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Dogal kaynakli malzemeler, biyolojik olarak parcalanabilirlikleri ve
biyouyumluluklar1 nedeniyle kemik doku miihendisligi alaninda 6nemli bir yere
sahiptir. Son yillarda 6ne ¢ikan dogal malzemelerden biri de diatomdur.
Diatomlar, gozenekli silikon dioksit (silika) bazli mikro kabuklardan olusan tek
hiicreli okaryotlardir. Silikon, kemik olusumu, yenilenmesi ve esnekligi igin
kalsiyumun desteklenmesinde 6nemli bir rol oynar. Kemik dokularinda kalsiyum
gibi farkli minerallerin birikimini arttirir. Ayrica kolajen miktarin1 da artirarak
esneklik saglar. Dolayisiyla, silikon esasli diatomlar kemik doku miihendisligi
icin 6nemli bir yer teskil etmektedir.

Bu calismada, dondurarak kurutma yontemi ile diatom icermeyen ve
diatom katkili kitosan/hidroksiapatit (CS/HA) ve jelatin/kitosan/hidroksiapatit
(Gel/CS/HA) ii¢ boyutlu kemik doku iskeleleri iiretilmistir. Iskelelerin mikro ve
makro gozenekli yapilart SEM analizi ile incelenmistir. Yiiksek biiylitmeli
goriintilleme teknikleri ile diatomun morfolojisi ve nanogdzenek yapisi
aragtirtlmistir.  Bu analiz  yontemiyle CS/HA, CS/HA/Di, Gel/CS/HA,
Gel/CS/HA/Di iskeleleri sirastyla 160 pm, 130 um, 270 um, 170 um gozeneklere
sahip oldugu belirlenmistir. CS/HA/D1, Gel/CS/HA/Di'deki diatomlarin yaklagik
9-16 um uzunlugunda ve 8-20 um ¢apinda bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir.
Ayrica, diatomlarin 260-330 nm arasinda nano gézenek boyutlarina sahip oldugu
da gozlenmistir. Doku iskelelerini olusturan malzemelerin kimyasal baglar1 ve
fonksiyonel gruplart FT-IR ile analiz edilmistir. Hiicre yapismasini ve
cogalmasini destekleyen biyokompozit yapr iskelelerinin toksik olmayan dogasini
incelemek i¢in 3T3L1 hiicre hatt1 kullanilarak hiicre kiiltiiri ¢alismalari
yapilmistir. Buna gore, SEM goriintiileri ile diatomsuz iskelelerde hiicrelerin agsi
bir sekilde c¢ogaldigi, diatom igeren iskelelerde ise jelatinsiz olan BTS-2
iskelesinde hiicrelerin iskeleyi bir ortii gibi sardig1 gézlenmistir.

Elde edilen sonuglar 1s181nda tiretilen iskeleler, biyouyumluluk ve birbirine
bagli gozenek yapisi acisindan kemik dokusu miihendisligi i¢in temel
gereksinimleri karsilama potansiyeline sahiptir.

ANAHTAR KELIMELER: DiIATOM, KEMiK DOKU MUHENDISLIGI,
ISKELE, DONDURARAK KURUTMA



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF BONE TISSUE
SCAFFOLDS CONTAINING HYBRID NANOBIOMATERIALS
MSC THESIS
DiICLE ERDEN GONENMIS
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOMEDICAL ENGINEERING
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. YUSUF OZCAN)
(CO-SUPERVISOR: PROF. DR. CEM GOK)
DENIZLi, SEPTEMBER 2021

Naturally sourced materials have an important place in the field of bone
tissue engineering due to their biodegradability and biocompatibility. One of the
natural materials that has come to the fore in recent years is diatom. Diatoms are
single-celled eukaryotes composed of porous silicon dioxide (silica)-based
microshells. Silicon plays an important role in supporting calcium for bone
formation, regeneration and flexibility. It increases the deposition of different
minerals such as calcium in bone tissues. It also provides flexibility by increasing
the amount of collagen. For this purpose, silicon-based diatoms constitute an
important place for bone tissue engineering.

In this study, diatom-free and diatom-doped chitosan/hydroxyapatite (CS/HA)
and gelatin/chitosan/hydroxyapatite (Gel/CS/HA) three-dimensional bone tissue
scaffolds were produced by freeze-drying method. Micro and macroporous
structures of the scaffolds were investigated by SEM analysis. In addition, the
morphology and nanopore structure of the diatom were investigated with high-
magnification images. Accordingly, CS/HA, CS/HA/Di, Gel/CS/HA,
Gel/CS/HA/Di scaffolds were determined to have 160 um, 130 um, 270 um, 170
um pores, respectively. Diatoms in CS/HA/Di, Gel/CS/HA/Di were determined
to have a structure of approximately 9-16 um in length and 8-20 um in diameter.
It was also observed that diatoms have nanopore sizes between 260-330 nm. The
chemical bonds and functional groups of the materials forming the tissue scaffolds
were analyzed by FT-IR. Cell culture studies were performed using the 3T3L1
cell line to examine the non-toxic nature of biocomposite scaffolds that promote
cell attachment and proliferation. Accordingly, with SEM images, it was observed
that cells in diatom-free scaffolds proliferated in a reticulate manner, while in
diatom-containing scaffolds, the BTS-2 scaffold, which was gelatinless, covered
the scaffold like a cover.

The scaffolds produced in the light of these studies have the potential to meet the
basic requirements for bone tissue engineering in terms of biocompatibility and
interconnected pore structure.

KEYWORDS: DIATOM, BONE TISSUE ENGINEERING, SCAFFOLD,
FREZE-DRYING
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1. GIRIS

Cok sayida insan kaza, travma, yaralanma, tiimorler veya kemikle ilgili
hastaliklardan kaynaklanan kemik kusurlarindan muzdariptir (Murugan 2004). Kemik
dokusu, viicudun yumusak dokularin1 ve organlarini korumakla gérevli gézenekli ve
canli bir dokudur. Kan iiretimi ve mineral rezervi olarak islev goriir (Preethi Soundarya
ve dig. 2018). Bilindigi gibi biyolojik olarak iiretilen kemik formlar1 kendi kendini
tyilestirme oOzelliklerine sahiptir. Ayrica biiyiik kemik defektleri kendiliginden
iyilesmez ve tedavi icin cerrahi miidahale gerektirir (Hollister ve dig. 2002). Klinik
olarak kullanilan kemik greftleri, kokenlerine gore biyolojik ve sentetik olmak tizere
iki ana tiire ayrilabilir. Biyolojik greftlerin dezavantajlar1 arasinda bagisiklik reddi ve
biyouyumluluk sorunlari olabilir (Flanagan 2006). Bu sorunlar1 ¢6zmek i¢in her gegcen
giin uygun sentetik malzemeler arastirilmaktadir. Disiplinleraras: bilimleri iceren
sentetik greftlerin tiretimine yonelik ¢alisan kemik dokusu miihendisligi, bu amaca

ulagilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Chen 2008; Karp ve Langer 2007).

Kemik doku miihendisligi, kemik hasarlarini onarmak veya hasarli dokuyu
yeniden yapilandirmak i¢in kemik doku iskelelerini, hiicrelerini ve biiylime
faktorlerini tek basina veya birlikte kullanarak biyolojik sistemlerdeki dokulari en iyi
sekilde simiile etmeyi amagclar (Ratner ve dig. 2013). Bunu yaparken, hiicre dis1
matriksi taklit edebilen biyouyumlu polimerler kullanir ve insan viicudundaki hasarli
veya islevsiz doku iskelelerini yenilemeye veya onarmaya calisir (Griffith ve
Naughton 2002). Kemik doku miihendisliginde kullanilacak doku iskelelerinin en
onemli ozelligi osteoindiiktif ve/veya osteokondiiktif olmalaridir. Ayrica,
osteoindiiktif doku iskeleleri, osteoprogenitdr hiicrelerin iskeleye baglanmasina,
iskeleye goc etmesine, farklilasmasina ve nihayetinde yeni kemik olusturmasina izin
verir. Osteokondiiktif doku iskeleleri, kemigin kilcal yapisinin olusumunu
destekleyerek kemigin 3 boyutlu yapisinin olugmasint ve hiicreleri ana dokudan
malzemeye yonlendirerek kemik hiicrelerinin ¢ogalmasini saglar (Wei ve Ma 2004;
Albrektsson ve Johansson 2001; Burg ve dig. 2000). Bu ozelliklerin disinda

kullanilacak doku iskelelerinin biyouyumlu, gézenekli ve biyobozunur olmasi ve ayni



zamanda viicuda implante edildiginde mekanik strese maruz kalacag: i¢in yeterli

mekanik dayanima sahip olmas1 gerekir.

Hidrojeller, dogal 3 boyutlu doku iskelesi 6zelligi gosteren dogal veya sentetik
polimerlerden hazirlanabilir. Dogal hidrojeller, sentetik hidrojeller ile karsilastirildigi
zaman, daha yiiksek oranda biyouyumluluga ve uygun seviyede biyobozunurluga
sahip olabilirler (Ahmed 2015; Bedian ve dig. 2017; Catoira 2019). Cesitli
malzemelerden elde edilen hidrojeller, doku miihendisligi alaninda bir yaklagim olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Son arastirmalar, biyolojik materyallerden olusturulan
hidrojellere odaklanildigint gostermektedir. Bu hidrojeller kolajen, jelatin gibi protein
yapili polimerlerden ve/veya kitosan, aljinat gibi polisakarit polimerlerinden
hazirlanabilir (Francis 2018; Jabbari 2016). Ayrica doku iskelesini olugturmak iizere
hazirlanan kompozit hidrojel yapisinda biyoaktif yapiya sahip biyo-seramik
hidroksiapatit ve diatom da kullanilabilir (Wang ve Li 2005).

Diatomlar, sulu ortamlarda yasayan ve biyosilika olusumunun en biiyiik
kaynagi olan tek hiicreli 6karyotik organizmalardir. Cok cesitli sekillerdeki diatomlar,
yiiksek mekanik stabiliteye sahip simetrik olarak dagilmis nano/mikro gézeneklere
sahip amorf bir silika kabugu olusturur (Dalgic ve dig. 2019; Dimas ve Buehler 2012).
Diatom, ucuz maliyetli ve sinirsiz kaynapa sahip biyojenik silika kaynagidir. Essiz
gozenekliligi ve morfolojisi sayesinde ilag dagitim sistemlerinde, biyo-sabitleme
ajanlarinda, molekiiler katalizde ve fotonik uygulamalarda kullanim igin 6nerilmistir
(Le ve dig. 2016; Goedon ve dig. 2009; Aw ve dig. 2012; Dolatabadi ve de le Guardia
2011; Losic ve dig. 2009). Silikon, kemik olusumu, rejenerasyonu ve
mineralizasyonunda 6nemli bir rol oynadigi i¢in, ucuz bir silika kaynagi olan diatomun
kemik dokusu miihendisliginde umut verici bir dogal kaynak olacag diistiniilmektedir.
Yapilan arastirmalar sonucunda, son yillarda bu amaca yonelik ¢ok sinirl sayida
calisma ile karsilasarak bu goriisiin desteklendigini gormekteyiz (Dalgic ve dig. 2019;
Le ve dig. 2016). Hidroksiapatit, zirkonya, cam seramik, tri-kalsiyum fosfat gibi
inorganik materyallere ek olarak, kemik rejenerasyon ¢alismalarinda mineralizasyonu
desteklemek i¢in amorf silika partikiillerinin kullanimi 6nerilmistir (Le ve dig. 2016;
tautzenberger ve dig. 2012; Zhang ve dig. 2011). Ek olarak silika, kemik rejenerasyonu
i¢cin ostekondiiktivite artirmak i¢in hidroksiapatit ile basariyla kullanilmistir (Xu ve

dig. 2011; Gibson ve dig. 1999).



HA, dogal kemige benzer bilesenlere ve yapiya sahiptir. Bunun yaninda
biyouyumluluk, ostekondiiktivite ve uygun biyobozunurluk 6zelligi gosterirler. Ayrica
viicut sivilarinda kalsiyum iyonlarin1 emme ve biriktirme islevine sahip olmakla
birlikte polimer bazli kompozitlerde kemik yenilenmesini destekleyebilir (Hu ve dig.
2014; Roh ve dig. 2016). HA'nin anjiyogenez, yara iyilesmesi, ECM (Extra Cellular
Matrix) organizasyonu ve inflamasyon gibi biyolojik siireclerde rol oynadigina dair
kanitlar vardir (Pankajakshan ve Agrawal 2010). HA tiirevleri, kemik ve deri dokusu
rejenerasyonu, kondrosit biiylimesi, biyouyumluluk ve anti enflamasyon 6zellikleri
nedeniyle damar hastaliklarini tedavi etmek i¢in iskele malzemeleri olarak basariyla
kullanilmaktadir (Burdick ve Prestwich 2011). Bununla birlikte, doku miihendisligi
uygulamalarinda tek basina kullanimi, biyolojik olarak parcalanamayan, zayif
mekanik 6zellikleri ve isleme giicliikleri nedeniyle sinirlidir (Mitra ve dig. 2013). Bu

nedenle hidroksiapatit kompozit polimer hidrojellere dahil edilerek kullanilmaktadir.

Kitosan, kabuklu deniz triinleri, bocekler ve mantarlardan iiretilen kitinin
deasetilasyonu ile hazirlanan, diinyada en bol bulunan ikinci biyo-polisakkarittir.
Olusan hidrojelin mekanik ve fiziksel 6zellikleri, kitosanin deasetilasyon derecesi ve
molekiiler agirlig1 ile dogrudan iligkilidir (Hagesaether ve dig. 2009). Kitosan su anda
doku miihendisliginde biiyiik ilgi goren bir malzemedir (Li 2012). Kompozit
hidrojellerde kullanilan kitosanin avantajlari sunlardir: diisiik maliyetli, antibakteriyel,
biyolojik olarak pargalanabilir, biyouyumlu, biyoaktif ve sterilize edilmesi kolay. Tiim
bu ozellikler, deasetilasyon seviyesi degistirilerek kontrol edilebilir (Huang ve dig.
2005). Dezavantajlar1 ise sunlardir: pH ve sicaklik gibi parametrelerden kolayca
etkilenirler. Ayn1 zamanda zayif mekanik 6zellikler gosterir (Vieira ve dig. 2017). Bu
nedenle hidrojel olustururken hidroksiapatit, kalsiyum fosfat, jelatin, aljinat gibi diger

malzemelerle birlestirilmesi gerekir (Kim ve dig. 2018).

Jelatin, minimum immiinojenisite ve kayda deger bozunabilirlik gibi 6zellikleri
sayesinde ve diisiik maliyetli yapisiyla doku miihendisligi i¢in en iyi se¢eneklerden
biri haline gelen dogal bir vaskiiler polimerdir. Bu polimer, kolajenin ii¢lii sarmal
yapismin denatiire (protein yapisinin bozulmasi) edilmesiyle elde edilir, 1ki farkl
islemden tiiretilen iki tip jelatin vardir. Bunlar: asitlerle islenen tip-1 jelatin (pH 1-3)
ve alkali ¢ozeltilerle islenen tip-2 jelatin, tip-1 iskele yapimi i¢in en ¢ok tercih

edilendir. Jelatin ayrica bir vaskiiler doku rejenerasyonu teknigi olarak hiicre



tutunmasini arttirmak i¢in bir kaplama maddesi olarak kullanilmistir (Nair ve
Thottappillil 2015). Jelatin, jel olusturma, kivamlastirma, emiilsifiye etme ve kdpiirme
Ozellikleri sunar. Mekanik olarak ise supramolekiiler yapiya baghdir (Kozlov ve

Burdygina 1983).

Bu calismanin amaci, kemik dokusu miihendisligi uygulamalari igin iskele
yapiminda kullanilan diatomun, silikon dondr materyalleri olarak potansiyelini
arastirmaktir. Bu calismada, kitosan/hidroksiapatit ve jelatin/kitosan/hidroksiapatit
hidrojellerine ek olarak, bu hidrojellerin diatom katkili formlar1 hazirlanmistir. Her bir
malzemenin en iyi Ozelliklerinden yararlanmak i¢in olusturulan bu dort farklh
biyokompozit hidrojelin sivi kismi, dondurarak kurutma yontemi ile tamamen
cikarilmis ve sonug olarak gozenekli, 3 boyutlu iskeleler olusturulmustur. Bu
kombinasyonlarda ilk kez iiretilen biyokompozit iskelelere hiicre kiiltiirii ¢aligmalari

uygulanarak SEM ve FT-IR analizleri yapilmstir.

Gelistirilen diatomsuz kitosan/hidroksiapatit (Cs/HA),
jelatin/kitosan/hidroksiapatit (Gel/Cs/HA) ve diatom katkili
kitosan/hidroksiapatit/diatom  (Cs/HA/Di),  jelatin/kitosan/hidroksiapatit/diatom
(Gel/Cs/HA/Di) kompozit doku iskelelerinin osteojenik potansiyeli, 3T3L1
fibroblastik hiicre hatt1 ile incelenmis, bu iskelelerin kemik doku olusumu igin ideal
gozeneklilige sahip olup olmadigina dair morfolojik analizleri yapilmis ve sonuglar
tim malzemeler icin karsilastirilmistir. Konuya iliskin literatiir bilgileri, tez
kapsaminda gergeklestirilen c¢alismalar ve elde edilen sonuglar ile bunlarin

degerlendirilmesi ilerleyen boliimlerde sunulmustur.

1.1 Literatiir Ozeti

Nano hidroksiapatitin (HA) c¢ok ¢esitli tibbi uygulamalara sahip olmasina
ragmen, partikiil mobilizasyonu ve yavas emilebilir dogasi, 6zellikle periodontal ve
alveolar biiyiitme gibi belirli uygulamalarda kullanimini sinirlar. Kullanimim
arttirmak icin, diisiik sicaklikta 1slak kimyasal yontem kullanarak dogal bir
polisakkarit olan kitosan ile HA kompozit kemik macunu hazirlanmistir. Hazirlanan
kompozitler c¢esitli fizikokimyasal yontemlerle analiz edilmis ve nano HA

kristalitlerinin kitosan makromolekiilleri ile iyi bir sekilde bozulmamis oldugunu
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ortaya koymustur. FT-IR sonuglari, kompozit pastada nano HA'nin karakteristik
piklerine ek olarak hidroksil ve amid gruplarinin varligint géstermektedir (Murugan

ve Ramakrishna, 2004).

In vitro ve in vivo, iyi tasarlanmis ii¢ boyutlu bir iskele doku olusumunu
yonlendirmek i¢in kullanilan temel araglardan biridir. Kemik son derece dinamik ve
biitlinlestirici bir dokudur ve bu nedenle kemik biiylimesi ve rejenerasyonunu
yonlendirmede kritik bir rol oynayan olduk¢a gozenekli bir yapi iskelesi tasarlamak
icin kemik dokusu miihendisligine ¢ok biiyiik ¢abalar harcanmistir. Kitosan, kolajen,
jelatin, ipek vb. gibi biyomolekiillerin yardimiyla kemik dokusu miihendisligi
uygulamalari i¢in yiiksek oranda birbirine bagli, gozenekli yapi iskelesi iiretmek icin

cok sayida teknik gelistirilmistir (Preethi Soundarya ve dig., 2018).

Kemik doku miihendisligi iskeleleri, yenilenen dokuyu sekillendirmeli, gegici
mekanik destek saglamali ve doku yenilenmesini hizlandirmalidir. Bu gereksinimler,
catigan tasarrm hedeflerine neden olur. Ornegin, artan gegici mekanik islev, yogun bir
yapt iskelesi gerektirirken, gelismis hiicre/gen iletimi, gozenekli bir yapi iskelesi
gerektirir. Catisan tasarim gereksinimlerini karsilamak i¢in iskele mikro yapisini,
iskele malzemesini tasarlayabilen ve doku mikro yapisini yeniden olusturabilen
goriintii tabanli bir homojenlestirme optimizasyon yaklasimina gerek duyulmaktadir.
Iskele mikro yapist ve etkili sertlik arasindaki iliskileri hesaplamak icin
homojenizasyon teorisi kullanilmustir. iskele tasarimi, trabekiiler kemik 6zelliklerine

uygun yapida olacak sekilde gergeklestirilmistir (Hollister ve dig., 2002).

Doku miihendisligi ¢aligmalarindan biri olarak yapilan bir kalp kapakc¢igina
dair verimli tasarim stratejileri gelistirmek i¢in, kapak yapis1 ve hiicresel fonksiyonun
in vivo ve in vitro modelleri kapsamli karakterizasyon gerektirir. Kollajen ve
glikozaminoglikanlar, kalp kapakc¢ig1 yapisina benzersiz fonksiyonel 6zellikler saglar.
Calismada, mitral kapak dokusunun olusturulmasi i¢in biyomalzemeler olarak tip I
kolajen-glikozaminoglikan hidrojelleri arastirildi. Kolajen jellerinin, mitral kapak
dokusuna benzeyen doku yapilarinin in vitro sentezi igin matriksler olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Daha gozenekli bir modelle sonuglanan kitosan
eklenmesinin, kiiltiirlenmis kapak hiicrelerinin biyoaktivitesini ve doku yeniden

sekillenmesini olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir (Flanagan ve dig., 2006).



Diinya c¢apinda milyonlarca hasta, biyomateryallerdeki teknolojik
yeniliklerden yararlanmistir. Ancak yasam beklentisi artmaya devam ederken, organ
yetmezIligi ve travmatik yaralanmalar hastaneleri doldurmaya ve yasam kalitesini
diisiirmeye devam etmektedir. Modern teknolojinin artan erisilebilirligi ile birlikte
hastalik ve doku rejenerasyonunu anlamadaki ilerlemeler, biyomateryallerin benzeri
goriilmemis sekillerde kullanimi i¢in yeni firsatlar yaratmistir. Malzemeler artik belirli
hiicreleri hedeflemek, dis uyaranlara yanit olarak sekil degistirmek ve doku
rejenerasyonu talimati vermek igin hizla olusturulabilmekte ve secilebilmektedir

(Karp ve Langer, 2007).

Doku miihendisligi, dokular1 ve organlar1 restore etmek, korumak veya
gelistirmek i¢in kullanilabilir. Bununla birlikte, bu alanin potansiyel etkisi ¢ok daha
genistir. Gelecekte, tasarlanmig dokular organ degistirme ihtiyacini azaltabilir ve
hastalar1 iyilestirebilecek yeni ilaglarin gelistirilmesini biiyiik 6l¢iide hizlandirabilir ve

organ nakli thtiyacini tamamen ortadan kaldirabilir (Griffith ve Naughton, 2002).

Dogal kemigin mineral bilesenini ve mikro yapisini daha iyi taklit etmek i¢in
yiikksek gozeneklilige ve iyi kontrol edilen gdzenek mimarilerine sahip yeni nano-
hidroksiapatit/polimer kompozit yap1 iskeleleri hazirlandi. Kompozit iskelelerin
morfolojileri, mekanik 6zellikleri ve protein adsorpsiyon kapasiteleri arastirilmastir.
Yiiksek gozeneklilik (%90 ve iizeri) kolayca elde edilmis ve gbzenek boyutu, degisen
faz ayirma parametreleriyle ayarlanmistir. Nano hidroksiapatit partikiilleri, yap1
iskelelerinin gdzenek duvarlarinda dagilmis ve polimere cok iyi bir sekilde
baglanmistir. HA'nin piyasaya siiriilmesi, mekanik 6zellikleri biiyiik dlciide arttirmis
ve protein adsorpsiyon kapasitesini gelistirmistir. Bir dioksan/su karigimi solvent
sisteminde, nano hidroksiapatit ile birlestirilmis poli (L-laktik asit) yap1 iskeleleri, lifli
bir morfoloji gelistirmis ve bu da protein adsorpsiyonunu lifli olmayan yap1
iskelelerine gore 1i¢ kat arttirmistir.  Sonuglar, yeni gelistirilen nano
hidroksiapatit/polimer kompozit yap1 iskelelerinin, kemik dokusu miihendisliginde
hiicre baglanmasi ve gocii i¢in mitkemmel bir 3D substrat olarak hizmet edebilecegini

gostermistir (Wei ve Ma, 2004).

Osteoindiiksiyon, osteogenezin indiiklendigi siirectir. Her tiirlii kemik iyilesme
siirecinde diizenli olarak goriilen bir olgudur. Osteoindiiksiyon, olgunlasmamis

hiicrelerin toplanmas1 ve bu hiicrelerin preosteoblastlara donilismesi i¢in uyarilmasi
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anlamina gelir. Kirik gibi bir kemik iyilegsmesi durumunda, kemik iyilesmesinin ¢ogu
osteoindiiksiyona baglidir. Osteokondiiksiyon, kemigin bir ylizeyde biiyiimesi
anlamina gelir. Bu fenomen, kemik implantlari durumunda diizenli olarak goriiliir.
Bakair, giimiis ve kemik ¢imentosu gibi diisiik biyouyumluluktaki implant materyalleri
¢ok az osteokondiiksiyon gosterir veya hi¢ gostermez. Osseointegrasyon (canli kemik
dokusu ile fonksiyondaki titanyum implant malzemesi arasinda, 100 biiyiitmede 151k
mikroskobunda gozlenen direkt temastir), dogrudan kemik-implant temasiyla elde
edilen bir implantin stabil ankrajidir. Kraniyofasiyal implantolojide, bu ankraj modu,
yiiksek basar1 oranlarinin bildirildigi tek ankraj seklidir. Viicudun diger bolgelerinde
osseointegrasyon miimkiindiir, ancak biiylik artroplastilerin ankraji i¢in Onemi
tartisilmaktadir. Gozenekli bir protezde kemik biiylimesi, osseointegrasyonun

gostergesi olabilir veya olmayabilir (Albrektsson ve dig., 2001).

Dogal hidrojeller, daha yiiksek su emme kapasiteleri, uzun hizmet 6mdiirleri ve
cok cesitli ham kimyasal kaynaklari nedeniyle yavas yavas sentetik tiirlerin yerin
almistir. Bu konudaki literatiiriin, 6zellikle bilimsel arastirma alanlarinda genisledigi
goriilmistiir. Bununla birlikte, hidrojel triinleri ile miihendislik bakis agisindan
ilgilenen bir dizi yayin ve teknik rapor, bu biiyliyen ¢ok disiplinli aragtirma alanini
kapsayan teknolojik yonleri gdozden ge¢irmek i¢in incelenmistir. Calisma, hidrojel
iretimi i¢in benimsenen teknolojileri, siire¢ tasarimi uygulamalari, blok diyagramlar

ve hazirlama siirecinin optimize edilmis kosullarin1 igermektedir (Ahmed, 2015).

Cok amacl uygulamalar i¢in yeni, etkili ve son derece gilivenilir malzeme
tabanli yeni yapilarin gelistirilmesi, insan sagligi ile ilgili birgok hastaligin {istesinden
gelmek i¢in temel bir talep haline gelmistir. Biyo-tabanli malzemeler cesitli
tamamlayici islevlere sahiptir; benzersiz kimyasal yapi, biyoaktivite, toksik olmama,
biyouyumluluk, biyolojik olarak parcalanabilirlik, geri doniistiiriilebilirlik gibi
ozellikleri ile modern diinyanin malzeme sektoriinde iyi bir konuma sahip olmustur.
Bu baglamda, biyomalzemelerin kullanimi, disiplinler arasi bilimsel arastirma
alanindaki deneyler i¢in genis firsatlar sunmaktadir. Petrol bazli polimerlere olan
kiiresel bagimlilig1 ele almak amaciyla, arastirmacilar ilgilerini kozmetik, ilag ve diger
biyoteknolojik veya biyomedikal uygulamalar dahil olmak tizere farkli endiistrilerde
hedeflenen  uygulamalar icin  biyolojik = malzemelerin  miihendisligine

yonlendirmektedirler. Calismada, biiyiik 6l¢iide biyoteknolojik gelismeler ve doku



mithendisligi 6zellikle biyomalzemeler agisindan gozden gecirilerek gelecekteki

geligsmelerin yonleri ongoriilmistiir (Bedian ve dig., 2017).

Hidrojellerin rejeneratif potansiyelini artirmak i¢in ¢ok sayida hiicre dis1
matriks tabanli yaklagimlar arastirilmistir. Bu g¢abalar, matriks benzeri hidrojeller,
matris benzeri molekiiller igeren hidrojeller, hiicresizlestirilmis matriks igeren
hidrojeller, hiicresizlestirilmis matristen tiiretilen hidrojeller ve yeniden implante
edilebilir matriks hidrojeller olarak hiicresizlestirilmis dokularin gelistirilmesini igerir

(Jabbari, 2016).

HA tozlari, yiliksek sicaklikta kalsifiye edilmeden 37°C'de yapay viicut
sivisinda (SBF) dogrudan sentezlenmistir. Bu tozlarin, ¢okelmeleri sirasinda SBF
¢ozeltilerinden kaynaklanan eser miktarda COs%, CI", Na* ve K* safsizliklarini igerdigi
bulunmustur. Sentezlenen HA tozlarinin karakterizasyonlari, XRD, FT-IR ve
Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) ile gergeklestirilmistir. Deneysel sonuglar, SBF
yolu ile sentezlenen HA'min yapi1 ve bilesim olarak insan kemigine daha yakin

olabilecegini gostermistir (Wang ve Li, 2005).

Doku miihendisligi, mikroorganizmalar tarafindan {iretilen cok g¢esitli
malzemelerden yararlanabilir. Dogal kokenli malzemeler genellikle iyi
biyouyumluluga, mikroorganizmalar tarafindan siirdiiriilebilir iiretim ile biyolojik
olarak pargalanabilirlige sahiptir. Bir fitoplankton olan diatom, uygun maliyetli bir
tiretim siireciyle elde edilebilecek amorf bir silika kabuk iretir. Silikon kemik
rejenerasyonunu gelistirdiginden, diatom kabuklari, kemik dokusu miihendisligi igin
umut vericidir. Biyouyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilen biyopolimerler doku

miihendisligi yapilari tiretmek i¢in diatom kabuklari ile birlestirilebilir (Dalgic ve dig.,
2019).

Diatomlar, 6zellikle tek ve basit bir yap1 blogu olan silikaya dayali olarak farkli
stres gerinim tepkilerine sahip bolgeler olusturmak i¢in belirli geometrik
konfigiirasyonlarda nano dl¢ekli gbzeneklilik sergiler. Burada, mineralize yapilardan
esinlenen silika bazli nanokompozitlerin mekanigi ve deformasyon mekanizmalarina
odaklanilmaktadir. Silika nanoyapilarin hiyerarsik diizenlemelerinin numunelerdeki

stres ve gerinim transferini 6nemli 6l¢lide degistirdigi bulunmustur (Dimas ve Buehler,
2012).



Diatom mikropartikiilleri ve nanopartikiilleri, alkali kosullar altinda
saflastirilmis diatomlarin parcalanmasiyla {retilmistir. Saflagtirilmig diatomitlerin
yiizey kimyasal bilesimi tizerindeki etkisi, X-1s11 fotoelektron spektroskopisi (XPS)
ile degerlendirilmistir. Diatom nanopartikiilleri ayrica gegirimli elektron mikroskobu
(TEM) ve dinamik 1s1ik sacilimi (DLS) ile morfoloji ve boyut dagilimi agisindan
karakterize edilirken, diatom mikropartikiillerin morfolojisi taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile analiz edilmistir. Diatom partikiillerinin yiizey alan1 ve mikro
gozenekliligi, nitrojen fizyosorpsiyon yontemleri ile degerlendirilmistir (Le ve dig.,

2016).

Diatomlar, tek hiicreli 6karyotik mikroalgler, hemen hemen her su habitatinda
bulunur ve on ila yiizlerce mikrometre boyutundaki silikon-dioksit (silika) bazli hiicre
duvarlari, biyoalgilama ve ilag saliniminda kullanilacak en ilging dzellikleridir. fletim,
molekiiler ayirma, molekiiler biyoloji, biyomimetik, frustiil olusumu, elektronik,
fotonik, optik ve yapisal malzemelerde kullanilabilirdir (Dolatabadi ve de la Guardia,
2011).

Silikon, ¢esitli formlariyla elektronik, optik ve yapisal malzemelerde yaygin
olarak kullanilir. Silisyum ve silika kullanimlar1 iizerine yapilan arastirmalar, on
yillardir yogun bir sekilde devam etmekte ve bu elementle yenilik¢i ¢alismalar igin
daha ne kadar gesitlilik kaldigi sorusunu giindeme getirmektedir. Sekil degisimi
Ozellikle iyi incelenmistir. Burada, diatom frustiilleri, diatomlarin gozenekli silika
kabuklari, mikroskobik, tek hiicreli alglerin ortaya koydugu ilkeleri gdzden
gecirilmistir. Frustiiller nanometre olgeginde ayrintilara sahiptir ve essiz frustiil
morfolojileri on milyonlarca yillik evrimsel se¢ilim yoluyla ortaya ¢ikmistir (Losic ve

dig., 2009).

Dogal yap1 malzemeleri genellikle, nano o6l¢ekten makro dlgege uzanan
karakteristik boyutlara sahip, karmasik hiyerarsik mimarilerde diizenlenmis sert ve
yumusak fazlar icerirler. Ortaya ¢ikan malzemeler hafiftir ve genellikle benzersiz giic
ve tokluk kombinasyonlar1 sergiler, ancak sentetik olarak taklit edilmesinin zor oldugu
kanitlanmistir. Burada, bir dizi dogal yapisal malzemenin ortak tasarim motifleri
gbozden gecirilmis ve dogal muadillerinin yapisal ve mekanik 6zelliklerini taklit eden
sentetik yapilarin tasarimi ve tiretimi ile ilgili zorluklar: tartisilmistir (Wegst ve dig.,

2014).



Fizyolojik kemik yeniden sekillenmesi, kemik rezorpsiyonu ve olusumundan
sorumlu olduk¢a koordineli bir siiregtir ve hasarli kemigi onarmak ve mineral
homeostazini siirdiirmek i¢in gereklidir. Kemigin yeniden sekillenmesi igin gerekli
olan geleneksel kemik hiicrelerine (osteoklastlar, osteoblastlar ve osteositler) ek
olarak, birka¢ bagisiklik hiicresi de kemik iyilesme siirecinde rol oynar. Bu c¢alisma,
ortaya c¢ikan osteoimmiinoloji verileri 1518inda geleneksel kemik biyolojisi dogmasini
ana hatlaryla gizerek fizyolojik kemik yeniden sekillenmesini tartismaktadir. Kemigin
yeniden sekillenmesinin hiicresel ve molekiiler mekanizmalar1 ayrintili olarak
tartisilmistir. Bunlar aktivasyon, emilim, geri doniis, olusum ve sonlandirma olarak

siralanabilir (Raggatt ve Partridge, 2010).
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2. GENEL BILGILER

2.1 Kemik Doku

2.1.1 Kemik Dokunun Yapisi ve Ozellikler

Kemik, hiyerarsik olarak organize edilmis bir yapidan olusan karmasik bir
dokudur (Sekil 2.1) (Wegst ve dig. 2014). Nanoyap1 seviyesinde kemik, en yaygin
olani hidroksiapatit (HA) olan kalsiyum fosfat mineralleri ile serpistirilmis Kolajen
lifleri matrisinden olusur. Bu mineralize kollajen lifleri, lameller olarak bilinen
diizlemsel diizenlemelere doniisebilir. Kolajen lifler, catlaklarin olusmasini 6nlemek
icin her bir lamelde ayni yonde ve bitigik lamellerde zit yonlerde ilerler. Lameller daha

sonra osteon olarak bilinen bir yapiy1 olusturmak i¢in merkezi (Haversian) bir kanalin

etrafina esmerkezli katmanlar halinde sarilabilir.

Osteonlar ve
- haversian
kanallan

HA tl1E] 1
nanokristaller ‘ 3’ -
f s e
[ 3' "
= L) sl
)= !
SN E Osteonlar
L]
\ || 100 pm

Kortikal
kemik

Osteon

&% 4 Trabekiiler

!E kemik

Sekil 2.1: Kemigin hiyerarsik yapisi. Makro 6l¢ekli diizenleme hem kortikal hem de trabekiiler

kemigi igerir (Jae-Youg ve dig. 1998).

Makro yapisal diizeyde, iki ana kemik tiirli vardir: kortikal ve trabekiiler.

Mevcut kemigin tiirii, gézeneklilik derecesi ile belirlenebilir. Kortikal kemik, hiicreler

ve kan damarlar1 i¢in az sayida bosluk bulunduran yogun yapidadir, trabekiiler kemik
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ise bircok biiyiik gozenek icerir. Degisen gozeneklilik dereceleri, kemigin mekanik

ozelliklerini 6nemli Ol¢iide degistirebilir (Jae-Youg ve dig. 1998).

Kemik i¢indeki materyal yapilar, ¢esitli diizenlemeleri, mekanik destek, i¢
organlarin korunmasi ve kan hiicresi iiretimi gibi bir¢ok farkli islevi yerine getirmek
icin uyum icinde calisabilir (Jae-Youg ve dig. 1998). Kemik ayrica ¢esitli mineraller,
proteinler ve biiyiime faktorleri i¢in bir depolama kab1 olarak gérev almanin yani sira

mineral iyon homeostazinin korunmasinda da rol oynar.

2.1.2 Kemigin Hiicre Dis1 Matriksi

Sekil 2.2, kemigin nano 6l¢ekli hiicre disi matriksinin (ekstraseliiler matriks)
(ECM) sematik bir temsilini gostermektedir. Bu kompozit malzeme esas olarak,
liflerin i¢inde ve arasinda bulunan, [Ca10(PO4)s(OH)2] formiillii hidroksiapatit (HA)
kristalleri ile tip I kolajenden olusur (Gaharwar ve dig. 2016). Kolajen lifleri kemige
esneklik ve elastiklik kazandirirken, mineral bilesen ise mekanik sertlik ve yiik tagima

mukavemeti saglar. Bu 6zellikler birlestiginde kemigin gerilme davranisina yol acar.

Ekstraseliiler matriks

Kemik
% Protein

@ Biiyiime faktori

o Hidroksiapatit

Ploisakkarid
zincir

wen

Sekil 2.2: Kemik ve bilesenlerinin dogal hiicre dig1 matriksinin (ECM) sematik bir temsili (Gaharwar
ve dig. 2016).

ECM'nin, kemik hiicrelerinin baglanmasi i¢in bir iskele gorevi gorerek yapisal

doku desteginde onemli bir rol oynadig1 iyi bilinmektedir. Bununla birlikte, son

12



yillarda ECM'in hiicre fonksiyonunun diizenlenmesinde daha dinamik bir rol
oynadig1 da kabul edilmistir. ECM, osteokalsin ve osteopontin, kemik morfogenetik
proteinleri (BMP'ler), polisakkaritler ve sitokinler gibi biiyiime faktorleri dahil olmak
tizere ¢esitli kollajen olmayan proteinler (NCP'ler) i¢in bir rezervuar gorevi goriir. Bu
makromolekiillerin, hiicre-matris etkilesimlerini desteklemede ve hiicrelerin
cogalmasini ve farklilagmasini tesvik etmede bircok farkli rol oynadiklar

bilinmektedir.

2.1.3 Hiicre Dis1 Matriks'in Mineralizasyonu

Kemik sialoprotein (BSP) ve osteopontin (OPN) gibi kollajen olmayan
proteinlerin (NCP'ler) ana islevlerinden biri, kemik hiicre dig1 matriks igindeki
mineralin diizenli birikimini saglamaktir. Bu proteinler, glutamik asit ve aspartik asit
gibi amino asitlerin bollugundan dolayi kalsiyum iyonlarina yiiksek afiniteye sahiptir.
Bu nedenle, hidroksiapatitin Ca®* iyonlarina baglanarak, BSP'nin HA
cekirdeklenmesini ve biliylimesini tesvik ettigi diisiiniilirken, OPN mineral
biliylimesini inhibe eder ve bdylece mineral birikintilerinin boyutunu ve yoniinii
kontrol etmeye yardime1 olur (Clarke 2008). Mineralizasyonun kontroliiniin, BSP ve
OPN gibi proteinlerin fosforilasyon derecesi ile yakindan iligkili oldugu gozlenmistir
(George ve Veis 2008; Salih ve dig. 2002). Bu nedenle, HA baglanmasindan ve
mineral biiylimesinden sorumlu olan proteinin yiiklii asidik gruplar1 arasinda sinerjik
bir aktivitenin var oldugu ileri siiriilmektedir. Ek olarak, kollajen olmayan proteinlerin
kalsiyum iyonlarina baglanmasi, fosforun enzimatik salinimi ile birlestiginde, mineral
olusumunu arttirmak amaciyla kalsiyum ve fosfat iyonlar1 i¢in bir rezervuar gorevi

gorebilecekleri anlamina gelir.

Hiicre dis1 matriksin olgunlasmasi, alkalin fosfatazin ekspresyonu ile de
iligkilidir (Whyte 1994). Alkalin fosfatazin rolii tam olarak anlasilmasa da,
mineralizasyon inhibitérii olan inorganik pirofosfatt (PPi) hidrolize ettigine
inanilmaktadir (Harmey ve dig. 2004). Bu sekilde, alkalin fosfataz, mineralizasyonun
ilerlemesine izin veren optimal hiicre dis1 PPi konsantrasyonunu olusturabilir. Bu

nedenle, kolajen olmayan proteinler, minerallesmeyi tesvik etmek ve ayrica diizenli
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mineral birikimini diizenlemek ve boylece ektopik kalsifikasyonu onlemek igin

birlikte calisabilir.

2.1.4 Kemik Hiicreleri

Kemige niifuz eden ve onu hizalayan birkag¢ 6zel hiicre vardir ve bunlar ii¢ ana
kategoriye ayrilabilir (Clarke 2008). Osteoblastlar, organik hiicre dis1 matriksin sentezi
ve salgilanmasiyla yeni kemik olusumundan sorumludur. Sonunda matriks igine

gomiilebilirler ve osteositlere doniisebilirler.

Osteositler, terminal olarak farklilasmis osteoblastlar1 temsil eder. Bu hiicreler,
hiicreler arasi yapigsmayi1 desteklemek ve kemik sivisindaki mineral degisimini
diizenlemek i¢in birkag matriks proteini eksprese eder. Osteositler, doku igindeki diger
hiicrelerle baglantt kurabilir ve osteoblastlarin ve osteoklastlarin aktivitesini

diizenlemek i¢in hiicre-hiicre iletisimi saglar.

Son olarak, osteoklastlar, hiicre dis1 matriksin bilesenlerini pargalayarak eski
kemigin rezorpsiyonundan (emilim) sorumludur. Bu, kemigin bakimi, onarimi ve

yeniden sekillendirilmesi i¢in ¢ok 6nemlidir.

2.1.5 Kemigin Yeniden Sekillenme Siireci

Diger malzemelerden farkli olarak, kemik mekanik yiik ve deformasyondaki
degisikliklere uyum saglamak i¢in yasam boyunca siirekli bir doniisiime ugrar.
Kemigin yeniden sekillenmesi siireci ayrica mikro hasarli dokunun onarimi ve
rejenerasyonu ic¢in bir mekanizma saglar ve hiicre dis1 sivida kalsiyum ve fosfor

iyonlarinin dengesini korur.

Kemigin yeniden sekillenmesi sirasinda, kemik olusumu, kemik
rezorpsiyonuna sikica baghdir ve bu iligskiyi siirdiirmek icin osteoblastlar ve
osteoklastlar arasinda dogrudan iliski vardir (Raggatt ve Partridge 2010). Mikro
kiriklarin olusumuna yol agan kemik matriksinin hasar gérmesi, genellikle kusurun

yeri ve boyutunun giiclii bir gostergesi olan osteosit apoptozuna neden olur.
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Osteoblastlar, osteositler tarafindan iiretilen sinyallere yanit verir ve pre-osteoklastlar
yeniden sekillenme bdlgesine gonderir. Bu oncii hiicreler daha sonra ¢ok c¢ekirdekli
osteoklastlara farklilasir. Aktif bir emilim bolgesinde, osteoklastlar, kemik yiizeyi ile
temas halinde olan, kirisik sinir olarak bilinen 6zel bir hiicre zar1 olusturur (Crockett
ve dig. 2011). Kirigik sinir, kemik matriksinin ¢ikarilmasini kolaylastirir ve aktif
olarak kemigi emen bir osteoklastin morfolojik bir 6zelligidir. Osteoklastlar, kirisik
sinirin - altindaki  boslugun asitlestirilmesiyle kemigi emer ve bdylece kemik
mineralinin ¢Oziinmesini saglar. Daha sonra islemi tamamlamak ic¢in kollajen
matrisinin ve ECM proteinlerinin enzimatik bozulmasit meydana gelir (Raggatt ve
Partridge 2010). Kemik erimesini takiben, osteoblastlar, hiicre dig1 matrisin yan1 sira
bir¢ok kollajen olmayan proteinin sentezi ve salgilanmasiyla kemik olusumu siirecini
baglatabilir (Hadjikadis ve Androulakis 2006). Son olarak, hidroksiapatit
mineralizasyon islemi sirasinda biriktirilir. Egit miktarda rezorbe edilen kemik

degistirildiginde, yeniden yapilanma dongiisii sona erer.

Kemik tadilati, bir dizi hormon ve biiyiime faktorii tarafindan dikkatle
diizenlenir. Ornegin, kemik olusumundaki kusurlarla iliskili hastalik calismalari,
(BMP) ile lokal kemik olusumu kontroliiniin kritik 6nemini gostermistir (Crockett ve
dig. 2011). BMP, kemik olusumunun gii¢lii bir uyaricist olarak hareket edebilir ve
genellikle klinik olarak kemik yenilenmesini desteklemek i¢in kullanilir. Ek olarak,
Ostrojen, osteoklast olusumunu dnleyerek ve bu hiicrelerin 6mriinti kisaltarak ve ayrica
osteoblast proliferasyonunu uyararak yeni kemigin biiyimesini tesvik edebilir
(Hadjikadis ve Androulakis 2006).

2.2 Kemik Doku Miihendisligi

Bir doku miihendisligi iskelesinin birincil amaci, kritik boyuttaki defektlerde
meydana gelmeyen kemigin dogal iyilesme siirecini tesvik etmek icin miihendislik
ilkelerini kullanmaktir. Sentetik bir kemik iskelesi, dogal doku entegrasyonuna izin
vermek i¢in biyolojik olarak uyumlu, biyolojik olarak pargalanabilir olmal1 ve dogal
kemigin ¢ok boyutlu hiyerarsik yapisini taklit etmelidir. Fiziksel ve kimyasal olarak
biyomimetik olmanin yani sira, ideal bir iskele, biyoaktif molekiilleri (6rnegin, hiicre

dis1 matriks iiretimini ve doku entegrasyonunu hizlandirmak i¢cin BMP'ler, TGF-f'ler
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vb.) veya ilaglar1 (6rnegin, sepsis veya kanser niiksii gibi istenmeyen biyolojik yaniti
onlemek icin antibiyotikler, sisplatin vb.) gecici ve uzamsal olarak kontrollii bir
sekilde ayristirma yetenegine sahiptir. Seramikler, metaller, polimerler ve kompozitler
dahil olmak iizere cesitli biyomalzemeler, kemik iskele malzemeleri olarak
potansiyelleri agisindan arastirilmigtir. Bununla birlikte, ayarlanabilir fizyokimyasal
ozellikleri, biyouyumluluklar1 ve kontrol edilebilir biyobozunabilirlikleri nedeniyle
polimerler, kemik dokusu miihendisliginde ana malzeme olarak ortaya ¢ikmistir

(Porter ve dig. 2009).

Birlesme olmayan veya kritik boyutlu defekt senaryolarinda, kemik defektini
doldurmak i¢in ikame bir malzeme kullanilmalidir. Kritik boyuttaki kemik
defektlerinin mevcut altin standart tedavisi otojen kemik greftidir. Bu tedavide,
konake1 kemik bagka bir bolgeden (tipik olarak pelvis veya krista iliak) ¢ikarilir ve
defekti doldurmak ic¢in kullanilir. Bununla birlikte, otojen kemik greftlemesinde
komplikasyon orani %30 kadar yiiksektir ve dondr saha morbiditesi, agri, parestezi,
uzun stireli hastanede yatis ve rehabilitasyon, artmis derin enfeksiyon riski, hematom,
inflamasyon kisitli kullanilabilirligi igerebilir (Silber ve dig. 2003). Hastalar ve
cerrahlar i¢in baska bir makul secenek, allogreft adi verilen diger insanlardan (tipik
olarak kadavralar) alinan kemik dokusunun kullanilmasidir. Allogreftler canli veya
sterilize edilmis cansiz kaynaklardan tiiretilebilir. Bir¢ok ortopedik allogreft prosediirii
FDA (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) onaylidir ve yillardir kullanilmaktadir. Hem
otogreft hem de allogreft prosediirlerinde basari, donor (alan veya hasta) ve konak
dokudaki fiziksel ve biyolojik benzerlige atfedilir. Bununla birlikte, ortopedik
allogreftler, dondrden aliciya enfeksiyon (%13'e varan insidans orani) ve hastalik
bulagsmas1 ve konake¢1 bagisiklik tepkileri riskleri tagir (Hou ve dig. 2005). Son care
olarak, kemik onarimi veya degistirilmesi gereken hastalar igin, insan olmayan bir
dokudan ksenogreft veya diger adiyla doku asilamasi da diistinebilir. Cesitli hiicre,
doku ve organlarin ksenotransplantasyonundaki erken basari, bu gelisen teknolojinin
kabul edilmesini saglamistir. Bununla birlikte, 20 y1l1 agkin arastirma ve kiiresel klinik
denemelerden sonra, kemik ksenogreftlerinin gercek ve algilanan hastalik veya viriis
bulasma riski, enfeksiyon, sterilizasyonla iliskili toksisite, immiinojenisite ve son
olarak konak reddi nedeniyle transplantasyon i¢in uygun olmadig1 yaygin olarak kabul

edilmektedir (Yang ve Sykes 2007).
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Kemikteki kritik boyutlu kusurlar i¢in altin standart tedavi olarak otojen
stingerimsi kemik greftlerinin kullanimin1 ¢evreleyen yukarida bahsedilen ve
digerlerinin de dahil oldugu endiseler, son yillarda ¢ok ¢esitli karmasik sentetik (doku
miithendisligi) kemik iskelelerinin gelistirilmesini motive etmistir. Sentetik kemik
iskeleleri kullanmanin avantajlar1 arasinda sunlar yer alir: hastalik bulagsma riskinin
ortadan kaldirilmasi, daha az cerrahi prosediir, azaltilmis enfeksiyon veya
immiinojenisite riski ve sentetik iskele malzemelerinin bol miktarda bulunmasi. Bu
boliim, kemik dokusu miihendisligindeki temel ilkeleri ve kemigin karmasik
fizyokimyasal 6zelliklerini taklit eden sentetik bir yapi iskelesinin gelistirilmesini

cevreleyen tasarim zorluklarini gozden gecirmektedir.

Doku miihendisliginin arkasindaki temel kavram, viicudun doku hasarina
verdigi dogal biyolojik tepkiyi miihendislik ilkeleriyle birlikte kullanmaktir. Doku
miihendisliginde hiicre sinyalizasyonunun ve miiteakip islevselligin rolii daha net bir
sekilde ortaya ciktik¢a, doku miihendisleri ¢ok islevli biyoaktif yapi iskeleleri
gelistiriyorlar. Ideal sentetik yapi iskeleleri, dogal doku biitiinlesirken ve sirasiyla
istenen ve istenmeyen fizyolojik tepkileri aktif olarak tesvik ederken veya onlerken,
biyolojik olarak parcalanirken bir fizyokimyasal biyomimetik ortam sunabilmelidir
(Kretlow ve Mikos 2007). Bu biyomimetik gereksinimleri 6zel olarak ele almak igin

sentetik bir kemik iskelesi sunlar1 yapmalidir:

1) Etkilenen bolgeye gegici mekanik destek saglamak,

2) Osteoid birikimi i¢in bir substrat gorevi gérmek,

3) Vaskiilarizasyona ve kemik biiylimesine izin veren gozenekli bir mimari igermek,
4) Iskele i¢ine kemik hiicresi gociinii tesvik etmek,

5) Kemiksiz, sentetik yapi iskelesinde (osteoindiiksiyon) osteojenik farklilagsmay1

desteklemek ve tesvik etmek,

6) iskele-konak doku entegrasyonuna (osseointegrasyon) yonelik hiicresel aktiviteyi

arttirmak,

7) Gelismekte olan kemige yiik transferini kolaylastirmak igin kontrollii bir sekilde

bozunmak,

17



8) Toksik olmayan bozunma {irlinleri tiretmek,
9) Aktif bir kronik inflamatuar yaniti tesvik etmemek,
10) Biyoaktivite kayb1 olmadan sterilizasyon yapabilmek,

11) lyilesmeyi hizlandirmak ve patolojiyi 6nlemek icin biyoaktif molekiilleri veya

ilaglar1 kontrollii bir sekilde iletmek.

Hiicre transplantasyonu, hiicresiz yapi iskeleleri, gen tedavisi, kok hiicre
tedavisi ve biiyiime faktorii dagitimi gibi ¢oklu kemik dokusu miihendisligi stratejileri,
yukarida siralanan zorlu gereksinimleri karsilamak i¢in uygulanmistir (Logeart-
Avramoglou ve dig. 2005). Uygulamada, ¢ogu kemik dokusu miihendisligi yaklagimi
bu stratejilerin bir kombinasyonunu uygular. Bununla birlikte, en umut verici yaklagim

olarak iki temel doku miihendisligi stratejisi ortaya ¢ikmuistir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarin 6zeti seklinde verilen gorsel Sekil

2.3’de verilmistir.

Biyokompozit

elocekte planianan et
Hayvan ve klinik deneyleri

Sekil 2.3: Tez calismasinin 6zet gorseli.
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2.2.1 Kemik Doku iskeleleri ve Genel Ozellikleri

Kemik doku iskeleleri, ii¢ boyutlu mikroyapt olan ECM“yi taklit edecek
sekilde tasarlanan yapilardir. Uretilen yapilar icerisinde, uygun hiicreler canliligini
devam ettirebilmeli, etkilesim halinde olabilmeli ve kendi ECM’sini iiretebilmelidir.
Kemik doku miihendisligi c¢alismalarinda kullanilacak ideal bir doku iskelesinde

olmasi gereken baslica 6zellikler sirast ile verilmistir:

2.2.1.1 Biyouyumluluk

Biyouyumluluk, “bir materyalin fibrotik olmayan yara iyilesmesini,
rekonstriiksiyonunu ve doku entegrasyonunu lokal olarak tetikleme ve yonlendirme
yetenegi” olarak tamimlanabilir. Ideal bir iskele osteokondiiktif ve osteoindiiktif
olmalidir. Osteokondiiktif 6zellikler, kemik hiicrelerinin, yap1 iskelesinin yiizeyine ve
i¢ yapisina yapismasina, gogalmasina ve hiicre digt matriks olusturmasina izin vererek
yeni olusan kemik icin bir rehberlik saglar. Bu siire¢, dogal doku iizerinde toksik
olmadan normal hiicresel aktiviteyi destekler. Osteoindiiktivite, progenitor hiicrelerin

alimi, uyarilmasi ve biyomolekiiler sinyal yoluyla kemik olusumunu indiikler (Ratner

2011).

2.2.1.2 Gozeneklilik

Daha yiiksek gozenekliligin osteogenezi artirmasi beklendiginden, daha
yiiksek derecede vaskiiler infiltrasyon ve gozeneklilik yiizdesi ile daha hizli kemik
dokusu ige bityiime veya apozisyon orani vardir. Makro gozeneklerin (>100 pum) hiicre
goclinli destekledigine ve kemik biiylimesini ve osseointegrasyonunu arttirdiina
inanilirken, mikro goézeneklerin (<5 pum) daha yiiksek kemik indiikleyici protein
adsorpsiyonuna katkida bulunduguna inanildig1 lizerine daha genis yiizey alan1 fikri
desteklenir. Iskeleler icin ayrilmaz ve temel bir dzellik, &zellikle uzun vadeli doku
arayiizli bakiminda yeni kemigin biiyiimesini etkileyen birbirine bagl gézenekliliktir.
Hiicre canlilig1 icin temel besinlerin ve oksijenin basarili bir sekilde difiizyonu icin
gozenek boyutu en az 100 um capinda ve gelismis osteogenez i¢in en az >300 um

olmalidir, bu degerlerin vaskiilarizasyonu ve kan damar1 yayilmasini desteklemek i¢in
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yeterli oldugu rapor edilmistir. Kemik biiylime paterninin iskele mimarisine gore
degistigi bildirilmektedir. Bu, rastgele gézenek boyutuna sahip iskelelerin iginde
stirekli kemik olusturma modelinin gézlendigini gosterirken, ayn1 boyutta gozeneklere
sahip ancak kat1 duvarlara sahip iskeleler, iskele boyunca siireksiz kemik adaciklarinin
olusumuna yol a¢cmustir (Simon ve dig. 2003). Gozeneklilik, yap1 iskelelerinin
mekanik Ozelliklerini azaltsa ve tekrarlanabilir liretim i¢in karmasikligi artirsa da
caligmalar hem mikro hem de makro gézenekliligi iceren ¢ok dlgekli gézenekli yapi

iskelelerinin, yalnizca makro gozenekli yapi iskelelerinden daha iyi performans

gosterebilecegini ortaya koymustur (Bose ve dig. 2011).

2.2.1.3 Biyobozunurluk/Biyoemilebilirlik

Ideal bir iskele, doku rejenerasyon islemi sirasinda bir miktar mekanik
biitiinligii korurken, yeni doku olusumuyla orantili bir oranda in-vivo olarak
bozunabilmelidir. Bu gereksinimler, etkili bir iskele tasarimi i¢in 4F (fonksiyon,
fiksasyon, formasyon, form) alt yapisini olusturur. Bir iskele, onarimda (fonksiyon)
kemigin mekanik 6zelliklerini korurken ve mevcut kemige ve komsu yumusak dokuya
entegrasyon (fiksasyon) ve baglanma kabiliyetine izin verirken, ayni zamanda
osteokondiiktif bir ortam olusumu (formasyon) saglarken, kusurun 3D bi¢imine (form)

uymalidir (O’Keefe ve Mao 2011).

2.2.1.4 Mekanik Ozellikler

Ideal kemik ikame yap1 iskelelerinin mekanik ozellikleri ve mimarisi, uygun
yiik aktarimi Onemli oldugundan, gii¢lendirmeleri amaclanan dogal dokularin
ozelliklerini yakindan taklit etmelidir. Uygun olmayan sertlik ve malzeme
mukavemeti, dogal kemik dokusunun sonug olarak rezorpsiyonu ile sonuglanabilir ve
bu, fonksiyonel kaynama onarimimin birka¢ yil siirebilecegi kemik onariminin

ilerlemesini ciddi sekilde engelleyebilmektedir (Liu ve dig. 2012).

Yukarida verilen bilgiler 1s181da basarili kemik onariminin gerceklesmesi igin

iskelenin Tablo 2.1°deki gibi 6zetlenen belirli 6zelliklere sahip olmasi gerekir.
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Tablo 2.1: Kemik rejenerasyonu igin kullanilan bir doku miihendisligi iskelesinin arzu edilen
ozellikleri (Dey ve dig. 2016; Agrawal ve Ray 2001).

Istenen ozellikler

Sagladig1 yararlar

Biyouyumluluk

Immiinojenik yanit vermeme;

Toksik olmamalidir.

Osteokondiiktivite Hiicrelerin baglanmasmma ve c¢ogalmasina izin
vererek kemik biiyiimesini destekleyen;
Hiicrelerin yap1 yoluyla gogiinii destekler.

Osteoindiiktivite Kok hiicrelerin olgun osteoblastlara farklilagmasini
indiikler.

Gozeneklilik Hiicre biiylimesi ve besinlerin ve atiklarin taginmasi

icin son derece birbirine baglh gozenekli ag;
Ideal gdzeneklilik = %90;

Hiicre ekimi i¢in ylizey alanini artirilmalz.

Biyobozunurluk

Yeni kemik olustuk¢a uygun oranda bozunur;

Bozunma tirtinleri toksik olmamalidir.

Mekanik ozellikler

Viicut tarafindan uygulanan kuvvetlere
dayanabilme;

Cevreleyen dokuya benzer mekanik ozellikler.

2.2.2 Kemik Doku iskelesi Yapiminda Kullanilan Biyomalzemeler

Gegtigimiz yillarda kemik dokusu miihendisligi i¢in artan sayida yeni yap1

iskelesi imal etmek igin farkli malzemeler kullanilmis ve farkli imalat yontemleri

uygulanmistir (Jahan ve Tabrizian 2016). Polimer ve seramik kompozitleri, kemik

mimarisini taklit etme yeteneklerinden dolay1 arastirilan en popiiler kompozit sinifidir

ve bu alanda giderek artan sayida yaym bulunmaktadir. Doku miihendisligi igin

biyomalzemeler olarak uygulanacak materyalleri segme kriterleri materyal kimyasina,

molekiiler agirliga, coziiniirlige, hidrofiliklige/hidrofobiklige, yiizey enerjisine,

bozunmaya, yapiya ve erozyon mekanizmasina dayanmaktadir.
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2.2.2.1 Polimerler

Dogal ve sentetik polimerler, ¢ok yonlii o6zelliklerinden dolayr doku
miithendisligi i¢in yap1 iskeleleri olarak genis ¢apta arastirilmistir. Dogal polimerler
biyolojik olarak pargalanabilir ve biyouyumluluk ile karakterize edilir, bu da
hiicrelerin yapilar icine yapismasint ve go¢ etmesini saglar. Kemik dokusu
miihendisliginde en yaygin olarak kullanilan dogal polimerler arasinda kolajen, aljinat,
fibrin, hyaluronik asit, ipek, gellan zamk1 ve kitosan bulunur. Dogal polimerlerin ana
avantaji, mekanik olarak zayif olmalarina ragmen doku biiylimesini ve yeniden
sekillenmeyi destekleme yetenekleridir. Sentetik polimerler, belirli uygulamalar i¢in
mikro (bilesim, mimari ve baglama gruplari) ve makro olgekli (gézeneklilik, sertlik ve
elastikiyet) ozelliklerini uyarlama yeteneginin avantajina sahiptir. Poli (laktik asit)
(PLA), poli (glikolik asit) (PGA) ve polikaprolakton (PCL), Poli (vinil alkol) (PVA),
polietilen glikol (PEG) ve poli (metil metakrilat) (PMMA) gibi sentetik polimerler,
digerleri arasinda kemik dokusu miihendisliginde yaygmn olarak kullanilir.
Polimerlerin bazilar1 dogal fizyolojik yol ile bozunabilir, ancak bazilar1 i¢in bozunma
mekanizmasi, olumsuz doku tepkilerine sahip olabilen lokal asidik bir ortam (6rnegin

PLA veya PGA) ile sonuglanir (Liu ve dig. 2013; Bose ve dig. 2012).

Polimerlerin sinirlamalari, dogal polimerler i¢in immiinojenisite ile ilgili
endiselerin yani sira isleme ve saflastirmadaki zorluklar icerir. Ayrica, klinikte
sonuclarin Ongoriilebilirligini azaltan malzemelerde partiden partiye degiskenlik
potansiyeli de mevcuttur ve son olarak dogal polimerler kemik dokusunun mekanik
ozelliklerini tam esitleme yetenegine sahip degildir. Sentetik polimerlerin
simirlamalari, o6zellikle ECM-baglama alanlarina sahip dogal olarak tiiretilmis
polimerlere kiyasla, pozitif biyomateryal-konak etkilesimlerini kisitlayan biyoaktivite

eksikligini icerir (Shrivats ve dig. 2014).

2.2.2.2 Seramikler

Kalsiyum fosfat (CaP) ve biyoaktif camlar gibi inorganik malzemelerin iyi bir
biyouyumluluga sahip oldugu bilinmektedir. Sert ve bazi durumlarda yumusak doku
ile bag olustururlar. CaP'ler, kemigin 6nemli bir bileseni olduklarindan, kemik dokusu
mihendisligi i¢cin yapr iskeleleri olarak kapsamli bir sekilde incelenmistir.
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Aragtirmalarin ¢ogu, yeni kemik olusumunu basarili bir sekilde destekledigi tespit
edilen hidroksiapatit (HA), beta trikalsiyum fosfat (B-TCP) veya bifazik kalsiyum
fosfat (BCP) olarak bilinen HA ve B-TCP karisimi iizerine odaklanmustir. Inorganik
malzemeler mekanik oOzellikler ve emilme hizlar1 acisindan farklilik gosterir.
Kalsiyum siilfatin 4 ila 12 hafta arasinda en hizli rezorpsiyona sahip oldugu rapor
edilirken, hidroksiapatitin yavag rezorpsiyona sahip oldugu ve implantasyondan 10 yil
sonra radyografik olarak gozlemlendigi rapor edilmistir. Karakteristik faza bagh
olarak kalsiyum fosfatlar, yaklasik 6 ay ila 10 yil arasinda degisebilen yavas ila hizli
emilim sergilerken, TCP rezorpsiyonu 6 ila 18 ay arasinda gerceklesir (Fillingham ve

Jacobs 2016).

Son zamanlarda B-TCP yapisina ¢inko ve stronsiyum gibi katki maddelerinin
eklenmesi, tip | kolajen gen ekspresyonunda ve anjiyogenez, osteoblast
proliferasyonu, farklilasma ve morfogenezi pozitif olarak diizenleyen hiicre dis1 sinyal
regiile kinazlar (ERK) salgisinda bir artis gostermistir. B-TCP yapisina katki
maddelerinin eklenmesinin ayrica ¢éziinme hizlarinin, yogunlastirma davranisinin,
mekanik mukavemetin ve biyouyumlulugun kontroliine izin verdigi bulunmustur.
Fizyolojik kosullara yerlestirildiginde yap1 iskelesinin ylizeyinde bir hidroksi karbonat
apatit (HCA) tabakasi olusturabilen biyoaktif camlarin bir¢cok farkli bilesimi
arastirtlmistir. Bu HCA tabakasi, osteoblast aktivitesini 6nemli dlgiide arttirir ve in
vivo olarak yeni kemik olusumunu kolaylastiran proteinleri ve biiylime faktorlerini
adsorbe eder. Bu 6zellikler onlar1 kemik dokusu miihendisliginde oldukga arzu edilen
bir materyal haline getirir. Bununla birlikte, seramikler kirilganliklar ile sinirlidir ve
genellikle nispeten yiiksek bir sikistirma modiilii ile diisiik kirilma tokluguna sahiptir
ve bazi durumlarda biyouyumluluklari ve biyolojik olarak bozunabilirlikleri genellikle

yetersizdir (Banerjee ve dig. 2010; Jones ve dig. 2006).

2.2.2.3 Kompozitler

Iskelelerin klinik basarisimi artirmak icin mevcut stratejiler, tek tek malzeme
bilesenlerinin arzu edilen O6zelliklerini birlestiren kompozitlerin ve hibrit yap1
iskelelerinin gelistirilmesine odaklanmistir. Kompozitlerin 6zellikleri ihtiyaca ve

uygulama yontemine gore bilesenlerin hacim fraksiyonunun yani sira bilesim
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iceriginin kontrol edilmesiyle modiile edilebilir, bu islem kemigin &zellikleriyle
paralel mukavemete sahip iskelelerin elde edilmesini saglar. Kompozitler, kemik doku
miithendisliginde incelenmek iizere partikiil takviyeli, fiber takviyeli ve yapisal

kompozitler olarak genis bir sekilde kategorize edilebilir.

Kalsiyum fosfatlar ve hidroksiapatit gibi seramik dolgu maddeleri, in vitro ve
in vivo biyoaktiviteyi tesvik etme kabiliyetine sahip gelismis mekanik 6zelliklere sahip
hidrojel kompozitler olusturmak i¢in polimerlerle birlestirilebilir. Kontrollii
gozeneklilige sahip olacak sekilde uyarlanabilirler ve ila¢ dagitimi i¢in ilaglarla
birlestirilebilirler. Nano parcaciklar cesitli kaynaklardan (Ornegin polimerler,
mineraller, metaller ve yart iletkenler) ¢esitli sekillerde tasarlanarak kompozit yapilar
olusturmak i¢in hidrojellere dahil edilmistir. Organik kil nanoparcaciklar1 hidrojelleri
giiclendirmek icin kullanilmistir, 6rnegin, organik ikameli kil nanoparcaciklar ile
takviye edilmis bir PVA hidrojelinin, yiiksek su emiciligini korurken, artan gerilme
mukavemetine ve azalan mikrobiyal penetrasyona sahip oldugu bildirilmistir
(Habraken ve dig. 2007; Desai ve dig. 2010).

Altin nano partikiillerin (AuNP) katkilandigi kompozit hidrojellerde elektriksel
iletkenlik agisindan 6nemli bir artisin ortaya ¢iktigi rapor edilmistir. Glimiis nano
partikiiller (AgNP'ler) benzersiz antibakteriyel 6zelliklere sahiptir ve antibakteriyel
yara Ortiileri olarak kullanimlar1 arastirilmistir. Manyetik nanopartikiillerin (MNP'ler)
hidrojellerle kaplanmasi, hidrofilikligi ve biyouyumlulugu arttirmanin yani sira
spesifik olmayan protein absorpsiyonunu azalttigi belirlenmistir. Karbon nanotiipler
(CNT'ler) ve grafen gibi karbon bazli nanopartikiiller (CBN'ler), mekanik mukavemet,
elektrik, termal ve optik iletkenlik gibi miikemmel ¢oklu fonksiyonlara sahiptir.
Yiiksek mukavemetli malzemeler, nano 6lgekli elektronik devreler, sensorler ve
aktiiatorler gibi gesitli uygulamalar i¢in ve ayrica biyomedikal uygulamalar i¢in
hidrojelin yapisini giiglendirmek igin arastirilmistir (Kumar ve Mohammad 2011; Cha
ve dig. 2013; Meenach ve dig. 2010).

2.2.3 Kemik Doku iskelesi imalatinda Kullanilan Yontemler

Iskelelerin imalatinda gesitli yontemler kullanilmig olup, birincil gereklilik,

secilen tekniklerin imalat siireclerinde tutarliligi ve tekrarlanabilir sonuglar saglamasi
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ve ayni zamanda malzeme Ozelliklerinin ve istenen iskele tasarim gereksinimlerinin

olumsuz etkilenmemesidir. iskelelerin imalati, Tablo 2.2°de sunulan cesitli isleme

tekniklerine gore gruplandirilabilir.

Tablo 2.2: 3-D yap1 iskelelerinin yaygin olarak kullanilan bazi geleneksel tiretim tekniklerinin 6zeti,
(Salgado ve dig. 2004; Pham ve dig. 2006) ‘den uyarlanmistir.

Uretim metodu

Aciklama

Dondurarak kurutma

(liyofilizasyon)

Daha once bir kaliba dokiilen homojen bir polimer ¢ozeltisinin sicaklig
distiigiinde meydana gelen, termal olarak indiiklenen bir faz ayrimina dayanir.
Fazla ayrilmig sistem stabilize edildikten sonra, solvent agisindan zengin faz,
polimerik kopiigii geride birakarak vakum siiblimasyon yoluyla ¢ikarilir. Bu
metodoloji, dogal ve sentetik kokenli yap1 iskeleleri gelistirmek igin

kullanilmuistir.

Elektroegirme

Nanometre dlgeginde dokunmamus liflerden olusan doku iskelelerinin iiretimine
dayair. Kisaca, polimer uygun bir ¢oziicii icinde ¢oziiliir, bir siringaya yiiklenir ve
daha sonra bir metal kapiler yoluyla disar atilir. Kilcal damara yiiksek voltaj (10-
20 kV) uygulanarak polimer yiiklenir ve bir toplama plakasina dogru firlatilir.
Lifler bir araya geldikge, solvent buharlasarak dokunmamis gézenekli bir yap1

iskelesi birakir.

Solvent dokiim

Bir polimer ¢ozeltisinde kalibre edilmis mineral (6rn., sodyum kloriir, sodyum
tartrat ve sodyum sitrat) veya organik (6rn. sakaroz) partikiillerin dagitilmasindan
olusur. Bu dispersiyon daha sonra gozenekli yapi iskeleleri iiretmek i¢in ya

dokiim yoluyla ya da dondurarak kurutma ile islenir.

Hizli prototipleme

Bilgisayar destekli tasarim (CAD) sistemleri, bilgisayar tabanli tibbi
gorintilleme, sayisallastiricilar ve diger veri olusturucular tarafindan olusturulan
verileri kullanarak son derece karmasik ii¢ boyutlu fiziksel nesneler iiretebilen

bilgisayarli bir iiretim teknigidir.

Fiber baglama Degisken gozenek boyutuna sahip 3 boyutlu desenler halinde dokunmus veya
oriilmiis tek tek liflerden olusur. Baslica avantaji, hiicre baglanmasi ve besinlerin
hizli difiizyonu i¢in genis yiizey alanidir.

Yiiksek basinca | Polimer disklerin yiiksek basingli COj'ye maruz kalmalart yoluyla CO»

dayali yontemler

doygunluguna dayanmaktadir. Daha sonra CO gaz basincinin ortam diizeyine
diigiiriilmesiyle termodinamik bir kararsizlik yaratilir, bu da ¢oziinmiis CO2'nin

¢ekirdeklenmesine ve genislemesine neden olarak makro gézenekler olusturur.
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2.3 Hidrojeller

Hidrojeller, dogal hiicresel mikro ortamin 6zelliklerini yakalayabilen, yiiksek
su igerigine sahip ¢apraz bagli polimerlerdir. Ayarlanabilir kimyasal ve fiziksel
Ozelliklerinin bir sonucu olarak hidrojeller, yara iyilesmesi, ila¢ dagitimi ve doku
mihendisligi dahil olmak {izere cesitli biyomedikal uygulamalarda kullanilmistir.
Hiicre dis1 matrisin 6zelliklerini taklit etme yetenekleri, hidrojellerin kemik dokusu

iskeleleri olarak kullaniminda 6nemli 6lgiide dikkat ¢ekmistir (Hunt ve dig. 2014).

2.3.1 Dogal Hidrojeller

Hidrojellerin hazirlanmasinda kullanilan dogal malzemeler genellikle
polisakkaritler, proteinler, kolajen, kitosan ve hyaluronik asit olup ECM bilesenleri
seklini alirlar. Dogal biyouyumluluklar1 ve biyoaktiviteleri, dogal hidrojelleri doku
miihendisliginde kullanim i¢in ilk mantikli se¢im haline getirir. Ayrica, mevcut bir¢ok
endojen faktor nedeniyle yapisma, cogalma ve farklilasma dahil birgok hiicresel iglevi
de desteklerler. Ancak, dogal polimerlerin mekanigini ayarlamak zor olabilir ve her
zaman kontaminasyon ve her bir tiretimde degiskenlik riski vardir. Bu nedenle, ¢ogu
arastirma sentetik polimerik hidrojellere odaklanmistir (Bhattarai ve dig. 2010; Xu ve

dig. 2012; Tibbitt ve Anseth 2009).

2.3.2 Sentetik Hidrojeller

Poli (etilen glikol) (PEG), poli (vinil alkol) (PVA) veya poli (2-hidroksietil
metakrilat) (PHEMA) gibi tamamen sentetik polimer malzemelerden olusan
hidrojeller, doku miihendisligi uygulamalar i¢in kapsaml bir sekilde incelenmistir.
Sentetik hidrojeller yiiksek oranda tekrarlanabilirdir ve mekanik 6zelliklerinin hassas

ayarina izin verir (Martens ve dig. 2002).

Genellikle yumusak doku uygulamalarinda kullanilmasina ragmen, hidrojel
aracili kemik rejenerasyonu alaninda su anda onemli aragtirmalar yapilmaktadir.
Hiicre yapismasini, cogalmasini, farklilagmasini yonlendirirken ve ECM'in

aktivitesini tesvik ederken mekanik destek saglayabilen biyoaktif 6zellikteki hidrojel
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iskelesi gereklidir. Hidroksiapatitin (HA) polimerik hidrojellere dahil edilmesinin,
mekanik mukavemetlerini 6nemli Olclide arttirdigir gosterilmistir. Kompozit ayrica

miikemmel osteoblast hiicre yapisma 6zellikleri gostermistir (Li ve dig. 2013).

Ayrica Song ve arkadaglari, PVA/kollajen/HA'min “kemik benzeri” bir
bilesimini gelistirmisler ve osteoblastlarin malzemeye tepkisini test etmislerdir. Bu
kompozit malzemenin, tek tek bilesenlerle karsilastirildiginda mekanik 6zellikleri
onemli oOl¢lide iyilestirdigini bulmuslardir. Siinek kolajenin ayrica HA'nin zayif
kirtlma toklugunu arttirdigini ve ayrica, PVA kompozitlerinin, in vitro hiicre
yapismasini, ¢ogalmasini ve farklilasmasini arttirdigini gézlemlemislerdir (Song ve

dig. 2012).

2.4 Hidroksiapatit

Kalsiyum fosfat ailesinin iyeleri arasinda olan hidroksiapatit (HA),
biyouyumlulugu, osteoindiiktivitesi ve toksik olmamasi nedeniyle 6zellikle dental ve
ortopedik alanlar olmak iizere biyomedikal uygulamalarda kullanilan en giiglii
biyoseramiklerden biri olarak kabul edilir (Nikpour ve dig. 2012). Dogal kemigin
mineral fazina benzeyen yapisal ve kimyasal bilesimi nedeniyle, HA, hizli kemik
rejenerasyonunu destekleyebilir ve ara bag dokularina ihtiyag¢ duymadan konak
dokuyla dogrudan bag kurabilir (Turnbull ve dig. 2018). Ayrica HA, biyolojik
stvilarda ¢oziindiikten sonra Ca®" ve PO4* iyonlarmin kaynagi olarak gorev yapar,
boylece osteogenez, hiicre proliferasyonu ve kemik metabolizmasi gibi hiicresel
tepkilere aracilik etmede rol oynar (Sepantafar ve dig 2018). Her gegen giin,
arastirmacilar, CI~, F, Ag*, Mg?", Sr>* ve Zn?' gibi farkli anyon ve katyonlari
birlestirerek sentetik HA'nin biyolojik performansini (hiicresel aktivite, biyoaktivite
ve antimikrobiyal 6zellikler) arttirmaya ¢alismistir (Igbal ve dig. 2013). Simdiye
kadar, sentetik HA, periodontal rekonstriiksiyon, ortopedik ve alveolar biiyiitme i¢in
yapay kemik ikamesi, doku iskelesi iiretmek igin bir biyomateryal (Mohan ve dig.
2018) ya da metalik implantlar i¢in biyouyumlu bir kaplama olarak veya kemikle
iligkili hastaligi tedavi etmek i¢in kemoterapétiklerin bir ilag araci ve antibiyotik

olarak (Yi ve dig. 2016) uygulanmistir.
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Uygulamaya bagli olarak, genellikle HA'nin fizikokimyasal ozelliklerini
uyarlama ihtiyaci vardir. Bunun nedeni, HA'nin partikiil boyutu, Ca/P molar orani,
gozeneklilik, faz bilesimi ve ylizey alan1 gibi 6zelliklerinin biyolojik ve adsorpsiyon
verimliligi iizerinde dogrudan bir etkiye sahip olmasidir. Ornegin, daha yiiksek yiizey
alanina ve daha kiiglik partikiil boyutuna sahip nanokristal HA, adsorban ve
biyomalzeme olarak daha iyi hiicre uyumlulugu sunabilir (Nasiri-Tabrizi ve dig.
2014). Giinitimiizde kullanilan endiistriyel sentetik HA'nin ¢ogu, pahali reaktif dereceli
kimyasallar gerektiren yontemlerden iiretilirken ayni zamanda dogal biyo-
kaynaklardan da elde edilebilir (Boutinguiza ve dig. 2012). Son yillarda, domuz
kemigi, tavuk kemigi, sigir kemigi, balik kemigi, yumurta kabugu, midye kabugu,
balik pulu, istiridye kabugu, salyangoz kabugu gibi gida endiistrisinden {iretilen gesitli
biyo-atiklar HA olusturmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu biyo-atiklarin
HA'ya doniistiirtilmesi, yalnizca g¢evresel zarar1 azaltmak adina bir atik yonetim
stratejisi olarak degil, ayn1 zamanda HA iiretim maliyetini azaltmak i¢in ekonomik

olarak da arzu edilmektedir.

2.4.1 Hidroksiapatitin Yapisi

Genel olarak, stokiyometrik HA [Cai10(PO4)s(OH)2]'nin kristal yapisi, Ca?*
katyonlariin iki olas1 bolgede, yani Ca (I) ve Ca (II) bolgelerinde bulunabilecegi ve
aralarinda serpistirilmis Ca?* iyonlar1 tarafindan bir arada tutulan kompakt bir fosfat
(PO4*") tetrahedra toplulugunu icerir. Ca (I) bolgesinde, Ca®" iyonlari, c-eksenine
paralel siitunlu bir diizlemde alti PO4>~ tetrahedraya ait dokuz oksijen tarafindan
koordine edilir. Ca (II) bolgesindeki Ca?" iyonlari, alternatif eskenar iiggenler
olusturan ve c-ekseni boyunca kademeli olarak siralanan yedi oksijen atomu (altis1
PO4* tetrahedraya ve biri hidroksit iyonuna OH") tarafindan koordine edilir. Kristal
kafesteki Ca (II) tiggeninin boyutu, kolon ekseni boyunca OH™ anyonunun
hareketliligini saglar (Fihri ve dig. 2017). Tipik olarak, Ca/P molar oran1 1.67 olan
sitokiyometrik HA, altigen kristal sistemine aittir ve iki ana kristal diizlemi gosterir:
sekil 2.4°deki a-diizlemi ve c-diizlemi. a-diizlemlerinin esas olarak Ca?* iyonlarindan
olustugu ve dolayisiyla pozitif yiiklii oldugu, buna karsilik c-diizlemlerinin PO4>~
iyonlarinca zengin oldugu i¢in negatif yiikli oldugu belirtilmektedir. Sonucta, HA
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yiizeyleri, biyomolekiillere kars1 anizotropik adsorpsiyon 6zellikler gdsterir (Okada ve

Matsumoto 2015).

¢ bolgesi a bolgesi
(PO4 alani: negatif yiik) (Ca alan: pozitif yiik)

T

n

Sekil 2.4: Stokiyometrik HA nin altigen kristal yapisi, burada a-diizlemi Ca bolgesi (pozitif yiik) ve c-
diizlemi PO4>~ bolgesidir (negatif yiik) (Okada ve Matsumoto 2015).

HA, kristal kafesinde ¢ok sayida anyonik ve katyonik ikamenin ortaya
¢ikmasina izin verir, bu da stokiyometrik olmayan HA'nin varligina yol agar ve Ca
eksikligi (Ca/P < 1,67) veya Ca bakimindan zengin (Ca/P > 1,67) HA olusturur. Aslina
bakilirsa, dogal yapidaki HA’ni kristal kafesi ¢oklu ikameli Mg?*, Zn?*, Sr¥*, K*, Na*,
F~ ve COs3* gibi eser miktarda elementlerle iliskilendirildiginden, dogas1 geregi
stokiyometrik  degildir. Bu nedenle, bu genel formiille ifade edilebilir:
(Ca,M)10(PO4,Y)s(OH,Z).. Burada; M, kafesteki Ca?" iyonlarinin yerini alabilen tek
degerli (Na*, K* iyonlar1) veya iki degerli (Mg?" Zn?* Sr?* iyonlar1) katyonlarini; Y,
PO4* iyonlarinim yerini alabilen CO3>" gibi anyonik elementleri; Z, OH bdlgesi yerine
tek degerli (F~, Cl™ iyonlar1) veya iki degerli (COs* iyonlar1) anyonlari temsil eder
(Baino 2018).

Genellikle biyolojik apatitdeki COs*" igerigi yasa gore degisir ve yapisi
agirlikca %2 ila %8 arasinda degisir (Wong ve dig. 2016). HA'nin yapis: geregi COz>
iyonu, apatit kafesinde iki olas1 anyonik bdlgeyi ikame edebilir ve barindirabilir: A tipi
karbonatli HA olusturmak i¢cin OH™ konumunda ve B tipi karbonatli HA olusturmak
icin PO4*~ konumunda (Liu ve dig. 2013). CO3>" iyonlarinin hem OH™ hem de PO4*~
pozisyonlarindaki eszamanli ikamesi, AB tipi karbonatli HA olarak adlandirilir
(Ezekeil ve dig. 2018). Iyon degistirme durumu, HA'nin ¢oziiniirliigiini ve

biyoaktivitesini, ortaya ¢ikan kristal degisikliklerini (6rnegin, kafes parametrelerinin
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degistirilmesi, yik dengesizligi, bosluk olusumu ve kristallik) etkileyerek ve
biyomedikal uygulamalardaki kullanimimi etkileyecek biyolojik aktivitede biiyiik
degisikliklere yol acabilir (Farzadi ve dig. 2014).

2.4.2 Biyolojik Apatit

Biyolojik apatit, omurgalilarin sert dokularindaki biyomineral bilesenidir.
Diisiik kristallilige ve kiiciik kristal boyutlarina sahip stokiyometrik olmayan
karbonatli HA'dan olusur. Insan sert dokular1, 6rnegin; dentin, mine ve kemik hem
inorganik hem de organik maddeler iceren biyokompozit malzemelerdir. Inorganik
kisim eser miktarda farkli iyonlarla harmanlanmis biyolojik hidroksiapatitten olusur.
Organik faz esas olarak kolajen, osteopontin, fibronektin, osteokalsin ve kemik

sialoproteini gibi kolajen olmayan proteinlerin kiigiik bir kismindan olusur.

Kemigin esnekligi kollajen tarafindan saglanirken, sertlik kollajen agina
mineral eklenerek korunur. Bundan dolayi, mineral igerigi kemikten ¢ikarildiginda,
doku da baglar ve tendonlar gibi ¢ok esnek olacaktir. Tersine, organik igerik
cikarildiginda ise, kemik ¢ok diisiik gerilme mukavemetine sahip kirilgan bir malzeme
olacaktir (Yilmaz ve dig. 2019). Insan kemiginin hiyerarsik yapis1 ve kemigin kollajen
fibrilleri boyunca HA kristallerinin diizenlenmesi Sekil 2.5’de verilmistir. Kristaller

hem kolajen fibrilleri arasindaki bosluklarda hem de yiizeyde bulunabilir.

Havers Kanali o

Havers Kanali

> Osteon -
S—— Lamella

Kortikal g N P Z\\\S Hidroksiapatit

kemik S \ 3 =% ;/ y— kristalleri
) f B : i)
. 7 — w‘\‘/ﬂ/‘

Kolajen fibril

Osteosit lakiin

Sekil 2.5: insan kemiginin hiyerarsik yapisi ve insan kemiginin kollajen fibrilleri boyunca dogal HA
kristallerinin diizenlenmesi (ek kiiglik gorsel: sitokiyometrik hidroksiapatitin kristal yapis1) (Yilmaz
ve dig. 2019).
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Kemige sertlik saglamanin yani sira, kemigin yas agirligiin yaklasik %65-
70'ine katkida bulunan inorganik matris, bir iyon rezervuari gorevi goriir. Toplam
viicut kalsiyumunun yaklasik %99'u, fosforun yaklasik %85'i ve viicudun sodyum ve

magnezyumunun %40 ila 60'1 kemiklerde depolanir (Yilmaz ve dig. 2019).

Biyolojik HA, diger iyonlarin varligindan dolay1 stokiyometrik olmayan ve
zayif kristalli bir malzemedir. Insan sert dokularmin inorganik fazlarinin ve katkisiz
sentetik HA'nin bilesimleri Tablo 2.3'de verilmistir. Yiiksek oranda kristalize sentetik
HA, kemik rejenerasyonundan daha yavas oranlarda emilir. Bundan dolay1, yeniden
kemik olusum hiz1 dikkate alindiginda amorf yapida veya zayif kristalli HA seramikler
tercih edilir (Ambrosio ve dig. 2001).

Tablo 2.3: Eriskin-insan kalsifiye dokularinin ve katkisiz sentetik HA'nin inorganik fazlarinin bilesim
parametreleri (Dorozhkin ve Epple 2002).

Kompozisyon Mine Dentin Kemik HA
Kalsiyum 36,5 35,1 34,8 39,6
[agirlikca %]

Fosfor 17,7 16,9 15,2 18,5
[agirlikga %]

Ca/P 1,63 1,61 1,71 1,67
(molar oran)

Sodyum 0,5 0,6 0,9 -
[agirlik¢a %]

Magnezyum 0,44 1,23 0,72 -
[agirlikca %]

Potasyum 0,08 0,05 0,03 -
[agirlik¢a %]

Karbonat 3,5 5,6 7.4 -
[agirlikga %]

Floriir 0,01 0,06 0,03 -
[agirlik¢a %]

Kloriir 0,30 0,01 0,13 -
[agirlik¢a %]

Toplam inorganik 97 70 65 100
[agirlik¢a %]

Toplam  organik 1,5 20 25 -
[agirlik¢a %]

a-ekseni [A] 9,441 9,421 9,41 9,430
c-ekseni [A] 6,880 6,887 6,89 6,891
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2.4.3 Sentetik Apatit

Kemik mineralinin kimyasal iiretimi olan sentetik HA, M10(XO4)sY2 genel
formiiliine sahip inorganik kristalli bilesiklerden biridir. M genellikle Ca?*, Sr**, Ba?*,
Cd?*, Pb?* gibi iki degerlikli bir katyondur, ancak Na*, K* ve A" gibi tek degerli ve
lic degerlikli katyonlar da buraya dahil edilebilir; XOa genellikle PO4*~ ve AsO4*'dir,
ayrica, SiO4*", CO3?~ ve SO4* olas1 ikamelerdir; Y tek degerli bir anyondur: OH™, F~,
CIl, Br (Boanini ve dig. 2010). Buna dayanarak, bilim adamlari, ¢esitli iyonlarin
HA'nin yapisina farkli amaglarla katkilanmasi1 ve ortak katkilanmasi iizerine

calismislardir.

HA'nin kristal yapis1 P ve Ca iyonlarinin stokiyometrik bilesimidir, birim hiicre
boyutlar1 a=b=9.42A ve ¢=6.88A olan altigen bir yapiya sahiptir (Sekil 2.5’deki ek
kiiciik gorsel). HA yapisinin gercevesi esas olarak iki bolgeye dagilmis on adet Ca?*
atomundan olusur, birim hiicredeki on Ca?* iyonundan dort tanesi Ca (1) bolgesinde,
diger altist ise birim hiicrenin koselerinde OH™ gruplariyla gevrili Ca (I1) bolgesinde

bulunur.

2.4.4 Hidroksiapatit Sentez Yontemleri

HA, kimyasal onciiler ve dogal kaynaklar kullanilarak kuru yontemler, 1slak
yontemler ve yiiksek sicaklik yontemleri gibi cesitli yontemlerle sentezlenebilir
(Sedat-Shojai ve dig. 2013). Sentez islemi boyunca kullanilan kosullara bagli olarak
farkli kristallik, boyut, morfoloji ve saflikta HA ortaya ¢ikar. Bu nedenle, HA'nin
ozellikleri mekanik giicii, biyouyumlulugu ve biyolojik 6zellikleri onemli 6l¢iide
etkiler (Sathiyavimal ve dig. 2020). Calisma parametrelerini uygun sekilde
diizenleyerek, kisiye 6zel HA nanoparcaciklarini sentezlemek miimkiindiir. Asagida
HA sentez yontemi ana hatlariyla belirtilmis olsa da ayrintilar1 verilen 1slak yontemler

yaygin olarak kullanilmaktadir.
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2.4.4.1 Islak Yontem

Islak yontemler c¢okeltme yontemi, sol-jel yontemi, hidrotermal yontem,
mikrodalga yontemi ve sonokimyasal yontem olarak smiflandirilir. Tim bu

yontemlerin baslica 6zellikleri asagidaki boliimde detaylandirilmistir.

24411 Coktiirme Yontemi

Coktiirme yontemi, HA sentezinda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
Yontem, Onciilerin (spesifik molar oran) damla damla kontrollii bir sekilde kademeli
olarak ve belirli siire boyunca siirekli karistirllmasini igerir. Alkali pH, asit/baz
ilavesiyle ve oda sicakligindan orta dereceli yiiksek sicakliga kadar korunmalidir.
Reaksiyon karigimini belirli bir siire (yaslandirma) beklettikten sonra, elde edilen
cokelti, reaksiyona girmeyen bilesenleri c¢ikarmak i¢in suyla yikama yapilarak
santrifiijleme ile ayrilmalidir. Ardindan, ¢okelti, kurutulmus HA nanoparcaciklari elde
etmek igin belirli bir siirede ve sicaklikta firinda kurutulur. Daha sonra toz haline
getirilmis HA’y1 elde etmek igin ezilir. HA'nin yapisi ve ozellikleri, Ca/P oranina,
sicakliga, pH'a, onciilerin damla damla eklenmesine ve ilave spesifik dagiticilara
baghdir. Bu yontemin baglica avantajlar1, diisiik maliyetli olmasi, diisiik reaksiyon
sicakligina ihtiya¢c duymasi, islem kolaylig1 saglamasi ve yiiksek saflikta {iriin elde
edilmesi olarak sayilabilir. Dezavantajlari, diizgiin olmayan parcaciklarin olusumu ve
aglomerasyondur. Sicaklik, pH, siiresi, 6n maddelerin yavas eklenmesi, spesifik
dagiticilar ve ¢oklu yikamalar gibi islem parametrelerinin hassas kontrolii genel olarak

safligi iyilestirir (Mohd Pu’ad ve dig. 2020).

24.4.1.2 Sol-jel Yontemi

Sol-jel yontemi, yiliksek tekrarlanabilirlik, saflik ve tanimlanmis morfoloji ile
basit isleme kosullarinda HA ve kompozitlerini hazirlamak igin gii¢lii bir yontemdir.
Bu, diger gelencksel islemlere kiyasla iliman ortam altinda fosfat ve kalsiyum
onciilerinin bir mineralizasyon yontemidir. Jel olusumu ve HA'nin biiyiime hizi, pH'a

ve sicakliga, islem sirasinda kullanilan ¢oziicii tipine, kullanilan 6nciillere baghidir. Bu
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parametrelerin kontrol edilememesindeki yanlisliklar, islem sirasinda kalsiyum igeren

safsizliklarin olugmasina neden olur (Fihri ve dig. 2017).

24413 Hidrotermal Yontem

Yaygin olarak kullanilan bir baska prosediir, ortam kosullarindan daha yiiksek
bir sicaklik ve basingta fosfat ve kalsiyum onciileri arasindaki kimyasal reaksiyonlari
iceren hidrotermal yontemdir. Bu yontem, HA'nin yapisinm1 degistiren/destekleyen
birka¢ organik c¢oziicii, dagitici, yiizey aktif madde, kalip vb. varliginda veya
yoklugunda ilerler. Reaksiyonlar bir otoklav veya bir basingli kap icinde meydana
gelir. Genellikle bu yontem, ¢okeltme ve sol-jel yontemleri gibi diger geleneksel
yontemlerle birlestirilir. Hidrotermal yontemin yiiksek oranda kristal ve stokiyometrik
HA iiretebilecegi bildirilmisir (Zhang ve Zhang 2011). HA'nin kristalligi, gozenekliligi
ve morfolojisi reaksiyon kabinin basincini ve sicakligini uygun sekilde kontrol ederek
degistirilebilir (Fihri ve dig. 2017).

24.4.1.4 Mikrodalga Yontemi

HA'nin geleneksel sentez yontemlerinin yiiksek sicaklik, yiiksek maliyet ve
basing gibi birka¢ dezavantaji vardir. Mikrodalga 1simalar1 hizli bir 1sitma kaynagi
olarak hizmet eder ve kisa siirede tekdagilimli HA nanoparcaciklarini sentezleyebilir.
Ayrica, mikrodalga yontemleri enerji agisindan oldukga verimlidir. Bu yontem aym
zamanda HA'y1 hizla sentezlemek ve iiretkenligi artirmak icin geleneksel yontemlerle
(mikrodalga-¢okeltme, mikrodalga-sol-jel, mikrodalga-hidrotermal, mikrodalga-

yanma, vb.) entegre edilmistir (Kalita ve Verma 2010).

24.4.15 Sonokimyasal Yontem

Bu yontem, HA sentezi i¢in ultrasonik radyasyon kullanan ¢ok hizli ve enerji
acisindan oldukga verimlidir. Ultrasonik dalgalara maruz kalma siiresindeki artigin,
tekdaglimli parcacik boyutu sahip kiiciik, cubuk benzeri HA nanopartikiilleri tirettigi

bildirilmektedir. Ayrica ultrasonik dalgalar sentez sirasinda faz gegisini tetikler.

34



Ornegin, 20 kHz'lik uzun siireli ultrasonik radyasyon, kalsine kirectas1 ve HsPOx4'ten
HA sentezlerken monetitten HA fazina faz ge¢isini indiiklemistir (Klinkaewnarong ve
Utara 2018). Sonikasyon siiresinin yani sira, ultrasonik giic de HA morfolojisinde
onemli bir rol oynar (Deng ve dig. 2019). Onemli 6zellikleriyle birlikte verilen 1slak
sentez yonteminin bir ozeti Sekil 2.6’da gosterilmektedir. Ayrica, Tablo 2.4, HA'nin

birkag 1slak yontem sentezini listelemektedir.

ISLAK c:

Ilimli, Yavas, Dustik maliyetli, Saf HA

—
SOL-JEL [@

llimli, Yavas, Saf HA

Kalsiyum a
onclsi .
HIDROTERMAL

HA

Yiksek sicaklik ve basing, Hizli, Saf ve kristalin HA

FL By MiKRODALGA '

oncusi

Mikrodalga, Hizli, Tek dagilim HA

SONOKIMYASAL

Ultrasonik dalga, Hizli, Tek dagilim HA

Sekil 2.6: HA'nin ¢esitli 1slak yontem sentezlerinin bir 6zeti (Varadavenkatesan ve dig. 2021).

Tablo 2.4: Hidroksiapatitin 1slak yontem sentezi (Varadavenkatesan ve dig. 2021).

Sentez Yontemi Onciiler Morfoloji ve Boyut
Islak Ca(OH); ve HzPO,4 Kiire & 0,2 — 0,3 pm
Islak Ca(NOz)2 ve amonyum fosfat | Cubuk ve 20-100 nm
Sol-jel Ca(NOs)2 ve amonyum fosfat | Cubuk ve 10-60 nm
Hidrotermal Ca(NOz)2 ve amonyum fosfat | Kiire ve 1,7 pm
Hidrotermal Ca(NOz3)2 ve amonyum fosfat = Cubuk ve 10-16 nm
Mikrodalga CaCOs3 ve NazHPO4 Kiire ve 3-10 pm
Mikrodalga Ca(NO3z)2 ve H3PO4 -- & 10-16 nm
Sonokimyasal Kirectas1 ve HsPOq Igne & 7,4 nm
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2.4.4.2 Dogal Kaynaklardan Hidroksiapatit Sentezi

Yukarida bahsedilen islak yontemler, HA nanoparcaciklarinin hazirlanmasi
icin hem fosfat hem de kalsiyum onciilerini gerektirir. Cogunlukla, safsizlik
olusumunu azaltmak i¢in onciillerin saf formu tercih edilir. Bununla birlikte, yumurta
kabuklari, su canlilarinin kabuklari, ¢esitli hayvan/balik/kus kemikleri, az sayida su
bitkisi ve baz1 endiistriyel atiklar gibi dogal olarak bulunan biyo-kaynaklar, kalsiyum
onciisii kaynagi olarak kullanilabilir. Dogal olarak olusan kaynaklarin ikamesi sadece
maliyeti diisiirmekle kalmaz, ayn1 zamanda atiklarin aritilmasi ve degerli bilesiklerin
geri kazanilmasi i¢in oldukga yarar saglar. Ek olarak, dogal kaynaklardan elde edilen
HA, insan kemiginin 6zelliklerini taklit eder ve dolayisiyla biyolojik olarak uyumlu ve
biyoaktiftir (Akram ve dig. 2013). Bu nedenle, dogal kaynaklardan elde edilen HA,

ortopedik ve dis implantlar1 gibi biyomedikal uygulamalarda 6nemli bir rol oynar.

24421 Omurgah Kemiklerinden Hidroksiapatit Sentezi

HA {iretimi i¢in dogal kaynak olarak deve, at, inek, domuz gibi hayvanlardan
elde edilen memeli kemikleri kullanilmaktadir. Ozellikle, insan kemigi apatitine
fizikokimyasal benzerligi nedeniyle sigir kemikleri daha ¢ok tercih edilmektedir.
Genel olarak, sigir kemiklerinden HA {iretimindeki ilk adim, belirli bir siire boyunca
yag proteinlerini, kiri, kemik iligini ve yumusak dokular1 uzaklastirmak i¢in kesme,
yikama ve kaynar su ile temizlemeyi igeren 6n islemdir. Bazen yapiskan bilesenleri
¢ikarmak i¢in aseton, kloroform, yiizey aktif maddeler ve alkali ¢ozeltiler gibi organik
coziiciiler kullanilir. Ikinci adim, organik bilesikleri tamamen ortadan kaldirmak ve
tanimlanmis bir yapisal HA sentezlemek i¢in temizlenmis kemiklerin ¢ok yiiksek

sicakliktaki firilarda kalsinasyonudur (Sun ve dig. 2017).

HA’nin o6zellikleri, sentez sirasinda kullanilan kalsinasyon sicakligina ve
stiresine baglidir. Genel olarak, kalsinasyon sicakligindaki artig, daha az gozenekli saf,
yiiksek kristalli HA verir. Literatiire gore, sigir kemiklerinde bulunan organik
kisimlarin tamamen uzaklagtirilmasi i¢in 700°C'nin tlizerindeki kalsinasyon sicakligi

tercih edilmektedir (Khoove dig. 2015).
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Balik tiiketimindeki artis, onemli miktarda kalsiyum, fosfat, karbonat kaynagi
olan balik kemikleri ve pullar1 gibi 6nemli miktarda atik iiretir (Mohd Pa’ud ve dig.
2019). Bu atiklardan HA'nin hazirlanmasi, sentez siirecinin genel maliyetini diistiriir
ve tlretilen kat1 atiklar1 azaltir. Sigir kemigi 6n islemindeki asamaya benzer sekilde,
balik kemikleri ve pullart, iglerinde bulunan et ve kalintilar1 gidermek i¢in 6n islemden
gecirilir. Daha sonra 6n iglem gormiis balik kilgig1 kalsinasyona tabi tutulur. Son
zamanlarda, farkli sicakliklarda (200—-1200°C) kalsinasyon yoluyla HA ¢ikarmak icin
Lates calkarifer kemikleri kullanilmistir (Pal ve dig. 2017). 800°C'den daha yiiksek
sicakliklarin, karbonat ve kolajen gibi herhangi bir safsizlik olmadan olduk¢a saf HA
{irettigini gostermislerdir. On islem, eti yok etmek icin kaynar suda temizlenmeyi,
ardindan 24 saat boyunca 80°C'de bir firinda kemiklerin temizlenmesini kapsar. Elde
edilen HA’nin, sentetik HA'ya yakin bir stokiyometrik Ca/P orana sahip oldugu

gorilmiustir.

24.4.2.2 Yumurta Kabuklarindan Hidroksiapatit Sentezi

Yumurta kabuklari HA sentezi sirasinda kalsiyum ikamesi olarak
kullanilabilen kalsiyum karbonattan (=%94) olusur (Kumar ve dig. 2012). Temel
adimlar, yumurta kabuklarinin temizlenmesini, CaO olusturmak i¢in ham kabuklarin
kalsinasyonunu ve CaO'nun Ca (OH).'ye doniistiiriilmesinin ardindan trikalsiyum
fosfat (TCP) iiretmek i¢in Ca(OH)2 ve uygun fosfor onciisii arasinda bir reaksiyonu
igerir. Sonunda, TCP ve CaO arasindaki reaksiyon HA nanopargaciklar1 verir.
Yumurta kabugu disinda, deniz taragi kabugu, midye kabugu, istiridye kabugu, yengeg
kabugu ve salyangoz kabugu gibi diger kalsiyum agisindan zengin cesitli dogal
kaynaklardan HA sentezinin bir 6zeti Sekil 2.7'de gosterilmektedir (Varadavenkatesan

ve dig. 2021).
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Sekil 2.7: Dogal kaynaklardan HA sentezi (Varadavenkatesan ve dig. 2021)

2.4.4.2.3 Bitkisel Kaynaklardan Hidroksiapatit Sentezi

Yukarida 6zetlenen dogal kaynaklar, HA sentezi i¢in onciillerin yerine gegme
rolii oynar. Bunun aksine, bitki kaynaklarinin ¢esitli kisimlar1 Onciilerin yerine
gecgmez, ancak bitki 6ziitlerinde bulunan ¢esitli biyomolekiiller HA boyutunu etkiler.
Pektin gibi cesitli bitki kaynaklarindan elde edilen biyomolekiiller, HA'nin
morfolojisini, kristal yapisini, boyutunu kontrol etme konusunda yardimci olabilir
(Gopi ve dig. 2015). Ornegin, muz kabugundan elde edilen pektin, diisiik kristalli, saf,
kiiresel (35-55 nm) ve diizglin dagilmis HA nanoparcaciklarinin olusumuna yardimci

olmustur (Gopi ve dig. 2015).

2.5 Kitosan

Kitin, (B-(1-4)-poli-N-asetil-D-glukozamin), dogada en bol bulunan dogal bir
polimerdir. Karideslerin, boceklerin, yengeclerin kiitikiillerinin ve mantarlarin hiicre

duvarlariin dis iskelelerinde bulunabilir (Younes ve Rinaudo 2015). Biyomedikal
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uygulamalar i¢in kitin, kimyasal veya enzimatik hidroliz yoluyla deasetillenmis tiirevi

olan kitosan'a doniistiiriiliir (E1 Knidri ve dig. 2020) (Sekil 2.8).

Deasetilasyon

OH O=<
HO NH, - HO NH
HO NH,
OH OH

Kitosan

Sekil 2.8: Kitin ve kitinin deasetilasyonu ile elde edilen kitosan (Jayakumar ve dig. 2010).

Deasetilasyon derecesi yiikseldikge (tipik olarak %85'in {izerinde), kitinin
icindeki asetil gruplarinin amin gruplarina doniismesi o kadar yiiksek olur, haliyle
kitosan kalitesi de o kadar yiiksek olur. Pek ¢ok polisakkaritten farkli olarak kitosan,
bulundurdugu amino gruplar1 nedeniyle pozitif yiiklii bir biyopolimerdir. Kitosanin
modifikasyonu; capraz baglama, asilama, komplekslestirme ve fonksiyonel gruplar
yardimiyla polimerler ile harmanlama gibi farkli fiziksel veya kimyasal yontemlerle
gergeklestirilebilir (Jouyandeh ve dig. 2018). Ayrica kitosan, poli anyonlarla giiclii
elektrostatik etkilesimler yoluyla bir polielektrolit kompleks olusturulabilir veya
trifosfat anyonlar1 iizerinde fosfat gruplar1 gibi negatif yiiklii gruplarla

nanopargaciklarin olusumununda gorev alabilir.

Kitosanin polimer zincirleri arasinda, gii¢lii molekiiller arasi hidrojen baglari
bulunur ve bu oOzelliginden dolayr suda neredeyse c¢oziinmeyen kati amorf bir
biyopolimer 6zelligi gosterir (Lizardi-Mendoza ve dig. 2016). Bu polisakkarit, amino
gruplarinin protonasyonunun 6zelligi olarak pH’mn 6 seviyelerinin altinda oldugu

zaman sulu ¢ozeltide ¢oziilebilir. Ayrica, kitosan bir ¢esit kimyasal modifikasyonlarla
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yapisina karboksimetil grubunun baglanmasi ile katyonik yapisini korurken bazik

cozeltilerdeki ¢oziiniirliigiinii belirgin sekilde artirir (Alves ve Mano 2008).

2.5.1 Kitosamn Fizikokimyasal Ozellikleri

Kitosan, viskozite, farkli araglarda ¢oziiniirliik, film olusturma, selasyon,
polielektrolit davranig gibi ¢ok c¢esitli farkli oOzellikleri ile bilinir. Kitosanin
dallanmamig ve lineer formunun miikkemmel bir viskoziteye sahip oldugu
bulunmustur; kitosanin viskozitesi, deasetilasyon seviyesi degistirilerek kontrol
edilebilir. Kitosanin yapisi, fizikokimyasal 6zelliklerini etkiledigi i¢in biiyiik dnem
tagimaktadir. Kitosanin ayirt edici 6zelligi, diisiik kristalli bolge icerigi ve yiiksek
derecede deasetilasyonur. Bu 6zellik, 6rnegin eczacilik ve biyoteknoloji gibi gesitli
pratik uygulamalar i¢in onu cazip bir aday haline getirir. Kitosanin fizikokimyasal
ozellikleri, kristallik, molekiiler agirllik, deasetilasyon derecesi (DD), bozunma
yontemleri gibi gesitli faktorlerden etkilenir (Ghosh ve Ali 2011). Cesitli molekiiler
agirliga gore, ticari olarak temin edilebilen kitosan, yiiksek molekiiler agirlikl kitosan
ve diisiik molekiiler agirlikli kitosan olarak derecelendirilebilir. Yiiksek molekiiler
agirlikli kitosan, DD > %75 ile 190 ila 375 kDa arasinda degisirken, diisiik molekiiler
agirlikl kitosan, DD < %75 ile 20 ila 190 kDa arasinda degisir. Kitosanin bozunma
hizinin, DD ile ters orantili oldugu, asetil gruplarinin diizenine ve dagilimina da bagh
oldugu kesfedilmistir. Daha yiiksek DD, daha diisiik bir bozulma orani gosterirken,
daha diisiik DD, daha hizl1 bir bozulma orani gosterir (Dash ve dig. 2011). Kitosan ii¢
reaktif durustan olusur; her glikozidik bolgede bir amino grubu ve iki hidroksil grubu
bulunur. Amino grubu, pH'a duyarli oldugu i¢im kitosanin katyonik dogasindan ve
cesitli fizikokimyasal ozelliklerinin diizenlenmesinden sorumludur. Ote yandan,
amino grubu pH 6'dan daha yiiksek bir seviyede protonsuz hale gelir ve kitosan
¢oziinmez Ozellik kazanir (Kumirska ve dig. 2011). Ayrica ¢oziiniirliigii, deasetilasyon
yontemlerine, zincir boyunca asetil gruplarinin konumlandirilmasina ve iyonik giice
baghdir. Asidik bir pH'da kitosan, birka¢g metal iyonu i¢in selasyon ozellikleri
gosterme yetenegine sahiptir. Selasyon, serbest amino gruplarinda (pH, notr
seviyelerine yakin) veya protonlanmig amino gruplarinda (asidik c¢ozeltiler)

elektrostatik ¢cekim ile gerceklesir.
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2.5.2 Kitosanin Biyolojik Ozellikleri

Cesitli caligmalar kitosan'in toksik olmayan, biyolojik olarak uyumlu, biyolojik
olarak pargalanabilen bir polimer oldugunu gostermistir. Kitosan ve tiirevleri, anti-
inflamatuar, anti-timér, anti-mantar, anti-bakteriyel, hemostatik ve analjezik gibi

elverisli biyolojik ozellikler sergiler (Bagheri-Khoulenjani ve dig. 2009).

Birgok ¢alisma, kitosanin, bakterilerin hiicre duvarinda bulunan negatif ytikli
lipitler ve proteinler arasindaki etkilesime giren katyonik dogasi nedeniyle gesitli
hastaliklara neden olan bakteriler iizerinde olaganiistii bir antibakteriyel etkiye sahip
oldugunu gostermistir. Kitosanin hiicre zarmna diflizyonu, zarin gecirgenliginin
genislemesine ve bozulmasini destekler, bu da sonucta sitoplazmik sizintisina ve
bakteriyel hiicre 6liimiine neden olur. Yapilan c¢esitli in vitro deneylerde, kitosanin
antibakteriyel ozelliginin DNA baglanma kapasitesinden kaynaklanabilecegi
incelenmistir. Kitosanin bakteri ¢ekirdegi ile temas ettiginde DNA ile birleserek
mRNA sentezini engelledigi belirtilmistir (Elsabee ve Abdou 2013; Kong ve dig.
2010).

Kitosanin mantar onleyici 6zelligi, hiicre zarinin negatif yiiklii fosfolipitleri ile
yaptig1 elektrostatik etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Hiicre zar1 bozuldugunda,
kitosan hiicreye niifuz edebilir ve DNA/RNA sentezini engelleyerek hiicre dlimiine
neden olabilir. DD ve molekiiler agirlik, kitosanin mantar onleyici 6zelliklerini
diizenlemede onemli rol oynar. Genellikle, DD yiikseldikge ve molekiiler agirlik

kiigiildiik¢e kitosanin mantar 6nleyici etkisi artar (Verlee ve dig. 2017).

Kitosan ayrica, eritrosit birikimini hizlandirarak hemostatik bir etki gosterir
(Singh ve dig. 2017). Kitosan tizerindeki pozitif yiik, eritrosit yapismasini, trombosit
yapismasmi Ve aktivasyonunu, fibrinojen adsorpsiyonunu destekler. Kitosanin
hemostatik 6zelligi, polikatyonik igeriginden ve spesifik olmayan plazma membranina
baglanmasindan kaynaklanmaktadir (Wang ve dig. 2019). Yapilan in vitro ¢alismalar,
kitosanin analjezik etkisinin, yaralanma bdlgesindeki inflamatuar mediatorlerin
konsantrasyonunu azaltmak oldugunu gdstermistir. Ayrica agriyr kontrol etmek igin

iltihaplanma bdlgesinden salinan proton iyonlarini da emer (Okamoto 2002).
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2.5.3 Kitosan bazh nanokompozitler

Kitosan, biyolojik ¢ok yonliiliigii, polikatyonik dogasi ve olaganiistii
fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle yillar i¢inde arastirmacilar tarafinda ilgi ¢ekici
olmustur. Kitosan bazli biyonanokompozitler, doku miihendisligi ve ilag dagitim
sistemleri, yara ve yaniklarin pansuman tedavilerinde biyomateryaller olarak
kullanilmaktadir. Biyouyumlulugu, toksik olmamasi ve ¢ok yonliligl, cesitli
endiistriyel sektorlerde kullanimlarini tesvik etmistir. Kitosan, gida endiistrisinde de
uygulama alan1 bularak ve antimikrobiyal ambalaj malzemeleri i¢in umut vadeden bir
aday haline de gelmistir. Kitosan molekiillerindeki hidrofobik kisimlar (N-asetillenmis
kalintilar) ve hidrofilik kisimlar (d-glukozamin) onun emiilsiyon sistemleri
olusturmasin1 saglar. Bu nedenle gida endiistrisinde emiilgator olarak kullanilir.
Ayrica, biyonanokompozitler, nanofillerlerin yiizey islevselligi ve dogasi nedeniyle
istlin bariyer ve mekanik Ozellikleri, daha fazla seffaflik gibi dstiin Gzellikler
gosterebilir. Bu durumda, ilgili nanokompozitlerin daha yiiksek yiizey alaninin yani
sira daha yiiksek en-boy oranina ortam yaratan nano oOl¢ekli dagilim sorumludur.
Kitosan i¢eren bu nano boyutlu biyonanokompozitler, normal nanokompozitlere gore
daha saglam ve kararli biyonanokompozit matris malzemeleri sergiler. Ayrica, kitosan
bazli biyonanokompozitler olaganiistii mekanik ozelliklere sahip biyouyumlu ve

biyoaktif matrikslere benzemektedir (Pillai ve Ray 2012).

Ayrica biyonanokompozitler, nano boyutlu inorganik dolgu maddelerinin
kontrollii kosullar altinda biyopolimerik matrikse eklenmesiyle yapilan en uygun hibrit
tiriinler olarak belirlenmistir. Kitosan bazli biyonanokompozitlerin olusumu Sekil
2.9'de gosterilmektedir. "Biyo" 6n eki, biyolojik olarak parcalanabilir ve ¢evre dostu
oldugunu iafede etmek i¢in kullanilir. Kitosan dogal bir biyopolimer olmasiyla ayrica,
dogaya zarar veren sentetik plastik polimerlere karsi cekici bir alternatif haline
gelmistir. En popiiler biyopolimer matrisler polintikleik asitler, polisakKaritler,
proteinler ve alifatik polyesterler ile nano dolgu maddeleridir. Nanodolgu maddesi
olarak genellikle nanotiip-hidroksiapatit, kil nanoparcgaciklari, metal nanoparcaciklari

ve nanolifler kullanilmaktadir (Kumari ve dig. 2016).
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Sekil 2.9: Kitosan bazli nanokompozitler (Azmana ve dig. 2021).

2.6 Jelatin

Kolajenden proteinin hidrolitik bozunmasi yoluyla olusan dogal bir polimer
olan jelatin, kendine 6zgii amino asit yapisi ile ¢esitli tibbi faydalar saglar (Kumosa ve
dig. 2018). Jelatin genellikle graniil, tablet veya toz halindedir ve bazen kullanimdan
once suda ¢oziilebilir. Jelatin, aragtirmacilar tarafindan hiicre kiiltiirii i¢in ii¢ boyutlu
bir matris ve doku miihendisligi i¢in yap: iskelelerinin bir bileseni olarak genis ¢apta
arastirtlmaktadir (Zhang ve dig. 2014). Jelatin, beslenme acisindan bazi gidalarda
yiiksek protein igerigine sahiptir ve yag ile karbonhidratin yerini alabilir. Jelatin
protein matrisi kaynagi olarak kolajen, insanlarda ve hayvanlarda en dogal olarak
bulunan proteindir. Kolajen, viicudun herhangi bir yerinde bulunur, ancak kemik, cilt,
tendonlar ve baglar en bol olanlaridir (Bou-Ghariosbve dig. 2020). Genellikle, jelatinin
kolajenden sentezi, gida tiretiminde {inlii bir jellestirici madde olarak bilinen tatsiz ve
renksiz bir madde tiretmek i¢in bir kaynatma durumu veya bir hidroliz reaksiyonu
(bazen enzimatik destekli) gerektirir (Deshmukh ve dig. 2017). Jelatin, yiiksek protein
ve diisiik enerji ile yag ve kolesterol igermez, ayrica faydali koruyucu kolloidler ortaya

cikarir. Genel olarak, 6n islemine gore kolajenden iki farkli tipte jelatin tiretilebilir.
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Tip A jelatin, pH 6 ila pH 9'da bir izoelektrik nokta olan ve en yaygin olarak domuz
derisinde bulunan daha az kovalent ¢apraz bagl kolajen i¢in kullanilan bir alkalin
muamele jelatinidir. Tip B jelatin, pH 5'te izoelektrik bir nokta olan ve sigir derilerinde
bulunan daha karmasik kolajene uygulanabilen bir asidik muamele jelatinidir (Lv ve
dig. 2019).

2.6.1 Jelatinin Ozellikleri

Kimyasal olarak jelatin, yaklasik 18 ¢esit amino asitten olusur. Bunlarin %57'si
ana bilesikler olan prolin, glisin ve hidroksiprolindir, geri kalan yaklagik %43'i ise
alanin, arginin, glutamik asit ve aspartik asit gibi diger seckin amino asit aileleridir.
Jelatin, %50,5 karbon, %25,2 oksijen, %6,8 hidrojen ve %17 azottan olusurken,
hidrofilik karakterde ¢ift ve tek katlanmamus zincirlerin kompleksine sahiptir (Sultana
ve dig. 2018). Ayrica jelatinin kimyasal yapisi, B-zincirleri (kovalent olarak capraz
bagli iki a-zinciri), a-zincirleri (bir polimer/tek zincir) ve y-zincirleri (kovalent olarak
capraz bagli ii¢ a-zinciri) gibi farkli polipeptit zincirlerinden olusur. Sirasiyla, yaklasik
180x103, 90x10% ve 300x10% g/mol'liik bir molar agirliga sahiptir. Jelatin igin, islem
stirecinde 1s1 artislar1 yapiyr kolloidlere ¢ozecek, ancak 35 ila 40°C'nin altindaki
sicaklikta jelatinimsi hale gelecektir. Bununla birlikte, sulu jelatin ¢ozeltisi uzun siire
kaynatilirsa, gerceklesecek olan ayrigmalar neticesinde ozellikler degisecek ve
sogutmadan sonra tekrar olusmayacaktir. Ayrica jelatinin jel kuvveti ve viskozitesi
molekiiler kiitle dagilimi ile degisirken elektrolit durumu, pH ve sicakliga gore degisir.
Jelatinin vizkozitesinin konsantrasyon ile arttirmak igin jelatin 4°C'nin altinda
tutulmalidir. Fiziksel jelatin ag1, hidrojene bagli olan baglanti bolgeleri tarafindan bir
arada tutulur (Mishra ve dig. 2017). Fiziksel jelatin jeller, termal tersinir reaksiyonlari
yiiziinden fizyolojik sicaklik ve iizerinde stabil 6zellik gosteremez. Bu durum doku
mihendisligi veya ila¢ dagitimi i¢in kullanimi sirlayacaktir (Bello 2020). Bu
nedenle, bu sorunu ¢6zmek adina ve jelatin jelleri stabilize etmek i¢in enzimatik ya da
kimyasal ¢apraz baglama prosediirleri revagtadir. Jelatin i¢indeki amino asit dizisi,
jelatine has ozellikler veren ayirt edici bir dizidir. Tendon, kemik ve deri gibi hayvan
dokularindan yapilan kolajenin hidrolizi, amino asit iiretiminin énemli bir kismidir.
Uygun goriilen kimyasal reaksiyon igeren 6n islem, jelatin sentezi i¢in yeterli kolajen

¢cOziinlirligli ve sisme saglamak amaciyla kovalent olmayan baglar1 bozacaktir.
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Hidrojen ve hidrofobik baglarin yok edilmesi, ii¢lii sarmal yapiy1 kirma, zincirleri
¢ozme ve ardindan molekiillerin daha kiiciik pargalara ayrilmasini saglamaya yatkindir
(Sockalingam ve dig. 2016). Bunlarin sonucu olarak, hidrojeni ve tiglii sarmal formunu
stabil durumda tutan kovalent baglari, kolajeni ¢oziiniir jelatine doniistiirmek igin
jelatinin doniistiiriilmesinden kaynaklanan sarmal bir forma ayirarak miimkiindiir
(Hosseini ve dig. 2015). Genel hattiyla anlatilmak istenirse, jel kuvveti, yiiksek
dagilabilirlik, afinite, diisiik viskozite dzellikleri, dagilma kararlilig1 ve su tutma gibi
istiin fiziksel 6zelliklere sahiptir. Ayrica jelatin bir ¢esit kopiirtiicli ve koyulastiricidir,

bu nedenle emiilgator olarak kullanimi genis yer kaplar (Wonganu 2020).

2.6.2 Jelatinin Kullanim Alanlar:

Genel olarak jelatin uygulamalar1 Sekil 2.10'da gosterilmistir. Tip sektoriinde
jelatin, nanolifler, farmasétik katki maddeleri, hidrojel, nanomikrosfer kaplar ve hiicre
nakli tastyicilart alanlarinda kullanilir. Mikro/nano partikiilleri araciligiyla farkli
ilaglarm kapsiillenmesinde de kullanilmaktadir (Ma ve dig. 2016). Ilag ve tip
sektoriinde enjeksiyonla ila¢ dagitim mikrokiireleri, intravendz infiizyonlar ve
implantlar i¢in bir matris olarak kullanilmaktadir. Ayrica jelatinin oral tiiketimi kemik
sagligini ve eklemi iyilestirebilecegi 6ne siiriilmektedir (Gomez-Guillen ve dig. 2011).
Jelatin, hemostaz (kanamay1 6nleme) konusunda tip alaninda olduk¢a 6nem teskil
eder. Trombin ve jelatin kanama olan bolgede pihti gorevi gorebilir. Sisen jelatin
partikiilleri, kan akigin1 smirlayarak kanamali bolgenin ¢evresinde mekanik olarak
kararlilig1 olan bir matris olusturmak adina bir fibrin pihtis1 i¢in bir alan saglayabilir
(Liu ve dig. 2015). Ayrica, Zeng ve digerleri (Zeng ve dig. 2015) derin yaralanmalarda
hiicreleri yara dokusunun derin kisimlarina tagiyan derin yara tedavi siirecinde hiicre
tedavisini iyilestirmek i¢in enjekte edilebilir jelatin mikrokriyojeller gelistirdiler. Bu
yontem, bolgesel hedefli ve en az yan etkilere sahip derin bir yara tabakasina enjekte

etmek icin bir mikro siringa ignesi kullanmaktadir.
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Sekil 2.10: Jelatinin uygulama alanlar1 (Mishra ve dig. 2017).

Soguk sularda yasam siiren baliklardan elde edilen jelatin, biinyesinde diisiik
prolin, amino asitler ve hidroksiprolin barindiri. Baliktan elde edilen jelatininin kalitesi
baligin fonksiyonel 6zelliklerine ve safligina baglidir. Balik jelatininin osteotropik bir
islevi vardir. Osteoporoz, genellikle yatalak olma ve engelli olma riski tagiyan kisileri
etkileyen bir hastaliktir (Blakely ve Johnson 2019). Buna gore, baliktan elde edilen
jelatin, osteoporoz hastalarina alternatif faydalar saglamak adina kemik iligi
yogunlugunu artirabilen doku yenilenmesini indiikler. llik su baliklarindan ekstrakte
edilen jelatin ise, domuz jelatini ile benzer 6zellikler gostermektedir. Bu arada, su ile
muamelede mekanik mukavemet kolayca zayiflayabilir ve jelatinin sinirli hidrofilik
kullanimina neden olabilir. Bu sorunu ¢6zmek igin sivi yaglar, kat1 yaglar, mumlar
gibi hidrofobik yapilar, su bariyeri 6zelliklerini desteklemek i¢in kullanilmaktadir
(Mishra ve dig. 2017).
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2.7 Diatom

Diatomlar, tatli ve deniz sulart ve nemli toprak dahil olmak iizere neredeyse
tiim su habitatlarinda bulunan Stramenopile soyunun oldukg¢a ¢esitli tek hiicreli
Okaryotlaridir. Diatomlar 185 milyon yil Oncesi tarihlere kadar uzanirlar, Kretase
donemi sonlarindaki kitlesel yok olustan nispeten de olsa zarar goérmeden
kurtulabilmisler ve Cenozoik donemi sirasinda biiyiik bir gesitlenme gegirmisler ve bu
da onlarin okyanuslardaki ana fitoplankton gruplarindan biri haline gelmelerine yol
acmistir (Kooistra ve Medlin 1996; Lazarus ve dig. 2014). Yaklasik 1 milyar y1l 6nce
bir heterotrofik okaryotik konagin fotosentetik dkaryotik hiicreleri evcillestirdigi seri

ikincil endosimbiyozdan tiiredigi diistiniilmektedir (Keeling 2010).

Diatomlar da zorunlu fotosentetiktir. Tahminlere gére, okyanustaki birincil
tiretimin yaklasik %40'ma ve kiiresel karbon fiksasyonunun %?20'sine katkida
bulunmaktadirlar (Field ve dig. 1998). Bu nedenle, deniz gida aglarinda organik
karbon saglayan ve ayni zamanda kiiresel karbon dongiisiine katkida bulunan ¢ok
onemli bir yapidir. Diatomlar ayrica, deniz seviyesine gore bile degisen, friistiil olarak
bilinen o6zenli seklleri olan, amorf silikadan olusan hiicre duvarlarma sahiptir
(Huysman ve dig. 2010). Diatomlar, karbon doéntisiimiine ciddi katkida bulunur ve
jeolojik zaman oOlceklerinde kiiresel karbon dongiisiinden karbonu c¢ikaran ve
nihayetinde petrol ve fosil yakit rezervlerinin olusumuna oldukga katkida bulunan son
derece onemli varliklardir. Ayrica, silisyumun diatomlardan mineralizasyonu silika
biyojeokimyasal dongiisiiniin 6nemli bir parcasidir (Treguer ve De La Rocha 2013).
Fosillesmis frustiiller, jeologlar i¢in degerli paleo gozlem kaynagidir (Danil De Namor
ve dig, 2012).

Diatom frustiilleri, geleneksel diatom taksonomisinin temeli olan ve onlar1 iki
siraya ayiran ¢ok cesitli morfolojiler gosterir (Sekil 2.11): radyal simetriye sahip
centric (sentrik) (merkezli) diatomlar ve ince elipslerle uzanan pennate (pinnat) (iki
tarafli  simetrik) diatomlardir. Sentrik diatomlar ayrica kutup merkezliler
(Mediophyceae) ve radyal merkezliler (Coscinodiscophyceae) olarak ikiye ayrilir.
Pinnat diatomlar valfte hareketi kolaylastiran bir rafenin (diatom kabugunda bulunan
uzunluguna ¢izgi, yarik) varligina ve yokluguna gore rafid (Bacillariophyceae) ve

arafid (Fragilariophyceae) olarak ikiye ayrilir.
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Sekil 2.11°de goriildiigii ilizere, diatomlarin morfolojik cesitliligi, farkli
mikroskopi teknikleriyle ortaya konmustur. Epifloresan mikroskopi ile gézlemlenen
pinnat diatom zinciri (sol lstte) ve bireysel sentrik diatom (sag tistte). Sag tistteki
resim, yiizdlirmeyi kolaylastirabilen veya yasam alanlarindan koruma saglayabilen
ayrintili bir tel benzeri hiicre dis1 yap ile karakterize edilen bir agik okyanus cinsi olan
Planktoniella'ya aittir. Alttaki iki gorsel, bir pinnat diatomun (Fragilariopsis doliolus)
(sol altta) ve bir sentrik diatomun (Thalassiosira) (sag altta) nanoyapili silisli
frustiillerinin taramali elektron mikrograflarin1 gostermektedir. Olgek ¢ubuklar:

belirtilmistir (Tirichine ve dig. 2017).

Sekil 2.11: Diatomlarin morfolojik cesitliligi.

Diatomlar ayrica biyoyakitlarin, terapdtiklerin ve biyopolimerlerin iiretimi de
dahil olmak tizere ¢esitli uygulamalar i¢in ilgi ¢ekicidir (Tanaka ve dig. 2015). Coklu
doymamuis yag asitleri, polisakkaritler, karotenoidler, vitaminler, steroller (Raposo ve
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dig. 2013), ayrica asilar ve bunlarin adjuvanlart (Nazmi ve dig. 2016) gibi cesitli
molekiilleri tiretmek i¢in molekiiler kaynaklar olarak gittikge daha ¢ok ilgi ¢ekici hale
gelmektedir. Giintimiizde diatomlardan elde edilen malzemeler, oje, dis macunu,
ylizme havuzlar ve ¢esmeler i¢in filtreler, biyoyakit, yapt malzemeleri ve organik
hasere kontrolii i¢in diyatomlu toprak gibi ¢ok sayida iiriin saglamaktadir. Diatomlarin
evrimsel, ekolojik ve biyoteknolojik yonleri bilim diinyasinda oldukga dikkat toplamis
Ozellikle genomik tarafindan saglanan bilgide somut ilerlemelere yol agan yayinlanmis

makalelerde 6nemli bir artisa yol agmustir (Tanaka ve dig. 2015).

2.7.1 Diatom Biyosilika Kaynaklar

Diatomdan ayristirilan silika, ya fosil diatomlardan ya da mevcutta hala yasam
stiren diatomlardan elde edilebilir. Diatom biiyiimesi igin gereken enerji, led bazli
(diisiik enerjili) yapay 151k veya giines 15181 ile stirdiiriiliir. Ayrica, fosfatlar, silikatlar,
nitratlar, vitaminler ve bazi eser elementler gibi alg biiyiimesi i¢in gerekli besinler
nispeten ucuz bir fiyata satin alinabilir ve/veya hatta atik sulardan elde edilebilir. Hem
yapay aydinlatma maliyetlerinden hem de giines 151g1n1n mevsimsel degiskenliginden
kurtulmak i¢in, bu durumda organik substratlar saglanacak olsa da, hiicreler
heterotrofik olarak da biiyiitiilebilir (Pahl ve dig. 2010). Bununla birlikte, karanlik
ortamda yalnizca smirh sayida tiir biyiiyiip gelisebilir (Chen ve Chen 2006).
Biyosilika, hiicre suyunun giderilmesinden (Kiiltiiriin tamaminin santrifiijlenmesi veya
filtrasyonu ile) sonra elde edilir, ardindan genellikle giiclii asitler ve yiiksek
sicakliklarla yapilan reaksiyonlara dayanan bir saflastirma asamasi gelir. Diatomlarin
kamgili olmamasi nedeniyle smirli hareketliligi ve yiiksek silikon miktarinin
varligindan dolayr agir hiicre duvariin olmas: yiiziinden diatomlarin kendiliginden
diplere dogru batmasini arttirir bu durumda hasat hacmini ve dolayisiyla maliyetleri

siirlar boylece biyokiitle toplama maliyetini de arttirir.

Diatomlar genel olarak hizli biiylime 6zellikleri ve yiiksek lipit ve biyokiitle
tiretkenlik 6zellikleri gosterirler, bu da biiyiime kosullarinin ayarlanmasiyla daha da
gelistirilebilir ve diatomlar1 toplu kiiltiir i¢in umut vadeden ilgi g¢ekici bir adaylar
haline getirir (D’Ippolito ve dig. 2015). En bol bulunan biyosilika kaynagi, kolayca

ezilerek ince bir toz haline getirilerek pazarlanabilir bir iiriin, yani diyatomlu toprak
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haline getirilebilen diyatomittir. Diatomit, genellikle bentik (kiyidan itibaren
okyanusun en derin alanina kadar olan okyanus taban1) ortamlarda bulunan 6lii diatom
hiicrelerinin frustiillerinden yapilir. Bentik ortamlarda dogal olarak bulunan fosil
diatom frustiillerin toplanmas1 maliyet bakimindan daha uygundur ve biyosilikanin
endiistriyel iiretimi igin umut verici bir baglangi¢ saglar. Bununla birlikte, diatomitin
bilesimi degiskendir ve saflik orami genellikle yasayan kiiltiirden tiiretilen
frustiillerinkinden daha diisiiktiir. Bu saflik 6zelliklerinin bollugu ve kalitesi ¢evre ve
yaslanma kosullara gore degisiklik gosterir (Uthappa ve dig. 2018). Genel itibariyle
kil minerallerinin ve silikonun %80-90'indan olusan diatomit, insaat malzemelerinin
mukavemetini arttirmak igin, tarimsal giibre ve Kirleticilerde kullanilan sorbent igin,
plastik ve boyalarda dolgu maddesi yapmak i¢in vb. farkli uygulamalarda hammadde
olarak kullanilir. Ek olarak, safsizliklar1 filtrelemek icin filtrelerde, temizlik ve

cilalama iiriinlerinde ise agindirict bir madde olarak kullanilir.

2.7.2 Diatom Biosilikanin Ayrilmasi ve Saflastiriimasi

Dogal olarak bulunan diatom mikropartikiillerinde, volkanik gaz, kil, karasal
partikiiller ve organik maddeler gibi safsizliklar mevcuttur. Bu safsizliklar yerel ¢evre
ve yaslanma kosullarindan kaynaklanmaktadir. Bunu engellemek adina
uygulamalardan 6nce izole edilmis silika mikro kabuk formunda saf diatom elde etmek

icin bu safsizliklarin mevcut diatomlardan uzaklastirilmast 6nem teskil etmektedir

(Aw ve dig. 2012).

Diatomlarin ayrilmasi ve saflastirilmasina dair yontemler arasinda, diatomlarin
toz haline getirilmesi ve piranha ¢ozeltisi tedavisi en yaygin olarak kullanilan
saflastirma islemidir. Piranha ¢ozeltisinin tercih edilmesi, organik tabakalari ¢ikarmak
i¢in giiclii bir oksitleyici ajan olarak hareket ettigi ve diatomlarin ylizeyindeki hidroksil
gruplarimi arttirdig1 ve buna bagli olarak yiizey modifikasyonlarini kolaylagtirmasidir.
Bu uygulama uygun maliyetli, basit ve hizli aritma, gevre dostu (solvent kullanilmaz)
gibi pek ¢ok iistiin 6zellikler sunar. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar ile, toksik metal
iyonlarinin sudan uzaklagtirilmasinda daha iyi sonuglar ortaya c¢ikaran ayirma ve
saflagtirma avantajlar1 konusunda diatomlar1 i¢in bu teknik rapor edilmistir (Patil ve

dig. 2017).
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2.7.3 Diatom Biosilikanin Biyomedikal Uygulamalardaki

Biyouyumlulugu

Diatom kaynakli biyosilika, bir bakima, ilag¢ tasiyicisi olma potansiyeli ve
kemik dokusu rejenerasyonu igin bir iskele olma potansiyeli ile olduk¢a yararlanilan
bir malzeme haline gelmektedir. Son birkag¢ yilda biyomedikal uygulamalarda (ilag
salmimi, kemik doku rejenerasyonu) fosil ya da canli diatomdan tiiretilen silikanin
etkinligi, ¢esitli arastirma gruplari tarafindan ilging bulunmus ve arastirilmistir (Dalgic
ve dig. 2019). Biyosilika bazli igslemler, yapay yapilara dayali islemlere nazaran diisiik
maliyetli ve ¢evre dostu alternatifler haline gelebilir. Sentetik malzemelerin tretimi,
belirli ve zorlu siiregleri gerektirirken, biyosilika, dogal ve basit sekilde karmasik yap1
olusumunu tetikleme avantajina sahiptir. Ornegin, optik sensdrlerin gelistirilmesinde
diatom kaynakli biyosilikanin kullanilmasi, enerji maliyetinin uygun bir sekilde
kontrol edilmesini ve manipiile edilmesini sagladigindan, gelecekte sentetik
kristallerin kullanilmasindan daha ¢ekici hale gelebilir (Kong ve dig. 2016). Biyobazli
silika, cevresel agidan daha yararli ve siirdiiriilebilir hizli yontemlerle (¢oziicii
igermeyen prosediirler) sentezlenebilir. Boylece tehlikeli kimyasallarin kullanimindan
kaginilir ve bu kimyasallarin atmosfere yogusma oranlarinin iyi bir sekilde kontrol

edilmesini saglar (Albert ve dig. 2017).

Diatom kaynakli biyosilika, biyolojik sistemlerle yiiksek uyumluluk agisindan
diger gozenekli malzemelere kiyasla farkli birgok avantaj sunar (Tramontano ve dig.
2020). Cesitli tiimor hiicreleri tizerinde biyouyumluluk testleri gergeklestirilmistir ve

baz1 6nemli 6rnekler asagida rapor edilmistir.

Hiicreler tizerindeki kisa siireli (6-24 saat) zararli etkileri tespit etmeyi
amaglayan ATP tabanl bir 1s1ldama deneyi; diatomit partikiillerinin bu ii¢ kolon
kanseri hiicre hattinda ¢ok diisiik toksisiteye sahip oldugunu gosterdi: Caco-2, HT-29
ve HCT-116 (Zhang ve dig. 2013). Amino ile modifiye edilmis diatomit nano
parcaciklarinin insan akciger epidermoid karsinom hiicreleri (H1355) tizerindeki
etkisi; MTT (3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) tahlili ile
degerlendirilmistir. Diatom partikiillerinin farkli konsantrasyonlar1 24, 48 ve 72 saat
boyunca test edilmis ve sonuglar yukarida belirtilen tiimér hiicrelerine karsi ¢ok diisiik

sitotoksik etki gostermistir. Bu durum, islevsellestirilen diatomit pargaciklarini, gen
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ekspresyonunu susturarak insan akciger epidermoid karsinom hiicreleri (H1355)
igerisinde kiiciik enterferans yapan riboniikleik asidi (SiRNA) tasimak igin faydal
tastyicilar haline getirmistir (Rea ve dig. 2014). Biyouyumluluk, normal insan dermal
fibroblastlart (NDHS) ve Saos-2 osteoblastlar1 gibi kemik hiicreleri {izerinde,
Thalassiosira weissflogii frustiillerinin 3-merkaptopropil-trimetoksisilan (MPTMS)
ile islevsellestirilmesiyle degerlendirilmistir. Merkapto kapli biyosilika, her iki hiicre
hattinin bliylimesini, tek basina hiicre kiiltiirii hiicrelerden bile daha fazla basarili bir

sekilde uyarmistir (Cicco ve dig. 2016).

Diatom kaynakl silikalarin biyouyumlulugu, kiiclik enterferans yapan RNA
(siRNA) ile antiapoptotik faktor B hiicreli lenfoma/losemi 2'yi (Bcl2) hedeflemeyi
amaglayan calismalarda da degerlendirilmistir. Silika parcaciklarinin amino gruplari,
timorle iliskili genlerin ekspresyonunu asagi regiile etmek icin siRNA ile
komplekslestirilmistir. Hedef hat A20 murin lenfomasiydi ve asagidaki {i¢ farkl
metodoloji uygulanarak islevsellestirilmis frustiiller ve kontroller (tedavi edilmemis
hiicreler gibi) arasinda sitotoksiklik durumunda higbir fark gézlenmemistir (Martucci
ve dig. 2016).

Yukarida literatiirden verilen bilgiler ile sunulan sitotoksisite analizlerinin
cogu kisa zaman araliklarinda ortaya konmustur. Daha uzun maruz kalma siirelerinin
(21 giin) etkisi, insan embriyonik bobrek hiicreleri (HEK-293) ve sentezlenmis
(yiiksek sicaklikta kaynasmis gibi) diatomlara maruz birakilan MDA-MB-231 meme
kanseri hiicreleri iizerinde degerlendirilmistir. Biyouyumluluk, Calcein-AM boyasi ile
canlilik deneyleri yoluyla test edilmis ve c¢ikan veriler dogal silikonun toksik
olmadigini dogrulamistir. Bu, kaynasmis diatom friistiillerinin sentetik kemik grefti
uygulamalar1 i¢in uygun bir alternatif olabilecegini diistindiirmiistiir (Amodo ve dig.
2020). Silika bazli cihazlarin uzun siireli maruziyetinin biyolojik sistemler iizerindeki
etkilerini ongdrmek i¢in Terracciano ve arkadaslari diatomit pargaciklarinin model
organizma Hydra vulgaris iizerindeki in vivo etkisini arastirmistir. Islem gérmemis
numuneler ve ¢iplak frustiillere ve hiicreye niifuz eden peptit [(aminooksi)asetil]-Lys-
(Arg)9 (hiicresel alimi arttirmak icin) ile modifiye edilmis diatom nanopargaciklarina
maruz kalan hayvanlar 14 giin boyunca izlenmis ve herhangi bir zararli etki
gbzlenmemistir. Biiylime oranlar1 ve apoptoz tiim kosullarda gézlenmistir (Sardo ve

dig. 2021).
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Ozellikle ilag yiikleme ve kemik rejenerasyonu igin iskele olarak somut
biyomedikal uygulamalar alaninda, biyosilikanin toksisitesinin olmadigimi kesin
olarak tespit etmek i¢in canli organizmalar {izerinde daha fazla aragtirma yapilmasi

zorunludur (Sardo ve dig. 2021).
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3. YONTEM

3.1 Materyaller

Kitosan (medium molecular weight) Sigma-Aldrich (product of Iceland)’den
satin alind1. Hidroksiapatit (nanopowder), jelatin (from calf skin) ve diatom (suitable
for most filtrations) Sigma-Aldrich (product of USA)’den satin alindi. Kitosani
¢ozmek i¢in kullanilan asetik asit (Glacia, %100 Anhydrous), ISOLAB chemicals
(Wertheim, Germany)’den temin edildi. Hidrojellerin c¢apraz baglanmasinda
kullanilan gluteraldehit, Merck (USA)’den temin edildi. Hiicre kiiltiir calismalarinda
besiyeri olarak kullanilan DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), Sigma—
Aldrich (USA) ve HMDS (Hekzametildisilazan), BRB (product of Netheraland)’den
satin alindi. 3T3-L1 hiicre hatti Avrupa Onayli Hiicre Kiiltiirleri Koleksiyonu
(ECACC)’ndan temin edildi. Bu ¢alismada kullanilan tiim kimyasallar analitik saflik

diizeyindedir.

3.2 iskelelerin Hazirlanmasi

3.2.1 Tez Deneyleri Oncesi ilk Yapilan Deneme Calismalari

2018 yiiksek lisans programimin baslamasiyla ilk kez calisilacak olan doku
miihendisligi alaninda yeterli literatiir taramalar1 neticesinde konuya dair taslak
niteliginde bazi deneyler yapilmistir. Tez deneylerine gegmeden Once bu taslak
deneyleri paylasarak baslangi¢ ve ilerleme siireci bir nebze de olsa ifade edilmektedir.

Asagida sirasi ile ilk deneme calismalarina dair gorseller agiklamalari ile verilmistir.
Deneme 1: kitosan+jeatin ve kitosan+jelatin kopiigii

%1,5’luk kitosan ¢ozeltisi distile suda (%] asetik asit i¢eren) ¢ozilmiistiir.
%10’1uk jelatin ¢ozeltisi 1500 rpm’lik devirde karistirilarak jel ve kopiik olarak iki
fazli form olusturulmustur. Kitosan:jelatin = 1:1 oraninda ve kitosan:jelatin

kopiigii=1:1oraninda karistirilmistir. Kitosan jelatin karisimi ¢apraz baglama islemi
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icin gluteraldehit ile temas ettiginde gluteraldehit miktar1 fazla geldigi icin ¢ok ani
katilasma gerceklesmis ve sekil biitlinliigli saglanamamistir. Ancak yine de gézlem
amagh dondurarak kurutma islemi uygulanmistir. Sekil 3.1°de goriildiigii iizere
oldukega sert ve gozenekli bir {irlin ortaya ¢ikmistir. Burada, jelatin hidrojeli igeren
gbzenekli yapinin jelatin kopligli iceren gozenekli yapiya gore daha sert yapida oldugu

gozlemlenmistir.

Sekil 3.1: Kitosan/jelatin ve kitosan/jelatin kopiigii gézenekli yapilari.

Deneme 2: kitosan+jeatin+hidroksiapatit

%1,5’Iuk kitosan ¢ozeltisi distile suda (%] asetik asit iceren) ¢oziilmistiir.
%?2’lik jelatin ¢ozeltisi distile suda ¢oziilmiistiir. Kitosan:jelatin = 1:1 ve kitosan:jelatin
= 1:2 oraninda iki farkli ¢6zelti hazirlanmistir ve bu ¢ozeltilere 0,15 gr hidroksiapatit
eklenerek homojen karisana dek karistirilmaya birakilmistir. Gluteraldehit ile ¢apraz
baglama yapilarak malzemeler dondurarak kurutma iglemine tabi tutulmustur. Ancak
Sekil 3.2°de gorildiigii tizere liyofilzasyon siiresi yetersiz kaldigi i¢in malzemeler
cithazdan ¢ikarildiginda heniiz i¢ kisimlardaki buzlarin uzaklagsmadi gozlemlenmistir.
Buzlu bolgeler zamanla, normal kosullarda eriyerek, o bolgelerde igeri dogru ¢okme
meydana getirmistir.
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Sekil 3.2: Kitosan/jelatin gdzenekli yapilari.

Deneme 3: kitosan+jeatin+diatom+hidroksiapatit

%1’lik kitosan ¢ozeltisi distile suda (%1 asetik asit) ¢oziilmistiir. %10’ luk
jelatin ¢ozeltisi distile suda ¢ozlilmistiir. Kitosan:jelatin = 1:1 oraninda iki ¢ozelti
hazirlanmistir. Karsilastirma amagch ¢ozeltilerden birine %2°lik diatom eklenmistir. ki
cozeltiye de 0,15 gram hidroksiapatit eklendikten sonra homojen karisim elde edilene
dek karistirilmaya birakilmistir. Gluteraldehit ile capraz baglama yapildiktan sonra
Sekil 3.3’de goriildiigii gibi dondurarak kurutma islemi sonrasi gézenekli yapilarin son

hali goriilmektedir. Cikan malzeelerden diatom katkili olan yapmin daha gevrek

sertlikte oldugu gozlenmistir.
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Sekil 3.3: Kitosan/jelatin ve kitosan/jelatin/diatom gézenekli yapilari.

3.2.2 Tez Cahsmasi Kapsaminda Yapilan Deneyler

Kitosan c¢ozeltisi: Kitosan %3 (w/v), distile su i¢inde (%] asetik asit igeren)

50°C'de 24 saat karistirilarak hazirlandi.

Jelatin ¢ozeltisi: Jelatin %10 (w/v) distile su iginde 5 saat 40°C'de karistirilarak

hazirlandi.

BTS terimi, Bone Tissue Scaffold (kemik doku iskelesi) 'un kisaltmasi olarak
kodlanmigtir. Calismamizda dort farkli karigim BTS-1 (CS/HA), BTS-2 (CS/HA/Di),
BTS-3 (Gel/CS/HA) ve BTS-4 (Gel/CS/HA/Di) olarak adlandirilmistir. Bu dort

karisimin hazirlanisi sirasiyla asagida verilmistir.

BTS-1: 20 ml kitosan ¢ozeltisine 2 g hidroksiapatit ilave edildi ve homojen

olana kadar karistirildi.

BTS-2: 20 ml BTS-1 ¢ozeltisine 0,1 g diatom ilave edildi ve homojen olana
kadar karistirildi.
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BTS-3: 10 ml kitosan ve 10 ml jelatin ¢ozeltisi karistirild1 ve bu ¢ozeltiye 2 gr

hidroksiapatit ilave edilerek homojen olana kadar karistirildi.

BTS-4: 20 ml BTS-3 ¢ozeltisine 0,1 g diatom ilave edildi ve homojen olana
kadar karistirildi.

Ozet olarak, Tablo 3.1°de her bir kompozit iskelede bulunan malzemeler

hakkinda bilgi verilmektedir.

Tablo 3.1: Biyo-kompozit iskeleler ve igerikleri.

Iskele kodu Kitosan (CS) Hidroksiapatit (HA) Jelatin (Gel) Diatom (Di)
BTS-1 V4 V4

BTS-2 V4 V4 V4
BTS-3 V4 V4 V4

BTS-4 v v v V4

Sekil 3.4’de glutaraldehit ile capraz baglandiktan sonraki hidrojellerin
elastikligini gosteren kasikla basma-¢ekme denemesine dair bir gorsel verilmistir. Bu
dort hidrojel, gece boyunca -20°C’de tutuldu ve daha sonra 48 saat boyunca liyofilize
edildi (dondurularak kurutuldu). Sekil 3.5’de malzemelerin liyofilizator tiiplerine
koyuldugunun, sekil 3.6'da ise liyofilizasyon (dondurarak kurutma) isleminden sonra

olusan iskelelerin gorseli verilmektedir.

Biyokompozit
hidrojel

|

—> 9\

Sekil 3.4: Biyonanokompoit hidrojellere kasik ile basma-¢cekme denemesi.

(11
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Sekil 3.5: Malzemelerin liyofilizator tiiplerindeki goriintiileri
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Sekil 3.6: Dondurarak kurutma sonrasi olusan kemik doku iskeleleri.

3.3 Karakterizasyon Calismalari

Hiicre kiiltiiriinden 6nce ve sonra kompozit yap: iskelelerinin morfolojisini
goriintiilemek i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM, Zeiss Supra 40VP, Germany)
kullanildi. Biyokompozit doku iskelelerinin kimyasal baglar1 ve fonksiyonel gruplari
FT-IR (Thermo Scientific Nicolet iS50, Germany) kullanilarak 0,5 cm™ ¢oziiniirliikte

ve 400-4000 cm™ frekansta incelenmistir.
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3.3.1 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM) (Zeis Supra V40) (Gériintiiler PAU
ILTAM’da  ¢ekilmistir), ¢ok g¢esitli interdisipliner c¢alisma alanlarinda
kullanilmaktadir. Malzeme boyutu agisindan mikrometreden (pm) nanometreye (nm)
kadar olan Olceklerde inorganik ve organik maddelerin analizinin yapilmasinda
oldukga etkili bir yontem olarak kullanilir. SEM, ¢ok ¢esitli malzemelerden ¢ok hassas
goriintiiler elde edebilmek i¢in 300.000x’den 1000000x'e kadar ulasan yiiksek
biiylitme avantaji saglar. Genel malzeme bilimi i¢in gelismis bir SEM cihaz1 Sekil
3.7'de gosterildigi gibi SEM ekipmani araciligiyla yapilir. SEM'de kullanilabilecek
malzemeler genel olarak polimerler ile metalleri kapsayan organik ve kati inorganik

malzemeleri igermektedir (Mohammed ve Abdullah 2018).

/4

Sekil 3.7: Taramali elektron mikroskobu (SEM).
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3.3.1.1 SEM’in Bilesenleri ve Calisma Sistemi

SEM asagidaki temel bilesenlerden olusur (Sekil 3.8.):

a) Yiksek enerjili elektronlar iiretmek i¢in bir kaynak, buna elektron tabancasi

denir

b) Elektronlar1 Sekil 5'teki gibi iki veya daha fazla elektromanyetik mercekten

gecirmek i¢in asagiya dogru kolon.
¢) Sapma sistemi tarama bobinlerinden olusur.
d) Geri sacilan ve ikincil elektron i¢in elektron dedektorii.
¢) Numune i¢in bir bélme.

f) Bilgisayar sistemi, taranan goriintiileri goriintiilemek icin goriintiileme

ekrani ve elektron 1s1n1n1 kontrol etmek i¢in klavyeden olusur.

Elektron
tabancasi

SEM duzeni ve islevi

Amplifikator/yiikselteg

Yogunlastirici
mercek
Ekran
Saptirma
bobini

Sonuncu f ﬁ ’
mercek
e-
Elektron
Numune ve !\‘. dedektorii

numune tutucu

Sekil 3.8: SEM temel bilesenleri.
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SEM, gozle goriinmeyen nano ve mikro diinyalarini gozler oniine seren bir
aractir. Isik mikroskobunun erisimedigi ayrintilar1 ve asamadigi karmasikligt SEM
ortaya ¢ikarilabilir. Biitiin bunlar, iyi tanimlanmis olan asagidaki stiregle elde edilebilir

(Friel ve Lyman 2006):

e Malzeme analizi, 100-30.000 elektron volt araliginda yiiksek enerjili bir
elektron demeti uygulanarak yapilir. Bu elektron emisyonunu saglamak adina
genellikle termal kaynak kullanilmaktadir.

e Tabancadan ¢ikan 1s1nin boyutu net bir gériintii olusturmak igin ¢ok biiytiktiir.
Bu yilizden SEM, isinlar1 sikistirarak odaklanmis elektronu numuneye
yonlendirmek igin farkli ozellikte merceklerle donatilmistir. Genellikle,
SEM'in 1s1n boyutunun 10 nm'den kiigiik olmasi, sonuncu mercekte toplanan
elektronlarin numune ile etkilesimi ig¢in ve goriintii tiretmede kullanilan
sinyalleri olusturmak i¢in 1pum derinlige niifuz etmesinden kaynaklanir.

e Numunenin goriintiisii, elektron demetinin numunenin yilizeyinde dikdortgen
sekilde raster olusturana dek ayri konumlara dogru diiz ¢izgiler seklinde
hareket etmesini saglayan tarama bobinlerinin hareketleri yiiziinden nokta
nokta olusturulur. Bu asamalar gerekli biiylitmeye bagli olarak gergeklesir.
Cihaz1 kullanan operatoér daha yiiksek biiyiitmelerde goriintii almak isterse,
tarama bobinleri 151m1 daha kiigiik bir alana saptirmak i¢in ¢aligir. Sonuncu
mercek ile numunenin yiizeyi arasinda olan c¢aligma mesafesinin, modern
SEM'de bunun otomatik ayarlama ile ¢oziildiigli bliylitme iizerinde bir etkisi
oldugunu belirtmekte fayda var.

e Elektron dedektdrii, taranan numuneden yayilan elektronlar: (sinyalleri) tespit
etmektedir. Detektor olmazsa, numunenin yiizeyinde iretilen sinyaller, tek
bagma anlagilmayan bir goriintii olarak ortaya ¢ikar. SEM goriintii elde
edilmesinde hem ikincil elektronlar hem de geri sagilan elektronlar kullanilir.
Eger ki kollektor ekranina negatif voltaj uygulanirsa sadece geri sacilan
elektronlar taoplanir (Suri ve dig. 2019).

e Busiirecin ardindan sinyaller goriintiileme ekraninda gériintiilenir ve operator
parlaklig1 ve yogunlugu degistirerek en net goriintiiyii elde etmeye caligir.
Numune i¢inde kiiglik detaylarin goriintiilenmesi i¢in 10.000x ve iistiinde

Otesinde biiytitmeler yapilmalidir.
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Tabancadan yayilan elektron voltaji modu ayrintilar iizerinde etkin 6zellige
sahiptir. Hizlanma voltajlar1 5 kV'dan diisiik oldugunda taranan goriintii yiizey
bilgisi agisindan zengin olur. Buna karsilik, 15-30 kV arasinda degisen yiiksek
hizlanma voltajlar1 ylizeyin altina niifuz eder boylece yiizeyden yansiyan
sinyaller numunenin i¢ kismi hakkinda ayrintilar saglamis olur (Zhang ve
Ulery 2018).

SEM analizinde kismen elde edilen ii¢ boyutlu goriintli, numunenin,
morfolojisine iliskin  boyut, sekil ve yiizey dokusu acgisindan
gorsellestirilmesine baglidir. Bu da ikincil elektronlar ve geri sagilan
elektronlar sayisina baglidir. Bununla birlikte, numune yiizeyinin egim agisi,
yukarida belirtilen sayilarin artmasinda ve dolayisiyla topografik kontrast

tizerinde dogrudan etkilidir.

3.3.1.2 SEM i¢in Numune Hazirlama ve Kullanilan Cihaz ile Malzemeler

SEM analizi 6ncesi numune hazirligina dair bilgiler asagida maddeler halinde

verilmistir.

Numune ebati ile numune tutucusunun esdeger boyutlarda olmasi gerekir.
lletken o6zellige sahip olmayan numuneler elektron isinlar1 tarafindan
taranirken sarjlanma yapmaya (yiik birikmesi) yatkin oldugu i¢in bu tiir
numuneler elektriksel olarak iletken bir malzeme ile kaplanmalidir. Bu iletken
malzemeler altin, palladyum ya da karbon olabilir.

Analiz sirasinda SEM igerisinde yiiksek vakum olacagi i¢cin numunenin bu
ortama dayanabilecek direnci olmalidir. Numune kendi seklini korumali ve
fazla miktarda gaz ¢cikarmama 6zelligi olmalidir.

Numune, numune tutucusuna saglam sekilde yerlestirilmelidir. Bdoylelikle

elektron 1sinlarina maruz kaldig1 zaman hareket etmemelidir.

Analizi kapsayan cihaz ve malzemeler agagida siralanmigtir.

Analizi yapilacak olan numune.
lletken &zellige sahip numune tutucu.

Iletken 6zellige sahip numune yapistirma band.
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e Numuneyi iletken hale getirme igin altin, palladyum, karbon kaplama cihazi.

e Taramali elektron mikroskobu (SEM) {initesi

3.3.2 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)

Analitik bir teknik olarak Mid-IR (MIR) spektroskopisi, fonksiyonel molekiil
gruplar i¢indeki dipol baglarin IR radyasyonunun absorbansini 6lger (Chalmers ve
Griffiths 2002; Gauglitz ve Vo-Dihn 2004). IR radyasyonunun absorbansi, baglardaki
elektronlar1 daha yiiksek bir titresim durumuna uyararak (Gauglitz ve Vo-Dihn 2004),
molekiiler baglarin biikiilme veya gerilme hareketlerine neden olur (Chalmers ve
Griffiths 2002). Bir molekiil, hareketsiz veya uyarilmis durumlardayken belirli dalga
boyunun absorpsiyonu ile degisiklige ugrarsa IR radyasyonunu emer. N2, H2 ve Oz
gibi elementel iki atomlu gazlar disinda ¢cogu kimyasal bilesik bir dipol momente
sahiptir ve karakteristik kizilotesi absorpsiyonlariyla analiz edilebilir (Amand ve

Tullin 1999).

Organik bilesikler ic¢in, karakteristik gerilme titresimleri genellikle MIR
bolgesinde, 4000 cm™ ile 1500 cm™ arasinda, meydana gelir (Gauglitz ve Vo-Dihn
2004). Bununla birlikte, 1500 cm™in altinda, genellikle biikiilen titresimler,
molekiiliin veya molekiiliin biiyiik bir boliimiiniin karakteristik parmak izine neden
olur ve bu nedenle tanimlama igin yararli yapisal bilgiler verebilir (Stuart 2005).
Absorbansin yogunlugu, kantitatif amaclar i¢in IR spektroskopisini 6zellikle uygun
hale getiren karisimlar1 analiz ederken, saf bir bilesigin veya belirli bir 6zelligin veya
fonksiyonel grubun konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Gauglitz ve Vo-Dihn 2004).
Sekil 3.9.°da modern bir FT-IR (Thermo Scientific Nicolet iS50), (Gériintii PAU
ILTAM’da ¢ekilmistir.) cihazina ait gdrsel verilmektedir.
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Sekil 3.9: Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR).

FT-IR cihazlari, iki 151n arasindaki yol uzunlugundaki degisimin bir fonksiyonu
olan, interferogram adi verilen bir sinyal vermek i¢in iki IR 1s1n1 arasindaki girigimi
kullanir (Stuart 2005). Bu, sekil 3.10°da goriildigi gibi, genellikle bir Michelson
interferometresi kullanilarak gergeklestirilir. Bir Michelson interferometresinden
iiretilen sinyal daha sonra Fourier Doniisiim algoritmalari kullanilarak sinyal olusturan
frekanslara ayristirilabilir (Stuart 2005). Ilk olarak 1881'de (Michelson 1881, 1927)
tanimlanan Michelson interferometresi, civa arki, tungsten veya kiiresel lamba gibi bir
151k kaynagindan, yar1 yansitici bir 151n ayiricidan ve biri sabit digeri hareketli iki dik
aynadan olugsur (Stuart 2005; Albert ve ark. 2011). Girisim 6lgerin ilk bdliimiinde,
paralellestirilmis bir IR 1gin1, bir 1gin ayirict tarafindan esit yogunlukta boliiniir
(Gauglitz ve Vo-Dihn 2004). Sekil 3.10°da bu boliinmiis 1sinlarin daha sonra hem sabit
hem de hareketli aynalar tarafindan yeniden birlestikleri ve miidahale ettikleri 151n
ayirictya geri yansitildigr goriilmektedir (Gauglitz ve Vo-Dihn 2004). Yeniden
birlestirilen 1s1nda yapici veya yikici olabilen bu girisim, hareket eden aynanin yol

uzunlugunda bir farklilik olugturmasindan kaynaklanir (Stuart 2005).
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Sekil 3.10: Modern FT-IR araglarinda kullanilan bir Michelson interferometresinin semalar1 (Valand
ve dig. 2019).

Michelson interferometre 1800'lerin sonlarinda gelistirilmis olmasina ragmen,
1970'lerde, yiiksek ¢Oziniirlikli IR wverileri {izerinde Fourier doniisiimii
gerceklestirmek i¢in hesaplama giicii ¢ikmazi asildiginda (Albert ve dig. 2011),
yontem devrim yaratti. Fourier doniisiimii, elde edilen yogunluk-zaman
interferogramlarini, yogunluk-frekansin bir IR spektrumuna doniistiiriir (Gauglitz ve
Vo-Dihn 2004). Bilgisayar devriminden once, ¢ogu FT-IR aracinin ¢oziiniirlig,
dagitici IR araclariyla karsilastirilabilirdi (Albert ve dig. 2011) ve bu nedenle ¢ok daha
pahali olduklart i¢in siklikla kullanilmadilar. Ancak, hesaplama giiciiniin ¢ikmazi
asildiginda, artan ¢6ziiniirlik maliyetten daha agir basti ve FT-IR giderek daha fazla
kullanilmaya baglandi. Su anda, bir FT-IR cihazinin ¢6ziiniirliigii, aynalar tarafindan
yansitilan iki 1s1n arasindaki maksimum yol farki ile sinirhidir (Stuart 2005), Michelson
interferometre kollar1 arasindaki yol uzunlugu farki ile orantilidir, boylece daha uzun
bir mesafe ¢ozlniirliigii artiracaktir (Gauglitz ve Vo-Dihn 2004). Daha dogrusu,

modern FT-IR cihazlartyla daha da yiiksek ¢oziiniirlik elde etmek icin simirlayic
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faktor, interferometredeki hareketli aynalar i¢in optik ve hareket mekanizmalarinin
hassasiyetidir (Stuart 2005). Bu yiiksek ¢oziiniirliik arzu edilir ve bu nedenle FT-IR,
giinlimiizde gida tagsisi ve orijinalligini incelemek ve arastirmak icin siklikla tercih

edilen yontemdir (Valand ve digerleri, 2019).

3.3.2.1 FT-IR ve Doku Miihendisligi icin Goriintiileme Uygulamalari

Fourier transform kizilotesi spektroskopisi (FT-IR), tasarlanmis doku
kompozisyonunun degerlendirilmesi i¢in potansiyel bir ¢6ziim olarak 6ne ¢ikmaktadir.
FT-IR mikroskopisi ve goriintiileme, doku ve diger biyolojik sistemlerin bilesimini ve
yapisini aragtirmak i¢in uzun yillardir basariyla uygulanmaktadir (Diem ve dig. 2004).
Bu yonteme 6zgili olan FT-IR analizi, tahribatsiz, etiketsiz bir yaklagim kullanarak
zengin ve ayrintili bir bilgi yelpazesi saglayabilir. Orta kizilotesi (MIR) (400—4000
cm?) ve yakin kizildtesi (NIR) (4000-12500 cm™) arahigindaki titresim
spektroskopisi, fonksiyonel gruplar icindeki molekiiler titresimler hakkinda &zel
bilgiler saglayabilir. Bu durum spektrumlardaki bilesimle iliskili olan karakteristik
absorpsiyon bantlariyla sonuglanir. MIR araliginda, bantlar daha yogun ve spesifiktir,
oysa NIR'de tipik olarak daha zayif, daha genis ve Ortiisen yapidadir ve MIR
spektrumlarinda goriilen temel titresimlerin tonlarina ve kombinasyonlarina karsilik
gelir (Querido ve dig. 2017). MIR araligindaki absorbanslar, titresim frekansinin
molekiiler tiirlere 6zgii oldugu ve tepe noktasinin entegre absorbansinin bir molekiiler
bilesenin konsantrasyonu ile ilgili oldugu temel molekiiler titresimlerden kaynaklanir.
MIR ve NIR spektral analizi birlikte, dokularin bilesimi ve yapist ile ilgili gesitli
kalitatif ve kantitatif bilgiler saglar. Doku miihendisligi alaninda, biyomalzemelerin
ve yapt iskelelerinin ve ECM'nin karakterizasyonu i¢in MIR spektroskopisi
kullanilmistir. Bu, eklem kikirdagi, kemik, kalp, deri, kornea ve mesane icin
tasarlanmis yapilart igerir. Bununla birlikte, miihendislik doku yapilarinda hiicreler
tarafindan iretilen ECM'yi degerlendirmek i¢in MIR'min kullanilmasi ile eklem

kikirdagi ve kemik ¢alismalaria odaklaniimistir (Querido ve dig. 2017).
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3.4 Hiicre Kiiltiir Calismalar:

3.4.1 Hiicre Hattinin Hazirlanmasi ve Bakim

Hiicre kiltiirii calismalari, 3T3L1 fare embriyonik fibroblastik hiicre hatt
(ECACC, UK) ile gerceklestirilmistir. Hiicreler, %10 FBS ve %1 penisilin-
streptomisin igeren besiyeri (DMEM; Sigma, Almanya) kullanilarak petri kaplarinda
kiiltiirlenmistir. Hiicreler ekimden once 37°C, %95 nem ve %5 CO2 ortaminda
inkiibatorde (EC-160, Niive, Tiirkiye) tutularak iki glinde bir alt kiiltlirlenmistir. Sekil
3.11.’de stoktan ¢ikarilan 3T3L1 hiicre hattinin ¢ogaltilmasiyla elde edilen mikroskop

goriintlisii verilmektedir.

Sekil 3.11: 3T3L1 hiicrelerinin mikroskop altinda goriintiisii.
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3.4.2 Doku iskelelerine Hiicre EKimi

Hiicre kiiltiiri, oyuklu, steril kiiltiir kaplarinda gerceklestirilmistir. Hiicre
ekiminden Once kiiltiir kaplarmin tabani parafilm ile kaplanmis ve alkol ile
yikanmistir. Boylece hiicre kiiltlirii kabinin alt kism1 hidrofobik hale getirilmis ve
hiicrelerin doku iskelesinden kiiltiir kabinin ylizeyine go¢ etmesi engellenmistir.
Biyokompozit kemik doku iskeleleri ise %70 alkol ile yikanarak ve kurumaya
birakilmistir. Daha sonra iskeleler ve kiiltiir kaplar1 UV 1s1k altinda 45 dk sterilize
edilmistir. Hiicre ekiminden 6nce, yapi iskeleleri kiiltiir kaplarina yerlestirilmis ve
serum proteinleri ile etkilesime girmesi igin 24 saat boyunca DMEM'de tutulmustur
(Gluimiisderelioglu ve dig. 2020). Sekil 3.12°de goriildiigii gibi, 24 saatin sonunda
yaklasik 0,75 cm?® iskele igeren her ortama 1x10* hiicre ekilmistir. 8 giinliik hiicre

kiiltiirii boyunca, kiiltiir ortami her 2-3 giinde bir yenilenmistir.

Sekil 3.12: Doku iskelelerine hiicre ekimi.
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3.4.3 Morfolojik Analiz

8 glinliik hiicre kiiltiirlinlin sonunda doku iskelelerindeki kiiltlir ortami
cikarilmis ve yapi iskeleleri iki kez PBS ile yikanmustir. Hiicreler, doku iskelelerinin,
karanlik ortamda, %2,5 (h/h) glutaraldehit ¢ozeltisinde 30 dk bekletilmesiyle
fiksasyon iglemi gergeklestirilmistir. Ardindan iskeleler sirasiyla %30, %50, %70,
%90 ve %100 (h/h) etanol ¢ozeltilerinde ikiser dk tutularak ve dehidrasyon islemi
yapilmustir. Daha sonra iskeleler SEM oncesinde, 5 dk boyunca heksametildisilazan
(HMDS; BRB, Hollanda) i¢inde tutulmus ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir
(Gtimiisderelioglu ve dig. 2020). Son olarak iskeleler, Sekil 3.13’de goriildiigii tizere
SEM analizinde goriintii alabilmek igin, SEM oncesinde altin-paladyum ile 400 sn

kaplanarak iletken hale getirilmistir.

Kaplamadan 6nce Kaplama yapilirken Kaplamadan sonra

Sekil 3.13: Iletken hale getirmek i¢in doku iskelelerinin altin-palladyum ile kaplanmasi.

3.4.4 Sitotoksisite Calismalari

Sitotoksisite testleri, kemik doku iskelelerinin sitotoksik potansiyelinin olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Hiicre temelli sitotoksisite ¢aligmalari
gerek uygulama kolayligi gerekse in vivo ¢alismalardan elde edilen verilerle uyum
gostermesi nedeniyle, hayvan deneylerine alternatif olarak tercih edilir duruma

gelmistir.

BTS o6rneklerinin sitotoksik aktivitesi Fare Preadiposit (3T3-L1) hiicre hatti

tizerinde incelenmistir. Bu amacla hiicreler once Tripan mavisi ile Thoma lami
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yardimiyla sayilmis ve 96 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 2x10° hiicre olacak
sekilde ekilmistir.

BTS o6rnekleri 1mg/ml olacak sekilde gece boyunca c¢alkalamali inkiibatorde
DMEM besiyeri igerisinde inkiibe edilmistir. Daha sonra her bir 6rnegin bekletildigi
besiyerinin sitotoksik etkisini tespit etmek i¢in alt1 farkli (5, 10, 25, 50, 100 ve 125ul)
konsantrasyonu denenmistir. Ayrica, ¢aligmaya dair sonuglar detayli olarak bulgular

konusu altinda verilmistir.

3.5 istatiksel Analiz

Tiim deneyler ii¢ tekrar olarak gerceklestirildi. Istatistiksel analizler, ¢oklu
karsilastirma i¢in Student t-testi (Minitab Yazilimi) kullanilarak yapildi. Veriler,
ortalama degerin (+SD*P<0,05) anlamli kabul edildigi sekilde ifade edilir.
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4. BULGULAR

4.1 SEM Analizi

Uretilen doku iskelelerinin kesit morfolojileri SEM ile belirlendi. Iskelelerin,
i¢sel baglantilara sahip oldukca gozenekli bir yapiya sahip oldugu tespit edilmistir. Bu
ozellikler kemik doku miihendisliginde 6nemli bir yere sahiptir. Hiicre tutunmasinda,
yeni olusan dokunun yapisal olarak desteklenmesinde, kemik ekstraselliiler matriks
olusumunda ve kan dolasimi i¢in yer saglanmasinda kritik rol oynar. Bu yapimin
olusumu dondurarak kurutma yoOntemi sayesinde ger¢eklesmistir. Dondurarak
kurutma yontemi, su buhar1 igeren havanin sicakligini diisiirmek i¢in bir sogutucu
kullanir, boylece havay1 solvent ile degistirerek birbirine baglt makro gézenekli yap1

olusturur.

Sekil 4.1'de goriildiigii gibi, diatomsuz BTS-1 ve BTS-3 iskelelerinin SEM
gorlntiileri farkli biiylitmelerde verilmistir. Burada BTS-1 ve BTS-3 iskelelerinin
strastyla yaklasik 160 pm ve 270 um makro gézeneklere sahip oldugu goriilmektedir.
BTS-3 iskelesinin BTS-1'den farkli olarak igerdigi jelatin nedeniyle daha biiyiik

gozeneklere sahip oldugu SEM ile gézlemlenmistir.

Sekil 4.1: Diatom igermeyen BTS-1 (a) 250x, b) 500x, ¢) 1000x) ve BTS-3 (d) 250x, e) 500x,
f)1000x) iskelerinin morfolojik gériintiileri.
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Sekil 4.2'de diatom igeren BTS-2 ve BTS-4 iskelelerinin farkli biiyiitmelerde
SEM goriintiileri verilmistir. Diatom icermeyen BTS-1 ve BTS-3 iskelelerinden farkl
olarak, bu iskelelerin makro ve mikro gézeneklerin yanm sira diatom kaynakli nano
gozeneklere sahip oldugu gozlemlenmistir. BTS-2 ve BTS-4 iskelelerinin makrodan
nanoya farkli biiyiitmelerde gozeneklere sahip oldugu gézlemlenmistir. Burada BTS-
2 ve BTS-4 iskelelerinin sirasiyla yaklasik 130 um ve 170 pm makro gozeneklere sahip
oldugu goriilmektedir. BTS-4 iskelesinin BTS-2'den farkli olarak igerdigi jelatin
nedeniyle daha biiyiik gbzeneklere sahip oldugu SEM ile belirlenmistir. Bu iskelelerde
bulunan ayni tip diatomlarin yaklagik 9-16 pm boyunda ve 8-20 um capinda oldugu
goriilmistiir. Ayrica bu diatomlarin diizenli araliklarla 260-330 nm nano gozenek

boyutlarina sahip oldugu gozlemlenmistir.

Sekil 4.2: Diatom iceren BTS-2 (a) 250x, b) 2500x, c) 10000x) ve BTS-4 (d) 250x, e) 2500x, f) 10000x) iskelelerine
ait morfolojik géruntaleri.

4.2 FT-IR Analizi

Kemik doku iskelelerinin FT-IR sonug¢ grafigi Sekil 4.3'de verilmistir.
Iskeleleri olusturan yapilarin FT-IR verileri sekilde ayr1 ayr1 goriilmrktedir. BTS-1,
BTS-2, BTS-3 ve BTS-4 iskelelerindeki HA'nin OH gruplarinin sirasiyla 3288, 3290,
3274, 3274 cm seviyelerinde asimetrik gerilme bandinda ve 1647, 1652, 1637, 1640
cm seviyelerinde ise asimetrik egilme bandinda yer aldig1 goriilmiistiir. HA'nin PO4
3 gruplarinin sirasiyla 559, 558, 559, 558 cm™ seviyelerinde asimetrik gerilme

bandinda ve 1016, 1012, 1015, 1016 cm™ seviyelerinde asimetrik egilme bandinda yer
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aldig1 belirlendi. Kitosanin 892-1152 cm™ karakteristik pikleri, C-O-C asimetrik
gerilme bandinda bulundu. Ayrica 1633 cm™ seviyesinde C=0 gerilmesi (amid 1) ve
1537 cm™ seviyesinde N-H egilme (amid IT) bandinin oldugu gozlendi. Jelatine 6zgii
1630, 3324 cm™* cm seviyeleri N-H gerilme (amid 1) bandinda, 1543 cm™ cm seviyesi
C-N gerilme ve N-H egilme (amid II) bandinda yer ald1. Diatomun 1076-1100 cm
araligindaki pik, asimetrik Si-O-Si baglarindaki titresimleri gdsterir ve 750-850 cm™
araligindaki pik, simetrik Si-O-Si baglarindaki titresimleri gosterir. 600 cm™

seviyelerindeki pik, diatomun kristal yapisindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.3: Biyokompozit yapi iskelelerinin FT-IR grafigi.

4.3 Hiicre Kiiltiir Calismalarimin Sonuclari

Tez biinyesinde, lretilen dort farkli kemik doku isklesine dair alinan SEM
goriintiileri ile doku iskelelerinin iskele-hiicre etkilesimleri ve biyouyumluluk

bakimindan uygun yapilar olup olmadig1 degerlendirilmistir.

Bu calismada, sentezlenen doku iskeleleri kullanilarak 3T3L1 hiicre hatt1 ile 8
giin boyunca durgun kosullarda hiicre kiiltlirii g¢alismalar1 yapilmistir. 3T3L1

hiicrelerinin hazirlanan iskeleler tizerindeki canliligi, tutunmasi ve morfolojisi kiiltiir
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caligmalari sonrasinda yapilan SEM analiz ile aragtirilmig ve diatom katkili iskelelerin

farklilagma tizerindeki etkisi diger iskelelerle karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Uretilen doku iskeleleri iizerinde kiiltiirlenen 3T3L1 hiicrelerinin 8. giiniiniin
morfolojisi Sekil 4.4°de verilmistir. Hiicrelerin yapi iskelesine baglandigi, yayildigi ve
icsel olarak baglantili gdzeneklere go¢ ettigi agikca goriilmiistiir. Oncelikle, diatom
icermeyen BTS-1 ve BTS-3 iskelelerine bakildiginda hiicrelerin iskeleler ile oldukca
agst bir iliski kurarak g¢ogaldigi goriilmiistir. Diatom igeren BTS-2 ve BTS-4
iskelelerine bakildiginda ise BTS-2 iskelesinde hiicrelerin iskele {izerini bir ortii gibi
orterek cogaldig goriiliirken, BTS-4’de ise yine hiicreler iskeleler ile ags1 bir cogalma
iligkisi gostermistir. Bu durumun BTS-4’den farkli olarak BTS-2’nin jelatin
icermeyisinden kaynaklandigi diistintilmektedir.

Sekil 4.4: 8 giinliik hiicre kiiltiiriiniin ardindan diatom igermeyen BTS-1, BTS-3 ve diatom igeren
BTS-2, BTS-4 doku iskelelerinin SEM goriintiileri.
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4.4 Sitotoksisite Calismalar: Sonuclari

Elde edilen ¢alismalar sonucunda Sekil 4.5’de goriildigii tizere MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5- difeniltetrazolyum bromid) testi ile 3T3-L1 hiicre hatt1 igin
etkili dozlar1 (EC50 degerleri) bulunmustur.
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Sekil 4.5: Degisik konsantrasyonlardaki doku iskelelerinin 3T3-L1 hiicre canliligina etkisi.

Iskelelerin degisik konsantrasyonlardaki hiicre canlilifma etkisi Sekil 4.5 ve
Tablo 4.1°den de goriilecegi iizere BTS-1, BTS-2 iskelelerinin hangi doz seviyelerine
kadar toksik etki gostermedigi ve BTS-3, BTS-4’1in kullanilan doz seviyelerinde hig¢bir
toksik etki gostermedigi oOrtaya koyulmustur. (Sonuglar iki farkli sitotoksisite
deneyinin, triplike Ol¢limiiniin ortalama degerleridir. Kontrol degerleri 100%

alinmigtir. *: Kontrol grubundan farkli (p<0,05)).

Tablo 4.1: 3T3-L1 hiicre hatt1 ile yapilan etkili dozlarin verileri.

Ornek adi EC50 Degeri (ul)

BTS-1 97,80

BTS-2 146,28

BTS-3 Toksik doz saptanmamustir.
BTS-4 Toksik doz saptanmamustir.
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5. SONUC ve ONERILER

Diatomun igerdigi silika kaynagi ile kemik sagligi tizerindeki olumlu etkileri
bilinmesine ragmen, kemik doku miihendisligi ¢aligmalarinda diatom takviyeli yap1
iskelelerinin iiretimi ile ilgili ¢ok smirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Tez
kapsaminda yapilan calismalarimizda, kitosan, hidroksiapatit, jelatin ve diatom
kullanilarak farkli kombinasyonlarda (Tablo 3.1), dondurarak kurutma yontemiyle
doku iskeleleri tretilmistir. Diatom icermeyen BTS-1 ve BTS-3 biyo-kompozit
iskeleler ile diatom igeren BTS-2 ve BTS-4 biyo-kompozit iskelelerle
karsilastirlmistir Iskelelerin SEM ile morfolojik gdzlemine bakildiginda, diatom
iceren iskelelerin makro gozeneklerinin diatomsuz iskelelere gore biraz daha kiigiik
oldugu analiz sonuglarindan elde edilmistir. Elde edilen sonuglar sirasiyla diatomsuz
ve diatomlu olarak 160 um-270 um, 130 um-170 pum makro goézeneklere sahip oldugu
goriilmistiir. Goriintiileme analizinden elde edilen sonuglar diatoma 6zgii spesifik
nano gozeneklerin varligini da ortaya koymustur. BTS-2 ile BTS-4 biyo-kompozit
iskelelerde bulunan ayni tip diatomlarin yaklasik olarak 9-16 um boyunda ve 8-20 um
capinda oldugu goriilmiis olup diatomlarin diizenli araliklarla 260-330 nm nano
gozenek boyutlarina sahip oldugu gozlenmistir. BTS-2 ile BTS-4 karsilastirildiginda
sirastyla yaklasik olarak 130 pum ve 170 pm makro goézeneklere sahip oldugu
goriilmiistiir ki bu durum jelatin iceren yap1 iskelelerinin makro gozeneklerinin daha
biliyiik oldugnu gdstermistir. Aynm1 kiyaslama BTS-1 ve BTS-3 ile yapildiginda
sirastyla yaklasik olarak 130 um ve 170 pum makro gozeneklere sahip oldugunda jelatin
iceren yapi iskelesinin daha biiyiik makro gozenekler igerdigini sdyleyebiliriz. Elde
ettigimiz biyo-kompozit iskelelerin sahip oldugu gozenek boyutlarinin analiz
sonuglari literatiir galismalari ile uyumluluk goésterdigi sonucuna varilmistir. Ayrica,

daha sistematik bir sekilde tez kapsaminda yaptigimiz ¢alismalara devam edilecektir.

Olusturulan biyo-kompozit iskelelerde ki gozenekler hiicre baglanmasi,
farklilasmas1 ve ECM olusumunda kritik éneme sahiptir. ilaveten, diatom-spesifik
ekstra nanogozeneklerin bu etkileri daha da destekleyecegi diistiniilmiistiir. Hiicre
kiiltiirii caligmalar1 sonucunda, diatom igermeyen yap1 iskelelerinde hiicreler ags: bir
sekilde cogalirken, diatom igeren yapi iskelelerinde jelatinsiz BTS-2 iskelesinde
hiicreler bir ortii gibi iskeleleri tamamen kaplarken jelatinli BTS-4 iskelesinde hiicreler

yine ags1 bir sekilde ¢cogalmistir.
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Biyokompozitlerin bag yapilarindaki farkliliklar1 gozlemlemek igin sik sik
orneklerin FT-IR analizleri yapilmaktadir. FT-IR spektroskopisi, gelistirilen iskelenin
fonksiyonel ve kompozisyon analizi i¢in kullanilmistir. FT-IR analizinde doku
iskelelerindeki yapisal baglarin asimetrik gerilme ve egilme bantlarinin hangi molekiil
bag gruplarina ait oldugu sonucunu vermektedir. Dolayisiyla, Spesifik piklere
bakildiginda —OH gruplarina, asimetrik ve simetrik -CH2 gruplarina, -NH'nin gerilme
titresimlerine, C=0 gerilmesi ve N-H egilme bandlarina, yapidaki hidrojen bagli NH
gruplarina, C—O—C gruplarinin titresimine ait bircok pik goriilmektedir. Bunun
yaninda spektrumlarda diatomlara ait Si—O-Si pikleri de yer almaktadir. Sonuglar
silisyumlu yapilarin polimerik kompozit yapisina basartyla dahil edildigini
gostermistir. FT-IR spektrumlar1 incelendiginde tiim bu karakteristik piklerin ¢itosan,
hidroksiapatit, jelatin ve diatomite ait oldugu ve bu piklerin yogunlugunun,
biyokompozitlerdeki biyopolimer ve inorganik igerigi ile arttigr goriilmektedir. FT-
IR analizleri ile birlikte diger karakterizasyon teknikleri sonucunda biyokompozit yap1
iskelelerinin basariyla sentezlendigi ve elde edilen malzemelerin kompleks bir yapiya

sahip oldugu anlasilmistir.

Bu ¢aligmada diatomsuz yap1 iskelelerinin biyouyumlu ve ideal gozeneklere
sahip oldugunu bilerek bu iskelelere diatomlar eklenmistir ve yapilan karsilastirmalara
gore diatom katkili iskelelerin biyouyumlu ve ideal gozeneklere sahip oldugu
gozlenmistir. Hiicre kiiltiirii sonuclarindan goriildiigi gibi, diatom katkili ve diatomsuz
yap1 iskeleleri hiicre yapismasini ve ¢ogalmasini desteklemistir. Buna gore diatomun
biyoaktif 0zelliginin hiicre yapigmasimni ve g¢ogalmasini daha fazla destekledigi
diisiiniilmektedir. Sonug olarak, hiicreler iskelelere yapisarak ¢ogaldikca, iskelelerin

yiiksek oranda biyouyumlu oldugu belirlenmistir.

Yapilan sitotoksisite ¢aligmalarinin sonucunda BTS-1 ve BTS-2 iskelelerinin
100 pl doz seviyesine kadar 3T3-L1 hiicrelerinde toksik etki yaratmadigi ve BTS-3 ile
BTS-4 iskelelerinin uygulanan doz seviyelerinin higbirinde 3T3-L1 hiicreleri iizerinde
toksik etki yaratmadigi sonucuna varimistir. Bu durumun BTS-3 ve BTS-4
isklelerinin BTS-1 ve BTS-2 iskelelerinden farkli olarak jelatin igermesinden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Sonug¢ olarak iretilen iskelelerin hangi doz

seviyelerine kadar kullanima uygun oldugu belirlenmistir.
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Diatom, kemik doku miihendisligi ¢alismalarinda doku iskelelerinin
osteoindiiktif ozelliklerini gelistirmek i¢in benzersiz nano gozenekler ile biyoaktif
silika kaynagi olarak kullanilabilir. Gelistirilen biyokompozit iskeleler, kemik dokusu

miihendisligi igin umut verici bir potansiyele sahiptir.

Oneriler

Hem igerik bakimindan daha 6nce yapilmamis hem de diatomun etkilerinin
kemik doku iskelerindeki etkilerinin incelenmesin agisindan oldukga verimli olan bu
calismada yapilan 8 giinlik hiicre kiiltiir ¢alismalarinin farkli periyotlarda da
yapilmasinin faydali olacag: diisiiniilmektedir. Ayrica sayisiz ¢esidi olan ve farkl
ozelliklere de sahip diatomlar var oldugu igin benzer ¢alismalarin farkli diatom
tirlerinde de yapilmasi kemik doku miihendisligi alanina oOnemli katkilar

saglayacaktir.
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