleksi (TA-125-HL; Thermo Fisher, Japonya) ile muamele edilmiştir. Bağlı HRP 

enzimi, aminoetil karbazol (AEC, kod: 001122) (Thermo Fisher Scientific, Japonya) 

kromojeni ile kesitler geliştirilmiştir. Mayer's hematoksilen (Beslab, Türkiye) ile zıt 
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boyanmış ve su bazlı permount (Fisher Chemicals, Springfield, NJ, ABD) ile 

kapatılmıştır. Fotoğraflar Olympus (Nussloch, Almanya) marka BX43 model ışık 

mikroskobunda, DP74 model kamera ile çekilmiştir.  

 

3.6. İstatistiksel Analiz 

Araştırmacılar arası tutarlılık için 6. ve 12. hafta gruplarının değerleri 

karşılaştırılarak two-way mixed-consistency intraclass korelasyon analizi yapılmıştır. 

Her iki zaman dilimi için de yüksek korelasyon değeri (sırasıyla 0,817 ve 0,924) 

bulunması nedeniyle sonuçlar raporlanırken iki araştırmacının verdikleri skorların 

ortalaması kullanılmıştır.  

ICRS makroskopik skorlama, BV/TV oranı, KMD, ICRS histolojik skorlama 

ve O’Driscoll histolojik skorlama değerleri ortalama (standart sapma) şeklinde 

belirtilmiştir. Grupların karşılaştırılmasında tekrarlı ölçümlerde çift yönlü varyans 

analizi (two-way ANOVA) testi kullanılmıştır. Anlamlı fark bulunan gruplarda 

Bonferroni düzeltmesiyle birlikte pairwise karşılaştırma yapılmıştır. İstatistiksel 

testler SPSS v23. Programı kullanılarak yapılmıştır. p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı 

kabul edilmiştir.  
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4. BULGULAR 

 

Tez çalışmamızda kullanılan hidrojel doku iskelesine ait sentez ve 

karakterizasyon sonuçları TÜBİTAK proje sonuç raporu (Proje no: 218E003) ve Prof. 

Dr. Menemşe Gümüşderelioğlu ve ekibinin önceki çalışmalarında detaylıca verilmiştir 

(74, 75, 103, 106). Ayrıca in vitro çalışmaların sonuçları Sema Coşkun’un tez 

çalışmasında yayınlanacaktır. 

3-B biyoyazıcıda üretilen hidrojel doku iskelesinin bir örneği Şekil 4.1’de verilmiştir. 

  

 

Şekil 4.1. 3-B biyoyazıcı kullanılarak üretilen gradyan yapıdaki hidrojel iskele (102). 

 

4.1. DAPI ve Live/Dead Assay Analizi  

Yapılan DAPI ve Live/Dead boyamalarıyla, biyomalzemelerin ve 3-B biyo-

yazım sürecinin hUC-MKH’ler üzerine etkileri değerlendirilmiştir. hUC-MKH içeren 

B-nHAp formülasyonlarının  Live/Dead Assay analizinde yeşil floresan sinyal veren 

canlı hücrelerin oldukça yoğun olduğu, kırmızı floresan sinyal veren kırmızı hücrelerin 

neredeyse hiç olmadığı görülmüştür (Şekil 4.2). Benzer şekilde DAPI boyamalara ait 

floresan mikroskop görüntülerinde yüksek miktarda canlı hücre çekirdekleri olduğu 

görülmüştür (Şekil 4.3). 
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B-nHAp 10X 20X 

Live/Dead 

  

Şekil 4.2. hUC-MKH içeren B-nHAp formülasyonlarına ait Live/Dead floresan 

görüntüleri (102). 

 

 

B-nHAp 10X 20X 

DAPI 

  

F-Actin/ 

DAPI 

  

Şekil 4.3. hUC-MKH içeren B-nHAp formülasyonlarına ait DAPI floresan görüntüleri 

(102). 
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4.2. In vivo Deneyler 

Deneyler sırasında 6 hayvan çalışma dışı bırakılmıştır. Bu 6 hayvandan 3’ü 

enfeksiyon bulguları gösterirken diğer 3’ü sebebi bilinmeyen ölüm nedeniyle 

çalışmadan çıkarılmıştır. Enfeksiyon tanıları veteriner hekimle birlikte konulmuştur. 

Ölen hayvanların post-mortem muayeneleri veteriner hekim tarafından yapılmış olup 

patoloji aydınlatılamamıştır. Bu hayvanların dizlerinde anormal bulgulara 

rastlanmamıştır. Enfeksiyon nedeniyle çalışmadan çıkarılan hayvanlar arasında 

gruplar açısından bir yatkınlık saptanmamıştır. 20 no’lu tavşanın sağ dizi PK, sol dizi 

h-HGİ; Y1 no’lu tavşanın sağ dizi NK, sol dizi PK; Y2 no’lu tavşanın sağ dizi HGİ, 

sol dizi h-HGİ grubundadır. 

 

4.2.1. Makroskopik Skorlama 

Makroskopik olarak gruplar içinde heterojen bulgular gözlenmiştir (Şekil 4.4). 

Genel olarak defekt alanında; NK grubunda mor renkli, mat, yüzeye göre belirgin 

çökmüş, yüzeyinde büyük çatlak ve fissürler olan, çevre sağlıklı dokuya benzerlik 

göstermeyen, defektin tamamını doldurmayan yeni doku oluşumu  gözlenmiştir. PK 

grubunda çevre sağlıklı dokuya benzer renk ve parlaklıkta, belirgin basamaklanma 

oluşturmayan iyileşme özellikleri gözlenmiştir. h-HGİ grubunda beyaz/pembe renkli, 

parlak, çevre sağlıklı dokuya entegre olabilmiş, belirgin basamaklanma oluşturmayan 

iyileşme bulguları gözlenmiştir. HGİ ve h-HGİ gruplarında bazı deneklerde merkezde 

tekli fissür oluşumu görülmüştür.  

6. haftada NK grubunun ortalama ICRS makroskopik skoru 5,07 (± 1,54), PK 

grubunun ortalama skoru 9,36 (± 1,86), h-HGİ grubunun ortalama skoru 7,64 (±1,73), 

HGİ grubunun ortalama skoru 6,67 (± 1,54) olarak bulunmuştur. 12. haftada  NK 

grubunun ortalama ICRS makroskopik skoru 6,92 (± 1,56), PK grubunun ortalama 

skoru 10,25 (± 1,04), h-HGİ grubunun ortalama skoru 10,17 (±1,29), HGİ grubunun 

ortalama skoru 9,79 (± 1,25) olarak bulunmuştur. ICRS makroskopik skorlama 

skalasına göre 12. haftada alınan skorlar PK, h-HGİ ve HGİ gruplarında “normale 

yakın”, NK grubunda ise “anormal” olarak sınıflandırılmıştır. Hiçbir denek tam puan 

olan 12 almamıştır. Tüm gruplarda 6.haftadan 12.haftaya doğru ortalama skorlarda 

artış görülmüştür (Şekil 4.5). Bu artışın istatistiksel olarak anlamlı olduğu tek grup 

HGİ grubu olmuştur (p=0,006).  
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Şekil 4.4. Defekt alanlarının 6. ve 12. hafta sonundaki makroskopik görüntüleri. NK: 

Negatif Kontrol, HGİ: hücre içermeyen hidrojel gradyan iskele, h-HGİ: 

mezankimal kök hücre içeren hidrojel gradyan iskele, PK: Pozitif Kontrol 

 

 

Şekil 4.5. ICRS makroskobik skorlama. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)  
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4.2.2. Mikro BT 

6. haftada NK grubunda defektin büyük bölümünün boş olduğu görülmüştür. 

HGİ grubunda NK grubuna göre daha fazla defekt dolumu izlenmesine karşın yüzeye 

göre depresyon görülmüştür. h-HGİ grubunda yüzeye yakın seviyeye kadar defekt 

dolumu izlenmiştir. Bu grupta oluşan yeni dokunun yüzeyinde küçük boyutta fissür 

oluşumları görülmüştür. PK grubunda otolog greftin defektin tamamını doldurduğu, 

çevre dokuyla aynı seviyede ve iyi entegre olmuş olduğu görülmüştür. 6. haftadan 12. 

haftaya gelindiğinde NK grubunda defektin hala belirgin seviyelenme gösterdiği ve 

yüzeyde büyük fissür oluşumları izlenmiştir. h-HGİ, HGİ ve PK gruplarına defektin 

tama yakın dolduğu, pürüzsüz görünümde, çevre dokuya entegre yeni doku oluşumu 

gözlenmiştir (Şekil 4.6). 

6. hafta ortalama BV/TV oranı, gruplarda sırasıyla: NK grubunda 24,26 (± 3,1), 

PK grubunda 31,62 (± 4,4), h-HGİ grubunda 28,61 (± 3,4), HGİ grubunda 26,61 (± 

3,4) olarak bulunmuştur. Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmamıştır (p>0,05). 

12. hafta ortalama BV/TV oranı, gruplarda sırasıyla: NK grubunda 26,37 (± 

3,8), PK grubunda 27,54 (± 5,5), h-HGİ grubunda 35,16 (± 4,2), HGİ grubunda 34,31 

(± 4,2) olarak bulunmuştur. Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmamıştır (p>0,05) (Şekil 4.7). 

KMD değerleri 6.haftada NK grubunda 0,21±0,12 g.cm-3, PK grubunda 

0,30±0,07 g.cm-3, HGİ grubunda 0,24±0,12 g.cm-3, h-HGİ grubunda 0,23±0,13 g.cm-

3 olarak bulunmuştur. Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunamamıştır 

(p>0,05). 

KMD değerleri 12.haftada NK grubunda 0,26 ± 0,05 g.cm-3, PK grubunda 0,32 

± 0,13 g.cm-3, HGİ grubunda 0,30 ± 0,06 g.cm-3, h-HGİ grubunda 0,34 ± 0,09 g.cm-3 

olarak bulunmuştur. Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunamamıştır 

(p>0,05). h-HGİ grubunda KMD değeri 6. haftadan 12. haftaya anlamlı artış 

göstermiştir (p= 0,03) (Şekil 4.8). 
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Şekil 4.6. Defekt alanlarının 6. ve 12. hafta sonundaki Mikro BT görüntüleri. 

 

 

 

Şekil 4.7. Ortalama BV/TV (%) oranı. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)  
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Şekil 4.8. Kemik mineral dansite ortalaması. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)  

 

4.2.3. Histolojik Bulgular 

H&E Boyama  

Altı haftalık takip sonrası H&E boyalı preparatlar incelendiğinde NK grubunda 

defekt alanının koronal ve aksiyel düzlem kesitleri boyunca kapanmadığı görülmüştür. 

Defekt alanında kan adacıkları, ve kollajen gözlemlense de yeni kemik doku oluşumu 

gözlemlenmemiştir. PK grubunda defekt alanının koronal düzlem kesitleri boyunca 

%75’den fazlasının kapandığını ve alanda yeni kemik doku oluşumu gözlenmiştir. h-

HGİ grubunda defekt alanının %25’den fazlasının kapandığı ve alanda yeni kemik 

oluşumu olduğu gözlenmiştir. HGİ grubunda defekt alanında koronal düzlem 

kesitlerinde sadece hidrojel iskele ve iskeleyi çevreleyen kollajen doku varlığı 

gözlemlenmiştir. Defekt alanında belirgin yeni kemik doku oluşumu 

gözlemlenmemiştir (Şekil 4.9 ve Şekil 4.10).  

12. hafta gruplardaki H&E boyalı koronal düzlem kesit preparatları 

incelendiğinde 6 haftalık gruplara oranla defekt bölgesinin kapanması ve yeni kemik 

doku oluşumunun çok daha fazla olduğu gözlemlenmiştir. NK grubunda defekt 

alanında %10 oranında yeni kemik oluşumu gözlemlenmiştir. PK grubunda defekt 

alanının %100 kapandığını ve yeni kemik oluşumunun çok daha fazla olduğu 

gözlemlenmiştir. h-HGİ grubunda defekt bölgesinin %75’ten fazlasının kapandığı ve 
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yeni kemik doku oluşumunun 6. haftaya göre çok daha fazla olduğu gözlemlenmiştir. 

HGİ ve h-HGİ gruplarında 12 hafta sonunda hidrojel iskele kalıntıları defekt alanında 

izlenmiştir (Şekil 4.11 ve Şekil 4.12).   

 

 

Şekil 4.9. Altı haftalık takipte gruplara ait H&E boyalı koronal kesitler. Kan adacıkları 

(siyah ok), kollajen lif (mavi ok), defekt bölgesinde oluşmuş kemik (yıldız) 

ve hidrojel iskele kalıntısı (turuncu ok) gösterilmiştir.  
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Şekil 4.10. Altı haftalık takipte gruplara ait H&E boyalı aksiyel kesitler. Kan 

adacıkları (siyah ok), kollajen lif (mavi ok), defekt bölgesinde oluşmuş 

kemik (yıldız) ve hidrojel iskele kalıntısı (turuncu ok) gösterilmiştir.   
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Şekil 4.11. On iki haftalık takipte gruplara ait H&E boyalı koronal kesitler. Kan 

adacıkları (siyah ok), kollajen lif (mavi ok), defekt bölgesinde oluşmuş 

kemik (yıldız) ve hidrojel iskele kalıntısı (turuncu ok) gösterilmiştir.   
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Şekil 4.12. On iki haftalık takipte gruplara ait H&E boyalı aksiyel kesitler. Kan 

adacıkları (siyah ok), kollajen lif (mavi ok), defekt bölgesinde oluşmuş 

kemik (yıldız), kıkırdak doku (yeşil ok) ve hidrojel iskele kalıntısı (turuncu 

ok) gösterilmiştir.   

 

Çalışma grupları arasında en iyi iyileşme ve kemik oluşumu PK grubunda 

gözlemlenmiştir. h-HGİ grubu PK grubuna yakın bulgular göstermiştir. HGİ grubu 

NK grubundan kollajen sentezi açısından çok daha iyi sonuç gösterse de yeni kemik 
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oluşumu bakımından benzer histopatoloji göstermektedir. H&E boyalı preparatlar 

üzerinden yapılan ICRS ve O’Driscoll histolojik skorlama sonuçları Tablo 4.1’de 

verilmiştir. Hem 6. Haftada hem 12. Haftada ortalama skorlar yüksekten düşüğe; PK, 

h-HGİ, HGİ, NK, şeklinde sıralanmıştır. Tüm gruplar arasındaki farklar istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmuştur (Şekil 4.13 ve Şekil 4.14).  

 

Tablo 4.1. Gruplara ait ortalama ICRS ve O’Driscoll histolojik skorları. 

Grup 6. hafta 12. hafta 

 ICRS O’Driscoll ICRS O’Driscoll 
NK 2,66 ± 0,7 1 ± 0 3,83 ± 0,7 1 ± 0 
HGİ 6 ± 0,7   4,17 ± 3,12 7 ± 0,7 5,17 ± 1,94 
h-HGİ 13,16 ± 0,7 11,17 ± 3,37 16,5 ± 0,7 13,83 ± 4,62 
PK 20,16 ± 0,7 16 ± 1,26 23,16 ± 0,7 17 ± 0 

     

 
 

 

Şekil 4.13. O’Driscoll histolojik skorlama sonuçları. (*p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001)  
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Şekil 4.14. ICRS histolojik skorlama sonuçları. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)  

 
Safranin-O/Fast-Green Boyaması  

Preparatlar incelendiğinde, subkortikal kemik ve yeni oluşan kemikte fast-

green solüsyonu ile yeşil boyama gözlenmiştir. NK grubu gece boyu bekletilmesine 

rağmen, safranin-o ile histolojik olarak gözlemlense de kıkırdak tabakada boyanma 

gözlemlenememiştir. PK, h-HGİ, HGİ gruplarında histolojik olarak kıkırdak doku 

oluşumu gözlemlenmiştir. İskele grupları bazik bileşenler içerdiği ve diğer boyalarda 

(H&E ve Masson tri-krom) olduğu gibi boyalardaki asidik boyalar ile boyandıkları 

dikkati çekmiştir (Şekil 4.15).  
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Şekil 4.15. Altı ve on iki haftalık takiplerde gruplara ait Safranin-O/Fast-green boyalı 

kesitler. Kollajen (mavi ok), kıkırdak doku (siyah ok), yeni oluşmuş kemik 

doku (siyah yıldız), hidrojel iskele kalıntısı (turuncu yıldız ve turuncu ok) 

ile gösterilmiştir. (X40) 

 

Masson Tri-Krom Boyaması 

6. hafta Masson tri-krom boyalı koronal ve aksiyel kesitler incelendiğinde 

kollajen sentezinin PK ve h-HGİ gruplarında daha fazla olduğu gözlemlenmiştir. 12 
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haftalık takipli gruplarda 6 haftalık gruplara kıyasla tüm gruplar açısından kollajen 

sentezinin göreceli olarak arttığı gözlemlenmiştir. 12. hafta kesitlerinde kollajen 

sentezinin PK ve h-HGİ gruplarında diğer gruplara göre daha fazla olduğu 

gözlemlenmiştir (Şekil 4.16 ve Şekil 4.17).  

 

 

Şekil 4.16. Altı haftalık takiplerde gruplara ait Masson Tri-krom boyalı kesitler. 

Kollajen yapıları (siyah ok), kemik doku (siyah yıldız) ile gösterilmiştir. 

(X40)  
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Şekil 4.17. On iki haftalık takiplerde gruplara ait Masson Tri-krom boyalı kesitler. 

Kollajen yapıları (siyah ok), kemik doku (siyah yıldız) ile gösterilmiştir. 

(X40) 

 

İmmünfloresan Boyama 

Preparatlar incelendiğinde 6 haftalık takip sonrası agrekan, kollajen tip 1 ve 

kollajen tip 2 immün boyalı preparatlarda NK grubuna kıyasla PK ve h-HGİ 

gruplarında immün ifadelenmenin belirgin şekilde çok daha fazla olduğu görülmüştür 
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(Şekil 4.18, Şekil 4.19 ve Şekil 4.20). 12 haftalık gruplar ile 6 haftalık gruplar 

karşılaştırıldığında agrekan, kollajen tip 1 ve kollajen tip 2 immün boyalı preparatlarda 

ifadelenmenin artış gösterdiği gözlemlenmiştir. PK ve h-HGİ gruplarındaki yoğun 

kollajen tip 2 ifadelenmesi oluşan kıkırdak dokunun hiyalin benzeri özellikte olduğunu 

göstermektedir. 

 

 

Şekil 4.18. Altı ve on iki haftalık takiplerde gruplara ait Agrekan İmmünfloresan 

(FITC (yeşil işaretli), DAPI (mavi)) boyama kesitleri. Agrekan ifadelenme 

(beyaz ok), hidrojel iskele kalıntısı (mavi, kırmızı, beyaz yıldız) ile 

gösterilmiştir. (X40) 
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Şekil 4.19. Altı ve on iki haftalık takiplerde gruplara ait Kollajen tip 1 İmmünfloresan 

(FITC (yeşil işaretli), DAPI (mavi)) boyama kesitleri. Kollajen tip 1 

ifadelenme (beyaz ok), hidrojel iskele kalıntısı (mavi, kırmızı, beyaz yıldız) 

ile gösterilmiştir. (X40) 
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Şekil 4.20. Altı ve on iki haftalık takiplerde gruplara ait Kollajen tip 2 İmmünfloresan 

(Texas Red (kırmızı), DAPI (mavi)) boyama kesitleri. Kollajen tip 2 

ifadelenme (beyaz ok), hidrojel iskele kalıntısı (mavi, beyaz yıldız) ile 

gösterilmiştir. (X40) 

 

BrdU Boyaması 

Hidrojel iskele üzerindeki hUC-MKH’lerin varlığını devam ettirdiklerini 

göstermek için BrdU işaretleme yapılmıştır. Preparatlar incelendiğinde sadece h-HGİ 

grubunda kahverengi pozitif boyanma olduğu görülmüştür (Şekil 4.21). BrdU ile 

işaretlenen MKH’lerin çoğunun defekt alanı periferine göç etmiş olduğu gözlenmiştir.   
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Şekil 4.21. On iki haftalık takipte gruplara ait BrdU boyalı kesitler. Tüm gruplarda 

defekt alanları kare ile gösterilmiştir. BrdU pozitif hücreler kahverengi 

boyanmıştır. (siyah ok) 
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5. TARTIŞMA 

 

Tavşan dizi OKD modelinde gradyan yapıda, mezankimal kök hücre içeren, 

özgün özellikleri olan ve mikro-ekstrüzyon 3-B biyoyazıcı ile üretilen hidrojel doku 

iskelesinin iyileşme üzerine olan etkilerinin incelendiği bu çalışmada; h-HGİ 

grubunda elde edilen yeni kemik ve kıkırdak oluşumunda birçok parametrede NK 

grubuna kıyasla anlamlı üstünlük görülmüştür; PK grubuna yakın sonuçlar elde 

edilmiş olup, çalışma hipotezi doğrulanmıştır.  

Çalışma kapsamında üretilen doku iskelelerinin ekstrüzyon tabanlı 3-B 

biyoyazıcı ile üretilmesi, gradyan özellik taşıması, canlı mezenkimal kök hücre 

içermesi ve bu iskelelerde biyoaktif molekül olarak bor ve peptit amfifillerin 

kullanılması nedeniyle üretilen iskeleler bu alandaki birçok teknolojiyi içerisinde 

barındırmaktadır ve yenilikçi çözümler sunmaktadır.  

 Yapılan DAPI ve Live/Dead boyamaları 3-B biyoyazıcı ile üretilen doku 

iskelelerindeki canlı hücrelerin yoğun, ölü hücre sayısının ise çok az olduğu 

göstermiştir. Sonuç olarak, kullanılan biyomalzemelerin (kitosan, B-nHAp, Pluronic® 

F127) ve biyo-yazım sürecindeki parametrelerin hücre canlılığı üzerine herhangi bir 

olumsuz etkisi olmadığı gösterilmiştir. 

PK grubu olarak otolog osteokondral doku implantasyonu işlemi yapılması 

çalışmanın özgünlüğünü arttırmaktadır. Literatürde benzer hayvan çalışmalarında PK 

grubuna rastlanmamıştır. Otolog osteokondral doku transferi klinikte güncel olarak 

kullanılmakta olan bir metot olup etkinliği farklı çalışmalarda gösterilmiştir (107-110). 

Bu yöntemde elde edilen hiyalin kıkırdak ile iyileşme tedavinin en önemli 

avantajlarından biridir (111). Çalışma gruplarının bu dizaynı sayesinde gradyan doku 

iskelesi grupları klinikte altın standart uygulamalardan biri olan bir cerrahi yöntemle 

karşılaştırılmıştır.    

Osteokondral ünite, kendi içlerinde farklı yapısal seviyeler barındıran iki temel 

katmandan oluşmaktadır: kıkırdak ve subkondral kemik. Her seviyede ana makro-

moleküler içerik, hücre dizilimi ve perfüzyon kapasiteleri farklılık göstererek özgün 

fonksiyonlar göstermesine neden olur (112). Güncel literatürde yaygın olarak 

kullanılan birçok doku iskelesi materyali, kök hücre çeşidi ve biyoaktif molekül 

olmasına rağmen ideal bir dizayn ortaya konulamamıştır. Osteokondral ünitenin bu 
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sıra dışı yapısını taklit etme amacıyla gradyan doku iskeleleri giderek 

popülerleşmektedir. 3-B yazıcılar ise katman-katman yazdırma teknolojisiyle 

araştırmacıların gradyan iskeleler tasarlamasına olanak sağlar (23). Osteokondral 

üniteyi taklit edebilmek amacıyla çalışmamızda kullandığımız doku iskelesi de 3-B 

biyoyazıcı ile üretilmiş  olup gradyan özelliği her katmanda farklı konsantrasyon ve  

içerikteki biyoaktif molekül dizaynıyla kazandırılmıştır. Literatürde gradyan doku 

iskelelerinin OKD modelinde monofazik iskelelere göre  daha iyi iyileşme etkisi 

gösterdiğini belirten çalışmalar mevcuttur (113, 114). Idaszek ve ark. 3-B biyoyazıcı 

ile ürettikleri jelatin metakrilamid, hyaluronik asit, kondroitin sülfat ve insan kökenli 

MKH içeren gradyan iskeleyi sıçan OKD modeline implante etmişlerdir (115). 

Gradyan iskele grubunun negatif kontrol grubuna göre daha üstün rejenerasyon 

gösterdiğini belirtmişlerdir.  

Çalışmamızda implante edilen hidrojel doku iskelesi güçlü osteojenik etkiler 

göstermiştir. HGİ ve h-HGİ grupları 12. haftada PK grubundan yüksek KMD ve 

BV/TV oranına sahiptir. Shi ve ark. dopamin-modifiye-aljinat ve kitosan-

hidroksiapatit bileşenleri içeren gradyan yapıdaki kemik doku iskelesinin osteojenik 

etkilerini tavşan femoral defekt modelinde çalışmışlardır (116). Gradyan iskelenin 

mükemmel osteojenik aktivitesi olduğunu ve gradyan yapıda olmayan iskeleye göre 

daha iyi bir kemik rejenerasyonu sağladığını belirtmişlerdir. Hidroksiapatitin 

osteojenik etkileri literatürde genişçe araştırılmıştır (117-120). Ayrıca kitosanın da 

doğal hücre dışı matrikse benzer bir mikro çevre sağlayarak osteokondüktif etkiler 

gösterdiği bilinmektedir (121). Kitosan ve hidroksiapatitin kombine edilmesi hem 

mineralizasyon sürecini hem de kemik oluşumu sinyal yolaklarını uyararak doku 

iskelelerinin osteojenik etkilerini daha da güçlendirmektedir (122). 

Bor mineralinin de kemik iyileşmesi üzerine olumlu etkileri mevcuttur (74, 

123, 124). Gümüşderelioğlu ve ark. borik asit enkapsüle edilmiş kitosan 

nanopartiküllerinin kemik rejenerasyonu üzerine in-vitro etkilerini araştırmışlardır 

(73). Borun kontrollü salınımının  pre-osteoblast hücrelerinin çoğalmasında ve 

osteojenik farklılaşmasında anlamlı etkisi olduğunu bulmuşlardır. Benzer şekilde 

Gizer ve ark. hücre kültüründe yaptıkları çalışmada bor katkılı nHAp bileşiklerinin 

MKH’lerde alkalen fosfataz aktivitesini arttırarak osteojenik farklılaşmayı arttırdığını 

bildirmişlerdir (125). Moleküler etkileri daha detaylı incelemek üzere yaptıkları 
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transkriptom analizinde bor katkılı bileşiklerin Wnt, TGF-B ve stres sinyal yolak 

reseptör genlerine etki ettiklerini belirtmişlerdir (125). Çalışmamız kapsamında 

üretilen doku iskelesinin osteal katmanlarında kitosan ve B-nHAp kullanımı defekt 

bölgesindeki kemik rejenerasyonunu güçlendirmiştir.  

h-HGİ grubu NK grubuna göre daha üstün kıkırdak rejenerasyonu göstermiştir. 

Makroskopik ve histolojik bulgulara bakıldığında h-HGİ grubunda 12. haftada defekt 

yüzeyinin tama yakın kıkırdak benzeri yeni dokuyla dolduğu görülmüştür. 

İmmünohistokimyasal çalışmalarda görülen yoğun tip II kollajen sinyali oluşan yeni 

kıkırdak dokusunun histopatolojik olarak hiyaline benzediğine işaret etmektedir. 

Hidrojeldeki peptit amfifillerin kondral rejenerasyon etkisi mevcuttur. Yang ve ark. 

polipeptit yapıdaki hidrojel iskeleyi tavşan troklea OKD modeline implante 

etmişlerdir (126). Hidrojel grubunda defektin doğal kıkırdağa benzer özellikteki 

dokuyla dolarak kondral iyileşmenin hızlandığını tespit etmişlerdir. Ayrıca hidrojel 

grubun negatif kontrol grubuna göre daha yüksek makroskopik ve histolojik ICRS 

skorları olduğunu bildirmişlerdir. Yazarlar, polipeptit hidrojelin uygun biyo-

çözünürlük, mükemmel biyo-uyumluluk ve düşük immünojenite özellikleriyle başarılı 

bir OKD onarımı gerçekleştirdiği sonucuna varmıştır. Peptit amfifillerin doku 

mühendisliğindeki kullanımı giderek artmakta olup, yapısındaki oligopeptitlerin 

aminoasit sekansları değiştirilerek farklı özellikler kazandırmak mümkündür (127). 

Tez çalışmamızdaki gradyan hidrojelde de kullanılan K-PA ve E-PA sekanslarının 

hücre dışı matrikste yer alan proteoglikanların içindeki GAG zincirlerini taklit ederek 

kondrojenik hücre farklılaşmasını uyardığı gösterilmiştir (128). İmmünohistokimyasal 

boyamalarda h-HGİ grubunda görülen güçlü agrekan ve kol-II sinyalleri de PA 

içeriğinin hücre dışı matrikse benzer bir mikro-çevre oluşturarak kıkırdak iyileşmesine 

katkı sağladığını düşündürmüştür.     

Grup içi heterojenite olmasına karşın çalışmamızdaki bazı hidrojel iskele 

implante edilen deneklerde defektin merkez bölgesinde fissür oluşumu gözlenmiştir. 

Bu bulgu literatürde sinoviyal sıvı basıncıyla açıklanmaya çalışılmıştır. Hiyalin 

kıkırdak oluşumu için, mikro-çevredeki bazı mekanik koşulların sağlanması 

gerekmektedir (129). Hidrostatik basınç kondrojenik farklılaşmayı uyarmaktadır 

ancak fizyolojik sınırların üzerindeki basınçlar doku rejenerasyonunda olumsuz etki 

gösterebilir (130, 131). Levingstone ve ark. hyaluronik asit, hidroksiapatit, tip I ve II 
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kollajen içerikli multi-fazik doku iskelesini tavşan OKD modeline implante 

etmişlerdir (95). Doku iskelesi gruplarında rejenerasyon bölgesinde yer yer yüzeyden 

basamaklanma, fissür oluşumu ve subkondral kist oluşumu gözlemlemişlerdir. Bu 

bulguları cerrahi sonrası sinoviyal hipertrofiye sekonder oluşan sinoviyal sıvı 

basıncına bağlamışlardır.  

Osteokondral doku mühendisliğinde hücre kullanımı ve kullanılacak hücrenin 

kaynağı hala tartışma konusudur. Hidrojel doku iskelemizde hUC-MKH 

kullanılmıştır. hUC-MKH’ler non-invaziv olarak elde edilebilmektedirler ve birçok 

çalışmada osteokondral doku rejenerasyonunda etkili oldukları gösterilmiştir. 

Gelişmiş hücre aktivitesi ve çoğalma becerisi olan hUC-MKH’ler aynı zamanda düşük 

immünöjeniteye sahiptirler (132). Zheng ve ark. 3-B biyoyazdırılmış polikaprolakton-

hidroksiapatit içerikli hUC-MKH ekilmiş doku iskelesinin rejenerasyon etkilerinin 

tavşan modelinde araştırmışlardır (133). Sonuçta hücre yüklü iskelelerin hücresiz 

iskelelere göre anlamlı olarak kemik ve kıkırdak iyileşmesini desteklediğini 

belirtmişlerdir. You ve ark. tavşan OKD modelinde, tedavide kıkırdak partiküller 

enkapsüle edilmiş insan amniyotik MKH yüklü levhaların sadece kıkırdak 

partiküllerine kıyasla daha yüksek makroskopik ve histolojik skorlar gösterdiğini 

bildirmişlerdir (134). Çalışmamızda da h-HGİ grubu, NK ve HGİ gruplarına göre daha 

üstün kondrojenik  iyileşme göstermiştir. 

6. ve 12. haftalarda h-HGİ grubunun BrdU pozitif boyanması hUC-MKH’lerin 

ksenojenik ortamda hayatta kaldıklarını göstermektedir. İlginç şekilde, hücrelerin 

iskelenin periferik bölgelerine göç ettiği görülmüştür. Kıkırdak avasküler bir doku 

olup perikondriyumdan beslenir (29). Diz eklemi gibi perikondriyum içermeyen 

bölgeler sinovyal sıvı ve subkortikal kemikten beslenir. Eklem içi cerrahi işlem sonrası 

sinovyal sıvının azalması ve subkondral kemiğin de iyatrojenik olarak hasarlanması 

ile iskelenin kıkırdak dokuya denk gelen kısmındaki hücrelerin yeterli besin kaynağı 

olmadığı düşünülmüştür. Defekt bölgesinde yeni oluşmuş damarlar görülmesine 

karşın, hUC-MKH’lerin besin kaynağına yönelmeye programlı davranışları nedeniyle 

perifere doğru göç etmiş oldukları düşünülmüştür.  

Hidrojel iskelelerin difüzyon kapasitesi inorganik madde yoğunluğu, ortam 

sıcaklığı, pH, porozite gibi birçok faktöre bağlıdır (135). Hidrojel içeriğindeki 

inorganik madde yoğunluğu arttıkça difüzyon zorlaşmaktadır (136). İdeal por 
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büyüklüğü ise tartışmalıdır. Mandal ve ark. 3-B ipek fibroin iskelelerle yaptıkları ex-

vivo çalışmada, insan dermal fibroblastların iskele üzerindeki göç hareketlerini takip 

etmişlerdir (137). Merkezden perifere doğru hücre göçü gözlemleyen araştırmacılar 

bunun doku iskelesindeki elverişli poroziteyle ilişkili olduğunu belirtmişlerdir. Tez 

çalışmamızda kullanılan hidrojel iskelenin de hücre göçü için elverişli bir geometriye 

sahip olduğu söylenebilir ancak difüzyon kapasitesinin belirlenmesi için ileri 

çalışmalara ihtiyaç vardır.      

Toplamda 6 denek çalışmadan çıkarılmıştır. Üç tavşan cerrahi sonrası stres 

nedeniyle erken dönemde eksitus olmuştur. Diğer üç tavşan dizlerindeki enfeksiyon 

bulguları nedeniyle çalışmadan çıkarılmıştır. Enfeksiyon bulguları gösteren dizlerden 

2 tanesi PK, 2 tanesi h-HGİ, 1 tanesi HGİ ve 1 tanesi NK grubuna aittir. Enfeksiyon 

bulgusu gösteren dizlerde belirgin bir yönelim gözlenmemiştir. Gruplar arasındaki 

dengeli dağılım doku iskelelerinin enfeksiyon açısından risk faktörü oluşturduğu 

ihtimalini azaltmaktadır. Ancak hem PK grubunda hem de iskele grubunda negatif 

kontrole grubuna göre daha fazla sayıda enfeksiyon gözlenmiştir. Bunun bir nedeni bu 

grupların cerrahi sürelerinin daha uzun olması olabileceği düşünülmüştür. Literatürde 

uzamış cerrahi sürenin hayvanlarda cerrahi alan enfeksiyonu açısından bir risk faktörü 

olduğu bildirilmiştir (138). 

Tavşan yürüme biyomekaniği insandan çok farklıdır (28). Örneğin tavşanların 

doğal pozisyonunda dizler derin fleksiyondadır. Türler arası farklılar bulguların 

kliniğe uygulanabilirliği açısından kısıtlılıklar getirmektedir. Yine de yeni üretilen 

biyomalzemelerin klinikte kullanılabilmesi için in-vivo ve in-vitro koşullarında 

etkilerinin ve güvenliklerinin test edilmesi gerekmektedir (85). Bu nedenle doku 

iskelelerinin biyo-uyumluluk ve mekanik özelliklerinin değerlendirilmesinde uygun 

bir hayvan modeli çalışması vazgeçilmez bir adımdır. Diğer bir kısıtlılık, tavşanların 

kemik yapım-yıkım metabolizmaları hızlı olup 6. ve 12. haftalık takipler erken ve 

göreceli olarak orta dönem sonuçları temsil etmektedir. 12. hafta spesimenlerin 

histolojik analizinde biyo-çözünme süreci tamamlanmamış hidrojel iskeleye ait 

kalıntılar gözlenmiştir. Literatürde benzer hayvan çalışmalarında biyomalzemenin 

çözünmesinin 2 yıla kadar sürebildiği vurgulanmıştır (139). 6. haftadan 12. haftaya 

doğru daha yüksek oranda biyo-çözünüm ve daha iyi rejenerasyon görülmüştür. Bu 

nedenle daha uzun takip süreli çalışma dizaynlarıyla daha yüksek etkiler görüleceği 
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düşünülmüştür. In vivo deneyler sırasında post-op dönemde 6 adet tavşan (n=12 diz) 

çalışmadan çıkarılması nedeniyle gruplardaki denek sayısı azalmıştır. KMD ve 

BV/TV gibi bazı parametreler tedavi grupları lehine oransal olarak üstün bulunmasına 

rağmen istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmamıştır. Denek sayısı arttırılarak 

istatistiksel olarak anlamlı fark elde edileceği öngörülmüştür.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Osteokondral defektlerin tedavisi zordur ve mevcut yöntemler bazı potansiyel 

riskler barındırmaktadır. Doku mühendisliği bu alanda yenilikçi çözümler 

getirmektedir. Klinikte kullanıma giren doku iskelesi sayısı da her geçen gün 

artmaktadır (140). Bu iskelelerle kısa dönemde iyi sonuçlar elde edildiği bildirilse de 

(141-143) , doğal osteokondral üniteyi taklit edebilecek yeni dizaynlara ihtiyaç vardır.  

Çalışmamızda kullanılan 3-B yazdırılmış hidrojel doku iskelesi; özgün 

özellikleriyle bu alandaki ihtiyaca cevap vermek üzere tasarlanmıştır. Bu iskele 

gradyan yapıda olup kıkırdak bölgede peptit amfifil-kitosan bileşikleri yoğun olarak 

yer alırken, kemik bölgede derinleştikçe bor-nanohidroksiapatit-kitosan bileşiğinin 

yoğunluğu artmaktadır. Ayrıca rejeneratif potansiyeli arttırmak amacıyla hUC-

MKH’ler biyomürekkepe entegre edilmiştir. 

Bu çalışmada hUC-MKH yüklü hidrojel doku iskelesinin in-vivo rejenerasyon 

etkileri tavşan dizi OKD modelinde araştırılmıştır. Grup içi farklılar gözlense de, hücre 

yüklü doku iskelesi grubunun doğal osteokondral üniteye benzer özellikler göstererek 

kemik ve kıkırdak rejenerasyonunu desteklediği görülmüştür. Makroskopik, 

radyolojik ve histolojik parametreler değerlendirildiğinde hücre yüklü doku iskelesi 

grubunda negatif kontrol grubundan üstün, pozitif kontrol grubuna yakın skorlar elde 

edilmiştir.  Bu yeni ve özgün gradyan yapıdaki hidrojel doku iskelesi OKD tedavisinde 

umut verici bir etkinlik göstermiştir.       
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