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HIDROKSI APATIT iCEREN KEMIK CIMENTOSUNUN
iN-VIVO BiYOUYUMLULUGU

Kemal SERBETCI*, Sibel ORHUN**, Feza KORKUSUZ***, Nesrin HASIRCI****

OZET

Amac: Ortopedi ve travmatolojide yaygin
kullanilan akrilik tabanli kemik cimentolarinin
biyouyumlulugunun arttirilmasi temel arastirma
alanlarindan birisidir. Bu arastirmalardan bir
boliml kemik cimentolarinin mekanik diger bir
bolimiyse biyouyumluluk 6zelliklerinin
gelistirilmesi dogrultusundadir. Hidroksiapatit (HA)
biyouyumlulugu ispatlanmis osteokonduiktif
ozelliklere sahip bir malzemedir. Calisgmanin amaci
hidroksiapatit iceren kemik ¢imentosunun
gelistirilerek bu cimentonun biyouyumluk
ozelliklerini arastirmaktir.

Gerec ve Yontem: Bu calismada agirlikca %7
hidroksiapatit partiktlleri iceren kemik ¢imentosu
hazirlanmis ve bu ¢imentonun doku reaksiyonlari
CMW1 ticari kemik ¢imernosunun doku
reaksiyonlari ile karsilastirilmistir. In vivo testlerde
3 avlik yerel beyaz tavsan kullanilmigtir. HA igeren
kemik cimentosu ve CMW1 kemik ¢imentosu
paravertebral kas icine yerlestirilmistir.
Cimentolarin kaslarda olusturdugu doku yanitlar:
1, 3 ve 7 ginlerde patoloji 6rnegdi alinarak
incelenmistir.

Bulgular: 1, 3 ve 7 glnlerde gerceklestirilen
patolojik incelemeler sonucu %7 hidroksiapatit
partikilleri iceren kemik ¢imentosunun ticari form
olan CMW1’e oranla ilk 24 saatte daha az doku
6deminin, 3 giinde polimorf hiicre sayisinin ve 7
ginde enflamatuvar yanitin daha az oldugu
gozlenmistir.

Sonuclar: %7 oraninda HA igeren kemik
¢cimentosu CMW1’den biyolojik anlamda daha
uyumlu olup gelecekte klinik uygulamada yer
bulabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Kemik Cimentosu,
Hidroksiapatit, Biyouyumluluk.

SUMMARY

IN VIVO BIOCOMPATIBILITY OF
HYDROXYAPATITE CONTAINING
BONE CEMENT

Introduction: Improving the biocompatibility of
acrylic based bone cements is a current research
area in orthopedic surgery and traumatology. One
aspect of bone cements is improving their
biomechanical properties while the other aspect
is the improvement of their biocompatibility.
Hyrdoxyapatite (HA) is a highly biocompatible
material known to have osteoconductive
properties. The aim of the study is to improve
bone cements biocompatibility by adding HA.

Materials and Methods: 7% HA particles
containing bone cement was prepared and its
tissue reaction was compared to comercially
available CMW1 bone cement. Three-month old
local albino rabbits were used for in vivo testing.
Both HA containing and CMW1 cements were
impanted into the paravertebral muscles of the
animals. Tissue reaction at muscles were assessed
pathologically on day 1, 3 and 7 of implantation.

Results: 7% HA containing bone cement caused
less swelling at the tissue on day one.
Polimorphonuclear cells were less with HA
containing bone cement on day 3 and
inflammatory response was less on day 7 with this
formulation.

Discussion: 7% HA containing bone cement is
more biocompatible then CMW1 bone cement.
This formulation can clinically be used in the near
future.

Key Words: Bone Cement, Hydroxyapatite,
Bicompatibility.
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GIRIiS

Kalsiyum hidroksiapatit, genel olarak anilan adiyla
hidroksiapatit (HA), inorganik kimyada kalsiyum
fosfat florid hidroksi klorid [Cay, (P0,)s (FE OH,
Cl),] olarak tanimlanir. HA kemik ve dislerin
mineral fazini olusturan biyouyumlulugu
ispatlanmis ve osteoinduktif temel inorganik
malzemedir. Sentetik olarak edinilen HA
osteokondiktif 6zellikleri nedeniyle kemige
uygulandiginda dokuyla oldukg¢a kuvvetli bir
sekilde birlegirl4.

Akrilik tabanli kemik ¢imentolar: ortopedi ve dig
hekimliginde 30 yildan uzun bir stredir
kullanilmaktadir®. Akrilik tabanli kemik
¢imentolarinin gelistirilmesi icin tizerinde caligilan
konulardan birisi de c¢imentonun biyo-
uyumlulugunu arttirmak igin icerisine HA
eklenmesidir2-4.6-13,

Calismalarimizda kemik g¢imentosu igerisine
eklenen HA'In c¢imentonun akigskanh@ini belirgin
olarak arttirdigi saptanmistir!4. HA in ¢imento
hamuru igerisinde uygun sekilde ve homojen
dagilimini saglamak igin Oncelikle ¢ok dustk
viskoziteli kemik c¢imentosunun gelistirilmesi
gerekmektedir. %7 HA iceren kemik ¢imentosunun
optimum termal ve mekanik 6zelliklere sahip
oldugu saptanmistir. HA iceren kemik
¢imentosunun ticari formu olan kemik
¢imentolarina oranla biyouyumlulugunun yiiksek
olaca@: varsayilmaktadir. Calismanin amaci
hidroksiapatit iceren kemik ¢cimentosunun
gelistirilerek bu ¢imentonun biyouyumluluk
ozelliklerini aragtirmaktir.

MATERYAL VE METOD
Materyal

Metilmetakrilat (MMA) monomeri Merck
firmasindan satin alinmistir. 1ki ayri cesit
polimetilmetakrilat (PMMA) (Molekul agirliklart
120,000 ve 15,000), Benzol peroksit (BPO) ve N-
N dimetilparatoluidin (DMPT) Aldrich firmasindan
satin alinmigtir: Hidroksiapatit Riedel-de Haen
firmasindan satin alinmistir. CMW1 kemik
¢imentosu Hipokrat A.S. tarafindan temin
edilmistir.

Kemik Cimentosunun Hazirlanmasi

Onceden hazirlanmis olarak alinan PMMA
partikilleri su sogutmali elektrikli bir 6giticide
(Tekmar®, JankeBcKunkel GMBH CO. KG)
ogutildiikten sonra otomatik bir elekten (Endecotts

Octagon 200 test sieve shaker, Lombard Road
London SW 193BR, England) gegirilerek caplari
50-150 mikron arasinda olan PMMA partikiilleri
elde edilmistir: Bu partikal cap araligi 6nceki
calismalarimizda elde ettigimiz sonuglar baz
alinarak tayin edilmistir. PMMA partikillerinin
boyutlarinin dlgimi bilgisayar kontrolli partikiil
analiz cihazinda (MalvernTM Mastersizer particle
size analyzer, Malvern instruments ltd., Spring Lane
South, Worcestershire  WRI4IAT, UK)
gerceklestirilmis ve ortalama partikiil boyutu 95
wm olarak ol¢tlmistir.

Kemik ¢imentosu hazirlanmasinda ticari CMW1
cimentosu kompozisyonuna yakin bir kompo-
zisyon kullanilmistir (Tablo 1). Kendi trettigimiz
kemik cimentosunda CMW1 ¢imentosundan farkl
olarak askorbik asit, hidrokinon ve barium stlfat
kullanilmamustir (Tablo II).

Kemik ¢cimentosunun toz ve stvi kisimlar hazirlanip
kapali kaplarda oda sicakliginda bir saat
bekletildikten sonra kullanilmistir. Ayni sicaklik
esitlemesi CMW1 kemik ¢imentosu igin de
yapilmigtir. Cimento hamuru her iki kompozisyon
icin de polietilen bir kap icerisinde yine polietilen
bir spattil kullanilarak manuel olarak hazirlanmustir.

Tablo I: CMW1 Ticari Kemik
Cimentosunun Kimyasal Kompozisyonu

Toz Kisim
PMMA ..o, %88.8
BPO ... %2.1
BaySOy ..o %9.1
Sivi Kisim
MMA .o %98.2
DMPT oo, %0.81
Etanol........ccooovvviiiiiiii %0.94
Askorbik Asit ......ccccvviiiiiiiiiiiiee %0.02
HQ . 15-20 ppm

Tablo II: C1 Kemik Cimentosunun
Kimyasal Kompozisyonu

Toz Kisim
Yiksek Molekil Agirlikli PMMA ............. %66
Dustik Molekil Agirlikli PMMA............... %22
BPO ..o, %1
Hidroksiapatit (HA) ........oooooiiiii, %11
Swi Kisim
MMA ..o %99.2
DMPT ..o, %0.8
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Karigtirma frekansinin her iki kompozisyon igin de
1 s1 olmasina 6zen gosterilmistir.

In-vivo Test Yontemi

In-vivo testlerde agirliklari 2000-2500 g arasinda
olan g adet (g aylik erkek albino deney tavsani
(tarim ve Koy Isleri Hayvancilik Arastirma
Enstitist, Ankara) kullanilmistir. Anestezi igin
intramuskuler ketamin (100 mg/kg) ve xylazin (5
mg/kg) kullanilmistir. Anestezi sonrasi tavsanlarin
sirt kisimlar1 tras edildikten sonra betadine
solisyonla temizlenmistir. Tavsanlarin sirt
kisimlarinda paravertebral kaslarin hizasinda iki
adet solda ve iki adet de sagda olmak tlizere her
tavsanda toplam doért adet simetrik 0.5 cm
genigliginde 1.5 cm derinliginde kas i¢ine uzanan
cepler olusturulmustur. Her cep olusturulduktan
hemen sonra kemik cimentosunun toz ve sivi
kisimlari karigtirilip hamur haline getirilmis ve kas
icerisine yaklasik 0.3 ml ¢cimento hamuru
yerlestirilip sertlesmeden hemen 6nce cilt alt1 3-0
Vicryl® ve cilt dokulart 3-0 ipekle kapatilmistir.
Kendi hazirladigimiz kemik ¢imentosu sirtin sol
tarafindaki doku ceplerine, CMW1 kemik
¢imentosu ise sirtin sag tarafindaki doku ceplerine
yerlestirilmistir. Tavsanlar bagimsiz kafeslerde
yeterli su ve yem ile beslenmistir. Gerceklestirilen
deneyler Tiirk Veteriner Hekimligi Deontoloji
Yonetmeliginin 6343/2 maddesi ve Helsinki
Hayvan Haklar duyurusuylal® uyumludur.

Birinci tavsanin sirtindaki ¢cimento numuneleri
implantasyondan 24 saat sonra ¢ikartilmistir. Diger
tavsanlarin sirtlarindaki numuneler ise ti¢ gtin ve
bir hafta sonra gikarilmistir. Cikarilma isleminden
sonra tavsanlarin canlih@ korunmus ve bagka
deneylerde kullanilmasi saglanmistir. Anestezi
sonrast kemik cimentosu numuneleri gevrelerinde
yaklagik Gic milimetre kalinliginda doku igerecek
sekilde cikartilarak patolojiye aktarilmistir.

Alinan ve merkezlerinde sertlesmis kemik
cimentosu Ornekleri olan doku numuneleri
patalogun 6n bilgisi olmaksizin tarafsiz inceleme
yapabilmesi icin rastgele numaralandirilmistir.
Ornekler %10 formalin icerisinde laboratuvara
getirilmistir. Kemik ¢imentolarinin etrafindaki
yumusak doku ve kas dokulari parafin bloklara
alinip 5 mm kalinlikta kesitler elde edilmistir.
Kesitler HE ile boyanmstir.

BULGULAR

24 saat sonra alinan doku numunelerinin patalojik
inceleme sonuglari: Bitiin 6rneklerde hem bag

Sekil 1: CMW1 implante edilen dokunun 24 saat sonraki
patolojik inceleme gorintisi (H&E x 400).

Sekil 2: HA iceren kemik ¢imentosu implante edilen
dokunun 24 saat sonraki patolojik inceleme goriintiist

(H&E x 200).

hem kas dokusunda 6dem belirgindir. Kemik
¢imentosuna komsu olan bolgelerde 6zellikle
polimorfontkleer 16kositler olmak (zere
inflamatuar htcreler ve nekrotik doku debrisi
mevcuttur. Polimorfontkleer 6kositlerin yanisira
eozinofil hicreler de mevcuttur. Kemik
¢imentosuna komsu olmayan kas dokusu
icerisinde polimorfontikleer lokosit infiltrasyonu
daha azdir. Kanama alanlar1 kemik gimentosuna
komsu olan bolgelerde bulunmaktadir. CMW1
implante edilmis dokularda inflamasyon orta
dizeyde ve diftzdir (Sekil 1). HA iceren kemik
¢imentosu implante edilmis dokularda inflamasyon
yaygin olmamakla birlikte polimorfontkleer 16kosit
ve eozinofil hiicrelerin olarak toplandigi ¢ok kiigtik
odak alanlar gozlenmistir. Bu alanlarin cevresindeki
kas dokusunun az da olsa dejenere oldugu
saptanmustir (Sekil 2). Her iki durumda da eozinofil
hiicrelerin normalden fazla olmast dikkate degerdir.
Bu bulgular yabanci cisim doku yanitindan farkh
olarak doku hasari sonucu olugan akut inflamatuar
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Sekil 3: CMW1 implante edilen dokunun 72 saat sonraki
patolojik inceleme gorintisi (H&E x 200).

Sekil 4: HA iceren kemik ¢imentosu implante edilen
dokunun 72 saat sonraki patolojik inceleme gériintiisu

(H&E x 100).

yanit gorinumindedir. Her iki taraftaki
inflamasyonlar karsilastirildiginda CMW1 kemik
¢imentosu implante edilmis dokulardaki reaksiyon
siddetinin HA iceren kemik cimentosu implante
edilmis dokulardaki reaksiyona oranla siddetli
oldugu gozlenmistir.

Uc gtin sonra alinan doku numunelerinin patolojik
inceleme sonuclart: Bittin 6rneklerde mevcut olan
doku o6demi 24 saatte elde edilen
orneklerdekinden fazladir. Odem biitiin alanlarda
kas liflerini birbirinden ayirmustir. Polimorfontikleer
l6kositler bulunmakla birlikte lenfosit ve plasma
hicrelerinin sayisi artmistir. Bag dokusu icerisinde
yer yer trombotik ince damarlar gbzlenmektedirler.
Her iki grubun inflamatuar yanitlar
karsilastirildiginda HA igeren kemik ¢imentosu ve
CMW1 implante edilmis dokular arasinda belirgin
farkhilik gozlenmemistir (Sekil 3-4).

Bir hafta sonra alinan doku numunelerinin
patolojik inceleme sonuclari: Bu doku o6rnekleri

karsilagtirildiginda gruplar arasindaki doku yaniti
agisindan belirgin farkliliklar gézlenmisti,. CMW1
implante edilen boélgelerde aktif bag dokusu
kas dokusunun biitinligini énemli oranda
bozmusgtur. CMW1 cimentosuna komsu alanlarin
genelinde yaygin mikrokalsifikasyonlar ve cok
sayida multiniikleer yabanci cisim dev hiicreleri
gozlenmistir. Bu bulgular CMW1 implante edilen
dokularda yaygin ve siddetli yabanci cisim yanitini
gostermektedir (Sekil 5). HA igeren kemik
¢imentosu implante edilen dokularda bag dokusu
vaskularitesinde artig saptanmigtir. Mikroskobik
bulgular dokularin hafif inflamatuar yanitinin
gostergesidir. Kas dokusu igerisinde ¢ok az 6demin
ve fibréz doku infiltrasyonu saptanmustir. HA iceren
kemik cimentosu cevresinde ince bir grantlasyon
dokusu tabakasi izlenmektedir. Bu doku ¢imentoyu
cevrelemeye calismaktadir: Orneklerde cok daha
az yabanci cisim dev hiicresine rastlanmigtir. Genel
bir degerlendirme yapildiginda HA iceren kemik
¢imentosu implante edilen dokulardaki vaskiler

Sekil 5: CMW1 implante edilen dokunun bir hafta
sonraki patolojik inceleme goériintist (H&E x 200).

Sekil 6: HA iceren kemik ¢imentosu implante edilen
dokunun bir hafta sonraki patolojik inceleme gériinttsi
(H&E x 100).



ARTROPLASTIi ARTROSKOPIK CERRAHi / JOURNAL OF ARTHROPLASTY & ARTHROSCOPIC SURGERY

proliferasyon, fibroblast proliferasyonu ve
inflamatuar hicreler yabanci cisim yanitindan ¢ok
kronik inflamatuar yaniti andirmaktadir.

TARTISMA

Belirgin yabanci cisim yaniti birinci haftanin
sonunda ortaya cikmis olup HA iceren kemik
¢imentosu implante edilen olgularda cok hafif
dizeyde, CMW1 implante edilen dokularda ¢ok
daha siddetlidir. Bu sonu¢ HA igeren kemik
¢imentosunun CMW1 kemik cimentosuna oranla
daha biyouyumlu oldugu yéniinde glgla bir
kanittir. Bu sonucun kesinlik kazanabilmesi icin her
iki kemik cimentosunun kemik dokusundaki
etkilerinin incelenecegi uzun streli calismalara
gerek wvardir. Gercgeklestirilen calismada
damarlanmasi fazla oldugundan implantasyon
alani olarak kas dokusu secilmistir. Gelecek
calismalarda implantasyonun kemige yapilarak HA
iceren ¢imentonun emikten ayrilma dayanikliligina
bakilmast planlanmistir. Sonug olarak %7 oraninda
HA iceren kemik cimentosunun CMW1’den
biyolojik anlamda daha uyumlu oldugu ve
gelecekte klinik uygulamada glivenle kullanila-
bilecegi kanaatine varilmugtir.

KAYNAKLAR

1. Dai KR, Liu YK, Park JB, Clark CR, Nishiyama K, Zheng
ZK. Bone-particle-impregnated bone cement: an in vivo
weight-bearing study. J Biomed Mater Res 1991; 25:
141-56.

2. Giunti A, Moroni A, Olmi R, Vicenzi G. Composite acrylic
cement with added hydroxyapatite: a study of the
polymerization temperature. Ital J Orthop Traumatol 1983;
9: 369-375.

3. Castaldini A, Cavallini A. Setting properties of bone cement
with added synthetic hydroxyapatite. Biomaterials 1985;
6: 55-60.

4.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

263

Dandurand J, Delpech V, Lebugle A, Lamore A,
Lacabanne C. Study of the mineral-organic linkage in an
apatitic reinforced bone cement. J Biomed Mater Res
1990; 24: 1377-1384.

. Charnley J. Anchorage of the femoral head prosthesis to

the shaft of the femur. J Bone Joint Surg 1960; 43B:
28-30.

. Park HC, Liu YK, Lakes RS. The Material Properties of

Bone-Particle Impregnated PMMA. J Biomech Eng 1986;
108: 141-148.

. Mongiorgi R, Valdre G, Giardino R, Maggi G, Prati C,

Bertocchi G. Thermodynamical aspects of the
polymerization reaction of PPMA cement mixed with
phosphatic mineral phases. Boll Soc Ital Biol Sper 1993;
69: 365-372.

. Deb S, Braden M, Bonfield W. Water absorption

characteristics of modified hydroxyapatite bone cements.
Biomaterials 1995; 16: 1095-100:

. Yang JM, Lu CS, Hsu YG, Shih CH. Mechanical properties

of acrylic bone cement containing PMMA-SiO2 hybrid sol-
gel material. J Biomed Mater Res 1997; 38: 143-54.

Kwon SY, Kim YS, Woo YK, Kim SS, Park JB.
Hydroxyapatite impregnated bone cement: in vitro and
in vivo studies: Biomed Mater Eng 1997; 7. 129-40.

Morita S, Furuya K, Ishihara K, Nakabayashi N.
Performance of adhesive bone cement containing
hydroxyapatite particles. Biomaterials 1998; 19: 1601-6.

Yang JM, Li HM, Yang MC, Shih CH. Characterization
of acrylic bone cement using dynamic mechanical analysis.
J Biomed Mater Res 1999; 48: 52-60.

Vallo CI, Montemartini PE, Fanovich MA, Lépez JMP,
Cuadrado TR. Polymethylmethacrylate-based bone
cement modified with hydroxyapatite. Biomed Mater Res
1999; 48: 150-158.

Serbetci K. Formulation and biomechanical evaluation of
bone cements. Doktora Tezi, Orta Dogu Teknik
Universitesi, 2001.

Bennett BT. Regulation and requirements. In: Bennett BT,
Brown MJ, Schofield JC, eds. Essentials for animal
research: a primer for research personnel. 2nd ed. National
Agricultural Library, Beltsville, Maryland, 1994: 1-9.



