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OZET

Dedeogullari, E.S., U¢ Boyutlu Biyoyazic1 ile Uretilen Gradyan Hidrojel Doku
Iskelesinin Tavsan Dizi Osteokondral Defekt Modelinde Rejenerasyon Etkisinin
Arastirllmasi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji
Anabilim Dah Uzmanhk Tezi, Ankara, 2023. Doku miihendisligi osteokondral
defektlerin (OKD) tedavisinde yaratict ¢dziimler sunmaktadir. U¢ boyutlu (3-B)
biyoyazici  teknolojisi  sayesinde osteokondral dokuyu taklit edebilecek
biyomalzemeler tretmek mumkiindir. Bu tezin amaci 3-B biyoyazici ile Uretilen doku
iskelelerinin tavsan dizi OKD modeline implantasyonu ve iyilesmedeki etkinliginin
belirlenmesidir. Kitosan temelli doku iskelesi 3-B biyoyazici kullanilarak
mikroekstriizyon teknigiyle gradyan yapida tretilmistir. Kikirdak doku igin peptit
amfifilleri, kemik doku igin nano-hidroksiapatit ve bor katkili nano-hidroksiapatit
kullanilmistir. Rejeneratif etkinligi arttirmak i¢in insan umbilikal kord mezenkimal
kok hicreleri doku iskeleleri icerisine eklenmistir. In-vivo deneylerde New Zealand
White cinsi erkek tavsanlar kullanilmis olup negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK),
hiicresiz hidrojel gradyan iskele (HGI) ve hicreli hidrojel gradyan iskele (h-HGI)
deney gruplar1 olusturulmustur. Post-op 6. ve 12. hafta analizlerinde makroskobik
skorlama, mikro BT ve histolojik degerlendirme kullanilmistir. Makroskobik
skorlamada 6. ve 12. haftalarda en diisiik ortalama NK grubunda gorulirken, en
yiiksek ortalama PK grubunda gorilmiistiir. On ikinci haftada HGI ve h-HGI gruplar
PK grubuna yakin sonuglar vermistir. HGI ve h-HGI gruplarinin 12. haftada kemik
hacmi/doku hacmi oran1 ve kemik mineral dansitesi degerlerinin PK grubundan da
yuksek oldugu goriilmiistiir. Histolojik incelemede; en iyi iyilesme bulgulart PK
grubunda ikinci olarak ise h-HGI grubunda gdzlenmistir. h-HGI grubunda hiyalin
benzeri kikirdak olusumu gdzlenmistir ancak sonuglar heterojendir. HGI grubunda
negatif kontrol grubuna kiyasla ¢ok daha iyi kollajen sentezi goériilmiistiir. Sonug
olarak tiiretilen doku iskelesi OKD tedavisinde defekt dolumu agisindan basarili

sonuglar gostermistir. MKH eklenerek iskelenin rejeneratif potansiyeli arttirilmistir.

Anahtar kelimeler; Osteokondral defekt, gradyan, 3-B yazici, doku iskelesi, tavsan
TUBITAK 1003 Programi Proje No: 218E003



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. GIRIS

Osteokondral doku temel olarak iki kisimdan olusmaktadir: subkondral kemik
ve eklem kikirdagi (1). Bu yapinin yaralanmasi her yas grubunda goriilebilen bir
durumdur. Yaralanma mekanizmasi degisiklik gostermekle birlikte akut travmalar,
tekrarlayan mikro-travmalar, vaskiiler problemler ve yasla birlikte gériilen osteoartrit
etiyolojide en sik karsilasilan nedenlerdir. Bu patolojinin varligi hastalarda agri,
eklemde hareket kisitliligi, deformite gelisimi gibi semptomlara neden olabilir (2).

Osteokondral defektlerin (OKD) tedavisi; yas, defektin yeri, cap1 ve derinligi
gibi faktorlere gore degisiklik gostermektedir (3). Cerrahi tedavi secenekleri palyatif,
onarict Ve restore edici olarak (¢ ana baglikta toplanmaktadir (4). Artroskopik
debridman, kondroplasti, lavaj gibi palyatif tedavilerde ama¢ hastada semptomatik
iyilesme olup defektin oldugu bolgede yeni doku olusumu indiiklenmemektedir (5-7).
Mikro kirik, abrazyon artroplastisi, subkondral ‘drilleme’ gibi onarict tedavi
secenekleriyle defekt bolgesinde yeni doku olusumu ve iyilesme amaglanmaktadir (8-
11). Osteokondral otogreft/allogreft transplantasyonu, mozaikplasti, otolog kondrosit
implantasyonu gibi restore edici yontemlerle defekt bolgesine saglikli kikirdagin
transferi veya kondrositlerin implantasyonu ile yeni kikirdak olusumu
hedeflenmektedir (12-17). Ancak bu yontemlerle elde edilen tedavi basarisi sinirlidir
ve kendilerine gore dezavantajlari vardir (3). Donor bolgede agr1, enfeksiyon, kanama,
cilt problemleri ve iyatrojenik kirik otogreft alirken karsilagilabilecek
komplikasyonlardandir. Allogreftin ise pahali olmasi, kolay ulasilabilir olmamast,
hastalik tagima riski olmasi, immiin reaksiyona neden olma riski gibi dezavantajlari
mevcuttur. Bu nedenlerle OKD tedavisinde farkli segeneklere ihtiyag duyulmaktadir.
Ara ylizey doku miihendisligiyle tliretilen doku iskeleleri bu alanda yenilik¢i ve etkili
¢ozlmler getirmektedir (18).

Doku miihendisligi bir dokunun veya organ sisteminin fonksiyonlarini
yenileyen, koruyan veya iyilestiren biyolojik ikamelerin gelistirilmesinde,
miihendislik ve yasam bilimleri temel ilkelerini uygulayan disiplinler arasi bir alandir
(19). Son yillarda doku miihendisligi sayesinde osteokondral doku onariminda umut

vadeden secenekler ortaya c¢ikmustir (20). Gunumizde 3-B yazicilar, genom



diizenleme teknolojileri, immiin-modiilasyon gibi gelismeler sayesinde doku
miihendisligi daha da gelisim gostermektedir.

Birgok farkli dizaynda osteokondral doku iskelesi mevcuttur: monofazik,
bifazik, multi-fazik ve gradyan sistemler (21). Bunlar arasinda bifazik doku iskeleleri
yuzeydeki kikirdak dokuyu ve derindeki kemik dokuyu taklit etmeleri nedeniyle doku
yenilenmesinde oldukca etkilidir. Ancak bifazik doku iskelelerinde zaman zaman
instabilite ve c¢evre dokuya yeterince entegre olamama gibi sorunlarla
karsilagilmaktadir. Bu nedenle her katmana uyum saglamayir amaglayan gradyan
sistemler gelistirilmektedir (22).

3-B yazdirma siirecinde dogru materyal (biyo-murekkep) secimi ¢cok énemlidir
(23). Kullanilan materyallerin biyo-uyumlu olmalarinin yani sira istenilen mekanik ve
fonksiyonel 6zellikleri de sergilemeleri gerekmektedir. Ayni1 zamanda 3-B yazdirma
siirecine de uygun olmalidir. Ug boyutlu yazicilarda ¢ogunlukla dogal polimerler
(aljinat, jelatin, kollajen, kitosan, fibrin ve hyaluronik asit vb.) veya sentetik
molekiiller (polietilen glikol, PEG vb.) kullanilmaktadir (24). Doku iskelesi
iretiminde entegre edilecek hiicrenin se¢imi de dikkat edilmesi gereken diger bir
faktordiir. Temel olarak kullanilan hiicreler progenitdr ve farklilagsmus hiicreler olarak
iki ana grupta toplanir. Mezenkimal kok hticreler progenitor gruba, kondroblast ve
osteoblastlar ise farklilagmis hiicre grubuna 6rnek olarak verilebilir. Her iki hiicre
grubunun da basarili oldugunu belirten yayinlar mevcuttur (25-27).

Doku miihendisliginde Uretilen yeni materyallerin klinik kullanim 6ncesinde
giivenilirlik, uygulanabilirlik ve etkinlik acisindan hayvanlarda denenmesi
gerekmektedir. Klinik c¢alismalar 6ncesinde uygun hayvan modellerinde insan
semptomlarinin simiile edilmesi ¢ok 6nemlidir. OKD modellerinde eklem hacminin
cerrahiye uygun olmasi nedeniyle siklikla tavsan diz eklemi tercih edilmektedir (28).

Proje kapsaminda 3-B biyoyazici ile Uretilen hidrojel gradyan doku iskelesinde
biyomiirekkep olarak subkondral kisimda bor-katkili nano-hidroksiapatit (B-nHAp)
iceren kitosan, kikirdak kisimda peptit amfifil (PA) kullanilmigtir. Gradyan yapinin
geregi olarak subkondral kemikten kalsifiye kikirdaga dogru gidildikge
biyomurekkepteki B-nHAp orani azalirken, kalsifiye kikirdaktan yiizey kikirdaga
gidildik¢e PA orani artig gdstermistir. Ayrica kondrojenik, osteojenik ve adipojenik

faklilasma potansiyeli bulunmasi ve kolay ulasilabilir olmasi nedeniyle insan



umbilikal kord mezenkimal kok hicreleri (hUC-MKH) iskeleye eklenmistir (25).
Calismamizin amaci 6zgiin nitelikleri olan gradyan doku iskelesinin tavsan dizi OKD
modelindeki iyilesme etkinliginin radyolojik ve histolojik olarak arastirilmasidir.
Hipotezimiz, hidrojel iskele gruplarnin OKD dolumunda etkili olacagi, iyilesme
dokusunun ¢evre saglikli doku morfolojisine benzeyecegi, niceliksel testlerde negatif
kontrol grubundan daha yiiksek degerler, pozitif kontrol grubuna ise yakin degerler

gosterecegi yonundedir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Osteokondral Doku
Osteokondral {inite; {istte eklem kikirdagi, ortada kikirdak-kemik araytzi ve
altta subkondral kemikten olusmaktadir (1). Kikirdak kisim da kendi ig¢inde 4
tabakadan olugsmaktadir: yiizeyel bolge, orta bolge, derin bolge ve kalsifiye bolge.
Kalsifiye ve Kkalsifiye olmayan bolge tidemark denilen smirla ayrilmaktadir.
Subkondral kemik ise subkondral kemik plagi ve trabekiiler kemik olmak tizere iki

kisimdan olusmaktadir (Sekil 2.1).

A DG & 6 6 & 6 6 & G @) Yassi1 Kondresitler

Yiizeyel 3

Tabaka Horizontal Dizimli
Kollajen Fibrilleri

%b“:ka Diizensiz Dizimli
Kollajen Fibrilleri
Yuvarlak Kondrositler

Derin Vertikal Dizimli

Tabaka Kollajen Fibrilleri
Tidemark

Kalsifiye .

Tabaka Hipertrofik
Kondrositler

Subkondral Kemik Plag

Trabekiiler Kemik

Sekil 2.1. Osteokondral dokunun yapisi, (1)’den degistirilmistir.



2.1.1. Eklem Kikirdag:

Eklem kikirdag1 temel olarak hiyalin kikirdak yapisindadir. Hiicre dis1 matriksi
tip II kollajen fiberler, proteoglikanlar ve sudan olusmaktadir (29). Tip Il kollajen
disinda, az miktarda tip VI, IX, XI kollajen de bulunmaktadir. Proteoglikanlar temelde
agrekan bilesiklerinden olugmaktadir. Bilesikler hyaluronan zincirleri ve agrekan
monomerlerinden olusur (Sekil 2.2). Keratan sulfat ve kondroitin silfat gibi
glukozaminoglikan (GAG) zincirleri ve bazi proteinler de monomerlere bagl haldedir.
GAG zincirleri negatif yiiklii olmalar1 nedeniyle hiicre dis1 matrikste su tutarak eklem
kikirdaginin dayanikliligina katki saglar (30, 31). Matiir kikirdak dokusu damar ve
sinir yapilar1 igermemektedir, sinoviyal siv1 tarafindan beslenmektedir.

Eklem kikirdagindaki 4 tabaka farkli matriks icerigine sahiptir. Ylzeyel
tabakada paralel dizilen yassi kondrositler ve yiiksek kollajen miktar: (tip Il ve IX)
piirlizsiiz bir eklem yiizli saglamaktadir (1). Bu tabaka sinoviyal s1v1 ile temas halinde
olup kikirdagin, eklem hareketleri sirasinda olusan makaslama, gerim ve kompresyon
gibi gii¢lere dayanmasinda katki saglar (32). Orta tabaka ylzeyel ve derin tabaka
arasinda anatomik ve fonksiyonel bir koprii gorevi gormektedir. Eklem kikirdaginin
hacminin %40-60’1n1 olusturan orta tabakadaki duizensiz kollajen fibrilleri ve
kondrositler sayesinde kompresif guclere direng gostermektedir (32). Derin tabakada
ise yuvarlak kondrositler ve dikey yerlesimli kollajen fibrilleri bulunmaktadir (1). Bu
sayede kompresif gili¢lere en ¢ok direng gdsteren tabakadir. En kalin kollajen fibrilleri,
en yogun proteoglikan konsantrasyonu ve en diisiik su oran1 derin tabakadadir (32).

Kikirdaktan subkondral kemik dokusuna gegerken ince bir kalsifiye kikirdak
tabakasi mevcuttur. Tidemark derin tabakayla kalsifiye kikirdak tabakasini ayiran
siirdir. Kalsifiye kikirdak tabakasi derin tabakadaki kollajen fibrillerini subkondral
kemige baglama gorevini iistlenir (1). Bu tabakada hiicre yogunlugu az olup

kondrositler hipertrofiktir.



Sekil 2.2. Eklem kikirdagi hiicre dig1 matriksi (33).

2.1.2. Subkondral Kemik

Yapisindaki subkondral kemik plagi daha kompakt yapida olup kalsifiye
kikirdak tabakasina komsudur. Trabekiiler kemik ise mediiller kanala yakin olup 3-
boyutlu (3-B) yapisinda organize trabekiiler yapilar icermektedir. Aralarda ise kemik
iligi ve damarlar bulunmaktadir. Subkondral kemigin temel gorevi yiikii eklemden
kemige aktarmak ve kikirdaga destek olmaktir (1). Bu siirecte subkondral kemik plagi
yapisal destek saglarken, trabekiiler kemik elastisite ve sok emilimi saglamaktadir
(34).

Subkondral kemik organik ve inorganik molekiillerden olusmaktadir. Organik
kisimda temel olarak tip | kollajen, proteoglikanlar, GAG’lar ve su bulunmaktadir.
Inorganik kisimda ise biiyiik oranda hidroksiapatit kristalleri bulunmaktadir. Organik
molekiiller yapiya elastisite saglarken, inorganik hidroksiapatit katilik saglamaktadir

(35).



2.2. Osteokondral Doku Fizyolojik Ozellikleri
Osteokondral iinitenin kendine has gradyan yapisi ekleme birgok fonksiyonel
0zellik kazandirmaktadir. Eklem kikirdak yiiziinden kemige dogru; tip I kollajen ve
hidroksiapatit miktar1 kademeli artar, tip II kollajen ve su miktar1 azalir, kompresyon
ve elastik modilus artar, hidrostatik basing ve viskoz modulus azalir, kan damarlari,
gecirgenlik ve porozite artar, difiizyon potansiyeli azalir, glikoz ve oksijen artar (Sekil

2.3) (1).
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Sekil 2.3. Osteokondral tinitenin gradyan yapisi ve fizyolojik ozellikleri (35).

2.3. Osteokondral Defektler (OKD)

Osteokondral yapmin parsiyel veya tam kat defektleri her yasta
goriilebilmektedir. Bu defektlerin olusumunda akut travmalar, tekrarlayan mikro-
travmalar, vaskiiler olaylar ve ozellikle yaslanmayla goriilen dejeneratif siirecler
baslica nedenlerdendir (36). Kikirdak dokunun avaskiiler olmasi nedeniyle bu
defektlerin spontan iyilesmesi olduk¢a zordur (37). Defektin ¢apina ve derinligine gore
klinikte uygulanan farkli tedavi yontemleri mevcuttur. Outerbridge siniflamasi eklem
kikirdak hasarinin boyutuna ve derinligine gore yapilan bir siniflama olup tedavide yol

gostericidir (38, 39). Bu smiflamada; evre 0 saglikli kikirdak, evre 1 kikirdakta



yumusama ve sisme, evre 2 defekt kikirdakta sinirli ve ¢ap1 1.5 cm’den kiigiik, evre 3
defekt kikirdakta sinirli ve ¢ap1 1.5 cm’den biiyiik, evre 4 subkondral kemige uzanan

defekt seklinde tarif edilmistir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Outerbridge siiflamasi (39, 40).

2.4. Osteokondral Defektlerin Tedavisi

Gunumizde OKD tedavisinde debridman/kondroplasti, mikro-kirik, otolog
kondrosit implantasyonu, otogreft/allogreft kikirdak transplantasyonu gibi cerrahi
yontemler kullanilmaktadir.

Kondroplastide defekt debride edilerek simirlari piiriizsiiz hale getirilir. Bu
yontemde amag siirtlinmeyi azaltarak semptomatik rahatlama saglamaktir. Kanit
dizeyi yetersiz olmakla birlikte daha cok evre 2-3 defektlere uygulanmasi
onerilmektedir (5). Kikirdak dokusunun iyilesmesi amaglanmamaktadir.

Mikro-kirikta amag subkondral kemikte delikler agarak kemik iligini uyarmak
ve mezankimal kok hiicrelerin ylizeye ¢ikmasini saglamaktir (41). Bu sekilde defektte
kemik ve fibroz kikirdak benzeri bir iyilesme dokusu olmaktadir. Ancak fibroz
kikirdak, hiyalin kikirdagin mekanik o6zelliklerini gostermemektedir. Bu yontemle
erken donemde semptomatik rahatlama olabilmesine ragmen uzun dénemde etkili
olmamaktadir. On sekiz c¢alismadan 1830 kondral defektin dahil edildigi bir
derlemede, mikro-kirik sonrasi basarisizlik oran1 5 yilda %11-27, 10 yilda %6-32
olarak belirtilmistir (42). Bu derlemedeki 2 ¢alisma kontrol artroskopisi (second-look)



sonuglarini1 bildirmis olup defekt alaninda iyi entegrasyon gdsteren fibroz kikirdak
doku gozlenmistir. Mikro-kirik kiigiik defektler ve post-operatif beklentisi diisiik
hastalar igin dnerilmektedir (9).

Osteokondral otogreft transplantasyonu ve mozaikplasti gibi yontemlerle
defektin, yiik tasimayan anatomik bolgelerden (lateral femoral kondil gibi) alinan oto-
greftlerle doldurulmasi miimkiindiir. Bu yontemlerle defekt direkt olarak hiyalin
kikirdak dokusuyla kapanmis olur ancak aralarda kalan bosluklar cogunlukla fibréz
kikirdak dokusuyla dolmaktadir. Dogru hasta secgimiyle uzun dénemde basarili
olabilen bir tedavi yontemidir. Kirk hastalik randomize kontrollii bir ¢aligmada; 18-50
yas aras1 hastalarda femoral kondil veya trokleada, 2-6 cm? biiyiikliigiinde,
semptomatik, tam kat kondral defektlerde mikro-kirik ve mozaikplasti cerrahilerinin
sonuglarint karsilagtirmiglardir (13). Bes, on ve minimum on bes yillik takip
periyotlarinda Lysholm diz skorlarinda mozaikplasti yapilan grupta mikro-kirik
yapilan gruba gore anlaml1 diizeyde daha yiiksek skor artis1 gézlenmistir. Ozellikle 40
yas Ustii, kadin, 3 ¢cm?’den biiyiik defektler basariy1 olumsuz etkileyen faktorlerdir
(43). Cerrahi teknigin zor olmasi, dondr bolgede morbiditeye (agri, enfeksiyon, kirik
gibi) sebep olabilmesi bu tedavinin dezavantajlarindandir.

Ozellikle biiyiik defektlerin doldurulmasinda osteokondral allo-greftler de bir
secenektir. Taze, taze donmus, kriyo kadavra dokular1 kullanilabilmektedir. Kriyo ve
taze donmus dokularin dondurulmasi iglemleri kondrositlerin biiyiik ¢ogunlugunun
kaybina neden olabilmektedir (43). Kisa raf 6mrii ve pahali olmasi da bu yontemin
diger dezavantajlarindandir.

Otolog kondrosit implantasyonu ise iki asamali bir prosediirdiir. Ilk asamada
saglikli kikirdak dokusundan biyopsi alinarak kondrositler isleme tabi tutulmaktadir.
Hucre kdlturinde baydtilen kondrositler ortalama 4 hafta sonra defekte enjekte
edilmektedir (44). Kondrositlerin defekt bolgesinde kalmalari igin de biyolojik bir ortii
kullanilmaktadir. Bu teknigin ilk jenerasyonunda periost Ortiisii kullanilmaktayken
ikinci jenerasyonda hayvan kaynakli kollajen zarlar kullanilmaya baslanmistir.
Uclincti jenerasyon teknikte, MACI (matrix induced chondrocyte implantation), ise
kondrositler in-vitro ortamda kollajen matriksle birlestirilmektedir. MACI, evre 3-4, 2
cm?¢den buytik defektler icin 6nerilmektedir (3). Otolog kondrosit implantasyonu

tekniklerin gelismesiyle daha basarili hale gelmektedir. Ikinci ve iiciincii jenerasyon
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otolog kondrosit implantasyonlarin1 karsilastiran bir ¢aligmada, iki yontemde de
fonksiyonel skorlarda anlamli artis, 1 yil sonra yapilan kontrol artroskopide iyi-
mitkemmel ICRS skorlar1 ve alinan biyopsilerde %36-44 hiyalin kikirdak olusumu
elde edildigi bildirilmistir (45). Ancak uzun dénem sonuglarini gosteren kanit diizeyi
yiiksek caligmalara ihtiyag¢ vardir. Yontemin 2 kere cerrahi islem gerektirmesi, pahali
olmasi, her merkezde uygulanabilir olmamasi dezavantajlar1 arasindadir.

OKD tedavisinde bir diger tedavi secenegi ise biyo-materyallerin
kullanilmasidir. Giinlimiizde se¢ilmis hasta gruplarinda kullanimda olan birkag farkli
tasarim ve igerikte biyomalzeme mevcuttur (46). Verdonk ve ark. 38 hastalik vaka
serisinde, tip | kollajen ve hidroksiapatit iceren trifazik bir iskele olan MaioRegen’in
(Fineramica, Italy) sonuclarini paylasmistir (47). Iki yillik takipte tatmin edici klinik
sonuglar ve . MRG’de defektte dolum oldugunu, 9%5,3 hastada basarisizlikla
sonuglandigimi belirtmislerdir. Ayni iskeleyle yapilan baska bir ¢calismada 2.5 yillik
takipte %20 basarisizlik orani, yetersiz kikirdak ve kemik onarimi bildirilmistir (48).
Klinik kullanimda olan baska bir doku iskelesi Agili-C (CartiHeal, Israel) hicre
icermeyen aragonit bazli bir iskeledir (46). Kon ve ark. Agili-C ile yaptiklar1 kontrollii
klinik calismada 12 aylik takip sonunda %84 hastada defektin %4’iiniin doldugunu
belirtmislerdir (49). Kullanimda olan siirli sayidaki doku iskelesinin her yerde
ulasilabilir olmamasi, pahali olmasi, ¢eliskili ve az sayida klinik sonuglarinin olmasi
gibi dezavantajlari mevcuttur.

OKD’lerin ¢apina, derinligine ve hasta 6zelliklerine goére bir¢cok farkli tedavi
yontemi mevcuttur. Ancak her yontemin kendi i¢in dezavantaj1 olmasi aragtirmacilari
siirekli yeni tedavi yontemleri bulmaya itmistir. Doku miihendisligi osteokondral
defektlerin tedavisinde umut verici bir yontem olarak son yillarda giderek

yayginlagsmaktadir.

2.5. Osteokondral Doku Miihendisligi
Osteokondral doku miihendisligi bilesenleri temel olarak doku iskeleleri,

hiicreler ve biyoaktif molekiillerden olusmaktadir:



11

2.5.1. Doku Iskeleleri

Doku iskeleleri monofazik, bifazik veya trifazik olabilmektedir. Monofazik
iskeleler homojen karakter gostermekteyken, bifazik ve trifazik iskelelerle subkondral
kemik ve kikirdagin farkli 6zellikleri taklit edilmeye ¢alisilmaktadir (Sekil 2.5).

Monofazik iskeleler tek bir materyalden olusup yapis1 homojendir. Ayrica tek
fazlh iskelelerde tek bir ¢esit hiicre ve/veya biyoaktif molekiil olup yapisi fiziksel,
kimyasal ya da biyolojik i¢erigi malzeme boyunca degisiklik gostermez (21). Dogal
osteokondral dokunun her katmanda farkli mikro-gevreye sahip oldugu dikkate
alindiginda monofazik iskelelerle kisitli bir iyilesme saglanabilmektedir. Chu ve ark.
(50) tavsan osteokondral modelinde perikondrosit yikli PLA (polilaktik asit)
monofazik iskele kullanmislar ve uzun donem sonuglarini yaymlamislardir. Bu
calisma sonunda defekt biiyiik Ol¢lide kikirdak benzeri bir iyilesme dokusuyla
dolmustur. Ancak subkondral kemik katmaninda yeterli mikro ¢evre olugsmamustir.

Bifazik ve multi-fazik doku iskeleleriyle osteokondral yapimnin farkl: tabakalari
taklit edilmeye c¢alisilmaktadir. Bu tasarimlarda kikirdak doku i¢in yumusak
polimerler ve hidrojeller kullanilabilmektedir. Subkondral kemik doku i¢in ise kati
materyaller tercih edilebilir (1). Giinimiizde farkli dizayn ve igerige sahip birgok
bifazik ve multi-fazik doku iskelesi iiretilmektedir ve bir kism1 umut vadeden sonuglar
vermistir. Chen ve ark. (51) tarafindan tiretilen bifazik doku iskelesi basarili sonuglar
vermistir. Bu iskelede ist katmanda kollajen, alt katmanda ise kollajen/PLGA
(poli(laktik-ko-glikolik asit)) kullanilmistir. Ayni zamanda kemik iligi kokenli
mezankimal kok hucreler (BM-MKH) iskeleye eklenmistir. Calisma sonunda defekt
bolgesinde olusan iyilesme dokusunun piiriizsiiz bir yilizey olusturdugu ve cevre
dokuya entegre oldugu goriilmiistiir. Histolojik incelemelerde de kikirdak ve kemik
katmanlarinda ¢evre dokulara benzer iyilesme dokular1 olustugu gorilmiistiir.

Osteokondral iinitenin biyolojisinin daha iyi anlagilmasiyla doku iskeleleri de
bu yonde gelistirilmeye calisilmaktadir. Son yillarda osteokondral {initenin yapisi
boyunca gosterdigi kademeli degisime uyum saglayacak gradyan doku iskeleleri
gelistirilmeye calisilmaktadir. Gradyan doku iskelelerinde temel olarak fiziksel
yapisinin, iceriginin veya biyoaktif molekiil dozlarinin malzeme boyunca siireklilik
icerecek sekilde degisim gostermesi amaglanmaktadir. Ornegin gozenek biiyiikliigii

kikirdaktan kemige gecerken azalma goOsterebilmektedir. Biyuk gdzenekler
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kondrogenez i¢in daha uygun ortam saglarken, kiiciik gézenekler ise kemik dokuda
daha iyi mekanik stabilite saglamaktadir (52, 53). Radhakrishnan ve ark. (54)
tarafindan gelistirilen NHApP/ChS-NPs (nano-hidroksiapatit/Kondroitin silfat nano-
partiktlleri) gradyan hidrojel, hiyalin kikirdak iyilesmesinde ve subkondral kemik

mineralizasyonunda basaril1 sonuglar gostermistir.

Doku iskelesi modeli Dizayn Ozellik

Tiim katmanlar malzeme, geometri,
biyoaktif ajan, hiicre, por yapisi vb.
ozellikler agisindan homojendir

Monofazik

Genellikle kikirdak doku ve kemik
doku i¢in {iretilmig iki farkl katman
olup katmanlar kendi iginde
homojendir

Genellikle kikirdak doku, arayiiz ve
kemik doku i¢in tiretilmis ii¢ farkli
katman olup katmanlar kendi i¢inde
homojendir

Sinirlart keskin katman ayrimi

olmayip, her seviyede farkli igerik,

por mimarisi, hiicre gesidi, biyoaktif
ajan konsantrasyonu vb. barindirir

Bifazik

Trifazik

Gradyan

Sekil 2.5. Doku iskelesi dizaynlari.

2.5.2. Hucreler

Kikirdak dokunun kendini tamir edebilme yetenegi ¢ok kisithdir (55).
Dokunun rejenerasyon kapasitesini arttirabilmek icin doku iskelesi modellerine
mezenkimal kok hucrelerin  (MKH) eklenmesi birgok ¢alisma tarafindan
onerilmektedir (56-59). Osteokondral doku iskelelerinde genellikle iki tip hiicre
kullanilmaktadir: progenitor ve farklilasmig hiicreler (21). Progenitor (6ncal) hiicreler,
kok hiicreler olup birgcok farkli hiicre tipine farklilasma potansiyeline sahiptir.
Farklilasmis hiicreler ise matiir dokunun temel hiicrelerini olugturma yetenegine sahip
hiicrelerdir; kikirdak i¢in kondroblastlar, kemik icin osteoblastlar 6rnek olarak
verilebilir.

Doku miihendisliginde kullanilabilecek bir¢ok hiicre kaynagi mevcuttur:
eklem kikirdagindan elde edilen kondrositler, kemikten elde edilen osteoblastlar,

kemik iligi kokenli kok hiicreler, umbilikal kord kokenli kok hiicreler, eklem sivisi
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kokenli kok hucreler, vb. (21). Bu hiicre kaynaklar allogreft kaynakli olabilecegi gibi
ksenogreft kaynakli da olabilmektedir. Literatiirde kondrosit kullanilan osteokondral
doku iskeleleriyle basarili sonuglar elde edilmistir (60). Ancak kondrosit elde etme
isleminin zahmetli olmasi, elde edilen hiicre sayisinin az olmasi, ¢ogalma yeteneginin
diisiik olmasi nedeniyle MKH kullanimi1 giderek yaygmlagmistir (61). MKH
kondrojenik, osteojenik, adipojenik farklilagsma ve yiiksek proliferasyon kapasitesine
sahiptir. Ayrica lokal biyokimyasal uyaricilara cevap vererek doku iyilesmesi i¢in
gerekli blytme faktorlerini tretebilmektedir (61). Duan ve ark. (62) Urettikleri PLGA
bazli bifazik iskelede, tavsan BM-MKH kullanmislardir. Olusturduklar: tavsan OKD
modelinde iskeleleri implante etmislerdir. Yirmi dort haftalik takip siiresi sonunda
hiicre iceren doku iskelesi kullanilan grupta histolojik skorlar saglikli dokuya yakin
bulunmustur.

Son zamanlarda non-invaziv elde edilebilmesi, ¢ok sayida hiicre igermesi ve
hipo-immunojenik 0Ozellikleri nedeniyle insan umbilikal kord mezankimal kok
hicreleri (hUC-MKH) de kullanilabilmektedir (63). Park ve ark. (64) urettikleri
hyaluronik asit temelli hidrojelde hUC-MKH kullanmislardir. On alt1 haftalik takip
sonrast hiicreli hidrojellerde hiicresizlere gore daha iistiin doku rejenerasyonu

gorilmustir.

2.5.3. Biyoaktif Molekuller

Kemik ve kikirdak dokusunun yenilenmesi siirecinde biyoaktif molekiiller
hiicre bolinmesini, migrasyonunu, farklilasmasin1 ve matiirasyonunu uyarir. Bu
nedenle  ¢esitli  biyoaktif  molekiiller doku  miihendisliginde  siklikla
kullanilmaktadirlar. Mineraller, biyolojik biliylime faktorleri, hiicre ici sinyal
molekdilleri biyoaktif molekdllere 6rnek olarak verilebilir (1).

Wang ve ark. (65) tarafindan ex-vivo sartlarda yiiksek doz Mg*? iyonlarmnin
kok hiicrelerde kondrogenezi ve osteogenezi uyardigi gosterilmistir. Birgok ¢alismada
blyume faktorlerinin osteokondral doku iyilesmesinde etkili oldugu bulunmustur.
Insiilin benzeri biiyiime faktdrii (IGF), kemik morfogenik proteinleri (BMP),
fibroblast blyime faktori (FGF), transforme edici biytme faktort (TGF) literatirde
kullanilan bazi biyoaktif molekiillerdendir. Gugjoo ve ark. (66) yaptiklar1 ¢alismada
IGF-1 ve TGF-f1 igeren hidrojelleri tavsan OKD modeline yerlestirmislerdir.
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Biiytime faktorii iceren grupta olusan iyilesme dokusunun proteoglikan miktari, hiicre
dizilimi ve subkondral kemik olusumu agisindan gelisme gosterdigini belirtmislerdir.

Kemik, temel olarak hidroksiapatit, tip I kollajen ve diger suda ¢Oziinmiis
organik molekiillerden olusan; kompleks ve hiyerarsik bir yapiya sahiptir.
Hidroksiapatit kemigin ana inorganik bilesenidir. Kimyasal olarak sentezlenen nano-
hidroksiapatit (nHAp) ise biyo-uyumlu olmasi ve kemige yiiksek oranda entegre
olabilmesi nedeniyle kemik iligkili doku miihendisliginde sikg¢a kullanilmaktadir (67).
Ancak kirga karsi diistik direng, diisiik yorulma dayanimi ve kirilganlik gibi mekanik
ozellikleri hidroksiapatitle ilgili karsilagilan problemlerdendir. nHAp/polimer bazli
bilesikler bu problemlere etkili ¢oziimler getirebilmektedir (68). nHAp/kitosan bilesigi
kemik doku miihendisliginde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kitosanin por olusturma,
anyonlara baglanma, anti bakteriyel ve biyo-¢cOzunur ozellikleri birgok calismada
gosterilmistir. Bunlarin yaninda nHAp/kitosan bilesikleri daha gii¢lii mekanik
ozellikler gostererek dogal kemik yapisini taklit edebilmektedir (67). Tamai ve ark.
(69) hidroksiapatit/poli-d, I-laktik asit (PLA)/polietilen glikol (PEG)/kemik
morfogenetik protein 2 (BMP-2) igeren doku iskelesini tavsan OKD modeline
yerlestirmistir. Altinc1 haftada defektte tama yakin iyilesme bildirmislerdir. Bu
calismada erken donemde bile hidroksiapatit doku iskelenin porlar1 i¢inde belirgin
kemik doku olusumu gozlenmistir. Baska bir in-vivo ¢calismada nHAp/kitosan bilesigi
yalnizca kitosan igeren iskeleye gore daha tistiin kemik iyilesmesi saglamistir (70). Bu
calismada da tavsan OKD modeli kullanilmistir.

Bor da osteokondral doku iskelesi iiretiminde kullanilabilecek biyoaktif bir
maddedir. GOk ve ark. (71) tarafindan yapilan bir ¢alismada tavsan OKD modelinde
eklem ici borik asit enjeksiyonunun etkileri incelenmistir. Tedavi grubunda kontrol
grubuna gore hem makroskobik hem de mikroskobik analizlerde daha iyi iyilesme
gbzlenmistir. Baska bir calismada ise borun OKD uygulamalarindaki antioksidan
etkisi vurgulamustir (72). Gimiisderelioglu ve ark. (73) bor katkili kitosan nano-
partiktlleri iceren doku iskelesiyle yaptiklart c¢alismada, borun pre-osteoblastik
hiicrelerde farklilasmay1 ve ¢ogalmay1 uyararak osteoindiiktif 6zellik gosterdigini
gbzlemlemisglerdir. Baska bir calismada ise bor katkili nHAp kapli kitosan doku
iskelelerinin in vitro 6zellikleri incelenmistir (74). Hucre kilttr deneyleri sonucunda

iskeleden salinan borun 6ncii hiicrelerde g¢ogalmay1 ve osteoblastik farklilasmay1
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arttirdigi belirtilmistir. In-vivo sartlarda yapilan bir ¢alismada ise si¢anlarda parietal
kemik defekti olusturularak farkli igeriklerdeki hidrojeller implante edilmistir (75).
Iyilesme makroskobik, histolojik ve mikro BT ile degerlendirilmistir. Dort aylik takip
stiresinin sonunda bor katkili nHAp iceren hidrojel grubunda en yiksek oranda

mineralize matriks olusumu ve histolojik iyilesme skoru bildirilmistir.

2.6. Osteokondral Doku Miihendisliginde 3-B Biyoyazic1 Kullanimi

3-B biyoyazdirma, biyolojik yapilarin katman katman {iretimi i¢in
“biyomiirekkep (bioink)” denilen materyalleri kullanan eklemeli (additive) bir tiretim
cesididir. Biyomurekkepler biyo-uyumlu olup hucreler, biyime faktorleri,
biyomolekdlleri icerebilmektedir (1). Son yillarda 3-B biyoyazdirma doku
mihendisligi alaninda giderek genis yer bulmaktadir. Konvansiyonel iiretim
yontemlerine kiyasla, osteokondral doku iskelelerine 3-B biyoyazdirmayla dogal doku
icerigine ve fiziksel yapisina benzer 6zellikler kazandirilmaktadir.

3-B biyoyazdirma igin temel olarak ii¢ farkli yaklasim mevcuttur: Biyo-

mimetik, otonom montaj, mini-doku yap1 bloklari.

2.6.1. Biyo-mimetik (Biomimicry)

Bu yontemde doku veya organ sistemlerinin hiicresel ve hiicre dis1 6zelliklerini
taklit etmek amaglanir. Bu yontemin basarili olmasi i¢in dokularin mikro diizeyde
taklit edilmesi o6nemlidir. Bu nedenle mikro-cevreyi, fonksiyonel ve destek
hiicrelerini, hiicre dig1 matriksin elemanlarini iyi anlamak gerekmektedir. Fizyolojik

olarak dogal dokulara benzerlik gosteren biyomateryaller bu yontemle tliretilmektedir

(76).

2.6.2. Otonom Montaj (Autonomous self assembly)
Bu yéntemde embriyolojik organ gelisimi rehber olarak kullanilir. Oncii
hiicreler uygun hiicre sinyalleriyle kendi hiicre dis1 matriksini tiretmektedir ve
fonksiyonel hale gelmektedir. Otonom montaj yontemine, dncu hicreleri iceren

kiirelerin kullanilarak histogenez indiiklenmesi 6rnek olarak verilebilir (77).
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2.6.3. Mini-doku Yapi Bloklar:

Bu yontemde organlarin en kiigiik fonksiyonel birimlerinin, 6rnegin: bobrek

nefronu, liretilmesi amaglanmaktadir. Daha sonra iiretilen mini-dokular birlestirilerek

biiyiik organ sistemlerinin olusturulmas1 amaclanmaktadir. Uretilen vaskiiler yapilarn

sonrasinda birlestirilerek genis bir vaskiiler ag olusturulmasi bu yonteme 6rnek olarak

verilebilir (78).

3-B biyoyazdirma islemi temelde 5 asamadan olugmaktadir:

1)

2)

3)

4)

3-B gérintilleme (MRG, BT, vb.): Uretilecek dokunun tam olarak boyut ve 3-
B yapis1 bu sekilde elde edilmektedir.

3-B modelleme: Uretilecek dokunun 3-B modeli yazilim yardimiyla ¢izilerek

3-B biyoyaziciya uyumlu formata getirilmektedir.

Biyomurekkep dretimi: Biyomirekkepler genellikle bir biyo-uyumlu
malzeme, hiicreler ve biyoaktif molekiillerden olusmaktadir. Ug boyutlu
yazdirma siirecinde dogru materyal (biyomirekkep) secimi ¢ok Onemlidir.
Kullanilan materyallerin biyo-uyumlu olmalarinin yani sira istenilen mekanik
ve fonksiyonel 6zellikleri de sergilemeleri gerekmektedir. Ayn1 zamanda 3-B
biyoyazdirma siirecine de uygun olmalidirlar (1). Ug boyutlu biyoyazicilarda
cogunlukla dogal polimerler (aljinat, jelatin, kollajen, kitosan, fibrin ve
hyaluronik asit vb.) veya sentetik molekuller (polietilen glikol, PEG vb.)
kullanilmaktadir. Dogal polimerlerin avantaji hiicre dig1 matrikse benzerlik
gostermeleri ve kendiliginden biyoaktif olmalaridir. Sentetik polimerlerin ise
amaca yonelik olarak spesifik fiziksel 6zellikleri ayarlanabilmektedir. Ancak
biyo-uyumluluklarinin diisiik olmasi, toksik yikim triinleri olusturmalari ve
biyo-¢ozlinme sirasinda mekanik Ozelliklerini kaybetmeleri dezavantajlari
arasindadir (79).
Yazdirma: 3-B biyoyazicilar yazilima yiiklenen dizayna uygun sekilde viskoz
stvi kivamindaki biyomiirekkebi katman katman islemektedir. Bir¢ok farkli
tirde 3-B biyoyazici mevcuttur. Bunlar; inkjet, mikro-ekstriizyon, lazer
destekli yazici olarak siralanabilir (Sekil 2.6).

Inkjet biyoyazicilar birgok alanda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Belirli hacimdeki sivi, kontrollii olarak damlacik halinde yazdirilmaktadir.

Damlama icin termal veya akustik kuvvetler kullanilabilmektedir. Ucuz ve
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kolay ulagilabilir olmasi, yliksek ¢oziintirliikte hizli yazdirma yapabilmesi
inkjet sistemlerinin avantajlarindandir (79). Ayrica damlaciklarin boy ve
yogunluklar1 degistirilerek katmanlar arasinda gradyan gecis saglamak da
mimkun olabilmektedir. Materyal ve hiicreleri termal ve mekanik strese maruz
birakmasi, damlaciklarin farkli boyutlarda olabilmesi, noziiliin sik tikanmasi
bu biyoyazicilarin dezavantajlarindandir.

Ekstriizyon biyoyazicilar damlama sistemi yerine biyomurekkebin
stirekli akistyla ¢alismaktadir. Ekstriizyon genellikle pnomatik veya mekanik
(piston veya vida) dagiticilarla saglanmaktadir (79). Pnomatik sistemlerdeki
sikistirllmis gaz hacmine ulagsmada gecikmeler olabilecegi i¢in mekanik
sistemler akis iizerinde daha direkt kontrol saglayabilmektedir. Bazi
modellerdeki ¢oklu yazdirma basliklar1 sayesinde ayni anda birden fazla
biyomateryal kullanilabilmektedir (80). Ekstriizyon tabanli biyoyazicilarin en
blylk avantaji yiiksek hiicre yogunluguyla ve yiiksek viskozitedeki
biyomiirekkeplerle yazdirma yapabilmesidir. Basincin diisiiriilmesi ve noziil
capinin bilyiitiilmesiyle hiicre canliligi da arttirilabilmektedir (81).

Lazer destekli biyoyazicilar biyomirekkebin ilerletilmesinde bir lazer
kaynag1 kullanmaktadir. {lk olarak metallerin ilerletilmesi igin gelistirilen bu
sistem, biyolojik materyallere de uygulanmaya baglanmstir (82). Bu sistemle
yiiksek ¢Oziiniirliikte yazdirma yapmak miimkiindiir ve noziil kullanmadigi
icin sik sik tikanma gibi bir problemi yoktur. Bu avantajlarina karsin; pahali
olmasi, goreceli diisiik akis hizina sahip olmasi, yazdirma siirecinin mesakkatli
olmasi, lazerin buharlastirma etkisi nedeniyle biyomateryalin metal
partikiilleriyle kontaminasyon riskinin olmast bu sistemin kullanimini
kisitlamaktadir (83).

Katilastirma: Yazdirma siirecinde akigkan yapida olan biyomiirekkeplerin
sonrasinda kat1 yapisini1 kazanmasi gerekmektedir. Capraz baglama olarak da
bilinen bu islem 1s1, ultraviyole (UV) isinlar1 veya spesifik kimyasallar

kullanilarak yapilabilmektedir (1).
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Sekil 2.6. Biyoyazici teknikleri (84).

2.7. Hayvan Osteokondral Defekt Modelleri

Biyomalzemeler insanlarda kullanilmaya baslamadan Once, etkin ve guvenli
bir sekilde ¢alistigindan emin olmak i¢in hem in vitro hem de in vivo sartlarda test
edilmelidir. Bu nedenle uygun bir hayvan modeli olusturmak, biyomalzemelerin
mekanik 6zelliklerini ve biyouyumlulugunu degerlendirirken vazgecilmez bir adimdir
(85). Denetleyici kurumlar da yeni Gretilen biyomalzemelerin klinik kullanimdan 6nce
hayvan ¢aligmalarinin yapilmasini zorunlu tutmaktadir.

Test modeli olarak belirli bir hayvan tiiriiniin se¢ilmesi i¢in ¢esitli faktorlerin
dikkate alinmasi gerekir. Her seyden Once, secilen hayvan modeli, insanlara hem
fizyolojik hem de patofizyolojik benzerlikler géstermelidir (85). ikinci olarak, denek
olarak kullanilacak hayvanlarin operasyona ve post-operatif takibe uygun olmalar
gerekmektedir (86). Satin alma ve bakim maliyetleri, kolay temin edilebilme, kafes
yasamina kolay adapte olmasi ve bakim kolayligi diger se¢im kriterleri arasinda
sayilabilir (87). Bunlarin disinda test edilecek biyomalzemenin boyutu, hayvan basina
kullanilacak olan biyomalzeme sayisi, deneyin siiresi ve potansiyel biyolojik yanitlar
acisindan tiirlerin farkliliklarinin da dikkate alinmasi gerekmektedir (88).

OKD modelinde kii¢iik hayvan olarak sigan ve tavsan kullanilirken; biiyiik
hayvan olarak kopek, domuz, koyun, keci ve at kullanilmaktadir. Her hayvanin
kendine 0zgu avantaj ve dezavantajlar1 olabilmektedir. Kiglk hayvanlarn ucuz
olmasi, temininin ve bakiminin kolay olmasi, anestezi ve cerrahisinin goreceli kolay
olmasi1 baslica avantajlaridir. Ancak diz hacimlerinin kiigiik olmas1 kullanimlarimi

siirlandirmaktadir. Biiylik hayvanlarin diz hacimleri insana yakin olmasina karsin,
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pahali olmalari, daha kompleks anestezi ve cerrahi prosediir gerektirmeleri ve etik
kurul onayi strecindeki zorluklar dezavantajlarindandir (28).

Deney hayvan1 OKD modellerinde dnem verilmesi gereken diger bir faktor
kritik defekt boyudur. Kritik defekt boyu spontan iyilesmenin beklenmedigi en kiigiik
defekt capi olarak tanimlanmaktadir. Kritik defekt boyu tiirlere gore degisiklik
gostermektedir (89, 90). Tablo 2.1°de farkl tiirlere ait kritik defekt boylar1 verilmistir.

Tablo 2.1. Tiirlerin yas, kikirdak 6zellikleri ve defekt boyu karsilastirilmasi (28).

) Iskelet Kikirdak Kikirdak  Kritik defekt Y 2Y8!0
Tar olgunlugu N - defekt
kalinhg hacmi boyu e
yasi Olclleri
Sigan 7 ay 0.1 mm 2.17 mm3 1.4 mm 1.0-2.0 mm
Tavsan 9ay 0.25-0.75 mm 53 mm?3 3.0mm 3.0-5.0 mm
Kopek 12-24 ay 0.95 mm 82.39 mm3 4.0 mm 10-12 mm
Domuz 18 ay 1.5 mm 107.47 mm?3 6.3 mm 8-10 mm
Koyun 2-3 y1l 0.45 mm 359.54 mm? 7.0 mm 6-13 mm
Kegci 2-3 yil 1.1 mm 251.65 mm?® 6.0 mm 6-12 mm
At 2-4 y1l 1.75 mm 334.73 mm?® 9.0 mm 10 mm
Maymun 10 y1l 0.5-0.7 mm - - 2.0-4.0 mm
Insan 18-22 yil 2.35 mm 552.25 mm?® - -

2.7.1. Kemirgenler (Rodentler)

Fare ve sican gibi kemirgenler, iireme ve barinma kosullarinin kolay olmasi,
laboratuvar kosullarinda g¢ogaltilarak biyolojik degiskenligin azaltilmasi ve ucuz
olmalar1 nedeniyle ¢alismalarda tercih edilmektedir (91). implant biyo-¢oziiniirliigii
ve giivenligi hakkinda degerli veriler elde edilebilirken diz hacminin kiigiik ve kikirdak
tabakasinin ince olmas1 nedeniyle doku iskelelerinin kikirdak onarimi
degerlendirmeleri igin smirli sonuglar vermektedir (91). Ancak yine de literatiirde
sican OKD modeliyle yapilmig ¢alismalar mevcuttur. Xu ve ark. (92) kitosan/kitosan-
B-Trikalsiyum fosfat icerikli ¢ift katmanli doku iskelesini, erigkin siganlarda trokleada
olusturduklar1 1.5 mm ¢ap ve 3.0 mm derinligindeki defektlere implante etmislerdir.
Bu calismada 280-300 g arasi, erkek, Sprague Dawley cinsi siganlar kullanilmistir.
Hayvanlar 6. ve 12. haftalarda sakrifiye edilmistir. Doku iyilesmesinin
degerlendirilmesinde ICRS makroskobik skorlama, mikro-bilgisayarli tomografi (BT)
ve histolojik analiz yapilmustir (92).
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2.7.2. Tavsan

Tavsanlar kii¢iik hayvanlar arasinda diz hacimlerinin goreceli biiyiik olmasi
nedeniyle OKD modeli ¢alismalarinda siklikla tercih edilmektedir (93). Tavsanlar
iskelet olgunluguna ortalama 9 ayda ulasirken, deneylerde genellikle 3-8 aylik
tavsanlar tercih edilmektedir. Biyomalzeme c¢alismalarinin biiyiikk bir boliimiinde
deney suresi 16 haftaya kadar secilmis olup takip siiresi 1 yila kadar uzayan sinirh
sayida c¢alisma da mevcuttur (94). Tam yiik tasiyan modeller i¢in medial femoral
kondil, parsiyel yiik tasiyan defektler icinse troklea segilmektedir (94). Literaturdeki
benzer modellerde defekt boyu olarak 3-5 mm cap ile 2-5 mm derinlik siklikla
kullanilmaktadir (28). Levingstone ve ark. (95) tip | kollajen, tip 11 kollajen,
hyaluronik asit ve hidroksiapatit iceren multi-fazik doku iskelesi igin 9 aylik, 2.8-3.6
kg araliginda degisen, disi Yeni Zelanda Beyaz tavsanlari kullanmiglardir. Femur
medial kondilde 3 mm ¢apinda, 5 mm derinliginde OKD olusturmuslardir. Iskeleler
defektlere press-fit sekilde implante edilmistir. Hayvanlar 12. haftada sakrifiye
edilerek iyilesmenin degerlendirilmesi i¢in ICRS makroskopik skorlamasi, mikro-BT
ve histolojik analiz yapilmigtir. Bir baska ¢alismada ise Gong ve ark. (96) interlokin-
4 yiKklu, 3-B biyoyazdirilmis, bifazik doku iskelesi igin 2.5-3.0 kg araliginda, erkek,
Yeni Zelanda Beyaz tavsanlar1 kullanmislardir. Bu ¢alismada takip siiresi olarak 8. ve
16. haftalar segilmistir. Iyilesme ICRS makroskobik skorlama, mikro-BT,
biyomekanik testler ve histolojik analiz ile degerlendirilmistir. Her iki ¢aligmada da
negatif kontrol grubu olarak bos defekt kullanilmistir, pozitif kontrol grubu
kullanilmamustir.

OKD c¢alismalarinda bir¢ok avantaji olan tavsan diz ekleminin, insanla
ayrildig1 mekanik, histolojik ve kimyasal dzellikleri de mevcuttur. Insanlar tam yiik
verir pozisyondayken diz ekstansiyonda kilitli dururken, tavsanlarin arka ayaklar
stirekli olarak tam fleksiyonda durmaktadir (97). Tavsanlarda daha yiiksek metabolik
aktivite ve defekt bolgesinde daha yiiksek yogunlukta pluripotent kok hiicre ve
kondrosit goriulmektedir (98). Tavsan femoral medial kondildeki KMD (kemik
mineral dansitesi) degeri insan kemik plakasiyla benzer (1.19 g/cm?® ve 1.17 g/cm?)
olmasmna karsm 3 mm derinlikte tavsanda 0.65 g/cm? iken insanda 0.36 g/cm®’tiir.
Kemik hacmi/doku hacmi (BV/TV) ise tavsan femoral medial kondilinde %58+10
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iken insanda %33+13’tiir (99). In-vivo ¢aligmalardan elde edilen sonuglar1 klinige

uyarlarken bu farkliliklar dikkate alinmalidir.

2.7.3. Buyuk Hayvanlar

Kisa (8-12 haftalik) calismalar, biyomateryalin defekt icindeki biyo-
uyumlulugu, erken hiicresel yanit1 ve kaliciligr hakkinda bilgi saglamak igin
kullanilabilir. Iyilesmenin tamamlanmasi, uzun donem etkileri, ¢evredeki saglikli
kikirdak ve subkondral kemikle olan entegrasyonunu degerlendirmek icin ise daha
uzun ¢alismalar (6-12 ay) gerekebilir (94). Uzun takip siiresi gerektiren ¢aligmalarda
genellikle biyik hayvan deney modelleri tercih edilmektedir. OKD modeli igin kdpek,
domuz, koyun, kegi ve at gibi biiyiik hayvan modelleri kullanilmaktadir. Farkli tiirlerin
karsilastirildig1 bir ¢alismada insan diz anatomisine en ¢ok benzerlik gosteren model

kegi dizi olmustur (100).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma kapsaminda gergeklestirilen hayvan c¢alismalar1 icin KOBAY
DHL. A.S. Yerel Etik Kurulu tarafindan onay almmistir (ETIK KURUL Onay No:
317).

Calismamizda 3-B biyoyazici ile iiretilen gradyan yapidaki hidrojel doku
iskelesi, tavsan dizi OKD modeline implante edilmistir. Kitosan bazli hidrojel doku
iskelesinde kikirdak bolge icin ylizeyden derine gittikce yogunlugu azalan peptit
amfifiller (PA), subkondral bolge i¢in derine gittikge yogunlugu artan bor katkili nano-
hidroksiapatit (B-nHAp) kullanilmistir. Kitosan dogada bolca bulunan Kkitinin
deasetilasyonuyla elde edilen bir polisakkarittir. Biyo-uyumlu, biyo-¢ézlnar, hiicre
dis1 matrikse benzemesi, anti-mikrobiyal, non-toksik 6zellikleri nedeniyle bu tez
caligmasinda Kitosan tercih edilmistir (101). Peptit amfifiller ise icerdikleri amino asit
sekansi sayesinde kikirdak GAG’larina benzer kimyasal yapisi ve nano-fibroz
morfolojisi nedeniyle hidrojelin kikirdak kisminda biyoaktif molekiil olarak
kullanilmustir (21). Iskelenin yapisal dayanikliligimni, osteoindiiktif ve osteokondiiktif
ozelliklerini arttirmak amaciyla B-nHAp kullanilmistir. Ulkemizde genis rezervleri
bulunan bor minerali de iyilegsmeyi uyarici, yapisal destek saglamasi ve antioksidan
ozellikleri nedeniyle hidrojel yapisma katilmistir. Insan umbilikal kord mezankimal
kok hicreleri (hUC-MKH) de hidrojele entegre edilmistir.

3.1. Hayvan Modeli ve Gruplar

In-vivo deneylerde proof of concept ¢alismalari igin uygun olan tavsan tiirii
secilmistir. Diz hacminin sicandan biiyiikk olmasi, cerrahi islemleri daha kolay
yapmaya imkan saglamaktadir. Biiyiik hayvanlara gore daha diisiik maliyetli olmasi,
beslenme ve barinma kosullarinin kompleks olmamast da géz Oninde
bulundurulmustur. 32 adet, 6 aylik, 2-3 kg araliginda, erkek, Yeni Zelanda Beyaz
tavsani kullanilmistir. Denek sayisini azaltmak amaciyla her iki diz eklemi ¢alismaya
dahil edilmistir. OKD modeli icin literatiirde siklikla kullanilan troklear bolge defekt
icin secilmistir. Bu bolgenin femoral kondillere gore daha kalin kikirdaga sahip olmasi
da avantajdir. Takip siiresi olarak 6 ve 12. haftalar belirlenmistir. Her takip periyodu

icin 4’er deney grubu olusturulmustur. Altinct hafta sonunda kisa donem sonuglar elde
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edilmis olup 12. hafta sonunda iyilesmenin biiyiilk Olglide tamamlanmasi

beklenmektedir.

Deney gruplari: negatif kontrol (NK), pozitif kontrol (PK), hiicre icermeyen
hidrojel gradyan iskele (HGI) ve hiicre igeren hidrojel gradyan iskele (h-HGI) olarak

belirlenmistir. Deney gruplarina ait detaylar Tablo 3.1 de verilmistir.

Tablo 3.1. Deney gruplarina ait bilgiler.

Gruplar Yapilan islem Diz Sayisi

6. Hafta

Negatif Kontrol (NK) Defekt bos birakilacak
Pozitif Kontrol (PK) Cikarilan doku otogreft olarak tekrar yerlestirilecek

Hicresiz Hidrojel Defekte gradyan 6zellik gésteren MKH icermeyen
Gradyan Iskele (HGI) hidrojel doku iskelesi yerlestirilecek

Hicreli Hidrojel Defekte hUC-MKH implante edilmis olan hidrojel
Clel e e e doku iskelesi yerlestirilecek

12. Hafta
Negatif Kontrol (NK) Defekt bos birakilacak 8
Pozitif Kontrol (PK) Cikarilan doku otogreft olarak tekrar yerlestirilecek 8

Hicresiz Hidrojel Defekte gradyan 6zellik gdsteren MKH icermeyen
Gradyan lskele (HGI) hidrojel doku iskelesi yerlestirilecek

Hucreli Hidrojel Defekte hUC-MKH implante edilmis olan hidrojel
e il e e doku iskelesi yerlestirilecek

G*Power programi (Erdfelder, Faul, & Buchner, 1996) ile yapilan gii¢
analizinde %80 gii¢ elde edebilmek i¢in her grupta 6 diz olmas1 gerektigi bulunmustur.
Olas1 denek kayiplarina kars1 her gruba 8 adet diz atanmistir. Toplamda 64 adet diz
blok randomizasyon yontemiyle gruplara rastgele dagitilmistir. 6. ve 12. haftalarda
hayvanlar sakrifiye edilerek iyilesme dokulart makroskopik, radyolojik ve histolojik

parametrelerle incelenmistir. Caligsmaya ait is akis semasi Sekil 3.1°de 6zetlenmistir.
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* PAve B-nHAp biyomiirekkep formiilasyonlarinin
hazirlanmas1 ve karakterizasyonu

* hUC-MKH'lerin biyomUrekkebe entegrasyonu

. » Gradyan vapida 3-B biyoyazici ile hidrojel doku iskelesi
Hidrojel Uretimi Uretir¥1i 7P 7oy !

* Tavsan dizi trokleasinda 4x4 mm OKD olusturulmasi
* NK grubunda defektin bos birakilmasi
» PK grubunda otolog osteokondral doku implantasyonu
Osteokondral « HGI ve h-HGI gruplarinda ilgili iskelenin defekte
defekt modeli implantasyonu

N,
h
N\,
N,
\
\

* 6. ve 12. haftalarda tavsanlarin sakrifiye edilmesi
» Distal femur spesimenlerinin diseksiyonu

Sakrifikasyon

 ICRS makroskopik skorlama
» Mikro-BT cekilerek, KMD ve BV/TV parametrelerinin
hesaplanmasi

» Histolojik analiz; H&E, Masson Trikrom, Safranin-O/Fast
5 ) green, Immiinohistokimyasal boyama (kol-I, kol-1I, agrekan),
Degerlendu‘me BrdU boyama

* ICRS ve O’driscoll histolojik skorlama

* Cift yonlii varyans analizi (two-way ANOVA)
* Pairwise karsilastirma (Boferroni diizeltmesi)
Istatistiksel analiz = * P<0.05 istatistiksel olarak anlamli
ve Raporlama

Sekil 3.1. Calisma is akis1 Ozeti.
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3.2. Gradyan Doku Iskelelerinin Uretimi

Gradyan doku iskelelerinin Gretimi, karakterizasyonu ve in vitro hiicre kiltiru
calismalarinda Prof. Dr. Menemse Giimiisderelioglu yiiriitiiciiliigiinde tamamlanan
TUBITAK 1003 — 218E003 projesi kapsaminda kullanilan yéntemler uygulanmustir
(102). Ozetle;

Bor iceren nano hidroksiapatit (B-nHAp) partikilleri Prof. Dr. Menemse
Giimiisderelioglu ve arastirma grubu tarafindan gelistirilen mikrodalga destekli biyo-
mimetik yontem ile sentezlenmistir (74). Sentez icin normal plazmada bulunan
kalsiyum ve fosfat iyonlarinin 10 kat1 konsantrasyona sahip yapay viicut sivis1 10X
SBF (simulated body fluid) kullanilmistir (103).

Peptit amfifiller (PA), kati-faz peptit sentezi yontemiyle sentezlenmis olup
Peptiteam (Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir. Sentezlenen PA’lara hidrofilik bag
grubu olarak bazik Lizin (K) ve asidik Glutamik asit (E) konjuge edilmistir. Bu
sekanslar kikirdak hiicre dis1 matriksini taklit edebilen amino asit dizilerine sahiptir.

Gradyan formiilasyonlarinin hazirlanmasinda dogada en ¢ok bulunan dogal
polimerlerden biri olan kitosan, osteojenik farklilasmay1 destekleyen B-nHAp ve
kondrojenik farklilagsmay1 destekleyen peptit amfifiller kullanilmistir. Yine belirtilen
TUBITAK Projesinde, gradyan formiilasyonun optimizasyonu ve karakterizasyonu

tamamlanmustir.

3.2.1. Insan Umbilikal Kord Mezankimal Kok Hiicreleri ile Yapilan
Cahsmalar

In vivo deneylerde hUC-MKH kullanilmigtir. Bu amagla, hicre kilturi
caligmalarinda Doku Biyoteknoloji Kok Hiicre, Biyobanka ve Doku Miihendisligi
Laboratuvarindan (Tirkiye) temin edilen Wharton jolesinden izole edilmis
fibroblastik hUC-MKH temin edilmistir. Hiicre kiiltiirii sonrasi, hiicreler %10 B-nHAp
iceren biyomiirekkep formiilasyonlari ile iki yollu vana yardimiyla karistirilmistir.
Formilasyonunun icerisinde ~2 x 10%/mL hiicre bulunacak sekilde biyomiirekkepler
hazirlanmistir. Elde edilen hiicre entegre edilmis biyomiirekkep 3-B biyoyazici

kartuslarina aktarilmistir.
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4',6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) Boyama

hUC-MKH’lerin 3-B yazim islemi sonrasi canliliklarin1 degerlendirmek
amaciyla DAPI boyamasi gergeklestirilmistir. DPBS ile yikama islemi sonrasi
fiksasyon igin %4’lik paraformaldehit (PFA) ¢Ozeltisi kullanilmistir. Sonrasinda
Triton X-100 cozeltisinde 5 dk. bekletilerek hucrelerin hiicre zar1 gegirgenligi
arttirnlmistir. Bes dk. DAPI soliisyonunda bekletilen hiicrelerin ¢cekirdegi boyandiktan

sonra BSA ile yikanmistir. Sonuglar floresan mikroskobu ile degerlendirilmistir.

Canly/Olu Hiicre Boyama

Hiicre canlilik analizlerinde, Live/Dead® Viability/Cytotoxicity kiti (Life
Technologies, ABD) kullanilmistir. Bu yontemde etidyum homodimer-1 (EthD-1) ve
kalsein AM boya ¢ozeltileri kullanilmaktadir. Kalsein AM normalde floresan 6zellikte
olmayip canli hiicreler tarafindan kalsein’e doniistiiriilmesi sonucu floresan hale
gelmektedir. Olu hiicrelerde ise EthD-I boyas1 fonksiyonunu yitirmis hiicre zarmdan
gecerek niikleik asitlere baglanir ve giiclii floresan sinyal verir. Bu boyamalar
sonucunda floresan mikroskobu altinda canli hiicreler giiglii yesil, dlii hiicreler ise

kirmizi sinyal vermektedir.

5-bromo-2’-deoksiiiridin (BrdU) ile isaretleme

Hidrojel doku iskelesindeki hUC-MKH varliginin implantasyon sonrast takip
edilebilmesi amaciyla hiicreler kiiltiiriin 3. gliniinde BrdU (BD Pharmingen, NJ, ABD)
antikoru ile isaretlenmistir. Hiicrelerin {izerinde bulunan kiiltiir ortam1 uzaklagtirilarak
%10 v/v’lik BrdU stok c¢ozeltisi filtrelenerek eklenmistir. 37 °C’de 3 saatlik
inkiibasyon sonrasi1 BrdU igeren hiicre kiiltiir ortam1 uzaklastirilarak hiicreler DPBS

ile yikanmistir.

3.3. Ug Boyutlu Biyoyazdirma Islemi
3-B biyoyazic1 (Cellink BioX, Isveg) ile tavsan OKD modelinde kullaniimak
tizere steril kosullarda 4x4 mm boyutlarda hidrojel doku iskeleleri tiretilmistir (Sekil

3.2.a). Gradyan yapmin dizayni geregi subkondral kemikten kikirdaga dogru
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Kitosan/B-nHAp ve Kitosan/PA bilesiklerinin kademeli ve siireklilik icerecek sekilde
olusturulmasi igin Sekil 3.2b’daki gibi 6rnek sistem tasarimi yapilmistir. Hidrojel doku
iskelesinin gozenekli yapisini korumak amaciyla yazim islemi Pluronic® F127 destek
cozeltisi (Sigma-Aldrich, Almanya) icerisine yapilmistir. Uretilen hidrojel doku
iskeleleri spatiil yardimiyla destek c¢ozeltisinden alinarak tavsan OKD modeline

implantasyona hazir hale gelmistir.

a) 0)
Artikiiler Yiiz

o PA

8| PA

PA

y PA ve B-nHAp

| PA ve B-nHAp
" b B-nHAp
» i —— B-nHAp
B-nHAp
B-nHAp

-----------

Subkondral Kemik

Sekil 3.2. (a) 3-B biyoyazic1 kartuslarindaki farkli biyomirekkepler, (b) gradyan
sistem tasarimi.

3.4. In-vivo Deneyler
3.4.1. Tavsan Dizinde Osteokondral Defekt (OKD) Olusturulmasi
Cerrahi islemler hayvanlarin tiretildigi laboratuvarda gergeklestirilmis olup ek
bir adaptasyon sirecine ihtiya¢ duyulmamistir. Cerrahi islemler 2 Ortopedi ve
Travmatoloji  asistan  doktoru tarafindan veteriner hekim  godzetiminde
gerceklestirilmistir. Tavsanlara 5 mg/kg ksilazin hidroklortr ve 50 mg/kg ketamin
hidrokloriir, intramuskiiler yolla verilerek anestezi indiiksiyonu saglanmis ve ihtiyac
halinde 25 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg diazepam enjeksiyonuyla anestezinin idamesi
saglanmistir. Anestezi indiiksiyonu sonrasi tavsanlarin her iki diz cevresi tiras
edilmistir. Povidon-iyodin soliisyonuyla bilateral alt ekstremiteler boyanarak steril
oOrtulerle Ortllmistiir (Sekil 3.3.a). Orta hat insizyonuyla cilt ve cilt alti dokular
gecilmistir (Sekil 3.3.b). Fasya ve kapsiil kompleksi medial parapatellar yaklasimryla

acilarak kapsiil kesisi proksimalde vastus medialis kasi i¢ine, distalde tibial tiiberkiil



28

medialine kadar uzatilmistir. Alt ekstremite tam ekstansiyona alinarak patella laterale

disloke edilerek troklea gorilmustiir. (Sekil 3.3.b-c).

Sekil 3.3. (a) Cerrahi boyama ve 6rtme, (b) cilt kesisi sonrasi fasya ve kapsiil
gorinimu, (c) patellanin laterale disloke edilmesi sonrasi femoral
trokleanin goriintiisii.

4 mm ¢apinda steril punch biyopsi tUzerinde 4 mm derinlik cetvelle 6lgllerek
isaretlenerek femoral trokleada 4x4 mm boyutunda bir adet OKD olusturulmustur
(Sekil 3.4.a). Defekt igerisi steril serum fizyolojik ile yikandiktan sonra NK grubunda
bos birakilmistir (Sekil 3.4.b). PK grubunda punch icerisindeki osteokondral doku
cikarilarak defekte tekrar implante edilmistir (Sekil 3.4.c). HGI ve h-HGI gruplarinda
defektlere ilgili doku iskeleleri kondral-osteal oryantasyonuna dikkat edilerek
implante edilmistir (Sekil 3.4.d). Patella rediikte edilerek eklem hareket agiklig
kontrol edilmis ve doku iskelelerinin defekt igerisinde stabil oldugu goriilmiistiir.
Cerrahi alan 20 ml steril serum fizyolojik ile yikanarak kanama kontrolii yapilmustir.
Kapstul ve fasya kompleksi 3/0 vicryl situr ile, cilt altt dokular 4/0 vicryl siitur ile, cilt
4/0 monocryl siitur kullanilarak subkiitikiler stirekli sekilde primer dikilmistir.
Povidon iyodin soliisyonuyla steril pansuman yapilmistir. Ayni iglemler karsi diz igin
de tekrarlanmistir. Hayvanlar tekli kafeslere alinarak veteriner hekim gozetiminde
ayilmaya gotiirilmiistiir.

Post-operatif 0., 1. ve 2. gtinlerde 10 mg/kg meperidin sc, 1 mg/kg ketoprofen
im, 10 mg/kg enrofloksasin im olarak uygulanmustir. Tavsanlarin takibi giinliik olarak

veteriner hekim tarafindan yapilmistir. Takipte %10°dan fazla kilo kaybi, stres
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belirtileri, enfeksiyon bulgulart gdsteren tavsanlar veteriner hekim karariyla

calismadan ¢ikarilarak sakrifiye edilmistir.

Sekil 3.4 (a) Punch ile defekt olusturulmasi, (b) bos defekt, (c) pozitif kontrol
grubunda dokunun tekrar defekte yerlestirilmesi, (d) doku iskelesinin
defekte yerlestirilmesi.

3.4.2. Deneklerin Sakrifiye Edilmesi ve Distal Femurlarin Diseksiyonu

6. ve 12. haftanin sonunda ilgili gruplardaki tavsanlara 5 mg/kg ksilazin
hidroklorir im ve 50 mg/kg ketamin hidrokloriir im verilerek anestezi indiiksiyonu
saglanmasmi takiben 100 mg/kg pentobarbital iv verilerek Otenazi uygulanmistir.
Bilateral diz gevresi tiras edilerek povidon-iyodin solisyonu ile boyanmasi sonrasi
eski insizyon skar1 tizerinden yapilan kesi ile cilt ve cilt alt1 dokular ge¢ilmistir. Fasya
ve kapsiil medial parapatellar yaklasimlar agilarak ekleme ulasilmistir (Sekil 3.5.a).
Diz ekstansiyona alinarak patella laterale disloke edilmistir. Distal femur (zerine
yapisik olan kas ve baglar siyrilmasi sonras1 mini el testeresiyle diz ekleminin 3 cm
proksimalinden femur osteotomisi yapilmistir (Sekil 3.5.b). Cikarilan spesimen
fiksatif olarak formalin ¢ozeltisi i¢eren steril patoloji kabina alinmistir (Sekil 3.5.c).
Ornekler en az 5 gece +4 °C’de muhafaza edilmistir. Geri kalan dokular biyolojik atik

imha protokoliine uygun olarak imha edilmistir.
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Sekil 3.5. (a) Sakrifikasyon sonrasi eklem, (b) femur kesisi, (c) distal femur spesimeni.

3.5. Yeni Kikirdak ve Kemik Olusumunun Degerlendirilmesi
3.5.1. Makroskopik Skorlama
Gozle gorilir morfolojik ozelliklerin  degerlendirilmesi i¢in  ICRS
(International Cartilage Repair Society) makroskopik skorlama sistemi kullanilmigtir
(Tablo 3.2). Gruplara kor iki arastirmaci tiim spesimenleri bagimsiz olarak
skorlamigtir. Arastirmacilar arasi tutarlilik i¢in 6. ve 12. hafta gruplarinin degerleri
karsilagtirilarak two-way mixed- consistency intraclass korelasyon analizi yapilmistir.
Her iki zaman dilimi i¢in de yiiksek korelasyon degeri (sirasiyla 0,817 ve 0,924)
bulunmasi nedeniyle sonuglar raporlanirken iki arastirmacinin verdikleri skorlarin

ortalamasi kullanilmistir.
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Tablo 3.2. ICRS makroskobik skorlama cetveli (104).

1. Protokol A*
Cevre kikirdak ile aym seviyede
Defekt derinliginin %75'i tamir dokusu
Defekt derinliginin %50's1 tamir dokusu
Defekt derinliginin %25'i tamir dokusu
Defekt derinliginin %01 tamir dokusu
1. Protokol B*
(Grefilenen viizeyin %100'i canl
Grefilenen yiizeyin %75'1 canli
Greftlenen yiizeyin %50's1 canli
Greftlenen yiizeyin %25'i canli
Greftlenen viizeyin %0" canli, silindirler kirik yada kayip
2. Sinir bolgesine entegrasyon
Cevre kikirdak ile tam entegrasyon
Cevreyi belirleyen doku < 1lmm
Greftin 3/4'ii entegre, 1/4'1 Imm'den genis belirgin sinir ile ayn
Grefiin yarisi entegre, yarisi Imm'den genis s ile ayn
Her taraf ayr yada 1/4'e kadar ayr
3. Makroskopik goriiniim
Saglam diizgiin yiizey
Liflenmis yiizey
Kiiciik, daginik catlaklar, yariklar
Bir miktar, kiigiik ya da az ama biiyiik catlaklar
Grefili alanin toptan dejenerasyonu
Toplam puan
Evre 1 12 |Normal
Normale
Evre 2 11-8 |yakin
Evre 3 7-4 | Anormal
Siddetli
Evre 4 3-1 |anormal
* Protokol A: ACI, periost ya da perikondriyum transplantasyonu,
delme, mikrokirik, digerleri
* Protokol B: Mozaikplasti, OATs ve digerleri

O =2 |

O =) =

S| =2 W | =

O =2 | =

3.5.2. Mikro BT
Fikse edilen spesimenler Hacettepe Universitesi ileri Teknolojiler Uygulama
ve Arastirma Merkezi’'ne (HUNITEK) getirilerek mikro BT cekimleri yapilmustir.
Cekim igin 16 MP Bruker Skyscan 1272 tarayici cihazi kullanilmistir. Femur safti
tarama diizlemine dik olacak sekilde spesimenler 6rnek haznelerine yerlestirilmistir.
45 pum voksel ¢oziiniirlikte tarama yapilmistir. Kemiklerin 3-B’lu gorselleri CTVol

13

programi ile mikro BT analizlerinin “.rec” dosyalar1 ile elde edilmistir. TUm
gorsellerde %75 kamera yakinlagma agis1 degeri kullanilmis olup 151k ayarlart tiim

gorsellerde neredeyse ayni olacak sekilde diizenlenmistir. Yeni kemik olusumu ve
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mineralizasyonu CTAn (Bruker, Belgika) programi ile analiz edilmistir. Defekti igeren
alan olan Rol (Region of Interest) belirlenmis ve Rol igerisinden Vol (Volume of
Interest) elde edilmistir. Vol kullanilarak BV/TV (kemik hacmi/doku hacmi, %) ve
kemik mineral yogunlugu (KMD, g.cm) degerleri tespit edilmistir. Kemik hacmi
(BV), VoI yani defektin bulundugu hacim igerisindeki trabekiiler kemigin hacmini
ifade etmektedir. Doku hacmi (TV), mediller VoI’nin toplam hacmini ifade
etmektedir. KMD ise biyolojik bir dokudaki hacimsel hidroksiapatit (HAp)
yogunlugunu ifade etmektedir. Gruplarin BV/TV ve KMD degerlerinin ortalamasi

standart sapmalariyla birlikte sonuclar kisminda verilmistir.

3.5.3. Histolojik Analizler

Sakrifikasyon sonrasi alian diz 6rnekleri %10’luk tamponlu formol soliisyonu
icerisine alinmigtir. En az 48 saat fiksasyon sonrasi diz ornekleri %8’lik formik asit
cozeltisi ile dekalsifikasyona tabi tutulmustur. Yaklasik 36 giin sonra dekalsifiye olan
spesimenler rutin histolojik takibe alinarak 2 saat su ile yikandiktan sonra artan
dereceli alkol serilerinden gegirilmek i¢in 6nce 1 saat %75’lik alkole alinmistir. Alkol
yenilenerek tekrar 1 saat %75’lik alkole alinmistir. Daha sonra %96’lik alkolde 1 saat
bekletildikten sonra tekrar %96’lik alkol yenilenerek gece boyu bekletilmistir. Bir
sonraki giin %100’lik alkole alinarak 1 saat bekletilmis ve yine alkol yenilenerek
%100’lik alkolde 1 saat daha bekletilmistir. Dokunun seffaflasmasi amaciyla dereceli
artan alkol uygulamasi sonrasi dokular ksilene alinmistir. Ornekler, doku biiyiikliigii
ve hacmine bagli olarak 30 dakikay1 gecmeyecek sekilde ksilende bekletilmistir.
Ksilen sonras1 3 saat parafinde tutulmustur. Sonrasinda metal gémme kaplari ile
ekleme 120°’lik a¢1 ayarlanarak dikkatli bir sekilde plastik kasetler yardimiyla doku
sabitlenerek parafine gomiilmiistiir. Parafine gdmiilmiis olan diz dokularindan, eklem
baslangicindan sonuna kadar en az 45 kesit olacak sekilde hem koronal diizlemde hem
de sagital dizlemde 5 pum kalinliginda sekilde seri kesitler alinmistir. Histokimya ve
immiinohistokimya 6ncesi preparatlar 1 gece boyunca etiivde 60°C’de bekletilerek
parafinleri uzaklastirilmis ve boyanmaya hazir hale getirilmistir. Alinan kesitler

deparafinizasyon sonrasi rutin hematoksilen eozin (H&E) boyama ile boyanmustir.

Kikirdak ve subkondral kemik ayrimini yapabilmek i¢in Safranin-O/Fast-green

boyamasi yapilmistir. Alinan kesitlerin arasindan her 3 ila 5 kesitten biri segilerek
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deparafinize olan slaytlar hidrate edilmistir. Kesitler, Weigert'in demirli hematoksilen
solisyonunda 10 dakika boyunca bekletilmistir. Akar su altinda 10 dakika yikadiktan
sonra fast-green soliisyonuyla 5 dakika boyanmistir. Kesitler, 10 — 15 saniyeden fazla
olmamak iizere %1 lik asetik asit sollisyonu ile hizli bir sekilde durulandiktan sonra
%0,1 safranin-O soliisyonunda 5 dakika boyunca bekletilmistir. Sonrasinda, 6rnekler
her birinde 2 dakika kalacak sekilde %95 etil alkol, %100’liik etil alkolden gegirilip,

en az 30 dakika ksilen ile parlaklastirilip entellan ile kapatilmistir.

Kollajen miktarmin tayini i¢in kesitler Masson tri-krom (anilin mavili) ile de
boyanmustir. Deparafinize edilen slaytlar hidrate edilmistir. Once demirli
hematoksilende 10 dakika bekletilmis ve sonra yikanmustir. Pikrik asit ile 5 dakika
farklandirilmigtir.  Biebrich kirmuzi asit fuksin  soliisyonunda 10-15 dakika
bekletilmistir. Fosfomolibdik-fosfotungstik asit ile de 10 dakika bekletilmistir.
Kesitler durulamadan anilin mavisi soliisyonuna aktarilip 15 dakika bekletilmistir.
Akar suda 1 dakika yikama sonras1 dehidrate edilip, ksilen sonrasi preperatlar entallan
ile kapatilmistir.

Boyanan kesitler 151k mikroskobunda (Olympus BX43, Hamburg, Almanya)
incelenmis; 2X ve 4X altinda fotograflanmistir. Doku iyilesmesinin

degerlendirilmesinde ICRS ve O’Driscoll histolojik skorlama sistemleri kullanilmistir
(Tablo 3.3 ve Tablo 3.4).



Tablo 3.3. ICRS histolojik skorlama sistemi (104)
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ICRS Histolojik Siniflamasi

I Yilzey

Dizgiin/devamli 3

Dizensiz/devamsiz 0
Il Matriks

Hyalin 3

Karma:Hyalin/fibrokartilaj 2

Fibrokartilaj 1

Fibréz doku 0
1] Hucre dagilimi

Situn 3

Sutun/ kiime karisik 2

Kime 1

Tek tek hicreler/dezorganize 0
v Canli hiicre populasyonu

Siklikla canh 3

Kismen canli 1

<%10 canli 0
V Subkondral kemik

Normal 3

Artmis remodelling 2

Kemik nekrozu/granulasyon dokusu 1

Zemin detase, kirik veya callus mevcut 0
VI Kikirdak mineralizasyonu (kalsifiye kikirdak)

Normal 3

Anormal/uygunsuz yer 0




Tablo 3.4. O’Driscoll histolojik skorlama sistemi (105).

OZELLIK Skor

Baskin Dokunun Yapisi

Hiicre morfolojisi
Hyalin eklem kikirdagi 4

Tam farklilasmamis mezenkim 2

o

Fibréz doku veya kemik
Matriksin Safranin-O ile boyanmasi

Normal veya normale yakin

Orta

Hafif

Yok

o = N W

Yapisal Ozellikler

Yiizey diizgiinlagd
Diizglin ve bltinlagl tam
Ylizeyel horizontal laminasyon
Fisstrler: Kalinigin % 25 — 100’0 kadar
Siddetli bozulma ve fibrillasyon

Yapisal bitiinlik
Normal

o = N W

N

Hafif bozulma ve kistler
Siddetli disentegrasyon 0
Kalinhk
Normal komsu kikirdagin % 100'0 2
Normal kikirdagin % 50 — 100'{
Normal kikirdagin % 50 > 0
Komsu kikirdak ile baglik
Heriki tarafi da bagh 2
Tek tarafi bagl veya her iki tarafi kismen bagh
Bagli degil 0

Dejenerasyon Nedeniyle Olusan Hiicresel Degisikliklerin Olmamasi

Hiposeliilerite
Normal seliilerite

Hafif hiposelllerite

Orta hiposeliilerite

o = N W

Siddetli hiposeliilerite
Kondrosit kiimelenmesi

Yok

Hiicrelerin % 25 >

Hiicrelerin % 25 — 100G

Komsu kikirdakta dejeneratif degisikliklerin olmamasi
Normal sellilerite, hiicre kiimelenmesi yok, normal boyanma

N

o -

3

Normal sellilerite, hafif hiicre kiimelenmesi, orta boyanma 2
Hafif veya orta hiposelllerite, hafif boyanma 1
0

Siddetli hiposellilerite, boyanma gok az veya yok

Toplam 0-24
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Immiinohistokimyasal Boyama

Doku bloklarindan alinan doku kesitlerinde her 3 kesitten biri ayr1 bir adeziv
lama alinip kesitlerde agrekan (Bioss, BS-11655R), kollajen tip I (kol-1) (Bioss, BS-
10423R) ve kollajen tip 11 (kol-11) (Bioss, BS-0709R) immiinfloresan yontemi ile
boyanmustir. Immiinfloresan calismalar icin, deparafinizasyon sonras1 ksilol
uygulanip, dehidratasyon sonrasi sitrik asit ile mikrodalgada kaynatma yontemi ile
antijen geri dondiirme yapilmistir. Sonra endojen peroksidaz aktivitesini inaktive
etmek i¢in %3’liik hidrojen peroksit ile muamele edilmis ve 3 kez 5 dakika siireyle
PBS ile yikandiktan sonra, istenmeyen antijenik bolgelerin bloklanmasi i¢in 30 dakika
BSA-PBS ile muamele edilmistir. Primer antikorlar belirlenen diliisyonlarda
hazirlanmig olup, doku iizerine damlatilmis ve gece boyu 4°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 3 kez 5 dakika siireyle PBS ile yikanip, 1 saat oda 1sisinda uygun
FITC (floresin izotiyosiyanat)/Texas Red isaretli sekonder antikorlarla muamele
edilmis ve tekrar 5 dakika siireyle PBS ile yikanmistir. Son asamada dokular kapatma

soliisyonu ile kapatilmis ve mikroskop (Olympus BX53) altinda goriintiilenmistir.

BrdU Boyama

BrdU analizi i¢in adeziv lamlara (Microcult, Tiirkiye) 4 um kalinliginda seri
kesitler alinmig ve deparafinize edilmistir. Deparafinize edilmis olan kesitler rehidrate
edilip, antijen geri kazanimi i¢in (pH 6.0) 10 mM sitrat tamponu igerisinde mikrodalga
firnda kaynatilmistir. 30 dakika boyunca %3’liikk hidrojen peroksit ile inaktive
edilmigstir. Kesitler daha sonra spesifik olmayan baglanmay1 6nlemek i¢in bir protein
bloke edici (Ultra V Block, TA-125-UB; Thermo Fisher Scientific, Japonya) ile 30
dakika inkiibe edilmistir. Kesitler (izerinde monoklonal anti-BrdU (STJ22838, 1:50,
St John’s Laboratory) birincil antikoru gece boyunca 4°C'de inkiibe edilmistir. Ertesi
giin kesitler PBS iginde yikanmig ve biyotinlenmis UltraVision Plus Anti-Polyvalent,
HRP (streptavidin-horseradish peroksidaz) (kod: 14896; Thermo Fisher Scientific,
Japonya) ile 40 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. PBS ile ii¢ yitkamadan sonra
antijen-antikor kompleksleri, 30 dakika boyunca bir streptavidin-peroksidaz
kompleksi (TA-125-HL; Thermo Fisher, Japonya) ile muamele edilmistir. Bagli HRP
enzimi, aminoetil karbazol (AEC, kod: 001122) (Thermo Fisher Scientific, Japonya)

kromojeni ile kesitler gelistirilmistir. Mayer's hematoksilen (Beslab, Tiirkiye) ile zit
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boyanmis ve su bazli permount (Fisher Chemicals, Springfield, NJ, ABD) ile
kapatilmistir. Fotograflar Olympus (Nussloch, Almanya) marka BX43 model 151k
mikroskobunda, DP74 model kamera ile ¢ekilmistir.

3.6. Istatistiksel Analiz
Arastirmacilar arasi tutarlilik icin 6. ve 12. hafta gruplarinin degerleri
karsilagtirilarak two-way mixed-consistency intraclass korelasyon analizi yapilmustir.
Her iki zaman dilimi i¢in de yiiksek korelasyon degeri (sirastyla 0,817 ve 0,924)
bulunmasi nedeniyle sonuglar raporlanirken iki aragtirmacinin verdikleri skorlarin

ortalamas1 kullanilmagtur.

ICRS makroskopik skorlama, BV/TV orani, KMD, ICRS histolojik skorlama
ve O’Driscoll histolojik skorlama degerleri ortalama (Standart sapma) seklinde
belirtilmistir. Gruplarin karsilagtirllmasinda tekrarli 6lgiimlerde ¢ift yonlii varyans
analizi (two-way ANOVA) testi kullanilmistir. Anlamli fark bulunan gruplarda
Bonferroni diizeltmesiyle birlikte pairwise karsilastirma yapilmistir. Istatistiksel
testler SPSS v23. Programi kullanilarak yapilmistir. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Tez ¢alismamizda kullanilan hidrojel doku iskelesine ait sentez ve
karakterizasyon sonuglart TUBITAK proje sonug raporu (Proje no: 218E003) ve Prof.
Dr. Menemse Giimiisderelioglu ve ekibinin dnceki ¢alismalarinda detaylica verilmistir
(74, 75, 103, 106). Ayrica in vitro ¢alismalarin sonuglart Sema Coskun’un tez

calismasinda yayinlanacaktir.

3-B biyoyazicida iiretilen hidrojel doku iskelesinin bir 6rnegi Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1. 3-B biyoyazici kullanilarak iiretilen gradyan yapidaki hidrojel iskele (102).

4.1. DAPI ve Live/Dead Assay Analizi

Yapilan DAPI ve Live/Dead boyamalariyla, biyomalzemelerin ve 3-B biyo-
yazim siirecinin hUC-MKH’ler iizerine etkileri degerlendirilmistir. hUC-MKH igeren
B-nHAp formiilasyonlarinin Live/Dead Assay analizinde yesil floresan sinyal veren
canlt hiicrelerin olduk¢a yogun oldugu, kirmizi floresan sinyal veren kirmizi hiicrelerin
neredeyse hi¢ olmadigi gorilmiistiir (Sekil 4.2). Benzer sekilde DAPI boyamalara ait
floresan mikroskop goriintiilerinde yiiksek miktarda canli hiicre ¢ekirdekleri oldugu

gorilmiistiir (Sekil 4.3).
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B-nHAp

10X

20X

Live/Dead

Sekil 4.2. hUC-MKH iceren B-nHAp formiilasyonlarina ait Live/Dead floresan
gOrantuleri (102).

B-nHAp

10X

20X

DAPI

F-Actin/
DAPI

Sekil 4.3. hUC-MKH iceren B-nHAp formiilasyonlarina ait DAPI floresan goriintiileri

(102).
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4.2. Invivo Deneyler

Deneyler sirasinda 6 hayvan calisma dist birakilmistir. Bu 6 hayvandan 3’
enfeksiyon bulgular gosterirken diger 3’ii sebebi bilinmeyen O6liim nedeniyle
caligmadan ¢ikarilmistir. Enfeksiyon tanilar1 veteriner hekimle birlikte konulmustur.
Olen hayvanlarm post-mortem muayeneleri veteriner hekim tarafindan yapilmis olup
patoloji aydinlatilamamistir. Bu hayvanlarin  dizlerinde anormal bulgulara
rastlanmamigtir. Enfeksiyon nedeniyle calismadan ¢ikarilan hayvanlar arasinda
gruplar a¢isindan bir yatkinlik saptanmamuistir. 20 no’lu tavsanin sag dizi PK, sol dizi
h-HGI; Y1 no’lu tavsanm sag dizi NK, sol dizi PK; Y2 no’lu tavsanin sag dizi HGI,
sol dizi h-HGI grubundadir.

4.2.1. Makroskopik Skorlama

Makroskopik olarak gruplar i¢inde heterojen bulgular gozlenmistir (Sekil 4.4).
Genel olarak defekt alaninda; NK grubunda mor renkli, mat, ylzeye gore belirgin
¢okmiis, ylzeyinde blylk catlak ve fissirler olan, ¢evre saglikli dokuya benzerlik
gostermeyen, defektin tamamini doldurmayan yeni doku olusumu goézlenmistir. PK
grubunda cevre saglikli dokuya benzer renk ve parlaklikta, belirgin basamaklanma
olusturmayan iyilesme 6zellikleri gdzlenmistir. h-HGI grubunda beyaz/pembe renkli,
parlak, ¢cevre saglikli dokuya entegre olabilmis, belirgin basamaklanma olusturmayan
iyilesme bulgular1 gézlenmistir. HGI ve h-HGI gruplarinda baz deneklerde merkezde
tekli fissiir olusumu goriilmiistiir.

6. haftada NK grubunun ortalama ICRS makroskopik skoru 5,07 (+ 1,54), PK
grubunun ortalama skoru 9,36 (z 1,86), h-HGI grubunun ortalama skoru 7,64 (+1,73),
HGI grubunun ortalama skoru 6,67 (* 1,54) olarak bulunmustur. 12. haftada NK
grubunun ortalama ICRS makroskopik skoru 6,92 (+ 1,56), PK grubunun ortalama
skoru 10,25 (+ 1,04), h-HGI grubunun ortalama skoru 10,17 (1,29), HGI grubunun
ortalama skoru 9,79 (x 1,25) olarak bulunmustur. ICRS makroskopik skorlama
skalasina gére 12. haftada alman skorlar PK, h-HGI ve HGI gruplarinda “normale
yakin”, NK grubunda ise “anormal” olarak smiflandirilmistir. Higbir denek tam puan
olan 12 almamistir. Tiim gruplarda 6.haftadan 12.haftaya dogru ortalama skorlarda
artig gorliilmistiir (Sekil 4.5). Bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu tek grup
HGI grubu olmustur (p=0,006).
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6. hafta

12. hafta

Sekil 4.4. Defekt alanlarinin 6. ve 12. hafta sonundaki makroskopik gorintileri. NK:
Negatif Kontrol, HGI: hiicre icermeyen hidrojel gradyan iskele, h-HGI:
mezankimal kok hicre iceren hidrojel gradyan iskele, PK: Pozitif Kontrol

Ort. ICRS makroskobik skorlama

6 hafta 12 hafta
Hafta

Error bars: +/- 15D

Sekil 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 biiylik boliimiiniin bos oldugu goriilmiistiir.
HGI grubunda NK grubuna gore daha fazla defekt dolumu izlenmesine karsin yiizeye
gore depresyon goriilmiistiir. h-HGI grubunda yiizeye yakin seviyeye kadar defekt
dolumu izlenmistir. Bu grupta olusan yeni dokunun yiizeyinde kiigiik boyutta fissiir
olusumlar1 goriilmiistiir. PK grubunda otolog greftin defektin tamamini1 doldurdugu,
cevre dokuyla ayni seviyede ve iyi entegre olmus oldugu goriilmiistiir. 6. haftadan 12.
haftaya gelindiginde NK grubunda defektin hala belirgin seviyelenme gosterdigi ve
yiizeyde bilyiik fissiir olusumlar1 izlenmistir. h-HGI, HGI ve PK gruplarmna defektin
tama yakin doldugu, piirlizsiiz goriiniimde, ¢cevre dokuya entegre yeni doku olusumu
gozlenmistir (Sekil 4.6).

6. hafta ortalama BV/TV orani, gruplarda sirasiyla: NK grubunda 24,26 (+ 3,1),
PK grubunda 31,62 (+ 4,4), h-HGI grubunda 28,61 (+ 3,4), HGI grubunda 26,61 (+
3,4) olarak bulunmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamastir (p>0,05).

12. hafta ortalama BV/TV orani, gruplarda sirasiyla: NK grubunda 26,37 (+
3,8), PK grubunda 27,54 (+ 5,5), h-HGI grubunda 35,16 (+ 4,2), HGI grubunda 34,31
(x 4,2) olarak bulunmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.7).

KMD degerleri 6.haftada NK grubunda 0,21+0,12 g.cm3, PK grubunda
0,30+0,07 g.cm3, HGI grubunda 0,24+0,12 g.cm™, h-HGI grubunda 0,23+0,13 g.cm
3 olarak bulunmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunamamustir
(p>0,05).

KMD degerleri 12.haftada NK grubunda 0,26 + 0,05 g.cm, PK grubunda 0,32
+ 0,13 g.cm™, HGI grubunda 0,30 + 0,06 g.cm-, h-HGI grubunda 0,34 + 0,09 g.cm
olarak bulunmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamaistir
(p>0,05). h-HGI grubunda KMD degeri 6. haftadan 12. haftaya anlamli artis
gostermistir (p= 0,03) (Sekil 4.8).
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NK HGI h-HGi PK

12. hafta

Sekil 4.6. Defekt alanlarinin 6. ve 12. hafta sonundaki Mikro BT gorintdleri.

40.0
Gruplar

@ NK

@ HGI
@ h-HGI
@ PK

300

200

Ort. BV/TV (%)

10.0

6 hafta 12 hafta
Hafta

Error bars: +/- 1 SD

Sekil 4.7. Ortalama BV/TV (%) orani. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)
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Gruplar
® NK
@ HGI
® h-HGI
® PK

Ort. KMD

6 hafta 12 hafta
Hafta

Error bars: +/- 15D

Sekil 4.8. Kemik mineral dansite ortalamasi. (¥*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)

4.2.3. Histolojik Bulgular
H&E Boyama

Alt1 haftalik takip sonrast H&E boyali preparatlar incelendiginde NK grubunda
defekt alaninin koronal ve aksiyel diizlem kesitleri boyunca kapanmadigi goriilmiistiir.
Defekt alaninda kan adaciklari, ve kollajen gdzlemlense de yeni kemik doku olusumu
gozlemlenmemistir. PK grubunda defekt alaninin koronal diizlem kesitleri boyunca
%75’den fazlasinin kapandigini ve alanda yeni kemik doku olusumu gézlenmistir. h-
HGI grubunda defekt alaninin %25°den fazlasmin kapandigi ve alanda yeni kemik
olusumu oldugu gozlenmistir. HGI grubunda defekt alaninda koronal diizlem
kesitlerinde sadece hidrojel iskele ve iskeleyi cevreleyen kollajen doku varligi
gozlemlenmistir. Defekt alaninda belirgin = yeni kemik doku olusumu
gozlemlenmemistir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).

12. hafta gruplardaki H&E boyali koronal diizlem kesit preparatlar
incelendiginde 6 haftalik gruplara oranla defekt bolgesinin kapanmasi ve yeni kemik
doku olusumunun ¢ok daha fazla oldugu goézlemlenmistir. NK grubunda defekt
alaninda %10 oraninda yeni kemik olusumu gozlemlenmistir. PK grubunda defekt
alaninin %100 kapandigin1 ve yeni kemik olusumunun g¢ok daha fazla oldugu

gbzlemlenmistir. h-HGI grubunda defekt bolgesinin %75’ten fazlasinin kapandig: ve



45

yeni kemik doku olusumunun 6. haftaya gore ¢ok daha fazla oldugu gézlemlenmistir.
HGI ve h-HGI gruplarinda 12 hafta sonunda hidrojel iskele kalintilar1 defekt alaninda
izlenmistir (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12).

Sekil 4.9. Alt1 haftalik takipte gruplara ait H&E boyali koronal kesitler. Kan adaciklar:
(siyah ok), kollajen lif (mavi 0k), defekt bolgesinde olusmus kemik (yildiz)
ve hidrojel iskele kalintis1 (turuncu ok) gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Alti haftalik takipte gruplara ait H&E boyali aksiyel kesitler. Kan
adaciklart (siyah ok), kollajen lif (mavi ok), defekt bélgesinde olusmus
kemik (yildiz) ve hidrojel iskele kalintis1 (turuncu ok) gosterilmistir.
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Sekil 4.11. On iki haftalik takipte gruplara ait H&E boyali koronal kesitler. Kan
adaciklart (siyah ok), kollajen lif (mavi ok), defekt bélgesinde olugmusg
kemik (vildiz) ve hidrojel iskele kalintis1 (turuncu ok) gosterilmistir.
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Sekil 4.12. On iki haftalik takipte gruplara ait H&E boyali aksiyel kesitler. Kan
adaciklart (siyah ok), kollajen lif (mavi ok), defekt bélgesinde olugmusg
kemik (yildiz), kikirdak doku (yesil ok) ve hidrojel iskele kalintist (turuncu
ok) gaosterilmistir.

Calisma gruplart arasinda en iyi iyilesme ve kemik olusumu PK grubunda
gbzlemlenmistir. h-HGI grubu PK grubuna yakin bulgular gostermistir. HGI grubu

NK grubundan kollajen sentezi agisindan ¢ok daha iyi sonug gosterse de yeni kemik
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olusumu bakimindan benzer histopatoloji gostermektedir. H&E boyali preparatlar
tizerinden yapilan ICRS ve O’Driscoll histolojik skorlama sonuglar1 Tablo 4.1°de
verilmistir. Hem 6. Haftada hem 12. Haftada ortalama skorlar yiliksekten diistige; PK,
h-HGI, HGI, NK, seklinde siralanmistir. Tiim gruplar arasindaki farklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14).

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

Grup 6. hafta 12. hafta

ICRS O’Driscoll ICRS O’Driscoll
NK 2,66 +0,7 1+0 3,83+0,7 1+0
HGI 6+0,7 4,17 £3,12 7+0,7 5,17 +£1,94
h-HGI 13,16 +0,7 11,17+3,37 165+0,7 13,83 + 4,62
PK 20,16 £0,7 16+1,26 23,16 +0,7 17%0

o4 Rk ——— ***—I‘
_*q !

Gruplar
B NK
@ HGI
® h-HGI
8 PK

Ort. O’Driscoll histolojik skor

6 hafta 12 hafta
Hafta

Error bars: +~1 SD

Sekil 4.13. O’Driscoll histolojik skorlama sonuglart. (*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001)
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- FOKK lalod [ oin]

Gruplar
@ NK
@ HGI
® h-HGI
@ PK

Ort. ICRS histolojik skor

6 hafta 12 hafta
Hafta

Error bars; +/- 1 SD

Sekil 4.14. ICRS histolojik skorlama sonuglari. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

Safranin-O/Fast-Green Boyamasi

Preparatlar incelendiginde, subkortikal kemik ve yeni olusan kemikte fast-
green soliisyonu ile yesil boyama gézlenmistir. NK grubu gece boyu bekletilmesine
ragmen, safranin-o ile histolojik olarak gozlemlense de kikirdak tabakada boyanma
gdzlemlenememistir. PK, h-HGI, HGI gruplarinda histolojik olarak kikirdak doku
olusumu gozlemlenmistir. Iskele gruplar1 bazik bilesenler igerdigi ve diger boyalarda
(H&E ve Masson tri-krom) oldugu gibi boyalardaki asidik boyalar ile boyandiklar
dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Alt1 ve on iki haftalik takiplerde gruplara ait Safranin-O/Fast-green boyali
kesitler. Kollajen (mavi ok), kikirdak doku (siyah ok), yeni olusmus kemik

doku (siyah yildiz), hidrojel iskele kalintist (turuncu yildiz ve turuncu ok)
ile gosterilmistir. (X40)

Masson Tri-Krom Boyamasi

6. hafta Masson tri-krom boyali koronal ve aksiyel kesitler incelendiginde

kollajen sentezinin PK ve h-HGI gruplarinda daha fazla oldugu goézlemlenmistir. 12
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haftalik takipli gruplarda 6 haftalik gruplara kiyasla tiim gruplar agisindan kollajen
sentezinin goreceli olarak arttigi gozlemlenmistir. 12. hafta kesitlerinde kollajen
sentezinin PK ve h-HGI gruplarinda diger gruplara gére daha fazla oldugu
g6zlemlenmistir (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17).

Sekil 4.16. Alt1 haftalik takiplerde gruplara ait Masson Tri-krom boyali kesitler.
Kollajen yapilar: (siyah ok), kemik doku (siyah yildiz) ile gosterilmistir.
(X40)
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Sekil 4.17. On iki haftalik takiplerde gruplara ait Masson Tri-krom boyali kesitler.
Kollajen yapilart (siyah ok), kemik doku (siyah yildiz) ile gosterilmistir.
(X40)

Immiinfloresan Boyama
Preparatlar incelendiginde 6 haftalik takip sonrasi agrekan, kollajen tip 1 ve
kollajen tip 2 immiin boyali preparatlarda NK grubuna kiyasla PK ve h-HGI

gruplarinda immin ifadelenmenin belirgin sekilde ¢ok daha fazla oldugu goriilmiistiir



54

(Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20). 12 haftalik gruplar ile 6 haftalik gruplar
karsilastirildiginda agrekan, kollajen tip 1 ve kollajen tip 2 immiin boyali preparatlarda
ifadelenmenin artis gosterdigi gozlemlenmistir. PK ve h-HGI gruplarindaki yogun
kollajen tip 2 ifadelenmesi olusan kikirdak dokunun hiyalin benzeri 6zellikte oldugunu

gostermektedir.

6. Hafta 12. Hafta

PK

h-HGI

HGI

Sekil 4.18. Alt1 ve on iki haftalik takiplerde gruplara ait Agrekan immiinfloresan
(FITC (yesil isaretli), DAPI (mavi)) boyama kesitleri. Agrekan ifadelenme
(beyaz ok), hidrojel iskele kalintisi (mavi, kirmizi, beyaz yiuldiz) ile
gosterilmistir. (X40)
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6. Hafta 12. Hafta

i PK NK

h-HGI

HGI

Sekil 4.19. Alt1 ve on iki haftalik takiplerde gruplara ait Kollajen tip 1 Immiinfloresan
(FITC (yesil isaretli), DAPI (mavi)) boyama kesitleri. Kollajen tip 1
ifadelenme (beyaz ok), hidrojel iskele kalintist (mavi, kirmizi, beyaz yildiz)
ile gosterilmistir. (X40)
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6. Hafta 12. Hafta

NK

PK

h-HGI

Gi

H

Sekil 4.20. Alt1 ve on iki haftalik takiplerde gruplara ait Kollajen tip 2 immiinfloresan
(Texas Red (kirmizi), DAPI (mavi)) boyama kesitleri. Kollajen tip 2
ifadelenme (beyaz ok), hidrojel iskele kalintisi (mavi, beyaz yildiz) ile
gosterilmistir. (X40)

BrdU Boyamasi

Hidrojel iskele Gtzerindeki hUC-MKH’lerin varligimi1 devam ettirdiklerini
gostermek i¢in BrdU isaretleme yapilmistir. Preparatlar incelendiginde sadece h-HGI
grubunda kahverengi pozitif boyanma oldugu goriilmiistir (Sekil 4.21). BrdU ile

isaretlenen MKH’lerin gogunun defekt alan1 periferine gog¢ etmis oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.21. On iki haftalik takipte gruplara ait BrdU boyali kesitler. Tim gruplarda
defekt alanlar1 kare ile gosterilmistir. BrdU pozitif hiicreler kahverengi
boyanmigtir. (siyah ok)
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5. TARTISMA

Tavsan dizi OKD modelinde gradyan yapida, mezankimal kok hiicre iceren,
6zgun ozellikleri olan ve mikro-ekstriizyon 3-B biyoyazici ile tiretilen hidrojel doku
iskelesinin iyilesme iizerine olan etkilerinin incelendigi bu c¢alismada; h-HGI
grubunda elde edilen yeni kemik ve kikirdak olusumunda bir¢ok parametrede NK
grubuna kiyasla anlamli stiinliikk goriilmiistiir; PK grubuna yakin sonuglar elde
edilmis olup, calisma hipotezi dogrulanmustir.

Calisma kapsaminda {iretilen doku iskelelerinin ekstriizyon tabanli 3-B
biyoyazici ile iretilmesi, gradyan ozellik tagimasi, canli mezenkimal kok hicre
icermesi ve bu iskelelerde biyoaktif molekil olarak bor ve peptit amfifillerin
kullanilmas1 nedeniyle iiretilen iskeleler bu alandaki bir¢ok teknolojiyi igerisinde
barindirmaktadir ve yenilik¢i ¢ozliimler sunmaktadir.

Yapilan DAPI ve Live/Dead boyamalar1 3-B biyoyazici ile iretilen doku
iskelelerindeki canli hiicrelerin yogun, o6lii hiicre sayisinin ise c¢ok az oldugu
gostermistir. Sonug olarak, kullanilan biyomalzemelerin (kitosan, B-nHAp, Pluronic®
F127) ve biyo-yazim siirecindeki parametrelerin hiicre canliligi iizerine herhangi bir
olumsuz etkisi olmadig1 gdsterilmistir.

PK grubu olarak otolog osteokondral doku implantasyonu islemi yapilmasi
calismanin 6zgiinliiglinii arttirmaktadir. Literatiirde benzer hayvan ¢aligmalarinda PK
grubuna rastlanmamistir. Otolog osteokondral doku transferi klinikte giincel olarak
kullanilmakta olan bir metot olup etkinligi farkli galismalarda gosterilmistir (107-110).
Bu yontemde elde edilen hiyalin kikirdak ile iyilesme tedavinin en Onemli
avantajlarindan biridir (111). Calisma gruplarinin bu dizayni sayesinde gradyan doku
iskelesi gruplari klinikte altin standart uygulamalardan biri olan bir cerrahi yontemle
karsilagtirilmistir.

Osteokondral {inite, kendi i¢lerinde farkli yapisal seviyeler barindiran iki temel
katmandan olugmaktadir: kikirdak ve subkondral kemik. Her seviyede ana makro-
molekiiler icerik, hiicre dizilimi ve perfiizyon kapasiteleri farklilik gdstererek 6zgiin
fonksiyonlar gostermesine neden olur (112). Giincel literatiirde yaygin olarak
kullanilan bir¢ok doku iskelesi materyali, kok hiicre ¢esidi ve biyoaktif molekiil

olmasina ragmen ideal bir dizayn ortaya konulamamustir. Osteokondral Gnitenin bu
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sira  digt  yapisimi  taklit etme amaciyla gradyan doku iskeleleri giderek
popiilerlesmektedir. 3-B yazicilar ise katman-katman yazdirma teknolojisiyle
arastirmacilarin gradyan iskeleler tasarlamasina olanak saglar (23). Osteokondral
iiniteyi taklit edebilmek amaciyla ¢calismamizda kullandigimiz doku iskelesi de 3-B
biyoyazici ile iiretilmis olup gradyan 6zelligi her katmanda farkli konsantrasyon ve
icerikteki biyoaktif molekiil dizayniyla kazandirilmistir. Literatiirde gradyan doku
iskelelerinin OKD modelinde monofazik iskelelere gére daha iyi iyilesme etkisi
gosterdigini belirten ¢alismalar mevcuttur (113, 114). Idaszek ve ark. 3-B biyoyazici
ile Urettikleri jelatin metakrilamid, hyaluronik asit, kondroitin stilfat ve insan kokenli
MKH igeren gradyan iskeleyi sigan OKD modeline implante etmislerdir (115).
Gradyan iskele grubunun negatif kontrol grubuna gore daha Qstin rejenerasyon
gosterdigini belirtmiglerdir.

Calismamizda implante edilen hidrojel doku iskelesi guclu osteojenik etkiler
gostermistir. HGI ve h-HGI gruplar1 12. haftada PK grubundan yiiksek KMD ve
BV/TV oranma sahiptir. Shi ve ark. dopamin-modifiye-aljinat ve Kkitosan-
hidroksiapatit bilesenleri igeren gradyan yapidaki kemik doku iskelesinin osteojenik
etkilerini tavsan femoral defekt modelinde ¢alismislardir (116). Gradyan iskelenin
miikemmel osteojenik aktivitesi oldugunu ve gradyan yapida olmayan iskeleye gore
daha 1iyi bir kemik rejenerasyonu sagladigni belirtmislerdir. Hidroksiapatitin
osteojenik etkileri literatiirde genisge arastirilmistir (117-120). Ayrica kitosanin da
dogal hiicre dis1 matrikse benzer bir mikro cevre saglayarak osteokondiiktif etkiler
gosterdigi bilinmektedir (121). Kitosan ve hidroksiapatitin kombine edilmesi hem
mineralizasyon siirecini hem de kemik olusumu sinyal yolaklarmni uyararak doku
iskelelerinin osteojenik etkilerini daha da giiclendirmektedir (122).

Bor mineralinin de kemik iyilesmesi {lizerine olumlu etkileri mevcuttur (74,
123, 124). Gumiisderelioglu ve ark. borik asit enkapsiile edilmis kitosan
nanopartikillerinin kemik rejenerasyonu Uzerine in-vitro etkilerini arastirmislardir
(73). Borun kontrollii salinimmin pre-osteoblast hiicrelerinin gogalmasinda ve
osteojenik farklilasmasinda anlamh etkisi oldugunu bulmuslardir. Benzer sekilde
Gizer ve ark. hiicre kiiltiiriinde yaptiklar1 ¢calismada bor katkili nHAp bilesiklerinin
MKH’lerde alkalen fosfataz aktivitesini arttirarak osteojenik farklilagmay1 arttirdigini

bildirmislerdir (125). Molekiiler etkileri daha detayli incelemek iizere yaptiklari
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transkriptom analizinde bor katkili bilesiklerin Wnt, TGF-B ve stres sinyal yolak
reseptor genlerine etki ettiklerini belirtmislerdir (125). Calismamiz kapsaminda
iiretilen doku iskelesinin osteal katmanlarinda kitosan ve B-nHAp kullanim1 defekt
bolgesindeki kemik rejenerasyonunu giiclendirmistir.

h-HGI grubu NK grubuna gore daha iistiin kikirdak rejenerasyonu gostermistir.
Makroskopik ve histolojik bulgulara bakildiginda h-HGI grubunda 12. haftada defekt
yuzeyinin tama yakin kikirdak benzeri yeni dokuyla doldugu goriilmistiir.
Immiinohistokimyasal ¢alismalarda goriilen yogun tip II kollajen sinyali olusan yeni
kikirdak dokusunun histopatolojik olarak hiyaline benzedigine isaret etmektedir.
Hidrojeldeki peptit amfifillerin kondral rejenerasyon etkisi mevcuttur. Yang ve ark.
polipeptit yapidaki hidrojel iskeleyi tavsan troklea OKD modeline implante
etmislerdir (126). Hidrojel grubunda defektin dogal kikirdaga benzer oOzellikteki
dokuyla dolarak kondral iyilesmenin hizlandigini tespit etmislerdir. Ayrica hidrojel
grubun negatif kontrol grubuna gore daha yliksek makroskopik ve histolojik ICRS
skorlart oldugunu bildirmislerdir. Yazarlar, polipeptit hidrojelin uygun biyo-
¢ozlndrlik, mikemmel biyo-uyumluluk ve diisiikk immiinojenite 6zellikleriyle basarili
bir OKD onarmmi gergeklestirdigi sonucuna varmistir. Peptit amfifillerin doku
miihendisligindeki kullanimi giderek artmakta olup, yapisindaki oligopeptitlerin
aminoasit sekanslar1 degistirilerek farkli 6zellikler kazandirmak miimkiindiir (127).
Tez calismamizdaki gradyan hidrojelde de kullanilan K-PA ve E-PA sekanslarinin
hiicre dis1 matrikste yer alan proteoglikanlarin icindeki GAG zincirlerini taklit ederek
kondrojenik hiicre farklilasmasini uyardig1 gosterilmistir (128). Immiinohistokimyasal
boyamalarda h-HGI grubunda gériilen giiclii agrekan ve kol-1l sinyalleri de PA
iceriginin hiicre dis1 matrikse benzer bir mikro-gevre olusturarak kikirdak iyilesmesine
katki sagladigini diistindiirmiistiir.

Grup i¢i heterojenite olmasina karsin c¢alismamizdaki bazi hidrojel iskele
implante edilen deneklerde defektin merkez bolgesinde fissiir olusumu gozlenmistir.
Bu bulgu literatiirde sinoviyal sivi basinciyla agiklanmaya galisilmistir. Hiyalin
kikirdak olusumu igin, mikro-¢evredeki bazi mekanik kosullarin saglanmasi
gerekmektedir (129). Hidrostatik basing kondrojenik farklilagmayi uyarmaktadir
ancak fizyolojik simirlarin iizerindeki basinglar doku rejenerasyonunda olumsuz etki

gosterebilir (130, 131). Levingstone ve ark. hyaluronik asit, hidroksiapatit, tip I ve 1l
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kollajen icerikli multi-fazik doku iskelesini tavsan OKD modeline implante
etmislerdir (95). Doku iskelesi gruplarinda rejenerasyon bolgesinde yer yer yilizeyden
basamaklanma, fissiir olusumu ve subkondral kist olusumu gézlemlemiglerdir. Bu
bulgular1 cerrahi sonrasi sinoviyal hipertrofiye sekonder olusan sinoviyal sivi
basincina baglamislardir.

Osteokondral doku miihendisliginde hiicre kullanim1 ve kullanilacak hiicrenin
kaynagi hala tartisma konusudur. Hidrojel doku iskelemizde hUC-MKH
kullanilmistir. hUC-MKH’ler non-invaziv olarak elde edilebilmektedirler ve birgok
calismada osteokondral doku rejenerasyonunda etkili olduklar1 gosterilmistir.
Geligmis hiicre aktivitesi ve ¢ogalma becerisi olan hUC-MKH’ler ayn1 zamanda diistik
immundjeniteye sahiptirler (132). Zheng ve ark. 3-B biyoyazdirilmis polikaprolakton-
hidroksiapatit icerikli hUC-MKH ekilmis doku iskelesinin rejenerasyon etkilerinin
tavsan modelinde arastirmiglardir (133). Sonucta huicre yukli iskelelerin htcresiz
iskelelere gore anlamli olarak kemik ve kikirdak iyilesmesini destekledigini
belirtmiglerdir. You ve ark. tavsan OKD modelinde, tedavide kikirdak partikiiller
enkapsiile edilmis insan amniyottk MKH yiiklii levhalarin sadece kikirdak
partikiillerine kiyasla daha yiiksek makroskopik ve histolojik skorlar gdsterdigini
bildirmislerdir (134). Calismamizda da h-HGI grubu, NK ve HGI gruplarina gore daha
iistiin kondrojenik iyilesme gostermistir.

6. ve 12. haftalarda h-HGI grubunun BrdU pozitif boyanmas1 hUC-MKH’lerin
ksenojenik ortamda hayatta kaldiklarii gdstermektedir. Ilging sekilde, hiicrelerin
iskelenin periferik bolgelerine gog ettigi goriilmiistiir. Kikirdak avaskiiler bir doku
olup perikondriyumdan beslenir (29). Diz eklemi gibi perikondriyum icermeyen
bolgeler sinovyal s1vi ve subkortikal kemikten beslenir. Eklem i¢i cerrahi islem sonrasi
sinovyal sivinin azalmasi ve subkondral kemigin de iyatrojenik olarak hasarlanmasi
ile iskelenin kikirdak dokuya denk gelen kismindaki hiicrelerin yeterli besin kaynagi
olmadig1 disiiniilmistiir. Defekt bolgesinde yeni olugsmus damarlar goriilmesine
kargin, hUC-MKH’lerin besin kaynagina yonelmeye programli davranislar: nedeniyle
perifere dogru go¢ etmis olduklar1 diisiintilmiistiir.

Hidrojel iskelelerin diflizyon kapasitesi inorganik madde yogunlugu, ortam
sicakligi, pH, porozite gibi bir¢cok faktére baghdir (135). Hidrojel igerigindeki
inorganik madde yogunlugu arttikca difiizyon zorlasmaktadir (136). ideal por
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biiyiikliigii ise tartigmalidir. Mandal ve ark. 3-B ipek fibroin iskelelerle yaptiklar: ex-
Vvivo ¢alismada, insan dermal fibroblastlarin iskele tzerindeki go¢ hareketlerini takip
etmislerdir (137). Merkezden perifere dogru hiicre gég¢ii gézlemleyen arastirmacilar
bunun doku iskelesindeki elverisli poroziteyle iliskili oldugunu belirtmislerdir. Tez
calismamizda kullanilan hidrojel iskelenin de hiicre gogii i¢in elverisli bir geometriye
sahip oldugu soOylenebilir ancak difuzyon kapasitesinin belirlenmesi icin ileri
calismalara ihtiyag¢ vardir.

Toplamda 6 denek calismadan ¢ikarilmistir. Ug tavsan cerrahi sonrasi stres
nedeniyle erken donemde eksitus olmustur. Diger ¢ tavsan dizlerindeki enfeksiyon
bulgular1 nedeniyle ¢aligmadan ¢ikarilmistir. Enfeksiyon bulgular1 gosteren dizlerden
2 tanesi PK, 2 tanesi h-HGI, 1 tanesi HGI ve 1 tanesi NK grubuna aittir. Enfeksiyon
bulgusu gosteren dizlerde belirgin bir yonelim gozlenmemistir. Gruplar arasindaki
dengeli dagilim doku iskelelerinin enfeksiyon agisindan risk faktorii olusturdugu
ihtimalini azaltmaktadir. Ancak hem PK grubunda hem de iskele grubunda negatif
kontrole grubuna goére daha fazla sayida enfeksiyon gozlenmistir. Bunun bir nedeni bu
gruplarin cerrahi siirelerinin daha uzun olmasi olabilecegi diisiintilmiistiir. Literatiirde
uzamis cerrahi siirenin hayvanlarda cerrahi alan enfeksiyonu agisindan bir risk faktorii
oldugu bildirilmistir (138).

Tavsan yiiriime biyomekanigi insandan gok farklidir (28). Ornegin tavsanlarin
dogal pozisyonunda dizler derin fleksiyondadir. Tiirler arasi farklilar bulgularin
klinige uygulanabilirligi acisindan kisithliklar getirmektedir. Yine de yeni iiretilen
biyomalzemelerin klinikte kullanilabilmesi i¢in in-vivo ve in-vitro kosullarinda
etkilerinin ve givenliklerinin test edilmesi gerekmektedir (85). Bu nedenle doku
iskelelerinin biyo-uyumluluk ve mekanik 6zelliklerinin degerlendirilmesinde uygun
bir hayvan modeli ¢calismas1 vazgegilmez bir adimdir. Diger bir kisithilik, tavsanlarin
kemik yapim-yikim metabolizmalart hizli olup 6. ve 12. haftalik takipler erken ve
goreceli olarak orta donem sonuglar1 temsil etmektedir. 12. hafta spesimenlerin
histolojik analizinde biyo-¢6ziinme siireci tamamlanmamis hidrojel iskeleye ait
kalintilar gozlenmistir. Literatiirde benzer hayvan calismalarinda biyomalzemenin
¢ozunmesinin 2 yila kadar siirebildigi vurgulanmigtir (139). 6. haftadan 12. haftaya
dogru daha yiiksek oranda biyo-¢oziiniim ve daha iyi rejenerasyon goriilmiistiir. Bu

nedenle daha uzun takip siireli calisma dizaynlartyla daha yiiksek etkiler goriilecegi
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diistintilmistiir. In vivo deneyler sirasinda post-op donemde 6 adet tavsan (n=12 diz)
calismadan c¢ikarilmasi nedeniyle gruplardaki denek sayisi azalmigtir. KMD ve
BV/TV gibi bazi parametreler tedavi gruplar lehine oransal olarak iistiin bulunmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Denek sayisi arttirilarak

istatistiksel olarak anlamli fark elde edilecegi ongdriilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Osteokondral defektlerin tedavisi zordur ve mevcut yontemler bazi potansiyel
riskler barindirmaktadir. Doku miihendisligi bu alanda yenilik¢i ¢Oziimler
getirmektedir. Klinikte kullanima giren doku iskelesi sayist da her gegen gin
artmaktadir (140). Bu iskelelerle kisa donemde iyi sonuglar elde edildigi bildirilse de
(141-143) , dogal osteokondral tiniteyi taklit edebilecek yeni dizaynlara ihtiyag vardir.

Calismamizda kullanilan 3-B yazdirilmis hidrojel doku iskelesi; 06zgiin
ozellikleriyle bu alandaki ihtiyaca cevap vermek flizere tasarlanmistir. Bu iskele
gradyan yapida olup kikirdak bolgede peptit amfifil-kitosan bilesikleri yogun olarak
yer alirken, kemik bolgede derinlestikge bor-nanohidroksiapatit-kitosan bilesiginin
yogunlugu artmaktadir. Ayrica rejeneratif potansiyeli arttirmak amaciyla hUC-
MKH’ler biyomiirekkepe entegre edilmistir.

Bu ¢alismada hUC-MKH yUKIi hidrojel doku iskelesinin in-vivo rejenerasyon
etkileri tavsan dizi OKD modelinde arastirilmistir. Grup ici farklilar gézlense de, hiicre
yuklii doku iskelesi grubunun dogal osteokondral {initeye benzer 6zellikler gostererek
kemik ve kikirdak rejenerasyonunu destekledigi goriilmustir. Makroskopik,
radyolojik ve histolojik parametreler degerlendirildiginde hiicre yiiklii doku iskelesi
grubunda negatif kontrol grubundan {iistiin, pozitif kontrol grubuna yakin skorlar elde
edilmistir. Bu yeni ve 6zgiin gradyan yapidaki hidrojel doku iskelesi OKD tedavisinde

umut verici bir etkinlik gostermistir.
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